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RESUMO

Em Epidendrdrum L. o néctar é a principal recompensa oferecida aos polinizadores, no
entanto, algumas espécies pode ndo oferecer. Os nectérios extraflorais, servem de
alimento para formigas que protegem & planta contra herbivoria. Nesse sentido, este
estudo tem como principal objetivo investigar a fenologia, biologia reprodutiva e o
sucesso reprodutivo de Epidendrum cinnabarinum. O estudo foi realizado na Reserva
Bioldgica Guaribas (Rebio Guaribas), localizada na zona rural entre os municipios de
Mamanguape e Rio Tinto nos anos de 2015, 2016, 2017 e 2018. Com a marcagao de
individuos para avaliacdo de varios parametros. O periodo de floracao e frutificacéo inicia
no més de setembro, no entanto a producéo de flores se estende até abril, enquanto que a
de frutos ocorre até marco. A pluviosidade exerce influéncia positiva sobre a frutificagdo
(r=-0.6094; p = 0.0026). Os individuos apresentam um padréo na antese e na morfometria
floral. E uma espécie autocompativel, no entanto, é incapaz de formar frutos
espontaneamente precisando que um polinizador realize a fecundacdo. O sucesso
reprodutivo da populacdo (N=3431 flores) é baixo (1,51%), ndo havendo diferenca
significativa entre frutos formados por autopolinizacgéo e fecundacéo cruzada (p=0,8014),
assim como para viabilidade de sementes (p=0,2105). Epidendrum cinnabarinum secreta
néctar no interior do cuniculum onde o polinizador tem acesso, mas, também secreta
externamente, na base do peciolo de botGes, flores, frutos e nas cicatrizes das brécteas
atraindo formigas para sua inflorescéncia. Em troca, essas formigas apresentam
comportamento defensivo, como observado ao atacar Nasutitermes sp pertencente ao
grupo Isoptera, diminuindo a taxa de herbivoria, que na populacao correspondeu a apenas
2,6%. O investimento energético na producdo de néctar em E. cinnabarinum é maior para
defesa do que para polinizacdo. A Lepidoptera Phoebis sennae foi o Gnico visitante capaz
de remover a polinea, mas, ndo houve deposicdo, uma vez que frutos ndo foram formados

apos as visitas.

Palavras Chave: defesa, herbivoria, nectario-extrafloral.



ABSTRACT

In Epidendrum L. nectar is the main reward offered to pollinators, however, some species
may not offer. Extrafloral nectaries serve as food for ants that protect the plant against
herbivory. In this sense, this study has as main objective to investigate the phenology,
reproductive biology and reproductive success of Epidendrum cinnabarinum. The study
was carried out in the Guaribas Biological Reserve (Rebio Guaribas), located in the rural
zone between the municipalities of Mamanguape and Rio Tinto in the years of 2015,
2016, 2017 and 2018. With the marking of individuals to evaluate several parameters.
The period of flowering and fruiting begins in the month of September, however the
production of flowers extends until April, while the fruit period occurs until March.
Rainfall exerts a positive influence on fruiting (r = -0.6094; p = 0.0026). The individuals
present a pattern in anthesis and floral morphometry. It is a self-compatible species,
however, it is unable to spontaneously produce fruit by requiring a pollinator to perform
fecundation. The reproductive success of the population (N = 3431 flowers) was low
(1.51%), there was no significant difference between fruits formed by self-pollination and
cross fecundation (p = 0,8014), as well as for seed viability (p = 0, 2105). Epidendrum
cinnabarinum secretes nectar inside the cuniculum where the pollinator has access, but
also secretes externally, at the base of the petiole of buds, flowers, fruits and the scars of
the bracts attracting ants to their inflorescence. In contrast, these ants present defensive
behavior, as observed when attacking Nasutitermes sp belonging to the Isoptera group,
reducing the rate of herbivory, which in the population corresponded to only 2.6%.

Energetic investment in nectar production in E. cinnabarinum is greater for defense than
for pollination. Lepidoptera Phoebis sennae was the only visitor able to remove the

polinia, but there was no deposition, since fruits were not formed after the visits.

Keywords: defense, herbivory, nectary-extrafloral.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Titulo: Epidendrum cinnabarinum com variacfes de COres...........cccoevervennens 9

Figura 2 — Titulo: EStruturas flOrais...........ccevveiiiiiiie i 10
Figura 3— Titulo Sementes viaveis e inviaveis de E. cinnabarinum............c...ccccoveenn. 11
Figura 4 — Titulo: Néctar em E. cinnabarinum.............cccovivevieiieii e 13
Figura 5 — Titulo: Periodo reprodULIVO..........ccueiieieeieee e e e sia e 14
Figura 6 — Titulo: Periodo da antese..........cccveieiiiiie i 15
Figura 7 — Titulo: Esquema ilustrativo com todas as medicdes feitas............c.c.oevvreneen. 16
Figura 8 — Titulo: Corte transversal do DOt&O0............ccceeveieeii i 18
Figura 9 — Titulo: Tempo de ataque das fOrmigas..........c.cccevvereiiieiicie s 19

Figura 10 — Titulo: Phoebis sennae usando sua probéscide na flor.............ccccceeveenen, 20



LISTA DE TABELAS E QUADROS

Tabela 1 — Titulo: Média de todas as medidas das flores...........ccocevvevevevciiiiencicrienn, 16
Tabela 2 — Titulo: Média e desvio padrao da viabilidade de sementes.............cc.cccvnen. 17

Tabela 3 — Tamanho médio e desvio padrdo das espécies de formigas...........c.cceveunne. 18



SUMARIO

INTRODUGAOD ..ottt 1
FUNDAMENTAGAO TEORICA.........ooiieeeeeeeeee e eseee e 3
ARTIGO CIENTIFICO (MANUSCRITO)......coimmisenenrnienieniieeesesssessssessessessnsensnes 8
CONCLUSAOD........cooeeeeeeeeee et ves e ses sttt s st st 25
REFERENCIAS



INTRODUCAO

Epidendrum L. é um dos maiores géneros em Orchidaceae, com elevada
diversidade, tendo em vista que apenas na regido neotropical ja foram registradas 1500
espécies (HAGSATER & SOTO-ARENAS, 2005). No Brasil ja foram identificadas 134,
das quais 52 espécies sdo encontradas na regido nordeste do pais (BARROS et al., 2015).
Esse género tem sido considerado um excelente modelo para se compreender as relagdes
evolutivas entre as espécies (PINHERIRO & COZZOLINO 2013; STPICZYNSKA,
2018), uma vez que é extremamente diverso quanto a biologia reprodutiva variando desde
a auto-imcompatibilidade a autogamia (HAGSATER & SOTO-ARENAS, 2005), possui
sindromes florais variadas, relacdes especificas ou de amplo espectro com seus
polinizadores principalmente nas espécies que ndo oferecem recursos florais (planta de
engodo) (DAFNI, 1987; NILSSON, 1992; VAN der CINGEL, 1995; COZZOLINO et
al., 2005). Além disso, sdo espécies que possuem alta variacdo no numero de
cromossomos (PINHERIRO & COZZOLINO 2013) e ndo apresentam barreiras genéticas
e quimicas que impegam a especiacao neste grupo (SOLTIS & SOLTIS, 2009; BUGGS
& etal., 2011).

As caracteristicas que mais atraem os polinizadores sdo: cor, tamanho e
perfumes das flores, além do fornecimento de recursos (VAN der PIJL & DODSON,
1966; HAGSTER & SOTO-ARENAS, 2005). Segundo Tavares (2011), em Epidendrum
0 néctar € o principal recurso ofertado devido a estrutura morfolégica das flores que
possui 0 labelo adnato a coluna e permite que borboletas e mariposas, que sdo 0s
principais polinizadores deste grupo, introduzam sua probéscide fina nos cuniculus a
procura do néctar e assim toque nas estruturas reprodutivas, realizando mais
eficientemente a polinizacdo (PIJL & DODSON 1966; DRESSELER, 1981; ALMEIDA
& FIGUEIREDO, 2003; PANSARIN, 2003; PANSARIN & AMARAL 2008; FUHRO
et al., 2010; PANSARIN & PANSARIN 2017; STPICZYNSKA, 2018). Neste grupo,
além das espécies que recompensam seus visitantes florais, também ocorrem espécies que
ndo oferecem nenhum recurso, enganando os seus polinizadores (PANSARIN, 2003;
PANSARIN & AMARAL, 2008; PANSARIN & PANSARIN, 2014; 2017).

Dentre os sistemas reprodutivos encontrados, a fecundagdo cruzada geralmente
¢ a forma predominante de reproducdo, permitindo que haja maior variabilidade genética
(BORBA & BRAGA, 2003; PANSSARIM et al., 2008). Em Orchidaceae & comum,
principalmente nas plantas de engodo, um baixo ndmero de visitas, uma vez que 0s
polinizadores ndo recebem recompensas (ALMEIDA & FIGUEIREDO, 2003;



PANSARIN, 2003; PANSARIN & AMARAL, 2008; FUHRO et al., 2010). Portanto, a
fim de aumentar seu sucesso reprodutivo muitas dessas espécies sdo autocompativeis
(WITTMANN & AGNOL, 2002). Porém, é baixa a taxa de geitonogamia (quando o
doador de pdlen é uma flor da mesma planta), porque os polinizadores ‘enganados’ ndo
tentam visitar outras flores da mesma inflorescéncia, as deixando ap6s algumas tentativas
de coletar o recurso (COZZOLINO & WIDMER, 2005; PASARIN & PANSARIN,
2017). Nos individuos autocompativeis também pode ocorrer um sistema de reproducdo
mista envolvendo fatores bioticos (polinizadores) e abiotico (chuva), para desempenhar
sua reproducdo (AGUIAR et al., 2011; PANSARIN et al., 2008). Onde a autogamia é o
principal sistema reprodutivo responsavel pela polinizacdo e maior taxa de producao de
frutos, tendo em vista que as visitas dos polinizadores séo escassas (AGUIAR et al.,
2012).

No entanto, a producao de recurso pela planta nem sempre esta associada com a
visita do polinizador. Muitas espécies de Epidendrum possuem nectérios extra-florais,
que servem de alimento para formigas que garantem protecdo a planta, reduzindo os
niveis de herbivoria (DELABIE, 1995; ALMEIDA & FIGUEIREDO, 2003). O
investimento energético na producdo de néctar € uma estratégia que pode ser bastante
eficaz nesse sentido (NEILAND & WILCOCK, 1998). A relacdo mutualistica entre estas
duas espécies garante protecdo a planta e alimento e abrigo a formiga (PEAKALL, 1994).
A presenca das formigas, em geral, ndo interfere na visita dos polinizadores e plantas com
formigas ndo apresentam danos de herbivoria (ALMEIDA & FIGUEIREDO, 2003).
Devido ao comportamento territorialista das formigas frente ao herbivoro, ao levantar seu
abdome apontando para o intruso, além de usar sua mandibula para expulsa-lo da
inflorescéncia (SUBEDI et al., 2011).

Epidendrum cinnabarium é uma orquidea endémica do nordeste do Brasil, com
maior predominancia desde o Rio Grande do Norte até o sul da Bahia (PINHEIRO &
BARROS, 2006), comumente observada em afloramentos rochosos e cerrado. Possui um
habito epifita, pois sempre é observada associada com outras plantas (ALVES &
PESSOA, 2014) e por ser presente em um ambiente hostil, a mesma apresenta estruturas
especializadas como pseudobulbo, o velame, hipoderme e cuticula espessa para garantir
sua sobrevivéncia (ALMEIDA et al, 2007; DELBONE, 2012). Tendo em vista que 0
género Epidendrum é um grupo extremamente diverso, ainda ha poucos estudos feitos
com este grupo (RABELO, 2016). Nesse sentido, este estudo tem como principal objetivo

investigar a fenologia, biologia reprodutiva e o sucesso reprodutivo de Epidendrum



cinnabarinum. Objetiva-se analisar mais especificamente a influéncia da pluviosidade no
padréo fenoldgico, a morfometria floral, avaliar se € uma espécie auto compativel e qual
a guilda de polinizadores, investigar anatomicamente a presenca de nectarios florais e
extraflorais, determinar a taxa de herbivoria natural e avaliar se as formigas protegem as

estruturas reprodutivas contra herbivoria.

FUNDAMENTACAO TEORICA

Fenologia

Dentro das populacdes é de suma importancia entender os padrdes fenoldgicos
das espécies, ou seja, seu ciclo de vida que inclui diversas fases como: o brotamento, a
floracdo e frutificacdo e assim compreender as relacGes ecolégicas que as mesmas
possuem (TALORA & MORELLATO, 1999; TANNUS et al, 2006). Neste contexto, 0s
fatores abidticos podem influenciar na fenologia das espécies (PESSOA, 2011). Dentre
esses fatores um dos que mais se destacam é a pluviosidade. Que tem grande influéncia
no periodo de floracdo principalmente de orquideas que vivem no cerrado, uma vez que
estes ambientes sdo marcados predominantemente por duas estagdes no ano (verdo e
inverno) (LEAL & MORAES, 2014).

Algumas espécies que recebem um baixo ndmero de visitas de seus
polinizadores aumenta a longevidade de suas flores para otimizar sua reproducao
(MARQUES & DRAPER, 2012). Uma vez que a longevidade é um fator chave na aptidéo
reprodutiva das plantas (SCHOEN & ASHAMAN, 1995). O tempo de vida da flor pode
ser influenciado por condi¢cBes ambientais, como mudancas sazonais do clima e a
atividade dos polinizadores (RATHCKE, 2003). E comum em Orchidaceae algumas
espécies permanecerem com suas flores abertas por muito tempo, podendo chegar a varios
meses (PRIMACK, 1985; ASHMAN & SCHOEN 1994). Isso ocorre porque em habitats
onde a visita dos polinizadores sdo raras € vantajoso ter um maior gasto energetico para
manter as flores atrativas e assim aumentar o sucesso reprodutivo (RATHCKE, 2003).

A pluviosidade pode afetar negativamente o periodo de vida das flores, assim
como dificultar as visitas dos polinizadores, diminuindo assim seu sucesso reprodutivo
(VEGA & MARQUES, 2015). No entanto, em algumas orquideas autocompativeis, a
pluviosidade pode ajudar na reproducdo dessas espécies, uma vez que 0s pingos de chuva
fazem com que haja a autopolinizagéo, quando as visitas dos polinizadores sdo escassas
(AGUIAR et al., 2011; PANSARIM et al., 2008).



Biologia reprodutiva e recursos florais

Para atrair seus polinizadores as flores possuem diversas caracteristicas
morfologicas e recursos que podem configurar as denominadas sindromes florais, sendo
definidas por parametros como tamanho, cor e odor (perfumes florais) e tipo de recurso
floral produzido (VAN der PIJL & DODSON, 1966; HAGSTER & SOTO-ARENAS,
2005; VIEIRA & FONSECA, 2014). As cores atraentes e flores vistosas na maioria das
sindromes tém o objetivo de induzir os polinizadores a procurar 0 recurso e, a0 mesmo
tempo, leva-los a realizar a polinizacdo (quando o grao de polen toca o estigma, havendo
fecundacdo no ovario e posteriormente formacéo de fruto) (LIMA, 2010).

Segundo Sakai et al., (1998) a morfologia da flor e o tipo de recurso oferecido
sdo estratégias para delimitar as sindromes de polinizagdo, pois podem restringir ou
orientar o acesso do visitante aos recursos florais. Em muitos estudos ja foram observadas
flores com caracteristicas especificas para tipos especificos de polinizadores (FAEGRI &
PIJL, 1979). No entanto, atualmente essa relacdo de especificidade tem sido revista,
devido a exemplos de espécies vegetais que possui flores morfologicamente complexas e
com caracteristicas favoraveis a polinizacdo por um determinado grupo, mas que
apresentam um grande numero de visitantes (MCDADE, 1992; HERRERA;
OLLERTON; WASER et al., 1996).

Apesar de definirmos a poliniza¢do como uma relagdo mutualistica entre a planta
e 0 seu polinizador, existe um conflito de interesse entre ambas as partes, uma vez que 0
polinizador deseja obter o maximo de lucro durante o forrageamento, sem gastar tanta
energia (RECH, 2014). Enquanto que a planta deve oferecer o recurso mais nutritivo e
atrativo, mas que esteja bem distribuido entre as diferentes flores, para que ‘force’ o
polinizador a visitar o maximo de flores possiveis (RECH, 2014). O polinizador efetivo
deve ter um ajuste fisico que permita que ao consumir o recurso 0 mesmo retire o grdo de
polen e transfira para o estigma da outra flor (RECH, 2014). Este também precisa
forragear no periodo (sazonal ou diario) adequado, ou seja, durante o periodo em que a
flor esteja receptiva. (RECH, 2014).

Os recursos florais sdo classificados como nutritivos, ou seja, para alimentagédo
(pdlen, néctar, lipideos e tecidos florais) e ndo nutritivos (construcdo de ninhos e atragdo
sexual), sendo estes as resinas e as fragrancias (RECH et al., 2014). Com relagdo ao
percentual de distribuicdo destes recursos, Santos (2006), em seu trabalho observou que

0 néctar é o recurso mais ofertado pelas plantas correspondendo a 37%, seguido do pélen



(31%), pblen/néctar (12%), 6leo (5%) e resina (1%). Esse mesmo padrdo de distribuicéo
tem sido visto em outros estudos (GOTTSBERGER & GOTTSBERGER, 1988;
RAMIREZ et al., 1990; ORMOND et al., 1993; BARBOSA, 1997; OLIVEIRA & GIBS,
2000; MACHADO & LOPES, 2002; TAVARES, 2011). Tendo em vista que a maioria
das visitas sdo impulsionadas pela necessidade alimentar, essa distribuicdo é uma
caracteristica comum nas comunidades com uma grande diversidade de polinizadores
(KEVAN & BAKER, 1983; RECH et al., 2014).

As plantas que ndo oferecem nenhuma recompensa aos seus visitantes florais
sdo denominadas como plantas de engodo. Essa caracteristica é relativamente comum em
Orchidaceae onde estima-se que um terco das orquideas ndo oferecem nenhum tipo de
recurso aos seus polinizadores (COZZOLINO & WIDMER, 2005) e consequentemente
possui um numero baixo de visitas (ALMEIDA & FIGUEIREDO, 2003; PANSARIN,
2003; PANSARIN & AMARAL, 2008; FUHRO et al., 2010). Portanto, afim de aumentar
seu sucesso reprodutivo muitas dessas espécies sdo autocompativeis (WITTMANN &
AGNOL, 2002), ou seja, sdo espécies que ndo apresentam barreiras quimicas, fisicas ou
genéticas que impecam que sua polinea (bolsa armazenadora do grao de polén), entre em
contato com o seu estigma, formando o tubo polinico e consequentemente promovendo a
fecundagdo (WITTMANN & AGNOL, 2002). Além disso, nessas espécies ndo ocorre a
geitonogamia (quando o doador de pdélen é uma flor da mesma planta), porque 0s
polinizadores 'enganados’ ndo tentam visitar outras flores da mesma inflorescéncia, as
deixando ap6s algumas tentativas de coletar o néctar (COZZOLINO & WIDMER, 2005;
PANSARIN & PANSARIN, 2017).

Dentre os géneros pertencentes a familia Orchidaceae, Epidendrum L. é um dos
maiores, com mais de 1500 espécies apenas na regio neotrpical (HAGSATER & SOTO-
ARENAS, 2005) este engloba um amplo repertério de sistemas reprodutivos que variam
de auto-incompatibilidade a autogamia (HAGSATER & SOTO-ARENAS, 2005). Mas
para garantir uma maior variabilidade genética a fecundacdo cruzada é geralmente a
forma predominante (BORBA & BRAGA, 2003; PANSARIM et al., 2008). Essas
espécies também utilizam um sistema de reproducdo misto envolvendo tanto fatores
bidticos que sdo os polinizadores, como abiotico, que é a chuva, para desempenhar sua
reproducdo (AGUIAR et al., 2011; PANSARIM et al., 2008).

Interacdo planta-polinizador



O surgimento de flores nas angiospermas permitiu a maior diversificacdo das
espécies por meio da polinizacdo (FAVATO, 2009). Ap6s a definicdo das zonas
climéticas (Cretaceo), principalmente nas regides tropicais do globo, houve-se a
necessidade do mecanismo de polinizacdo, uma vez que, a distancia entre individuos e
diversidade de espécies dificultava a anemofilia (polinizacao pelo vento). Para que haja
fecundacdo é preciso passar obrigatoriamente por trés etapas das quais sdo: retirada do
grdo de pdlen das anteras, transporte do mesmo até uma flor e por fim a deposi¢édo do
polen no estigma da flor receptiva (HARDER, 1997; SANTOS, 1998). Por isso, 0s
vetores animais tém capacidade superiores as do vento para a polinizacdo, pois além de
serem mais rapidos sdo também mais precisos (LIMA; PELLMYR 2000).

E de suma importancia compreender e dimensionar o grau de dependéncia entre
a relacdo planta-polinizador, uma vez que interacfes estreitas trazem informacoes
importantes sobre as necessidades que popula¢fes animais e vegetais apresentam em seu
processo de diversificacdo (MITTEMIER et al., 1992; ENDRESS, 1994). Além disso,
estima-se que a dispersdo de pblen por animais contribui para a reprodu¢do sexuada de
aproximadamente 90% das 250 mil espécies conhecidas de angiospermas (BAWA,
1990).

Em algumas familias como Fabaceae, Malpighiaceae, Bignoniaceae e
Orchidaceae, 0s recursos sdo acessiveis apenas aos visitantes efetivos, visando assim
otimizar o sucesso reprodutivo (OBELLUMER et al., 2008). As principais sindromes de
polinizacdo por vetores bidticos sdo: melitofilia (polinizacdo por abelhas e vespas)
cantarofilia (besouros), miofilia (moscas), psicofilia (borboletas), falenofilia (mariposas),
ornitofilia (aves), quiropterofilia (morcegos) e vetores abidticos anemofilia (pelo vento)
e hidrofilia (pela agua) (FRAEGI & VAN der PIJL, 1979). Tais sindromes ndo
representam ligacdes filogenéticas entre plantas que visam atrair 0 mesmo grupo de
polinizadores, ou seja, que tenham em comum o0 mesmo tipo de sindrome, no entanto,
essas relacoes é reflexo de um padrdo de convergéncia evolutiva (GUEDES, 2011).

Antigamente acreditava-se que a polinizacdo por borboletas (psicofilia) era
pouca efetiva (WIKLUND et al., 1979). No entanto, com o aumento dos estudos
ecologicos a nivel de comunidade foi observado que diferentes espécies de borboletas
podiam se comportar, em diferentes niveis de eficiéncia durante a polinizagéo, podendo
ser desde mais generalistas a especificas (BLOCH et al., 2006; STEFANESCEU &
TRAVESET, 2009). Atualmente sdo conhecidas diversas familias que sdo
exclusivamente polinizadas por Lepidopteras (CRUDEN & HERMANN-PARKER,



1979; WILLMER, 2011). Dos quais se destaca em Orchidaceae o género Epidendrum
onde as flores apresentam caracteristicas morfoldgicas, das quais sdo flores tubulares,
com labelo adnato a coluna e néctar como recompensa para o polinizador (PUL &
DODSON 1966; DRESSELER, 1981; ALMEIDA & FIGUEIREDO, 2003; PANSARIN,
2003; PANSARIN & AMARAL 2008; FUHRO et al., 2010; PANSARIN & PANSARIN
2017; STPICZYNSKA, 2018). Tendo em vista que borboletas percorrem maiores
distancias do que abelhas, estas sdo consideradas excelentes vetores para a polinizagéo
cruzada (WASER, 1982; HERRERA, 1987).

A principal familia com o maior nimero de plantas polinizadas por engodo é
Orchidaceae, com aproximadamente 6.000 espécies (DRESSLER,1990). Estas espécies
podem simular caractéristicas gerais de plantas recompensadoras tais como: cor, odor e
morfologia, sendo assim polinizadas pelo mesmo grupo de polinizadores (JERSAKOVA
et al., 2009), ndo havendo o mimetismo batesiano, que é quando a espécie mimica imita
uma espécie modelo (GUMBERT & KUNZE, 2001; GALIZIA et al., 2005) A
polinizacdo por engodo generalista € muito comum no género Epidendrum, onde as
espécies apresentam similaridades fenotipicas entre espécies que sdo polinizadas por
varias espécies de Lepidopteras (PANSARIN et al., 2008). O engano pode se dar pela
simulacdo de alimento onde as espécies enganadoras possui maior sucesso reprodutivo
quando estdo presentes em simpatria com espécies recompensadoras, uma vez que 0
polinizador ndo consegue distingui-las e acaba visitando ambas as espécies (JOHNSON,
1994). Porém, as flores também podem se assemelhar a locais de ovoposicdo e abrigo,
além de simular ser um parceiro sexual, ambas as interacdes sdo bem mais especificas e
é comum ocorrer em plantas polinizadas por insetos (BORBA & SEMIR, 2001; VAN
DER NIET et al., 2011; SCHIESTL, 2005).

Orchidaceae ¢ uma das familias caracteristicas por apresentar uma enorme
diversidade de mecanismos de polinizacdo (DARWIN, 1862; VAN der PIJL &
DODSON, 1966), uma vez que ja foi observado aves, borboletas, mariposas, moscas e
besouros polinizando suas flores (HAGSTER & SOTO-ARENAS, 2005; ANJOS et al.,
2017; PANSARIN & PANSARIN, 2017). A presenca de hibridos em algumas espécies
denota que ndo existem barreiras genéticas, morfolégicas ou quimicas que impecam a
especiacao neste grupo (SOLTIS & SOLTIS, 2009; BUGGS & et al., 2011). No entanto,
apesar da diversidade de polinizadores, o processo de polinizacdo em orquideas €
extremamente especializado e complexo (VAN der PIJL & DODSON, 1966;
TREMBLAY et al., 2005; VILLABOLOS, 2015). Exceto nas espécies de engodo que



tem um grande espectro de polinizadores visitando suas flores por engano e portanto néo
apresenta esse tipo de sistema reprodutivo (DAFNI, 1987; NILSSON, 1992; VAN der
CINGEL, 1995; COZZOLINO et al., 2005).

METODOLOGIA

Area de estudo

O estudo foi realizado na Reserva Bioldgica Guaribas (Rebio Guaribas), que é
uma unidade de conservacéo integral gerida pelo Instituto Chico Mendes de Conservacao
da Biodiversidade. A Rebio Guaribas esta localizada na zona rural dos municipios de
Mamanguape e Rio Tinto no estado da Paraiba (6°44°02”S 35°10°32”W,
6°40°53”S35°09°59”W). Sua vegetacdo principal é a Floresta Atlantica, mas com machas
de cerrado, apresentando uma extens&o total de 4.321 hectares, divido em trés fragmentos
chamados de SEMA I, 1l e Il (DOMINGUES et al., 2013).

O trabalho de campo foi realizado na SEMA II, caracterizada por apresentar
predominantemente fisionomia de floresta, no entanto, também podem ser observadas
manchas abertas proveniente do Cerrado, que é o habitat da espécie E. cinnabarinum. A
temperatura média anual varia entre 24° e 26 °C, com maxima de 36 °C e a precipitacao
anual varia entre 1.310 mm (Rio Tinto) e 1.512 mm (Mamanguape). Assim destacam-se
duas principais esta¢des, sendo uma chuvosa e outra de seca. A maior precipitacdo, ocorre
de fevereiro a julho, sendo abril, maio e junho os meses mais umidos (1.512 mm) e o
periodo de verdo vém logo depois, com novembro se caracterizando por ser 0 més mais
seco (MMA/IBAMA, 2003; AESA/PB 2004).

Espécie estudada

Epidendrum cinnabarium é uma orquidea endémica do nordeste do Brasil, com
maior predominancia desde o Rio Grande do Norte até o sul da Bahia (PINHEIRO, 2006),
comumente observada em afloramentos rochosos e cerrado. Possui um habito epifita, pois
sempre € observada associada com outras plantas (ALVES & PESSOA, 2014) e por ser
presente em um ambiente hostil, a mesma apresenta estruturas especializadas como
pseudobulbo, o velame, hipoderme e cuticula espessa para garantir sua sobrevivéncia
(ALMEIDA et al, 2007; DELBONE, 2012).



Possui crescimento clonal e em geral, apresentam até 5 inflorescéncias em um
nico individuo e podem chegar a 21 flores por inflorescéncia. As flores ttm uma variacéo
de cores, desde o laranja meio amarelado, até um tom rosado (Fig. 1), as mesmas possuem
cinco tépalas glabas, eretas, lanceoladas e livres entre si, seu labelo também € glabo,
trilobado, com margens fribriadas, membranaceo com dois calos lineares e € adnato ao
ovario que se localiza no interior do pedicelo (BASTOS & BERG, 2011). O fruto é do
tipo capsula com centenas de diminutas sementes (DRESSLER,1993).

B!

Figura 1: A-B Flor de Epidendrum cinnabarinum, com variacao de cores. Fonte:
Andréia Nunes.

Técnicas de coleta

O trabalho de campo foi realizado nos anos de 2015, 2016, 2017 e 2018 com a
marcacdo dos individuos em inicio de floracdo, ou seja, individuos com emissdo de
inflorescéncia, e a partir disso varios critérios foram avaliados, conforme descri¢do
abaixo.

2.1 Fenologia: Para avaliar a frequéncia de botdes, flores, frutos verdes e
maduros, os individuos foram marcados a medida que as inflorescéncias eram emitidas,
chegando a um total de 40 individuos com 376 inflorescéncias diferentes, estes mesmos
individuos foram acompanhados do periodo de outubro de 2015 a junho de 2017,
totalizando dois anos de acompanhamento fenoldgico (2015-2016 e 2016-2017). Durante
o0 periodo reprodutivo, as inflorescéncias eram acompanhadas semanalmente. Ao término
desse periodo, as visitas foram mensais.

2.2 Pluviosidade: Os dados das médias mensais de pluviosidade foram coletados
do site da AESA para avaliacdo do efeito da pluviosidade sobre as fenofases, onde foi
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realizada uma Correlacdo de Pearson As analises foram realizadas no programa BioEstat
5.0.

2.3 Periodo de antese: Os botbes que estavam prestes a abrir foram marcados,
observados e fotografados a cada hora. Esse acompanhamento foi realizado em dois
botdes, a partir das 05h00min até a sua abertura completa.

2.4 Morfometria floral: Ao todo foram retiradas 21 flores de diferentes individuos
que foram medidas com o auxilio de um paquimetro algumas horas depois de serem
coletadas, garantindo assim maior fidelidade nos resultados encontrados. Todas as partes
das flores foram submetidas a esta andlise, portanto foram medidas as tépalas,
comprimento e distancia de uma em relacdo a outra, o labelo, o pedicelo onde estar
contido o ovério infero e a polinea (Fig.2). Dessa forma, os resultados foram comparados

e analisamos a determinacao da amplitude das medi¢des morfologicas da flor.

' \ L - |
Figura 2: A-C. E. cinnabarinum. A. D1= Distancia entre 1° e 2° tépala, D2= Distancia
entre 2° 3°, D3= Distancia entre 3° e 4° tépala, D4= Distancia entre 4° e 5° tépala, D5=

Distancia entre 5° e 1° tépala. B. Polinea e Labelo. C. Ovario. Fonte: préprio autor.

2.5 Testes reprodutivos: Individuos que apresentavam apenas botbes foram
ensacados com sacos de tule, impedindo o contato do polinizador com as suas partes
reprodutivas, além disso, foram utilizadas fitas com cores distintas para cada
experimento. Ao todo foram feitos quatro testes: Autopolinizacdo manual (N=90 flores),
polinizacdo cruzada (N=60), autopolinizacdo (N=354) e agamospermia (N=14). A
frutificacdo natural (controle) foi acompanhada em toda populacdo (N=3431 flores). Em
todos os testes as flores foram observadas até apds a senescéncia, avaliando-se a
formagéo ou nédo de frutos. Posteriormente estes foram submetidos ao teste Quiquadrado
com tabela de contingéncia. Com os resultados das taxas de formacdo de fruto por

autopolinizacdo manual e polinizagdo cruzada foi calculado o indice de incompatibilidade
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(ISI) (BULLOCK, 1985), considerando-se auto-incompativel quando ISl <0.25
(OLIVEIRA & GIBBS, 2000).

2.6 Viabilidade de sementes: Apds a realizacdo de testes reprodutivos foram
coletados os frutos de autopolinizacdo manual (N=27 frutos), polinizacao cruzada (N=20)
ambos os testes de 7 individuos diferentes e o controle com 10 individuos (N=52), estes
foram guardados em freezer, permitindo assim Qque 0S mMesSMOS permanecessem
conservados por mais tempo para futura observacdo das sementes que foram separadas e
analisadas em um microscépio estereoscopico. Foram observadas duzentas sementes por
fruto, onde foi observado a presenga ou ndo de embrides (Fig. 3) (BORBA et al., 2001).
As sementes viaveis por frutos oriundos de cada teste foram comparadas através de uma

analise de variancia.

Figura 3: A-B Sementes viaveis e inviaveis de Epidendrum cinnabarinum,
respectivamente. Fonte: préprio autor.

2.7 Coleta de néctar floral: A extracdo deste recurso foi feita com uma seringa
microliter para CG Modelo 701RN de 5uL e a concentracdo de acucares foi observada
com um refratdmetro portatil. Os botBes que estavam prestes a abrir eram marcados, logo
depois a inflorescéncia era ensacada com um saco de tule, para garantir que nenhum
polinizador, visitante ou pilhador iria consumir o néctar. No dia posterior, a coleta foi
realizada no periodo da manhad. Esse procedimento foi realizado em 18 flores, em
diferentes dias de sol. Também foi realizado uma seccao longitudinal (N= 44 flores) de
cinco individuos diferentes para a observacdo macroscopica de nectéarios florais
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(STPICZYNSKA, 2018), que posteriormente foram submetidas a um teste histoquimico
utilizando lugol para a verificagdo de amido (JOHANSEN, 1940).

2.8 ldentificagdo de nectarios florais e extraflorais: Apds coleta das
inflorescéncias foram fixadas em FAA (18: 1: 1 de etanol [50%], &cido acético e
formalina) por 24 horas e desidratados com alcool 50% e 70% duas vezes, durante 1 hora
cada. Para identificacdo de nectérios florais foram utilizados a base do pedicelo de botbes
(N=6) e flores (N=6), cortados com a 1 cm de didametro e para observacdo de nectério
extrafloral porcdes onde a cicatrizes das bracteas também foram cortadas (N=10) em 1
cm. Este material continuou a ser desidrato em uma serie alcool etilico (50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 100% e solvente organico) e posteriormente foi feito uma série com acetato
(1/3, 1/1, 3/1, acetato puro duas vezes e acetato puro + resina branca) durante 1 hora cada.
Para remocdo total do acetato a amostra foi colocada em estufa digital de esterilizacéo e
secagem com varios banhos de parafina. Posteriormente o material ficou emblocado em
cassetes na resina branca e foi seccionado com o micrétomo rotativo (Leica RM2125RT)
em 10um, termofixado as laminas de vidro, corado com safrablau, observado em
microscopio Olympus e fotografado (SUBEDI et al., 2011).

2.9 Taxa de herbivoria natural: A principio foi calculado o comprimento e largura
do labelo e pétalas de 10 flores, para se obter o valor medio dessas estruturas. Feito isto,
foram marcados 7 individuos com 12 inflorescéncias diferentes e acompanhados
semanalmente, observando se havia danos de herbivoria.

2.10 Tamanho das formigas: As formigas presentes nas inflorescéncias foram
coletadas (N= 57), armazenadas em freezer, observadas em microscopio estereoscopico
para sua identificacdo, posteriormente medidas com auxilio de um paquimetro disma e
assim calculamos a média e o desvio padrdo do tamanho de cada espécie.

2.11 Teste comportamento de formiga: O comportamento das formigas forrageiras
em direcdo ao potencial herbivoro foi avaliado usando cupins vivos, que foram colados
pelo dorso no eixo reprodutivo da orquidea com formigas. Utilizamos cola plastica
(Cascolar®,Alba Quimica, Brasil) que é comumente usado neste tipo de experiéncia e
nem atrai nem repele formigas (ALMEIDA & FIGUEIREDO, 2003). As observacoes
foram feitas em diferentes dias e horarios no intervalo das 6:30hrs as 17:00hrs . Em cada
inflorescéncia foram cronometrados durante 5 minutos o comportamento das formigas e
0 sucesso do ataque foi considerado quando a formiga usou sua a mandibula para retirar
0 cupim da planta (ALMEIDA & FIGUEIREDO, 2003).
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2.12 Observacdo de polinizador: Para descobrir o possivel polinizador, fizemos
observagdes (matutino e vespertino) durante 30 dias (distribuidos entre os anos de 2015,
2016 e 2018), iniciando-se as 04:30 hrs e terminando 17:00 hrs. Apos as visitas,
ensacamos as inflorescéncias para ver se havia formacdo de frutos. Foi realizada uma
carga horaria total de 272h16min. Para saber se houve visita noturna, 36 inflorescéncias
de 6 individuos diferentes, foram observadas as 17: 00 hrs quanto a presenca de polinea,
no dia seguinte as 04: 00 hrs foi visto se a mesma havia sido removida.

RESULTADQOS

Quando receptiva Epidendrum cinnabarinum apresenta suas polineas na
coloracdo verde e quando as flores estdo em senescéncia ficam escuras. Além disso,

secreta néctar na base do pedicelo de botbes, flores e frutos e nas cicatrizes das bracteas
(Fig.4).

Figura 4: A- B Néctar em Epidendrum cinnabarinum. Fonte: proprio autor.

Nas inflorescéncias foram observadas ao todo quatro espécies de formigas:
Crematogaster sp. (com 7,4% da frequéncia), Ectatomma tuberculatum (18,56%), Azteca
spt, sp? e sp® (22,22%) e Camponotus sp* e sp?. (48,15%) (Fig. 5) que ndo se sobrepdem,
ou seja, para cada inflorescéncia é encontrada apenas uma Unica espécie de formiga que
ndo mudam ao longo do dia.

2.1 Fenologia: Durante o periodo de acompanhamento, observamos que o pico
da floragdo ocorreu no més de setembro onde a estacdo do ano predominante é o verao,
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quando os numeros de flores e botdes sdo mais altos e com o passar dos meses essa
porcentagem vai decaindo gradativamente (Fig. 5 A). A floragdo foi negativamente
influenciada pela pluviosidade (r = -0.6094; p = 0.0026).

Com relacdo ao periodo de frutificacdo, a maior producéo de frutos verdes no ano
de 2016 foi em janeiro, enquanto que em 2017 foi em marco, e no més de maio houve o
maior nimero de frutos maduros para ambos os anos durante o inverno (Fig. 6 B). A
frutificagéo foi significativamente afetada pela pluviosidade (r = 0.4500; p = 0.0355).
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Figura 5: Periodo reprodutivo A) namero médio de botdes e flores; B) numero médio de
frutos verdes e maduros de E. cinnabarium e pluviosidade da area de Tabuleiro da
Reserva Biologica Guaribas, PB, Nordeste do Brasil

2.2 Periodo de antese: A abertura do boto inicia-se no turno da manha podendo
se estender até a tarde. Sendo que um dia este periodo foi observado das 05h30min até as
10h00min horas e no dia seguinte em outro botdo da mesma inflorescéncia a observacao



15

foi feita das 120h00min até as 18hmin horas, onde houve abertura completa dos bot6es nos
respectivos dias (Fig.6). Portanto, a antese dura cerca de 6h00min horas. Em geral apenas
uma flor abre por vez, porém pode acontecer de duas abrirem simultaneamente, no

entanto, sempre sdo as da base que se abrem primeiro.

Figura 6: A-D Epidendrum cinnabarinum. J. Inicio da antese. K. Tépalas comecam a se
separar. M. Primeira sépala é desprendida. N. Flor completamente aberta. Fonte: proprio
autor.

2.4 Morfometria floral: Das 21 flores medidas observamos que segue um
padrdo em sua morfometria, tendo em vista que os valores sdo muito aproximados
(Tabelal). Além disso, os individuos sdo morfologicamente organizados em cinco

tépalas, um labelo, e um ovario localizado no interior do pedicelo (Fig.7).
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W N
Figura 7: Esquema ilustrativo com todas as medic¢6es feitas. D= Distancia; T= Tépala;
P= Polinea; L= Labelo e O= Ovario. Fonte: prdprio autor.

Tabela 1: Média de todas as medidas (mm) feitas das 21 flores coletadas.

Tépala Meédia Desvio
Padréo
1 20,5 4,2
2 21,4 3,4
3 21,3 3,2
4 21 3,6
5 21,6 3,8
Distancia
1 22 45
2 19,5 4,5
3 36,5 6,2
4 19,8 55
5 22,4 4,6
Labelo 23,4 3,1
Pedicelo 30 9,2
Polinea 2 0

2.3 Testes reprodutivos: O teste de autopolinizacdo manual revelou que E.
cinnabarinum é auto compativel com sucesso reprodutivo de 28,8%. O Indice de
Autoincompatibilidade (I1S1) foi 1,57, o que indica que a espécie é autocompativel. Nao
houve formacdo de frutos para os testes de agamospermia e autopolinizacdo esponténea,
ou seja, para formar frutos é necessaria a presenca de um polinizador. A porcentagem de
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frutos formados naturalmente foi baixo (controle= 1,51%) e nenhum dos frutos foi
abortado. A polinizagdo cruzada teve um sucesso de 18,3%. Para o teste de
autopolinizacdo manual houve uma taxa de 11,11% de aborto, enquanto que no teste de

polinizacdo cruzada a porcentagem foi 31,58%.

2.4 Viabilidade de sementes: Em todos os testes, mais de 50% das sementes
observadas apresentaram embrides (Tabela 2). N&do houve diferenca estatisticamente

significativa entre as sementes com embriGes oriundas dos diferentes testes (P > 0,05).

Tabela 2: Média e desvio padréo da viabilidade de sementes para os testes: controle,
autopolinizacdo manual e fecundacéo cruzada em E. cinnabarinum.

Testes Sementes
Controle 57 +£0,27
Autopoliniza¢do manual 65 + 0,28
Fecundagéo cruzada 66 + 0,25

2.7 Coleta de néctar: Das 18 flores utilizadas para a coleta de néctar com a
microseringa, s6 foi possivel retirar 0.6 microlitros do seu volume em uma Unica flor,
obtendo-se uma média de 0,12 + 0,17. Seu baixo volume impossibilitou a analise da
concentracdo. No interior dos cuniculuns o néctar estar presente como goticulas de néctar
que so é possivel ser observado em esteromicroscopico, este conteddo reagiu com o lugol

demonstrando sua natureza quimica rica em amido.

2.8 ldentificacdo de nectarios florais e extrafloral: Epidendrum cinnabarinum
apresenta nectarios florais em sua coluna acima do ovario infero (Fig. 8). O néctar além
de estar presente no interior do labelo, também é secretado externamente em botdes,
flores, frutos e nas cicatrizes das bracteas (Fig. 2) através de células secretoras de néctar,
do qual nédo foi possivel observar anatomicamente, mas que atuam funcionalmente como
nectarios extraflorais. A secre¢do ndo ocorre constantemente, sendo observada com maior

evidéncia em inflorescéncias com formigas.
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Figura 8: A- Esquema geral do corte transversal do botdo (E= estilete; N= nectario; P=
pétala). B- Células do nectario floral.

2.9 Taxa de herbivoria natural: A porcentagem de flores herbivoradas dentro da
populacdo (N= 3431 flores) correspondeu a 2.6%. Sendo que das 12 inflorescéncias
observadas se havia ou ndo formigas, os individuos com formigas tiveram apenas 22,58%
das flores herbivoradas (p=0.006986), enquanto que nas inflorescéncias sem formigas
77,42% das flores mostrou-se com danos de herbivoria na pétala e labelo. Portanto, a

presenca das formigas indica haver diminui a taxa de herbivoria nas plantas.

2. 10 Tamanho das formigas: Dentre as formigas observadas nas inflorescéncias
de E. cinnabarinum, Ectatomma tuberculatum € a maior com 9 mm = 0 e a menor é
Aztecasp? com 0,83 mm + 0,23 (Tab.).

Tabela 3: Tamanho médio e desvio padrdo das espécies de formigas presentes nas
inflorescéncias de E. cinnabarinum.

Formiga Tamanho Tamanho da
amostra

Ectatomma tuberculatum 900 7
Crematogaster 1,1+0 8
Camponotus sp? 42+04 9
Camponotus sp? 40+0 8
Azteca sp? 1,2+0,4 10
Aztecasp? 08+0,2 7

Azteca sp® 1,4+0,53 8
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2.11 Teste comportamento de formiga: Dentre as espécies de formigas
observadas nas inflorescéncias de E. cinnabarinum, a Gnica que tentou atacar varias vezes
Nasutitermes sp., mas ndo conseguiu foi Crematogaster sp. que teve dificuldade para
remover 0 mesmo, por ser menor (1,1 mm = 0) que o cupim (1,4 mm + 0,5). Além disso,
Todas as outras espécies de formigas maiores (Azteca sp! e Camponotus sp*, Camponotus
sp? e Ectatomma tuberculatum) (Tabela 1) atacaram o cupim em menos de cinco minutos
(Fig.9). Em alguns casos também pode haver o recrutamento de outros individuos para
otimizar o ataque, esse comportamento foi observado em Azteca sp®, uma vez que apos
varias tentativas das espécies que estavam presentes na inflorescéncia (N=4) houve o
recrutamento de outras formigas (N=25) e finalmente conseguiram retirar o cupim
(levando 10 minutos para concretizar a acdo). Essas formigas estdo presentes nas

inflorescéncias durante todo o periodo reprodutivo, ou seja, desde botdes até frutos.
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00:00:35 -
00:00:00

Azteca spl Camponotus spl Camponotus sp2 Ectatomma
tuberculatum

Figura 9: Tempo de ataque (5 minutos cronometrados) das formigas (Azteca sp?,
Camponotussp? e sp? e E. tuberculatum) para expulsar o suposto herbivoro (cupim vivo)
da inflorescéncia

2.12 Observacéo de polinizador: Visitas foram feitas por alguns grupos das ordens
Hymenoptera, Leptidoptera e Trochiliformes. A maioria destes tiveram comportamento
de forrageamento, tendo maior atividade pelo periodo da manha onde foram observados
a parti das 6h40min horas até as 11h30min horas, se apresentando apenas como visitantes
ilegitimos, uma vez que ndo retornaram a planta e ndo removeram a polinea, exceto o
possivel polinizador Phoebis sennae (Fig. 10) que retornou visitando varias vezes as

flores da mesma inflorescéncia (36,4% do numero de visitas) e de outras inflorescéncias



20

diferentes (63,6%), totalizando onze visitas das quais duraram em média 3,7 segundos +
1,1. Em nenhuma visita se observou deposi¢do de polinea, mas apenas retirada (27,3%),
consequentemente ndo ocorreu formacdo de frutos e dessa forma ndo podemos afirmar

que a polinizacdo de fato ocorreu.

Figura 10: A-B Phoebis sennae usando sua probdscide para tocar as partes reprodutivas
de uma das flores de E.cinnabarinum. Fonte: Andréia Nunes.

DISCUSSAO

A fenologia de Epidendrum cinnabarinu, é caracterizada por ser sub-anual
segundo a classificacdo de Nestrom et al., 1944, onde ha dois ciclos de floracao por ano,
além de ser sazonal, sofrendo influéncia das duas estacdes do ano que predominam no
cerrado (seca e chuvosa) (LEAL & MORAES, 2014). O pico da floragéo se deu no més
setembro més caracteristico por ser seco (MMA/IBAMA, 2003; AESA/PB 2004). Neste
periodo vérias espécies perdem suas folhas (caducifélia) (DRESSLER, 1993),
possibilitando uma maior visualizacéo das flores de E. cinnabarinum. A maior producéo
de frutos verdes no ano de 2016 foi em janeiro, enquanto que em 2017 ocorreu em margo,
0 amadurecimento dos frutos juntamente com sua deiscéncia ocorreu em maio, um dos
meses onde houve maior precipitacdo pluviométrica (AESA/PB 2016 e 2017). Em
algumas espécies de Epidendrum a pluviosidade exerce influéncia negativa na floracéo,
pois, contribui para a diminuicdo da longevidade das flores, fazendo com que
consequentemente as mesmas sejam menos visitadas por seus polinizadores, além de
impedir a atividade de forrageamento (VEGA & MARQUES, 2015; PASSARIM, 2008).
No entanto, este fator abidtico afeta positivamente o periodo de frutificagdo, como
observado em Epidendrum cinnabarinum, pois os frutos que sdo do tipo capsula

possuindo centenas de sementes diminutas sem endosperma tem sua dispersao favorecida
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por anemocoria, tendo em vista que no inverno ha maior precipitacdo pluviométrica e
maior ocorréncia de ventos (VILLABOLOS, 2015).

A antese de E. cinnabarinum é diurna e segue um padrdo assim como em outras
espécies do género, pois as flores abrem sempre da base para o apice na inflorescéncia,
que pode ter mais de uma flor abrindo simultaneamente esse processo leva
aproximadamente 6 horas para se concretizar. Apresentam também tanto o estigma como
0 polen receptivo desde a antese até o periodo de pré-fenecimento (PASSARIN, 2003).
E facil identificar quando a mesma esta receptiva, pois apresenta flores robustas com
polinea verde e quando entra na fase de senescéncia a mesma escurece ficando da cor
preta. Esse processo também é observado em algumas espécies do género Tibouchina que
mudam a cor dos verticilos florais alguns dias depois da antese, permitindo que o0s
polinizadores visitem apenas flores receptivas (ROCHA, 2008). Quanto a morfometria
floral, mesmo em individuos diferentes ha um padrdo no tamanho das flores

possibilitando um melhor ajuste para o polinizador durante a sua visita.

Epidendrum cinnabarinum é uma espécie auto compativel com ISI: 1,57>0,25.
No entanto, ndo € capaz de formar frutos pelo desenvolvimento do tegumento interno, ou
seja, por agamospermia ou polinizacdo espontanea sendo necessario a presenca de um
vetor de polen para efetuar a sua reproducdo (BORBA & BRAGA, 2003). O sucesso
reprodutivo dos individuos controle correspondeu a 1,51% de frutos formados
naturalmente, padrdo encontrado em algumas Orchidaceae, principalmente em espécies
epifitas, devido a limitacdo de recursos (BORBA & BRAGA, 2003). O elevado custo da
reproducdo, faz com que a baixa producdo de frutos seja uma excelente estratégia
evolutiva, uma vez que sdo mantidos uma menor quantidade de frutos, mas que tenham
sementes de boa qualidade (COZZOLINO & WIDMER, 2005).

A porcentagem de frutos formados por fecundacdo cruzada e autopolinizacao
manual ndo deferiram estatisticamente, ndo corroborando com outros trabalhos, pois, em
geral os frutos formados por fecundacdo cruzada séo predominantes, principalmente em
plantas de engodo, que evitam a geitonogamia, (COZZOLINO & WIDMER, 2005;
PASARIN & PANSARIN, 2017), ndo havendo endogamia nas espécies autocompativies,
(PINHEIRO et al., 2013) e permitindo uma maior variabilidade genética (BARNEY &
ACKERMAN, 1999; VEGA & MARQUES, 2015). No entanto, a porcentagem de
sementes viaveis em todos os testes correspondeu a mais que 50%, ndo havendo diferenca

significativa entre os mesmos. Esse padrdo divergiu do encontrado em outras espécies de
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orquideas, onde a producdo de frutos também € baixa, porém ha alta viabilidade de
sementes, sendo superior a 90% (BORBA & BRAGA, 2003; PANSSARIM, et al., 2008).
Com relagdo aos embrides ndo foram observados poliembrionia, ou embriGes com
malformacdes como apresentado em outras orquideas (BORBA et al., 2001; PANSARIM
et al., 2008). Em Orchidaceae, a germinacdo das sementes sofre limitacédo, devido a baixa
reserva nutricional para manutencdo do embrido sendo necessario a associagdo com
micorrizas (RASMUSSEN, 1995).

As flores de E. cinnabarinum foram visitadas por alguns grupos das ordens
Hymenoptera, Trochiliformes e Leptidoptera. Dos quais exerceram comportamento de
forrageamento, se apresentando apenas como visitantes ilegitimos, uma vez que nao
retornaram a inflorescéncia e ndo removeram a polinea, exceto pela Lepidoptera Phoebis
sennae, que retornou a inflorescéncia visitando flores do mesmo individuo e de
individuos diferentes, além de remover a polinea de algumas flores (27,3%). A maioria
das espécies do género Epidendrum sdo adaptadas a psicofilia (polinizagéo por boboletas)
(VAN der PIJL & DODSON 1966; ALMEIDA & FIGUEIREDO 2003; PANSARIN,
2003; PANSARIN & AMARAL 2008; FUHRO et al., 2010). A rapida visita que durou
em média 3,7 segundos e a baixa frequéncia na ida a flores da mesma inflorescénica
(36,4%) se deve a pouca quantidade de nectar disponivel. Evitando assim a geitonogamia,
uma vez que o vbo a longas distancias permitiria uma maior varibilidade genetica entre
os individuos envolvidos na polinizacdo (COZZOLINO & WIDMER, 2005; PASARIN
& PASARIN, 2017). Em suas visitas ndo houve deposicdo de polinea, mas apenas
retirada, ndo havendo formacao de frutos. A dificuldade em haver deposi¢éo, pode se dar
ao fato de que a polinea deve ser desidratada primeiro para que s6 depois consiga ser
depositada como observado por PANSARIN, 2003 em E. paniculatum. Portanto, a
deposicgéo so seria possivel no dia posterior, como néo foi visto visita na mesma flor em
dias seguidos é necessario se fazer teste para verificar se E. cinnabarinum possui esse

mesmo padréo.

Epidendrum cinnabarinum possui nectério floral rico em tricomas e material
citoplasmatico (Fig. 9b), indicando exorbitante atividade metabolica das ceélulas
epidérmicas para secrecdo de néctar (MOREIRA et al., 2008) como recurso ao seu
polinizador. Assim como outras espécies do género, sua estrutura morfoldgica permite
que principalmente mariposas e borboletas, sejam os polinizadores mais frequentes no

grupo ao forragear toque nas estruturas reprodutivas da planta, removendo a polinea com
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sua proboscide (PIJL & DODSON 1966; DRESSELER, 1981; ALMEIDA &
FIGUEIREDO, 2003; PANSARIN, 2003; PANSARIN & AMARAL 2008; FUHRO et
al., 2010; TAVARES, 2011; PANSARIN & PANSARIN 2017; STPICZYNSKA et al.,
2018). No interior do cuniculun, o néctar de E. cinnabarinum assim como em E. porpax
é presente como diminutas goticulas que so6 é possivel ver por meio de esteromicroscopico
(STPICZYNSKA, 2018). O contetdo rico em agUcar ao reagir com o lugol torna sua
visualizagdo mais evidente, tendo em vista que a quantidade de néctar produzido é infima,
dessa forma, nédo foi possivel sua coleta com a seringa microliter. Portanto, apenas uma
estrutura especializada como a fina probdscide de uma espécie de Lepidoptera ao raspar

a epiderme do nectario é capaz de remove-lo (PANSARIN, 2003).

O género Epidendrum é um grupo monofilético e seu ancestral € uma espécie
secretora de néctar (GUSTAVZON et al., 2018). Embora muitas espécies ofertem
recursos florais para atrair seus polinizadores (VAN der PIJL & DODSON, 1966;
HAGSTER & SOTO-ARENAS, 2005; PANSARIN & PANSARIN, 2017;
STPICZYNSKA et al., 2018), € estimado que um terco das orquideas ndo oferecem
nenhum tipo de recurso aos seus Vvisitantes florais (COZZOLINO & WIDMER, 2005).
Pressdes evolutivas tém atuado fazendo com que algumas espécies ndo invista
energeticamente em recompensas para seus polinizadores. Tendo em vista que essa
caracteristica ancestral vem sido perdida em algumas espécies, pois segundo Ackerman
(1986) Epidendrum é o principal género em Orchidaceae com plantas de engodo, sendo
essa caracteristica derivada de um sistema que oferece recompensa. Além do mais a
polinizag&o por engano tém se mostrado uma excelente estratégia evolutiva para otimizar
a producdo de frutos por fecundacdo cruzada.(COZZOLINO & WIDMER, 2005;
PASARIN & PANSARIN, 2017). E espécies recompensadoras tém menor fluxo génico
quando comparadas com especies enganadoras (COZZOLINO & WIDMER, 2005).

Assim como em Epidendrum dendiculatum (ALMEIDA & FIGUEIREDO, 2003) E.
cinnabarinum secreta externamente néctar na base do peciolo de botdes, flores e nas
cicatrizes das bracteas, atraindo formigas que diminuem a taxa de herbivoria, uma vez
que apenas 22,58% das inflorescéncias com formigas foram herbivoradas, enquanto que
nas inflorescéncias sem formigas 77,42% das flores mostrou-se com danos de herbivoria
na pétala e labelo. I1sso acontece porque estruturas reprodutivas sdo mais vulneraveis que
as folhas, que geralmente possui defesa quimica (PEAKAL, 1994). Esse recurso €

produzido por células secretoras de néctar (ndo foi possivel ver anatomicamente), das
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quais ndo podem ser denominadas como nectarios, pois ndo estdo organizadas em uma
estrutura nectarifera, mas que atuam funcionalmente como nectérios extraflorais. Em
geral, sdo estbmatos ou células epidérmicas modificadas (HOBBHAHN et al., 2013).

As maiores espécies de formigas (Ectatomma tuberculatum, Azteca spt,
Aztecasp®, e Camponotus sp' e Camponotussp?) demostraram comportamento defensivo
atacando Nasutitermes sp. Apesar de Camponotus sp? ser a espécie mais rapida, ndo
significa que a mesma seja a protetora mais eficiente, uma vez que E. tuberculatum
também obteve sucesso ao remover o cupim, mesmo demorando mais tempo para
concretizar a acdo, esses dados corroboram com o trabalho de Ameilda & Figueiredo,
2003. Frente ao herbivoro as formigas podem demonstrar comportamento territorial, ao
levantar seu abdome apontando para o intruso, além de usar sua mandibula para expulsa-
lo da inflorescéncia (SUBEDI et al., 2011). Apesar de Crematogaster sp., ter tido essa
mesma conduta, houve varias tentativas, mas nao foi possivel retirar o cupim. As formigas
também podem ignorar a presenca do herbivoro e permanecer forrageando ou pode até
mesmo fugir como ocorreu com Azteca sp?. Portanto, uma vez que o comportamento de
diferentes formigas pode variar frente ao inimigo natural da planta é importante que as
espécies presentes nas estruturas reprodutivas sejam as maiores e mais agressivas
(MCEVOY, 1977).

A defesa coletiva pode ser maior em locais de nidificacdo, como observado em
inflorescéncia com Azteca sp®. As formigas que exercem esse tipo de sistema de
resisténcia aos herbivoros podem ser atraidas quimicamente por substancias volateis
lancadas por folhas herbivoradas. Esse processo acontece principalmente nas relagdes
obrigatérias entre planta e formiga (TALLAMY & RAUPP, 1991; KARBAN &
BALDWIN, 1997; AGRAWL & THALER, 1999). Em E. cinnabarinum esta relacdo é
facultativa, uma vez que envolve recompensa para estas espécies. N0ssos resultados
demonstram que as estruturas reprodutivas e vegetativas estavam intactas, e 0 aumento
da densidade populacional das formigas na inflorescéncia durante o ataque a

Nasutitermes sp. se deu exclusivamente por chamamento de outros individuos.

Em Epidendrum cinnabarinum o investimento energético na producdo de néctar
é maior para defesa do que para polinizacéo, uma vez que a quantidade de néctar secretado
para que as formigas tenham acesso é muito superior do que a quantidade oferecida para
o0 polinizador. Assim ocorre uma reducdo no nivel de herbivoria sem que haja um maior
custo energetico (PINHEIRO & COZZOLINO, 2013). Além disso, os polinizadores



25

ainda se sente atraidos a visitar as flores, uma vez que suas estruturas reprodutivas
permanecem intactas, por isso investir energeticamente em células secretoras de néctar
que atuam funcionalmente como nectérios extraflorais, garanti um aumento do sucesso
reprodutivo, uma vez que as formigas forrageiras estardo presentes nas regides,
conferindo-lhe protecdo contra herbivoria (DELABIE, 1995; NEILAND & WILCOCK,
1998; ALMEIDA & FIGUEIREDO, 2003).

CONCLUSOES

A pluviosidade ¢ um fator abidtico que afeta positivamente o periodo de
frutificacdo de Epidendrum cinnabarinum. Sua antese é diurna e a mesma possui um
padrdo na morfometria. Além disso, € uma espécie auto compativel, mas que sé consegue
formar frutos por meio de um polinizador. Possui nectario floral e células secretoras de
néctar na base do pedicelo de botdes, flores, frutos e nas cicatrizes das bracteas que atuam
funcionalmente como nectarios extraflorais, atraindo formigas para as inflorescéncias que
protege as estruturas reprodutivas contra herbivoria. Apesar de oferecer recurso a
Lepidoptera Phoebis sennae que € o Unico visitante legitimo, a quantidade ofertada é
muito baixa. Portanto, o investimento energético para producdo de néctar é maior para
defesa do que para polinizag&o. As poucas visitas P. sennae e a baixa producgéo de frutos
na populagdo, demonstra que apesar de E. cinnabarinum ser uma espécie
recompensadora, tem sua biologia e sucesso reprodutivo semelhante as plantas de
engodo. Apesar de haver inumeros trabalhos acerca da fenologia, biologia, sucesso
reprodutivo e historia evolutiva do grupo, sdo pouquissimos estudos que demonstram o
investimento energético de Epidendrum para defesa por meio da relagdo mutualistica com

formigas. Portanto, se faz necessario mais trabalhos que traga essa abordagem.
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