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RESUMO

Trata-se de um estudo sobre a fenologia, biologia floral, reproducdo e anatomia das
estruturas secretoras, em especial aquelas produtoras de odor e de recurso floral, de duas
espécies simpatricas do género Epidendrum L. (Orchidaceae) em vegetacdo de restinga.
O género Epidendrum L., subfamilia Epidendroideae, esta representado na restinga de
Marica por duas espécies da tribo Epidendreae, subtribo Laeliinae: Epidendrum
denticulatum Barb. Rodr. e Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex. Lindl., as quais
florescem sincronicamente ao longo de todo 0 ano, com picos na estacdo mais quente e
umida. As flores de E. denticulatum abrem-se pela manhd, tém coloracdo rosa
conspicua, guia de néctar e nectarios nupcial e extranupcial. Durante o dia, sdo visitadas
por lepiddpteros Hesperiidae, que promovem a remocao dos polinérios. As flores de E.
orchidiflorum tém abertura floral noturna, coloracdo verde, nectarios nupcial e
extranupcial e odor marcante a noite, sugerindo polinizacdo por agentes noturnos,
possivelmente mariposas. Ndo foram registrados visitantes diurnos para a espécie, mas a
remocdo de polinias foi observada apenas durante a noite. Os nectarios florais nupciais
de ambas as espécies sdo do tipo cuniculo e, estruturalmente, apresentam diferencgas na
epiderme secretora: em E. denticulatum ha tricomas unicelulares e cuticula lisa e em E.
orchidiflorum a epiderme €é papilosa e recoberta por cuticula estriada. Estruturas
produtoras de fragrancias (osmdéforos) foram detectadas. Em condigdes naturais, a
producdo de frutos é muito baixa. Os experimentos de polinizacdo manual revelaram
que as espécies sdo auto e intercompativeis. No entanto, a producdo de frutos e de
sementes férteis alcangou 0 maior sucesso nos experimentos de polinizacdo cruzada,
sugerindo limitacdo na polinizagcdo. N&o foram identificados individuos com morfologia
intermediéaria. Barreiras pré-polinizacdo relacionadas com a biologia floral das espécies
(diferencas no horéario de antese, cor, odor das flores e na forma floral, resultado da
ressupinacdo das flores de E. orchidiflorum) parecem suficientes para evitar a
hibridizacdo. Por outro lado, a grande ocorréncia de propagacdo vegetativa, aliada a
dificuldade de estabelecimento de plantulas no ambiente de restinga, pode ter um papel

muito importante na manutencédo das espécies.
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ABSTRACT

This is a study about the phenology, floral biology, reproduction and anatomy of the
secretory structures, especially those that producing scent and floral resource, of two
sympatric species of the genus Epidendrum L. (Orchidaceae) in restinga vegetation. At
the restinga of Marica, the genus Epidendrum L., subfamily Epidendroideae, is
represented by two species of the tribe Epidendreae, subtribe Laeliinae: Epidendrum
denticulatum Barb. Rodr. and Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex. Lindl., which
bloom synchronously throughout the year, with peaks in the warmer and wet season.
The flowers of E. denticulatum open in the morning, have conspicuous pink color,
nectar guide and nuptial and extranupcial nectaries. During the day, they are visited by
Lepidoptera Hesperiidae, which promote the removal of pollinaria. The flowers of E.
orchidiflorum open at night, have green color, nuptial and extranupcial nectaries and a
strong odor at night, suggesting nocturnal pollination agents, possibly moths. There
were no diurnal flower visitors for the species, but we observed removed pollinias only
at night. The nupcial nectaries of both species are of the cuniculous type and structurally
differ in relation to the secretory epidermis: in E. denticulatum there are unicellular
trichomes and a smooth cuticle and in E. orchidiflorum the epidermis is papillose and
covered with a striated cuticle. Structures producing fragrances (osmophores) were
detected. Under natural conditions, the fruit set is very low. The hand pollination
experiments revealed that the species are self and intercompatible. However, the
production of fruits and fertile seeds achieved the greatest success in the experiments of
cross-pollination, suggesting limitations in pollination. Individuals with intermediate
morphology were not identified. Pre-pollination barriers related to the floral biology of
the species (differences in the time of anthesis, color, odor and in the floral form
resultant from the ressupination of the flowers of E. orchidiflorum) seem sufficient to
prevent hybridization. On the other hand, the high occurrence of vegetative propagation,
combined with the difficulty of seedling establishment in restinga, may have an

important role in maintaining of the species.
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1 - Introducéo

A familia Orchidaceae constitui um dos maiores e mais diversos tdxons de
angiospermas, com cerca de 20.000 especies (Dressler,1993 apud Saddi, 2008; Souza &
Lorenzi, 2005), constituindo um clado basal dentro da ordem Asparagales (APG IlI,
2003). A maioria das espécies de Orchidaceae, cerca de 10.850 espécies, ocorre nos
trépicos, (Dressler,1993 apud Saddi, 2008), embora a familia esteja distribuida por
todas as regides do planeta (Dressler,1990). O Brasil tem aproximadamente 235 géneros
e 2.419 espécies, sendo considerado o terceiro pais com maior diversidade desta familia
(Pabst & Dungs, 1975; Dressler, 1990; Barros & Barbarena, 2010). Treze géneros sao
exclusivos do neotrépico, incluindo Epidendrum L., com cerca de 1.500 espécies
(Dressler, 1993 apud Saddi, 2008), um dos mais diversos da familia, distribuido desde
0 sudeste dos Estados Unidos até o nordeste da Argentina (Hagsater & Soto Arenas,
2005). Epidendrum estd incluido na subfamilia Epidendroideae (Judd et al., 1999;
Pinheiro et al., 2009) e as espécies sdo extremamente variaveis no que se refere a
exigéncia de habitat, sendo principalmente epifitas, mas também ocorrendo algumas
litofiticas e outras terrestres (Conceicdo et al., 2006).

A familia Orchidaceae caracteriza-se pelo ovario infero, sincarpico; perianto
formado por dois verticilos trimeros (3 sépalas e 3 pétalas), sendo que a pétala mediana,
denominada “labelo” (labio, em latim), com fregiiéncia é maior e apresenta glandulas ou
ornamentacdes (calos) com fungbes relacionadas ao processo de polinizacao.
Frequentemente ocorre ressupinacdo — a tracdo de 180° sofrida por flores zigomorfas em
durante o desenvolvimento — que leva o labelo a ocupar a posi¢cdo mais baixa na antese,
podendo, assim, atuar como plataforma de pouso ou guia mecénico para 0S
polinizadores (Mondragon-Palomino & TheiBen, 2009). O androceu e 0 gineceu,
fundidos em maior ou menor grau, formam uma estrutura Unica denominada coluna.
Nesta, a antera e a area estigmatica sdo separadas por uma membrana, o rostelo, que
impede a autopolinizagdo. O nimero de anteras férteis em geral € muito reduzido, sendo
uma e raramente duas ou trés. As sementes sdo em geral diminutas e carecem de
endosperma. Durante o processo de germinagdo estabelece-se uma simbiose entre

fungos e a semente. O fungo providencia nutrientes para o embrido, sem 0s quais 0



processo de germinacdo ndo seria possivel na natureza (Dressler, 1990; Singer &
Koehler, 2004; Souza & Lorenzi, 2005).

As orquideas sdo conhecidas pelas diversas formas e cores de suas flores que
favorecem a atracdo dos polinizadores (Judd et al., 1999; Pabst & Dungs, 1975), sendo
0 néctar o principal recurso oferecido (Proctor et al., 1996). A presenca de néctar pode
resultar em elevadas transferéncias de pdlen em Orchidaceae, incluindo as orquideas
epidendroides (Peter & Johnson, 2009). Entretanto, 6leos, tecidos, resinas e perfumes
florais também estdo representados. Ainda, numerosas orquideas ndo oferecem
recompensa aos polinizadores. Sdo as “orquideas de engodo”, cujas flores exibem
conjuntos de caracteres (cores, fragrancias florais, etc.) que atraem animais a procura de
alimento que, entretanto, ndo é disponibilizado, ou apresentam estratégias mais
sofisticadas, como nas orquideas polinizadas por “pseudocdpula”, que produzem
fragrancias florais que mimetizam os feromdnios sexuais de fémeas de insetos,
geralmente os Hymenoptera (Singer & Koehler, 2004). O odor floral é responsével pela
atracdo a longa distancia (Proctor et al., 1996).

A diversificacdo de nectarios em Orchidaceae esta intimamente relacionada com
adaptacOes para diversos grupos de polinizadores (Baker & Baker, 1993; Pacini et al.,
2003). Nectarios em muitas orquideas sdo formados por protuberancias (calos) ou
regides papilosas localizadas na coluna, labelo ou entre as duas (Dressler,1993 apud
Saddi, 2008).

No que se refere ao sistema de reproducdo, a maioria das Orchidaceae nédo
apresenta sistemas de incompatibilidade, mas a autopolinizacdo espontanea é evitada
pela presenca do rostelo; dessa forma, as espécies dependem de vetores de pélen e sdo,
na maioria dos casos, xendgamas, sendo a autogamia rara (van der Pijl & Dodson, 1966;
Dressler,1993 apud Saddi, 2008). Nas espécies que apresentam este sistema
reprodutivo, o rostelo é curto ou rudimentar, permitindo que os grdos de pélen tenham
contato com a area estigmatica (Dodson, 1969; Singer & Sazima, 20013, b).

Uma caracteristica bastante conhecida da familia Orchidaceae é a potencialidade
para formar hibridos interespecificos. A coexisténcia natural de espécies relacionadas e
a manutencdo da integridade das mesmas sO sd0 possiveis se existem mecanismos
eficientes capazes de conter o fluxo genético entre elas. A hibridacdo é evitada
principalmente pela existéncia de barreiras pré-polinizagdo, podendo ser mecéanicas
(quando relacionadas a mecanismos da prépria flor) ou ecoldgicas (pela presenca de

polinizadores especificos ou através da separagdo temporal da floragdo) (Dodson, 1969;
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Coleta & Stort, 1976; Dressler, 1990; Paulus & Gack, 1990; Pansarin & Amaral,
2008a). Também podem ocorrer barreiras pés-polinizagdo tais como morte do zigoto ou
inviabilidade do hibrido (incapaz de procriar) (Dressler, 1990).

O elevado nivel de compatibilidade reprodutiva na subtribo Laellinae, incluindo
0 género Epidendrum (Lenz & Wimber, 1959; Pansarin & Amaral, 2008a), associado a
barreiras pré-polinizacdo fracas ou ausentes resultam em eventuais hibridizacfes em
populacdes naturais (Dunsteville, 1979; Hagsater, 1984; Dressler, 1990).

Estudos sobre a reproducdo de espécies de Epidendrum indicam o grupo dos
Lepiddpteros como os principais polinizadores das espécies: ninfalideos da subfamilia
Ithomiinae, espécies de Hesperiidae e mariposas da familia Artiidae polinizam E.
paniculatum Ruiz & Pavon em mata semidecidua de altitude, na Serra do Japi, SP.
(Pansarin, 2003). Dodson & Frymine (1961) registram Urbanus proteus Linné 1758
(Hesperiidae) como polinizador de E. secundum Jacg. na Ameérica Central. Outro estudo
aponta visitas de outras borboletas da familia Hesperiidae e de beija-flor do género
Amazilia (Pansarin & Amaral, 2008b). Na Costa Rica, van der Pijl & Dodson (1966)
relatam uma espécie ndo identificada de Hesperiidae e Papilio polysemes (Papilionidae)
como polinizadores de E. secundum.

Algumas espécies de Epidendrum do “complexo Epidendrum secundum”, E.
ibaguense H.B.K. e E. radicans (Lindl.) Pavon, ndo produzem néctar e mimetizam
espécies de Lantana e Asclepias, sendo polinizadas por engano (Boyden, 1980). Assim,
a presenca de nectarios florais parece variavel no género, uma vez que Reis et al. (2004)
referem-se a E. secundum e E. paniculatum como espécies nectariferas e Moreira et al.
(2008) descrevem estruturas tricomaticas nectariferas, localizadas na coluna das flores
de E. fulgens Brongn.

Segundo Rodarte (2008), na restinga de Marica, RJ, ocorrem duas espécies do
género Epidendrum: Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. e Epidendrum
orchidiflorum Salzm. ex Lindl. Estas duas espécies florescem e frutificam
sincronicamente ao longo de todo o ano. As flores de E. denticulatum sdo rosadas, com
guias de cor branca, ao passo que as de E. orchidiflorum séo verdes e desprovidas de
contrastes de cor na corola. Além disso as espécies estdo amplamente distribuidas e
agrupadas indicando que ocorra propagacédo vegetativa. A propagacdo vegetativa € uma
estratégia de sobrevivéncia de espécies aldgamas e na natureza se da quando a espécie
encontra-se afetada no seu sistema reprodutivo principal, especialmente em plantas

providas de bulbos e rizomas (Rosse et al., 1997).



Almeida & Figueiredo (2003), em estudo sobre a biologia de E. denticulatum,
ndo identificaram néctar nas flores, interpretando o sistema de polinizagdo como
deceptivo.

Com relacdo a Epidendrum orchidiflorum, ndo existem informacdes sobre a
biologia reprodutiva ou sobre mecanismos de polinizacdo. No entanto, ha estudo
realizado na Amazonia Central referente a anatomia ecoldgica foliar e da raiz e aspectos
ecofisiolégicos, no qual E. orchidiflorum (=E.huebneri) é descrita como epifita e
secundariamente pseudoterrestre na campina aberta ou sombreada, perene, sempre
verde, heliofila, umbréfila e apresentando metabolismo CAM (Bonates, 2007).

As orquideas possuem papel importante na flora das Unidades de Conservacao e,
somente quando ha um conhecimento sobre o habitat, a biologia, a ecologia e o0 tamanho
das populacGes, é possivel programar estratégias de conservacdo apropriadas para as
espécies (Cribb et al., 2003). Apesar do crescente aumento dos estudos de biologia
reprodutiva de Orchidaceae, inclusive no Brasil, poucos estudos apresentam uma
abordagem comparativa entre espécies de uma determinada area, especialmente de
restinga.

O presente trabalho tem como objetivo estudar duas espécies simpatricas de
Orchidaceae, Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. e Epidendrum orchidiflorum
Salzm. ex Lindl., quanto a fenologia, biologia floral, sistema reprodutivo e anatomia das
estruturas secretoras, em especial aquelas secretoras de recurso floral e busca respostas
para as seguintes questdes: 1- As espécies estudadas oferecem néctar como recurso
floral para polinizadores? 2- H& mecanismos que impedem ou dificultam polinizacGes
interespecificas e, caso isso se confirme, sdo relativos a aspectos da morfologia e da
biologia das flores? 3- Embora as duas espécies florescam ao longo do ano, ocorrem
picos de intensidade diferentes para as mesmas? 4- Qual a importancia da propagacao
vegetativa na manutencdo e crescimento das populacdes de ambas as espécies na

restinga?



2 - Materiais e Métodos

2.1 - Area de estudo

2.1.1 — Localizacdo e descricdo

O estudo foi realizado durante o periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2011,
em area de vegetacio de restinga, na Area de Protecdo Ambiental (APA) de Marica, Rio
de Janeiro, Brasil, entre os distritos de Barra de Maricé e Itaipuagu (22°53” a 22°52°S ¢
42°52” a 42°51°W).

A érea da APA é composta por dois corddes arenosos (interno e externo),
separados por uma depresséo (brejos) (Fig.1). As observacdes de campo foram feitas na
restinga interna, abrangendo trés fisionomias da vegetacdo: arbustiva aberta inundavel -
AAl, arbustiva aberta ndo inundavel (fisionomia de moitas intercaladas por areas
desnudas) — AANI e arbustiva fechada ndo inundavel - AFNI (Menezes et.al., 2005)

(Fig. 2).
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FIGURA 1: Aspecto geral da restinga e local de estudo na Area de Protecdo Ambiental
(APA) de Maricé, Rio de Janeiro, Brasil.



FIGURA 2: Localizagio da area de estudo no corddo interno da Area de Proteco
Ambiental (APA) de Maric4, Rio de Janeiro, Brasil, mostrando as trés fisionomias da
vegetacdo em vista aérea. AAIl, AANI (evidenciado em circulo vermelho), AFNI.
Fonte: http://maps.google.com

2.1.2 - Caracteristicas climéticas

Segundo a classificacdo de Koeppen (1948), o clima da regido é do tipo Aw
tropical chuvoso, apresentando precipitacdo pluviométrica média anual de 1130 mm,
concentrada no verdo e reduzida no inverno, sem estagdo seca. A temperatura média
anual é de 23,6°C, com médias anuais das temperaturas maximas de 28,0°C, e das
minimas, de 15,3°C, sendo julho o més mais frio e fevereiro o més mais quente
(Mantovani & Iglesias, 2001). Os dados de temperatura e precipitagdo pluviométrica

para Maricéa, durante o periodo de estudos encontram-se na Fig. 3.

2.2 - Estudo fenoldgico e distribuicdo das espécies estudadas

Para a andlise fenoldgica registraram-se, uma vez por semana, as fenofases
reprodutivas das duas espécies, ao longo de um ano (marco de 2010 a abril de 2011).
Para cada espécie, foram selecionados e etiquetados, ao acaso, 14 individuos,
apresentando entre 04 e 10 rametos. Para cada rameto foi registrado: o nimero de

inflorescéncias, botbes, flores e frutos. Esses dados foram organizados em planilhas e



posteriormente foram utilizados na confeccdo de graficos fenologicos dos eventos

acompanhados.
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FIGURA 3: Dados médios de temperatura (°C) e de precipitagdo pluviométrica total
(mm) para a regido de Maricd, no periodo de janeiro de 2004 a dezembro de 2010.
Dados cedidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) — Estacdo N°
83089.

A intensidade de cada evento fenoldgico (emissdo de botdes, emissdo de flores e
frutos), ao longo das semanas, foi avaliada utilizando-se uma escala semi-quantitativa,
variando de 0 a 4 (Fournier, 1974), onde: (0) — auséncia do evento, (1) — entre 1 e 25%
dos rametos exibindo o evento, (2) — entre 26 e 50 % dos rametos exibindo o evento, (3)
— entre 51 e 75% dos rametos exibindo o evento e (4) — entre 76 e 100% dos rametos
exibindo o evento. O valor mensal que cada individuo alcancou na escala de Fournier
foi aquele considerado o mais expressivo no més. O percentual de intensidade (%
Fournier) foi calculado mensalmente para cada espécie, da seguinte maneira: somaram-
se os valores da escala de Fournier obtidos para todos os individuos expressando uma
determinada fenofase no més e dividiu-se pelo valor maximo possivel da referida escala
(neste caso, 4) multiplicado por N (nimero total de individuos amostrados). O valor
obtido foi multiplicado por 100 e transformado em percentual, sendo utilizado para

expressar, a cada més, a intensidade de uma determinada fenofase (Fournier, 1974).

z Founier
4xXN

Percentual de intensidade = x100



Para calcular o percentual de atividade de uma fenofase, foi utilizado o método de
Bencke & Morellato (2002), que considera, mensalmente, presenca ou auséncia da
fenofase nos individuos, ao longo do ano. Além disso, estima a sincronia do evento,
levando em conta que quanto maior o numero de individuos manifestando uma
fenofase, maior é a sincronia da mesma.

Todos os individuos de ambas as espécies encontrados foram marcados com auxilio
de GPS (Garmin e Trex Legend Cx), ao longo de uma area de cerca de 6ha, sobre o
corddo interno da restinga, passando pelas fisionomias: arbustiva aberta inundavel,
arbustiva aberta ndo inundavel (moitas intercaladas com espacos de desnudos) e
arbustiva fechada.

2.3 - Biologia floral

A anélise da biologia floral foi realizada no campo, no laboratério de Biologia
Reprodutiva do Departamento de Botéanica e na Casa de Vegetacdo do Horto Botanico
do Museu Nacional (UFRJ). Foram realizadas as seguintes observacgdes: morfologia,
morfometria (didmetro ou largura e comprimento: sépalas, pétalase labelo, coluna,
ovario), cor, forma (Faegri & van der Pijl, 1979), horario de abertura floral, periodo da
longevidade foi considerado com a presenca da polinia, presenca de odor e natureza do

recurso floral disponibilizado.

2.3.1 - Osmaéforos

A pesquisa de osméforos foi realizada com flores frescas mergulhadas em
solucdo de vermelho neutro em diluicdo 1:1000 (Vogel, 1990; Dafni, 1992). A
percepcao de odores florais foi feita a partir de flores frescas colocadas em frascos de
vidro, mantidos tampados por cerca de 30minutos para melhor concentracdo do odor;
partes florais foram testadas separadamente para identificar possiveis areas

correspondentes aos osmoforos.

2.4 - Anatomia floral

Flores em antese provenientes de individuos naturais da restinga foram
coletadas. As amostras foram fixadas em solucdo de formaldeido 4% + glutaraldeido
2,5 % em tampédo fosfato de sédio 0,05M pH 7,2 (Gahan, 1984), submetidas a baixa

pressdo, desidratadas em série etandlica, emblocadas em Historesin ® (Leica) e
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seccionadas com navalha de vidro, em micrétomo rotativo, modelos Spencer 820
(American Optical Co) e RM 2255 (Leica). SeccOes seriadas de 1-3um de espessura
foram coradas com Azul de Toluidina a 0,05 % (Feder & O’Brien, 1968).

Para detectar as principais classes de metabolitos nas células, seccdes de material
emblocado e fresco, obtidas em microtomo rotativo e de Ranvier, respectivamente,
foram tratadas com: (a) Sudan Ill e IV, para detectar a presenca de lipideos em geral
(Johansen, 1940); (b) dicromato de potassio 10%, para compostos fendlicos (Gabe,
1968): (c) Vermelho de Ruténio, para substancias pécticas (Johansen, 1940); (d)
reagente de Fehling, para acUcares redutores (Purvis et al., 1964); (e) Lugol, para amido
(Johansen, 1940) e (f) &cidos periodicos- reagente de Schiff (PAS), para polissacarideos
neutros (Taboga & Vilamaior, 2001; Amaral et al.,2001).

As observacOes e microfotografias foram realizadas em microscopio Olympus
BX-51 com sistema de captura composto por camera Qcolor 5 e Software Image-Pro
Express. As imagens foram editadas no Software Adobe ® Photoshop® 7.0 e as
pranchas montadas utilizando o Corel DRAW®12.

2.5 — Microscopia de varredura

Flores foram coletadas e fixadas imediatamente apds sua retirada dos rametos,
em paraformaldeido 4% + glutaraldeido 2,5 % em tampéo fosfato de s6dio 50mM pH
7,2 (Gahan, 1984) e submetidas a baixa pressdo. As amostras foram desidratadas em
série alcoolicas e submetidas ao ponto critico no laboratério de Microscopia eletrénica
da Universidade Santa Ursula.

Apoés este processo, as flores foram metalizadas com fina camada de ouro
paladio, por 3 minutos (Denton Vacuum - Desk IV) e observadas em MEV
(microscopia eletrdnica de varredura - JEOL JSM/6390LV) no laboratério de

microscopia eletronica do Museu Nacional (RJ).

2.6 - Visitantes florais

O registro direto de visitantes florais em E. denticulatum foi feito a partir de
observagoes focais, contando com um esforco de 20 horas.

A frequéncia de visitas e a eficiéncia da polinizacdo das duas espécies foram
estimadas, indiretamente, a partir das taxas de remoc¢édo e de deposicdo de polinarios.
Para tal, mensalmente, ao longo de um ano, flores foram coletadas ao acaso e analisadas

sob microscopio estereoscopio quanto a remogéo e deposi¢do de polinario.



Para verificar a ocorréncia de polinizagdo noturna em E. orchidiflorum foram
marcadas flores com polinias no final da tarde (17h); na manh& seguinte (6h), foram
avaliadas quanto & remocéo dos polinarios. As observagdes prolongaram-se até o final
da tarde (17h) para observacdo de remocdo de polinarios durante o dia. O experimento
foi repetido em dois dias do més de fevereiro (pico de floracdo), tendo sido

acompanhadas 103 flores.

2.7 - Sistema reprodutivo

Para o estudo do sistema reprodutivo foram utilizadas técnicas de polinizacao
manual. Para tal, botdes florais foram isolados com sacos de voil e receberam 0s
seguintes tratamentos: 1- nenhuma manipulacdo, para verificar a ocorréncia de
autopolinizacdo espontanea; 2- autopolinizacdo manual, para verificar a presenca de
sistemas de autoincompatibilidade; 3- polinizacdo cruzada (xenogamia) manual (intra e
interespecificas); 4- flores ndo manipuladas e ndo ensacadas foram marcadas e
utilizadas como controle para estimar a produgédo de frutos em condic¢des naturais. Em
todos os casos, os frutos resultantes foram acompanhados até a liberacdo das sementes.

Para estabelecer-se o grau de autocompatibilidade, calculou-se o indice de
autocompatibilidade (I1Ac), conforme Lloyd & Shoen (1992), que é o resultado da
divisdo entre a percentagem de frutos formados por polinizagdes manuais que resultam
em autofertilizacdo (autogamia e geitonogamia) e a percentagem de frutos formados por
polinizacBes cruzadas que resultam em fertilizacdo cruzada (xenogamia). Plantas com

IAc superior 0, 75 sdo consideradas autocompativeis.

2.8 - Viabilidade das sementes

Para observar a qualidade e viabilidade das sementes produzidas, frutos foram
coletados e mensurados quanto ao comprimento e diametro. As sementes dos mesmos
foram analisadas, considerando-se férteis, as sementes com embrido de cor verde claro,
visiveis por transparéncia, e estéreis aquelas sem embrido.

O material testemunho 01 — Epidendrum denticulatum Barb.Rodr. e 02 —
Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl. encontra-se depositado no Herbario do
Museu Nacional (R) — UFRJ.
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3 - Resultados

3.1 — Distribuicéo das espécies

Epidendrum denticulatum e E. orchidiflorum ocorrem em simpatria na &rea de
estudo, principalmente na fisionomia arbustiva aberta ndo inundavel (AANI), com
muitos individuos tanto nas bordas como no interior das moitas. Epidendrum
denticulatum também pode ser encontrada, com frequéncia, na fisionomia arbustiva
aberta inundavel (AAl), onde E. orchidiflorum é rara. Na fisionomia arbustiva fechada

ndo inundavel E. orchidiflorum é frequente, ao passo que E.denticulatum é rara (Fig. 4).
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FIGURA 4: Distribuicdo de Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl. (em verde) e de
Epidendrum denticulatum Bar. Rodr. (em rosa), na area de estudo de Marica, Rio de
Janeiro, periodo de margo de 2010 a fevereiro de 2011. As éreas dentro do circulo
vermelho = arbustiva aberta ndo inundavel (moitas), circulo azul = arbustiva fechada,
circulo cinza = arbustiva aberta inundavel.

3.2 — Morfologia e Biologia floral
As duas espécies sdo terrestres, raramente epifitas e de habito herbaceo.

Apresentam folhas coriaceo-carnosas, oblongas e verdes, observando-se pigmentacéo
avermelhada em diversas fases do desenvolvimento (Figs. 5A e 6A). As inflorescéncias

sd0 racemosas, eretas, terminais, inseridas no apice do caule, com numero variavel de
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flores. As espécies diferenciam-se pelas flores, principalmente pela cor, tamanho e a
posicao do labelo (Figs. 5B, C e 6B, C).
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FIGURA 5: Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. Morfologia geral de uma planta
florida — raiz, caule, folhas, flor e botdo (A), flor (B) e detalhe do labelo (C). Esc.1:20
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FIGURA 6: Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl. Morfologia geral de uma planta
florida — raiz, caule, folhas, flor e fruto (A), flor (B) e detalhe do labelo (C). Esc.1:20
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As flores estdo dispostas em inflorescéncia racemosa, ereta, terminal, inserida no
apice do caule, com numero variavel de flores. O numero de flores por inflorescéncia
varia de 1 a 13 (N=114) para E. denticulatum e de 1 a 8 (N=121) para E. orchidiflorum
(Fig. 7TA e B).

FIGURA 7: Inflorescéncias de Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. (A) e de
Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl. (B), na area de estudo na restinga da APA
de Maricé, Rio de Janeiro.

As flores de E. denticulatum séo diurnas, nectariferas, conspicuas, coloridas,
apresentando contraste da cor rosa das pétalas e sépalas com o branco das calosidades
do labelo (Fig. 8). Apresentam duas sépalas laterais, uma sépala dorsal e pétalas laterais
oblanceoladas. O labelo € trilobado com um par de calosidades ovoides, basais, que
variam de 3-4mm de comprimento e 2-3mm de largura, e uma quilha alva. As flores ndo
sdo ressupinadas e o labelo encontra-se em posicéao vertical e ndo serve como campo de
pouso; a sépala dorsal € utilizada para tal fungdo. A coluna é de colorac¢do rosa, com
cerca de 6-8mm de comprimento. O polinario apresenta dois pares de polinias amarelas
do tipo ceroide. O ovario € infero, unilocular, multiovulado, com cerca de 5-7mm de
comprimento. As medidas referentes as estruturas florais estdo resumidas nas tabelas 1 e
2.
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FIGURA 8: Morfologia da flor de Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. (sd = sépala
dorsal; sl = sépala lateral; pl = pétala lateral; lab = labelo; ¢ = coluna; n = nectério
floral nupcial; o = ovario; p = polinario; ne = nectario floral extranupcial).

Em E. denticulatum a abertura floral é um processo longo, que leva
aproximadamente 12 horas, comecando no fim da tarde e estendendo-se até o inicio da
manha seguinte. Primeiramente as sépalas laterais deslocam-se, dando origem a uma
pequena abertura (Fig. 9B) por onde a sépala dorsal emerge; em seguida, as sépalas
laterais, pétalas laterais e o labelo formam uma espécie de “leque” (Fig. 9C e D) e,
lentamente, v&o tomando as suas posigdes na flor em antese (Fig. 9E). A abertura floral
completa-se entre 07h30min e 8h da manha seguinte (Fig. 9F).

Quanto a longevidade, as flores de E. denticulatum duram de 10 a 15 dias
(n=10), caso o polinario ndo seja retirado. Com a retirada desta estrutura, a flor comega
a senescer em 48 horas (n=5), ocorrendo primeiramente o murchamento do labelo,

fenescendo apos 24 horas
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FIGURA 9 : Etapas da abertura floral em Epidendrum denticulatum Barb. Rodr.

(A= botdo em pré-antese (seta); B= Deslocamento das sépalas laterais (seta); C e D=
Expansdo da sépala dorsal (seta) e aspecto semelhante a leque (estrela); E= Tomando

posicOes na flor em antese; F= Flor em antese).
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As flores de E. orchidiflorum séo verdes e desprovidas de contrastes de cor na
corola, apresentam duas sepalas laterais, uma sépala dorsal e duas pétalas laterais
oblanceoladas. Ocorre ressupinagédo e o labelo encontra-se em posi¢do horizontal,
servindo como possivel campo de pouso. O labelo é trilobado, com um par de
calosidades ovoides, basais, verdes, de 3-4mm de comprimento e 2mm de largura; o
labelo mediano é bipartido, com margem fimbriada. A coluna é verde, de cerca de 6-
7mm de comprimento. O polinario apresenta dois pares de polinias amarelas e do tipo
ceroide. O ovario é infero, unilocular, multiovulado, com 5-6 mm de comprimento
(Figs. 10 e 11).

FIGURA 10: Morfologia da flor de Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl. (pl =
pétala lateral; sl = sépala lateral; sd = sépala dorsal; lab = labelo).
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FIGURA 11: Morfologia da flor de Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl. (0 =
ovario; ¢ = coluna; n = nectario nupcial; ne = nectario extranupcial).

A abertura floral comega ao anoitecer, precisando de duas noites para atingir o
inicio da antese. Na primeira noite as sépalas laterais deslocam-se bem lentamente,
sendo possivel visualizar o labelo no interior da flor semiaberta, que permanece assim,
durante todo o dia subsequente (Fig. 12 B, C e D); no inicio da segunda noite, o labelo
expande-se, seguido da sépala dorsal e por ultimo das pétalas laterais (Fig. 12 E- F); a
ressupinacao ocorre lentamente ao longo da abertura floral (Fig. 12 G).

As medidas referentes as estruturas florais estdo resumidas nas Tabelas 1 e 2.
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FIGURA 12: Etapas da abertura floral em Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl.
(A= botdo em pré-antese; B= expansdo da sépala dorsal; C-D = deslocamento das
sépalas laterais e sépala dorsal; E= expansdo do labelo; F= expansdo semelhante a uma
concha; G= lentamente tomando as posi¢oes na flor em antese.
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TABELA 1: Morfometria das estruturas florais de Epidendrum denticulatum Barb. Rodr.
e de Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl. na APA de Maric4, Rio de Janeiro.
(média em mm xdesvio padrdo; c= comprimento, I= largura, n=30 para ambas as

especies).
Sépala Pétala Labelo
dorsal lateral lateral
Espécies c [ c [ C [ C [
E. denticulatum

‘ ‘;ﬁ 9,97 4,10 10,40 4,37 10,13 3,33 5,87 11,43
+093 +047 +084 +055 +088 +047 +062 1,09

E. orchidiflorum
12,23 5,37 12,73 7,27 11,80 2,00 9,97 17,50
+086 +089 +091 +0,74 +0,81 +0 +1,13 +141

TABELA 2: Morfometria das estruturas florais de Epidendrum denticulatum Barb. Rodr.
e de Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl. na APA de Maric4, Rio de Janeiro.
(média em mm zdesvio padrdo; c= comprimento, I= largura, n=30 para ambas as

espécies).
Labelo
o Coluna
Espécies I6bulo lateral lI6bulo central Calo
C | c | c | c |
E. denticulatum
el | 5,27 6,13 4,07 6,57 3,13 2,17 6,27 2,00
+0,93 +0,85 +0,44 +062 +034 037 +0,44 0,00
E. orchidiflorum
b 7,97 10,07 3,33 8,00 1,97 3,47 6,40 3,67
: +093 +108 +099 +108 +0,18 +031 *050 =+04
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3.2.1 — Nectarios: nupcial e extranupcial

Ocorrem nas flores de Epidendrum denticulatum e E. orchidiflorum dois tipos de
nectarios (nupcial e extranupcial). Em ambas as espécies, o nectario floral nupcial,
denominado de tubular ou do tipo cuniculo, é adnato a coluna e ao tubo floral na regido
entre a base do perianto e o ovario. Os nectarios nupciais diferenciam-se quanto ao
tamanho: em E. denticulatum cerca de 8-12mm de comprimento e em E. orchidiflorum

cerca de 7 - 10 mm de comprimento (Figs. 13A e B).

Nectério extranupcial

Nectario extranupcial

i
#. |
Nectario floral ndpeial

Nectério floral nupcial

FIGURA 13: Posicdo dos nectarios de Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. (A) e de
Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl. (B).

Ambas as espécies apresentam nectério extrafloral nos préfilos (Fig. 14 A e B).

Epidendrum denticulatum apresenta, ainda, nectarios no peciolo.

FIGURA 14: Nectario extrafloral nos préfilos (setas) de (A)= Epidendrum denticulatum
Barb. Rodr. e (B)=Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl.
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Em Epidendrum denticulatum o nectario nupcial esta localizado na parte interna
do tubo floral, sendo constituido por epiderme e uma a duas camadas subepidérmicas,
cujas células apresentam paredes espessas. A epiderme € uniestratificada, apresenta
tricomas unicelulares e cuticula lisa (Figs. 15B e C). Nessas trés camadas estdo
presentes compostos fenolicos e agucares (Figs. 15F, G e H).

No parénquima fundamental pode-se perceber a presenca de varios feixes
vasculares e idioblastos contendo cristais de oxalato de calcio em forma de réafides
(Figs. 15D e E).

Ainda no tubo floral, logo abaixo da insercdo das sépalas laterais, estdo
presentes  nectarios  extranupciais, frequentemente visitados por formigas.
Estruturalmente estes nectarios sdo constituidos por epiderme papilosa recoberta por
cuticula estriada (Fig. 16 A-D).

Em Epidendrum orchidiflorum o nectéario floral nupcial esta localizado na face
interna do tubo floral, sendo constituido pela epiderme e uma a duas camadas
subepidérmicas. A epiderme é uniestratificada com células papilosas e cuticula lisa a
levemente estriada. No estadio pos-secretor as células epidérmicas perdem a turgidez e
0 aspecto papiloso. Nestas células estdo presentes compostos fendlicos e agucares.

No parénquima fundamental pode-se perceber a presenca de varios feixes
vasculares e idioblastos contendo cristais de oxalato de célcio em forma de réafides (Fig.
17 A-F).

As flores apresentam logo abaixo da insercao das sépalas laterais, dois nectarios
extranupciais, que micromorfologicamente configuram pequenas protuberéncias. O

exsudato é facilmente perceptivel (Fig. 18 A).
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FIGURA 15: Nectario nupcial de Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. (A= Posi¢do; B= Os tricomas
glandulares e a secre¢do em MEV; C= Detalhe dos tricomas glandulares em MEV ; D= Aspecto geral; E=
Face interna: tricomas glandulares, feixes vasculares (seta vermelha) e idioblastos contendo rafides (seta
preta); F= Presenca de lipideos; G= Presenca de polissacarideo acido; H= Presenca de polissacarideos
neutros (escala/barra — Fig. A=5 mm; Fig. C=20um; Figs. B,E,F,H=50um; Fig. D=200um; Fig.
G=100pum).
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FIGURA 16: Nectario extranupcial de Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. (A= Localizacéo (setas); B=
Aspecto geral da epiderme papilosa em MEV; C= Detalhe da papila em MEV; D= Aspecto geral
anatdbmico da epiderme papilosa (setas) (escala/barra — Fig. A= 5 mm; Fig. B=20um; Fig. C=10um; Fig.
D=200um).
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FIGURA 17:Nectério nupcial de Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl. (A= Localizacdo; B=Aspecto
geral em MEV; C= Detalhe da regido interna evidenciando secre¢do; D= Corte transversal; E= Detalhe da
face interna evidenciando a epiderme com células papilosas de citoplasma denso; F= Detalhe da face
interna evidenciando o estagio pds-secretor; feixes vasculares (seta vermelha) e idioblastos com rafides
(seta preta) (escala/barra — Fig. A=4mm; Fig. B=500um; Figs. C.E,F=50pm; Fig. D=200um).
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FIGURA 18: Nectario extranupcial de Epidrendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl. (A= Posicao (seta); B=
Aspecto geral da face externa em MEV (seta); C e D= Detalhe do nectario extranupcial em MEV.
(barra/escala-Fig. A=5mm; Fig. B=100um; Fig. C=50um; Fig. D=20um).
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3.2.2. Testes histoquimicos

Em E. denticulatum secrecdes lipofilicas foram detectadas na coluna, nas
paredes dos tricomas glandulares do nectério e nas papilas do labelo, sendo possivel
verificar pequenas gotas de dleos volateis. Em E. orchidiflorum secrecdes lipofilicas
foram observadas na coluna e na cuticula do labelo, sendo possivel visualizar no labelo
inimeras gotas de 6leos volateis. Foram verificados compostos fenolicos em todo tecido
floral de E. denticulatum e nas células junto & epiderme da coluna e do cuniculo, como
também, no citoplasma das células epidérmicas do labelo na fase secretora, das flores de
E. orchidiflorum. AcUcares redutores foram encontrados no nectario nas duas especies.
Amido foi identificado somente em E. orchidiflorum, entre a coluna e o nectéario.
Polissacarideos acidos foram observados no nectério e no labelo de ambas as espécies,
sendo possivel verificar que no labelo de E. orchidiflorum, os mesmos apresentam-se
em forma de gotas (mucilagens e substancias pécticas). Polissacarideos neutros foram
verificados no labelo de ambas as espécies e no nectario de E. denticulatum. Idioblastos
contendo cristais de oxalato de calcio em forma de réafides estéo distribuidos nos tecidos
florais de ambas as espécies. Os resultados dos testes histoquimicos estdo resumidos na
Tabela 3.

TABELA 3: Testes histoquimicos nas flores de Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. e
Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl. na APA de Marica, Rio de Janeiro (C =
coluna; N = nectario; L = labelo; + =positivo; - =negativo).

Epidendru jculatum

Substancias

Lipideos + + + + - +
Compostos fendlicos + + + + + +
Acucares redutores _ + _ _ + -
Amido _ _ _ + + _
Polissacarideos acidos + + _ + +
Polissacarideos neutros + + _ _ +
Rafides + + + + + +
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3.2.3 — Osmoforos

Em E. denticulatum ndo foi possivel perceber odores florais no campo, embora a
reacao positiva para o vermelho neutro tenha sido registrado no labelo, incluindo a
regido do calo e o apice da coluna, sugerindo a presenca de osmoforos (Fig. 19A). As
flores de E.orchidiflorum exalam odor suave durante o dia, sendo que a noite o odor é
mais acentuado, lembrando cloro. O vermelho neutro utilizado nestas flores, registrou a
presenca de osmdforos para o labelo e o apice da coluna, incluindo a capa do polinario.
(Fig. 19B).

FIGURA 19: A=Flores de Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. e B= Flores de
Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl. evidenciando labelos corados com solugao
aquosa de vermelho neutro 1:1000 (As flores com as setas representam flores controle).
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Nas flores de E. denticulatum, nas regides que apresentaram reacdo positiva ao
vermelho neutro, a epiderme é composta por células papilosas revestidas por cuticula
ornamentada: rugulada no calo do labelo e com estrias longitudinais nas demais regides
acima citadas (Fig. 20).

No labelo das flores de E. orchidiflorum, a epiderme é composta por células
alongadas recobertas por cuticula rugulada dotada de poros. Tais células apresentam
compostos fenolicos e polissacarideos. Tanto na epiderme quanto em células da camada
subepidérmica desta regido foi evidenciada a presenca de substancias lipofilicas.

Na capa do polinario a epiderme é formada por células conicas, revestida por
cuticula densamente estriada. Inimeros estdmatos sdo encontrados nesta regido (Fig.
21).
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FIGURA 20: Osmoforos em Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. A= Flor mostrando labelo (seta) e
apice da coluna (retangulo); B= Aspecto geral do labelo em MEV; C= Detalhe da epiderme papilosa do
labelo em MEV; D= Célula epidérmica corada com Sudan IV em microscopia Optica; E=Detalhe do calo
do labelo lateral; F= Apice da coluna em MEV; G= Detalhe da coluna em MEV (escala/barra: Fig.
A=5mm; Fig. B=100um; Figs. C,D,G=20um; Figs. E=10pm; Fig. F=50 pm).
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FIGURA 21: Osmoforos em Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl. A= Labelo (setas); B=
Aspecto da epiderme do labelo em MEV; C= Detalhe da figura anterior, evidenciando a
ornamentacdo de uma célula em MEV; D= Detalhe de uma célula do calo do labelo evidenciando os
poros (seta); E,F,G= Cortes transversais submetidos a testes histoquimicos: E= Teste Sudan
IV(substancias lipofilicas); F= Teste PAS (polissacarideos); G= Teste com Dicromato de Potéssio
(substancias fendlicas); H= Vista geral da capa da polinia em MEV; I= Detalhe do poro estomético
em MEV (escala/barra: Fig. A=4mm; Figs. B, C= 20um; Figs. D, E, F, G, H=50um; Fig. I= 10um).
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3.3 - Sistema reprodutivo

Os experimentos relativos ao sistema de reproducdo encontram-se reunidos na
tabela 4. As espécies ndo se autopolinizam espontaneamente, em funcéo da presenca do
rostelo que impede o contato entre as polinias e a regido estigmética (Fig. 22). Sendo
assim, ambas as especies necessitam de visitas dos polinizadores para efetuar a

transferéncia de polinias para a regido estigmatica.

TABELA 4: Experimentos relativos ao sistema de reproducéo de Epidrendrum
denticulatum Barb. Rodr. e Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl. (h=nimero
amostral).

Cruzamentos
Epidendrum denticulatum Epidendrum orchidiflorum
n. fr.iinic.  fr.maduro n. frinic.  fr.maduro
Auto-espontanea 30 0 30 0
Auto-manual 39 2051%  17,94% 37 35,13% 18,91%
Xenogamia 36 22% 16,66% 35 42,85%  20,00%
Controle 39 5,12% 2,56% 77 7,79% 2,59%
Hibridizacao !
n. fr.iinic.  fr.maduro n. frinic.  fr.maduro
37 1891%  13,51% 36 17% 13,88%

Os experimentos de autopolinizagdo manual revelaram que as espécies
apresentam autocompatibilidade (IAc = 1,07 para E. denticulatum e 1Ac =0,94 para E.
orchidiflorum). Os frutos de E. denticulatum de E. orchidiflorum obtidos apresentaram

diferentes propor¢des de sementes vidveis e ndo viaveis.
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FIGURA 22: Flores de Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. e Epidendrum
orchidiflorum Salzm. ex Lindl. evidenciando o rostelo, a regido estigmatica e o
polinario.

Em todos os experimentos, ocorreu uma maior percentagem de frutos iniciados
do que de frutos maduros, revelando a ocorréncia de aborto dos mesmos ao longo do
desenvolvimento. Os frutos de ambas as espécies sdo polispérmicos, do tipo capsula,
com sementes anemocdricas medindo aproximadamente 2mm, dispersas por fendas
longitudinais. A presenca de embrido é facilmente identificada devido a coloracdo
esverdeada.

Os experimentos que envolveram polinizagdes cruzadas entre individuos
diferentes (xenogamia) foram os que resultaram em maior sucesso reprodutivo.

Os resultados da viabilidade das sementes dos frutos formados nos tratamentos
de autopoliniza¢do manual e polinizagdes cruzadas encontram-se na Tabela 5.

Houve uma diferenga consideravel na viablidade das sementes provenientes de
polinizacdo cruzada (xenogamia) e a dos frutos produzidos por auto poliniza¢cdo manual.
As sementes vidveis na xenogamia foram consideradas um percentual de 66,66% para
E. denticulatum e 71,42% em E. orchidiflorum. Enquanto a de auto polinizacdo manual

ambas as espécies apresentaram 42,85% dos frutos com sementes viaveis.
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Os experimentos que envolveram a polinizacdo entre as duas espécies
redundaram em producdo de frutos com sucesso de 13,51% e 13,88% quando E.
denticulatum e E. orchidiflorum atuaram como individuo materno respectivamente. Em
ambas as espécies 60% dos frutos maduros apresentaram sementes nao viaveis.

Os resultados obtidos sobre a formacdo de frutos a partir de polinizacdes
naturais (controle) revelou uma producdo de frutos que nédo chega a atingir 3%. Frutos
coletados ao acaso na &rea de estudo apresentaram sementes 100% viaveis, 100%

inviaveis e com diferentes propor¢des de sementes viaveis e nao viaveis (Fig. 23).

TABELA 5: Viabilidade das sementes nos frutos maduros dos experiementos relativos ao
sistema de reproducéo de Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. e Epidendrum
orchidiflorum Salzm. ex Lindl.

Cruzamentos
Epidendrum denticulatum Epidendrum orchidiflorum
N bfertil fresterilt T frfértil  froestéril
maduro maduro
Auto-manual 7 42,85%  57,15% 7 42,.85%  57,15%
Xenogamia 6 66,66%  33,34% 7 71,42%  28,58%
Polinizacéo natural 46 43,00% 57,00% 93 35,00%  65,00%

d

'S 3 % B

frrmaduro fr.fértil fr.estéril fr.maduro fr.fértil fr.estéril
5 40% 60% 5 40% 60%

Hibridizagio B
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FIGURA 23: Aspecto geral do fruto de: A= Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. e
B= Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl.

3.4 — Visitantes florais

Durante as observac6es de campo, foram registradas duas visitas de Lepidoptera
as flores de E. denticulatum: sendo uma delas por Hesperiidae, tendo sido removida a
polinia durante a visita, que durou cerca de 10 minutos (Fig. 24). Ndo foram observadas
visitas diurnas nem noturnas nas flores de E. orchidiflorum. Ressalta-se que foram
observadas polinias inseridas na cAmara estigmatica de duas flores de E. orchidiflorum e
uma de E. denticulatum (Fig. 25 A-B).
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FIGURA 24: Borboleta Hesperiidae visitando flores de Epidendrum denticulatum Barb.
Rodr. (A, B e C) = coletando néctar; ( D) = removendo o polinario (seta).
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Figura 25: Polinia inserida na camara estigmatica A= Epidendrum orchidiflorum Salzm.

ex Lindl. e B= Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. (seta)

Para verificar indiretamente os horéarios de visitas as flores de E. orchidiflorum
foram etiquetadas 103 flores com polinario intacto, em duas noites do més de fevereiro,
pico de floracdo da espécie. As flores foram acompanhadas ao longo de 24 horas, tendo-
se observado uma porcentagem de flores com polinias removidas igual a 7% no periodo
entre 18h e 6h, e de 0% entre 6h e 18h.

Além disso, foram coletadas aleatoriamente e analisadas 553 flores de E.
denticulatum e 422 flores de E. orchidiflorum, ao longo do ano. A taxa média de
retirada de polina foi de 49% e 44%, respectivamente, durante o periodo de observacéo,
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sendo os meses de menor taxa de remocdo aqueles entre setembro e dezembro (Fig.
26A, B). Ocorrem visitas ao longo de todo o ano, embora a retirada de polinias seja
mais frequente para E. denticulatum nos meses de maio e junho e para E. orchidiflorum
nos meses maio e janeiro. No entanto, no més de marco de 2011, quando o maior
numero de flores foi coletado para E. denticulatum (120) e E. orchidiflorum (86), a
retirada de polinia ndo passou de 40%. No més de dezembro, a coleta de flores também
foi bastante representativa, mas a retirada de polinia foi a mais baixa do ano. Nos meses

de abril e maio/2011 a baixa coleta de flores foi devido a acao do fogo na area.
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FIGURA 26: Anélise de flores para observacao das taxas de remocao de polinias, ao
longo do periodo de maio de 2010 a maio de 2011, na APA da restinga de Marica, Rio
de Janeiro. A = Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. e B = Epidendrum orchidiflorum
Salzm. ex Lindl.
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3.5- Fenologia Reprodutiva

As duas espécies emitiram botdes, floresceram e frutificaram ao longo de todo o
ano, sendo que a populacdo de E. denticulatum sempre apresentou maiores percentuais
de atividade e de intensidade (Fig. 27 A, B).

Todos os individuos estudados emitiram botdes durante o periodo de estudo. E.
denticulatum alcancou picos de atividade (86%) nos meses de maio, julho, agosto e
setembro e E. orchidiflorum em fevereiro (93%). No entanto, os valores maximos de
intensidade na emissdo de botbes das duas espécies coincidiram nos meses de
dezembro, janeiro e fevereiro (Figs. 27 e 28).

Para E. denticulatum os maiores percentuais de atividade e de intensidade da
floracdo ocorreram nos meses de maio (estacao fria e seca) e dezembro/janeiro/fevereiro
(estacdo quente e Umida). Assim, podemos definir para E. denticulatum uma tendéncia
de floracdo continua com episddios de maiores intensidades. Os percentuais de
intensidade de frutificacdo alcancaram valores maximos em marco (Fig. 27 A, B).

Para E. orchidiflorum os maiores percentuais de atividade e de intensidade da
floracdo ocorreram nos meses de maio/junho (estacdo fria e seca) e
janeiro/fevereiro/marco (estacdo quente e Umida). Nos demais meses do ano tanto os
percentuais de atividade como de intensidade foram bem inferiores aos obtidos para E.
denticulatum. Os percentuais de intensidade de frutificagdo alcangaram valores
maximos em julho (Fig. 28 A, B).
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FIGURA 27: Percentuais de atividade (A) e Intensidade de Fournier (B), referentes as
fenofases de emissdo de botdes, floracéo e frutificagdo em Epidendrum denticulatum
Barb. Rodr. na area estudada.
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FIGURA 28: Percentuais de atividade (A) e Intensidade de Fournier (B), referentes as
fenofases de emissdo de botdes, floracéo e frutificagdo em Epidendrum orchidiflorum
Salzm. ex Lindl. na area estudada.
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3.6 - Propagacéo Vegetativa

Ambas as espécies de Epidendrum apresentam crescimento simpodial a partir de
gemas laterais, formando densas touceiras (Fig. 29A,B). Cada rameto reproduz-se
sexuada e assexuadamente, a0 mesmo tempo, sustentando muitas vezes frutos e brotos
vegetativos. Na reproducdo assexuada, cada rameto pode emitir até oito brotos
vegetativos, clones da planta-mée (Fig. 30A,B).

ik T

FIGURA 29: Individuos de Epidendrum: A= E. denticulatum Barb. Rodr. e B= E.
orchidiflorum Salzm. ex Lindl.

& i

FIGURA 30: Raizes das propagacdes vegetativas: A= Epidendrum denticulatum Bar.
Rodr. e Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl.
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Em cada broto vegetativo, podem surgir novas inflorescéncias, continuando
assim o ciclo de vida de modo sexuado (Fig. 31A,B). Com o término do ciclo de vida de
cada rameto, 0 mesmo continua sendo apoio para as propagacgdes vegetativas, as quais

sdo epifitas em relacdo ao seu proprio rameto de origem, sendo possivel visualizar

raizes aéreas. As propagacdes podem secar juntamente ou separadamente do rameto
(Fig. 32A,B).

W

FIGURA 31: Propagacdo vegetativa com inflorescéncias: A= Epidendrum denticulatum
Barb. Rodr. e B= Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl.

FIGURA 32: Ramos secos servindo como apoio para as propagacoes vegetativas: A=
Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. e B= Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl.
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Dependendo da quantidade de brotos vegetativos e de raizes emitidas formam-se
grandes aglomerados, forcando o rameto a curvar-se até alcancar o solo, podendo ou
ndo os brotos fixarem-se ao solo, vivendo assim sobre a serrapilheira formando ou
aumentando a borda das moitas (Fig. 33A). Entretanto, se 0s rametos tombarem em
direcdo ao tronco ou galhos de arvores proximas, como no caso da Fig. 33B, onde as
raizes das propagacOes vegetativas de E. orchidiflorum apoiaram-se no galho de
Ouratea cuspidata (St. Hil.) Engl. (Ochnaceae), prevalece um hébito epifito raramente
observado na restinga. Em ambas as espécies € possivel encontrar pigmentacédo

avermelhada em diversas fases de seu desenvolvimento (Fig. 34).

FIGURA 33: Individuos de Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl. mostrando
propagacdes sobre a serrapilheira (A) e propagacdes em habito epifito (B)

FIGURA 34: Ramos e folhas com pigmentagéo avermelhada em A= Epidendrum
denticulatum Barb. Rodr. e em B= Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl.
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4 — Discussao

Biologia Floral e Polinizacao

Os caracteres florais registrados para E. denticulatum como coloracéo rosa,
conspicua, guia de néctar, presenca de osmoforos e de nectério, abertura floral pela
manha, visitas por borboletas durante o dia e ndo remocéo de polinarios durante a noite
indicam psicofilia para a espécie. Ja para E. orchidiflorum, o inicio da antese durante a
noite, a coloracao verde desprovida de contraste de cor na corola, a presenca de nectario
e de odor marcante sugerem que a polinizacdo seja feita por agentes noturnos,
provavelmente mariposas, uma vez que ndo foram registrados visitantes diurnos e
polinias foram retiradas somente a noite. Ainda que Hymenoptera, principalmente
abelhas, seja reconhecido como o grupo mais importante de polinizadores das orquideas
(van der Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1990), para o género Epidendrum, a
polinizacdo por borboletas e mariposas tem sido frequentemente registrada (van der Pijl
& Dodson, 1966; Pansarin, 2003; Pansarin & Amaral, 2008a).

Os resultados apresentados ndo indicam que as duas espécies compartilhem
polinizadores. Apesar das flores de E. orchidiflorum permanecerem abertas durante todo
o dia, ndo foram observadas visitas neste periodo. Outros atributos florais, além da
presenca de cor e de odor, concorrem para que as flores sejam polinizadas por diferentes
agentes, a saber, a ressupinacdo e o tamanho das flores. O fenbmeno da ressupinagéo
muda a orientacdo de muitas flores de orquideas durante a antese, de modo que o labelo,
inicialmente numa posicdo adaxial/superior da flor, assume uma posicao
abaxial/inferior, facilitando a polinizacdo por apresentar o labelo como uma plataforma
de pouso e um guia de néctar (Mondragon-Palomino & TheiBen, 2009). No caso de E.
orchidiflorum, o posicionamento do labelo na por¢do mais inferior da flor, favoreceria a
localizacdo, o pouso e a identificacdo da fonte de néctar, principalmente pelo labelo ser
a estrutura floral mais envolvida na secrecdo de odor. Sendo assim, poderia ser
interpretado como um importante guia para polinizadores noturnos como diversas
mariposas sensiveis a odores florais e que pousam nas flores durante suas visitas. Além

disso, a ressupinacdo em E. orchidiflorum altera a forma floral (sensu Faegri & van der

- 45 -



Pijl, 1979), de modo que provavelmente os polinarios das duas espécies aderem em

areas diferentes do corpo dos visitantes.

O recurso floral de E. denticulatum e de E. orchidiflorum é o néctar. Muitas
espécies de Orchidaceae ndo apresentam nectérios ou estes ndo séo funcionais ou nao
apresentam secrecdo facilmente visualizada. Por isso, a polinizagdo é muitas vezes
interpretada como por engano (Ackerman, 1990; Ackerman & Montalvo, 1990; Calvo,
1990; Christensen, 1992). Nas espécies de Epidendrum estudadas, a auséncia de néctar
visivel também poderia levar a tal interpretacédo, ja sugerida por Almeida & Figueiredo
(2003) para E. denticulatum. A evidéncia de funcionalidade do nectario das espécies de
Epidendrum da restinga s6 foi possivel através da andlise anatbmica e de testes
histoquimicos, ja que o néctar ndo se acumula no canal do nectéario. De acordo com
Pansarin (2003), em E. paniculatum, borboletas desenrolam a probdscide introduzindo-a
no nectario, como o néctar nao fica exposto, o lepiddptero precisa raspar sua proboscide
na epiderme do nectério e danificar a cuticula do mesmo para ter acesso a recompensa.
Possivelmente, mecanismo semelhante de retirada de néctar pelos lepiddpteros ocorra
em E. denticulatum e E. orchidiflorum, ja que longos periodos de visita por borboletas

em E. denticulatum foram observadas.

Os nectarios extranupciais das espécies estudadas, frequentemente visitados por
formigas, podem estar envolvidos na atracdo primaria de pequenos polinizadores, até
que estes encontrem nectarios florais realmente envolvidos na polinizacdo (Patt et. al.
1989). As visitas as flores de E. denticulatum observadas ndo confirmam esta hipotese,
pelo fato de ndo ser observado formigas migrando para o nectario nupcial. Outra
interpretacdo seria a de que nectarios extranupciais teriam papel na atracdo de
defensores, principalmente formigas, para a protecdo e diminuicdo de danos causados
por herbivoros (Inouye & Taylor, 1979; Keeler, 1977, 1981; Almeida e Figueiredo,
2003). De fato, as flores de ambas as espécies de Epidendrum ndo sofrem acdo de

herbivoros, possivelmente pela presenca das formigas.

A estrutura dos nectérios florais de ambas as espécies estudadas assemelha-se ao
nectario epidérmico descrito por Nepi (2007). O autor menciona que a epiderme do
nectario floral pode ser totalmente secretora, ou incluir apenas algumas estruturas
secretoras, responsaveis pela producdo de néctar, tais como: tricomas, papilas,

idioblastos ou glandulas. Estruturalmente, os nectarios das espécies estudadas diferem
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em alguns aspectos. Em E.denticulatum a epiderme apresenta tricomas unicelulares com
cuticula lisa, em toda a extensdo do tubo floral. Em E. orchidiflorum a epiderme do
nectario é papilosa, com cuticula lisa a levemente estriada, também ocupando toda a
extensdo do tubo floral. Nos dois casos, foram observados agucares redutores nas
células epidérmicas e subepidérmicas, evidenciados nos testes histoquimicos, além de
residuo de néctar na superficie da epiderme, nas analises em MEV. Tricomas
unicelulares sdo 0s mais comuns em nectarios epidérmicos em Orchidaceae
(Stpiczynska et al., 2005; Moreira et al., 2008; Galetto et al., 1997; Davies et al., 2005).
A perda de turgidez observada nas papilas epidérmicas do nectario de E. orchidiflorum,
no estadio pds-secretor, além da auséncia de poros ou estdmatos, sugere que a cuticula
seja permeavel ao néctar. Stpiczynska et al. (2005) citam que a cuticula que recobre as
células do nectério de Hexisea imbricata (Lindl.) Rchb.f. apresentam protuberancias em
varios pontos, as quais ndo se rompem apesar da pressao exercida pelo néctar
acumulado. J& em Brassavola flagellaris Barb. Rodr. vesiculas sobre a epiderme do
nectario no estadio secretor rompem-se, liberando o néctar, disponivel para mariposas
(Stpiczynska et al., 2010). A presenca de cuticula permeavel ao néctar foi registrada

para outras espécies de orquideas (Stpiczynska, 2003; Stpiczynska et al., 2004).

Os nectérios epidérmicos do tipo cuniculo, obervados nas duas espécies, sao
similares no que se refere a presenca de células epidérmicas e subepidérmicas
colenquimatosas. A ocorréncia de colénquima no nectario foi registrada para Hexisea
imbricata (Stpiczynska et al., 2005) e Ascocentrum spp. (Stpiczynska et al., 2011) e
interpretada como caracteristica possivelmente relacionada com a prevencdo de danos
pelo bico do péssaro visitante. No entanto, muitas espécies que também exibem
nectario com células colenquimaticas, como E. fulgens (Moreira et al., 2008),
Brassavola flagellaris (Stpiczynska et al., 2010), além de E. denticulatum e E.

orchidiflorum sdo entomofilas.

A presenca de tricomas do nectério das flores de E. denticulatum pode estar
relacionada ao aumento da superficie total para secrecdo do nectar. Tricomas bi ou
multicelulares também ocorrem nos espordes de varias espécies da tribo Orchidinae. Por
outro lado, na tribo Aeridinae ocorrem tricomas idénticos nos nectarios de espécies
ornitéfilas e entomdfilas, indicando que estas estruturas evoluiram independentemente

da sindrome de polinizagdo (Stpiczynska et al., 2011).
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Apenas em E. orchidiflorum foi identificado amido nos nectarios florais, fato
muito comum nas orquideas (Figueiredo & Pais, 1992, Pais & Figueiredo, 1994; Galetto
et al., 1997). Hexisea imbricata, tem o0s agUcares transportados através dos corddes do
floema e armazenados nas células dos nectarios como amido (Pais & Figueiredo, 1994;
Stpiczynska et al., 2005) cuja degradacdo pode contribuir para o acumulo de agucares
no néctar (Stpiczynska, 2003). Entretanto, pelo fato de neste trabalho ter sido analisada
apenas a fase secretora, a auséncia de amido em E.denticulatum ndo exclui a
possibilidade de sua ocorréncia na fase pré-secretora, da mesma forma que referido para
Maxillaria coccinea (Jacqg.) L. O. Williams ex Hodge (Stpiczynska, 2003). Por outro
lado, algumas espécies de orquideas ndo apresentam amido no nectario em quaisquer
das fases, sendo os acgUcares do néctar provavelmente lancados diretamente do floema,

especialmente desenvolvido nestes casos (Stpiczynska et al., 2005, 2011).

Outra diferenca observada foi a presenca de lipidios apenas nas camadas
subepidérmicas de E.denticulatum. Segundo Machado (1999, apud Pimentel et al.,
2011), os lipidios detectados nos nectérios de Citharexylum mirianthum servem como
fonte de energia e/ou de reserva e ainda podem funcionar na atracdo ou repeléncia de
visitantes. Lipidios sdo frequentemente encontrados nas células de nectérios de outras

orquideas (Figueiredo & Pais, 1992; Stpiczynska et al., 2004).

Compostos fendlicos e polissacarideos &cidos (mucilagens e substancias
pécticas) foram detectados no nectario de ambas as espécies, assim como em todo
tecido floral. Levando em consideracdo o habitat de restinga, onde as espécies estdo
sujeitas ao estresse hidrico, a presenca destes compostos pode estar relacionada com
protecdo contra desidratacdo, excesso de radiacdo ultravioleta, herbivoria e
microrganismos patégenos (Meyberg, 1988; Paiva & Machado, 2008), como
assinalados em flores de outras espécies de restinga, como Pavonia alnifolia A.St. — Hil.
(Pimentel et al., 2011).

A presenga, em ambas as especies de Epidendrum, de idioblastos contendo
cristais de oxalato de calcio em forma de rafides € comum em nectérios de orquidaceas,
como por exemplo, no parénquima subsecretor adjacente aos feixes vasculares de
Hexisea imbricata (Lindl.) Rchb.f. Cristais de oxalato de calcio na forma de drusas ou
rafides sdo frequentemente encontrados em nectarios florais e extraflorais, Davies et al.

(2005) sugere que esses produtos de excrecdo podem desencorajar a herbivoria por
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invertebrados. Ndo s6 a forma e o tamanho, mas também a localizacdo e o numero
absoluto de cristais podem impedir a herbivoria tanto por grandes animais como por
pequenos, como insetos (Franceschi & Nakata, 2005). Por outro lado, cristais de oxalato
de célcio também atuam na regulacdo do célcio nas plantas, sendo possivel que altos
niveis destes ions no nectario possam inibir o0 mecanismo secretor (Horner et al., 2003).
Em Pistia as rafides parecem desempenhar uma dupla fung&o: inicialmente na regulagéo
do célcio e na maturidade, como mecanismo de defesa. (Franceschi & Nakata, 2005).

Ambas as espécies de Epidendrum da restinga de Marica, apresentam
osmaforos. Em E. denticulatum nenhum odor foi percebido, apenas goticulas de 6leo na
epiderme do calo do labelo, sugerindo a presenca de volateis florais. Pansarin (2000),
embora tenha identificado quimicamente em E. secundum varios compostos muito
difundidos nos aromas de flores polinizadas por borboletas e mariposas, também néo
percebeu qualquer odor e sugeriu que nesta espécie a atragdo parece ser estritamente
visual. Almeida e Figueiredo (2003) também n&o registraram odor nas flores de E.
denticulatum. Kaiser (1993), estudando as fragrancias florais de Epidendrum ciliare L.,
E. nocturnum Jacq., E. lacertinum Lindland. e E. aromaticum, constatou que, em geral,
a fragrancia floral entre as espécies de Epidendrum é fraca para a percep¢do humana. Ja
em E. orchidiflorum, as flores exalam odor suave, durante o dia e mais acentuado a
noite. Tratando-se de uma flor desprovida de contraste de cor e com abertura floral
noturna, é provavel que a fragrancia floral seja fundamental na atracdo dos
polinizadores, fato registrado para outras orquideas noturnas e polinizadas por
mariposas (Goss & Adams, 1976; Nilsson, 1978; Nilsson et al., 1985; Moya &
Ackerman, 1993). As emissGes de perfume noturno juntamente com a coloragdo
discreta da flor se encaixam muito bem com a sindrome de polinizacdo por mariposas
(van der Pijl & Dodson, 1966).

Os osmoforos, evidenciados pela reagdo positiva ao vermelho neutro e pela
presenca de gotas de substancias lipofilicas no labelo, calo e &pice da coluna nas duas
espécies estudadas, tém caracteristicas em comum com Psilochilus modestus (Pansarin,
2000; Pansarin & Amaral, 2008b) e com especies de Acianthera (Melo et al., 2010)
como a epiderme papilosa. A auséncia de amido também foi registrada para Cyclopogon
elatus (Wiemer et al., 2008) e Grobya amherstiae (Pansarin et al., 2009) contrariamente

ao registrado para a maioria dos osmaéforos de orquideas (Wiemer et al., 2008).
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A falta de evidéncias de poros ou estdbmatos nos osmoforos de E. denticulatum
sugere que a emissdo de compostos volateis seja por difusdo, assim como é observado
nas espécies Scaphosepalum (Pridgeon & Stern, 1983) e Stanhopea (Stern et al., 1987).
A emissdo de compostos volateis em E. orchidiflorum parece estar associada a presenca
de poros cuticulares no labelo e estbmatos modificados na capa do polinario. Poros
cuticulares foram encontrados em espécies de Restrepia e Restrepiella (Pridgeon &
Stern, 1983) e Gymnadenia conopsea (Stpiczynska, 2003), enquanto poros estomaticos
foram encontrados em espécies Acianthera (Melo et al., 2010). A coloracdo amarela e a
presenca de osmoforos na capa do polinario de E. orchidiflorum sugere atracao visual e
guia de odor para alcancar o tubo floral, onde se encontram as recompensas nutritivas
das flores. N&o foram encontradas referéncias na literatura relacionadas a osmoforos na

capa de polinérios.

As duas espécies de Epidendrum estudadas apresentam flores longevas, em
antese por cerca de 10 a 15 dias. Flores de E. secundum e de E. paniculatum
permanecem em antese por aproximadamente sete dias (Pansarin e Amaral, 2008a;
Pansarin, 2003). Orquideas exibem flores de longa duracdo, com a antese variando de
uma semana até meses (Primack, 1985), embora também ocorram flores com antese
restrita a poucas horas (van der Pijl & Dodson, 1969; Pansarin & Amaral, 2008b). O
longo periodo de antese de muitas Orchidaceae, principalmente as europeias, foi
interpretado como resultado de processo evolutivo para favorecer o sucesso reprodutivo,
em resposta aos sistemas de polinizacdo especializados e as baixas taxas de visitas de
polinizacdo, geralmente resultando em limitacdo de polen (Neiland & Wilcock, 1998;
Stpiczynska, 2003; Tremblay et al., 2005). Mudancas florais e rapidas senescéncias das
flores apds a polinizacdo também sdo bem conhecidas entre as orquideas (Gregg, 1991;
Ketsa et al., 2001; Martini et al., 2003; Attri et al., 2008; Parra-Tabla et al., 2009) e, de
acordo com Galetto et al. (1997) este fato provavelmente esta relacionado com a

realocacao de recursos para as sementes em desenvolvimento.

Por outro lado, o murchamento das flores, apos a remocao dos polinérios, como
registrado para E. denticulatum, parece um fato inesperado, ja que 0 murchamento apds
a retirada da polinia impossibilita a flor de exercer sua fungdo feminina. No entanto,

Huda & Wilcock (2011) registraram este efeito em todas as 14 especies tropicais de
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orquideas estudadas (incluindo terrestres e epifitas, autocompativeis e auto-
incompativeis) e sugeriram que, entre as orquideas tropicais, o custo de manutencdo das
flores supera os beneficios da flor permanecer aberta apenas para a fungdo feminina,
apos o polinario ter sido removido. Segundo estes autores (loc. cit.) as orquideas
tropicais estdo muito sujeitas a limitacdes de recursos, limitacdes polinicas, tém altos
custos de manutencgéo das flores e estdo submetidas a alto stress decorrente de perda de

agua por transpiragao.

Biologia da reproducéo

As duas espécies de Epidendrum estudadas dependem de vetores de pdlen para
que a polinizacdo aconteca, ou seja, ndo sao autogamicas. A autogamia € evitada em
funcdo da presenca do rostelo, que impede o contato entre as polinias e a regido
estigmatica. Barreiras mecanicas sao encontradas na maioria das orquideas e constituem
importantes mecanismos para evitar a autofertilizacdo (van der Pijl & Dodson, 1966).
Entretanto, ha registros de autogamia para algumas espécies do género, a saber: E.
rigidum Jacg. (lannotti et al. 1987), E. nocturnum Jacg., e E. tridens Poepp. & Endl.
(Tremblay et al., 2005).

Os experimentos aplicados para avaliar o sistema reprodutivo ndo mostraram
diferencas no sucesso da producdo de frutos a partir de xenogamia e de autopolinizacao,
sugerindo que ambas as espécies estudadas sejam autocompativeis. Resultados
semelhantes foram obtidos para E. fulgens (Fuhro, 2006). Também ha registro de
autocompatibilidade para E. ciliare L (Acherman & Montalvo, 1990) e para E.
secundum (Pansarin & Amaral, 2008a), mas, Pansarin (2003) registrou um alto grau de
auto-incompatibilidade para E. paniculatum (apenas 1,3% de frutos a partir de

autopoliniza¢des manuais).

Cabe destacar, entretanto, que tanto nos experimentos de xenogamia como nos
de autopolinizagdo, nem todos os frutos que alcancaram a maturidade continham
sementes férteis, levando a constatacdo de que o percentual de produgdo de frutos
maduros nas espécies de Epidendrum da restinga ndo corresponde ao real sucesso
reprodutivo feminino das mesmas. No caso das espécies estudadas, o percentual de
frutos com sementes ferteis € maior entre os frutos originados de xenogamia. Assim, é

possivel que as espécies apresentem uma autoincompatibilidade parcial ou o aborto das
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sementes € em parte devido a algum grau de depressdo autogamica, no caso dos frutos
resultantes de autopolinizacdo manual. Resultados semelhantes para outras espécies de
Orchidaceae levaram Huda & Wilcock (2011) a sugerirem que as diferengas no
percentual de sementes férteis poderiam estar relacionadas com uma
autoincompatibilidade de acdo tardia em espécies previamente assumidas como

autocompativeis.

As Dbaixas taxas de frutificacdo sob condi¢des naturais (2,56% para E.
denticulatum e 2,59% para E. orchidiflorum) também foram registradas para outras
especies do género - 4,5 a 7,5% para E. secundum (Pansarin, 2003) e 0,25% para E.
paniculatum (Pansarin & Amaral, 2008a) - e para outros géneros de orquideas (Borba &
Braga, 2003; Mickeliunas et al., 2006; Silva-Pereira et al., 2007; Tremblay et al.,
2005). A polinizacdo cruzada manual (xenogamia) aumentou ndo s6 a producdo de
frutos, em cerca de oito vezes, como também a producdo de frutos com sementes férteis,
em relacdo a polinizacdo natural. Tal fato sugere que fatores relacionados com a
polinizagdo sejam os principais responséveis pela baixa producéo de frutos nas espécies.
De acordo com Burd (1994) a ocorréncia de limitacdo polinica na reproducdo sexuada
das plantas pode ser experimentalmente detectada quando a polinizacdo manual eleva a
producdo de frutos e sementes acima dos niveis naturais. A limitacdo polinica na
producdo de frutos é caracteristica comum em orquideas ndo autogamicas. Estudos que
envolveram polinizagdes manuais suplementares em 56 espécies de Orchidaceae
claramente indicaram que as baixas raz6es fruto/flor observadas nas populac¢6es naturais
sdo bem explicadas por fatores relacionados com a limitacdo na polinizacdo, ja que
todas apresentaram aumento significativo na producéao de frutos quando as flores foram

submetidas a polinizacdo cruzada manual (Tremblay et al., 2005).

Diversos aspectos corroboram com uma limitacdo polinica nas espécies
estudadas, envolvendo quantidade (poucas visitas as flores observadas) e qualidade dos
polinizadores  (quantidade de polinias inseridas na cavidade estigmatica
surpreendentemente pequena em relagdo a quantidade de polinias removidas).
Usualmente, menos da metade das flores de orquideas tém seus polinarios removidos
por visitantes, 0s quais parecem variar muito em termos de desempenho (Tremblay et
al., 2005). Durante as observacdes de campo, a despeito do investimento em tempo de
observagdo, somente foram vistas poucas visitas de lepiddpteros as flores de

E.denticulatum, uma das quais com remoc¢do de polinias por uma espécie de
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Hesperiidae. Com relacéo a E. orchidiflorum, ndo foi possivel fazer observagdes durante
a noite, mas nenhuma visita durante o dia foi observada. No entanto, uma média de 49%
para E. denticulatum e 44% para E. orchidiflorum de flores com polinias removidas
foram registradas, o que mostra que ocorrem mais visitas do que as registradas. No
entanto, estas visitas resultam em baixa taxa de polinizacdo. Este aspecto sugere que a
maioria dos visitantes que consegue retirar polindrios ndo tende a retornar as flores, fato
também registrado para outras espécies de Epidendrum (Pansarim, 2003; Pansarin &
Amaral, 2008a). Assim, ndo é possivel concluir sobre polinizadores e eficiéncia dos
mesmos. De acordo com Tremblay (1992 apud Tremblay et al., 2005), em muitas
Orchidaceae nas quais 0s grdos de pdlen sdo reunidos em polinias, a remoc¢do do
polinario por um polinizador ineficiente pode resultar em grande perda de pélen, o que

pode influenciar negativamente o sucesso reprodutivo das espécies.

A razdo entre o percentual de polinias removidas e o percentual de frutos
produzidos naturalmente pode mostrar o grau de eficiéncia dos polinizadores em
Orchidaceae (Tremblay et al., 2005). Em E. denticulatum, esta razdo é 18,9:1, e em E.
orchidiflorum é 16,9:1. De acordo com Tremblay et al. (2005), os sistemas mais
efetivos foram registrados para Satyrium bicorne e Vanilla barbellata (< 0,30:1),
engquanto que os menos eficientes para Stelis argentata e Bulbophyllum ipanemense
(>24,0:1). Nossos resultados indicam uma polinizacdo ineficiente para as espécies de

Epidendrum da restinga.

Por outro lado, mesmo nos experimentos de polinizacdo cruzada manual, o
maximo de sucesso obtido ndo ultrapassou 16%, levando a crer que outros fatores, entre
eles a limitacdo de recursos, podem também estar atuando. Uma hipdtese é que as
espécies estudadas invistam grande quantidade de recursos em reproducdo assexuada
(propagacdo vegetativa), na qual o crescimento clonal resulta em novos individuos,
geneticamente idénticos, que tém sua fase inicial de desenvolvimento subsidiada pelo
individuo parental. Acredita-se que este tipo de reproducdo garanta o estabelecimento
de grandes popula¢des de Epidendrum na restinga, especialmente nas areas mais abertas
e ensolaradas. Mesmo néo se fixando de imediato no solo, os clones vivem sobre a
serrapilheira formando ou aumentando a borda das moitas, ja que os rametos sobre 0
qual se encontram tendem a tombar para o exterior das moitas. Cavatii et al. (2007) e
Fraga & Pereira (1998) tambem observaram a presenca de Epidendrum sp., nas regioes
das bordas das moitas de restinga em Guarapari, onde a disponibilidade de
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luminosidade € muito alta. Oliveira & Sajo (1999) relatam que a condicdo heliofila em
Epidendrum sp. e sua presenca nessas regides pode estar relacionada com o
metabolismo CAM, muito comum na familia Orchidaceae, visto que as bordas de
moitas sdo locais de grande incidéncia de raios solares e de baixa umidade do solo.
Bonates (2007), estudando os aspectos ecofisiologicos de E. orchidiflorum (=E.
huebneri), encontrada em campina aberta ou sombreada na Amazonia Central,

menciona a presenca do metabolismo CAM.

Ambas as espécies formam densas touceiras, na qual cada rameto emitido
reproduz-se sexuada e assexuadamente, ao mesmo tempo. Dixon (1991 apud Swarts &
Dixon, 2009) menciona que a reproducdo vegetativa em orquideas é conhecida como
uma estratégia para superar os déficits na producdo de sementes. Ressalta-se que no
ambiente adverso da restinga (solo arenoso, alta temperatura, luminosidade e salinidade,
além de solos oligotroficos) ocorrem sérios fatores limitantes para o desenvolvimento
de pléntulas, em especial nas Orchidaceae. Muitas orquideas tropicais germinam
facilmente na presenca de umidade, nutrientes e temperaturas adequadas de germinagao
(Rasmussen, 1995; Baskin & Baskin, 1998). No entanto, devido a reservas alimentares
limitadas, as sementes de orquideas ttm uma dependéncia completa de nutrientes
fornecidos pela associagdo micorrizica durante a germinacdo precoce e fases de
estabelecimento das mudas (Rasmussen, 1995).

Handel (1985) postula que a disseminagédo vegetativa tem um efeito importante
sobre a estrutura genética das populacdes de plantas, determinando a extensdo e a
distribuicdo de individuos geneticamente idénticos e que, em espécies autocompativeis,
tem sido sugerido que os niveis significativos de estrutura clonal podem aumentar a
probabilidade de autofecundacéo, devido a polinizacdo cruzada entre diferentes rametos
dos mesmos genetos, aumentando assim os niveis de endogamia dentro das populagdes.
Talvez esta possa ser uma explicacdo para o aborto de frutos e de sementes observados

mesmo apos polinizacdo cruzada manual.
Mecanismos de isolamento reprodutivo e hibridizacéo

Na restinga de Marica, E. orchidiflorum e E. denticulatum sdo simpatricas,
principalmente na fisionomia arbustiva aberta ndo inundavel, caracterizada pela

presenca de moitas intercaladas por areas desnudas. Deste modo, a fisionomia citada
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pode ser considerada uma zona de contato ou de hibridizacdo (Pinheiro et al., 2010)
entre estas espécies. Pijl & Dodson (1966), Dunsterville (1979), Hagsater & Soto
Arenas (2005) e Pansarin & Amaral (2008a) registraram zonas de hibridizagcdo entre
espécies de Epidendrum baseados em dados morfolégicos e na distribuicdo das
espeécies. Alguns autores também registraram a compatibilidade reprodutiva para muitas
coocorréncias de espécies de Epidendrum, controlando experimentos de cruzamento
interespecifico (Dunsterville, 1979; Pansarin & Amaral, 2008a). Apesar de simpatricas,
intercompativeis e com periodos de floragdo superpostos, ndo foram encontrados
individuos morfologicamente intermediarios entre as duas espécies em toda area
estudada da restinga de Maricd, indicando assim a inexisténcia de hibridizac&o natural

entre as mesmas.

Atributos florais e observagdes de campo apontam para o ndo compartilhamento
de agentes polinizadores entre as espécies de Epidendrum estudadas. Uma das
diferencas marcantes entre as flores das duas espécies estd na posicdo do labelo,
consequéncia da ressupinacdo das flores de E. orchidiflorum, assegurando que os
polinarios sejam aderidos em diferentes partes do corpo do polinizador, ainda que
visitas compartilhadas venham a ocorrer no periodo do crepusculo ou no alvorecer.
Assim, acredita-se que a mudanca na forma floral represente uma das principais
barreiras entre as duas espécies para ndo ocorrer a transferéncia do polen
interespecifico. Silva-Pereira et al. (2007) relatam que Sophronits sincorana e S.
pfisteri compartilham polinizadores mas as diferengas no tamanho das partes florais e
ginostémio representam uma das principais barreiras entre as duas espécies para ndo
ocorrer a transferéncia do pélen interespecifico.

Em orquideas, barreiras pré-polinizacdo, especialmente diferencas na morfologia
da flor e no comportamento dos polinizadores tém sido apontadas como 0s principais
fatores responsaveis pelo isolamento reprodutivo de espécies simpatricas e
estreitamente relacionadas (van der Pijl & Dodson, 1966; Gill, 1989; Dressler, 1990;
Steiner et al., 1994; Borba & Semir, 1999, 2001). Entretanto, altos niveis de
compatibilidade reprodutiva na subtribo Laeliinae, onde se inclui Epidendrum, e a falta
de polinizadores especificos entre as espécies do género (Pansarin & Amaral 2008a)
indicam que estass barreiras pré-polinizagdo sdo fracas, tornando a hibridizagdo em
populacdes naturais um evento possivel (Pinheiro et al. 2009), como registrado entre
diversas espécies simpatricas do complexo E. secundum (van der Pijl & Dodson, 1966)
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entre E. secundum e E. fulgens em Picinguaba (Pansarin & Amaral, 2008a) e entre E.
fulgens e E. puniceoluteum, em populagdes das planicies costeiras do sul e sudeste do
Brasil (Pinheiro et al., 2009). Nossos resultados diferem dos até entdo apresentados na
literatura, uma vez que barreiras pré-polinizacéo relacionadas com a biologia floral das
espeécies (horario de antese, cor e odor das flores, forma floral) parecem suficientes para
evitar a hibridizacdo. Por outro lado, a grande ocorréncia de propagacédo vegetativa,
aliada a dificuldade de estabelecimento de plantulas no ambiente de restinga, pode ter

um papel muito importante na manutencdo da integridade das espécies no local.
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5 — Conclusoes

1. As flores de Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. e de Epidendrum
orchidiflorum Salzm. ex Lindl. oferecem o néctar como recurso para visitantes,

produzido a partir de nectarios nupciais, do tipo cuniculo e extranupciais.

2. Ambas as espécies de Epidendrum apresentam osmoforos. Em E. denticulatum
nenhum odor foi percebido no entanto a presenca de goticulas de dleo na
epiderme do calo do labelo, sugere a existencia de volateis florais. Em E.
orchidiflorum as flores exalam odor suave, durante o dia e mais acentuado a

noite.

3. As espécies sdo simpatricas, principalmente na fisionomia arbustiva arbérea ndo
inundavel, florescem simultaneamente ao longo do ano e ndo apresentam picos
de intensidade de floracao diferentes. Os resultados apontam fortemente para o
ndo compartilhamento de polinizadores. Apesar de simpatricas, intercompativeis
e com periodos de floracdo superpostos, ndo foram encontrados individuos
morfologicamente intermediéarios entre as duas espécies em toda area estudada
da restinga de Maricd, indicando assim a inexisténcia de hibridizacdo natural

entre as mesmas.

4. As espécies diferem com relacdo a atributos florais, sendo diurnas, coloridas e
visitadas por borboletas Hesperiidae, capazes de remover as polinias, em E.
denticulatum e noturnas, esverdeadas, ressupinadas, odoriferas e possivelmente

polinizadas por lepidopteros noturnos em E. orchidiflorum.

5. A taxa de remocdo de polinias € alta nas duas espécies, mas 0 SuUCESSO
reprodutivo é baixo e equivalente. As espécies sdo auto e intercompativeis,
embora a maior producdo de frutos e de sementes férteis tenha sido registrada

para 0s experimentos de xenogamia, sugerindo limitacGes na polinizacao.

6. Os mecanismos que impedem ou dificultam polinizagGes interespecificas séo
ligados a aspectos morfologicos e etologicos, ja que E. denticulatum apresenta

antese diurna e E. orchidiflorum antese noturna. A ressupinagéo das flores de E.
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orchidiflorum altera a posicdo de contato das polinias/cavidade estigmatica em

relagdo aos visitantes florais/polinizadores.

7. A propagacdo vegetativa prevalece em ambas as espécies, sendo importante para

a ocupacao, crescimento e manutencao das populacfes na restinga de Marica.

8. A polinizacdo cruzada manual (xenogamia) aumentou ndo sé a producdo de
frutos, como também a producdo de frutos com sementes férteis, em relagdo a
polinizacdo natural. Tal fato sugere que fatores relacionados com a polinizacéo
sejam 0s principais responsaveis pela baixa producédo de frutos nas espécies, ou
sejam nossos resultados indicam uma polinizacao ineficiente para as espécies de

Epidendrum da restinga.
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