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Resumo

O uso de fontes de dados diversas e de modo integrado tem facilitado o entendimento dos
limites interespecificos de grupos com dificil delimitacdo taxondmica, principalmente na
regido neotropical, que abriga a maior biodiversidade do planeta decorrente de processos de
diversificacdo evolutiva. Epidendrum L. é o maior género de orquideas nos neotrépicos; E.
secundum e E. xanthinum, pertencentes ao denominado “complexo E. secundum” e
distribuidas de maneira disjunta na Cadeia do Espinhaco e Serra do Mar, apresentam
problemas de delimitagdo taxondmica devido ao grande polimorfismo quanto ao tamanho e
forma das flores, sendo a existéncia de mais de uma espécie tema de muitos debates. Apesar
de E. secundum e E. xanthinum apresentarem flores com cores contrastantes, estas espécies ja
foram consideradas como pertencentes a uma unica espécie. O presente trabalho propds
responder as seguintes questdes: 1) Existem diferencas micromorfologicas e anatdmicas
florais entre E. secundum e E. xanthinum, incluindo amostras de diferentes populacdes? 2)
Individuos de E. secundum e E. xanthinum, provenientes de diferentes populacdes, exibem
um padrao de monofiletismo reciproco, com diferentes ancestrais exclusivos? 3) Com base
nessas diferentes fontes de dados, espécimes de E. secundum e E. xanthinum podem ser
considerados como espécies distintas? Para tanto, foi estudada a micromorfologia e a
anatomia floral de E. secundum e E. xanthinum a partir de técnicas usuais de microscopias de
luz e eletronica de varredura; também foram realizadas analises moleculares, utilizando
sequéncias de DNA nuclear (regido I7S) e do cloroplasto (clp-psb, ndhJ-tabE), previamente
testadas em Epidendrum. Foi observada uniformidade nos caracteres micromorfoldgicos e
anatomicos florais levantados, tanto para individuos de localidades disjuntas, mas de uma
mesma espécie, quanto para aqueles de espécies diferentes. Contudo, algumas diferencas
foram encontradas, especialmente para o labelo das amostras analisadas, com relagdo a
presenca de estdmatos em diferentes regides das pecas florais estudadas, ao formato das
células em vista frontal e do formato das suas paredes periclinais externas em seccdo
transversal. Das 216 caracteristicas micromorfolégicas e anatomicas florais aqui avaliadas,
apenas 54 delas sdo varidveis, sendo que somente cinco poderiam ser utilizadas para
distinguir os individuos em nivel especifico. As andlises moleculares, por outro lado,
apresentaram grande suporte para a divisdo dos individuos selecionados em dois clados
monofiléticos, corroborando a divisdo prévia das espécies de E. secundum e E. xanthinum
proposta com base na coloracdo de suas flores.

Palavras-chave:  Asparagales, cuniculo, Epidendroideae,  ginostémio, labelo,
monocotileddneas, taxonomia integrativa.



Abstract

The use of various data sources in an integrated manner has facilitated the understanding of
interspecific group limits, mainly in the neotropical region whose great biodiversity is related
to evolutionary diversification processes. Epidendrum L. is the largest genus of orchids in the
Neotropics; E. secundum and E. xanthinum belong to the called "E. secundum complex" with
disjoint distribution in the Espinhaco Range (State of Minas Gerais, Brazil) and Serra do Mar
(State of Rio de Janeiro, Brazil). The taxonomic delimitation problems in the complex are due
to the large polymorphism as the size and shape of flowers, resulting in discussion about the
existence of more than one species. Although E. secundum and E. xanthinum present flowers
with contrasting colors, they have been considered as belonging to a single one. This work
aimed to answer the following questions: 1) Are there floral micromorphological and
anatomical differences between samples from different populations of E. secundum and E.
xanthinum? 2) Does individuals from E. secundum and E. xanthinum, from distinct
populations, display a reciprocal monophyly pattern, with different and exclusive ancestors?
3) Based on different data sources, can individuals from E. secundum and E. xanthinum be
considered as distinct species? Therefore, we assessed the floral micromorphology and
anatomy of E. secundum and E. xanthinum based on usual light and scanning electron
microscopies; molecular analyzes were also performed using the nuclear (ITS region) and
chloroplast (clp-psb, ndhJ-tabE) DNA sequences previously tested in Epidendrum. In the
present study, we found that most of floral micromorphological and anatomical characters are
shared by both E. secundum and E. xanthinum samples from disjoint populations, including
individuals of what are previously considered different species. Nevertheless, some
differences were found, especially for the labellum of the samples analyzed, mainly for the
presence of stomata at different regions, the cell shape in frontal view and the shape of outer
periclinal. From 216 floral micromorphological and anatomical characters assessed, only 54
are variable and just five could be used to distinguish individuals at specific level. On the
other hand, molecular analysis strongly supports the division of the selected individuals into
two monophyletic clades, corroborating the previous division of E. secundum and E.
xanthinum as two different species based on colour of the flowers.

Keywords: Asparagales, cuniculus, Epidendroideae, gynostemium, lip, monocots, integrative

taxonomy.
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1. INTRODUCAO

A defini¢do conceitual de espécie tem sido extensivamente discutida ao longo da
histéria e é possivel encontrar na literatura diversos estudos tedricos que se propdem a
explicar, definir e conceituar o termo (e.g. de Queiroz, 1998; Sites & Marshall, 2004). Os
trabalhos empiricos de delimitacdo de espécies ainda sdao incipientes em comparacao ao
elevado nimero de publicacdes que se propdem a investigacdo conceitual e tedrica (Sites &
Marshall, 2004). A utilizacdo de dados morfolégicos, ecolégicos e genéticos de um modo
integrado tem se mostrado uma opcdo robusta para o entendimento dos limites
interespecificos de grupos com dificil delimitagdo taxondmica.

A ideia de uma ciéncia conjunta e integrativa tem sido proposta niao apenas
recentemente. Exemplo disso € o trabalho publicado por Clausen et al. (1939), em que se
discutiu a importancia dos estudos experimentais para a conceituacdo de espécies. Ja nessa
época, os autores apontavam para as limitacdes de estudos taxondOmicos, ecoldgicos,
geograficos, citolégicos e genéticos, quando os mesmos eram realizados separadamente, com
o proposito de delimitar espécies. Nesse sentido, Endress et al. (2000) afirmaram que a andlise
combinada de dados morfoldgicos e moleculares seria um grande passo nesse sentido: uma
combinacdo de ambas as andlises pode alcancar melhores resultados do que as abordagens

1soladas de uma ou outra area de estudo.

1.1. Taxonomia Integrativa

Recentemente, a taxonomia integrativa vem se consolidando, buscando a delimitacao
de espécies usando abordagens multiplas e complementares (Dayrat, 2005; Padial et al., 2010;
Schlick-Steiner et al., 2010). Os estudos morfolégicos e anatdmicos sempre foram o eixo
principal da sistemdtica de plantas, sendo utilizados na tentativa de elucidar a diversidade,

filogenia e evolucdo dos grupos (Endress et al., 2000). Nos tultimos anos, trabalhos baseados
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em dados anatomicos e morfolédgicos combinados com outras fontes de dados tém
apresentado grande destaque, evidenciando a importancia de abordagens multidisciplinares
para estudos de delimitacdo taxonomica.

Como exemplo de trabalho com multiplos enfoques para familias de
monocotiledoneas, pode-se citar o trabalho de Giulietti et al. (2012), que buscou integrar a
morfologia e anatomia aos dados de floristica, taxonomia, biologia de popula¢des, fisiologia e
filogenia molecular, dentre outros, na tentativa de fornecer um amplo entendimento para
Eriocaulaceae (Poales).

Mais especificamente, para Orchidaceae, ha o trabalho de Salazar (2009), que analisou
dados morfologicos e moleculares de duas espécies de Galeoglossum A.Rich. & Galeotti
(subtribo Cranichidinae) com problemas de delimitacdo, levando as suas recirscunscri¢oes; o
de Bell et al. (2009), no qual a estrutura do labelo de espécies da subtribo Orchidinae foi
estudada para investigar a presenca de néctar, relacionando os dados encontrados a filogenia
obtida para o grupo a partir de sequéncias do espacador I7S; o de Xiang et al. (2012), que
inferiu a posi¢ao filogenética de dois géneros asidticos, Thaia Seidenf. e Tangtsinia S.C.Chen,
através de evidéncias morfoldgicas e dados moleculares; e o trabalho de Pessoa et al. (2012),
que investigou a delimitacdo de espécies pertencentes a Epidendrum subg. Amphiglottium
Lindl., através da utilizacdo de diferentes ferramentas e critérios (diferenciacdo fenética,
monofiletismo e auséncia de intermedidrios genéticos).

Além disso, a andlise integrada de varios conjuntos de dados pode contribuir
substancialmente para o entendimento dos processos evolutivos e de diversificacio em
regides que apresentam cendrios biogeograficos complexos, que ndo podem ser restritos a um
intervalo de tempo ou mecanismo particulares, como € o caso da regido Neotropical, que
abriga a maior biodiversidade do planeta (Myers et al., 2000; Diniz-Filho et al., 2008;

Antonelli & Sanmartin, 2011; Rull, 2011). A investigacdo e a compreensao da origem da
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enorme diversidade observada na regido neotropical devem estar atreladas a uma andlise
sistémica e integrativa e deve contar com a disponibilidade de organismos-modelo para
abordar questdes fundamentais dos processos de diversificagdo evolutiva nessas regides
(Pinheiro & Cozzolino, 2013). Modelos que podem ser objetos de estudos como esse, tanto
pela sua representatividade quanto pela diversidade na regido Neotropical, sdo géneros
circunscritos em Orchidaceae. A familia apresenta muitos grupos com problemas de
delimitacdo, uma vez que grande parte € representada por novas delimitagdes taxondmicas,
segregando espécies de outros géneros, a uma taxa de 13 novos géneros ao ano (Chase et al.,

2015).

1.2. Orchidaceae

Orchidaceae é considerada a segunda maior familia vegetal, com cerca de 27.500
espécies distribuidas em 736 géneros (The Plant List, 2014; Chase et al., 2015). A familia
apresenta distribuicdo cosmopolita, sendo mais abundante e diversificada nas regides
tropicais. Orchidaceae € também reconhecida pela grande variacdo morfoldgica de seus
representantes, principalmente em relacdo a morfologia floral, bem como pela alta taxa de
hibridagdo ocorrente entre os individuos (Dressler, 1993, 2005). Tais caracteristicas,
altamente relacionadas a coevolucdo com a poliniza¢do do grupo por animais, principalmente
por insetos (Dressler, 1981), resultam na enorme diversidade floral encontrada e tornam o
grupo especialmente atrativo, com estudos extensamente documentados (e. g. Cameron et al.,
1999; Borba & Semir, 2001; Borba et al., 2002; Prigdeon & Chase, 2003; Singer & Koehler,
2004; Davies et al., 2005; Stpiczynska et al., 2005; van den Berg et al., 2009).

As flores em Orchidaceae, apesar de sua reconhecida diversidade floral, sio
caracterizadas, segundo Dressler (1993), por serem precedidas por uma bractea e por serem

hermafroditas, zigomorficas e ressupinadas durante o desenvolvimento (invertidas 180° de
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sua posi¢do original). As trés tépalas externas sdo petaldides e imbricadas, conadas ou livres,
enquanto as trés internas sio livres, variavelmente coloridas, sendo a mediana diferenciada
em labelo. O androceu € composto de trés ou menos estames, adnatos ao estilete e estigma
pelos filetes, formando uma estrutura denominada de coluna ou ginostémio. Os grios de pélen
geralmente sdo dispersos agrupados em massas chamadas polinias. O ovério € tricarpelar,
com placentacdo parietal ou menos frequentemente axial, infero e em Laeliinae, geralmente
pouco diferenciado durante o florescimento, terminando o desenvolvimento somente apds a
polinizacdo. Estilete e estigma sdo bastante modificados, com uma por¢ao do segundo ndo
receptiva chamada rostelo. Em muitas Orchidaceae, o rostelo forma uma espécie de almofada
viscosa, o viscidio, que, ligado a polinia, adere ao polinizador. Os 6vulos sdo numerosos, com
parede do nucelo delgada. O néctar, em geral, estd ausente nas flores de Orchidaceae, mas
pode ser produzido em esporas no labelo, dpices das sépalas ou nectarios septais.

Dentre as cinco subfamilias propostas atualmente em Orchidaceae — Apostasioideae,
Cypripedioideae, Vanilloideae, Orchidoideae e Epidendroideae (Chase et al., 2003) —
Epidendroideae € reconhecida como a maior delas, abrangendo aproximadamente 21.100
espécies, o que corresponde a 76% das espécies circunscritas na familia (Govaerts et al.,
2014). Ainda, as espécies inseridas em Epidendroideae representam a maior parte da radiagdo
das orquideas como um todo, apresentando muitas das caracteristicas chaves presentes no
grupo e que foram importantes na sua diversificacdo, como o epifitismo e caracteres nas
anteras que evoluiram em conjunto com a especificidade de polinizador (Freudenstein &
Chase, 2015; Endress, 2016). Desse modo, entender a diversificacdo das espécies dessa
subfamilia deve estar entre os principais objetivos atualmente para os estudos de sistemdtica
em Orchidaceae.

Segundo Chase et al. (2015), desde a ultima classificagdo apresentada para

Orchidaceae (Chase et al., 2003), houve muitas mudancgas relacionadas aos limites genéricos
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em muitas tribos e subtribos, que ocorreram em sua maioria para representantes da subfamilia
Epidendroideae. Apesar de mudancas na compreensdo dos relacionamentos dentro da
subfamilia, Epidendroideae contém dois dos maiores géneros de Orchidaceae: Bulbophyllum
Thouars, com cerca de 2200 espécies (Gravendeel et al., 2014) e Epidendrum Lindl., com

aproximadamente 1400 espécies (Chase et al., 2015).

1.3. O género Epidendrum e o “complexo Epidendrum secundum”

Epidendrum € um dos maiores gé€neros dentre as orquideas neotropicais, com 1413
espécies (Chase et al., 2015) que ocorrem desde o Sul da Flérida até o Norte da Argentina
(Hagsater & Soto-Arenas, 2005). A sistemdtica do género € ainda controversa, principalmente
devido a sua grande variacdo fenotipica (Pinheiro & Cozzolino, 2013); nesse sentido, a
circunscri¢cdo de Epidendrum ja foi objeto de muitos trabalhos (e. g. Dressler 1967, 1984;
Hagsater, 1984; Hagsater & Soto-Arenas, 2005) e, atualmente, o género conta com revisoes
de alguns de seus subgéneros e secdes (Pinheiro et al., 2009; Pinheiro & Cozzolino, 2013).

As espécies de Epidendrum apresentam grande variacdo morfoldgica e cromossodmica,
possuindo, ainda, fracas barreiras reprodutivas, o que permite a ocorréncia de hibridacoes,
extensamente documentadas na literatura (e.g. Dunsterville, 1979; Hégsater & Soto-Arenas,
2005; Pansarin & Amaral, 2008). Muitas espécies de Epidendrum subg. Amphiglottium Lindl.
ocupam, frequentemente, ambientes originados por acao antropica, como margens de rodovias
e encostas desmatadas, originando populagdes com caracteristicas morfoldgicas distintas
(Pinheiro & Barros, 2007b), bem como zonas de hibridacdo entre espécies previamente
isoladas (Dunsterville, 1979; Hégsater & Soto-Arenas, 2005).

Historicamente, 34 espécies de Epidendrum foram reconhecidas como pertencentes a
E. subg. Amphiglottium (Lindley, 1852-1859), subdivididas em trés secdes, Schistochila

integra, Schistochila carinata e Schistochila tuberculata, com base em caracteristicas da
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margem do labelo e forma do calo. Posteriormente, autores sugeriram sistemas de
classificagdes alternativos para aquele proposto por Lindley (1852-1859), mas que se
basearam em grande parte no sistema anteriormente proposto (Cogniaux, 1898-1902; Pabst &
Dungs, 1975; Brieger, 1976-1977). De acordo com a dltima classificacdo proposta por Brieger
(1976-1977), E. subg. Amphiglottium compreende trés subsecdes: subsect. Integra, subsect.
Carinata e subsect. Tuberculata. Embora estudos moleculares recentes apontem grande
suporte para o monofiletismo de Epidendrum subg. Amphiglottium, apenas a subsecdo
Tuberculata € suportada como grupo monofilético (Pinheiro et al., 2009), sendo que a
subsecdo Carinata foi considerada polifilética e a subsecdo Integra carece de resultados
conclusivos, necessitando investigacdes posteriores (Pinheiro et al., 2009).

Epidendrum sect. Tuberculata apresenta muitas incertezas taxondmicas, relacionadas
principalmente com a delimitagdo de espécies (Pinheiro, 2005). Os caracteres morfolégicos
utilizados como diagndsticos para a delimitacdo de espécies distintas no grupo possuem uma
extensa variacdo, e diferentes formas morfoldgicas podem ocorrer em localidades distintas ou
estar reunidas numa unica populacdo. Um destes casos ocorre entre espécies do denominado
“complexo Epidendrum secundum” (Dressler, 1989).

O “complexo Epidendrum secundum”, com plantas distribuidas por toda a América do
Sul e que apresentam muitas polimorfias, € um dos grupos do género menos compreendido
taxonomicamente (Brieger, 1976-1977; Dunsterville, 1979). A complexidade desse grupo,
devido as variagOes apresentadas pelas espécies que o compdem, € alvo de discussdo, uma vez
que existe grande numero de nomes associados, ora tratados como sindonimos de Epidendrum
secundum Jacq., ora considerados como espécies distintas (E. elongatum Jacq., E.
crassifolium Lindl., E. ellipticum Grah., E. ansiferum Rchb. f., E. versicolor Hoehne &
Schltr., E. xanthinum Lindl., entre outras) (Pinheiro & Barros, 2007b). Alguns autores

consideram cada morfologia ou coloragdo das flores como pertencente a uma espécie distinta
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(Pabst & Dungs, 1975; Brieger, 1976-1977; Sastre, 1990a, b), enquanto outros afirmam que
tais variagdes sdo continuas, partes de uma mesma espécie polimorfica (Dunsterville &
Garay, 1961; Garay & Sweet, 1974; Dressler, 1989).

Epidendrum secundum e E. xanthinum sdo duas espécie desse complexo com especial
interesse por ocorrerem em simpatria e com distribui¢do disjunta em regides da Cadeia do
Espinhaco e Serra do Mar, com populacdes em Nova Friburgo e Santa Maria Madalena (Rio
de Janeiro) e em Santa Barbara e Santo Antonio do Itambé (Minas Gerais) (Pinheiro et al.
2009). Epidendrum secundum € uma das espécies com maior variacao morfologica dentro do
género (Pinheiro & Barros, 2007b), principalmente relacionadas ao tamanho e forma do
labelo, enquanto que em E. xanthinum a Unica caracteristica morfolégica diagndstica é a
coloracdo amarela de suas flores (Pinheiro et al., 2009). Existem muitas incertezas
taxonOmicas relacionadas a essas duas espécies, que apresentam caracteres morfoldgicos
vegetativos continuos, sendo muito dificil distingui-las sem considerar a cor de suas flores. A
escassez de informacOes ecolégicas para essas espécies torna ainda mais complexo o
esclarecimento de sua delimitagdo.

Se considerada cada espécie separadamente, existe um grande polimorfismo
relacionado ao tamanho e a forma das flores provenientes destas localidades disjuntas nos
estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro, e a existéncia de mais de uma espécie € possivel
(Pinheiro, 2005). Além disso, o acimulo de diferencas morfolégicas pode estar também
relacionado ao isolamento geografico, visto que as populacdes ocorrem em localidades
disjuntas, o que pode levar ao surgimento de barreiras reprodutivas entre diferentes
populacdes e linhagens, sugerindo os estdgios iniciais de formag¢do de novas espécies, como ja
foi observado em Epidendrum denticulatum (Pinheiro et al., 2013), também pertencente ao
mesmo subgénero.

A riqueza de variagdo morfoldgica, a diversidade cromossdmica e o grande numero de
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interagdes ecoldgicas encontradas em Epidendrum fazem do mesmo um modelo potencial
para o estudo de questdes evolutivas, como selecdo de habitat, biologia reprodutiva,
polinizacdo, mecanismos de especiagdo e isolamento reprodutivo (Higsater & Soto-Arenas,
2005; Pinheiro et al., 2010, 2011). Esse modelo de estudo proposto possui caracteristicas
intrinsecas que conferem grande potencial para a investigacdo da evolugdo das orquideas
tropicais de modo semelhante aos estudos que vem sendo conduzidos para géneros de
orquideas de regides temperadas, como Anacamptis Rich. (Moccia et al., 2007), Dactylorhiza
Neck. ex Nevski (Paun et al., 2010) e Ophrys L. (Xu et al., 2011). Apesar da grande
diversidade floral que Epidendrum apresenta, dos inimeros estudos de morfologia e anatomia
floral, biologia reprodutiva e de mecanismos de polinizacao (e. g. Pansarin, 2003; Pinheiro &
Barros, 2007a; Moreira et al., 2008, Pansarin & Amaral, 2008; Pansarin & Pansarin, 2014), e
mesmo de estudos que buscam elucidar a delimitacdo de espécies do género considerando
diversas fontes de dados (e. g. Pessoa et al., 2012), aqueles que combinam os resultados
anatomicos com alguma anélise molecular sdo incipientes, ndo somente para o género, mas
também para a familia como um todo (e. g. Carlsward, 2004).

A investiga¢cdo micromorfoldgica e anatomica floral pode representar, neste caso, uma
contribuicdo fundamental para o levantamento de caracteristicas que possam ser uteis na
elucidacdo da delimitagdo taxonOmica das espécies do grupo, constatando ou ndo a
diversificacdo entre os individuos das populacdes amostradas, bem como de outras questdes
relativas a evolugdo e diferenciacio de linhagens em populacdes de Epidendrum secundum e
E. xanthinum. Ainda, a anatomia floral dessas espécies pode revelar a presenca de nectarios,
osmoforos, elaidforos e outras estruturas cujos papéis podem estar relacionados a atracao de
diferentes classes de polinizadores, sendo que as similaridades ou variacOes encontradas entre
os individuos das diferentes populacdes podem indicar a tendéncia ou ndo para hibridagdes e

especiacdes. Além disso, o sequenciamento de regides de DNA nuclear e plastidial pode
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revelar a existéncia de linhagens evolutivas distintas, auxiliando no entendimento sobre a
distin¢ao e a possivel existéncia de diferentes espécies.

Neste contexto, a combinagd@o de diferentes abordagens, integrando a morfologia e a
anatomia floral a outras fontes de dados, como os moleculares, pode auxiliar no
esclarecimento das relagcdes evolutivas e de parentesco entre grupos de espécies que

apresentam incertezas taxondmicas.

2. OBJETIVOS

O presente trabalho se prop0s a investigar as seguintes questoes:

1) Existem diferencas micromorfologicas e anatomicas florais entre E. secundum e E.
xanthinum, incluindo amostras de diferentes populagdes? Como estas diferencas estao ligadas
aos variados mecanismos de polinizagdo (auséncia ou presenca de nectdrios, osmoforos,
elaiéforos ou outras estruturas de recompensa a polinizadores)?

2) Considerando os conceitos filogenéticos e de caracteres diagnosticos para a delimitacio de
espécies, individuos de E. secundum e E. xanthinum, provenientes de diferentes populacdes,
exibem um padriao de monofiletismo reciproco, com diferentes ancestrais exclusivos?

3) Com base nessas diferentes fontes de dados, espécimes de E. secundum e E. xanthinum

podem ser considerados como espécies distintas?

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta e identificacao do material botanico
O material utilizado no presente trabalho compreendeu individuos de quatro
populagdes de Epidendrum secundum Jacq. e Epidendrum xanthinum Lindl., provenientes de

Nova Friburgo e Santa Maria Madalena (RJ) e de Santa Béarbara e Santo Antonio do Itambé
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(MG). Além destes, especificamente para as andlises moleculares, também foram analisados
individuos de Epidendrum orchidiflorum Salzm. ex Lindl. e Epidendrum sp. Os detalhes dos

dados de coleta encontram-se nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1: Lista dos individuos amostrados das espécies estudadas para andlises em

microscopia de luz e eletronica de varredura, com dados de coleta.

#]

Codigos das populagdes e

)
Voucher . 2
dos individuos ™

Espécie Locais de Coleta N

F. Pinheiro 637
F. Pinheiro 559

E. secundum Santa Barbara, MG, Brasil 2

Nova Friburgo, RJ, Brasil 3

Es1-SB, Es2-SB

E. secundum Es3-NF, Es4-NF, Es5-NF

E. xanthinum Santa Barbara, MG, Brasil 1 - Ex1-SB
E. xanthinum Nova Friburgo, RJ, Brasil 4 F. Pinheiro 566 Ex2-NF, %135__11\\1]1; Ex4-NF,

“'Niimero de individuos analisados, por populagéo. “Para alguns individuos, o processamento nos herbarios
ainda estd sendo realizado. “Optou-se por utilizar esses c6digos para ressaltar a andlise de diferentes espécimes
de cada taxon estudado. Legenda: NF — Nova Friburgo; SB — Santa Barbara; Es — Epidendrum secundum; Ex —
Epidendrum xanthinum.

Tabela 2: Lista dos individuos amostrados das espécies estudadas para as andlises

moleculares, com dados de coleta.

Cddigos das populacdes

. . *] )
Espécie Locais de Coleta N Voucher e dos individuos”
E. secundum Santa Barbara, MG, Brasil 3 F. Pinheiro 638 S1-SB, S2-SB, S3-SB
E. secundum Nova Friburgo, RJ, Brasil 2 F. Pinheiro 639 S4-NF, S5-NF
E. secundum E?Z;?IM*‘HZ‘ Madalena, RJ, 5 & pinheiro 640 S6-SMM, S7-SMM
E. xanthinum Santa Barbara, MG, Brasil 3 F. P}nhe}ro 245, X1-SB, X2-SB, X3-SB
F. Pinheiro 565
E. xanthinum ~ S2nto Antonio do Itambe, 1 F. Pinheiro 568 X4-SAI
MG, Brasil

. Santa Maria Madalena, RJ, F. Pinheiro 641,
E. xanthinum Brasil 2 F. Pinheiro 642 X9-SMM, X10-SMM
Epidendrum sp.  Cadeia dos Andes, Equador 1 F. Pinheiro 546 E1-EQ
E. orchidiflorum  Areia Branca, SE, Brasil 1 F. Pinheiro 21 E2-OUT

“'Ntmero de individuos analisados, por populagio. “Para alguns individuos, o processamento nos herbérios
ainda estd sendo realizado. “Optou-se por utilizar esses cédigos para ressaltar a anilise de diferentes espécimes
de cada tdxon estudado. Legenda: EQ — Equador; NF — Nova Friburgo; OUT — grupo externo; SAI — Santo
Antonio do Itambé; SB — Santa Barbara; SMM — Santa Maria Madalena; S — E. secundum; X — E. xanthinum.
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Para as andlises em microscopia de luz e eletronica de varredura, a realizacdo do
estudo com individuos provenientes de duas localidades apenas (Santa Barbara - MG e Nova
Friburgo - RJ), bem como a amostragem de apenas um individuo de Epidendrum xanthinum
de Santa Barbara - MG, se deveu a baixa disponibilidade de material botanico, pela falta de
flores para o estudo. As exsicatas do material estudado foram depositadas no Herbario do
Instituto de Botanica de Sao Paulo (SP). Pelo menos um individuo de cada populacio foi
herborizado, sendo que para os demais o processamento no herbario ainda estd sendo
realizado. Durante os estudos, exemplares dos individuos foram mantidos em cultivo no
Nucleo de Pesquisa Orquidario do Estado do Instituto de Botinica de Sao Paulo e/ou no

Jardim Experimental do Instituto de Biociéncias de Rio Claro, UNESP.

3.2. Microscopia de Luz (ML)

Inflorescéncias de Epidendrum secundum e Epidendrum xanthinum foram fixadas
em FAA 50 (Johansen, 1940) e armazenadas em etanol 70%, com algumas gotas de glicerina.

O material destinado as andlises em microscopia de luz (ML) foi dissecado sob
estereomicroscopio e as pecas florais foram desidratadas isoladamente, em bateria de dlcool
n-butilico, e incluidas em historresina Leica (Leica Historesin Embedding Kit), conforme
instrucdoes do fabricante. Em seguida, as amostras foram seccionadas com auxilio de
micrétomo de rotacdo (RM 2235, Leica), com espessuras de 5-10 pm, com navalha de ago
descartdvel. As sec¢Oes foram coradas com Azul de Toluidina O 0,05% 0,1 M em tampao
fosfato de sédio pH 6,8 (O'Brien et al., 1965) para andlises gerais e, posteriormente, montadas
em Entellan. O teste histoquimico com Vermelho Neutro foi realizado para a detecgdo de
osmoforos e nectdrios ativos (Kearns & Inouye, 1993). O estudo foi realizado no Laboratério
de Morfologia Vegetal do Departamento de Botanica (Instituto de Biociéncias de Rio Claro,

UNESP).
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A andlise e a interpretacio dos resultados foram feitas a partir das laminas
permanentes confeccionadas e das observacdes anatOmicas ao microscopio de luz. As
fotomicrografias foram obtidas em fotomicroscépio Leica DM4000 com cimera acoplada

(DFC450).

3.3. Microscopia Eletronica de Varredura

A selecdo do material para as anélises sob Microscopia Eletronica de Varredura foi
feita sob estereomicroscopio. As pecas florais, previamente fixadas em FAA 50 (Johansen,
1940) e armazenadas em etanol 70% com algumas gotas de glicerina, foram entdo
desidratadas em FDA (dimetoximetano) por pelo menos 24 h (Gerstberger & Leins, 1978) e
submetidas a ponto critico (Critical Point Dryer CPD030 — Bal-Tec AG, Balzers,
Liechtenstein). As amostras foram fixadas aos suportes metdlicos e metalizadas com ouro
(Sputter Coater SCD 050 - Bal-Tec AG, Balzers, Liechtenstein), para observacdo ao
microscopio eletronico de varredura (Zeiss Sigma VP SEM), no Lehrstuhl fiir Evolution und
Biodiversitit der Pflanzen, na Ruhr-Universitit em Bochum, sob a supervisio do Prof. Dr.

Thomas Stiitzel (estdgio BEPE processo FAPESP n. 2015/10055-2).

3.4. Analises Moleculares

Para as andlises moleculares, foram selecionados sete individuos de Epidendrum
secundum e dez de E. xanthinum, provenientes de populagdes de Nova Friburgo e Santa
Maria Madalena (RJ), e de Santa Barbara e Santo Antonio do Itambé (MG); um individuo de
Epidendrum sp., proveniente da Cadeia dos Andes (Equador) e de flores amarelas, também
foi incluido nas andlises, enquanto E. orchidiflorum Salzm. ex Lindl. foi utilizado neste
trabalho como grupo externo (detalhes na Tabela 2). Para cada individuo estudado, foi

coletada uma folha que foi desidratada em silica gel. O DNA gendmico total foi extraido de
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tecido fresco ou desidratado seguindo o protocolo de CTAB descrito por Doyle & Doyle
(1990). As regides plastidiais clp-psb e ndhJ-tabE e a regido nuclear ITS foram amplificadas
através de PCR (“polymerase chain reaction”) seguindo o protocolo de Pinheiro et al. (2009) e
usando primers Forward e Reverse descritos por Scarcelli et al. (2011), Shaw et al. (2007) e
Sun et al. (1994), respectivamente. O ciclo de PCR utilizado para as regides plastidiais foi de
94 °C por 3 minutos; 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 58 °C (clp-psb) ou 60 °C (ndhJ-tabE)
por 1 minuto, e 72 °C por 1,5 minuto; seguidos por uma extensdo final de 7 minutos a 72 °C.
Para a regido nuclear ITS o ciclo programado foi de 94 °C por 5 minutos; 28 ciclos de 94 °C
por 1 minuto, 54 °C por 1 minuto, e 72 °C por 3 minutos; seguidos pela extensdo a 72 °C por 7
minutos. Os produtos da amplificacio foram purificados e sequenciados pela empresa
Macrogen®. As extracOes e amplificagdes foram realizadas no Laboratério de Ecologia
Molecular (Departamento de Ecologia, Instituto de Biociéncias de Rio Claro, UNESP).

As sequéncias foram, entdo, editadas manualmente usando o programa Geneious
versdo 8.1.5., e o mesmo programa foi utilizado para a geragdo de alinhamentos de multiplas
sequéncias. As matrizes usadas para a reconstrucdo filogenética foram sequéncias
concatenadas do conjunto de dados dos trés marcadores filogenéticos (clp-psb; ndhJ-tabE;
ITS), dos marcadores plastidiais (clp-psb; ndhJ-tabE) e do marcador nuclear isolado (I7S),
produzidas no SequenceMatrix versdo 1.8 (Vaidya et al., 2011). O melhor modelo de
substituicdio de DNA para a matriz concatenada foi determinado usando o programa
MrModeltest (Nylander, 2004). O modelo GTR (General Time Reversible) de evolucdo, com
parametros para sitios invaridveis e heterogeneidade dos tdxons modelados sob uma
distribuicdo gama (GTR + I + G), foi determinado como sendo o melhor modelo de
substituicdo. A reconstrucdo filogenética usando inferéncia Bayesiana foi realizada através

do programa MrBayes 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). As andlises foram feitas com
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50 milhdes de geracdes, salvando as drvores produzidas a cada 1000 geracdes, com descarte
de 25% das primeiras arvores geradas.

As andlises de maxima verossimilhanca (“maximum likelihood”) foram conduzidas
usando o programa RAXML versdo 7.0.4 (Stamatakis, 2006) e RAXML-GUI versdo 1.3
(Silvestro & Michalak, 2011). O modelo de substitui¢do encontrado, usando o programa
MrModeltest (Nylander, 2004), também sugeriu o uso do modelo GTR (General Time
Reversible) de evolugdo com parametros para locais invariantes e heterogeneidade dos tdxons
modelados sob uma distribuicdo gama (GTR + I + G). Para encontrar a drvore com melhor
verossimilhanga, as anélises foram feitas com 100 repeti¢cdes independentes para a busca de
arvores na matriz concatenada; os valores de bootstrap (BS) foram calculados e inseridos na

arvore de melhor topologia de acordo com as andlises de méxima verossimilhanca.

4. RESULTADOS

4.1. Morfologia floral

Epidendrum secundum e E. xanthinum s3ao caracterizadas por apresentar
inflorescéncias terminais, de hastes longas e dispostas em corimbos, compostas por
aproximadamente 10 a 25 flores ndo ressupinadas (Fig. 1A, B). As flores de E. secundum
apresentam cor lilas (Fig. 1A, C), enquanto que as de E. xanthinum sdao amarelas (Fig. 1B, D);
as sépalas e pétalas sdo livres, de tamanhos semelhantes (Fig. 1A-D). O labelo encontra-se
parcialmente fundido a coluna, apresentando-se livre apenas em seu dpice, no disco e lobos
(Figs 1C, D, 2A-D). O labelo € 3-lobado (Figs 1A-D, 2A-D), unguiculado (Fig. 2B, D); o calo
€ carnoso, recortado de diversas formas (Figs 1C, D, 2A-D); os lobos sdo fimbriados (Figs
1C, D, 2A-D); o unguiculo é adnato as margens ventrais do ginostémio até o dpice deste (Fig.

2B, D). A coluna ¢ projetada do centro da flor, com a antera localizada ligeiramente deslocada
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para o dorso da coluna e superficie estigmdtica abaixo desta (Figs 1C, D, 2A-D); o ovdrio

projeta-se até o cuniculo (Fig. 2B).

4.2. Micromorfologia e anatomia floral

O estudo micromorfolégico e anatdmico floral de individuos de ambas as espécies
estudadas, pertencentes as populacdes de Nova Friburgo (RJ) e de Santa Barbara (MG),
revelou caracteres compartilhados, que serdo descritos a seguir. Alguns caracteres variaram
entre os individuos das diferentes populacdes e espécies e serdo apresentados conforme
detectados em cada peca floral estudada. Para simplificar o entendimento e a descri¢do dos
resultados, os cinco individuos de E. secundum serdo identificados pelas iniciais “Es”,
seguidas do respectivo nimero de identificacdo (Tabela 1); para aqueles cinco pertencentes a
E. xanthinum, a abreviagdo sera “Ex”, também seguida do ntimero de identificagdo da amostra
em questdo. Além disso, para identificar a populacdo de procedéncia dos individuos, serdao
assinaladas as iniciais “NF”, para aqueles procedentes de Nova Friburgo, e “SB”, para aqueles
de Santa Barbara.

Para todas as pecas florais estudadas sob microscopia eletronica de varredura, foram
analisadas as regides apical, mediana e dorsal, uma vez que foi constatada uma possivel
variacdo nas caracteristicas nesse gradiente; os dados relativos a microscopia de luz sdo
apresentados para a regido mediana das pecas, exceto para estruturas como o ginostémio, em
que o detalhamento também foi feito para as trés regioes da pega estudada. Um sumério com
216 caracteristicas micromorfolégicas e anatomicas florais é apresentado nas Tabelas 3 a 7,
nas quais estdo destacados, em negrito, os caracteres que podem ser utilizados na distin¢ao
entre as espécies; em sublinhado, destaque para aqueles caracteres que podem distinguir
individuos da mesma espécie, pertencentes as populacdes disjuntas; e em sobrescrito,

identificacdo dos individuos para os quais os caracteres foram varidveis.
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- Sépala dorsal

Na regido apical desta peca, na face adaxial, as células epidérmicas possuem parede
periclinal externa com ornamenta¢@o inconspicua ou levemente estriada (Fig. 3A), ausente
apenas em Ex1-SB (Fig. 3B) e Es5-NF; nas regides mediana e basal, a ornamentagdo é
estriada para todas as amostras analisadas (Fig. 3C), exceto para ExI1-SB, na qual a
ornamentacdo € inconspicua na regido basal (Fig. 3D). A ornamentacdo também ocorre na
parede anticlinal das células epidérmicas da maioria dos individuos amostrados (Fig. 3A, C,
D), ausente apenas em Ex1-SB (Fig. 3B) e Es5-NF.

Em vista frontal, as células epidérmicas apresentam formato irregular em todas as
regides da sépala dorsal e para a maioria dos individuos analisados (Fig. 3A-D), com exce¢ao
de Ex2-NF, Ex3-NF, Ex5-NF (Fig. 3E), Es1-SB e Es2-SB, que apresentam células com
formato hexagonal na regido basal da peca. Em seccdo transversal, a face adaxial da sépala
dorsal possui epiderme uniestratificada, com paredes periclinais externas convexas € espessas
(Fig. 3F). Na regido apical, foram observados estdmatos em todos os individuos analisados
(Fig. 3A); estomatos também foram encontrados na regido mediana da peca de todos os
individuos de E. xanthinum analisados (Fig. 3G).

Na face abaxial da epiderme da sépala dorsal, a ornamentagdo das paredes celulares
periclinal externa e anticlinais € inconspicua (Fig. 3H). Em vista frontal, nas regides apical e
mediana, as células tém formato irregular (Fig. 3H), exceto em Ex2-NF (Fig. 3I) e Ex3-NF,
nas quais as células sdo alongadas longitudinalmente. Na regido basal, as células epidérmicas
sdo longitudinalmente alongadas (Fig. 3J), com exce¢do de Ex5-NF, que possui células
irregulares (Fig. 3K). Em seccdo transversal, as células epidérmicas sdo retangulares, com
paredes periclinais externas retas e espessas (Fig. 3L). Estdmatos foram observados no apice e
na regido mediana desta peca floral (Fig. 3H, I), ausentes apenas na regido mediana em Ex5-

NF e Es5-NF (Fig. 3M); na regido basal, estdmatos ndo foram observados para a maioria das
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amostras (Fig. 3J, K), exceto para Ex1-SB e Ex4-NF (Fig. 3N). Em ambas as faces, a cuticula
€ inconspicua, exceto na face abaxial da peca de todos os individuos amostrados de Santa
Bérbara - MG, em que € espessa (Fig. 3L).

A margem da sépala dorsal € lisa externamente e formada por células da epiderme e
do mesofilo (Fig. 30-Q). Todas as amostras estudadas, de ambas as espécies, apresentam
mesofilo homogéneo, formado por células parenquimadticas de paredes delgadas (Fig. 3P, Q).
Ocorre um numero varidvel de idioblastos com réfides, principalmente nas margens da peca
floral (Fig. 3P, Q). A vascularizagcdo € dada geralmente por sete feixes vasculares colaterais
(Fig. 3P), com excecdo de todos os individuos analisados de E. secundum de Nova Friburgo -
RJ, que apresentam seis feixes vasculares (Fig. 3Q). Em sec¢do transversal, observa-se que o
formato da sépala dorsal € plano para todos os espécimes aqui estudados, de ambas as

espécies e localidades (Fig. 3P, Q).

- Sépalas laterais

As sépalas laterais assemelham-se micromorfologica e anatomicamente a sépala
dorsal. Na face adaxial, as células epidérmicas apresentam ornamentacio nas paredes
periclinais externas que varia de inconspicua a estriada (Fig. 4A), embora Ex4-NF ndo
apresente ornamentagdo na regido apical da peca (Fig. 4B). Na parede anticlinal das células
epidérmicas, a ornamentacao ocorre na maioria das amostras (Fig. 4A), exceto para Ex4-NF
(Fig. 4B), Es1-SB, Es2-SB e Es5-NF, nas quais a ornamentacdo estd ausente no apice da peca.
Em vista frontal, as células da epiderme possuem formato irregular (Fig. 4A, B), exceto em
Ex1-SB, na qual possuem formato hexagonal na regido mediana da peca (Fig. 4C). Em seccdo
transversal, a epiderme € uniestratificada, apresentando células isodiamétricas, com paredes

periclinais externas espessas e de formato convexo (Fig. 4D). Estomatos foram observados no
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dpice da peca floral para todos os espécimes (Fig. 4B), e na regido mediana apenas para Ex1-
SB (Fig. 4C).

Na face abaxial da sépala lateral, as células epidérmicas possuem paredes periclinais
externas com ornamentacdo inconspicua (Fig. 4E); para as células do dpice, a ornamentacdo é
ausente em Ex1-SB (Fig. 4F) e Es1-SB; nas paredes anticlinais das células, a ornamentag¢ao
também estd presente (Fig. 4E), embora na regido apical da peca a ornamentacio esteja
ausente para Ex1-SB (Fig. 4F), Ex2-NF e Es1-SB. No épice e na regido mediana, o formato
das células epidérmicas € irregular em vista frontal (Fig. 4E); na regido basal, as células sdo
longitudinalmente alongadas (Fig. 4G), exceto em Ex2-NF (Fig. 4H) e Ex4-NF, nos quais as
células sdo irregulares. Em sec¢do transversal, as células epidérmicas sdo retangulares, sendo
que as paredes periclinais externas possuem formato reto e sdao espessas (Fig. 4]); na regido
apical, ocorrem estomatos (Fig. 4F, H). Para ambas as faces, a cuticula é inconspicua, exceto
para os individuos de Santa Barbara - MG, em que a mesma € espessada da face abaxial (Fig.
41).

Nas sépalas laterais, a margem ¢€ lisa, sendo formada por células da epiderme e do
mesofilo (Fig. 4J, K). O mesofilo da sépala lateral € similar ao da sépala dorsal,
diferenciando-se pela presenca de oito feixes vasculares em todos os individuos de ambas as
espécies provenientes de Nova Friburgo - RJ (Fig. 4)), enquanto que aqueles de Santa Barbara
- MG apresentam dez feixes distribuidos assimetricamente pelo mesofilo (Fig. 4K). As
sépalas laterais apresentam formato plano em secc¢do transversal, levemente curvado, sendo
que a nervura central é levemente proeminente para os individuos estudados de ambas as

espécies e para as duas localidades (Fig. 4J, K).
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- Pétalas

Na face adaxial das pétalas, as regides apical, mediana e basal apresentam células
epidérmicas com paredes periclinais externas e anticlinais com ornamentacdo estriada em
todos os espécimes (Fig. SA). Em vista frontal, as células da epiderme apresentam formato
irregular (Fig. 5A); jd4 em seccdo transversal, a epiderme ¢ uniestratificada, composta por
células isodiamétricas de paredes periclinais externas espessas e convexo-papilosas,
recobertas por cuticula inconspicua para todos os individuos das duas espécies, de ambas as
localidades estudadas (Fig. SB). Apenas na regido apical da peca foram observados estdbmatos
(Fig. 5C), ausentes apenas em Es1-SB (Fig. 5D).

Ja na face abaxial, as células da epiderme apresentam paredes periclinais externas e
anticlinais com ornamentagdo que varia de inconspicua a densamente ornamentada (Fig. SE);
a excegdo € Es2-SB, em que a ornamentacdo € ausente na regido mediana da peca (Fig. SF).
Em vista frontal, nas regides apical e mediana, as células epidérmicas t€ém formato irregular
(Fig. SE, F); na regido basal, as células t€m formato irregular para todos os espécimes de
Nova Friburgo - RJ (Fig. 5G) e longitudinalmente alongado para aqueles de Santa Barbara -
MG (Fig. 5H), exceto para Ex5-NF, cujas células sdo longitudinalmente alongadas (Fig. 5I).
A epiderme € semelhante aquela da face adaxial, mas as células apresentam paredes
periclinais externas convexas na face abaxial (Fig. 5J). Apenas na regido apical da peca,
foram observados estomatos (Fig. 5SK), exceto em Es2-SB.

As pétalas apresentam margem externamente lisa e, em seccao transversal, é possivel
observar que a mesma € formada por células epidérmicas e do mesofilo (Fig. SL-N). O
mesofilo € homogéneo, formado por parénquima regular, com células de paredes delgadas e,
geralmente, contém sete feixes vasculares colaterais (Fig. 5M), exceto para todos os
individuos de E. secundum de Nova Friburgo - RJ, que apresentam cinco feixes (Fig. SN).

Ocorrem idioblastos com réfides, em nimero varidvel, proximos as margens das pétalas (Fig.
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5J, M, N). Em seccdo transversal, as pétalas apresentam formato plano para todos os

individuos aqui analisados (Fig. SM, N).

- Labelo

No labelo, os lobos central e laterais apresentam caracteristicas de revestimento
semelhantes, tanto para a face adaxial quanto para a abaxial: as células epidérmicas possuem
paredes periclinais externas e anticlinais com ornamentagdo estriada (Fig. 6A-D); em vista
frontal, essas células apresentam formato irregular (Fig. 6A-D). Em sec¢do transversal, a
epiderme € formada por células isodiamétricas, de paredes periclinais externas espessas, de
formato convexo-papiloso na face adaxial e convexo na face abaxial, recobertas por cuticula
inconspicua (Fig. 6E, F). Nao foram observados estdmatos nos lobos do labelo (Fig. 6A-D),
com excecdo da face adaxial do lobo central de Ex4-NF (Fig. 6G).

A margem dos lobos do labelo € lisa (Fig. 6H, I) e formada por células da epiderme e
do mesofilo (Fig. 6J-L); os lobos sdo caracterizados por mesofilo homogéneo, formado por
parénquima com células de paredes delgadas, além de idioblastos com rafides (Fig. 6J-L). No
lobo central, para os individuos amostrados de Nova Friburgo - RJ, ocorrem sete feixes
vasculares colaterais para os individuos de E. xanthinum (Fig. 6J) e dez feixes para aqueles de
E. secundum (Fig. 6K); para E. secundum e E. xanthinum de Santa Béarbara - MG, ocorrem
nove feixes vasculares colaterais (Fig. 6L). J4 nos lobos laterais, a vascularizacdo €é dada por
cinco feixes vasculares para os individuos de E. xanthinum de ambas as localidades analisadas
(Fig. 7A) e por seis feixes vasculares para aqueles de E. secundum (Fig. 7B).

Na regido apical e mediana do labelo, na face adaxial, o calo apresenta células
epidérmicas com paredes periclinais externas e anticlinais de ornamentacdo estriada (Fig.

7C). Em vista frontal, as células da epiderme apresentam formato irregular (Fig. 7C); em
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seccao transversal, essas células sdao isodiamétricas, com paredes periclinais externas
espessas, retas e recobertas por cuticula inconspicua (Fig. 7D).

Na regido basal do calo do labelo, na face adaxial, ocorre um sulco central em todos os
individuos de ambas as espécies e localidades (Fig. 7E), que se acentua conforme a
proximidade da por¢do estigmdtica do ginostémio (Fig. 7F, G). Nessa mesma regido, as
células epidérmicas possuem paredes periclinais externas e anticlinais com ornamentagao
estriada (Fig. 7H), e formato longitudinalmente alongado em vista frontal (Fig. 7H). Em
seccdo transversal, a epiderme do calo € formada por células isodiamétricas, de paredes
periclinais externas espessas e convexas, com cuticula inconspicua (Fig. 71); j4 a epiderme do
sulco é formada por pequenas células papilosas, de paredes muito espessadas, sendo que as
periclinais externas sao densamente ornamentadas (Fig. 7J). Nao foram observados estdmatos
no calo do labelo (Fig. 7C, D, I). O mesofilo do calo € semelhante aquele dos lobos do labelo
(Fig. 7D, F, G, I); o calo apresenta uma maior quantidade relativa de idioblastos com rafides e
nao possul vascularizacdo (Fig. 7D, F, G).

Ja na face abaxial do labelo, estendendo-se também por toda a por¢do abaxial da
coluna, o unguiculo apresenta uma cavidade rasa e € homogéneo por toda a sua extensdo (Fig.
8A). As células da epiderme possuem paredes periclinais externas e anticlinais com
ornamentacao estriada (Fig. 8B), exceto na regido basal de Ex2-NF, em que € inconspicua
(Fig. 8C). As células epidérmicas t€m formato longitudinalmente alongado em vista frontal
(Fig. 8B, C), mas na regido basal do unguiculo, para Ex1-SB, Ex5-NF (Fig. 8D) e todos os
individuos de E. secundum amostrados, as células possuem formato irregular; na regido apical
do unguiculo, préximo ao 4pice do lobo central, as células epidérmicas também tém formato
irregular para todas as amostras analisadas (Fig. 8E).

A epiderme do unguiculo é formada por células isodiamétricas, de paredes periclinais

externas espessas € convexas em sec¢do transversal, por toda sua extensdo (Fig. 8F),
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recobertas por uma cuticula espessa (Fig. 8F). Estomatos geralmente estdo ausentes (Fig. 8B-
D), mas presentes em Ex5-NF na regido apical (Fig. 8G), Ex4-NF na regido mediana (Fig.
8H), e para todos os espécimes estudados na regido apical proxima ao lobo central (Fig. 8E,
I). O mesofilo do unguiculo € semelhante ao dos lobos do labelo (Fig. 7F, G); a
vascularizacdo de todo o calo do labelo se restringe a por¢do ventral, no unguiculo: ocorrem
sete feixes vasculares para os individuos de ambas as espécies provenientes de Nova Friburgo
- RJ (Fig. 7F), e nove feixes vasculares para os individuos de Santa Barbara - MG (Fig. 7G),

de ambas as espécies.

- Ginostémio

No ginostémio, na face adaxial da epiderme da coluna, as paredes periclinais externas
e anticlinais apresentam ornamentacgdo estriada (Fig. 9A); na regido basal, os individuos de E.
xanthinum de Nova Friburgo — RJ, apresentam ornamentagdo inconspicua (Fig. 9B), exceto
por Ex5-NF, cuja ornamentagao € estriada (Fig. 9C). Na regido apical, as células da epiderme
apresentam formato irregular em vista frontal (Fig. 9D), enquanto que nas regides mediana e
basal as células sdo alongadas longitudinalmente (Fig. 9A-C). Em sec¢do transversal, a
epiderme € caracterizada por apresentar células de paredes periclinais externas espessas, que
variam de convexo-papilosas na regido apical a convexas na regidao mediana (Fig. 9E) a retas
na regido basal do ginostémio (Fig. 9F). Nao foram observados estomatos (Fig. 9A-F). O
ginostémio € caracterizado por apresentar mesofilo homogéneo, formado por parénquima
regular de células de paredes delgadas, contendo idioblastos com rafides por toda sua
extensdo (Fig. 9G-J). O numero de feixes vasculares varia de acordo com a porc¢do do
ginostémio analisada e com os espécimes estudados, e serdo descritos a seguir.

Em seccdo transversal do ginost€émio, é possivel observar que o sulco do calo se

amplia na cavidade estigmatica (Fig. 9G-J); em seccdo transversal, é possivel observar uma
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clara disting@o entre as células epidérmicas que a revestem (Fig. 10A). Na por¢do superior da
cavidade estigmdtica, as células epidérmicas sd@o pequenas e isodiamétricas, frouxamente
dispostas em uma matriz mucilaginosa (Fig. 10B); na por¢do inferior, essas células sdo
pequenas e papilosas, de paredes periclinais externas muito espessas e ornamentadas (Fig.
10C). Nessa regido, feixes vasculares geralmente estdo ausentes lateralmente a abertura da
cavidade estigmdtica (Fig. 9G-I), com excecdo de E. xanthinum de Santa Bérbara - MG, que
apresenta dois feixes vasculares colaterais nessa altura (Fig. 9J). Na porcdo ventral do
unguiculo, ocorrem oito feixes vasculares para os individuos de E. secundum de Santa
Barbara - MG (Fig. 9G) e seis feixes para aqueles de Nova Friburgo — RJ (Fig. 91); em E.
xanthinum, s@o encontrados cinco feixes vasculares nos individuos de Nova Friburgo (Fig.
9H) e sete feixes para o de Santa Bérbara (Fig. 9J).

A antera apresenta células epidérmicas com paredes periclinais externas e anticlinais
de ornamentacdo estriada (Fig. 10D); em vista frontal, essas células t€ém formato irregular
(Fig. 10D). Em seccdo transversal, a antera € formada por epiderme uniestratificada, de
c€lulas papilosas, com cuticula inconspicua (Fig. 10E); estOmatos estdo densamente
distribuidos (Fig. 10D), ausentes apenas em Es4-NF (Fig. 10F). O conectivo apresenta feixe
vascular colateral unico (Fig. 10E). O polinario contém quatro polinias, proporcionais ao
tamanho da superficie estigmatica (Fig. 10G-J). Nesta regido do ginostémio, ocorrem dois
feixes vasculares colaterais na lateral da cavidade estigmdtica para o individuo de E.
xanthinum de Santa Barbara - MG (Fig. 10G) e um feixe para aqueles de Nova Friburgo - RJ
(Fig. 10H), enquanto que os individuos de E. secundum de ambas as localidades ndo
apresentam os feixes laterais (Fig. 10I, J). Sdo encontrados sete feixes ventrais para os
individuos provenientes de Santa Barbara — MG (Fig. 10G, I); para os individuos de Nova
Friburgo - RJ, ocorrem trés feixes para os de E. xanthinum (Fig. 10H) e seis feixes vasculares

colaterais para aqueles de E. secundum (Fig. 10J).
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Na regido mediana do ginostémio (Fig. 11A-D), ainda é possivel observar a disting@o
entre as células epidérmicas que revestem a cavidade estigmdtica (Fig. 10A-C), tal qual
descrito para a regido apical. Em seccdo longitudinal, é possivel observar a formacdo de
viscidio na regido do rostelo (Fig. 11E). Nesta regido do ginostémio, para todos os individuos
estudados, ocorre um feixe vascular colateral dorsal (Fig. 11A-D). Para o individuo de E.
xanthinum de Santa Barbara - MG, ocorrem também dois feixes vasculares laterais, na altura
da cavidade estigmatica (Fig. 11C); para E. xanthinum de Nova Friburgo - RJ e E. secundum
de ambas as localidades, ocorre apenas um feixe vascular lateralmente a cavidade estigmatica
(Fig. 11A, B, D). Com relagdo aos feixes ventrais, para os individuos de Santa Béarbara - MG,
aqueles de E. secundum apresentam sete feixes vasculares ventrais (Fig. 11A) e o de E.
xanthinum, cinco destes feixes (Fig. 11C); E. secundum e E. xanthinum de Nova Friburgo - RJ
apresentam apenas trés feixes vasculares colaterais ventrais (Fig. 11B, D). Todos os feixes
vasculares, com excecdo de um dos feixes dorsais que aparece abaixo da altura da antera,
apresentam uma calota de fibras, abaixo do floema (Fig. 11A-D).

Na regido basal do ginostémio, em seccles transversais, € possivel observar que a
cavidade estigmadtica vai se constringindo progressivamente (Fig. 12A, B), até individualizar
duas cavidades (Fig. 12C, D). A epiderme da cavidade superior € formada por células
pequenas e isodiamétricas, dispostas em uma matriz mucilaginosa (Fig. 12E). J4 a cavidade
inferior € o nectdrio floral, e é formado pela jun¢do do unguiculo do labelo a coluna, e se
estende paralelamente ao ovario por aproximadamente 2/3 de seu comprimento total; as
células da epiderme interna sdo pequenas e papilosas, de paredes periclinais externas muito
espessas € ornamentadas, o citoplasma € denso e o nucleo € proeminente, indicando intensa
atividade celular (Fig. 12F). Nessa regido do ginostémio, a cuticula que recobre as células

epidérmicas € conspicua e podem ocorrer estomatos (Fig. 12G).
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Na regido basal do ginostémio, hd dois feixes vasculares colaterais dorsais, para todos
os individuos de ambas as espécies (Fig. 12C, D); para os individuos de ambas as espécies
provenientes de Santa Barbara - MG, sdo observados outros dois feixes vasculares colaterais
lateralmente a cavidade superior, um de cada lado da cavidade, somando-se quatro feixes
laterais (Fig. 12C), enquanto que para os individuos das duas espécies de Nova Friburgo - RJ,
ocorre apenas um feixe vascular lateralmente a cavidade superior (Fig. 12D). Na porcdo
ventral, ocorrem trés feixes vasculares colaterais para todos os individuos das duas espécies
analisadas (Fig. 12C, D). Todos os feixes vasculares apresentam uma calota de fibras abaixo
do floema (Fig. 12A-D), exceto para o segundo feixe dorsal nos individuos de Nova Friburgo
—RJ (Fig. 12D), de ambas as espécies.

No cuniculo, por toda sua extensdo e em ambas as faces, as células epidérmicas
possuem paredes periclinais externas e anticlinais com ornamentacdo que varia de
inconspicua a lisa (Fig. 13A, B). Todos os espécimes analisados apresentam células
epidérmicas de formato longitudinalmente alongado em vista frontal (Fig. 13A, B). Em
seccdo transversal, a epiderme externa € uniestratificada, formada por células isodiamétricas
de paredes periclinais externas retas, muito espessas € ornamentadas (Fig. 13C); a cuticula é
espessa e acompanha a ornamentagdo das paredes periclinais externas das células epidérmicas
(Fig. 13C). Estomatos ocorrem por toda a extensdao do cuniculo (Fig. 13A, C). O mesofilo é
homogéneo, composto por parénquima com células de paredes delgadas, contendo idioblastos
com rafides (Fig. 13C-E). E possivel identificar a presenca das duas cavidades individuais ao
longo das regides apical e mediana do cuniculo (Fig. 13D, E), mas em sua regido basal, onde
estd situado o ovario (Fig. 13G), a cavidade inferior do nectédrio ndo € mais observada.

O oviario é formado por trés lobos externos, provenientes do prolongamento das
sépalas dorsal e laterais, unidos a uma estrutura formada também por trés lobos do cuniculo,

que sdo mais internos (Fig. 13F, G). A epiderme do ovério € uniestratificada; a epiderme
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externa é semelhante aquela do cuniculo (Fig. 13H, I), j4 a epiderme interna possui células
menores € com a parede periclinal externa reta, delgada e ndo ornamentada (Fig. 13J).
Ocorrem trés feixes vasculares colaterais em cada um dos lobos externos do ovério (Fig. 13F,

G) e dois feixes vasculares nas por¢des formadas pelo cuniculo (Fig. 13F, G).

4.3. Analises moleculares

Ao final da edi¢do das sequéncias, excluindo-se as regides com baixa resolugcdo das
extremidades, que apresentavam discordancias, aquelas do gene nuclear /TS apresentaram 791
pares de bases (pb) de comprimento, enquanto as da regido delimitada pelo gene clp-psb
foram constituidas por 805 pb e as de ndhJ-tabE por 486 pb. Para a regido plastidial clp-psb,
dados estavam disponiveis apenas para 17 das 19 sequéncias, uma vez que para duas amostras
(X3-SB e EI1-EQ) o eletroferograma apresentou sinal com muitas ambiguidades e as
sequéncias ndao puderam ser geradas e incluidas no alinhamento; apesar disso, foram
utilizados os dados dessas amostras para as demais regides analisadas, e as andlises no
RaxML e MrBayes foram geradas como dados faltantes para essas duas sequéncias. A matriz
molecular combinada apresentou 1291 pb para as sequéncias do cloroplasto e 2082 pb para as
sequéncias nuclear e plastidiais concatenadas.

As topologias encontradas para as arvores de reconstrucdo filogenética em méxima
verossimilhanga e por inferéncias bayesianas foram idénticas para os filogramas resultantes da
combinagdo das regides nuclear e plastidiais (ITS, clp-psb e ndhJ-tabE; Fig. 14A, B), para a
arvore gerada apenas a partir dos dados da regido nuclear (I7S; Fig. 15A, B) e para a
combinagdo apenas das regides plastidiais (clp-psb e ndhJ-tabE; Fig. 16A, B). Para os
filogramas gerados com os dados das regides nucleares e plastidiais combinados, Epidendrum
secundum e E. xanthinum estdo representados como clados monofiléticos, com alto suporte

(BS86/93, prob. 100%; Fig. 15A, B). No clado de E. secundum, Epidendrum sp. amostrado do
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Equador, que apresenta flores amarelas, aparece como grupo-irmao das demais espécies (Fig.
14A, B).

Para as reconstrucdes filogenéticas baseadas nas informagdes apenas do marcador
nuclear, a drvore em mdaxima verossimilhanca sugere também a formacdo de dois clados
monofiléticos para E. secundum e E. xanthinum (BS100/93; Fig. 15A); nas andlises
bayesianas, ndo sdo formados dois clados, embora sejam formados agrupamentos com
individuos de cada espécie (prob. 100%; Fig. 15B). Embora estes filogramas apresentem alto
suporte para a divisdo dos clados correspondentes as espécies estudadas, a resolucdo interna
de cada clado ndo estd tdo clara para os individuos amostrados, com valores de BS
particularmente baixos para a inferéncia pelo marcador ITS, representando uma grande
politomia para os individuos de E. xanthinum (Fig. 15A, B). Nas duas anélises, também ndo
foi possivel observar uma separagdo entre individuos de diferentes populagdes.

Ja com relacdo aos dados dos marcadores plastidiais combinados, para ambos os
filogramas gerados, ndo ha a divisdo de dois clados para as espécies de Epidendrum secundum
e E. xanthinum (Fig. 16A, B), ndo havendo apoio para o reconhecimentos destas como
espécies distintas, de acordo com o conceito filogenético de espécies. Contudo, para E.
xanthinum, hd um agrupamento monofilético, tanto nas andlises em maxima verossimilhanga
quanto bayesianas (BS96, prob. 99%; Fig. 16A, B), incluindo Epidendrum sp. amostrado do
Equador, cujas flores também sdo amarelas. Para E. secundum, ha um pequeno agrupamento
formado em ambas as reconstrugdes filogenéticas, compostos pelos individuos amostrados de

Santa Bérbara - MG e Santa Maria Madalena - RJ (BS54, prob. 100%; Fig. 16A, B).
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4.4. Figuras e tabelas

Figura 1. Morfologia floral de Epidendrum secundum Jacq. Es2-SB (A, C) e de Epidendrum xanthinum Lindl. Ex3-NF (B,
D). A,B) Visdes gerais das inflorescéncias. C, D) Detalhes das pecas florais. an: antera; co: coluna; di: disco do labelo; Ic:
lobo central; 11: lobo lateral; pt: pétala; sd: sépala dorsal; sl: sépala lateral. Barras de escalas: A, B=5mm; C, D= 1cm.
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Figura 2. Morfologia floral de Epidendrum xanthinum Lindl. Ex3-NF (A-D). A, B) Visdes gerais das flores e suas pegas, em
vistas frontal (A) e lateral (B). C, D) Visdes gerais dos labelos, nas faces adaxial (C) e abaxial (D), em microscopia eletronica
de varredura (MEV). an: antera; ca: calo do disco do labelo; cn: cuniculo; co: coluna; di: disco do labelo; Ic: lobo central; 11:
lobo lateral; pt: pétala; sd: sépala dorsal; sl: sépala lateral; ug: unguiculo. Barras de escalas: A, B=2mm; C, D= Imm.



Figura 3. Micromorfologia e anatomia da sépala dorsal de Epidendrum xanthinum Lindl. Ex2-NF (A, G, I), Ex1-SB (B, D,
F, L), Ex5-NF (E, K, O), Ex4-NF (N) e Ex3-NF (P); e de E. secundum Jacq. Es1-SB (C), Es2-SB (H, J), Es5-NF (M) e Es3-
NF (Q). A-E, G) Face adaxial da epiderme, nas regides apical (A, B), mediana (C, G) e basal (D, E), em microscopia
eletronica de varredura (MEV). F) Detalhe da epiderme, face adaxial, em sec¢do transversal (ST). H-K, M-O) Face abaxial
da epiderme, nas regides mediana (H-I, O), basal (J-K, N) e apical (M), em MEV. L) Detalhe da epiderme, face abaxial, em
ST. P, Q) Aspectos gerais em ST. ir: idioblasto com rafides; seta: estomato. Barras de escalas: A-E, G-K, M-O=20pum; F, L=
50pm, P=200pm; Q=100um.
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Figura 4. Micromorfologia e anatomia da sépala lateral de Epidendrum secundum Jacq. Es5-NF (A) e Es1-SB (K); e de E.
xanthinum Lindl. Ex4-NF (B), Ex1-SB (C, D, F, I), Ex3-NF (E, G, J) e Ex2-NF (H). A-C) Face adaxial da epiderme, nas
regides mediana (A, C) e apical (B), em microscopia eletronica de varredura (MEV). D) Detalhe da face adaxial da
epiderme, em sec¢do transversal (ST). E-H) Face abaxial da epiderme, nas regides mediana (E), apical (F) e basal (G-H), em
MEV. I) Detalhe da face abaxial da epiderme, em ST. J-K) Aspectos gerais em ST. fv: feixe vascular; ir: idioblasto com
rafides; seta: estdbmato. Barras de escalas: A, C, E-H=20um; B=10um; D, I=50um; J, K=200pum.
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Figura 5. Micromorfologia e anatomia da pétala de Epidendrum secundum Jacq. Es4-NF (A,G), Es1-SB (D), Es2-SB (F, L)
e Es3-NF (N); e de E. xanthinum Lindl. Ex1-SB (B, H), Ex5-NF (C, I) e Ex3-NF (E, J-K, M). A, C, D) Face adaxial da
epiderme, nas regides mediana (A) e apical (C, D), em microscopia eletronica de varredura (MEV). B) Detalhe da face
adaxial da epiderme, em secg¢ao transversal (ST). E-I, K, L) Face abaxial da epiderme, nas regides mediana (E, F, L), basal
(G-I) e apical (K), em MEV. J) Detalhe da face abaxial da epiderme, em ST. M, N) Aspectos gerais em ST. ir: idioblasto com
rafides; seta: estomato. Barras de escalas: A, C-1, K=20um; B, J=50pum; L=40pum; M, N=100pm.
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Figura 6. Micromorfologia e anatomia do labelo de Epidendrum secundum Jacq. Es1-SB (A, D) e Es3-NF (K); e de E.
xanthinum Lindl. Ex2-NF (B, C, I), Ex1-SB (E ,F, L), Ex4-NF (G, H) ¢ Ex3-NF (J). A, B, G) Face adaxial da epiderme
da regido mediana do lobo central, em microscopia eletronica de varredura (MEV). C, D) Face adaxial da epiderme da
regido mediana do lobo lateral, em MEV. E) Detalhe da face adaxial da epiderme do lobo lateral, em sec¢o transversal
(ST). F) Detalhe da face abaxial da epiderme do lobo central, em ST. H, I) Aspectos gerais da face adaxial das margens
dos lobos central (H) e lateral (I), em MEV. J-L) Aspectos gerais do lobo central do labelo, em ST. fv: feixe vascular; ir:
idioblasto com réfides; seta: estomato. Barras de escalas: A-D, G= 20um; E, F= 50um; H-K= 100um; L= 200um.
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Figura 7. Micromorfologia e anatomia do labelo de Epidendrum xanthinum Lindl. Ex1-SB (A, D, J), Ex5-NF (C), Ex2-NF
(E) e Ex3-NF (F); e de E. secundum Jacq. Es1-SB (B, G, I) e Es2-SB (H). A, B) Visdes gerais do lobo lateral do labelo, em
seccdo transversal (ST). C) Face adaxial da epiderme do disco do calo do labelo, em microscopia eletronica de varredura
(MEV). D) Detalhe da face adaxial da epiderme do disco do calo do labelo, em ST. E-G) Visdes gerais da regido basal do
sulco no calo do labelo, em MEV (E) e em ST (F, G). H) Face adaxial da epiderme do sulco do calo do labelo, em MEV. 1, J)
Detalhes da epiderme do calo e do sulco do calo do labelo, respectivamente, em ST. fv: feixe vascular; ir: idioblasto com

rafides. Barras de escalas: A, E-G=200um; B=100um; C= 10um; D, I, J=50um.
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A

Figura 8. Micromorfologia e anatomia do labelo de Epidendrum xanthinum Lindl. Ex4-NF (A, B, H), Ex2-NF (C), Ex5-NF
(D, G) e Ex1-SB (I); e de E. secundum Jacq. Es2-SB (E) e Es1-SB (F). A) Visdo geral da face abaxial do labelo e unguiculo,
em microscopia eletronica de varredura (MEV). B-E, G-H) Epiderme do unguiculo, nas regides mediana (B, H), basal (C,
D) e apical (E-G), em MEV. F, 1) Detalhes da epiderme do unguiculo, nas regides mediana (F) e apical (I), em sec¢des
transversais (ST). seta: estomato. Barras de escalas: A= lmm; B-E, G-H=20um; F, [=50pum.



Figura 9. Micromorfologia e anatomia do ginostémio de Epidendrum xanthinum Lindl. Ex2-NF (A), Ex3-NF (B, H), Ex5-
NF (C) e Ex1-SB (D-F, J); e de E. secundum Jacq. Es1-SB (G) e Es3-NF (I). A-D) Face adaxial da epiderme da coluna, nas
regides mediana (A), basal (B, C) e apical (D), em microscopia eletronica de varredura (MEV). E-F) Detalhes da face
adaxial da epiderme da coluna, nas regides apical/mediana (E) e basal (F), em sec¢des transversais (ST). G-J) Aspectos
gerais da cavidade estigmatica, em ST. fv: feixe vascular. Barras de escalas: A-D=20um; E, F=50um; G-J=200pum.
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Figura 10. Micromorfologia e anatomia do ginostémio de Epidendrum secundum Jacq. Es1-SB (A, D, I), Es4-NF (F) e Es3-
NF (J); ede E. xanthinum Lindl. Ex1-SB (B, C, E, G) e Ex3-NF (H). A-C) Detalhes da epiderme da cavidade estigmatica, na
transi¢do entre as porgdes superior e inferior (A), na porgao superior (B) e inferior (C), em sec¢des transversais (ST) . D-F)
Detalhes da epiderme da antera, em microscopia eletronica de varredura (MEV) (D, F) e em ST (E). G-J) Aspectos gerais da
regido apical do ginostémio, em ST. fv: feixe vascular; pl: polinias; seta: estomato; vs: viscidio. Barras de escalas: A-C, E=
50pm; D=20pum; F=10pm; G-J=200um.
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Figura 11. Anatomia do ginostémio de Epidendrum secundum Jacq. Es1-SB (A) e Es3-NF (B); e de E. xanthinum Lindl.
Ex1-SB (C) e Ex3-NF (D, E). A-D) Aspectos gerais da regido mediana do ginostémio, em secg¢des transversais (ST). E)
Aspecto geral, em sec¢@o longitudinal (SL), da regido mediana do ginostémio. an: antera; ca: calo do labelo; fv: feixe
vascular; Ic: lobo central do labelo; pl: polinias; vs: viscidio. Barras de escalas: A-E=200um.
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25 A

Figura 12. Anatomia do ginostémio de Epidendrum xanthinum Lindl. Ex1-SB (A, G) e Ex3-NF (D); e
Es3-NF (B) e Es1-SB (C, E, F). A-D) Aspectos gerais da regido basal do ginostémio, em secg¢des transversais (ST). E)
Detalhe da epiderme da cavidade superior do ginostémio, em ST. F) Detalhe da epiderme do nectario, em ST. G) Detalhe da
epiderme externa do ginostémio, em ST. ne: nectario; seta: estomato. Barras de escalas: A-D=200um; E-G=50um.

de E. secundum Jacq.



ota:
baRes
2

gL

NF (C, H) e Ex1-SB (D, G, J); e de E. secundum Jacq. Es1-SB (E, F) e Es4-NF (I). A, B) Epiderme da regido mediana
do cuniculo, faces adaxial e abaxial, respectivamente, em microscopia eletronica de varredura (MEV). C) Detalhe da
face adaxial da epiderme do cuniculo, em secgdo transversal (ST). D, E) Visdes gerais do cuniculo, regides apical (D) e
mediana (E), em ST. F, G) Visdes gerais do ovario, em ST. H, I) Detalhes da epiderme externa do ovario, em ST e MEV,
respectivamente. J) Detalhe da epiderme interna do ovario, em ST. cn: cuniculo; ne: nectario; ov: ovario; sd: sépala
dorsal; seta: estdmato; sl: sépala lateral. Barras de escalas: A, B, I=20um; C, H= 50um; D-G= 200pm; J= 100pm.
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Figura 14. Filogramas de maxima verossimilhanca (A) e inferéncias bayesianas (B), baseadas em dados combinados dos
marcadores nuclear e plastidiais (/7S, clp-psb e ndhJ-tabE), de individuos de Epidendrum secundum Jacq. e E. xanthinum
Lindl., incluindo Epidendrum sp. e E. orchidiflorum Salzm. Ex Lindl. como grupo externo. Os filogramas gerados foram
baseados nas arvores de melhor topologia encontradas; os valores de bootstrap (A) e de probabilidade em porcentagem (B)
sdo indicados nos nos e ramos. EQ — Equador; NF — Nova Friburgo; OUT — grupo externo; SAI — Santo Antonio do [també;

SB—Santa Barbara; SMM — Santa Maria Madalena.
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Figura 15. Filogramas de maxima verossimilhanca (A) e inferéncias bayesianas (B), baseadas em dados do marcador
molecular nuclear I7S, de individuos de Epidendrum secundum Jacq. e E. xanthinum Lindl., incluindo Epidendrum sp. e E.
orchidiflorum Salzm. Ex Lindl. como grupo externo. Os filogramas gerados foram baseados nas arvores de melhor
topologia encontradas; os valores de bootstrap (A) e de probabilidade em porcentagem (B) sdo indicados nos nos e ramos.
EQ — Equador; NF — Nova Friburgo; OUT — grupo externo; SAI — Santo Antonio do Itambé; SB — Santa Barbara; SMM —

Santa Maria Madalena.
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Figura 16. Filogramas de maxima verossimilhanga (A) e inferéncias bayesianas (B). baseadas em dados combinados dos
marcadores moleculares plastidiais clp-psb e ndhJ-tabE, de individuos de Epidendrum secundum Jacq. e E. xanthinum
Lindl., incluindo Epidendrum sp. e E. orchidiflorum Salzm. Ex Lindl. como grupo externo. Os filogramas gerados foram
baseados nas arvores de melhor topologia encontradas; os valores de bootstrap (A) e de probabilidade em porcentagem (B)
sdo indicados nos nés e ramos. EQ — Equador; NF — Nova Friburgo; OUT — grupo externo; SAI — Santo Antonio do Itambé;

SB —Santa Barbara; SMM — Santa Maria Madalena.
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Tabela 3: Caracteres micromorfoldgicos e anatdmicos da sépala dorsal de amostras de Epidendrum secundum e E. xanthinum, de populacdes de Santa
Béarbara (MG) e Nova Friburgo (RJ).

Epidendrum xanthinum

Epidendrum secundum

Numero da amostra Ex1 Ex2, Ex3, Ex4, Ex5 Esl1,Es2 Es3, Es4, Es5
Localidades Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ) Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ)
Ornamentacio na parede periclinal lisa . m Exd . estriadflEsz 4 . hsa}fss Esd
inconspicua inconspicua inconspicua
3 Ornamentacdo na parede anticlinal ausente presente presente a%izsrftrégis
<% Formato em vista frontal irregular irregular irregular irregular
Formato em secgéo transversal convexo convexo convexo convexo
Presenca de estomatos presente presente presente presente
3 Té Ornamentacdo na parede periclinal estriada estriada estriada inczztsrll)?g?am
E § o Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente presente presente
Tg % ﬁ Formato em vista frontal irregular irregular irregular irregular
R % Formato em secgéo transversal convexo convexo convexo convexo
- Presenca de estomatos presente presente ausente ausente
Ornamentacdo na parede periclinal inconspicua estriada estriada estriada
Ornamentacao na parede anticlinal presente presente presente presente
a% Formato em vista frontal irregular i}rlf;;uglzrrlg‘l“ hexagonal irregular
Formato em secgéo transversal convexo convexo convexo convexo
Presenca de estomatos ausente ausente ausente ausente
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Epidendrum xanthinum

Epidendrum secundum

Numero da amostra Ex1 Ex2, Ex3, Ex4, Ex5 Es1,Es2 Es3, Es4, Es5
Localidades Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ) Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ)
Ornamentacdo na parede periclinal inconspicua inconspicua inconspicua inconspicua
Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente presente presente
(] .
Q . . irregular . .
2 Formato em vista frontal irregular . Ex2, Bx3 irregular irregular
< longit. alongado
Formato em secc¢do transversal convexo convexo convexo convexo
Presenca de estdmatos presente presente presente presente
Ornamentacio na parede periclinal inconspicua inconspicua inconspicua inconspicua
—_
-3 Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente presente presente
< .
S < ) . . irregular . .
2 < 5 Formato em vista frontal irregular . g Ex2. Ex3 irregular irregular
5 2 = longit. alongado
A ~
= _q;) Formato em secc¢do transversal convexo convexo convexo convexo
‘C_‘s . —
o, a n presente presente
Q 3] Presenca de estomatos resente Exs resente E
2 ¢ P ausente P ausente™
Ornamentacdo na parede periclinal inconspicua inconspicua inconspicua inconspicua
Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente presente presente
Q . . longit. alongado . .
2 Formato em vista frontal longit. alongado & é%s longit. alongado longit. alongado
A irregular
Formato em seccdo transversal convexo convexo convexo convexo
A ausente
Presenca de estdmatos presente Exd ausente ausente
presente
lisa lisa lisa lisa
Margem da peca . . . . . . . .
epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo
Mesofilo Numero de feixes vasculares 7 7 7 6

Obs.: Em negrito, destaque para caracteres que podem ser utilizados na distin¢ao entre as espécies; sublinhado, destaque para aqueles que podem distinguir
individuos da mesma espécie, pertencentes a populacdes disjuntas; sobrescrito, identificagdo dos individuos para os quais os caracteres foram varidveis.
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Tabela 4: Caracteres micromorfoldgicos e anatdmicos da sépala lateral de amostras de Epidendrum secundum e E. xanthinum, de populacdes de Santa
Béarbara (MG) e Nova Friburgo (RJ).

Epidendrum xanthinum

Epidendrum secundum

Numero da amostra Ex1 Ex2, Ex3, Ex4, Ex5 Esl1,Es2 Es3, Es4, Es5
Localidades Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ) Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ)
inconspicua .
- . . . ]IE)X4 estriada’ . ,
Ornamentacio na parede periclinal estriada lisa . o Es2 inconspicua
. 1 ExS inconspicua
estriada
o ~ . presente ausente
53] Ornamentacdo na parede anticlinal presente Exd ausente Esd
= ausente presente
< . . . . .
Formato em vista frontal irregular irregular irregular irregular
Formato em secc¢do transversal convexo convexo convexo convexo
Presenca de estdmatos presente presente presente presente
—
= -
— = - . . . . . estriada
s % Ornamentacdo na parede periclinal estriada estriada estriada . - Es4
8 = inconspicua
< < ..
»c—; g ° Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente presente presente
.
= (0] . . . .
2 .°§ S Formato em vista frontal hexagonal irregular irregular irregular
\Q o=
« Ra) Formato em secgéo transversal convexo convexo convexo convexo
Presenca de estdmatos presente ausente ausente ausente
~ - . estriada . estriada
Ornamentacdo na parede periclinal estriada . . Exd estriada . . Es4
inconspicua inconspicua
o Ornamentacao na parede anticlinal presente presente presente presente
2]
a Formato em vista frontal irregular irregular irregular irregular
Formato em secgéo transversal convexo convexo convexo convex
Presenca de estdmatos ausente ausente ausente ausente
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Epidendrum xanthinum

Epidendrum secundum

u X x2, Ex3, Ex4, Ex , , ,
Numero da amostra Ex1 Ex2, Ex3, Ex4, Ex5 Esl,Es2 Es3, Es4, Es5
Localidades Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ) Santa Barbara (MQG) Nova Friburgo (RJ)
~ - . . . inconspicua . .
Ornamentacio na parede periclinal lisa inconspicua lisa®™! inconspicua
~ . resente resente
Ornamentacdo na parede anticlinal ausente P Ex2 P Esl presente
ot ausente ausente
% Formato em vista frontal irregular irregular irregular irregular
Formato em secc¢do transversal convexo convexo convexo convexo
. resente
Presenca de estdmatos presente P Ex2 presente presente
ausente
= rnamenta¢do na parede periclina inconspicua inconspicua inconspicua inconspicua
= O t d linal
=
E _‘.:S Ornamentacio na parede anticlinal presente presente presente presente
o) ) . . . . .
= g b Formato em vista frontal irregular irregular irregular irregular
= = S
ks < Formato em secc¢do transversal convexo convexo Convexo convexo
3 o Presenca de estdmatos resente ausente resente presente
« ¢ P presente™* P ausente™
Ornamentacdo na parede periclinal inconspicua inconspicua inconspicua inconspicua
Ornamentacao na parede anticlinal presente presente presente presente
0 . . longit. alongado . .
A Formato em vista frontal longit. alongado ) g Eng Exd longit. alongado longit. alongado
< 5
m irregular
Formato em secgdo transversal convexo convexo convexo convexo
A ausente
Presenca de estdmatos presente Ex4 presente ausente
presente
Mareem da peca lisa lisa lisa lisa
g pes epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo
Mesofilo Niumero de feixes vasculares 10 8 10 8

Obs.: Em sublinhado, destaque para caracteres que podem ser utilizados para distinguir individuos da mesma espécie, pertencentes a populacdes disjuntas;

sobrescrito, identificagdo dos individuos para os quais os caracteres foram variaveis.
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Tabela 5: Caracteres micromorfolégicos e anatdmicos da pétala de amostras de Epidendrum secundum e E. xanthinum, de populacdes de Santa Barbara (MG)

e Nova Friburgo (RJ).
Epidendrum xanthinum Epidendrum secundum
Numero da amostra Ex1 Ex2, Ex3, Ex4, Ex5 Esl1,Es2 Es3, Es4, Es5

Localidades Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ) Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ)

Ornamentacdo na parede periclinal estriada estriada Estriada estriada

Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente Presente presente

.g Formato em vista frontal irregular irregular Irregular irregular

< Formato em secgéo transversal convexo convexo Convexo convexo

Presenca de estdmatos presente presente aIl),l rsees;ir;%eﬂ presente

é Ornamentacdo na parede periclinal estriada estriada Estriada estriada

= 'c‘c: Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente Presente presente

ﬁ; % éﬂ Formato em vista frontal irregular irregular Irregular irregular

.'a Formato em secgéo transversal convexo convexo Convexo convexo

- Presenca de estdmatos ausente ausente Ausente ausente

Ornamentacdo na parede periclinal estriada estriada Estriada estriada

Ornamentacao na parede anticlinal presente presente Presente presente

:% Formato em vista frontal irregular irregular Irregular irregular

Formato em seccdo transversal convexo convexo Convexo convexo

Presenca de estdmatos ausente ausente Ausente ausente
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Epidendrum xanthinum

Epidendrum secundum

Numero da amostra Ex1 Ex2, Ex3, Ex4, Ex5 Es1,Es2 Es3, Es4, Es5
Localidades Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ) Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ)
Ornamentacdo na parede periclinal estriada estriada Estriada estriada
Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente Presente presente
Q . . . irregular .
.S Formato em vista frontal irregular irregular g Esl irregular
<% hexagonal
Formato em secc¢do transversal convexo convexo Convexo convexo
resente
Presenca de estdmatos resente resente P Es2 resente
¢ P P ausente P
~ . . estriada estriada estriada
— Ornamentacdo na parede periclinal estriada . . Exd . Es2 . . Es4
.3 inconspicua lisa inconspicua
o] ~ .. resente
< ° Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente P Es2 presente
s 2 ausente
cs . . . .
= g = Formato em vista frontal irregular irregular Irregular irregular
\O
.= ~
R 3, Formato em secc¢do transversal convexo convexo convexo Convexo
m
Presenca de estdmatos ausente ausente Ausente ausente
~ - . estriada estriada estriada
Ornamentacdo na parede periclinal estriada . . _Ex4,Bx5 . . Esl . . Esd
inconspicua inconspicua inconspicua
Ornamentacao na parede anticlinal presente presente Presente presente
()
Q .
2] F . irregular . .
ormato em vista frontal long. alongado . longit. Alongado irregular
= g & longit. alongado™° £ &
Formato em secc¢do transversal convexo convexo Convexo convexo
Presenca de estdmatos ausente ausente Ausente ausente
lisa lisa lisa lisa
Margem da peca . . . . . . . .
epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo
Mesofilo Numero de feixes vasculares 7 7 7 5

Obs.: Em sublinhado, destaque para caracteres que podem ser utilizados para distinguir individuos da mesma espécie, pertencentes a populacdes disjuntas;
sobrescrito, identificagdo dos individuos para os quais os caracteres foram variaveis.
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Tabela 6: Caracteres micromorfolégicos e anatdmicos do labelo e ginostémio de amostras de Epidendrum secundum e E. xanthinum, de populagcdes de Santa
Béarbara (MG) e Nova Friburgo (RJ).

Epidendrum xanthinum

Epidendrum secundum

Numero da amostra Ex1 Ex2, Ex3, Ex4, Ex5 Es1,Es2 Es3, Es4, Es5
Localidades Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ) Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ)
Ornamentacdo na parede periclinal estriada estriada estriada estriada
Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente presente presente
= Formato em vista frontal irregular irregular irregular irregular
§ Formato em seccao transversal papiloso papiloso papiloso papiloso
_ o R ausente
E S Presenca de estomatos ausente Ex4 ausente ausente
o 3 presente
2 S lisa lisa lisa lisa
o) o Margem do lobo central . . . . . . . .
< = epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo
S
- 3 Numero de feixes vasculares 9 7 9 10
a - . . . . .
/M Ornamentacdo na parede periclinal estriada estriada estriada estriada
Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente presente presente
'S Formato em vista frontal irregular irregular irregular irregular
Q
= Formato em secc¢do transversal convexo-papiloso convexo-papiloso convexo-papiloso convexo-papiloso
o
s Presenca de estomatos ausente ausente ausente ausente
— lisa lisa lisa lisa
Margem do lobo lateral . . . . . . . .
epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo
Nuimero de feixes vasculares 5 5 6 6
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Epidendrum xanthinum Epidendrum secundum
Numero da amostra Ex1 Ex2, Ex3, Ex4, Ex5 Es1,Es2 Es3, Es4, Es5
Localidades Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ) Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ)
° Ornamentacdo na parede periclinal estriada estriada estriada estriada
S Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente presente presente
- '§ Formato em vista frontal irregular irregular irregular irregular
'5 g Formato em sec¢éo transversal convexo convexo convexo convexo
TO_, § Presenca de estomatos ausente ausente ausente ausente
§ % ° Ornamentacio na parede periclinal estriada estriada estriada estriada
.—U% § Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente presente presente
'g Formato em vista frontal longit. alongado longit. alongado longit. alongado longit. alongado
é Formato em seccdo transversal convexo convexo convexo convexo

Presenca de estomatos ausente ausente ausente ausente
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Epidendrum xanthinum

Epidendrum secundum

Numero da amostra Ex1 Ex2, Ex3, Ex4, Ex5 Es1,Es2 Es3, Es4, Es5
Localidades Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ) Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ)
Ornamentacdo na parede periclinal estriada estriada estriada estriada
Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente presente presente
Q . . . . .
é Formato em vista frontal longit. alongado longit. alongado longit. alongado longit. alongado
< Formato em seccdo transversal convexo convexo convexo convexo
o ausente
Presenca de estomatos ausente presente™ ausente ausente
Numero de feixes vasculares 7 7 7 7
Ornamentacdo na parede periclinal estriada estriada estriada estriada
g Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente presente presente
o) . . . . .
o _§ % 'é Formato em vista frontal longit. alongado longit. alongado longit. alongado longit. alongado
] =
< g 5 Formato em secgéo transversal convexo convexo convexo convexo
- 5 =
o ausente
=T Presenca de estomatos ausente Exd ausente ausente
Lrof presente
Numero de feixes vasculares 7 7 7 7
~ . . estriada . .
Ornamentacdo na parede periclinal estriada . . Ex2 estriada estriada
inconspicua
Ornamentacao na parede anticlinal presente presente presente presente
(]
Z . . longit. alongado . .
»  Formato em vista frontal irregular 8 E%s irregular irregular
irregular
Formato em seccio transversal convexo convexo papiloso papiloso
Presenca de estomatos ausente ausente ausente ausente
Numero de feixes vasculares 9 7 9 7
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Epidendrum xanthinum

Epidendrum secundum

Numero da amostra Ex1 Ex2, Ex3, Ex4, Ex5 Es1,Es2 Es3, Es4, Es5
Localidades Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ) Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ)
Ornamentacdo na parede periclinal estriada estriada estriada estriada
—~
o = ~ .
= £ Ornamentagio na parede anticlinal presente presente presente presente
5 g€
= QO O . . . . .
A <& o Formato em vista frontal irregular irregular irregular irregular
=
) © Formato em secgio transversal convexo convexo convexo convexo
<
Presenca de estomatos presente presente presente presente
Ornamentacio na parede periclinal estriada estriada estriada estriada
~ - Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente presente presente
.- = . . . . .
% %‘ Formato em vista frontal irregular irregular irregular irregular
o < o ~
) S o Formato em seccio transversal convexo convexo convexo convexo
G £ 2
| 5 —  Presenca de estomatos ausente ausente ausente ausente
) . . . .
‘a lisa lisa lisa lisa
ko) Margem do lobo central . . . . . . . .
epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo
Ornamentacdo na parede periclinal estriada estriada estriada estriada
P Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente presente presente
S  Formato em vista frontal irregular irregular irregular irregular
g Formato em seccdo transversal convexo convexo convexo convexo
-
S Presencga de estomatos ausente ausente ausente ausente
lisa lisa lisa lisa
Margem do lobo lateral . . . . . . . .
epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo epiderme+mesofilo
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Epidendrum xanthinum

Epidendrum secundum

Numero da amostra Ex1 Ex2, Ex3, Ex4, Ex5 Es1,Es2 Es3, Es4, Es5
Localidades Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ) Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ)
s Ornamentacdo na parede periclinal estriada estriada estriada estriada
'\‘é Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente presente presente
20 Formato em vista frontal irregular irregular irregular irregular
_g Formato em seccio transversal convexo-papiloso convexo-papiloso convexo convexo
_-g Presenca de estomatos ausente ausente ausente ausente
L e — 2 s s s
Ornamentacdo na parede periclinal estriada estriada estriada estriada
o ~ Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente presente presente
(E) éé 8 Formato em vista frontal irregular irregular irregular irregular
é g é’* Formato em seccao transversal convexo-papiloso convexo-papiloso convexo convexo
6] = Presenca de estomatos ausente ausente ausente ausente
Ornamentacdo na parede periclinal estriada estriada estriada estriada
Ornamentacao na parede anticlinal presente presente presente presente
o Formato em vista frontal longit. alongado longit. alongado longit. alongado longit. alongado
ﬁ Formato em secgo transversal convexo convexo convexo convexo
Presenca de estomatos ausente ausente ausente ausente
Numero de feixes vasculares 14245 14143 14147 14143

(dorsais+laterais+ventrais)
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Epidendrum xanthinum

Epidendrum secundum

Numero da amostra Ex1 Ex2, Ex3, Ex4, Ex5 Es1,Es2 Es3, Es4, Es5
Localidades Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ) Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ)
~ - . inconspicua . .
Ornamentacdo na parede periclinal estriada stria tEE"S estriada estriada
Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente presente presente
% Formato em vista frontal longit. alongado longit. alongado longit. alongado longit. alongado
/M Formato em secc¢do transversal reto reto reto reto
Presenca de estomatos ausente ausente ausente ausente
o = . .
g S Numero de feixes vasculares
= % . . X 2+4+3 2+1+43 2+4+3 24143
Q 5 (dorsais+laterais+ventrais)
€ <
= 3 Ornamentacdo na parede periclinal estriada estriada estriada estriada
R 9
© ~ Ornamentacdo na parede anticlinal presente presente presente presente
< Formato em vista frontal irregular irregular irregular irregular
S
5 Formato em secc¢do transversal papiloso papiloso papiloso papiloso
B Presenca de estomatos resente resente resente presente
¢ P p p ausente”™
Niimero de feixes vasculares 1 ! 1

(conectivo)

Obs.: Em negrito, destaque para caracteres que podem ser utilizados na distin¢do entre as espécies; sublinhado, destaque para aqueles que podem distinguir
individuos da mesma espécie, pertencentes a populagdes disjuntas; sobrescrito, identificacdo dos individuos para os quais os caracteres foram varidveis.
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Tabela 7: Caracteres micromorfolégicos e anatdmicos do cuniculo e ovario de amostras de Epidendrum secundum e E. xanthinum, de populacdes de Santa
Béarbara (MG) e Nova Friburgo (RJ).

Epidendrum xanthinum

Epidendrum secundum

Numero da amostra Ex1 Ex2, Ex3, Ex4, Ex5 Es1,Es2 Es3, Es4, Es5
Localidades Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ) Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ)
Ornamentacdo na parede periclinal lisa/inconspicua lisa/inconspicua lisa/inconspicua lisa/inconspicua
o Ornamentacdo na parede anticlinal inconspicua inconspicua inconspicua inconspicua
a Formato em vista frontal longit. alongado longit. alongado longit. alongado longit. alongado
< Formato em secc¢do transversal reto/convexo reto/convexo reto/convexo reto/convexo
Presenca de estdmatos presente presente presente presente
o = Ornamentacdo na parede periclinal lisa/inconspicua lisa/inconspicua lisa/inconspicua lisa/inconspicua
\g ;:ié . Ornamentacdo na parede anticlinal inconspicua inconspicua inconspicua inconspicua
E g g Formato em vista frontal longit. alongado longit. alongado longit. alongado longit. alongado
§ g Formato em sec¢@o transversal reto/convexo reto/convexo reto/convexo reto/convexo
5 5’* Presenca de estématos ausente ausente presente ausente
Ornamentacdo na parede periclinal lisa/inconspicua lisa/inconspicua lisa/inconspicua lisa/inconspicua
Ornamentacao na parede anticlinal inconspicua inconspicua inconspicua inconspicua
% Formato em vista frontal longit. alongado longit. alongado longit. alongado longit. alongado
a Formato em secgdo transversal reto/convexo reto/convexo reto/convexo reto/convexo
Presenca de estdmatos ausente presente presente presentEeSS

ausente
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Epidendrum xanthinum

Epidendrum secundum

Sample number Ex1 Ex2, Ex3, Ex4, Ex5 Es1,Es2 Es3, Es4, Es5
Localities Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ) Santa Barbara (MG) Nova Friburgo (RJ)
Ornamentacdo na parede periclinal lisa/inconspicua lisa/inconspicua lisa/inconspicua lisa/inconspicua
Ornamentacdo na parede anticlinal inconspicua inconspicua inconspicua inconspicua
.g Formato em vista frontal longit. alongado longit. alongado longit. alongado longit. alongado
< Formato em secc¢do transversal reto/convexo reto/convexo reto/convexo reto/convexo
Presenca de estomatos presente presente aIl),l rsfft‘;?sz presente
2 Ornamentacio na parede periclinal lisa/inconspicua lisa/inconspicua lisa/inconspicua lisa/inconspicua
\g é o Ornamentacdo na parede anticlinal inconspicua inconspicua inconspicua inconspicua
lé) "c.c: g Formato em vista frontal longit. alongado longit. alongado longit. alongado longit. alongado
g g Formato em secc¢do transversal reto/convexo reto/convexo reto/convexo reto/convexo
3 Presenca de estomatos ausente ausente ausente ausente
Ornamentacdo na parede periclinal lisa/inconspicua lisa/inconspicua lisa/inconspicua lisa/inconspicua
Ornamentacdo na parede anticlinal inconspicua inconspicua inconspicua inconspicua
% Formato em vista frontal longit. alongado longit. alongado longit. alongado longit. alongado
a Formato em seccdo transversal reto/convexo reto/convexo reto/convexo reto/convexo
Presenca de estdmatos presente ausent%,d presente ausente
presente
Mesofilo Numero de feixes vasculares 342 342 342 342

(lobos externos+lobos internos)

Obs.: Em sublinhado, destaque para caracteres que podem ser utilizados para distinguir individuos da mesma espécie, pertencentes

sobrescrito, identificagdo dos individuos para os quais os caracteres foram varidveis.

a populacdes disjuntas;
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5. DISCUSSAO

Os caracteres morfoldgicos florais sdo amplamente utilizados por taxonomistas para a
classificac@o de géneros e espécies em Orchidaceae (Pinheiro et al., 2009), uma vez que as flores
sdo as partes mais conspicuas e ricas em informacdo para esse grupo. Em géneros como
Epidendrum, que apresenta grande representatividade em ndmero de espécies e cuja variacio
morfoldgica floral tem sido extensivamente reconhecida e discutida (Garay & Sweet, 1974;
Pabst & Dungs, 1975; Brieger, 1976-1977; Dressler, 1989; Sastre, 1990a, b; Pinheiro &
Cozzollino, 2013), trabalhos que investiguem caracteres micromorfoldgicos e anatdmicos florais
sdo ainda mais importantes, pois podem contribuir substancialmente para a elucidagdo de
problemas de delimitacio taxondmica.

Embora Epidendrum secundum e E. xanthinum apresentem extensa variacdo de
caracteres morfoldgicos, at€é mesmo entre individuos de uma mesma populacdo, principalmente
relacionadas ao tamanho e forma do labelo (Pinheiro & Barros, 2007b; Pinheiro et al., 2009), o
presente estudo constatou que a maioria das caracteristicas micromorfoldgicas e anatOmicas
florais levantadas € compartilhada pelos individuos amostrados, de populacdes de Minas Gerais
e Rio de Janeiro. Essa uniformidade nos caracteres levantados poderia ser esperada para
individuos de populagdes de localidades disjuntas, mas pertencentes a uma mesma espécie; nesse
caso, a homogeneidade encontrada poderia estar relacionada a proximidade filogenética entre os
individuos, e o baixo nimero de diferengas nas caracteristicas epidérmicas analisadas, mesmo
entre individuos de populacdes afastadas, poderia ser explicado pela menor influéncia das
condi¢des ambientais nesses habitats que pudesse levar a diferenciagdo das mesmas (ver
Barthlott, 1981).

Entretanto, esta condi¢cdo de uniformidade também € observada mesmo em relacdo a

individuos pertencentes ao que se consideram espécies distintas (Epidendrum secundum e E.

xanthinum). Vale destacar que das 216 caracteristicas micromorfolégicas e anatomicas florais
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avaliadas no presente trabalho (Tabelas 3 a 7), 162 sdao uniformes entre as espécies e populagdes
e apenas 54 delas sdo varidveis: dentre esses 54 caracteres que variam, apenas 18 deles poderiam
ser utilizados para a distingdo entre individuos de diferentes populagdes mas pertencentes a
mesma espécie, tanto para E. secundum quanto para E. xanthinum (por isso, optou-se por
salientar a identificacdo das amostras nos resultados), enquanto que somente 5 poderiam ser
utilizados para distinguir individuos em nivel especifico.

Dentre esses ultimos, a grande maioria dos caracteres reportados nao permite a distin¢ao
entre individuos de uma mesma espécie, amostrados em localidades diferentes, nem a separagcao
dos individuos analisados em espécies distintas, uma vez que os estados de carater variam de
forma irregular, sem apresentar um padrdo para as populagcdes ou espécies. Desse modo, a tinica
caracteristica morfologica que permanece claramente distinta entre as espécies estudadas € a cor
das flores, caracteristica esta que foi utilizada por muitos autores para distinguir as espécies até
entdo reconhecidas (Pabst & Dungs, 1975; Brieger, 1976-1977; Sastre, 1990a, b).

A concepcdo de que a diversidade fenotipica floral pode estar ligada a uma
especializacdo para diferentes grupos de polinizadores, através de sindromes de polinizagdo, tem
sido um modelo conceitual importante na compreensdo da interagdo entre plantas e
polinizadores, bem como para o entendimento da evolucao das caracteristicas florais para muitas
espécies (Vogel, 1954; Faegri & van der Pijl, 1966; van der Pijl & Dodson, 1966; Stebbins, 1970;
Johnson & Steiner, 2000; Fenster et al., 2004); segundo esta hipétese, a evolucgdo floral poderia
resultar da selecdo sobre as caracteristicas florais pelos polinizadores mais frequentes ou
eficientes (Stebbins, 1970). Atualmente, este modelo € uma das propostas para explicar a grande
riqueza de espécies em Orchidaceae, cuja especializa¢do do polinizador € considerada a mais alta
dentre as plantas com flores (van der Pijl & Dodson, 1966; Tremblay, 1992; Ibisch et al., 1996).

Para os espécimes aqui estudados, de ambas as espécies e de todas as localidades

amostradas, foi observada a ornamentacdo das paredes periclinais externas das células
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epidérmicas, acompanhada da ornamentacdo da cuticula para as pecas florais, que pode
desempenhar um papel importante na atragdo de polinizadores. Na face adaxial das partes florais,
que na inflorescéncia estd completamente voltada para a parte mais externa no ambiente, a
ornamentacdo das paredes periclinais e anticlinais das células da epiderme é normalmente
estriada para a maioria dos individuos analisados, sendo ainda mais conspicua e ornamentada no
calo do disco do labelo; na face abaxial, por outro lado, a ornamentagdo é frequentemente
inconspicua. A superficie epidérmica nas plantas € a drea de contato primario para a aproximagao
de um inseto, seja para a procura de alimento, seja como local para a deposicdo de ovos ou
abrigo contra predadores, parasitas ou condi¢oes abidticas desfavoraveis (Miiller, 2006).

Assim, a ornamentacdo das paredes periclinais externas das células da epiderme e,
consequentemente, da cuticula na superficie adaxial das pecas florais aqui estudadas, esta
provavelmente associada com a polinizacdo, fornecendo atragdo visual aos polinizadores pela
incidéncia de luz solar, ja que as visitas ocorrem principalmente quando luz direta do sol incide
sobre as inflorescéncias, como foi reportado previamente para E. secundum (Pansarin & Amaral,
2008). Na superficie abaxial, que provavelmente ndo esta ligada a atracdo de polinizadores
devido a posicdo das flores na inflorescéncia, a ornamentacdo das paredes periclinais externas
das células € normalmente ausente ou inconspicua, o que pode representar um custo energético
menor para as plantas, em relacdo ao aparato de cobertura ornamentada observada na superficie
adaxial.

Nos espécimes aqui analisados, para ambas as espécies e localidades amostradas, a
anatomia do ovdrio revelou a existéncia de uma cavidade abaixo deste, que o percorre
paralelamente por aproximadamente 2/3 de seu comprimento, denominada cuniculo. Essa
cavidade, formada pela juncio da por¢do ventral do labelo, o unguiculo, que se encontra unido a
coluna, é revestida por pequenas células papilosas e é aqui interpretada como nectdrio, uma vez

que apresenta estrutura semelhante ao nectario do cuniculo j4 relatado para outras espécies de



69

Epidendrum, como E. densiflorum Barb.Rodr., E. fulgens Brogn. e E. secundum (Pansarin, 2003;
Moreira et al., 2008; Pansarin & Amaral, 2008; Fuhro et al., 2010).

De acordo com van der Pijl e Dodson (1966), o labelo das flores de orquideas ndo esta
apenas relacionado as funcdes como suporte ao pouso de polinizadores ou a exposi¢ao e atragao
para as flores, mas também pode ter fun¢do como um guia para o centro da flor. Nesse sentido,
tanto para Epidendrum secundum quanto para E. xanthinum aqui estudados, no disco do labelo,
especialmente na por¢do do calo, a densa ornamentacdo estriada nas paredes periclinais externas
da célula epidérmicas, que € escamiforme, pode corroborar sua fungdo para a atracdo de
polinizador, considerando sua localiza¢do no labelo, proxima a entrada do calo para o cuniculo,
que aqui € interpretado como a regido produtora de néctar. Ainda, o arranjo das células e a
ornamentacao da cuticula na entrada do calo para o cuniculo, alongada longitudinalmente para
ambos os caracteres por toda sua extensdo, pode atuar como um guia mecinico para O
posicionamento do polinizador na flor, facilitando tanto o evento de polinizacao quanto o alcance
da recompensa no cuniculo.

Estudos reportam borboletas e mariposas como polinizadores para diferentes espécies de
Epidendrum L. (p.e. van der Pijl & Dodson, 1966; van der Cingel, 2001). Os estudos realizados
para espécies brasileiras do género apontam borboletas como polinizadoras de E. denticulatum
Barb.Rodr. (Almeida & Figueiredo, 2003), E. fulgens Brogn. (Pansarin & Amaral, 2008; Fuhro
et al., 2010) e E. secundum Jacq. (Pansarin & Amaral, 2008), enquanto que tanto borboletas
quanto mariposas diurnas foram registradas como polinizadoras para E. densiflorum Lindl.
(Pansarin, 2003). Assim, a uniformidade dos dados micromorfolégicos e anatdmicos aqui
obtidos para E. secundum e E. xanthinum, e principalmente para o nectario do cuniculo de E.
xanthinum, que apresenta estrutura muito semelhante a de E. densiflorum (Pansarin, 2003), E.

fulgens (Moreira et al., 2008) e E. secundum (Pansarin & Amaral, 2008), corroboram a indicacao
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de que a polinizacdo para a espécie seja realizada por lepiddpteros (van der Pijl & Dodson, 1966;
van der Cingel, 2001).

O aroma das flores e a recompensa do néctar sao importantes no estabelecimento da
interacdo planta-polinizador (Melo et al., 2010), e dentro do grupo Lepidoptera, tanto mariposas
quanto borboletas dependem em grande parte de sinais olfativos como indicadores de fontes
atraentes ou ndo, para atividades relacionadas a reproducdo e forrageio (Hansson, 1995). A
presenca de estdmatos permanentemente abertos em todas as pecas florais dos espécimes de E.
secundum e E. xanthinum estudados, para todas as populacdes, densamente encontrados nas
regides apicais, pode sugerir sua funcdo como canais para compostos voldteis produzidos por
tecidos secretores adjacentes. O papel do aroma floral na atracdo do polinizador ja foi reportado
para muitas espécies de Orchidaceae, incluindo representantes de Epidendrum (e. g. van der Pijl
& Dodson, 1966; Stpiczynska, 2001; Pansarin, 2003; Moya & Ackerman, 2008; Melo et al.,
2010) e muitos estudos também apontam para o papel da fragrancia na atracdo na polinizagdo
por Lepidoptera (e. g. Hansson, 1995; Andersson et al., 2002; Knudsen et al., 2004; Martins &
Johnson, 2007), e sendo assim, a presenca desses estOmatos seria uma evidéncia da presenga de
osmoforos nas pecas florais.

Estdmatos com micromorfologia semelhante também ja foram reportados em espécies
de Acianthera (Melo et al., 2010), com a emissao de odores florais volateis estando associada a
sua presenca nas sépalas. Embora os osmo6foros possam estar localizados em diferentes partes do
perianto nas orquideas (Pridgeon & Stern, 1983, 1985; Stern et al., 1987, Vogel, 1990), os dados
apresentados no presente estudo mostram ndo apenas a presenga de estdmatos no perianto € no
labelo, mas também sua presenca em grandes quantidades na regido da antera, no ginostémio. Os
locais onde estdmatos foram observados, principalmente no dpice do labelo e antera, podem

sugerir o seu papel como canal de liberacdo de odores ao polinizador para a parte do cuniculo,



71

onde a recompensa de néctar € provavelmente produzida e armazenada (van der Pijl & Dodson,
1966).

Os estomatos presentes nas espécies aqui estudadas poderiam também ser interpretados
como canais para a liberacdo de compostos produzidos em tecidos nectariferos adjacentes, como
ja foi reportado para representantes de Orchidaceae e de outras familias (Waddle & Lersten,
1973; Teuber et al., 1980; Davis & Gunning, 1991; O’Brien et al., 1996; Davis, 1997; Davis et
al., 1998; Razem & Davis, 1999; Radice & Galati, 2003; Weryszko-Chmielewska et al., 2003;
Davies et al., 2005). Estomatos secretores de néctar podem apresentar similaridades
morfologicas aos estdmatos encontrados no presente trabalho, com relacdo a perda do
mecanismo de abertura e fechamento das células-guarda. Entretanto, apesar da extensa variacao
nos tipos de nectdrios em orquideas, o tipo mais comum sdo os espordes; em muitas Laeliinae,
inclusive em Epidendrum L., o espordo € menos 6bvio, sendo chamada de cuniculo, e estd unida
e localizada paralelamente ao ovdrio, sendo visivel apenas quando a flor é cortada
longitudinalmente (van der Pijl & Dodson, 1966; Dressler 1990, 1993; Pridgeon et al., 1999;
Davies et al., 2003; Singer & Koehler, 2004). De acordo com Héagsater & Soto Arenas (2005), a
presenca de tecido nectarifero no cuniculo €, até mesmo, uma das caracteristicas que define o
género dentro da subtribo Laeliinae. Desse modo, a presenca de nectdrio no cuniculo, para as
espécies aqui estudadas, corrobora a sugestdo de que os poros dos estdmatos podem estar
envolvidos em uma secrecdo exdgena, € que eles podem atuar como possiveis rotas para
secrecOes volateis, como sugerido por Vogel (1990).

Com relagdo ao néctar disponivel no nectério, para Epidendrum secundum, apesar da
existéncia de um nectdrio no cuniculo, o mesmo ndo produz néctar, e a polinizacdo
provavelmente ocorre por mecanismos de engano (Pansarin & Amaral, 2008), condi¢do
encontrada também em E. ibaguense e E. radicans (Boyden, 1980); em E. densiflorum, embora o

nectdrio do cuniculo produza néctar como recompensa, o0 mesmo ndo fica disponivel, sendo
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liberado somente apds a raspagem das papilas do nectdrio pela probdscide do polinizador
(Pansarin, 2003), condicdo relatada para a maioria das espécies de Epidendrum (van der Pijl &
Dodson, 1966). No presente estudo, o teste histoquimico realizado com Vermelho Neutro
(Kearns & Inouye, 1993) mostrou uma reagdo positiva para o conteido das papilas da epiderme
do cuniculo nos individuos de E. xanthinum, o que pode indicar a presenga de néctar. Ainda, as
demais observacOes anatOmicas aqui apresentadas para o nectdrio, cujas células possuem
citoplasma denso e nucleo proeminente, indicando intensa atividade celular, além das
observacdes realizadas no campo (observacdo pessoal) para a presenca de néctar em E.
xanthinum, permitem inferir que o nectdrio do cuniculo nessa espécie € responsdvel pela
producdo de néctar como oferta ao polinizador, e a liberagdo da recompensa provavelmente
ocorre por mecanismo semelhante ao registrado para E. densiflorum (Pansarin, 2003).

Além da atracdo de polinizadores através de odores florais e da oferta de néctar, a
coloracdo das flores também pode desempenhar um papel importante; alguns polinizadores
podem apresentar uma diferenca significativa na sensibilidade para cores enquanto outros podem
apresentar uma constancia na preferéncia por certas coloragdes, como observado no
comportamento de certas borboletas (van der Pijl & Dodson, 1966). Uma vez que Epidendrum
secundum apresenta flores de cor lilds e E. xanthinum, de cor amarela, isso pode ter implicacao
importante na hipétese de diferenciacdo de polinizadores para essas duas espécies. Essa hipotese
pode ser ainda corroborada pela separacdo e coesdo das espécies demonstrada pelas andlises
moleculares do presente trabalho, sendo que a cor das flores poderia servir como uma barreira
reprodutiva entre as duas espécies de ocorréncia simpdtrica, devido a preferéncia dos
polinizadores por flores de uma ou outra cor.

Contudo, o papel da cor das flores na atracdo de polinizadores € como barreira pré-
zigbtica ao fluxo génico interespecifico é, neste caso, meramente especulativo; a ocorréncia de

hibridos naturais suporta a ideia de que os polinizadores, apesar de poderem apresentar



73

preferéncias por uma colora¢do ou outra das flores, podem incorrer em enganos e, além disso,
muitos trabalhos ja4 demonstraram o papel majoritdrio dos odores na atracio a polinizadores do
grupo Lepidoptera (e. g. Hansson, 1995; Andersson et al., 2002; Knudsen et al., 2004; Martins &
Johnson, 2007). Desse modo, estudos mais aprofundados de biologia da polinizacdo e de
quimica de frangancias (compostos voldteis) sdo necessdrios, principalmente para Epidendrum
xanthinum, para investigar se a espécie possui um polinizador preferencial e qual seu
comportamento em relacdo a cor e ao aroma das flores de E. xanthinum e das flores de
populacdes de espécies simpatricas.

Os resultados das andlises moleculares do presente estudo mostram que as
reconstrugdes filogenéticas resultantes apenas da combinagdo dos marcadores plastidiais
apresentam uma topologia diferente, sem a divisdo dos clados para Epidendrum secundum e E.
xanthinum, ao contrério do filograma gerado apenas com os dados do marcador nuclear TS, cuja
topologia sugere claramente a divisdo das espécies em dois agrupamentos. Essa divergéncia
entre as topologias resultantes de dados de nucleo e cloroplasto € comum em trabalhos que
propdem reconstrucao de filogenias (Devey et al., 2008, Koehler et al., 2008; van den Berg et al.,
2009). Petit & Excoffier (2009) discutem essas diferencas e relacionam sua ocorréncia ao fluxo
diferencial entre pdlen e sementes.

Em plantas, a dispersdo de sementes € considerada menos eficiente que a dispersdo de
polen e, assim, a taxa de fluxo génico do DNA nuclear, ligado ao grao de pdlen, é muito maior
que o fluxo génico do DNA plastidial, intimamente relacionado as sementes. De acordo com
Rieseberg et al. (1996) e Petit & Excoffier (2009), como o fluxo de sementes é baixo na maioria
das Angiospermas, o DNA plastidial encontra mais facilidade para introgredir em espécies
distintas; ja o fluxo génico intraespecifico promovido pelas altas taxas de dispersdo do grao de
poélen gera um mecanismo para manter a coesdo das espécies, uma vez que diminui os efeitos

decorrentes da deriva genética e dos eventos de introgressdo de alelos em casos de contato entre
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populagdes adjacentes de espécies distintas. Assim, marcadores moleculares ligados ao fluxo
génico intraespecifico, como € o caso do DNA nuclear, seriam mais informativos para estudos de
delimitacdo taxonOmica para espécies, enquanto que marcadores plastidiais, que se encontram
dispersos apenas por sementes, sofrem mais frequentemente eventos de introgressdo e desse
modo, apresentam menor valor taxondmico na delimitagdo de espécies.

Apesar da grande taxa de mutacdo apresentada pelo DNA plastidial, deve-se considerar
também o uso de componentes do genoma com altas taxas de fluxo génico para estudos de
delimitacdo de espécies, devido a sua capacidade potencial de demonstrar a coesdo da unidade
taxondmica (Petit & Excoffier, 2009). Além disso, nas drvores geradas através de dados
combinados, o DNA de cloroplasto contribui para uma maior resolucdo dentro dos grupos,
enquanto o DNA nuclear, aparentemente, contribui para uma resolucdo entre espécies (Harris &
Ingram, 1991; Rieseberg et al., 1996; Petit & Excoffier, 2009). Desse modo, para o presente
trabalho, consideraram-se as informacdes combinadas dos dois tipos de marcadores moleculares,
plastidial e nuclear, uma vez que a utilizacdo dos dados concatenados gera informagdes mais
precisas para o estudo de delimitagcdo de espécies aqui proposto. Para uma discussdo mais precisa
do filograma gerado, optou-se por considerar a reconstrucdo filogenética dos dados nucleares e
plastidiais combinados, resultado das anédlises bayesianas.

No filograma proposto no presente estudo (Fig. 14B), a divisdo dos clados
monofiléticos de Epidendrum secundum e E. xanthinum tem alto suporte (prob. 100%), e essa
divisdo acompanha a classificacdo anteriormente proposta baseada na cor das flores como
caracter diagnostico para a distingdo dessas espécies (Pabst & Dungs, 1975; Brieger, 1976-1977;
Sastre, 1990a, b). Analisando os dados micromorfoldgicos e anatdmicos florais apresentados no
presente trabalho, ndo € possivel relacionar nenhuma das caracteristicas encontradas ao resultado
observado nas reconstrugdes filogenéticas e assim, a caracteristica morfolégica da coloragcdo das

flores para as duas espécies continua sendo aquela que apresenta um traco filogenético.
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Analisando precisamente cada clado, aquele formado por Epidendrum xanthinum
apresenta maior resolucio interna, com agrupamentos mais distintos, como é o caso dos grupos
formados por individuos pertencentes as populacdes de Nova Friburgo — RJ e Santa Maria
Madalena — RJ. A relacdo filogenética entre os individuos de E. xanthinum de Santa Bdarbara -
MG e Santo Antonio do Itambé — MG se explica pela distancia fisica entre essas duas populagdes
(aprox. 300 Km de distancia), que apesar de serem disjuntas atualmente, podem ter sido mais
proximas ou até mesmo conectadas no passado, o que possibilitaria o fluxo génico entre os
individuos e poderia explicar a atual semelhanca genética entre os mesmos. Desse modo, a
resolucdo interna do clado de E. xanthinum deixa clara a proximidade entre individuos de
populacdes adjacentes e o distanciamento genético entre aqueles de populagdes disjuntas.

Ja para Epidendrum secundum, a resolu¢do dos grupos internos nao € tio clara; ndo hé a
formacdo de grupos para individuos provenientes de uma mesma populacio e ocorre, até mesmo,
uma politomia com representantes de Santa Maria Madalena - RJ e Santa Barbara - MG,
marcadamente oriundos de populagdes atualmente ndo conectadas, e que aqui sdo apresentados
como muito proximos filogeneticamente. Apesar da reconhecida diversidade morfologica
encontrada em individuos dessa espécie, cuja variacdo morfolégica € muito ampla tanto entre
populagdes quando dentro de cada uma delas (Pinheiro & Barros, 2007b), € dificil avaliar quanto
dessa variabilidade estd expressa na diversidade genética amostrada nesse estudo. A avaliacdo da
extensdo dessas variacdes morfoldgicas e seu alcance na estrutura genética depende da escolha
dos métodos e marcadores que serdo utilizados, especialmente para casos de estudos em nivel
intraespecifico (Nybom, 2004). Assim, as diferencas na morfologia apresentadas pelo grupo
podem nio estar necessariamente expressas no conjunto de dados moleculares apresentado nesse
trabalho, o que dificulta o esclarecimento das relacdes dos individuos dentro do clado de E.

secundum.
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E interessante notar o posicionamento do individuo identificado como Epidendrum sp.,
proveniente do Equador, como grupo irmao dos demais pertencentes ao clado de E. secundum; o
mesmo apresenta flores de coloragao amarela e, mesmo assim, nao aparece incluido no clado de
E. xanthinum. Espécimes de Epidendrum com flores amarelas também ocorrem na Cadeia dos
Andes e Planalto das Guianas (Pinheiro et al., 2009), mas sugerir intuitivamente seu
posicionamento no clado de E. xanthinum, apenas pela coloracdo amarela de suas flores, resulta
numa delimitacdo equivocada, como demonstrado no presente estudo; E.  xanthinum
compreende individuos que ocorrem no Planalto Brasileiro, em serras na Cadeia do Espinhaco e
na Serra dos Orgdos. Estas plantas correspondem ao espécime descrito por Lindley (1844) como
E. xanthinum, o qual era proveniente de dreas montanhosas do Rio de Janeiro. A inser¢do de um
individuo de flores amarelas no clado de E. secundum corrobora a grande diversidade
morfoldgica floral encontrada no chamado “complexo E. secundum”, que compreende plantas
extremamente polimorfas e de dificil delimitacdo taxondmica (Brieger, 1976-1977; Dunsterville,
1979; Pinheiro & Barros, 2007b), e refor¢a a importancia de outros estudos que envolvam as
demais entidades taxonOmicas associadas a este complexo, como sindnimos de E. secundum ou
como espécies distintas (e.g. E. elongatum, E. crassifolium, E. ellipticum, E. ansiferum, E.
versicolor, entre outras) (Pinheiro & Barros, 2007b).

Epidendrum € conhecido por possuir espécies com fracas barreiras reprodutivas, o que
permite a ocorréncia de hibridagdes (e.g. Dunsterville, 1979; Hagsater & Soto-Arenas, 2005;
Pansarin & Amaral, 2008), especialmente no subg. Amphiglottium, em que a ocupacao frequente
de ambientes originados pela acdo antrOpica permite zonas de hibridacdo entre espécies
previamente isoladas (Dunsterville, 1979; Héagsater e Soto-Arenas, 2005). Apesar disso, o
presente estudo, realizado com representantes de Epidendrum secundum e E. xanthinum de
ocorréncia simpdtrica, que permite at¢é mesmo a formagdo de hibridos naturais (observagao

pessoal), mostra um importante resultado relativo 2 manuten¢do da coesdo das espécies, devido a
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alta taxa de fluxo génico intraespecifica, como observado pelos filogramas reconstruidos pelos

dados do marcador molecular nuclear.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da grande diversidade floral que o género Epidendrum apresenta, informagdes
sobre a morfologia e anatomia florais sdo incipientes; apenas alguns trabalhos propdem uma
investigacdo anatdmica e/ou micromorfolégica e, desse modo, os dados aqui obtidos para
caracteres florais, para populacdes de E. secundum e E. xanthinum, sdo apresentados pela
primeira vez, e podem fornecer outros parametros que permitam a caracterizagdo das espécies,
além da coloragdo das flores. Além disso, foi possivel discutir alguns aspectos relativos a
biologia da polinizacdo para E. xanthinum, de acordo com as suas similaridades com E.
secundum, espécie para a qual ja existem outros estudos mais detalhados sobre os mecanismos
polinizacao.

Os dados micromorfoldgicos e anatomicos florais aqui obtidos, para Epidendrum
secundum e E. xanthinum, ndo indicaram padrOes para variagdes em individuos de uma mesma
espécie encontrados em localidades disjuntas, e também nao foram encontradas variagdes
significativas mesmo quando se considerou individuos de espécies diferentes. Contudo, o estudo
molecular aqui conduzido, utilizando marcadores nucleares e plastidiais, permitiu claramente a
percepcao de E. secundum e E. xanthinum como duas espécies distintas, que apresentam relacao
filogenética proxima por pertencerem ao clado Amphiglottium subsect. Tuberculata, o que
justifica suas similaridades micromorfoldgicas e anatomicas florais.

O presente estudo mostra a importancia da consolidagdo de uma abordagem integrativa
para a taxonomia, uma vez que considerar uma ou outra fonte de dados, isoladamente, poderia
levar a interpretacOes equivocadas na delimitacdo das espécies aqui analisadas, pertencentes ao

“complexo E. secundum”. O modelo de estudo aqui proposto, com a combinacdo de diferentes
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abordagens, integrando a morfologia e anatomia a outras fontes de dados, como os moleculares e
de biologia reprodutiva das plantas, pode ser adotado para outros grupos de espécies que
apresentam incertezas taxondmicas, de modo a auxiliar a esclarecer as relagdes evolutivas e de

parentesco entre elas.
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