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A minha familia,
com todo meu amor,

respeito e admiragao



“The more I study nature, the more I become impressed with ever-increasing
force, that the contrivances and beautiful adaptations slowly acquired through
each part occasionally varying in a slight degree but in many ways, with the
preservation of those variations which were beneficial to the organism under
complex and ever-varying conditions of life, transcend in an incomparable
manner the contrivances and adaptations which the most fertile imagination of

man could invent”

C.R. Darwin
The various contrivances by which orchids are fertilized by insects, 1877

“...ainda muita cousa h4 para ser posta a limpo na sec¢@o Schistochilae deste
género. Como demonstram os estudos que fizemos (Hoehne), em diversos
exemplares e espécies differentes nas regides em que ellas aparecem, o callo do
labello ndo pode, absolutamente, merecer a importancia que até hoje tem sido
dado a elle como caracter especifico. Elle é tdo varidvel e inconstante em cada
espécie como o sdo os lobos do labello em sua forma e as incisdes na sua mator
ou menor profundidade. Estes estudos serdo continuados para averiguarmos
quaes os limites que temos de estabelecer para a variabilidade destes 6rgaos em

cada espécie.”

F.C. Hoehne
Archivos de Botanica do Estado de Sdo Paulo, 1926

“All orchid-species enthusiasts must by now surely be aware that just as
orchids themselves are in a continual flux of evolution, the naming of orchids
is equally in flux, a price we must pay for becoming involved in such a truly

fascinating and enormous family of plants.”

G.C.K. Dunsterville
American Orchid Society Bulletin, 1979
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Capitulo 1

Caracterizacio, biogeografia e padrdes evolutivos em Orchidaceae
Fabio Pinheiro & F4bio de Barros

Fabio Pinheiro'?, Fabio de Barros'
'Instituto de Botanica — Segdo de Curadoria do Herbério. *Instituto de Biociéncias, Laboratério de

Sistematica Molecular - USP

A familia Orchidaceae

As plantas popularmente conhecidas como “orquideas” pertencem a familia Orchidaceae,
um dos grupos de plantas mais diversos na atualidade, com um nimero de espécies entre 19.000
(Atwood, 1986) e 25.000 (Chase er al., 2003). Existe uma grande diversidade de estruturas
vegetativas e florais na familia, fato que dificulta, muitas vezes, o estabelecimento de rela¢Ses de
parentesco entre as espécies e géneros com base nas caracteristicas morfoldgicas. Segundo Dressler
(1993), sdo as partes vegetativas que possuem uma grande diversidade estrutural, relacionada com
diferentes estratégias para a obtengdo de recursos como 4gua, luz e nutrientes (Benzing, 1990).

As flores possuem uma grande diversidade de tamanho e forma das estruturas, fato que
confere a familia grande parte de sua popularidade entre colecionadores e piblico em geral, seja
pelas combinagbes bastante ornamentais, seja pelas formas estranhas e insélitas, algumas
consideradas até bizarras. Ao contririo do que muitos pensam, o nimero e arranjo das partes florais
sdo relativamente uniformes (Dressler, 1993), constantes em quase todas as espécies da familia.
Alias, sdo as caracteristicas da flor que possibilitam a identificagdo de uma planta como sendo uma
orquidea ou ndo. Para muitos autores (van der Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1993; Arditti, 1992),
sdo também estas caracteristicas as responsdveis pelo grande nimero de espécies, ampla
distribui¢fio e intrincados mecanismos de polinizagdo, ja que possuem influéncia direta sobre a
reprodugao e a evolugdo do grupo.

Nas plantas em geral os Grgdos sexuais sdo divididos em androceu, a parte masculina,
formado por filete, conectivo e antera, e gineceu, a parte feminina, formado por ovdrio, estilete e
estigma. Estas estruturas se dispdem de diversas maneiras nas flores, mas em orquideas elas estao

agrupadas de uma maneira tnica: o filete e o estilete se encontram soldados, formando uma
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ira vista, uma orquidea de outras plantas.
unidos por uma substdncia denominada

utilizada para se diferenciar, a prime
Na antera, os grios de pdlen estao agrupados,

viscina, formando a polinia (Dressler, 1993). Esta unidio dos grios de pdlen pode ser entendida

como uma caracteristica diretamente ligada 2 grande quantidade de 6vulos a serem fecundados no
ovério (Dressler, 1993). O baixo nimero de visitas de polinizadores também pode ser uma causa, ja
que todos os grdos de pdlen podem ser levados para outra flor em apenas uma visita (Johnson &
Edwards, 2000). Os 6vulos sé iniciam seu desenvolvimento ap6s a fecundagdo, fato que garante
uma economia de energia caso a flor ndo seja fecundada (Arditti, 1992).

As sementes de orquideas sdo estruturas bastante pequenas e especialmente adaptadas a
dispersdo pelo vento (Arditti, 1992). A maioria das espécies possui sementes com paredes bem
finas, translicidas, através das quais se vé o embridio, formado por poucas c€lulas e quase sem
tecido de reserva. Em condigdes favordveis a plantula completa, as suas proprias expensas, apenas
os primeiros estigios de crescimento e, para continuar seu desenvolvimento, precisa ser infectada
por determinados tipos de fungos (Dressler, 1981). Estes fungos, num primeiro momento, penetram
pela parede da semente através de suas hifas, chegando ao embriZo; este possui a capacidade de
controlar o crescimento das hifas e digeri-las, aproveitando seus nutrientes (Arditti, 1992). E uma
relagdo bastante préxima daquela que ocorre nas raizes de orquideas, onde também hd uma

associaca icOITi
ociacdo com fungos, chamados de micorrizas, que também efetuam aporte de nutrientes para as
plantas.

Tendéncias evolutivas em Orchidaceae

Tanto o labelo quanto o ginostémj \
rosas, lirios ¢ iris forenc: dividifiaiu;:tzr:uo corirem o um simetia i, Se lores como
| R - as metades, estas serdo a imagem especular uma da outra,
ndeper imetr] : posigao do corte, desde que este passe pelo centro da flor, pois estas flores
possuem simetria radial. :Em orquideas, para se obter duas metades que sejam a imagem especular
uma da outra, 0 corte s6 pode ser realizado numa posi¢do. O ginostémio e o labelo tém papel
fundamental na eT’O.IUGaO do grupo, pois estdo diretamente relacionadas com a atragio e interagio
da flor com o polinizador, a causa priméria da grande diversidade encontrada na familia (Rudall &
Bateman, 2002).

O labelo atua diretamente em duas etapas: atracio do polinizador e plataforma de pouso. E
no labelo que se encontra a maior parte dos recursos utilizados pela planta para atrair os
polinizadores que, além de cores atrativas, pode conter ceras, utilizadas por algumas abelhas para
constru¢do de colméias, néctar, localizado em nectérios e utilizado como alimento, fragrancia,
utilizada por machos de algumas abelhas para compor seu feromodnio para atragdo das fémeas,
grdos de amido, denominados de pseudopdlen, utilizados por insetos como alimento.

Existemn casos em que nenhum recurso esta disponivel, ou seja, o agente polinizador €
atraido, efetua a fecundagio e ndo recebe nenhuma recompensa. S3o os casos de polinizagdo por
decepcdo, nos quais a flor “simula” a existéncia de uma recompensa.

Diversos apéndices no labelo, além de abrigar os recursos ou “simular” a existéncia de
recursos, tém um papel muito importante no correto posicionamento do polinizador na flor (van der
Pijl & Dodson, 1966), para que este possa retirar as polinias de maneira satisfatéria e, depositd-las
corretamente no estigma de outra flor. Diversos estudos demostraram que nio existe uma grande
especificidade entre polinizador e flor, mas sim uma especificidade na regido do corpo do
polinizador onde as polinias sdo fixadas. E relativamente comum observar uma abelha carregando
polinias de diversas espécies de orquideas simultaneamente, em locais diferentes do corpo. Em
muitas espécies de orquideas, € a maneira com que a polinia é afixada no agente polinizador que

garante o transporte do pélen para outra planta da mesma espécie, ja que o local onde a polinia ¢

afixada é constante para cada espécie de orquidea.

Orquideas, de um modo geral, parecem apresentar uma tendéncia a limitar seu nimero de

polinizadores e tornar o processo de transferéncia de pdlen de uma flor a outra 0 mais eficiente

possivel, de tal modo que o transporte do pdlen seja efetuado exatamente para uma outra flor de um

individuo da mesma espécie (Arditti, 1992, Dressler, 1981).

Sistemas de polinizagao nos quais © recurso ndo é, necessariamente, alimento para 0

polinizador, comuns em Orchidaceae, parecem conferir bastante eficiéncia no transporte do polen

(Dressler, 1981). Fragrancias especificas para cada inseto, 6leos e estruturas na flor que simulam o



fidelidade do polinizador a flor, o que ¢ bastante eficaz no

que o polen de uma espécie seja levado

ler, 1981). Além disso, as

parceiro sexual parecem garantir grande |
utivo e economia de recurso, a0 garantir ©
écie, limitando seu desperdicio (Dress ¢
permitindo 2 polinizagdo de espécies com

isolamento reprod
para outro individuo da mesma €sp

istincias,
polinias podem ser transportadas por longas distanc

dqu é as nas flores de
‘4 que O recurso que o inseto procura € encontrado apen
jaq

distribui¢do descontinua,

determinada espécie.

A grande quantidade de évulos que podem Ser fta o
pecializagdes em flores de orquideas. A redugao ' |
olinias parecem ser caracteristicas selecionadas em

cundados no ovério parece ter sido a

o nimero de anteras
principal causa de tais es

férteis e a aglutinagdo dos grdos de pélen em p . o o, 10
itude de uma maior economia de pélen e uma maior eficiéncia no seu transp arwin, .
vi

6 a inica vez.
Johnson & Edwards, 2000), j4 que todos os graos de pdlen sao transportados de uma uni

iabili éci ia através da grande
Assim, o fluxo génico necessdrio para manter a variabilidade da espécie ocorreria at g

Ari ispersdo dos
quantidade de sementes produzida e dispersa, ao contrario de outras plantas, em que a disp

grios de pélen é o fato responsével pelo fluxo génico (Rudall & Bateman, 2002).

Biogeografia e evolu¢io de Orchidaceae na América do Sul

Representantes da familia ocorrem em todo o planeta, exceto nas regides polares. Porém, a
maioria das espécies ocorre nas regides tropicais e, em especial, nos Neotrépicos (Dressler, 1981;
Gentry & Dodson, 1987). A ampla distribui¢fio da familia pelo planeta nio pode ser atribuida
totalmente a eventos de disperséo a longa distancia, apesar das sementes serem pequenas e terem
condi¢bes de percorrer longas extensdes de terreno (van der Pijl, 1972). Existem diferencas
marcantes nas composi¢des de géneros e espécies entre os continentes (Brieger, 1958, 1971),
existindo apenas alguns géneros e espécies em comum entre eles, sugerindo que grande parte da
evolugdo ocorreu por pressées intrinsecas a cada continente.

A Regido Neotropical exibe quantidade de espécies bastante superior 3 da Africa e do
Sudeste Asidtico. Tal situacdo pode ser devida ao fato da Africae Sudeste Asiitico possuirem solos
relativamente mais pobres e menor quantidade de florestas nebulares (Gentry & Dodson, 1987;
Benzing, 1990) e, por estas regides terem sofrido efeitos mais severos no que diz respeito a retragao

das dreas tropicais durante as flutuagdes do Pleistoceno (Raven & Axelrod, 1974), j4 que €
observada menor riqueza também em outros grupos vegetais.

‘As encostas do Norte da Cadeia dos Andes sio as dreas conhecidas com a maior quantidade

de espécies de plantas epifitas, sendo a ampla maioria pertencentes as Orchidaceae (Dressler, 1981

diversidade. Na faixa entre 1000m e 1500m ge altitude situam - se as matas nebulares, favoriveis
ao epifitismo pela sua grande umidade atmosférica e baixa sazonalidade (Benzing, 1990).

E tentador sugerir que este tipo de ambiente ¢ estivel o bastante para que as espécies de
Orchidaceae tivessem tempo para especiar e produzir a riqueza de espécies observadas no presente,
porém, O panorama observado é bem diferente, a comegar pela prépria dinamica da floresta. A
queda de drvores, propiciando 4reas florestais em diferentes niveis de sucessio é uma causa
bastante importante, ji que produz diversidade de microhdbitats disponiveis para serem colonizados
(Gentry & Dodson, 1987). A prépria instabilidade do substrato (ciclo de vida da drvore que serve
de apoio para as orquideas) é um fator determinante da necessidade de colonizar novas dreas
constantemente. A produgdo de grande quantidade de sementes em Orchidaceae é uma estratégia
que procura aumentar as chances de estabelecimento das plantulas pois os locais adequados para
germinagdo sido bastante especificos. Isso permite o estabelecimento de poucos individuos em
locais distantes de sua origem, de maneira dispersa, gerando populagdes disjuntas. Os mecanismos
especificos de polinizagdo, caracterizados por relagBes estreitas entre planta e polinizador, geram
eficientes barreiras reprodutivas, apesar do fato de diferentes espécies produzirem, artificialmente,
hibridos férteis (van der Pijl & Dodson, 1966). Pequenas diferengas entre espécies de orquideas, na
morfologia ou composi¢do de aromas (van der Pijl & Dodson, 1966) sdo suficientes para que o
agente polinizador possa discrimind-las (Dafni ef al,, 1997). Um cendrio com estas condi¢des
sugere um tipo de evolugdo pelo processo de “shifting balance”, no qual novas oportunidades
ecolégicas propiciam a ocupagdo de diferentes picos adaptativos por selecdo natural (Wright,
1982). A produgdo de populagdes disjuntas, originadas talvez por apenas um individuo, gera
desequilibrios gaméticos e novas ordens de recombinagdo genética, gerando populagdes distintas
pelo processo de efeito fundador (Carson & Templeton, 1984). As caracteristicas presentes em
Orchidaceae favorecem a ocorréncia de “shifting balance” e efeito fundador em conjunto (Gentry &
Dodson, 1987), sendo responséaveis pelos padrdes observados, como géneros possuindo uma grande

quantidade de espécies (Epidendrum = 1.125; Lepanthes = 931; Pleurothallis = 813; Masdevalia =

507; Maxillaria = 552: Oncidium = 336) (Chase et al., 2003) pouco diferenciadas entre si, gerando

grandes incertezas taxondmicas (Dressler, 1993).

. A .. . e
Variacio intra e interespecifica em generos neotropicais de Orchidacea
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maioria dos casos, diversas espécies $3o descritas sem considerar a varlagdo morfolc’)gica' q~ue existe
numa mesma populagdo, levando a conclusées equivocadas j4 que, nestes €asos, a descri¢do de um
novo téxon ndo se justifica. |
Trabalhos utilizando morfometria (Palestina & Sosa, 2002; Sapir et al., 2002), técnicas
moleculares (Hédren et al., 2001; Tremetsberger et al., 2003) e, as vezes, ambos (Saarela et al.,
2003; Lihové et al., 2004) produzem conjuntos de dados bastante consistentes pois se baseiam em
diferentes tipos de caracteres. Sua interpretagdo conjunta permite uma delimitagdo muito mais
segura dos téxons envolvidos, podendo ser feitas, inclusive, inferéncias sobre 0s processos
responséveis pelos padrdes observados (Borba et al., 2001; Marhold et al., 2002). Nem sempre 2
interpretacio de conjuntos de dados distintos & possivel, ja que a variagdo genética pode Ser
diferente daguela encontrada nos padroes morfolégicos. Porém, estas discordincias sdo indicios de
que 0s processos biolégicos envolvidos na formagdo do padrdo de variagdo observado podem ser
complexos, oferecendo oportunidades para que outros trabalhos sejam realizados (Borba & Semur,
2001; Smith et al., 2004). A formagdo de novas espécies por hibridizagdo era um processo
considerado raro nas populagOes naturais, mas que ganhou uma grande importancia com trabalhos
que exploraram incongruéncias entre fontes de dados distintas (Barkman & Simpson, 2002; Gross
et al., 2003). Atualmente existem evidéncias que a hibridizagio entre espécies pode ter originado

grande parte das espécies observadas no presente (Rieseberg, 1997; Funk & Omland, 2003;
Seehausen, 2004).

O objetivo deste trabalho foi esclarecer as relagdes intra e interespecificas em um dos
grupos de espécies mais complexos de Orchidaceae, pertencente a0 género Epidendrum L., o
complexo Epidendrum secundum. A Caracterizagdo das espécies deste grupo tem sido baseada
apenas em caracteristicas morfoldgicas, que se revelam bastante confusas quando se tenta utiliz4 -
las na separag@o de espécimes, jd que muitas delas mostram variag@o continua. Os trabalhos que
existem sobre este grupo sdo, em sua maioria, levantamentos de espécies de regides especificas da
América do Sul, nos quais se pode notar uma divergéncia na opinifio dos autores: alguns
considerando a existéncia de diversas espécies no grupo (Pabst & Dungs, 1975; Brieger, 1976-
1977; Sastre, 1990a, 1990b), e outros partindo do pressuposto de que as variagBes sdo continuas,
permitindo reconhecer apenas uma espécie polimorfa (Dressler, 1989; Dunsterville & Garay, 1961;
Garay & Sweet, 1974; Vasquez & Ibisch, 2004). Foram levantados dados morfolégicos, através de
morfometria, e moleculares, com a utilizagdo da técnica de AFLP. A utilizacfo destas técnicas visa
conferir maior objetividade ao tratamento taxondmico deste grupo, baseando a delimitagdo das
espécies existentes em caracteres provenientes de fontes distintas. A congruéncia entre as fontes de

dados ¢ discutida, assim como os processos biolégicos que podem estar envolvidos no padrdo

observado.
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Influéncia, em anélises de AFLP, da anilise visual dos eletroferogramas, sua
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Resumo

O esclarecimento de relagdes intra e interespecificas entre espécies vegetais tem sido
alcangado com o emprego de técnicas baseadas na analise de fragmentos de DNA, j4 que o
sequenciamento de nucleotideos ndo tem oferecido resolugéo suficiente. Nesse sentido, AFLP
é uma técnica bastante iitil, pois pode ser aplicada em diversos tipos de organismos sem que
se tenha um conhecimento prévio de seus genomas, possui etapas que restringem o
aparecimento de artificios e produz grande quantidade de polimorfismos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia que a andlise manual dos eletroferogramas, a padronizag¢éo de
suas intensidades e a utilizag@o de diversas combinagdes de iniciadores exercem em conjuntos
de dados provenientes de grupos de espécies taxonomicamente préximas. Foram utilizadas
nove espécies de Epidendrum (Orchidaceae) das subsecdes Carinata e Tuberculata,
totalizando 87 individuos. Os resultados indicam que a anélise manual dos eletroferogramas
produz resultados compativeis com a taxonomia e a distribuicdo geografica das espécies
envolvidas, melhorando sua interpretagdo, assim como a padroniza¢do das intensidades dos
eletroferogramas. A utilizagdo de mais de um par de iniciadores em conjunto produz
resultados mais consistentes do que aqueles obtidos por pares de iniciadores em separado,

mostrando a importincia de se utilizar diversas combinagbes de iniciadores, principalmente

em grupos de espécies proximas.
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manual analysis of electroferograms, standardization of its intensities, and use of some

combinations of primers for the analyses of sets of data from taxonomically close species.
Eighty seven individuals from nine species of Epidendrum (Orchidaceae) from subsections
Carinata and Tuberculata were used. Our results indicate that the manual analysis of
electroferograms improved data interpretation and produced outcomes that are consistent with
the taxonomy and the geographical distributions of the species. The same occurred with the
standardization of intensities of electroferograms. The use of more than one pair of primers in
combination produces results that are more consistent than those obtained with each separate

pair of primers. This highlights the importance of the use of diverse combinations of primers,

mainly when analyzing taxonomically close species.

Introducio

Estudos que tentam entender a relagdo de parentesco entre plantas em niveis intra e
interespecificos sdo importantes porque permitem avaliar quais caracteres tiveram, de fato,
Importincia nos processos de diferenciagio de linhagens efou especiagdo nesses grupos
(Templeton, 1981). A utilizagdo de dados moleculares nesse tipo de abordagem é fundamental

pois essa fonte de dados fornece a resolucdo necesséria para que sejam discriminados
individuos (Fritsch & Lucas, 2000: Nason e al., 2002; Squirrel er al

(Cardoso er al., 2000, Kjaer et al., 2004: Tremetsberger er al., 2003) ou
especies muito préximas (Marhold ef ., 2002; Wallace & Case, 2000: Win

2002), linhagens
mesmo grupo de

field et al., 1998).

Dentre os tipos de técnicas moleculares que podem ser utilizadas, o seqiienciamento de
bases nucleotidicas alcangou grande popularidade por produzir resultados importantes e
congruentes com outras fontes de dados para diversos grupos vegetais, em diversos niveis
hierdrquicos (Pryer ez a., 2001; APG, 1998; Chase e al., 2003; Rivadavia et al., 2003; van
den Berg et al., 2000). Porém, em niveis hierdrquicos inferiores, as seqiiéncias obtidas
revelam-se bastante conservadas, nio produzindo a resoluc@o necesséria para a distingdo dos
téxons envolvidos (Crawford & Mort, 2004; Després et al., 2003). Além disso, tentar
reconstruir relagGes evolutivas entre grupos de espécies préximas, ou linhagens, com base em
apenas algumas regides do genoma pode levar a resultados duvidosos, ja& que cada regido do
genoma pode ter histéria evolutiva e taxas de mutagio diferentes (Avise & Wollenberg,
1997). Numa andlise deste tipo, pode-se obter um dendrograma que represente a relagdo
evolutiva entre as regides do genoma utilizadas e nio dos organismos em questdo (Crawford
& Mort, 2004).

A resolugdo necessdria para se estabelecer relagdes de parentesco entre espécies,
linhagens ou mesmo populagdes pode ser obtida com o emprego de técnicas que se baseiam
em comparagdes entre tamanhos de fragmentos de DNA ou enzimas, comumente chamados
marcadores moleculares. Tais técnicas foram desenvolvidas inicialmente em plantas
cultivadas, para a detec¢do de linhagens em espécies agricolas e florestais, testes de
paternidade e mapeamento de genes (Ferreira & Grattapaglia, 1995; Karp er al., 1997). Dentre
as técnicas mais utilizadas, podem ser destacadas:

Isoenzimas — A técnica se baseia em comparar individuos com base na presenga ou
auséncia de determinadas protefnas, bem como em diferengas no tamanho molecular dessas
enzimas (Ferreira & Grattapaglia, 1995). A presenga de determinadas enzimas numa amostra
e sua variacio de tamanho é verificada empregando-se eletroforese em gel de amido. As
isoenzimas sio visualizadas através de corantes histoquimicos especificos, que fornecem um
substrato para as enzimas, as quais catalisam uma reagdo no local onde se encontram no gel,
produzindo uma banda (Fig. 1) (Ferreira & Grattapaglia, 1995). Padrdes de bandas distintos
sdo interpretados como resultantes de diferencas em nivel de seqiiéncias de DNA que

codificam essas enzimas (Ferreira & Grattapaglia, 1995). Apesar de ser de fécil utilizagdo e

de produzir dados em pouco tempo, abarca um niimero limitado de polimorfismos (Rieseberg,

1998; Adell, 1999), sendo imprépria para detectar casos de divergéncia recente de espécies.
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muito tempo, sdo dificeis de automatizar € a utilizagdo do método foi reduzida apés o
desenvolvimento da reagiio em cadeia de polimerase (PCR = Polymerase Chain Reaction)
(Karp et al., 1996; Adell, 1999). Apesar disso, a técnica seguramente envolve a comparagio
de caracteres homdlogos, que podem ser analisados com método filogenético, como
parciménia (Karp et al., 1997).

Microssatélites, ou SSRs (Simple Sequence Repeats) — A técnica baseia-se na
comparacdo de regiGes altamente repetitivas do genoma (repeti¢des em “tandem”) geralmente
menores que cinco pares de bases (AATAATAATAAT = (AAT)y; TGTGTGTGTG = (TG)s),

como (AAT), ou (TG),. A fonte de polimorfismos est4 no nimero de vezes que as unidades

ocomrem entre os individuos (Fig. 3). As regides do genoma que possuem estas seqiiéncias
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RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) - é uma técnica baseada na analise de
fragmentos especificos de DNA, amplificados através de iniciadores com seqiiéncias
estabelecidas aleatoriamente (Adell, 1999). As cdpias sdo produzidas em termocicladores e
analisadas por eletroforese, sendo visualizadas como bandas, ou seja, regides do gel
correspondentes a fragmentos de mesmo tamanho (Fig. 4). A comparagio entre bandas que
ficam em diferentes posicdes no gel revela a existéncia de fragmentos com diferentes
tamanhos e, portanto, os polimorfismos entre as diferentes amostras de DNA sio
evidenciados. A comparagdo do padrio de bandas entre as diferentes amostras é convertida
em dados de presenga/auséncia, sendo produzidas matrizes de similaridade por meio das quais
sdo calculadas as distancias genéticas (Karp et al., 1996). A simplicidade do equipamento de
laboratério necessério, a marcagdo ndo radioativa dos fragmentos e a producdo de muitos
marcadores com os iniciadores disponiveis fazem de RAPD uma técnica tentadora (Wolfe &
Liston, 1998). Porém, um dos principais problemas dessa técnica é a baixa reprodutibilidade,
pois em muitos casos a estabilizagio e a reprodugéo dos resultados obtidos sdo muito dificeis
de obter (Karp er al., 1996; Wolfe & Liston, 1998). A homologia entre os fragmentos de um
mesmo tamanho ndo € segura, j4 que ndo se conhece a seqiiéncia de nucleotideos dos
fragmentos. Porém, Rieseberg (1996) demonstrou que 91% dos fragmentos obtidos em seu
trabalho eram homélogos, tornando a questio ainda incerta.

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms) - é uma técnica mais recente,
com passos semelhantes a algumas técnicas anteriores, como RFLP ¢ RAPD (Vos et al.,
1995). O genoma total do organismo de interesse (inclusive das organelas) € clivado com duas
enzimas de restri¢do, Mse I e EcoR I (Fig. 5). Nas extremidades dos fragmentos originados
por clivagem sdo ligados adaptadores especificos, que reconhecem os sitios cortados por cada
uma das enzimas de restricdo (Fig. 5). Na primeira etapa de amplificagdo, os fragmentos
ligados a adaptadores sdo amplificados utilizando-se iniciado_res que possuem seqiiéncia
complementar aos adaptadores (Fig. 5). Sendo assim, apenas os fragmentos que possuem
adaptadores sdo ampliﬁcados. Esta primeira amplificagdo chama-se “amplificagdo pré-
seletiva” porque os iniciadores podem conter, além de sua seqiiéncia usual, a adi¢do de mais
um nucleotideo, que tem por fungdo restringir o nimero de fragmentos que serdo
amplificados, j4 que, para ser amplificado, o fragmento precisa estar ligado a um adaptador e,

possuir 0 nucleotideo complementar aquele do iniciador. A préxima etapa consiste numa
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Biosystems, 2000), bem como noS trabalhos de Karp
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Dentre as principais vantagens da técnica, podem-se destacar: a) a producdo de grande

quantidade de polimorfismos, produ .
bastante proximos (Despres et al., 2003; Gobert ef al., 2002; Hedren et al., 2001; Kjaer et al.,

zindo alta resolugdo mesmo em grupos de organismos

2004; Kropf et al., 2003; Lihov4 er al., 2004); b) os marcadores sdo produzidos em todo o
genoma do organismo, excluindo-se o risco de basear as andlises de parentesco apenas em
algumas regites que podem ndo representar as relagoes evolutivas do genoma como um todo
(Crawford & Mort, 2004; Robinson & Harris, 1999); ¢) como a técnica é baseada em etapas
de amplificagio, pequena quantidade de DNA é necesséria para iniciar as reagdes, podendo
este fato representar grande vantagem quando o tecido vegetal € de dificil obtengdo (Fay er
al., 2005; Robinson & Harris, 1999); d) no ¢ necessario um conhecimento detalhado do
genoma, em se tratando de seqiiéncias de nucleotideos, pois existem diversos tipos de
Iniciadores em AFLP que podem ser testados, de acordo com o seu desempenho no tdxon em
estudo. A maior parte dos trabalhos em AFLP realiza estes testes prévios (Forrest et al., 2004;

Gaudeul et al, ;
' -e @, 2000; Gobert et al,, 2002; Hedréy el al., 2001; Smith er al., 2004). Em kits
especializados para a tenica, comg ¢ « ,

existe a possibilidade de g testar 6
Biosystems, 2000).

AFLP Plant Mapping Kit” da Applied Biosystems,

4 combinagges diferentes de iniciadores (Applied
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1C podem ter importante papel adaptativo em grupos diversificados, que exibem elevado grau
de especializagio a determinados tipos de ambientes (Chase et al., 2005).

Existem evidéncias que confirmam que o tamanho do genoma tem influéncia sobre
dados gerados por AFLP (Fay & Krauss, 2003; Fay et al., 2005; Ferreira & Grattapaglia,
1995; Han er al., 1999). Quanto maior o valor de 1C, maior a chance de fragmentos de igual
tamanho serem originados de diferentes partes do genoma, diminuindo e mascarando
polimorfismos entre amostras (Fay & Krauss, 2003). Neste caso, mesmo que a quantidade de
fragmentos produzidos seja grande, estes possuem baixé intensidade, comprometendo seu
aproveitamento nas andlises (Fay et al., 2005). ~

Uma forma de contornar esse problema é a utilizagdo de iniciadores com graus de
especificidade distintos, isto €, iniciadores que, além de sua seqiiéncia usual, possuem 2, 3 ou
4 nucleotideos extras que tendem a ser mais seletivos 2 medida em que se aumenta a
quantidade de nucleotideos adicionais. Existem kits especializados para AFLP que possuem
iniciadores com ndimeros diferentes de nucleotideos extras (Applied Biosystems, 2000). Kits
para “genoma grande” possuem iniciadores com 4 nucleotideos extras, 3 nucleotideos extras
para “genoma regular” e 2 para “genoma pequeno” (Applied Biosystems, 2000). Testes
realizados por Fay et al. (2005) utilizaram plantas com tamanho de genoma distintos e
iniciadores para genoma pequeno (2 nucleotideos extras) e genoma regular (3 nucleotideos
extras). Os resultados mostraram que a utiliza¢do de iniciadores para genoma pequeno tende a
produzir maior nimero de fragmentos em genomas pequenos, porém sem acréscimo na
quantidade de polimorfismos detectados. Iniciadores para genoma regular produziram maior
quantidade de fragmentos em plantas de genoma grande, resultado inesperado pois estes
iniciadores tendem a amplificar menor nidmero de fragmentos. Ainda assim, a quantidade de
polimorfismos detectados ndo apresentou diferengas expressivas entre os diferentes genomas
amostrados. Testes precisam ser realizados com ambos os tipos de iniciadores antes de
qualquer trabalho com AFLP, medindo-se a qualidade dos fragmentos obtidos e os
polimorfismos detectados, pois o tamanho do genoma pode ter influéncia distinta de acordo
com a planta em estudo (Fay er al., 2005). De um modo geral, iniciadores para genoma
regular podem ser utilizados em plantas com valor de 1C entre 0,3 a 12,0 pg (Fay er al,

2005). Em plantas com valores de 1C inferiores, a utiliza¢do de iniciadores para genoma

14



o5 produzidos mas, ndo necessariamene,
nto

Fay é! al., 2005)-
«traido também € importante, ji que

idade de fragme
rfismos detectados (
e onde O DNA é ¢
ferentes d€ metilagdo,

pequeno pode elevar a quant
aumentar a quantidade de polimo

A uniformizagio do tecido & que podem afetar a clivagem

; us di
diferentes tecidos podem conter gra

. .
por enzimas de restrigdo (Donint & al., 1997)

Os dados obtidos numa andlise por AFL
orre com seqiiéncias de nu

p ndo podem SeT compartilhados com outrog

cleotideos (Crawford & Mort, 2004;

- oc _ -
pesquisadores COMO ¢ enzimas de restricdo como g

Tanto a clivagem do DNA po

: is, 1999). : A
Robinson & Far dos podem ser afetados, principalmente por substancias

amplificagdo dos fragmentos obti

inibidoras presentes nos tecidos utilizados (Ferreira & Grattapaglia, 1995, Fang et al., 1992),

provocando diferengas no nimero de fragmentos produzidos, mesmo em ensaios utilizando

umn mesmo individuo (Fig. 6). Os pardmetros envolvido
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diversas varidveis que nem sempre podem ser discriminadas nas publicagbes cientificas,
tornando inapropriado o intercimbio deste tipo de dado. Apesar de o seglienciamento de
nucleotideos também necessitar de atengiio quanto a qualidade de seus resultados, o tipo de
dado produzido pode ser avaliado de uma maneira mais objetiva quanto a sua qualidade: se a
seqiiéncia da regido desejada tiver uma qualidade ruim, ela é descartada, se tiver uma
qualidade boa, € aceita e compartilhada com outros pesquisadores. Em andlises baseadas em
presenca e auséncia de fragmentos de DNA, como AFLP, fragmentos com boa qualidade sao

roduzi iori 5
produzidos na maioria das Ieacoes, mas pode ocorrer uma grande variagdo no numero de
fragmentos aproveitdveis (Fig. 6).

comparados quando produzidos por um

Tentes inic; :
adores amplificam diferentes regioes do DNA

(Robinson & Harris, 1999),

15

A padronizagdo necessdria dos resultados obtidos por AFLP, num conjunto de
amostras, melhorou significativamente com a utilizacdo de segiienciadores automaticos de
DNA e programas de computador especialmente criados para este fim, j4 que existe a
possibilidade de se estabelecerem pardmetros objetivos que auxiliam na detecgio dos
fragmentos produzidos nas amostras ¢ a discriminagdo dos fragmentos que devem participar
das analises daqueles que podem ser fruto de artificios ou contaminagéo (Fig. 7) (Crawford &
Mort, 2004; Robinson & Harris, 1999). No inicio da utilizagio da técnica, os fragmentos eram
detectados na forma de presengas de bandas num gel de poliacrilamida, ap6és um processo de
eletroforese (Fig. 8) (Ferreira & Grattapaglia, 1995). Porém, a intensidade das bandas nesses
géis pode ser bastante varidvel, ¢ ndo hd métodos objetivos para determinar quais bandas
possuem boa qualidade e quais devem ser descartadas (Robinson & Harris, 1999).

A homologia entre os fragmentos obtidos por AFLP e por outras técnicas semelhantes
¢ uma questio em debate entre diversos autores. Em principio, a homologia entre os
fragmentos é contestada porque nio se conhece, de fato, a segiiéncia de nucleotideos que
compde cada fragmento, tornando tal homologia discutivel (Robinson & Harris, 1999). A
técnica possui passos bastante restritivos, que visam minimizar a presenga de artificios, como
clivagem do DNA por duas enzimas de restrigdo diferentes, utilizagdo de adaptadores com
seqiiéncia complementar aos iniciadores e temperaturas elevadas para o anelamento de
iniciadores (Applied Biosystems, 2000; Mueller & Wolfenbarger, 1999; Ferreira &
Gratapaglia, 1995). No momento apenas o trabalho de Rouppe-van der Voort ef al. (1997)
tentou averiguar a homologia dos fragmentos produzidos por AFLP, e verificou que 95% dos
fragmentos obtidos possufam a mesma seqiiéncia de nucleotideos. Segundo Rieseberg (1996),
a homologia entre os fragmentos de AFLP pode ser proporcional a proximidade taxondmica
entre os grupos em questdo. Lacerteau & Szmidt (1999), utilizando AFLP, confirmaram as
relacdes de parentesco entre espécies préximas de Pinus, porém com a inclusdo de tdxons
distantes, obtendo resultados incongruentes. Robinson & Harris (1999) afirmaram que, acima’
do nivel hierdrquico de espécie, a utilizagdo de AFLP no € aconselhével.

Por outro lado, resultados produzidos por AFLP tém sido corroborados por dados
produzidos por segiienciamento de nucleotideos, gerando dendrogramas com topologias
muito semelhantes (Giannasi et al., 2001; Hedren et al., 2001; Kropf et al., 2003; Smith et al.,

2004). Apesar de a homologia entre os fragmentos produzidos por AFLP ser incerta, a
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combinagdes de pares de iniciadores possui num estudo de variagao intra e interespecifica em

espécies de Epidendrum L. (Orchidaceae), das subsecdes Carinata e Tuberculata.
Material e Métodos
Foram utilizados 87 espécimes no total, 24 da subse¢do Carinata (Tab. 1) e 63 da
subsec¢do Tuberculata (Tab. 2). Maiores detalhes sobre a distribui¢do geogréfica e taxonomia
das espécies integrantes podem ser obtidos em Pinheiro & Barros (capitulos 4 e 5) e Pinheiro

et al., (capitulo 3).

Procedimento para as reacdes efetuadas

As extragdes de DNA foram realizadas a partir de material fresco, proveniente de
folhas jovens, procedimento adotado para todos os individuos incluidos na analise, buscando
uma padronizagdo tanto do tecido utilizado quanto das quantidades utilizadas para a extragio,
procurando restringir a possibilidade de problemas nas etapas posteriores {Donini e al.,
1997). O protocolo utilizado é uma modificagio daquele apresentado por Ferreira &
Gratapaglia (1995) e Fang et al. (1992) e consta no Anexo 1.

Um problema pode surgir, mesmo quando a aparéncia do “pellet” e do DNA
ressuspendido sdo favordveis, por se apresentarem incolores sem a presenga aparente de
outras substancias secundérias. Quando a eletroforese em gel de agarose 1% ¢ realizada, para
verificar a qualidade da extragdo, grande parte do DNA pode ficar retida nos pogos onde as
amostras foram aplicadas (Fig. 9). Esse problema pode ser devido ao excesso de
polissacarideos que permanece na amostra, dificuitando a migragio do DNA no gel e,
principalmente, as etapas posteriores do trabalho, como a clivagem do DNA por enzimas de
restricdo e as amplificagdes (Ferreira & Grattapaglia, 1995). No protocolo de extragdo
utilizado (Anexo 1) foram incluidas etapas de purificagdo do DNA, visando principalmente a
remoc¢do de polissacarideos, como a precipitagdo do DNA em isopropanol e solugdo salina
(Fang et al., 1992).

Apés a extracdo, o DNA foi quantificado em fluorémetro (Dyna Quant, Pharmacia), ja

que € preciso iniciar as reagdes de digestdo com quantidades de DNA semelhantes entre as
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insuficiente, o0 DNA serd digerido parcialmente € isso provocard efeitos negativos nas etapas

posteriores, j4 que 0 DNA ndo digerido ndo participa das reagoes subseqiientes. Por outro
lado, um tempo muito longo pode provocar comportamento inespecifico das enzimas, ou seja,
as enzimas de restricdo, principalmente a Eco RI, passam a realizar clivagens em pontos nao
especificos do DNA comprometendo os resultados finais.

A reagdo de ligagdo dos adaptadores foi realizada utilizando a enzima T4 DNA Ligase
e o tampdo 35X DNA Ligase Reaction Buffer (Invitrogenm), NaCl 0,5M, BSA 1 mg/mL
(bovine serum albumin) (Invitrogen™) ¢ adaptadores Eco RI e Mse I (Applied Biosystems,
2000). O protocolo utilizado (Anexo 3) foi adaptado de acordo com as instrugdes do

i i ™
fabricante (Invitrogen™) e do protocolo AFLP Piant Mapping Protocol (Applied Biosystems,
2000).
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TG e Mse I-CTC e Eco RI-AG e Mse I-CTT, nos quais as letras indicam os nucleotideos
extras que os iniciadores possuem.

A separagdio e a deteccdo dos fragmentos nas amostras foi realizada com o
seqilienciador automético de DNA ABI Prism 310 da Applied Biosystems. Os procedimentos
de operagdo do seqiienciador, bem como do preparo das amostras para a corrida, foram
baseados no protocolo AFLP Plant Mapping Protocol (Applied Biosystems, 2000) e no
manual ABI Prism 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems, 2001b). O seqiienciador
automdtico de DNA apresentou bom rendimento e poucas amostras foram perdidas por falhas
na opera¢do do equipamento. Para que os fragmentos detectados pelo seqiienciador pudessem
ser classificados quanto ao seu tamanho em pares de bases, em cada amostra foram
adicionados fragmentos de DNA padrio que possufam tamanhos conhecidos, o Genescan 500
ROX Standard (Fig. 7) (Applied Biosystems, 2000). Esse padrdo foi lido junto com os
fragmentos das amostras e, através de comparag¢do por uma linha de regressdo, o tamanho em

pares de bases dos fragmentos da amostra foi determinado (Fig. 10).

Anélise dos dados obtidos

Os dados brutos, colhidos pelo seqiienciador, passaram por uma primeira andlise,
realizada pelo programa Genescan Analysis Software 3.1 (Applied Biosystems, 1998). Esse
programa classifica os fragmentos quanto ao tamanho e permite que se escoltha a intensidade
minima dos fragmentos, em unidades de fluorescéncia (unidades arbitrérias) que participardo
efetivamente das andlises posteriores. Valores minimos muito baixos podem incluir
fragmentos duvidosos, muitas vezes originados por artificios das reages de amplificagdo,
geralmente ndo confidveis. Valores minimos muito elevados podem eliminar vdrios
polimorfismos, j4 que maior nimero de fragmentos serd excluido das andlises. O valor
recomendado pelo Genescan Analysis Software 3.1 (Applied Biosystems, 1998) e pelos
técnicos da Applied Biosystems, estd entre 50 e 100 unidades de fluorescéncia, tendo sido
adotado, neste trabalho, o valor de 50 unidades de fluorescéncia como minimo para incluséo
de fragmentos na andlise.

A anilise seguinte consistiu na conversao dos eletroferogramas com os fragmentos

selecionados, em matrizes de presenga € ausénecia (matriz do tipo 0 e 1) realizada pelo

programa ABI Prism Genotyper 2.5 Software (Applied Biosystems, 2001a). E neste ponto que
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muita cautela, j4 que a presenga ou auséncia de fragmentos, nestes casos, tém maior
chance de ser causada por artiffcios presentes na amostra,

¢ amostras que ndo se alinham perfeitamente com as demais (Fig. 14), dando a falsa
impressdo de que possuem fragmentos de tamanhos distintos, chegando tais fragmentos,
em casos mais extremos, a ser classificados com tamanhos distintos (Fig. 15). No
programa ABI Prism Genotyper 2.5 Software (Applied Biosystems, 2001a) € possivel
organizar 0s eletroferogramas de modo que fragmentos com mesmo tamanho em pares de
bases aparegam alinhados (Fig. 10), porém, muitas amostras podem sofrer erros de leitura
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dados: matrizes geradas apenas com a utilizagdo do programa ABI Prism Genotyper 2.5
Software (Applied Biosystems, 2001a) (Figs. 17A e 18A) e matrizes geradas pelo programa e
analisadas também manuaimente (Figs. 17B e 18B). Tanto a quantidade de polimorfismos
encontrada em cada uma das anilises deste trabalho (Tab. 3) como em trabalhos semelhantes
Ja publicados (Tab. 4) foi quantificada. As intensidades dos eletroferogramas nessas anilises
foram padronizados.

A importancia da uniformizacio das intensidades dos eletroferogramas foi testada
utilizando um grupo de individuos da subsecdo Tuberculata. Foram analisados dois
eletroferogramas por individuo, que possuiam intensidades distintas (Figs. 19). Nestas
andlises os eletroferogramas ndo foram analisados manualmente, j4 que o objetivo era
verificar a influéncia dos artificios produzidos por ampliﬂcagées desiguais nas andlises.

Utilizando espécies da subsegdo Carinata, foram realizadas anilises das trés
combinagdes de iniciadores em separado (Fig. 20, 21, 22) e em conjunto (Fig. 23), para
avaliar a influéncia de cada par de iniciadores nas relagGes de parentesco produzidas. Nestas
andlises os eletroferogramas apresentam intensidades semelhantes e foram analisados
manualmente.

Foram empregados dois métodos de agrupamento para a andlise dos dados: UPGMA
com coeficiente de Dice, e Ward utilizando o coeficiente Bray — Curtis. Para a aplicagfo das

andlises multivariadas, foi utilizado o programa FITOPAC (Shepherd, 1996).

Resultados

Como as andlises de agrupamento apresentaram resultados bastante semelhantes,
apenas os dendrogramas produzidos pelo método de Ward serdo apresentados.

Na subse¢do Carinata, a influéncia da andlise manual dos eletroferogramas foi
pequena (Figs. 17A, 17B). Tanto o dendrograma gerado a partir do conjunto de dados
analisado apenas com o programa Genotyper (Fig. 17A) como o dendrograma construido a
partir dos dados analisados manualmente (Fig. 17B) produziram agrupamentos semelhantes,
reunindo individuos de uma mesma espécie em agrupamentos distintos. Nos dois

dendrogramas existem dois agrupamentos principais, um que retne E. ibaguense, E.
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Cadeia dos Andes e plantas do Planalto Brasileiro reuniram-se €m agrupamentos distintos
(Fig. 18B). E. xanthinum e espécimes de E. secundum com caracteristicas intermedidrias com
espécies da subsegio Carinata formaram agrupamentos semelhantes nos dois dendrogramas
(Figs. 184, 18B).

A quantidade de polimortismos obtidos nas anélises envolvendo as duas subsegdes foi
baixa (Tab. 3) se comparada com as quantidades obtidas em trabalhos que também utilizaram
AFLP (Tab. 4). O nimero de polimorfismos obtidos na subsegdo Carinata foi maior que na
subseao Tuberculata (Tab. 3). A andlise manual dos eletroferogramas gerou uma diminuigéo
na quantidade de polimorfismos nas duas subsegdes, sendo mais acentuada na subsegdo
Tuberculata (Tab. 3).

Na andlise de am g
OStas originadas de um mesmo individuo, que possuiam

eletroferogramas i i isti
gr com 1ntensidades distintas, nio houve agrupamentos que reunissem

amostras de um mesmo indivs, i
. individuo (Fig, 19), Amostras de alguns individuos chegaram 2

reuniram individuos de uma mesma espécie. Nestas analises existe, também, uma diferenga
no posicionamento de cada agrupamento nos dendrogramas gerados. Na anélise baseada nos
trés pares de iniciadores em conjunto (Fig. 23), individuos de uma mesma espécie formaram
agrupamentos distintos, podendo ser identificados dois agrupamentos principais: um que
reine E. radicans, E. cinnabarinum, E. denticulatum e E. fulgens e o outro que inclui E.

incisum, E. calanthum e E. ibaguense.

Discussao

A anilise manual dos eletroferogramas mostrou ser uma op¢do importante nas andlises
realizadas (Figs. 17A, 17B, 18A, 18B), produzindo resultados superiores na subsecdo
Tuberculata, que envolve diferentes populagdes de uma mesma espécie (Figs. 18A, 18B). As
matrizes de dados geradas apenas com a utilizagdo do programa Genotyper, sem a andlise
manual, inclufram na anélise polimorfismos que dificultaram a interpretag¢do dos resultados,
como mostram os dendrogramas obtidos (Figs. 17A, 18A), ao contririo das andlises
realizadas manualmente, que produziram resultados que possuem relagdo direta com a
procedéncia e morfologia das espécies em questdo (Figs. 17B, 18B). Mesmo nas anlises
realizadas com a subsecdo Carinata, em que os resultados foram bastante semelhantes (Figs.
17A, 17B), o posicionamento de E. incisum no dendrograma baseado nos dados gerados
apenas pelo programa Genotyper ndo permitiu sua identificagdo como uma espécie distinta
das demais (Fig. 17A), ao contrdrio do que ocorreu nos dados gerados por andlise manual
(Fig. 17B). Na subse¢io Tuberculata, as diferengas entre os tipos de andlise foram mais
evidentes, com uma clara relagio entre procedéncia e morfologia nos dendrogramas baseados
em dados analisados manualmente (Fig. 18B). Individuos de E. secundum procedentes da
Cadeia dos Andes e do Planalto Brasileiro formaram agrupamentos distintos, assim como 0s
espécimes com morfologias intermedidrias, provéveis hibridos entre E. secundum e espécies
da subsecdio Carinata (Fig. 18B), um padrdo que néo ficou evidente no dendrograma gerado
sem an4lise manual (Fig. 18A).

Fay & Krauss (2003) e Fay et al. (2005) concluiram que a utilizaggo de iniciadores

com dois nucleotideos extras, integrantes do “kit” para genoma pequeno AFLP Plant Mapping
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A padronizagdo da intensidade dos eletroferogramas que integram as andlises também
se revelou importante, j4 que amostras de um mesmo individuo, com intensidades distintas,
ocuparam diferentes posigdes no dendrograma (Fig. 19). A padronizac¢do das intensidades dos
eletroferogramas gerados ¢ importante porque, dependendo das condigdes em que as reagdes
de PCR sdo realizadas, um nimero diferente de picos pode estar na faixa acima de 50
unidades de fluorescéncia, gerando matrizes com composi¢des diferentes de fragmentos que
ndo refletem as relagdes genéticas entre as amostras, ¢ sim artificios gerados por reagdes de
PCR com rendimentos distintos.

Diferentes combinages de iniciadores de AFLP podem amostrar diferentes regides do
genoma dos organismos em questio, gerando resultados que refletem relages de parentesco

b .
aseadas no genoma total destes Organismos (Robinson & Harris 1999: Crawford & Mort,

2004). Os resultados obi
obtidos confirmanm estas afirmagdes j4 que as andlises realizadas com 08

pares de iniciado i i
TES em separado ndo foram idénticas (Figs. 20, 21, 22), refletindo relagdes de

bastante distinta, ocorrendo desde a América Central até a cadeia dos Andes (capitulo 4).
Porém, morfologicamente, € bastante préximo as espécies que ocorrem no litoral do Brasil,
principalmente E. fulgens (capitulo 4). O outro grande grupo retine E. ibaguense, E.
calanthum e E. incisum, espécies que se distribuem, principalmente, na Cadeia dos Andes e
Planalto das Guianas, exibindo também grande semelhanga morfoldgica entre si (Fig. 23)
(capitulo 4). Além disso, todos os individuos de uma mesma espécie formaram agrupamentos
entre si (Fig. 23), fato que ndo ocorreu nas andlises geradas por combinagGes de iniciadores
em separado (Fig. 20, 21, 22), ou seja, a utilizagdo conjunta de diferentes combinagbes de
iniciadores pode aumentar a resolug@o das analises e auxiliar na interpretagdo de relagoes de
parentesco entre espécie préximas.

Existem diversos trabalhos na literatura comprovando a eficiéncia de dados gerados
por AFLP no estabelecimento de relagdes de parentesco entre plantas, em diferentes niveis
taxonémicos (Gobert et al., 2002; Marhold et al., 2002; Nielsen et al., 2003; Pelser et al.,
2003; Tremetsberger et al., 2003; Lihov4 er al., 2004). Os passos envolvidos com a obtengéo
deste tipo de marcador precisam ser padronizados para que artificios ndo comprometam as
andlises, como mostram os resultados aqui obtidos. A anélise manual dos eletroferogramas, a
padronizacdo de sua intensidade e a utilizagdo de mais de uma combinagdo de iniciadores sdo
pontos importantes que devem ser levados em consideragdo em trabalhos que tenham como
objetivo esclarecer relagdes de parentesco entre grupos vegetais. Como existem poucos
trabalhos com o objetivo de realizar testes para avaliar o desempenho da técnica de AFLP
(Donini et al., 1997; Han et al., 1999; Fay et al., 2005) outros ainda sdo necessarios para que
a técnica seja empregada de uma forma adequada e possa gerar resultados cada vez mais

confidveis.

26



Tabela 1: Espécies da subsegdo Carinata utilizados nas

individuos analisados.

analises moleculares. N = Nidmero de

Procedéncia e Registro no Orquidario

Espécie Cédigo nas N
andlises do Instituto de Botinica
E calanthum Reb 1. & Warsc.  88A,93A, 1284 3 Equador e Ser Pacaraima (RR) -
17856, 18026, 18027 '
E. cinnabarinum Salzm. 53A, 55A, 75A 3 Camocim de Sdo Félix (PE) e Camagan
(BA) - 17465, 17475, 17611.
E. denticulatum Barb. Rodr. 28A, 63A, 64A, 4 Bertioga (SP), S@o Gonsalo do Rio
107A Abaixo (MG) e Araruama (RJ) - 17651,
17621, 17622, 17904
E. fulgens Brongn. S1A, 52A Itha do Cardoso (SP) — 17872, 17873
E. ibaguense HB XK. 57A,77A, 83A, Venezuela e Serra Pacaraima (RR) —
84A, 85A, 86A, 17704, 18031, 18032, 18033, 18034,
87A 18035, 18036
E. radicans Pavén ex Lindl. 60A, 61A, 123A, 4  Equador, México e Panamd — 17707,
o 124A 17861, 17894, 18028
E. incisum Vell. 92A 1 Equador- 17859
Total 24

27

E. secundurﬁ Jacq.

E. xanthinum Lindl.

Tota]

Tabela 2: Espécies da subse¢o Tubercyigy, utilizadas nas an4];
ndlises

de individuos analisados.

Espécie Cédigo nas
analises
1A —4A
SA-8A

124, 14A, 40A,

13A, 16A, 1024,

111A, 127A
18A - 22A

23A

25A, 31A, 334,
35A36A, 37A,
43A, 48A
30A, 34A, 32A

54A
41A, 42A
46A
44A
71A
72A, T3A
66A, 67A
90A, 96A
T4A
89A

108A, 109A,
112A
115A
68A, 121A,
122A
9A, 11A, 13A,
17A
38A, 39A, 45A
26A
91A

N

~

— N

(J-)D—-‘P—‘I—‘[\)p-d.._...,__"_.,__'__‘ —

_— BN L =

o))
(o)

moleculares. N = Ndmero

Procedéncia e Registro no Orquidario do

Instituto de Botanica

Diamantina (MG) - 8900, 8831, 8833, 8832

Pindamonhangaba (SP) -
17307 (SP) - 17308, 17306, 17309,

Nova Friburgo (RJ) - 17835
- , 17837, 1
17840, 9943, 9944, 9945, 7597, 17838,

Santana do Riacho (MG) — 15286 - 15290
Alto Paraiso (GO) - 17600

Santa Bérbara (MG) — 17494, 17491, 17497, 17495,
17490, 17506, 17492, 17505

Santo Antdnio do Itambé (MG) - 17480, 17672,
17674
Itatiaia (RJ) - 17879

Biritiba Mirim (SP) — 17602, 17603
Mucugé (BA) - 17883

Atibaia (SP) - 17599

Peru - 18039

Venezuela — 18040, 18041

Bolivia — 18045, 18046

Equador — 17857, 17860

Caieiras (SP) - 16472

Monte Roraima (RR) - 17593
Ubatuba (SP) — 17953, 17954, 17664

Apiaf (SP) - 11117 |
Santo André (SP) — sem registro, colegdo particular

Nova Friburgo (RJ) — 17832 - 17834, 17643

Santa Bérbara (MG) - 17496, 17493, 17615
Santo Antdnio do Itambé (MG) - 17482

Equador - 17858
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endo diferentes

Tabela 3: Quantidade de fragmentos produzida com iniciadores cont

andlises de AFLP realizadas com espécies das subseg
polimérficos e nao polimérficos; B

inagd des Carinata €
combinagdes, em

Tuberculata. A = mimero total de fragmentos produzidos,

= nimero de fragmentos polimérficos resultantes da anélise realizada apenas pelo programa Tabela 4 Porccntagem de polimorfismos obtidos com marcadores N

e em conjunto

: C = ni im6 esultantes da anlis - N~ ) o
Genotyper; C = ndmero de fragmentos polimérficos resu semelhantes, utilizando iniciadores com trés bases adicionais (kit de gemoma grande —

realizada pelo programa Genotyper e visualmente. Applied Biosystems).
1 Tuberculata :
Carinata Autor Familia  Marcadores obtidos entre: Polimorfismos
A B (%) C (%) A B (%) C (%) Cardoso et al., 2000 Arecaceae populagdes de uma espécie 92%
Gaudel et al., 2000 Apiaceae populagdes de uma espécie 54%
AC-CTA 234 62 (26,4) 50 (21,3) 224 50(22,3) 22(9.8) van der Merwe et al., 2000  Cupressaceae populagdes de uma espécie 56%
: Kjaer et al., 2004 Arecaceae populagGes de uma espécie 48%
AG-CTT 174 44.(25,2) 25 (14,3) 176 47(26,7) 7(3.9) Kardolus et al., 1998 Solanaceae espécies de um género 40%
TG - CTIC 251 66 (26.2) 51(20,3) 268 40 (14,9) 11 (4.1) Gobert ez al., 2002 Lamiaceae espécies de um género 56%
Despres et al., 2003 Ranunculaceae espécies de um género 75%
Total 659 172 (26,1) 126 (19,1) 668 137 (20,5) 40(5,9) Tremetsberger et al., 2003 Asteraceae espécies de um género 24%
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Figura 1: Gel de amido mostrando a presenga de bandas provenientes da
atividade enzimética de isoenzimas presentes na amostra. Modificado de
Ferreira & Grattapaglia (1995).
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Sitio na cadeia de DNA com
sequéncia complementar a sonda ,

Deteccao das bandas marcadas
radioativamente em gel

A B C D

Figura 2: Esquema representando o funcionamento da técnica RFLP. As tesouras simulam as
enzimas de restrigdo. A: as enzimas de restri¢do produzem um fragmento que estd ligado a
uma sonda, por possuir um sitio com a seqii€ncia complementar; B: a regido com seqgiiéncia
complementar 3 sonda também possui um sitio de restri¢ao, que foi clivado por uma enzima,
produzindo dois fragmentos marcados; C: provavelmente um evento de inser¢do provocou
um aumento no tamanho deste fragmento; D: provavelmente um evento de dele¢ao provocou
uma diminui¢do no tamanho deste fragmento. Modificado de Ferreira & Grattapaglia (1995).
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Regido conservada, onde se ligam os
iniciadores para amplificar a regido com
repeticoes

A\ (AAT),

-

Regido com subunidades repetitivas

Mutacao

Insercao

@aAT),, §
-

Figura 3: Esquema de funcionamento da técnica de microssatélites. No exemplo, um evento
de inser¢dao provoca um polimorfismo no fragmento, alterando o niémero de subunidades
repetitivas, causando um aumento no tamanho do fragmento, que serd detectado por
eletroforese em gel ou por seqiienciador automdtico de DNA. Modificado de Robinson &
Harris (1999).
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Fragmentos de DNA amplificados com tamanhos diferentes

I S = I
—— e — A
S .
——— ] — B
N
= C
— g 90 Jy
e i  E— D
Verificacdo em gel da presenca
de fragmentos amplificados
I [ ] [
| | |
. I N
]

Figura 4: Esquema representando o funcionamento da técnica RAPD. Regides do DNA
compreendidas entre seqiiéncias complementares aos iniciadores sdo amplificadas, geli'ando
fragmentos que s3o visualizados em gel, apés eletroforese. A presenga ou ausénc.la‘de
determinadas bandas, por medificagdes da cadeia de DNA entre as amostras, constitui o

polimorfismo detectado pela técnica.
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DNA Total

1Fragmentos gerados por clivagem com enzimas

Li gaﬁﬁo de adaptadores
e Y . @u - E.
N ===
Adaptador EcoRI l Adaptador Msel

000
Fragmento cortado por EcoRI e Msel e ligado com adaptadores

Fragmentos ligados a adaptadores serdao

ficindor EcORTIEA amplificados (amplificagao pré-seletiva)
| '

5 = Jud
Lmia base extra (pode estar ausente) w———tp N
C Iniciador Msel

l Fragmentos sdo submetidos a outra

fhicador EeoRT amplificagio (amplificagdo seletiva)

marcado com fluorescéncia o
AT C ===p Trés bases extras (podem ser duas ou quatro)

[
GAC  Iniciador Msel

Leitura dos fragmentos marcados por
fluorescéncia pelo sequenciador automatico,
l‘ gerando eletroferogramas

NEENEE

g

IR Ll

Figura 5: Esquema representando o funcionamento da técnica AFLP. O DNA.total d?
organismo € clivado por enzimas de restricdo. Fragmentos resultantes sao llgados a
adaptadores, que possuem seqiiéncia complementar aos iniciadores que farao a amplificagao
destes fragmentos. Apés duas rodadas de amplificagdo, os fragmentos marcados por
fluorescéneia sdo detectados num  segiienciador automatico de DNA, gerando

eletroferogramas, nos quais os picos indicam a presenca dos fragmentos. 35
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Figura 6: Eletroferogramas de AFLP, de uma mesma amostra, exibindo diferentes perfis.
A: amplificagdo satisfatéria, com grande quantidade de fragmentos; B: amplificacao
deficiente, mostrando fragmentos com intensidade reduzida, ocasionada por inibidores,
problemas de dilui¢do ou quantidade insuficiente de iniciadores. Foto da tela do programa
Genescan Analysis Software 3.1 (Applied Biosystems, 1998).
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E— 3300 3600 3900 4200 4500 4800 GI00  g400 -
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(] 9 1 P ) 'wm v Lo e Dol e plod! by ] |

EIM 148 :5 Yo-CTC /6 T6-CTC [ 14r:8TOCTC /6 TO-CTC
Figura 7: Eletroferogramas de AFLP. A: Conjunto de fragmentos com tamanho (em pares
de bases) conhecido, que € adicionado a cada amostra a ser analisada pelo seqiienciador
automdtico, para que os fragmentos da amostra sejam classificados quanto ao seu tamanho;
B: Eletroferograma mostrando os picos comrespondentes aos fragmentos da amostra (azul)
aos fragmentos do padrdo (vermelho). Foto da tela do programa Genescan Analysis

Software 3.1 (Applied Biosystems, 1998).
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Figura 8: Foto de gel de poliacrilamida de AFLP mostrando bandas ap6s
eletroforese, com marcagdo radioativa. Os nimeros indicam faixas de tamanho
dos fragmentos, em pares de bases. Modificado de Chen et al. (1999).
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Figura 9: Foto de oel de agarose ap0s eletroforese de amostras contendo ex
total. A: DNA padrao B: banda que corresponde ao DNA total da amos



B AR AR e
145 150 1S5 160 165 170 175 180 185 180 195 S . .
12BMe 10000 1 2 TC-CAC 1 2 ToucAC 20,5 20 w5 ok s 230 235 240 24s

| 2TC-CAC

iR

iz K] 2215
[13253] 77573 £ Ri47]) BEEEE)

1P2TCCAC 6Ble  1.0000 P2 TC-CAC 1P 2 TC-CAC

25 rssians @) 0] s
ez [z

|PA 2 TC-CAC 9 Bl 1.0000 PA 2 TC-CAC 1PA 2 TC-CAC

A J\ﬁ‘w
[F7ia Eias ey (e
[Ta4.81] 153 43 [212.61] [223.23]

Tee09 2215 2571 (5158
153,58 [212.53] 22348
22511

2 2RTCLAC 180Be 10000 2 2R TC-CAC 2 2R TC-CAC
200
MMMLJ‘M
7e Teeos
[z
[225.19]

332 TC-CAC-3 3 one 1.0000 332 TC-CAC 332 TC-CAC

2 2 TC-CAC 15 Bhe 1.0000 2 2 TC-CAC 2 2 TC-CAC

il bana

s —

Figura 10: Eletroferogramas de diferentes amostras de AFLP, com fragm.entos classificados
quanto ao seu tamanho, em pares de bases. Os eletroferogramas s@o alinhados de acordo
com o tamanho dos fragmentos que os picos representam. Foto da tela do programa ABI

Prism Genotyper 2.5 Software (Applied Biosystems, 2001).
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Figura 11: Eletroferogramas de diferentes amostras de AFLP. As setas indicam picos
bem delimitados, com intensidades inferiores ao valor minimo estipulado, ndo sendo
reconhecidos pelo programa. A: Este pico pode ser integrado mapualm&znte a0 conjunto
de polimorfismos, tornando as andlises mais apuradas; B: Com a inclusdo manual deste
pico, a categoria inteira se torna ndo polimdérfica, ja que passa a estar presente em to.das
as amostras, constituindo um falso polimorfismo. Foto da tela do programa ABI Prism

Genotyper 2.5 Software (Applied Biosystems, 2001).



61 AGCTT 26 Green  1.0000 &1 AG-CTT 6t AGCTT

N/\JJ\%“ E"’

6 AG-CTT $Green  1.0000 6 AG-CTT & AG-CTT
__—-_.E

60 AG-CTT 25Green  1.0000 60 AG-CTT 60 AG-CTT

61 AG-CTT 9 Green 10000 61 AG-CTT 61 AG-CTT

m/“\_J\/ \__/__E

62 AGLTT 1GCreen  1.0000 62 AG-CTT 62 AG-CTT
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64 AG-CTT 12Green  1.0000 64 AG-CTT €4 AG-CTT 300
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\ _/\__/—/\—__M "
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Figura 12: Eletroferogramas de diferentes amostras de AFLP.’ As setas _indicam picos com
delimitagfio incerta, com intensidades inferiores ao valor minimo estipulado, nfio_sencjo
reconhecidos pelo programa. Em casos duvidosos. como este, rec.omenda—’se a eliminacédo
de toda a categoria, j4 que nio é possivel fazer a distingdo entre picos € .l'l.lldOS da aznggsltra.
Foto da tela do programa ABI Prism Genotyper 2.5 Software (Applied Biosystems, 2001).

42

s e e e,



32 &GCTY 13Green  1.0000 32 AG-CTT 32 AD-CTT

J
20
32 AGCTY 23Green 10000 32 AG-CTT 32 AG-CIT

AJ\ME
33 AGCTY 24 Green  1.0000 33 AG-CTT 33 AG-CTT
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37 AOCTY 280resn  1.0000 37 AO-CTT 37 AG-CTT
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Figura 13: Eletroferogramas de diferentes amostras de AFLP. O gr.imde nimero de picos de
baixa intensidade sugere grande quantidade de artificios nesta reglao_c}os eletroferogramas.
E preciso muita cautela em considerar picos presentes nestas regiées. Foto da tela do
programa ABI Prism Genotyper 2.5 Software (Applied Biosystems, 2001).
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44 AQ-CTT 250resn  1.0000 44 AG-CTT 44 AG-CTT

Figura 14: Eletroferogramas de diferentes amostras de AFLP.’A.ss setas .indicam picos com
delimitagdo incerta, com intensidades inferiores ao valor. minimo estlpulad_o, ndo se_ndo
reconhecidos pelo programa. Estes picos néo e§téo alinhados em relagdo 20S  picos
correspondentes nos demais eletroferogramas, possivelmente por problemas na leitura .das
amostras pelo segiienciador automdtico de DNA. Foto da tela do programa ABI Prism

Genotyper 2.5 Software (Applied Biosystems, 2001).
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Figura 15: Eletroferogramas de diferentes amostras de AFLP, exceto A e B, que COfrespondem
a duplicatas de uma mesma amostra.Os picos indicados pelas setas‘nao estao alinhados em
relagdo aos picos correspondentes nos demais eletrf)ferogramas, poss’lvelmente por prq?lemas
na leitura das amostras pelo seqiienciador autométlcq de DNA, porerp, sga Posn;ao di eren;;a
nos eletroferogramas fez com que o programa os classificasse de maneira distinta. Como A :B [
correspondem 4 mesma amostra, o problema pode ser detectado. Foto da tela do programa

Prism Genotyper 2.5 Software (Applied Biosystems, 2001).
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Figura 16: Eletroferogramas de diferentes amostras de AFLP. Ii‘xs setas indif:afn regiéejs‘ do
eletroferograma que nfio possuem picos e nenhum sinal de ruido, caractenst{caj deseJaYel
pois confere maior seguranga na aceitagido dos picos presentfes na-mesma posx(,:ao também
nos demais eletroferogramas, situago que caracteriza um pollmprflsmo verdadeiro. Foto da
tela do programa ABI Prism Genotyper 2.5 Software (Applied Biosystems, 2001).
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Figura 17: Analises utilizando o método de Ve
Eletroferogramas analisados apenas com o progra
manualmente. Correlagdes cofenéticas: A=0,85;B=0.87.

Ward de espécies da subsecdo Carinata. A=
a Genotyper; B = Eletroferogramas analisados
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Figura 18: Andlises utilizando o método de Ward de espécies da subsegido Tuberculata:_ A=
Eletroferogramas analisados apenas com O programa Genotyper; B = Elletr_oferog“rama's 'anahsados
Manualmente. C = Espécimes de E. secunduim provenientes do Planalto Brasileiro; D = Individuos de E.

Secundum procedentes da Cadeia dos Andes; E = Individuos com morfologias intermedidrias entre E.

Secundum e espécies da subsegdo Carinata (E. fulgens, E. denticulatum). As setas com asterisco indicam

Individuos procedentes da Cadeia dos Andes. As setas sem asterisco indicam individuos procedentes do
Planalto Brasileiro. Correlagdes cofenéticas: A=0,57; B=0,64.
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Figura 19: Analise utilizando o método de Ward com espécimes de E. secundum. As letrasAe B

indicam os pares de individuos que possuem eletroferogramas com diferentes intensidades. Os

- i stica=0,75.
mesmos individuos ocupam posigdes distintas no dendrograma. Correlagio cofenctica=0,
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Ward de espécies da subse¢do Carinata, utili_zando trés
TG/CTC. Individuos de uma mesma especie formam
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11. Descarte o sobrenadant

Anexo 1

Protocolo para extragdo de DNA de plantas, modificado de Ferreira &
Grattapaglia (1995).

. Pese 30-50 mg de tecido seco e macere-o0, num eppendorf, utilizando um

pilﬁozint'lo de plastico duro (ou bastio de vidro) através de nitrogénio liquido,
até o tecido se tornar um pé fino;

. Adicione entdo 700 pl de Solugio Tampio de Extragdo e misture (com palito
de dentes esterilizado) para umedecer o tecido:

. Encube os tubos em banho-maria a uma temperatura de 60-65 °C por 60
minutos. Durante a incubacdo, agite cuidadosamente os tubos a cada 20
minutos para homogeneizar a suspensio;

. Relire os tubos do banho-maria ¢ deixe-os esfriar por 5 minutos;

. Extraia com solvente orginico adicionando 600 pl de CIA
(cloroférmio:dlcool isoamilico 24:1). Agite os tubos em voértex por ca. 5
minutos ou até fazer uma emulsdo homogénea;

. Centrifugue os tubos em microcentrifuga a velocidade méaxima (12000-15000
rpm) durante 5 minutos;

. Retire os tubos da centrifuga cuidadosamente, evitando perturbar a interface
entre as duas fases formadas. Pipete a fase superior (aquosa) para um novo
tubo;

. Repita os passos 5,6 ¢ 7;

. Adicione ao novo tubo ¥ volume de NaCl 5M e 2 volumes de i§_opropanol
frio (-20 °C). Misture gentilmente para precipitar. 0s écm_ios nucléicos. Leve
os tubos ao freezer (-20 °C) e deixe-0s por no minimo 3 dias;

10. Centrifugue os tubos a 7000 rpm por 5 minutos;

e sem perder o pellet, que pode ser bastante

translicido e de dificil visualizagao;
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o1 70% e deixe em repouso por 10 minutos;

12.Adicione 1 ml de etan S inutos:

13.Centrifugue os tubos 2 7000 rpm por

14.Descarte o sobrenadante sem perder 0 pellet;

15.Repita os passos 12, 13 e 14,

16.Ressuspenda o pellet em 300 pl de H,O milliq por 1 hora a 37 °C;

o de aménio 7,5 M, misturar levemente por

. . t .
17.Adicione 150 pl de aceta na geladeira por 15 minutos:

inversdo para homogeneizar a solugdo. Incube

18.Centrifugue por 30 minutos a 10000 rpm a 4 °C. Transfira o sobrenadante

para um novo tubo;

19.Adicione 2 volumes de etanol absoluto ao sobrenadante e misture
suavemente por inversdo. Incube por 1 hora a -20 °C;

20.Centrifugue por 10 minutos a 5000 rpm a 4 °C;
21.Descarte o sobrenadante sem perder o pellet;
22.Repita os passos 12, 13 e 14 por 2 vezes,

23.Adicione 1 ml de etanol absoluto. Deixe o pellet imerso por 3 minutos. Retire
0 sobrenadante sem perder o pellet;

24.Seque o pellet em centrifuga a vicuo ou em capela de exaustio;
25.Ressuspenda o pellet em 50 pl de H,0 milliq por 1 hora a 37 °C;

26.Acrescente 2 pl de RNAse em cada tubo. Incube-os em banho-maria a 37 °C
por 1 hora, para que haja digestio do RNA.
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Anexo 2

protocolo para a reagao de clivagem de DNA tota] pelas enzimas Eco RI e Mse I
o Rl e Mse

1. O DNA a ser utilizado precisa ser quantificado, em ng/pl;

2. O volume total da reacdo deve conter 10 ple,a concentragdo do DNA nesta
reacdo deve ser de, aproximadamente, 2() ng/ul;

3. Quantidades para uma reagio:

o EcoRI(10 U/ul)-0,5ul

o Msel(5U/ul)- 0,25ul

o Tampdo* 2,0 ul

Total 2,75 pl 4+ amostra = 10 pl

4. A amostra, que corresponde a 7,25 pl, serd composta de H,O e DNA. A
solucdo de DNA que serd utilizada nesta reagio devera ser diluida (ou ndo)
em H,0 para que a concentragio final, da reagdo total, seja de 20 ng/ul;

5. Misturar bem os componentes da reagdo, evitando fazer bolhas;

6. Colocar a reagdo por 2 horas a 37 °C, preferencialmente em estufa (como

alternativa, pode-se utilizar termociclador);

7. Retirar da estufa e inativar as enzimas de restri¢o, aquecendo as reagdes a

70 °C por 15 minutos, preferencialmente em termociclador;

8. Guardar as reacdes a -20 °C ou continuar com a etapa de ligacdo de

adaptadores;

* - O tampio utilizado foi o 5X DNA Ligase R |
ue acompanha a enzima Msel, o

eaction Buffer (Invitrogen' ).

Alternativamente, pode-se utilizar 0 tampao q o
idades de sais, para
REact 1. 0 tampdo utilizado ndo pode conter grandes quanti

que a atividade da Mse I nio seja prejudicada. -
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Anexo 3

I
Protocolo para a reagdo de ligagdo de adaptadores Eco RI e Mse

1. Ser4 utilizado 5,5 ul do produto da reagdo de digestdo do DNA;
2. Quantidades para uma reagdo:

e 5X DNA Ligase reaction Buffer - 2,0 pul

e NaCl0,5M - 1,0 pl
¢ BSA 1 mg/ml - 0,5 pl
o *Adaptador Mse I - 1,0 pl
e *Adaptador Eco RI - 1,0 ul
e T4 DNA Ligase (1 U/pl) - 1,0 pl
Total 6,5 ul + 5,5 pl da amostra = 12 pl

3. Misturar bem os componentes, evitando fazer bolhas;
4. Deixar overnight a temperatura ambiente, 17 °C a 20 °C. Temperaturas muito
elevadas inibem a atividade da T4 DNA ligase;

5. Guardar as amostras a — 20 °C ou continuar coma etapa de pré-amplificacio.
*- Os adaptadores, antes de serem utilizados, precisam ser ativados. Aquecer a

quantidade que serd utilizada a 95 °C por 5 minutos, preferencialmente em

termociclador. Depois deixar 10 minutos em repouso e dar um spin.
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Anexo 4

Protocolo para amplificaczo pré-seletiva o Seletiva para AFT p

Amplificacdo Pré-Seletiva

. A solugdo de adaptadores precisa ser diluida e H,0 antes de se utilizada. £

necessario fazer testes para saber qual a melhor diluigdo. A principio

diluices de 1:10 e 1:5 sdo bem sucedidas;
2. Quantidades para uma reagio:

+ *Iniciadores £Eco Rl e Msel- 0,5 ul

o Core Mix - 7,5 ul
o Amostra diluida - 2,0ul
Total 10,0 ul

3. Misturar muito bem os componentes, evitando fazer bolhas ou movimentos
bruscos; |

4. Enquanto as reagdes ndo sdo colocadas no termociclador, devem permanecer
no gelo:

' |
3. A programacao do termociclador consta no AFLP Plant Mapping Protoco

(Applied Biosystems, 2000);

. lificacao
Guardar as amostras a — 20 °C ou continuar com a etapa de amp ¢

seletiva

Am lifica ao seletiva
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, - iluido em H,O para ser
1. O produto da amplificagdo pré-seletiva precisa Set dil P f
o va. B necessdrio fazer

0 e 1:5 sdo bem sucedidas;

, testes para saber qual 4
utilizado na amplificagao selet

melhor diluicdo. A principio, diluigdes de 1:1
2. Quantidades para uma reagdo:
e *Iniciador EcoRI- 0,5 pl

e *Iniciador Mse[- 0,5 pl

e Core Mix - 7,5 pl
e Amostra diluida 1,5ul
Total 10,0 pl

3. Misturar muito bem os componentes, evitando fazer bolhas ou movimentos
bruscos;

4. Enquanto as reagdes ndo sio colocadas no termociclador, devem permanecer
no gelo;

5. Tanto as reagOes para amplificacio como os frascos com os iniciadores néo
devem ser expostos excessivamente a luz pois a marcagao por fluorescéncia
pode ser afetada;

6. A programacéo do termociclador consta no AFLP Plant Mapping Protocol
(Applied Biosystems, 2000);

7. Guardar as amostras a — 20 °C,

% . T :
Nos dois tipos de amplificagio, a quantidade dos iniciadores, em cada

reagao, pode ser modificada, buscando uma melhora nos resultados, podendo-se
dobrar ou triplicar a quantidade de iniciadores.
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Capitulo 3

Avaliagio das relacdes intra e interespecificas no complexo Epidendrum secundum

(Orchidaceae) e espécies afins, através de AFLP

. . . 1_2 . \ )
Fédbio Pinheiro™, Fabio de Barros', Maria Iyiza Faria Salatino?, Antonio Salatino®
1 . s -
Instituto de Botanica — Se¢éo de Curadoria do Herbdrio. “Instituto de Biociéncias

Departamento de Boténica - USP

Resumo

Epidendrum € um dos maiores géneros de Orchidaceae ¢ um dos mais varidveis,
apresentando diversas diividas quanto ao seu posicionamento taxonémico e delimitagio de
suas espécies, principalmente nas subse¢des Carinata e Tuberculata, talvez os grupos mais
varidveis e incertos do género. O objetivo deste trabalho foi avaliar as relagdes intra e
interespecificas em espécies integrantes da subse¢do Carinata e de diversas populagdes do
complexo E. secundum, pertencentes A subsegdo Tuberculata, utilizando a técnica de
AFLP. Os resultados foram analisados utilizando métodos de andlise multivariada de
agrupamento (UPGMA e Ward). Os resultados indicam que a existéncia de duas subsecdes

distintas, Carinata e Tuberculata, ndo € consistente, pois ndo se repete nas andlises

realizadas. Individuos do complexo E. secundum procedentes da Cadeia dos Andes e

Planalto das Guianas exibem uma tendéncia de diferenciagao em relagdo as populagdes

procedentes do Planalto Central Brasileiro. Espécimes com flores lilases, vermelhas, laranja

; 3 cedéncia ou
€ brancas formam agrupamentos mistos, sem uma relagdo com sua pro

tinica espécie,
caracteres morfolégicos sendo, portanto, tratadas como pertencentes a uma p

istintos em todas as
E. secundum. Individuos de flores amarelas formam agrupamentos disti

inui 3t relacdo a E. secundum,
andlises realizadas, exibindo uma clara descontinuidade genética em relag

devendo ser identificadas como E. xanthinum.
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Abstract

t genera of Orchidaceac, and one of the most variab
f the larges

ties regarding its taxo
ctions Carinald and Tube
ps within the genus. This w
pecies of the subsection Carinata, and of populationg o
ongs to the subsection Tuberculata. By usage of AFyp

g methods of multivariate analysis (UPGMA anq

Epidendrum is on¢ 0 nomic position and the distinction among

_ - . .

presenting many uncerta rculata, which are possibly among the
. :nlv in the subse

species, mainly in t

more variable and complex grou

ork aimed to evaluate intra- g4

interspecific relationships among $
the E, secundum complex, which bel
technique, data were analyzed by clusterin

Ward). The results pointed out that the distinction of the two subsections, (Carinata ang
ard).

Tuberculata) is likely to be artificial. Plants from the E. secundum complex found from the
Andes and the Guyana Plateau have a tendency to split in relation to populations from the

Brazilian Plateau. Specimens with lilac, red, orange or white flowers form mixed groups, in

spite of their provenance or morphological features, and should be treated as belonging to a
single species, i.e. E. secundum. On the other hand, individuals with yellow flowers form
distinct groups in all analyses, showing a clear discontinuity in relation to E. secundum, and

thus must be identified as E. xanthinum.

Introdugio

Epidendrum L. é o maior género da familia Orchidaceae na regido Neotropical, com

112 a0 : : . .
5 espécies e o terceiro maior da famflia Orchidaceae no mundo, sendo superado apenas

por Bulbophylium (1789) e Dendrobiym (1184) (Chase ¢ al.., 2003). Apesar do nuimero

expressivo de e 3
p SpEcies, ndo h4 trabalhog envolvendo espécies de Epidendrum com O

den Berg, 2000; Whittep, et al., 2000 p

rid o r
et al., 2002; Higging ¢f al., 2003 geon et al., 2001; Williams et al., 2001; Koehlé

6!

espécies alvo de controvérsias (Dressle, 1967, 1984; Brieger, 1976-1977; Hgsater, 1993

Um dos grupos de espécies mais varidvel morfologicamente foj delimitado

primeiramente por Lindley (1852-1859), constituindo o subgénero Amphiglottium, o qual

possufa diversas segdes, dentre elas a seqdo Schistochila. As espécies da secio Schistochila
foram distribuidas em duas subsegges segundo a morfologia do calo do labelo (Fig. 1):
subsecdo Carinata, com calo em forma de quilha e projetado longitudinalmente sobre o

disco (Fig. 1a). e subsegio Tuberculata, com calo camoso, variadamente recortado,

geralmente no centro do disco (Fig. 1b). Cogniaux (1898-1902), Pabst & Dungs (1975) e
Brieger (1976-1977) também formularam sistemas de classificagdo para este grupo que
repetiram, em grande parte, a classificagio de Lindley (1852-1859). Apesar de ter
trabalhado com um nimero reduzido de espécies (Epidendrum cinnabarinum Salzm., E.
ibaguense H.B.K. e E. secundum Jacq.), van den Berg et al.. (2000) mostraram que a secdo
Amphiglottium forma um grupo monofilético. Estudos com diferentes abordagens
metodoldgicas j4 foram realizados na segdo Schistochila, revelando grande variagdo no
nimero cromossémico das espécies (Blumenschein, 1957), caracteres anatémicos pouco
informativos para delimitagdo das espécies (Baker, 1972), agentes polinizadores nao
especificos e alta intercompatibilidade entre as espécies (Pansarin, 2000).

Dentro da subsegdo Tuberculata o “complexo Epidendrum secundum” € um dos
grupos menos compreendidos taxonomicamente (Brieger, 1976-1977; Dunsterville, 1979).

Sdo0 plantas extremamente polimorfas e amplamente distribuidas na América do Sul. A

; i , iados, tratados,
complexidade do grupo & refletida no grande nimero de nomes a ele associados

as vezes como sindnimos de E. secundum, as Ve€Zes COMO ESPECIES autdnomas (E.

elongatum Jacq., E. crassifolium Lindl., E. ellipticum Grah., E. ansiferum Rchb. f., E

versicolor Hoehne & Schltr., E. xanthinum Lindl., entre outras). |
jaco as
Cada autor tem um ponto de vista sobre como tratar as variagOes apresentadas pe
. i da morfo ou
espécies que compdem o complexo E. secundum: alguns considerando ca -
ie disti os. 1975; Bneger,
coloragio de flor como pertencente a uma especie distinta (Pabst & Dungs, g

iagdes sdo
1976-1977; Sastre, 1990a, 1990b), € outros partindo do pressuposto de que as variagoes sa
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polimorfa (Dressler, 1989; Dunsterville &

espécie
p arte de uma mesma
continuas ¢ fazem p trabalhos se basearam em amostragens

; & Sweet, 1974). Como estes "
Garay, 1961; Garay a delimitar as espécies do grupo, as

: ar.
reduzidas e exclusivamente na morfologia floral p

itaci sci grmaneceram.
incertezas quanto 4 delimitagdo das especies do grupo p . ~
mas taxondmicos ndo estao restritos a este complexo. Na subsegio

Os proble o
“a priori”, a0 complexo E,

i A encerem
Carinata existem espécies que, apesar de nfo pert )

secundum, si0 muito préximas e, igualmente, varidveis e de dificil delimitagao; € o caso de

E. denticulatum Barb. Rodr., E. fulgens Brongn., E. cinnabarinum Salzm., E. incisum Vell,,

E. ibaguense HB K., E. calanthum Rchb.f. & Warsc. € E. radicans Pavén ex Lindl, entre
outras.

Incertezas taxondmicas relacionadas com caracteres morfoldgicos continuos,
informagées ecoldgicas escassas e auséncia de padroes biogeograficos claros sdo comuns
em Orchidaceae. Para tentar esclarecer as relagdes de parentesco apresentadas por grupos
de espécies com estas caracterfsticas, diversos trabalhos utilizando dados morfoldgicos
(Onishi, 1974; Bateman & Denholm, 1983, 1985; Reinhammar, 1995; van den Berg, 1996;
Borba et al., 2002; Palestina & Sosa, 2002) e dados moleculares (Wallace & Case, 2000;
Borba er al., 2001; Hedrén er al., 2001; Squirrel et al., 2002; Gustafsson & Lonn, 2003:
Chung er al., 2004; Forrest et al., 2004: Smith et al., 2004) foram publicados, apresentando
resultados bastante interessantes. O principal ponto em comum destes trabalhos foi a
estratégia amostral adotada por seus autores: incluir um nimero de individuos e populagdes
suficientes para que a variagio morfol6gica e a distribuicdo geografica do grupo estivessem
representadas nas anélises.

Estudos que tentam esclarecer os limites entre espécies préximas ou quantificar a

variagao existente entre populagdes sdo importantes porque revelam o padrio de evolugio

dos caracteres envolvidos na divergéncia dessas linhagens, ligados ao processo de

especiagdo (Crawford & Mort, 2004). Neste sentido, a amostragem dos trabalhos &

populagdo pode gerar padrées discordantes, de difjci] interpretaciio, j4 que hibridos ou
polipléides podem estar participando das anj |

lises (Sechausen, 2004), A maior parte dos

63

monofilético, nfo realizando testeg Para confirmar tag relagdes, como am i
.ndividuo por espécie ou incluir espécies Proximas (Funk & Orr;}and 20030)Smlr e
Muitos problemas de diferenciagiio intra ¢ interespeciﬁc; tm 'sido alisad

através de sequenciamento de bases de DNA do nicleo ou de organelas, como clzrr]o l:stzz
e mitocondrias (Stappen et al., 2002), porém com uma resolucdo insuficiente (CrawI;ord &
Mort, 2004). Técnicas baseadas na anilise de fragmentos de DNA produzem uma
quantidade de polimorfismos bastante elevada, sendo indicadas para estudos populacionais
e de circunscri¢do de espécies préximas (Wolfe & Liston, 1998; Rieseberg, 1998).

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms) é uma técnica recente, descrita

por Vos et al. (1995) baseada na amplificacao seletiva de fragmentos de restrigsio
previamente selecionados. Segmentos de DNA, originados por clivagem com enzimas de
restrigio, se ligam a adaptadores especificos que s3o reconhecidos por iniciadores, sendo
posteriormente amplificados. Os produtos amplificados podem ser marcados por
fluorescéncia e {idos num seqiienciador automatizado (Karp et al.., 1996; Wolfe & Liston,
1998). Se comparado com técnicas semelhantes, como RFLP e RAPD, a técnica AFLP
permite produzir maior quantidade de fragmentos de restri¢do, mapeando, portanto, uma
quantidade maior de polimorfismos, além de ser mais fécil a reprodugéo dos dados obtidos
(Wolfe & Liston, 1998).

A homologia entre os fragmentos obtidos por AFLP € contestada porque ndo se
conhece, de fato, a seqiiéncia de nucleotideos que compde cada fragmento, tornando tal

homologia discutivel (Robinson & Harris, 1999). No momento, apenas o trabalho de

Rouppe-van der Voort et al. (1997) tentou averiguar 2 homologia dos fragmentos

produzidos por AFLP, e verificou que 95% dos fragmentos obtidos possufam a mesma

i tos d
seqiiéncia de nucleotideos. Segundo Rieseberg (1996), a homologia entre oS fragmentos de

ntre 0$ grupos em questao.

AFLP pode ser proporcional & proximidade taxondmica € |
r dados produzidos por

Resultados produzidos por AFLP tém sido corroborados po

lo
seqiienciamento de nucleotideos, gerando dendrogramas com topo .
2001; Kropf et al.., 2003; Smith

gias muito semelhantes

et al.., 2004).
(Giannasi et g1.., 2001: Hedren et al..
" ’ : tem implicagoes
A in to 2 homologia dos dados produzidos por AFLP te phicag
certeza quanto de métodos cladisticos, como

; o1 tilizacao
nas téenicas utilizadas para a anlise dos dados. A U ¢

m que OS Caracteres utilizados atendam a
€

Parcimenia e méxima verossimilhanga €XIg
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pelos dados produzidos por AFLP, comg ,

o a0 o5 atendidos
rincipio, ndo sao cia (Swofford & Olsen, 1990). 4

cteres € sud independén
pamento € ordenagdo, N30 POSSUI restricge

pressupostos que, a p
certeza sobre a homologia dos card

andlise utilizando métodos fenéticos, como agru
méricos que utilizam diverso
ade ou distancia entre as amostras (Duncan &

0 imilarid
a estabelecer as relagdes de simi B “
. ¢do de especies, métodos fenéticog

Baum, 1981). Em estudos populacionais & de circunscrl - ’ !
podem representar as relagdes evolutivas entre 05 grupos envolvidos (Duncan & Baum,
1981). Apesar das diferengas entre métodos fenéticos
mesmo conjunto de dados produzidos por AFLP, obtendo

elser et al.., 2003).

e cladisticos, existem trabalhos que

utilizaram ambos, num
resultados muito semelhantes (Gobert et al.., 2002; P
O objetivo deste trabalho foi esclarecer as relagGes intra e interespecificas no

complexo Epidendrum secundum, pertencente & subse¢ao Tuberculata, utilizando a técnica
de AFLP. Foram inclufdos nesta andlise individuos que representam a variagao morfoldgica
encontrada no grupo bem como sua distribuigdo geogréfica. Espécies proximas ao
compiexo, pertencentes A subse¢do Carinata, também foram analisadas, numa tentativa de

avaliar a consisténcia destas subsegdes.

Material e Métodos

Foi analisado um total de 89 individuos, classificados nas subsecoes Tuberculata ou

Carinata de acordo com a morfologia do calo do labelo (Fig. 1), seguindo a classificagao
de Brieger (1976-1977).

Na subsegio Carinata, a maioria dag espécies € constituida por complexos de

indivi e )
duos bastante vanaveis, assim como ocorre na subsecio Tuberculata. Devido a essa

ande variaca )
gt variagao, que ocorre tanto na coloragio das flores quanto em sua morfologia, foi

terial dj Plo, j que ndo foj possivel, com O
materia . . _
1sponivel, avaliar Previamente se (ajg variagbes seriam suficientemente

ises de a amento e procedéne: )
analises grup Procedéncia. Comg nao foi possivel obter representantes de E

flexuosurt G. Mey., esta espécie nao Participou das an4lises

subsecdo Tu P
Para a subseg berculata, i existem resultados prévios, utilizando morfomeia,

que indicam nao ser p0§sfvel >eparar os individuos em agrupamentos de espécies distintas
(Pinheiro & Barros, ‘Capltu]o 4). Por esse motivo, todos 0s individuos utilizados na presente
andlise foram considerados integrantes de apenas uma mesma espécie - Epidendrum
secundum, € foram separados apenas segundo o tipo de colorago da flor que apresentavam
(Tab. 2). Algumas populagdes tiveram mais de um individuo amostrado para que as
relagdes entre as populagbes fossem mais consistentes, Og individuos utilizados cobrem
grande parte da distribuicio geografica do grupo bem como da diversidade morfolégica
encontrada nas populagoes.

A variagdo encontrada na coloragdo das flores de individuos utilizados nas an4lises,
de ambas subsecdes, foi documentada através de fotografias (Figs. 2, 3).

A extragdo do DNA foi realizada de acordo com o protocolo de Ferreira &
Grattapaglia (1995) e as reagdes envolvidas com a obtengio dos marcadores AFLP foram
realizadas de acordo com o protocolo AFLP Plant Mapping Protocol (Applied Biosystems,
2000). A digestio do DNA foi realizada com as enzimas de restrigio Eco RI e Mse I
(Invitrogen™). Os fragmentos resultantes foram ligados aos adaptadores e passaram por
duas reagdes de amplificagdo. Nas etapas de amplificagdo pré-seletiva e seletiva, todos os
reagentes envolvidos fazem parte do kit AFLP Plant Mapping Kit da Applied Biosystems.
O protocolo utilizado foi baseado nas instrugdes presentes no AFLP Plant Mapping
Protocol (Applied Biosystems, 2000). Foram utilizadas trés combinagdes de iniciadores do
AFLP Plant Maping Kit para genoma pequeno da Applied Biosystems, que utiliza

inj ; - - Mse I-CTC
iniciadores com duas bases adicionais, Eco RI-AC e Mse I CTA, Eco RI-TG e Mse

€ Eco RI-AG e Mse I-CTT, nos quais as letras indicam os nucleotideos extras que 0S

i i itico de DNA
iniciadores possuem. As amostras foram analisadas pelo sequenciador automatico de
individuais para
ABI Prism 310 da Applied Biosystems, 0 qual produz eletroferogramas individuais p

] ho dos fragme
€ada amostra, que indicam a presenga € O respectivo taman e e
nalisados pelos softwares GeneScan

ntos, em pares de

bases. O [tantes foram a
. s resultan
s eletroferograma , binria, que representa a

i atri
Ge“‘)typer, da Applied Biosystems, produzmdo uma m

cos entre as amostras. Os eletroferogramas

Presenca e auséncia de fragmentos polimoérfi
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ara que artifcios pudessem ser removidos das
P

analisados visualmente, ' .
o procedimentos envolvidos nas anélises dos

amostras, Detalhes sobre as reag0es € ’
o & Lopes (capitulo 2).

as, foi utilizado o programa FITOPAC
s de agrupamento: UPGMA

eletroferogramas podem ser obtidos em Pinheir
Para aplicagdo das andlises multivariad
(Shepherd, 1996). Foram empregados dois método

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Average) U |
Dice, e 0 método de Ward empregando 0 coeficiente Bray Curtis. UPGMA e Ward

tilizando o coeficiente de

possuem estratégias de agrupamento distintas e sua utilizagdo em conjunto visa aprimorar a

interpretagio dos dados obtidos. UPGMA tende a agrupar os individuos em grupos

preexistentes, favorecendo a formagao de agrupamentos NUMEroSos. Ward tende a produzir

grupos compactos e esféricos, mesmo num conjunto de dados onde a distribuicdo ¢
contfnua, por isso ¢ interessante que seja utilizado junto com outros métodos (Shepherd,
1994). Resultados semelhantes produzidos por métodos distintos podem indicar uma
grande estruturagio dos dados analisados, enquanto que resultados diferentes podem
indicar que os dados ndo possuem uma estrutura evidente, devendo ser interpretados com
cautela (Manly, 1994). Para cada andlise foi calculada a Correlagdo Cofenética (Tab. 3),
que € uma medida da distorgdo dos agrupamentos em relagio A matriz de distdncias original
(Sneath & Sokal, 1973). Valores superiores a 0,7 indicam boa representa¢ido da matriz de
distancias no método de agrupamento utilizado (Shepherd, 1994).

O total de individuos amostrados foi subdividido em trés conjuntos principais. Em
cada conjunto foi construida uma matriz, que foi analisada em separado por UPGMA ¢
Ward. Os critérios para esta subdiviso estio relacionados com 0s objetivos do trabalho:

1. Andlise I: retniu individuos das subsecbes Carinata e Tuberculata para que

fosse avaliada a consisténcia destas subsecdes (Figs. 4, 5);

% Andlise Il participaram destaanlise apenas individuos da subsegdo

Tuberculata, representando a maior parte da variagdo morfolégica e distribuigdo

geogréfica encontrada no grupo, tendo o objetivo de avaliar as relagOes
genéticas entre individuos desta subsecdo (Figs. 6, 7);

Andlise HI: igual 3 anterior, porém com um nimero menor de individuos,

consi
onsiderando apenas aqueles qué representavam extremos de variagdo e de
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12 destas andlises, os

§ ) ‘ ram analisados
em separado, jd que o ndmero de polimorfismog Pode variar de acordg co

, m ¢ nimero de
individuos nas anal

: ~
S€S € sua relagdo de parentesco, A quantidade de polimorfismos
pro duzida por cada par de iniciador utilizado, foi determinada em cada tipo de andlise (Tab

4). Foi realizado, também, um levantamento na literatura para comparar a quantidade de

polimorﬁsmos obtida em trabalhos semelhantes que utilizaram AFLP (Tab. S).

Resultados

Na Figura 2 estdo representadas as espécies integrantes da subsecio Carinata
utilizadas neste trabalho. Existe uma grande variagdo morfolégica entre elas,
principalmente dentro de algumas espécies, como E. fulgens e E. ibaguense (Fig. 2).

Dentro da subse¢do Tuberculata a variagao na coloragio e morfologia das flores ¢
bastante elevada (Fig. 3). Tanto individuos procedentes da regido andina como do Planalto
Brasileiro exibem os mesmos padrdes de variagio (Fig. 2A, 2B). A variagdo inter e
intrapopulacional também ¢ elevada, considerando apenas individuos de flores lilases (Fig.

2C, 2D, 2F) ou individuos de flores amarelas (Fig. 2F). Em algumas populagdes, foram

i isti individuos ao redor,
encontrados individuos que exibiam morfologia bastante distinta dos individu

~ £ a, r t s
muitas vezes com padrdes intermediédrios em relagdo a especies da subsecdo Carinata
como E. denticulatum e E. fulgens (Fig. 20).

Os métodos de UPGMA e Ward produziram resultados s

~ : d
andlises A, B ¢ C (Figs. 4-9). Os valores de correlagdo cofenética das

emelhantes nos tipos de
analises de UPGMA

Tab. 3).
foram superiores aos valores obtidos para © método de Ward (

No dendrograma produzido por UPGMA a

s espécies pertencentes a subsegdo

i tianum, E.
- i _E. funckii, E. mar.
Carinata nao formaram um agrupamento disint© (Fig. 4). E. fu
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ma no dendrograma (Fig. 4). As

cuparam a posi¢do mais €xte
pos distintos (Fig. 4).

ndividuo na andlise formaram gru
s, espécies encontradas exclusivamente no

campestre e E. anceps O
espécies que possuem mais de um I

E. cinnabarinum, E. denticulatum € E. fulgen
secdo Carinata que ocuparam uma

Brasil, formaram um grupo € foram as espécies da sub
berculata (Fig. 4). Os

do grupo formado pela subse¢do Tu

posi¢do mais proximas
rmaram um agrupamento distinto, no qual podem ser

individuos da subsegiio Tuberculata fo
reconhecidos trés subgrupos principais: 0 primeir

amarelas, o segundo formado por plantas com flores lilases, lar
eiro e, o terceiro formado por individuos com flores lilases, laranja e

o formado por individuos com flores

anja e brancas procedentes

do Planalto Brasil

brancas procedentes, em sua maioria, da regido andina (Fig. 4). Um dos individuos

procedentes da regido andina (96A) ocupou posigio externa aos demais da subsegdo
Tuberculata (Fig. 4).

No método de Ward, é possivel reconhecer dois agrupamentos principais, que
correspondem as subsegdes Carinata e Tuberculata (Fig. 5). Dentro da subsegdo Carinata,
a relagdo entre as espécies foi diferente daquela obtida em UPGMA, porém, individuos de
uma mesma espécie continuaram formando grupos distintos (Fig. 5). Na subse¢ao

Tuberculata, os agrupamentos s3o os mesmos que em UPGMA (Fig. 5).

Andlise I

Na andlise de UPGMA, individuos provenientes da regiio andina e Planalto
Brasileiro ocuparam diversas regides no dendrograma, nio formando agrupamentos
consistentes (Fig. 6). A por¢io mais externa do dendrograma possui alguns padrdes
interpretdveis, como o grupo que retine individuos com morfologias intermediérias de
diversas populagGes no Brasil, provéveis hibridos enire E. secundum X E. fulgens e E.
secundum X E. denticulatum, e o agrupamento de individuos de flores amarelas (Fig. 6). Na
por¢do interna do dendrograma esti a maior parte das plantas provenientes do Planalto
Brasileiro, com flores lilases, laranja e brancas, sendo que individuos de uma mesma

populagdo ndo formaram grupos distintos. ¢ 5
» Com excecao da populacy .
(Fig. 6). populagio da Serra do Cip6
No método de W N .
¢ Ward, nota-se dois agrupamentos principais: o primeiro reiine plantas

procedentes do Planalto Brasileiro com flores

lilases, laranja e brancas, sendo novamente a
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popula§5° da Serra do Cipé a tnica que forma gp
a

populagﬁes amostradas (Fig. 7); o segundo possui i lupamento distinto entre ag
n

S subgrupos, constitu
Vi 13 1 » €On
dividuos procedentes da regido andina com flores lilases, | P stituidos por
S, lara

, nja
podem Ser hibridos entre E. secundum X g fulgens o Ja & brancas, plantas que
. SeCun

dum X E. denticulatum, e

individuos com flores amarelas, um dos quais procedente do Equador (Fig. 7
ig. 7).

Andlise I

N POl’QaO‘ mais extema do dendrograma de UPGMA estao os individuos
procedentes da regido andina, subdivididos em alguns agrupamentos (Fig. 8). Em seguida
estd o grupo formado por plantas que podem ser hibridos entre E. secundum X E. fulgens e
E. secundum X E. denticulatum (Fig. 8). O agrupamento mais interno do dendrograma
reuniu individuos procedentes do Planalto Brasileiro, de flores lilases, laranja e brancas
(Fig. 8). Os dois unicos individuos de flores amarelas nesta andlise formaram um
agrupamento distinto que se situa entre plantas de flores com cores diversas (Fig. 8).

No método de Ward foram produzidos os mesmos agrupamentos que na andlise
anterior (Fig. 9). A udnica diferenca € a reunifo dos individuos procedentes da regido andina
num agrupamento distinto e a inser¢do de um individuo procedente da Bolivia junto as

plantas procedentes do Planalto Brasileiro (Fig. 9).

Discussao

A existéncia da subseg¢do Carinatd é duvidosa, polis OS métodos utilizados

4presentaram resultados distintos (Figs. 4, 5)- Na Figura 4, as espécies que ocupam a

S
s demais espécies, j4 que possuem 2 margem do Jabelo inteira (Fig
m hibrido entre E. myrmecopho

écies envolvidas ocorrerem €m

hipg . rum e E.
IPOtese na literatura de que E. purpureim sejat

denticulatum (Miranda, 1993). Apesar de todas as €SP
intermedidrio que £ 7

o foi possivel, com os d

! urpureun possui entre as
*Mpatria (Cabo Frio — RJ) e do fendtipo

Provaveis espécies parentais (Fig. 26, 2J, 2K), nd

ados aqui obtidos,
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- catéria, J4 QUe apenas um individue de E. Purpureyy,
tisfatona,

m morfologias inte

1., 2000). .
ibaguense © E. incisum (Figs. 4, 5) também

s eira sa .
sustentar esta hip6tese de man rmedidrias representam casog g

o
foi amostrado e, nem sempre plantas

hibridizagdo (Rieseberg, 1997; Borba et &

o por E. calanthum, E.

ad T M A -
O grupo form que foram até consideradas sindnimeg

Y
rfologia destas gspécies, J
ologl 1661) (Figs. 2H, 2L, 2M). Apesar d

Dunsterville & (Qaray,
cupam (Cadeia dos Andes, P
ntam (Fig. 2L, 2M), individuos de E. ibaguense ¢ k

possui relagdo com a mo
devido 2 sua semelhanga ( gl das Guianas) o 5
extensa 4rea geogrifica que O
variabilidade morfoldgica que aprese
calanthum formam grupos distintos (Fi
individuos 88A e 87A (Tab. 1). Outros trabalho
entre dados de AFLP e espécies previamente conhecidas
al., 2002; Lihov4 et al., 2004), podendo ser 0 caso de linhagens separadas por um tempo

g. 4, 5) mesmo ocorrendo em simpatria, como og
s também ja demonstraram a concordéncia

(Hedrén et al., 2001; Marhold et

suficiente para que descontinuidades na variacdo genética pudessem se tornar evidentes. E.
incisum também € uma espécie que possui extensa distribui¢do geo grafica, ocorrendo tanto
em florestas de altitude (Cadeia dos Andes, Planalto das Guianas, matas de galeria da
Cadeia do Espinhago) como em matas de planicie (Planicie Amazdnica, restingas do litoral
do Brasil) e, apesar de ser morfologicamente distinta das demais espécies deste grupo, nao
€ possivel fazer inferéncias sobre sua delimitagio como espécies distinta, ja que apenas um
espécime participou das andlises.

E. radicans ¢ uma espécie que possui extensa distribuigio geografica (do México
até a Cadeia dos Andes e Planalto das Guianas), compartilhando habitats com E.
calanthum, E. ibaguense e E. incisum. Porém, de acordo com as andlises, ela ndo parece
estar relacionada com estas espécies, ocorrendo num grupo isolado, em posigdes diferentes

nos dend i '
rogramas produzidos (Figs. 4, ). Vegetativamente, é a espécie que mais €

diferencia das demais, j3 i raf
difere ©mas, Ja que possui raizes adventicias 20 longo do caule, permitindo sua
identificagdo mesmo em estado estéril

paulo; E. fulgens ocorre desde o Sul do Rio ge Janeiro até o Sy]
u

imi i do Rio Grande d
Esta proximidade genética pode ser devida a polimorfismos ° e

presentes numa espécie
& Smith, 1994), podendo

o lenberg, 1997), ou fluxo génico
entre as eSPECIES NO presente, mesmo que numa taxa minima, jd que existem indicios de

ancestral € que persistem até hoje nas especies derivadas (Paton

representar tragos de ancestralidade comum (Avise & Wol

que estas espécies s30 compativeis entre s; (Pansarin, 2000), além de possuirem ocorréncias
sobrepostas em algumas regides.

A subse¢do Tuberculata parece ser uma subsecio consistente pois € sustentada tanto
por UPGMA quanto pelo método de Ward (Figs. 4, S). O principal caréter em comum entre
os individuos desta subsecdo € o calo espesso, carnoso, recortado de diversas maneiras
presente no disco do labelo (Fig. 1A), caracteristica j4 utilizada por diversos autores para
diagnosticar a subsegido (Lindley, 1852-1859; Cogniaux, 1898-1902; Pabst & Dungs, 1975;
Brieger, 1976-1977). Uma comparagio entre as anlises realizadas (Figs. 4-9) permite a
identificacdo de quatro padrdes recorrentes: grupos que reinem plantas de flores amarelas,
espécimes que podem ser hibridos entre E. secundum e espécies da subse¢do Carinata,
individuos procedentes da regir?io andina e individuos procedentes do Planalto Brasileiro.

Individuos da subseciio Tuberculata com flores amarelas (Fig. 3F) sdo considerados
em algumas obras (Lindley, 1852-1859; Cogniaux, 1898-1902; Pabst & Dungs, 1975;
Brieger, 1976-1977) como uma espécie i parte, denominada E. xanthinum Lindl. Os
individuos utilizados neste trabalho foram coletados em populagSes naturais que possuiam,
além de plantas com flores amarelas, individuos com flores lilases, laranja e brancas (Tab.
2). Porém, apenas individuos com flores amarelas formaram grupos que se repetiram em

todas as andlises realizadas (Figs. 4-9), mostrando que individuos de flores amarelas, de

diferentes populages, sdo mais proximos geneticamente entre s do que plantas com flores

5 ivi mente em
de outras cores das mesmas populagoes. [ndividuos de flores amarelas ocorrem SO

i 1 anto Antonio
altitudes elevadas, 4s vezes no alto de picos, como em Santa Bérbara (MG) e S

do Itambé (MG). A ocorréncia em &reas de altitude pode influenciar diretamente caracteres
florais (Fabbro & Komner, 2004), podendo ©

SimPSOH, 2001), mesmo que a populagdo da nova es

riginar eventos de especiagdo (Barkman &
pécie ndo esteja completamente isolada
Lewis, 1966). Como as populagdes

de po 0 ' de espécies proximas (
e o : ses de altiude (Tab. 2), uma

: foi em regi
amostradas ocorrem de maneira digjunta, apends &
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eria o fato destas populagbes terem ocorridg de

ético S
arentesco geN ) L
ersdo de sementes a longa dxstanc;a, a0

explicagdo para seu p . -
i odo preténito- Disp

maneira continua num perl

contrério do que se pensa, ndo P |
préximas (Barkman & Sim

2004) sendo eventos his |
(Borba et al., 2001; Smith et al., 2004). Individuos ge

er um fendmeno comum em Orchidaceae, mesmg
arece S

pson, 2001; Borba et al., 2001; Cozzoling .

entre populagdes i6ricos 0s mais provéveis por moldar og
al., 2003; Chung et al.,

roes observados no presente .
pad ja dos Andes € Planalto das Guianas mas, comg

flores amarelas também ocorrem na Cade
apenas um individuo participou das andlises, !
stas regioes com as populagoes do P
e flores amarelas, de populagdes provenientes do

ndo foi possivel verificar com seguranga o

4o olantas de lanalto Brasileiro. Até o
parentesco de plantas

momento, portanto, apenas plantas d

Planalto Brasileiro, podem ser identificadas com seguranga como E. xanthinum.

Individuos com caracterfsticas morfolégicas intermedidrias entre E. secundum e E,

denticulatum, e E. secundum e E. fulgens (Fig. 3G), formaram agrupamentos consistentes

em todas as andlises em que estiveram presentes (Figs. 6-9). Estas plantas foram coletadas
em populagoes onde h4 predominio de individuos de E. secundum de flores lilases.
Algumas dessas populagdes exibem sobreposi¢do de ocorréncia com populagdes de E.
fulgens e E. denticulatum, podendo ser hibridos, j4 que estas espécies sdao compativeis entre
si (Pansarin, 2000), e hd, nas regides de ocorréncia, disponibilidade de novos ambientes
para serem colonizados como margens de rodovias e 4reas desmatadas (Rieseberg, 1997,
Seehausen, 2004). Existem casos de individuos hibridos que, mesmo sendo provenientes de
regides distintas e tendo sido originados por eventos de hibridizacio independentes,
revelaram similaridades genéticas entre si (Levin, 2001: Gross er al., 2003). Pode também

Ser um caso de especiagio induzida por reorganizagio cromossomica sem a participago de
especies proximas (Lewis, 1966, Murray, 2005), gerando alopolipl
diretamente isolados reprodutivamente dos demais indivi
2004), propiciando,

6ides que estariam
duos da populagdo (Seehausen,

0 aparecimento de linhagens

Em viérias Al .
analises, indiys, ‘
1viduos Provenientes da regifo andina e plantas de

asileiro f
ormaram grupog distintos (Figs. 4, 5, 7, 9). N0 hé
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caracteres morfoldgicos que sustentery tal separagio (Fig. 3A
lg' ) 3B

), J& que a variaca
observada no grupo estd presente em ambas regiges geoeri | q ¢ao
stram grande similaridade gepég . graticas. Os dois grupos também
mo genclica, ji que, pa maioria das andlises, individuos
provenientes do Planalto Brasileiro apareceram dentro do grupo da regido andj i
~ andina e vice-
- .4,5,6,7,9). 5
versa (Fig. 4, ?)- Este padrio pode representar um estagio inicial de divergéncia
entre linhagens. influenciada pela distribuigao disjunta entre as populagGes das d
uas

 principais regides, Cadeia dos Andes e Planalto das Guianas de uma lado, e Planalto

Brasileiro do outro. Como ainda ndo foram identificadas regides de contato entre estes dois

grandes grupos, o fluxo génico entre eles deve ser limitado, auxiliando o processo de

diferenciagdo entre as linhagens (Avise & Wollenberg, 1997). Mesmo sem a interrupgio do

fluxo génico, linhagens distintas podem surgir, principalmente em populagdes pequenas,
periféricas, através de deriva genética (Irwin, 2002). A hibridizagdo com espécies préximas
pode ter papel decisivo na diferenciagdo de linhagens pois pode facilitar processos de
iradiag@o adaptativa, ja que hibridos podem ter um sucesso reprodutivo superior em novos
hdbitats (Seehausen, 2004). Porém, nem sempre modificages no gendtipo originam
fendtipos distintos, uma vez que diferentes linhagens podem estar submetidas as mesmas
pressoes ecoldgicas, resultando em padrdes morfoldgicos semelhantes (Levin, 2001).

As diversas populagdes amostradas nio formaram grupos distintos, com individuos
de uma mesma populagio ocupando diferentes posi¢des nos dendrogramas (Figs. 6-9). Ndo
hi uma relagio aparente entre distribuigio geogrifica (Tab. 2) e caracteristicas
morfolégicas (Fig. 3C, 3D, 3E) com os grupos obtidos nas andlises (Figs. 6-9). A grande

. . , . u
proximidade genética encontrada entre as populagdes pode ser devida a um intenso fluxo

génico entre elas, que tende a diminuir as diferengas genéticas. Porém, trabalhos que

; 3 idénci vado fluxo génico
comparam populagdes de Orchidaceae nao encontraram evidéncias de ele g

. N .
entre populagdes, que poderia ser causado principalmente por dispersao de se.men es
(Cozzolino et gl., 2003; Chung et al., 2004; Smith ef al., 2004) inclusive em regides da

0 esente
Cadeia do Espinhago, onde foram coletadas algumas populagoes estudadas no pr -
| solugdo estd na baixa

trabalho (Borba et al., 2001). A razdo mais provével para a falta de re

b. 4) se comparada com resultados obtidos

Quantidade de polimorfismos encontrados (Ta
em trabalhos semelhantes (Tab. 5). A baixa qué

i fi
relacionada 4 presenca de uma grande quantidade de ra

ntidade de polimorfismos pode estar

mentos ndo homdlogos que
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idade total de fragmentos obtida foi elevada (Ty,
an .

. aqu :
jaquead 4a Applied Biosystems pode produzir e,

noma pequen?

ntos porém co
A utilizago do kit de genoma grande, apesar e

participaram das reagoes,
4), A utilizagdo do kit para g€

padrdo: grande quantidade de fragme
y et al., 2005)-

gerando baixa resolugdo (Fa

m baixa quantidade de polimorfismgg

gmentos, poderia gerar uma quantidade

quantidade de fra
es (Fay et al., 2005).

mais restritivo, produzindo menor L
[ resolugdo s analls

conferindo maio

xanthinum, queé form

os demais individuos ndo apresentararf nenhuma relagdo entre polimorfismos florais, seja

maior de polimorfismos, \ )
P ou um grupo a parte em todas as anlises,

Com excegdo de E.

na morfologia ou na coloragdo das flores, € variago genética. Individuos com flores lilases,

diversas posigdes nas andlises realizadas (Fig. 4-9), sem um

laranja e brancas ocuparam

padrio evidente. A presenca de individuos com coloragdes de flor intermedidrias nas

populagdes naturais pode ser um indicio de que ocorra fluxo génico entre plantas com

flores de diferentes colorag0es, envolvendo inclusive E. xanthinum, Esses hibridos podem

manter - se nas populagdes quando 0 hébitat é heterogéneo € possibilita a exploragdo de
diferentes recursos (Rieseberg, 1997). A manutengao de polimorfismos florais em
populagdes naturais é um fendmeno que pode ser mantido através de relagdes pleiotrpicas
de genes relacionados com outros aspectos da biologia do organismo, influenciados por
pressdes seletivas distintas daquelas que atuam diretamente sobre a flor, como defesa
contra herbivoria (Frey, 2004). A grande variagio de padrdes florais presentes numa
espécie pode ser também uma estratégia para inibir o aprendizado do polinizador, em flores
que ndo oferecem recurso, j4 que o polinizador ndo consegue estabelecer uma ligagao entré
um padrio flor f énci
p oral especifico e a auséncia de recurso (Andersson et al., 2002).

Os dados obtido i .
idos revelaram que existe uma tendéncia de diferenciagdo genética

entre individuos provenientes ' a
o p da Cadeia dos Andes e do Planalto Brasileiro, porém nao

iciente para que as linhagens sej i a

i . g Jam consideradas como espécies distintas, j& que N0 hé
padrdes morfol6gicos (Fig. 3A, 3B) e mesm . . 5
6.7 9 o o genéticos entre alguns individuos (F1g 4,
» 7, 9), que possibilitem estabelecer uma divics a

tvisdo de forma segura; isso Sugere que

divergéncia é recente e
» portanto, dificil de ge i ' i
vesos citios s s r estabelecida (Paton & Smith, 1994). Existe

nir espéci .
20 Processos que cada um enf; ?écws (Sites & Marshall, 2004), relacionados a0 temp® °
natiza (Queiroz, 1998). Diferentes critérios para definir © que

seja espécie tendem
a 8er comple )

75

giversificagdo das linhagens envolvidas (Queiroz 1998). C
O onal a0 nivel de generlizac , )- Cada conceito de espécie pode ser
prop 128620 que se pretende do sistema de classificagdo em
orete . que
esté inserido, assim COMO Ocorre com mapas, os quais nada mais s3 i
| e 15 sd0 do que generalizagdes
cartogréaficas. simpliticagdes do mundo (O’Hara 1993)
trabalho € imej i
Este 4 primeira tentativa de se conhecer as relagOes genéticas dentro do
complexo E. secundum. Muitos padrdes foram encontrados, alguns inesperados. Trabalhos
que considerem outras populagdes, métodos distintos e diferentes fontes de dados sdo
necessarios para uma melhor compreensdo do grupo. Até o momento, as evidéncias de
variagdo genética e morfolégica (capitulo 4) sugerem que apenas uma espécie pode ser
delimitada com seguranga, E. secundum, compreendendo individuos com flores lilases,

laranja e brancas, bem como seus intermedidrios, com ocorréncia tanto na Cadeia dos

Andes e Planaito das Guianas como no Planalto Brasileiro.
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Tabela 1: Espécies da subse¢do Carinara utilizados nas andlises moleculares. N = Nimerq

de individuos analisados.

Espécie Cadigo nas N  Procedéncia e Registro no Orquidar,
analises do Instituto de BotAnica
E. anceps Jacq. 65A 1 Marabi (PA) - 17703
E. calanthum Rchb.f. & Warsc. ~ 88A,93A, 1284 3 Equador e Serra Pacaraima (RR) -
17856, 18026, 18027
E. campestre Lindl. 49A 1  Santana do Riacho (MG) - 7070
E cinnabarinum Salzm. 53A 1 Camocim de Sédo Félix (PE) - 17465
E. denticulatum Barb. Rodr. 95A 1  Bertioga (SP) - 17910
E. fulgens Brongn. 50A, 79A 2 Iihado Cardoso (SP) — 17872, 17873
E. funkii Rehb.f. 70A 1 Peru- 18038
E. myrmecophorum Barb, Rodr.  27A, 584, 62A 3 Salvador, Lengéis (BA) e Man garatiba
_ (RI)- 17612, 17698, 17709
E. ibaguense HBK. 84A, 87A 2 Serra Pacaraima (RR) - 18031, 18032
E. martianum Lind), 59A 1  Santana do Riacho (MG) - 7041
E. purpureum Barb, Rodr. 76A 1 Araruama (RJ )- 17891
E. radicans Pavén ex Lind], 61A, 123A, 124A 3 Equador e México — 17861, 17894,
. 18028
E. incisum Vel]. RNA 1 Equador - 17859
—

77

|

|

|
|

Niimero de individuos analisadog, I =
Coloragio  C0digo nas andlises N Procedénciz ¢ Registro no Orquidario do Institut
stituto

da flor de Botanica
e ;: _ gf\ j ;;a;“a“““; (MG) - 8900, 8831, 8833, 5533
04, 124, 14A,40A 4 pox :;‘gzufgfigi )(8—11)7~8z71308, 17306, 17309, 17307
18A -22A 5 Santana do Rjach 7835, 17837, 17597
acho (MG) - 15286 - 15290
23A 1 Alto Parafso (Gp) - 17600
254, 31A,33A.35A 4 Santa Barbara (MG) - 17494, 17491, 17497, 17495
32A 1 Santo Antdnio do [tampe (MG) - 17480
S4A I Itatiaia (RJ) - 17879
41A 1 Biritiba Mirim (SP) - 17602
464, 47A 2 Mucuge (BA) - 17883, 17884
44A 1  Atibaia (SP) - 17599
TIA 1 Peru- 18039
T3A 1 Venezuela - 18040
66A, 67A 2 Bolfvia - 18045, 18046
94A, 96A 2 Equador - 17862, 17857
T4A 1 Caieiras (SP) - 16472
89A 1 Monte Roraima (RR) - 17593
108A, 109A, 112A 3 Ubatuba (SP) - 17953, 17954, 17664
115A 1 Apiai (SP)- 11117
laranja 36A,37A,43A,48A 4 Santa Bérbara (MG) — 17490, 17506, 17492, 17505
30A, 34A 2 Santo Antdnio do Itambé (MG) - 17672, 17674
42A 1 Biritiba Mirim (SP) - 17603
90A 1 Equador - 17860 .
68A, 121A, 122A 3 Santo André (SP) — sem registro, cole¢@o particular
13A, 16A, 102A 3 Nova Friburgo (RJ) — 17838, 17840, 9945
dmare|a 9A, 11A, lsA, 17A, 5 Nova Friburgo (RJ) - 17832 - 17834, 17643, 17601
38A, ggf\\’ 45A 3 SantaBirbara (MG) - 1?49653174?3:1;27 61175673
26A, 29A 2 Santo Antdnio do Itambé (MG) ~ ,
- 91A 1 Equador - 171885(;341
fanco Venezuela - . . )
11 11’2?27 A é Nova Friburgo (RJ) ~ sem registro, colegdo particular
Total 68
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Tabela 3: Valores de correlagdo cofenética das andlise de agrupamento realizadas.

Analise A Analise B Analise C
UPGMA 0,90 0,86 0,80
Ward 0,63 0,64 0,57
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Tabela 4: Quantidade de fragmentos produzido por cada combinagio de iniciadores

nas andlises de AFLP. * = Nimero de fragmentos produzidos: ** =

polimérficos e porcentagem do total.

Nimero de fragmentos

Analise A Analise B Analise C
Iniciadores  Total*  polimérf.**  Total polimérf. Total polimorf.
AC/ICTA 302 43 (14%) 224 22 (10%) 193 19 (10%)
AG/CTT 230 41 (18%) 176 7 (4%) 139 10 (7%)
TG/CTC 315 50 (16%) 268 11 (4%) 240 11 (5%)
Total 847 134 (16%) 668 40 (6%) 572 40 (7%)
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Tabela 5: Porcentagem de polimorfismos obtidos com marcadores AFLP em trabalhos

semelhantes, utilizando iniciadores com trés bases adicionais (kit de genoma grande -

Applied Biosystems). -
Autor Familia = Marcadores obtidos entre: Polimorfismos
Cardoso et al., 2000 Arecaceae populagdes de uma espéC}e 92%
Gaudel er al., 2000 Apiaceae populagbes de uma espéc%e 54%
van der Merwe et al., 2000  Cupressaceae populagGes de uma espécie 56%
Kjaer et al., 2004 Arecaceae populagbes de uma espécie 48%
Kardolus et al., 1998 Solanaceae espécies de um género 40%
Gobert et al., 2002 Lamiaceae espécies de um género 56%
Despres er al., 2003 Ranunculaceae espécies de um género 75%
Tremetsberger er al., 2003 Asteraceae espécies de um género 24%
8l

Figura 1: Esquema do labelo mostrando o calo caracteristico, indicado pela seta, dos representantes

dasubsecdo Carinata (A) e Tuberculata (B).
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Figura 2; Espécies da subseggo Carinata utilizadas neste trabalho. A= E. anceps; B=E. campestre; C=E.
Junckii; D = E. martianum; E = E. cinnabarinum; F= E. fulgens; G=E. denticulatunt; H = E. incisum; 1=E.
*adicans; 1= E. myrmecophorum; K=E. purpureurt; L=E. ibaguense; M= E. calanthum. Escala= lcm.
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Figura 3. Individuos pertencentes & subsegao Tuberculata. A = Plantas procedentes do Planalto
Andes ¢ Planalto das Guianas; C,D E=

Bras,ll_eim; B = Individuos procedentes da Cadeia dos : :
Cspec‘emes provenientes de populagdes do Planalto Brasileiro; Ci=¢Diamanting WO D
~draguatatuba (SP); E = Atibaia (SP); F = E. xanthinum; G = [ndividuos com morfologias
Infermediarias entre espécies da subsegao Carinald, provaveis hibridos entrc £. secundum X E. fulgens
OUE. secundum X E. denticulatum. Eseala=1cm iguais entre os individues deA-E,FeG.
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Capitulo 4

Anilise morfométrica do complexo Epidendrum secundum (Orchidéceae) e espécies

afins no Brasi}

Fabio Pinheiro"* & Fibio de Barros!

i . . -
Instituto de Botanica ~ Se¢#o de Curadoria do Herbério. 2Instituto de Biociéncias,

Departamento de Botanica - USP

Resumo

Epidendrum € um dos maiores géneros de Orchidaceae e um dos mais varidveis,
apresentando diversas dividas quanto ao seu posicionamento taxondmico e delimitagdo de
suas espécies, principalmente nas subse¢des Carinata e Tuberculata, talvez 0s grupos mais
varidveis e incertos dentro do género. O objetivo deste trabalho foi realizar uma andélise
morfométrica das espécies integrantes da subse¢do Carinata e de diversas populagdes do
complexo E. secundum, pertencente A subse¢do Tuberculata, utilizando técnicas de andlise
multivariada de agrupamento (UPGMA e Ward) e ordenagdo (PCA e PCO). Na subsegéo
Carinata foi encontrada uma clara descontinuidade morfol6gica entre as espécies
analisadas, apesar da grande variago presente. Entre os individuos analisados na subsecao
Tuberculata, nio foi possivel identificar padroes de agrupamento gue possam ser utilizados

para delimitar espécies distintas. Foram encontradas apenas tendéncias de uma maior

diferenciagio entre individuos de flores amarelas e plantas procedentes de afloramentos

rochosos. Com base nos caracteres utilizados, € possivel reconhecer apenas um tdxon neste

complexo de espécies: E. secundurm.

Abstract
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well as one of the most variable genera of OrChidaceae
largest as y

inti ino its taxono
presenting many uncertainties regarding 1ts
e subsections Carinata an

ups within the genus. The objective of the present wopy

Epidendrum is one of the mic position and the boundaries among

d Tuberculata, which are Probably
species, mainly regarding th

t variable and complex gr0 | -
the mos analysis of the species of subsection Carinata and somg

was to perform a morphometric

lations of the E. secundum complex which belongs to subsection Tuberculata. Clustey
populations .

ethods of multivariate analysis (UPGMA and Ward) and ordination (PCA and PCO) were
m

used. Within the subsection Carinata a clear morphological discontinuity among species

was found, despite the large variation of the species. Among individuals of subsectiop

Tuberculata, it was not possible t0 establish groups which may be used to circumscribe

distinct species. Only a tendency of differentiation between individuals with yellow flowers
and plants that come from rocky outcrops were found. Based on the characters used, only

one taxon can be recognized in this complex: E. secundum.

Introducio

O género Epidendrum L. é um dos maiores da familia Orchidaceae, com cerca de
1125 espécies (Chase et al., 2003) e um dos mais varigveis e probleméticos, ji que sua

delimitacdo genérica e a de muitas espécies é duvidosa (Dressler, 1967, 1984; Brieger,
1976-1977; Hégsater, 1993).

Um dos grupos mais varidveis e confusos quanto a delimitagdo entre suas espécies,

a subsecdo Tuberculata, foi caracterizado primeiramente por Lindley (1852-1859), ao criar

0 subgén olotti .
genero Amphiglottium, o qual possui diversas segdes, dentre elas a secdo Schistochila,

com as subsecd .
coes Tuberculata e Carinata, as quais contém as espécies de interesse para
este trabalho. Cogniaux (1898-1902), 20 estudar o género na

. “Flora Brasiliensis”, utilizou 3
classificagdo de Lindley, ‘ |

reunind : ;
O praticamente gag mesmas espécies na subsegao

nte pelo disco do labelo, e

ado, geralmente no cen
disco do labelo. Apesar de ter trabalhado com ymg amostra red entro do
uz

Cl ] ] 1 mero
IIl., E_

ibaguense H.B K.eE secu
BX. eE ndum Jacq.),
van den Berg (2000) mostrou que essas plantas formam um grupo monofilético v

O “complexo Epidendrum secundum” € um dog grupos de espécies mais

probleméticos dentro da subsecao Tuberculata (Brieger, 1976-1977). Sio plantas

amente distribuidas no Brasil, A complexidade do grupo é
refletida no grande nimero de nomes a ele associados, tratados, 3s vezes como sin6nimos

extremamente polimorfas e ampl

de E. secundum, 3s vezes como espécies autonomas (E. elongatum Jacq., E. crassifolium
Lindl, E. ellipticum Grah., E. ansiferum Rehb. f., E. versicolor Hoehne & Schitr., E.

xanthinum Lindl., entre outras).

Os problemas taxondmicos ndo estdo restritos a este complexo. Na subsegdo
Carinata existem espécies que, apesar de nao pertencerem ao complexo E. secundum, sdo
muito varidveis e de dificil delimitagio, como E. denticulatum Barb. Rodr., E. fulgens
Brongn., E. cinnabarinum, E. purpureum Barb. Rodr., E. incisum Vell. e E. ibaguense
H.B.K.

H4, pelo menos, dois pontos de vista opostos sobre como tratar as variagdes

apresentadas pelas espécies que compdem as subsecdes em discussdo; alguns autores

consideram cada variagdo como uma boa caracterfstica para validar uma espécie (Pabst &

Dungs, 1975; Brieger, 1976-1977; Sastre, 1990a, 1990b), e outros partem do pressuposto

de que as variagdes fazem parte de uma mesma espécie polimorfa (Dressler, 1989;

Dunsterville & Garay, 1961; Garay & Sweet, 1974; Vasquez & Ibisch, 2004). Problemas

a caracteres a serem
desse tipo sempre existirdo pois o método pelo qual se elegem 08

: i i jetivo j4 que se
e€xaminados, bem como sua importincia relativa nas andlises, € muito subjetivo ji q

nas na observagao € experiéncia do exami
como os de anélise multivariada, vém

i nador.
baseia, na maioria das vezes, ape

E neste ponto que os métodos numéricos, !
p § (e.g. Sapir ! al., 2002; Marhold e? al. 2002,

1960; Oliveira,
aw, 1998).

contribuir para os estudos em taxonomia k
m Orchidaceae (e.g. Vencovsky,

Vanderhoeven, 2002), principalmente €
, . ’ ammar 1995; van den Berg, 1996; Sh

1970; Martins, 1970; Chacur, 1973; Reinh
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& a maneira objetiva com que 03 métodos NUMérico,

1998) . :
Sua vantagem, segundo Barros ( <suem muitas varidveis envolvidas,

palmente aqueles que PO
unidades taxonomicas

d ster. utilizando, para iss0 métodos numéricos, € 0 que Sneath & Sokal (1973
e carater, ) !

tratam os dados, princi
A tentativa de agrupar

em tdxons com base nos seus estadog

JEPonT métOdOS s3o bastante dteis e €studog
i “] i erica . Estes m
denominam axonomia Num d

cdo de espécies j4 que a si

representar tragos de ancestralidade comum (Duncan & Baum, 1981). Isso pode ser

lacionais € de circunscri milaridade total, nestes casos, pode
populacionais

observado em diversos trabalhos que obtiveram resultados bastante semelhantes utilizando

dados morfométricos e dados moleculares (Lihovd et al., 2
et al., 2003). Métodos de andlise multivariada sdo métodog

004; Marhold et al., 2002;

Nielsen et al., 2003; Saarela

descritivos, utilizados de maneira exploratéria, muito liteis principalmente em conjuntos de

dados que n3o possuem uma estrutura evidente e que dificultam a formulagao inicial de
hipéteses (James & McCulloch, 1990). A escolha de se trabalhar simultaneamente com
mais de um método de ordenagio e agrupamento visa assegurar que os resultados obtidos
representem, da melhor forma possivel, a realidade. Segundo Ingrouille & Pearson (1987)
os resultados de andlises de agrupamento e ordenagdo podem validar-se mutuamente pelos
seus enfoques divergentes. Vérios trabalhos tém optado por utilizar diferentes métodos para
discutir seus resultados com maior seguranga (Aldasoro et al., 1996; Ingrouille & Pearson,
1987; Loos, 1993; Marhold, 1996; Shaw, 1998), j4 que resultados semelhantes produzidos
por métodos diferentes podem indicar que os resultados sio consistentes. A freqiiente
utilizagdo conjunta desses métodos também reflete as incertezas sobre a escolha do mais
adequado (Kent & Ballard, 1988). Por isso a utilizacio de mais de um método auxilia a

investigacdio de possiveis distorgdes produzidas por um determinado método

individualmente (Everitt, 1978).
O objetivo i
| I; deste trabalho € realizar umga andlise exploratéria entre individuos do
complexo E. secund
e “m, pertencentes 3 subsecdo Tuberculata, e espécies proximas
Sificadas na s a [ ili
ubse¢do Carinatg, utilizando caracteres morfolGgicos ~continuos:

analisados por métodos d i ivari
relagd © andlise multivariada, numa tentativa de delimitar e esclarecer
elagdes de parentesco entre ag espécies envolvid

as.

o4

Material e Métodos

subsecdes Carinata e Tuberculatg de acordo com a morfologia do calo d label
0 do labelo (Fig. 1),

classificagdo  adotada — tradicionalmente por diversos autores (Lind] 1852-18
eY: - 59,

Cogniaux, 1898-1902; Brieger, 1976-1977),

secao Cart o L.
Na subsecdo Carinata, a maioria das especies € constituida de complexos de

individuos bastante varidveis, assim como ocorre na subsectio Tuberculata Devido a essa

grande variagao, que ocorre tanto na colorago das flores quanto em sua morfologia, foi

adotada uma delimitac@o das espécies num sentido amplo, j4 que néo foi possivel, com o
material disponivel, avaliar se tais variacSes seram suficientemente importantes para
definirem espécies distintas. A subdivisdo aqui proposta foi baseada nas obras de
Dunsterville & Garay (1961), Brieger (1976-1977) & Pabst & Dungs (1975) e consta na
tabela 1, assim como o nimero de individuos utilizados e sua procedéncia.

Para a subsegdo Tuberculata, ja existem resultados prévios, utilizando morfometria,
que indicam ndo ser possivel separar os individuos em agrupamentos de espécies distintas
(Pinheiro & Barros, em prep.). Por esse motivo, todos os individuos utilizados na presente
anilise foram considerados integrantes de apenas uma mesma espécie - Epidendrum
secundum Jacq. -, e foram separados apenas segundo o tipo de coloragdo da flor (Tab. 2),
visando cruzar as informagdes entre os dados quantitativos (morfométricos) e qualitativos

(cor das flores). Os individuos utilizados no presente trabalho sdo diferentes daqueles

utilizados no trabalho de Pinheiro & Barros (em prep.), principalmente quanto a

i i o Brasil, e &
procedéncia, que abrange a maior parte das regioes em que 0 grupo ocorre n ’

is di i opulagdes
coloragdo das flores, que inclui as mais diversas tonalidades encontradas nas populag

indivi ili mo a cor de suas
nawurais amostradas. A procedéncia dos individuos utilizados bem como

flores, constam na tabela 2. N .
ntaram extremos de variagd0 como individuos

am fotografados (Figs. 2-9) para que a
ara uma andlise em conjunto com
déario do Depdrtamento de

s entre diversas

Tanto individuos que represé
Semelhantes mas de procedéncias distintas, for.
coloragio das flores e sua morfologia fossem registradas p -
0s dados de morfometria. Também foram fotografados, N0 Orqui

R P 'mério
Genética da ESALQ - USP, hibridos artificials interespecificos prl
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% ata, produzidos pel
bsecdo Carinatd © da subsegdo Tuber culata, pr pelo Dr. FG.
espécies da subsecdo

Brieger (Fig. 10).

Os individuos ut

9k a (l]”ada daS Il'ledl S p na g g
lllzadOS pal‘ t Cole e

do Orquidério do Instituto dé Boténica, nO Orquiddrio do Departamento de Gengtic,
vivas do Orqui

da ESALQ - USP e em algu

procedéncia dos individuos era confi

mas colegdes particulares, nas quais considerou-se que 2

4vel (Tabs. 1 ¢ 2). Foram coletados individugg de

(Tabs. 1 & 2). |

Foram selecionadas trés flores por individuo, sempre aquelas de maiores dimensdes,

as quais foram conservadas em glcool 70% para posterior tomada de medidas em

laboratério. Foram utilizados 16 caracteres florais, relacionados na tabela 3. As medidas

foram tomadas nas regides onde a cardter apresentava maior dimensdo. Dos valores
obtidos, de trés flores em cada individuo, foi calculada a média aritmética, que
correspondeu ao valor final utilizado nas andlises multivariadas. Afravés do
acompanhamento de exemplares em cultivo no Orquidério do Instituto de Bot&nica, foi
possivel notar que as medidas das estruturas vegetativas, como caule e folhas, variam com
o tipo de ambiente em que a planta cresce. Por isso, caracteres vegetativos nio foram
utilizados neste trabalho.

As andlises multivariadas foram realizadas utilizando dois métodos de agrupamento,
UPGMA e Ward, e dois métodos de ordenagio, PCA e PCO.

Nas andlises de agrupamento foi utilizado o coeficiente de distancia euclidiana e,
em PCO, foi utilizado o coeficiente de distancia Manhattan. Nas andlises de agrupamento
foi obtida a Correlagio Cofenética (Tab. 4), que & uma medida da distorgdo dos
agrupamentos em relagdo & matriz de distanciag original (Sneath & Sokal, 1973). Valores

entre 0,7 e 0,9 indicam boa representagio da matriz de distancias no agrupamento
(Shepherd, 1994),

McCulloch, 1990)
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Antes de iniciar as andlises, os dad
0s quantitative
s foram esta

i ndardi
todos Os caracteres tivessem o mesmo peso ardizados para que

li ili
Foram realizadas andlises, de agrupamento e ordenagio, envolvendo:
{. os individuos das duas subsecdes conjuntamente para verificar a se a
) paragio ou ndo dos

individuos em agrupamentos que correspondessem as Subsegde
§;

) ::11:212:,5 4 subsesio Carinat, para verfcar & relagdo morfol6gica entre as espécies

3. individuos da subse¢@o Tuberculata, para tentar identificar agrupamentos ou variag0es
continuas entre os individuos, além de verificar a relagdo dessas variagGes com a
coloragdo das flores e a procedéncia dos individuos;

4, individuos da subsegdo Tuberculata juntamente com individuos de E. denticulatum
Barb. Rodr. (pertencentes a subsegio Carinata) ji que, apesar das diferengas marcantes
na morfologia do calo do labelo, esta espécie ainda é bastante confundida com os
integrantes do complexo E. secundum.

Para realizar as andlises multivariadas foram utilizados os softwares Fitopac
(Shepherd, 1996) e PC ORD (McCune & Mefford, 1999).

Os registros em herbdrio de espécies da subsegio Carinata no Brasil e, da subsegio
Tuberculata para a América do Sul como um todo, foram feitos nos herbarios SP, SPF,
UEC, R, HB e RB (Anexo 1). Com base nesses materiais, na procedéncia das plantas em
cultivo nos Orquid4rios do Instituto de Botanica e no Departamento de Genética da ESALQ
- USP, e dados de literatura (Dunsterville & Garay, 1961; Dunsterville, 1979; Garay &

Sweet, 1974), foram elaborados mapas de distribuicio geografica para as espécies
analisadas (Figs. 11, 12, 13). Para facilitar a visualizagao dos grupos envolvidos, foram
confeccionados trés mapas:
]. Mapa indicando a distribui¢ao de
(Fig. 11);

2. Mapa indicando a distribuigo de individuo

E. cinnabarinum, E. denticulatum ¢ E. fulgens

s do complexo E. secundum com

flores lilases na América do Sul (Fig. 12);

stribuigdo de individuos do complexo E. secundum com

3. Mapa indicando a di

il (Fig. 13).
flores amarelas, vermelhas e brancas no Brasil (Fig. 13)
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Resultados

tanto na coloragao das flores como na morfologia (Figs, 2 _

individuos bastante variaveis,
s individuos hibridos, produmdos

s de ambas as subseg0es, ¢ possivel not

pelo Dr. F.G. Brieger, resultantes g,

9). Nas flores do .
: ar uma grande variagio de
cruzamento entre espécie

formas e cores (Fig. 10).

Nos individuos que compdem 2 subsegdo Tuberculata, a variagdao morfoldgica dog

individuos ocorre de maneira independente da sua distribuigdo geografica (Figs. 8 e 9).
Individuos com morfologias bastante semelhantes ocorrem em populagdes completamente
disjuntas (Fig. 8, AeB/CeD/EeF/Ge H/IlelJ/KelL), enquanto formas bastante
distintas podem ser encontradas numa mesma populagdo (Fig. 8, M, N, O,e P/ Q,R,SeT
/ U, V, W e X). Quanto A cor, apesar da subdivisio realizada (Tab. 2), nota-se uma variacio
quase continua entre as tonalidades (Fig. 9).

Apesar das diferengas nos valores de correlagio cofenética entre as andlises de
UPGMA e Ward (Tab. 4), os resultados revelaram-se bastante semelhantes (Figs. 14 — 21).

Nas anilises de agrupamento envolvendo individuos de ambas subsecdes (Figs. 14 e
15) ndo € possivel individualizar as subsecdes em agrupamentos distintos. individuos de
ambas as subsegbes ocupam posigdes variadas, em vérias regides dos dendrogramas (Figs.
14 ¢ 15). Individuos da subsegiio Tuberculata também aparecem dispersos em VArios

pontos do dendrograma (Figs. 14 e 15).

Analisando somente a subsegio Carinata (Figs. 16 e 17), é possivel notar que

individuos it
| de uma mesma especie formam agrupamentos entre si, revelando uma

descontinui ogi éci
dade morfolégica entre ag eSpecies analisadas. Ou seja, 0 método confirmou s

espécies previamente ace; ico
P aceltas. As posigdes de algumag espécies diferem em cetos aspectos

subsecdo Tuberculata (Figs. 20 e 21),

Nas andlises de ordenagio, foram utilizados apenas os dois Primeiros autovalores
tanto em PCA como em PCO, pois estes mostraram valores bastante elevados em relagio

ao terceiro autovalor (Tab. 5). Assim como nas anglises de agrupamento, PCA e PCO
mostraram resultados muito similares (Figs. 22 — 29).

Nas anélises envolvendo individuos de ambas as subsecdes, nio é possivel
k]

reconhecer uma separagao entre individuos da subsegio Carinata e individuos da subsegdo
Tuberculata (Figs 22 e 23). A maior parte deles encontra-se dispersa pelo gréfico, com
sobreposi¢Oes evidentes de individuos das duas subsegdes e agrupamentos de individuos de
uma mesma subse¢do em posi¢des opostas (Figs. 22 e 23).

Dentro da subsegdo Carinata, pode-se notar uma separagdo evidente entre as
espécies consideradas (Figs. 24 e 25). Em E. cinnabarinum, ocorre uma subdivisao entre 0s
individuos, ndo relacionada com a procedéncia nem com qualquer aspecto morfoldgico
evidente, 0 mesmo ocorrendo com alguns individuos em E. denticulatum (Figs. 24 e 25).

Na subsegio Tuberculata ocorre uma descontinuidade marcante entre individuos de
flores amarelas provenientes de Santa Bérbara, Serra do Caraga (MG) e o restante dos
individuos (Figs. 26 e 27). Estes dltimos distribuem-se de maneira continua pelo gréfico,

ndo exibindo qualquer tipo de padrdo relacionado A coloragdo das flores ou & procedéncia.
Um dos extremos dessa variagdo continua engloba individuos de flores lilases procedentes

- ; ' mo 0
de afloramentos rochosos: campos rupestres da Cadeia do Espinhago € inselbergs, co

da pedra Grande em Atibaia (SP) (Figs. 26 € 27).

os de E. denticulatum nas andlises da subsegdo Tuberculata

A inclusdo de individu -
com a formagdo de

1vi oes,
revelou uma descontinuidade entre individuos de ambas as subseg com
E. denticulatum dos demais (Figs. 28 € 29).

ima amento que separa os individuos de . ’
T j : Nordeste do Brasil, de maneira continua

130
E. cinn inum ocolre apenas na regl
abarin ias no interior, tanto em dreas de

Na vegetaci i com algumas 0COTTERC o (Fi
getagio de restinga e, na Chapada Diamantina (Fig. 11).

. e,
Caatinga, em inselbergs, como em campo rupestt
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ma distribui¢@o geografica bastante i“tereSSame
u H

des 4reas. A primeira corresponde 2 vegetacio

io do Rio de Janeiro (RJ), com yp,

E denticulatum apresentd
a disjunta em duas gran
a Bahia até 0 municip
m Bertioga (SP) (Fig. 11). A segunda corresponde .

g0 Paulo (Fig. 11). Nos dois casos, a Planta

ocorrendo de maneir
de restinga desde 0 Sul d
ocorréncia pontual mais a0 Sul, €
greas de cerrado do Sul de Minas Gerais €

cresce sobre substrato bastante arenoso.
amente em restingas,

diretamente na areia. No Rio Grande do §y)

E. ful rre exclusiv desde Parati (RJ) até o litoral do Rjq
. fulgens oco

Grande do Sul, crescendo sobre rochas ou

também ocorre em alguns afloramentos rochasos do interior, como em Porto Alegre.

Individuos do complexo E. secundum ocorrem de maneira disjunta em quatro

grandes regices (Fig. 12). A primeira corres
nos “tepuis”, sobre rochas ou no interior de matas de porte baixo (Fig. 12). A segunda

ponde a0 Planalto das Guianas, principalmente

corresponde 2 Cordilheira dos Andes, na face Orental, desde a Venezuela até a Bolivia, em
sreas bastante imidas com vegetacio de porte baixo ou rasteiro (Fig. 12). A terceira regio,
apesar de ser mais restrita que as demais, € bastante importante devido ao seu isolamento, e
corresponde s Pequenas Antilhas, nas ilhas de maior altitude de origem vulcanica (ndo
representadas nos mapas). A quarta regiio corresponde ao Planalto Brasileiro (Fig. 12),
onde a espécie pode ser encontrada principalmente nos campos rupestres, inselbergs e
brejos de altitude. O limite de ocorréneia, ao Norte, € a Serra do Baturité, em Maranguape
(CE). Ocorre também na faixa de Mata Atlantica desde as serras do Espirito Santo indo, em
diregdo Sul, até Santa Catarina, sempre em vegetacdo de altitude ao longo da serra do mar.
No Planalto Brasileiro as ocorréncias mais a Oeste situam-se em Alto Paraiso (GO) ¢
Dourados (MS). E bastante comum nos tampos rupestres da Cadeia do Espinhago, em

inselb L.
ergs e serras altas tanto sob o dominio da caatinga como aquelas situadas mais ao Sul,

como a Serra dos Orgdos (RJ), Serra da Mantiqueira (SP), Serra de Paran apiacaba (SP)e

Serra do Rio d
0 Rastro (SC). Em todos os casos, ocorre em regiGes de altitude, no interior
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rual, em poucos locais ao longp ¢ .
pontud’, 80 da ampla distribuijca
€40 do grupo como y
m to

13). do (Fig.

Discussio

Cf)m base no.s fesultados obtidos até o momento, ndo foi possivel distinguir grupos
morfologicamente distintos dentro do complexo E. secundum. Com excegdo da populagdo
de flores amarelas na Serra da Caraca, que forma um grupe distinto dos demais, e dos
individuos provenientes de afloramentos rochosos, que exibem uma tendéncia de maior
diferenciag@o (Figs.18, 19, 26, 27), os demais individuos distribuem-se de maneira continua
nas andlises, ndo sendo possivel estabelecer relagdes com a cor das flores ou a procedéncia
dos individuos.

A extensa distribui¢do do grupo pode ser um fator importante para a variagdo
encontrada (Figs. 12 e 13). O grupo pode ser encontrado em diversos tipos de ambientes,
crescendo como epifita, sobre 0 solo ou como rupicola, tanto no interior de matas como em
ambientes abertos. Estes diversos tipos de ambiente podem estar oferecendo recursos
diferentes, que impdem pressdo seletiva diferenciada em cada hébitat, ji4 que podem ser
interpretadas como novas oportunidades ecol6gicas (Wright, 1982). A presenca de tais

pressdes diferenciadas pode levar os individuos de um mesmo local a ocupar picos
over eventos de especiagdo, ja que isto depende

lenberg, 1997). A divergéncia

adaptativos distintos sem, no entanto, prom

da persisténcia desta condigdes diferenciadas (Avise & Wol

entre sub-populagdes pode ser bastante grande quando estd envolvida selegdo disruptiva

os), desde que as diferengas no habitat sejam

(ocupagiio de diferentes picos adaptativ | o
i ' itori téncia de
Previsiveis (Templeton, 1981). Variagdes ambientais transitérias favorecem a €x1s

uma vinica espécie bastante generalista (Templeton, 1981).
a o0 género em Orchidaceae co

especifico (Bateman & Denholm, 1983,
d: Hedrén et al. 2001). E um grupo

ca. A existéncia de diversas

; m a maior quantidade
Dactylorhiza Nevski talvez sel

de estudos populacionais em niveis inter int

1985, 1988, 1989: Hedrén, 1996a, 19960, 1996¢, 1996 |
variacdo morfol6gl

ra-

com am istribuica 4fica e grande i distintas é
Pla distribuiglo geosr 4rios entre gspécies a priori distintas ¢ um dos

Populagdes que exibem caracteres intermed!
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. 0, pois €sses provéveis eventog d
: omia do grupo: e
gia na taxon

' jor controvér 5 Sci
pontos de maio irogressio 1aS populagdes das espécies Parenty;s

i i i 2 ambém ~ . .
hibridizagio provocam ¢ 2., 2001). O fluxo génico, aqui, possui pape,

& Denholm, 1989; Hedrén et

o dessa variagdo, qué tam !
lexa a tarefa de identificar as espécies.

(Bateman bém ¢ acompanhada por variagges p,
fundamental na difusa

i6tipo, tornando bastante comp o
cari6tip o morfolégica € extensa distribui¢do geografic,

A relagdo entre ampla variagd
rela¢ mostrado nos trabalhos de Fritsch g

também é comum em outros grupos vegetais, cOmo |
Lucas (2000), Kephart et al. (1999), Lihovd ef al. (2004), Saarela et al. (2003) e Sapir ef g

(2002), nos quais a dificuldade em ¢ estabelecer descontinuidades morfoldgicas fica

evidente nas andlises de morfometria realizadas pelos autores. _

pulagdo amostrada em Nova Friburgo (RJ) € uma das mais varidveis e

seja na coloragdo das flores (Figs. 8D e J, 9A, B, C, E,

A po
complexas, seja morfologicamente,
F, H e K), pois individuos com flores das mais variadas tonalidades s3c encontrados

crescendo lado a lado. No Pico do Itambé (MG) e na Serra da Caraca (MG), esse fato
também foi observado, apesar de, nas anlises, os individuos com flores amarelas desta
iltima localidade terem se isolado bastante (Figs. 18, 19, 26, 27). Este fato também é
observado em outras regides como Venezuela (Dunsterville, 1979) e Peru (F. Rivadavia,
com. pess.). PopulagGes com flores de diversas cores e tonalidades intermedidrias podem
ser uma indicagao da ocorréncia de intenso fluxo génico entre elas, apesar das diferengas
apresentadas pelos individuos. Pansarin (2000) verificou que os polinizadores do grupo
(espécies de Lepidoptera) podem visitar diferentes espécies, promovendo, inclusive,

eventos de hibridizagdo. E possivel observar, na figura 10, a grande variagdo que foi

produzida nas flores de individuos hibridos. Apesar desses hibridos terem sido obtidos

artificial
lalmente, algo semelhante pode estar ocorrendo nas populagdes naturais, uma vez qué
as diferentes espéci i i¢a
especies envolvidas possuem zonas de sobreposi¢do em sua distribuiga0

g%.gr.éﬁca (Figs. 11, 12, 13), onde eventos de hibridizacso podem ocorrer, j& que o agente
polinizador pode ser compartilhado.
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anjadas. Porém indivi
flores alaranj » SOmente o5 individyeg de flores amare] b
¢las exibem uma

descontmmdade morfolégica marcante, podendo representar uma espécie disti
istinta,

Nas andlises, a tendéncij
4 20 agrupamento apresentada pelos individuos de

afloramentos rochosos (Figs. 18, 19, 26, 27) ndo pode ser interpretada como consequéncia

de fatores ambientais pois, as flores utilizadas foram coletadas tanto de individ
ividuos em

ambientes Nawurals como em- cultivo. As caracteristicas morfolégicas quantitativas

mantiveram-se nos individuos em cultivo. Por outrg lado, vérios individuos provenientes de
afloramentos rochosos ocuparam posi¢des diferentes nas an4lises, Tal variagdo pode ser
observada nas populagdes naturais, como a da Pedra Grande (SP), onde ocorrem individuos
de pequeno porte, crescendo sobre rochas a pleno sol, e plantas com porte maior, crescendo
sombreadas por arbustos. Pode existir uma grande variagdo genética entre individuos de
uma mesma populagdo, ji que os diferentes micro-ambientes podem representar diferentes
oportunidades ecoldgicas, agindo sobre os individuos como pressdes seletivas distintas
(Wright, 1982).

Os dados de morfometria ndo sustentam a existéncia de subsegGes distintas (Figs.
14, 15, 22, 23). Porém, no presente trabalho, espécies bastante diferentes foram incluidas
numa mesma anélise, procedimento que ndo é recomendado por alguns autores (Duncan &
Baum, 1981; Jensen, 2003), j4 que os resultados obtidos podem ser distorcidos pela grande
disparidade morfolégica.

As espécies consideradas como pertencentes & subsegdo Carinata revelaram grande

descontinuidade morfolégica nas andlises realizadas (Figs. 16, 17, 24, 25), apesar da grande
—7). Muitas delas, devido & grande

s espécies &

variagio exibida por cada uma isoladamente (Figs. 2

variagdo exibida, possuem seus proprios “complexos”, j4 que a delimitagdo da
erville & Garay, 1961). Os padrdes observados na

bastante confusa (Dressler, 1989; Dusnt
interpretagdo da variagao observada na

subse¢do Carinata podem ser importantes para a -
i I a imitadas na subsegao
subsegdo Tuberculata. Conhecer a maneira como as espécies estdo deli ¢

' i lata.
Carinata poder4 auxiliar na delimitago das espécies da subsegao Tubercu

¢do Carinata, ¢ uma espécie bastante
secundum, da subsegdo

g exsicatas identificadas de

E. denticulatum, periencente & subse
: l
confundida com individuos integrantcs do comp

irio, 5@ dos diversa
Tuberculata. Em registros de herbdr10, $40 encontra ' :
isa das procedéncias € am i

exo E.

entes de onde as
Maneira equivocada. Uma an4lise mais prec
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que ndo foram encontradas, até o moment

la
plantas provém (Figs. 11, 12, 13) reve .
a ocorréncia de E. dentici

m. Os dois grupos ocorrem

onde o fluxo génico seria po

latum S€ sobreponha & de individuog do
localidades onde em tipos de vegetagdo bastante diferenteg

undu s ‘
complexo E. sec ssivel, como no municipio do Rip de

porém existem locais
Janeiro (RJ), onde E.
complexo E. secundum crescem €m afloramentos n.o
Gévea (Anexo 1). Nas andlises realizadas, E. denticulatum &
descontinuidade morfol6gica em relagdo aos individuos do complexo E. secundum, nao

€

presentou uma SigniﬁCativa

fvei i e eles.
existindo evidéncias, no presente trabalho, de possivels hibridos entr
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Tabela 1: Espécies, procedéncia e nimero de individuos utilizados da subsecdio Carinata. *

= Proveniente de cultivo; ** =

Proveniente de ambiente natural,

Espécie Niimero de Procedéncia
individuos
E. fulgens Brongn. 38 Cananéia, Ilha do Cardoso (SP)**
E. radicans Pavén ex 3 Serra Pacaraima (RR)*
Lindl.
E. ibaguense H.B.K. 12 Serra Pacaraima (RR)*
E. cinnabarinum Salzm. 5 Rio Grande do Norte *
2 Camocim de Sdo Félix (PE)*
1 Porto Seguro (BA)*
E. calanthum Rchbf. & 2 Serra Pacaraima (RR)*
Warsc.
E.  denticulatum  Barb. 2 Espirito Santo **
Rodr. 2 Mogi-Guagd (SP)*
5 Itirapina (SP)**
1 Delfinépolis (MG)*
2 Sio Gongalo do Rio Abaixo (MG)*
14 Araruama (RJ)**
Total 89
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Tabela 2: Coloragéo da flor, proc

Tuberculata. * = Coletada em cultivo;

Coloragio da flor Ndmero de

déncia ¢ niémero de individu

«# = Coletada em ambiente natural.

- dividuos Procedéncia
indi

Alto Paraiso (GO)*

lil4s

vermelha ou laranja

amarela ou creme

branca

Total

: Congonhas do Norte MG)*

Mariana (MG)*

Pedra Azul (MG)*

Santa Bérbara, Serra da Caragca (MG)**
Santana do Riacho (MG)*

Santo Anténio do Itambé (MG)**
S#o Tomé das Letras (MG)*
Diamantina (MG)*

Parafba *

Guaira (PR)*

Nova Friburgo (RJ)**

Atibaia, Pedra Grande (SP)*
Biritiba Mirim (SP)*

Botucatu (SP)*

Caraguatatuba (SP)*

Mairinque (SP)*
Pindamonhangaba (SP)*
Salesépolis (SP)**

Santo André (SP)*

S0 Bernardo do Campo (SP)*
S&o Paulo (SP)*

Ubatuba (SP)*

Dourados (MS)*

Santa Bérbara, Serra da Caraga (MG)**
Santo Anténio do Itambé (MG)**
S&o Tomé das Letras (MG)*

Nova Friburgo (RJ)**

Santo André (SPy*

S@o Sebastizo (SPy*

Santa Bérbara, Serra da Caraca (MG)**
Nova Friburgo (RIy**

Santo André (SP)*

03 Santo André (SP)*

O\ = = B ke e e e

'—'O\OOW'—‘-P[\JW-PI\)D—-I—-O\[\)LAU)HHHHS

L

os utilizados da Subseggg

_/
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Tabela. 3: Caracteres utilizados nas an4lises multivariadas de agrupamento € ordenacio
¢l

Carater

RN AN =

i ek bk ek ek ek
o NNV T O FURF N S o

Comprimento do pedicelo
Comprimento da sépala dorsal
Largura da sépala dorsal
Comprimento da sépala lateral
Largura da sépala lateral
Comprimento da pétala
Largura da pétala
Comprimento do labelo
Largura do labelo

. Comprimento da coluna

. Comprimento dos lobos laterais do labelo
. Largura dos lobos laterais do labelo

. Comprimento do lobo central do labelo

. Largura do lobo central do labelo

. Comprimento do calo do labelo

. Largura do calo do labelo
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Tabela 4: Corre
dividuos; B — envolvendo apenas a subsec¢do Carinata; C - envolvendo apenas a

todos os in

subse¢do Tuberculata; D

denticularum.

lagdo cofenética das andlises de agrupamento realizadas. A — envolvendo

— envolvendo a subsegao Tuberculata e individuos de E

Individuos envolvides UPGMA Ward
A 0,72 0,5
B 0,83 0,7
C 0,74 0,6
D 0,73 0,54
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Tabela 5: Autovalores das andlises de ordenagio realizadas. Em PCA, os valores sio

expressos em porcentagem. A — envolvendo todos os individuos; B — envolvendo apenas a

subsegdo Carinata; C - envolvendo apenas a subseciio Tuberculata: D

subse¢io Tuberculata e individuos de E, denticulatum.

- envolvendo a

Autovalores de PCA  Autovalores de PCO
Individuos envolvidos 1 2 3’ 1 > 3
A 57,8 15,3 7,2 24397 5244 2852
B 53 26,8 8,3 10923 4690 1552
C 697 10,5 46 14559 1694 624
D 59,5 14 8 16336 3201 1801
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Figura 1 Esquema do labelo mostrando o calo caracteristico, indicado pela seta, dos representantes
dasubsegio Carinata (A) e Tuberculata (B).
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Fi ’%}Jl'a‘:.. :;: ao ﬂora! em E. cinnabarinum. Procedéncia: A - Cocim e Sdo
Félix (P 5. C e D - Rio Grande do Norte: E - Pernambuco, Escala = 1 cm

Figura 3: Variagdo floral em E. denticulatum. Procedéncia dos individuos, da
esquerda para direita: Itirapina (SP); Mogi-Guagi (SP); S&o Gongalo do Rio Abaixo
(MG); Araruama (RJ). Escala=1 cm.

Figura 4: Variagio floral em E. fulgens. Procedéncia: Cananéia, Tiha do Cardoso

(SP). Escala=1 cm.
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Figura 5: Variagéo floral em E. calanthym,
(RR). Escala=1 cm.

Figura 6: Variacdo floral em E. ibaguense. Procedéncia: Serra Pacaraima (RR). Escala=1 cm.

Figura 7: . radicans. Procedéncia: Meéxico. Escala=1 cm.
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W I )
W X Ty
uos de flores lilases. A - Itararé (SP); B-

I v #%

P1§,’,ura 8: Variagiio floral no complexo E. secundum, el individ !
edra Azu] (MG); C - Sto. Antdnio do Itambé (MG); D - Nova Friburgo (R)); E - Paraiba; F-Santa Catarina;

- Botucatu (SP); H - Pi : D {SPy: 1 - Nova Friburgo (RV); K - Alto Paraiso (GO);
: H - Pico das Almas (BA); I - Itara (SP); ; :
- Mucuge (B A); M,N,O,P - Diamantina MG); Q. R, S, T - Santo André (SP); U, V, W, X - Caraguatatuba

(P). Escala = | cm.
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Figura 9: Variacdo floral no complexo E. secundum, em individuos de flores brancas,
vermelhas ¢ amarelas. A, B, C, E, F, H, K-Nova Friburgo (RJ); D, I-Santo André (SP); G-
Vieira Machado (ES); J-Dourados (MS); L-Sdo Tomé das Letras (MG). Escala=1 cm.

ificos produzidos por E.G. Brieger,

- At - dos i ect
Figura 10: Labelo e coluna de hibridos ;Elt:zrfiszenética da ESALQ. Escala=1 cm.

em cultivo no Orquidério do Departait e
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A E. cinnabarinum

. E. denticulatum
A E. fulgens
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. ' | 30°

40°

cade E. cinnabarinum, E. dentic

Figura 11: Distribuigdo geogrfl ulatum e E. fulgens.
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A Flores amarelas

@ Flores vermelhas

V¥ Flores brancas
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arlfura 13: Distribuigio geografica, no Brasil, d¢ individuos do ¢
arelas, vermelhas e brancas.
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Eixo 2

Figura 22: PCO de individuos das subsecdes Tuberculata (A) e Carinata (B).
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Figura 23: PCA de individuos das subsectes Tuberculata ( A ) e Carinata ( A).
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Figura 24: PCO de individuos da subsegdo Carinata. A - E. flflge'”; B - E. radicans; C - E.
ibaguense; D - E. cinnabarinum; E - E. calanthum; F - E. denticulatum.
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Figura 25: PCA de individuos da subsegdo Carinata.
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Eixo 2
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Figura 26: PCO de individuos do complexo E. secundum. A - Flores lilases; B - Flores
vermelhas; C - Flores amarelas; D - Flores brancas; 1 - Individuos com flores amarelas
Provenientes da Serra da Caraca (MG); 2 - Individuos com flores lilases provenientes de
afloramentos rochosos (campos rupestres € inselbegs).
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A Flores Iilases

A Flores vermelhas
O Flores amarelas
V¥ Flores brancas

Figura 27. PCA de individuos do complexo E. secundum. 1 - Individuos com flores
amarelas provenientes da Serra da Caraca (MG); 2 - Individuos com flores lilases
Provenientes de afloramentos rochosos (campos rupestres e inselbegs).
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Anexo 1

Complexo E. secundum — flores lilages

BRASIL. BAHIA: Abaira, 1111992, T . ’

Pico das Almas, XIL.1988, R.M. Harzeze;ggg & T Silva s.n. (SPF89121); Agua Quente,
R.M. Harley 18757 (SPF); Barra da Estiva,
s.n. (SP195343); Delfino, I1.1974, R M. FH gyl
Fierro et al. s.n. (SPF79937); Lagoinha, 1. '
1X.1994, M.L. Guedes et al. s.n. (SPF103600yMorra o B); Sis,
Doido, X1.1980, A. Furlan et al. s.n, (SPI95363;1\1/\[;1?2%20[1(:1%35;“}{ Eac}k}oe;ra do [Fcrro
(SPF94905); Palmeiras, 1.1997, A A. Conceigdo 2 » L » RM. Harley et al. s.n.

_ 29 (SPF); Rio de Contas I1.1987, RM
Harley et al. 24454 (SPF); Rui Barbosa, X.1978. E F. Almeida 24 (RB); Sa,nta Tere:zinfla,

Serra da Pioneira, V1.1984, L. Noblick et al. 3315 (SP). ESPIRITO .
V.1949, A.C. Brade 19778 (RB); Santa Teresa, VIII.1996,)A.L.B. Sarrorisﬁl;:? &LC(%SE([:(;
GOIAS: Alto Paraiso, Chapada dos Veadeiros, [1.1966, H.S. Irwin et al. s.n. (SP110656);
Formosa, Fazenda dos Pernambucanos, 1I1.1996, M.A. Silva et al. 2883 (SP). MINAS
GERAIS: Araxd, Serra da Canastra, I1.1978, G.J. Shepherd et al. 7147 (UEC); Bom Jardim
de Minas, 1.1998, J.H.A. Dutilh 60 & W.M. Ferreirg (UEC); Caeté, Serra da Piedade,
L.1971, H.S. Irwin 30243 et al. (HB); Caldas, Pedra Branca, 1.1919, F.C. Hoehne s.n.
(8P2902); Cantoni, II1.1970, H.S. Irwin 27236 et al. (HB); Capara6, Serra do Caparad,
X.1941, A.C. Brade 17142 (RB); Carrancas, VII.1987, L.S. Kinoshita-Gouvea et al. s.n.
(UEC47676); Conceiciio do Rio Verde, V1.1957, G.F.J. Pabst 4128 (HB); Congonhas do
Norte, III.1998, R.C. Forzza et al. 690 (SPF); Congonhas, Serra da Moeda, IV.1957, E.
Pereira 3117 & G.F.J. Pabst (HB); Datas, 1.1988, R. Mello-Silva et al. s.n. (SPF63898);
Descoberto, VIIL.2002, R.M. Castro 583 et al. (RB); Diamantina, 1.1995, N.S. Avila 5.n.
(SPF96281); Dores do Turvo, IV.1926, F.C. Hoehne & A. Gehrt s.n. (SP17561); GOUVCI?I,
VI.1991, R. Mello-Silva et al. 397 (SPF); ltabirito, Pico do Itabirito,_ II.196’8,' H.S. Irwin
19856 (HBY; Itacambira, I..1988, J.R. Pirani et al. 2281 (SPF); Joaquim Felicio, v -19813
L. Rossi et al. s.n. (SP195414); Lavras, XI1.1980, A.F. Leitdo-Filho et al. 11940 (UEC);
Miguel Burnier, 1.1921, F.C. Hoehne s.n. (SP5122); Nazareno, IV.1996, E.L. Biirba' 181
(UEC); Ouro Preto, Jtacolomi, I1.1892, E. Ulle 284 (R); Paraopeba, V.1956, E.P. Heringer
L Emvedio 3383 et al. (R); Santa Bérbara,
5162 (HB); Rio Acima, Gandarela, VIL1972, L. Emyg .
. Santana do Riacho, IL1991, M.M.
Serra da Caraca, 1.1921, F.C. Hoehne s.n. (SPS061); o6 L1972 W.R, Anderson
Arbo et al. 4943 (SPF); Santo Antonio do Itambé, Pico do Itambe, L. » WAL

3 a M. Giulietti et al. s.n. (SPF92669); Sdo
ik 35707 (HB); Sio Joo BEl K. i /::Ait. 365 (SPF); Sio Tomé das Letras,

Roque de Minas, VIL1999, M.A. Farinacci s 18948 (HB):
X1.1984, J. Clordeiro et al. s.n. (SPF355T1); Ser.ro, m 1’96?]3?3'61”13%”!‘;;;; et ag. s.n.
Tiradentes, 11,1980, P.G. Windish 2620 (1B: TUERCS, %00, 775/ (sp). pARANA:
(SPF41627); Una, Fazenda 520 Migu;]é IXIR1 9?(?;,m1‘r41;fo‘w111;10 (Si—"); Guaratuba, Alto da
Campo L do Purund, HL1981, & AK7 Noschang et al. s.n.
Semf II.lagic()), SIS:rIITaOIc;veira 202 (SP); Jaguanalva,l_l\;.rlfgé;,[J&SP)O.S;E RJ{J MBUCO.
(UEC83328); Palmeira, Rio Tibagi, 111982, Pl Olwe& - rerreira 4 (HB). RIO DE
Caruary, Brf;jo da Madre de Deus, XI.1967§.'1‘:;2 g;(;e& E };“romm (R); Itatiaia, IV.1926,
JANEIRO: o TX.1964, ZA. Trin " 49 (R); Mau4, [V.1962,
Al Scflr}zgc.zigr:i%r;él(:i((l)ls)'R;Il:,gé, Serra da Estrela, 1.1917, C. Diogo 649 (R)
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i 51. J. Moura 51 (HB); Penedo, VII.198g
 (HB19810); Nova Friburgo, 11951, J. MO#™

LE. Pabst s.n (HE p l)is 1947, 0.C. Goes 68 (RB); Pirai, Serra d:a_s Araras, VL1961,
s.c. (SP254759); Petr6polis, ) [1.1973, D. Araijo 160 (RB); Santa

. : ado,
G.F.J. Pabst 5614 (HB); Rio de Janeiro, COBOVES - * 0 ") 147 (SPP); Teresdpolis,

) 2, C.G.
Maria Madalena, Pedra do Desengano. III.ZO(;IT < CATARINA: Apeitna, 111966, H.p,

VII.1918, F.C. Hoehne s.n. (SP2320). SA _ \
Bicalho 101 (SP); Itajaf, IV.1954, R. ReiItzl gzsg.lg- gﬁz ﬁf A;H%)elba;;g;’?g}'g ;id(;, (ﬁ;
Reitz & R.M. Klein 8781 (HB); Pildes, L. R R il Al da Ser, 1189, 6

. Reitz & R.M. Klein 6975 Jd
fz‘l:llv;;;grlzg?Sng%lg‘Z)z Amparo, VIIL1943, M. Kuhimann 980 (SP); Atibaia, Pedra Grande,
11.2001, F. Pinheiro 202 & M.C.C. Inés (SP); Bananal, Serra da Bocaina, IX.1994, E 4,

joues et al. 248 (SP); Biritiba-Mirim, e
Romaniue Neto & A éuszodio Filho 218 (SP); Caieiras, VIIL1994, A.M. Giulietti et al,
1194 (SPF);, Caraguatatuba, VL1963, H.D. Bicalho s.n. (SP168402); Cotia, VL1926, F.C.
Hoehne s.n. (SP29342); Cunha, 11994, J.B. Baitello 485 (SP); Eldorado, IX.1995, R.R.
Rodrigues et al. 136 (SP); Iguape, X11.1992, L. Rossi et al. 1233 (SP); Iporanga, Fazenda
Intervales, V.1996, C.B. Costa, et al. 250 (SP); ltapeva, V1.1994, V.C. Souza et al. 6030
(SP); Itararé, Bonsucesso de Itararé, V11994, V.C. Souza et al. 6074 (SP); Jeriquara,
IX.1965, H.D. Bicalho 64 (SP); Jundiai, Serra do Japi, [X.1983, 8.C. Chiea 350 (SP);
Lavrinhas, IV.1995, L.S. Kinoshita 951 & G.J. Shepherd (UEC); Mogi das Cruzes,
IX.1983, M. Kirizawa et al. 1046 (SP); Mongagui, M.1972, T. Yamagushi s.n.
(SP118046); Piquete, V.1996, G.F. Arbocz et al. 2809 (SP); Ribeirdo Pires, 1.1982, O.
Handro 2304 (SP); Salesdpolis, Estagdo Bioldgica de Boracéia, A. Custodio Filho & T.M.
Cerati 1373 (SP);, Santo André, IX.1976, P.H. Davis et al. s.n. (SP154616); Sdo Bernardo
do Campo, I1.2001, F. Pinheiro 226 & M.C.C. Inés (SP); Sdo Francisco Xavier, VIi1.1994,
J.Y. Tamashiro et al. 513 (SP); Sdo José do Barreiro, Parque Nacional da Bocaina, E.L.M.
Catharino & L. Rossi, 1047 (SP); S#o Paulo, Butantan, V1.1917, F.C. Hoehne s.n (SP214);
Serra da Bocaina, IV.1894, A. Loefgren & G. Edwall s.n. (SP29347); Ubatuba, IV.1991, M.
Kirizawa & E.A. Lopes 2440 (SP); Votorantim, XI1.1998, A.M.G.A. Tozzi et al. 222 (UEQC).

Complexo E. secundum - flores vermelhas

Brasil. Goids: Alto Paraiso, XIL1968. G.M. Barroso et al. 512 (HB); Jataf, VII.1951, A.
Macedo 3340 (RB). MINAS GERAIS: Ituiutaba, 11.1950, A. Macedo 2111 (RB); Santa
B_é:bara, Serrg da Caraca, XI1.2002, F. Pinheiro et al. 9] (SP). SAO PAULO: CI:UZCirO’
Pico dos Marins, Y. Nagatani s.n. (GORO17876); Ibitna, VII.1995. O.T Agu.iar & JA.
Pastore 579 (SP); Itapecerica da Serra, V.1936, A. Gehrt s.n. (’SPZ;5£294); Miracatu,

X1.1984, P. Martuscelli 86 (SP); Sao Paulo, Instituto de Botanica, 111961, C.G. Fonseca 6

(SP); Tapirai, Sitio da Pedra, X.1994, K.D. Barreto et al. 309] (SP)

Complexo E. secundum — flores amarelas
BRASIL. MINAS GERAIS: Ouro Pret

Barbara, Serra da Caraca, 1.1971. H.S. |
Pico do Itambé, 11.1972, W.R. Anderson

Estagio Biolégica de Boracéia, IX.1984, §.

4C. Brade 13320 & S. Lima (RB); Ter

, : esdpol
Trajano de MOralS, XH1965, E Santos 22] pOIIS, 11977, B. OFSSI'CII

8 & B. Flaster (Hp), S (HB66531);

Epidendrum denticulatum

poteves (SPF); Santa Cruz Cabrélia, L1974, R o7 1991, RP. Cyralemos 1881 & G.L.
Belém & M. Magalhdes 1074 (HB). ESPIRITQ s
ot al. s.n. (SPF63900); Linhares, VIN.1996, A1 B, :
GERAIS: Caeté, 11921, F.C. Hoehne s.n, (spsﬁo)s-agg;sliz ‘ga;’d[- (UEC). MINAS
Rt hel: ' as, L1981, LS K.
Gouvea 767 et al. (UEC); Ritépolis, IV.1995, M. Barbosa 2269 (RB); Sabar4, I 1’957 E
pereira 2472 (HB); Tiradentes, V.1987, RJV. Alves ]8 (RB). I’{IO DE, JANEHiO:
Araruama, 12003, M. Moraes 591 et al. (RBY; Macaé, IX.1964, ZA. Trinia 965 & E
Fromm (HB); Maricd, VL.1987. M. Souza 1696 et al. (R); Rio de Janeiro, 1.1965, N. Santos
et al. 241 (HB). SAO PAULO: Aguas de Santa Barbara, V.1989, JA.A. Meira Neto 388
(UEC); Altinodpolis, 1I1.1994, W. Marcondes-Ferreira 784 et al. (UEC); Angatuba, 11968,
G.F.J. Pabst 9084 (HB). Atibaia, VII.1910, Duarte s.n. (SP29336); Botucatu, [.1973, A.
Amaral Jinior 1356 (BOTU); Caieiras, VI 1994, A.M. Giulietti et al. 1194 (SP); Itirapina,
Cerrado do Valério, 11.1994, J.Y. Tamashiro & J.C. Galvdao 436 (SP); Ird, XI1.1897, A.
Russel 221 (SP); Mogi-Guagu, Reserva Biol6gica da Fazenda Campininha, 1.1981, M.
Sugiyama & W. (SP); Mogi-Mirim, Horto Florestal, V.1989, ER. Gongalves s.n.
(ESA11144); Sio Carlos, VI.1963, G.M. Felippe 3 & F.M.R. Magalhdes (HB), Sao José
dos Campos, 1.1962, I. Mimura 205 (SP); S&o José dos Campos, I0.1962, G. Eiten & L
Mimura 3564-D (SP); Sao Paulo, V.1905, A. Usteri s.n. (SP29311).

ANTO: Guarapari, I1.1988, W.W. Thomas

Epidendrum fulgens

BRASIL. PARANA: Guaratuba, XI.1971, P.LS. Braga 2311)% g(;ﬂ-s é%?%;oiﬁgﬁ:
X1.1986, S.M. Silva & R.M. Britez 24738 (UEC). RIO GRAN 1995, E.L. Borba et al
L1964, £ Pereira 8491 & G.F.J. Pabst (HB); Torres, Fumas, x1113.1§ ;0369 (HB); Parati,
I65 (SP). RIO DE JANEIRO: Angra dos Reis, IL1970. G'F'Ji- aXIs 1966, RM. Klein &
V2001, G. Cattan 93 (RB). SANTA CATARINA: Flonanénglsé)l I'tajal’ ,I[.1950, G.FJ
Bresolin 6865 (HB); Guaruva, X.1979, & Kummrow 1257- (La una, I 1§66, H. Sick 869
Pabst 533 (HB); Ttapod, X1.1955, G.F.J. Pabst 2826 (HB); 91g(spi- Bertioga, IV.1983,
(HB). SAO PAULG: Anunciagio, EA. & S A Nicolaw 81 (S o0t 006 (sp)
MITM. Guimardes e.'t al. s.n. (éOTUl 1386); Canaﬂel;’ g G

Caraguatatuba, Ilha Vit6ria, IV.1965, J.C. Gomes

655 (SP); Guaruj4, Ilha de Santo
- Ig , Ilha
Amaro, IX.1962, M.A.B. Andrade s.n. (SPF86480), Iguape Compriet, ™ c

Comprida, 1v.1918, F.C.
i Grande, .
Hoehne s.n. (SP1853); Itanhaém, [lha da Quenmalle; e s e C e Juréia,

11049 : . JI.1967, G. Eiten & L 111932, F.C. Hoehne s
m-2000(,s.1;.),v?giizngu?/i& Oliveira 50 (SP); Pralgaggrzn(;;;ssi et al. 439 (SP); Ubatuba,
(SP29361); Sdo Sebastido, Ilha de Alcatrazes, 1960, &

01996, H.F. Leitao Filho et al. 34656 (SP)
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Epidendrum cinnabarinum

9 T.S. Nunes 801 et al. (RB); Canavieiras, XL.1971,
1977, RM. Harley 18096 (HBY; inéus, I 198,

ré [V.1974, R.M. Harley 17615 (RB); Tacobing
11963, J. Becker 42 (HB); Marad, L1965, E’
guro, X1.1963, A.P. Duarte 804] (RB):

BRASIL. BAHIA: Belmonte, I.ZOO'
R.S. Pinheiro 1696 (HB); Cumuruxatl ;
LAM. Silva et al. s.n. (SP179481); Itacar€,
X.1978, G. Martinelli 5172 (RB); Maragis,

: Se
Pereira & G.F.J. Pabst 8510 (HB); Porto ,
Rf:’(;gr:gavos, 1.1956, E.P. Heringer s.n. (HB5072); Salvador, 1.1960, G.F.J. Pabst 5258

: uz de Cabrdlia, L1972, A. Eupunino 127 (HB); Urugdca, VIL1979, g
%gz’ni{l tgogo (RB); Valenga, I1.1975, T.S. Santos 2904 (HB). PARAIBA: ESP‘.’Jranga,
X1.1958, J.C. Moraes s.n. (RB104083); Nova Floresta, X.1979, L. Emygdio sp
(R169817); s.l, 111933, R. von lhering s.n. (SP30187). PERNAMBUCO: Garanhunps,
1.1972, 5.c. (RB151511); Prazeres, 1.1931, D.B. Pic{cel s.n. (SP27858); s.1., s.d., G. Gardner
1163 (SP). RIO GRANDE DO NORTE: Natal, X11.1975, P. Bamps 5066 (RB). SERGIPE:
Santo Amaro, 1.1958, A. Franco Filho I (HB).
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Resumo

Epidendrum € um dos maiores géneros de Orchidaceae e um dos mais varidveis,
apresentando diversas dividas quanto ao seu posicionamento taxondmico e 2 delimitagdo
de suas espécies, principalmente na subsegio Tuberculata, um dos grupos de espécies
mais varidveis do g€nero, amplamente distribuido pela América do Sul, e com delimitacdo
taxonémica das espécies bastante incerta. O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo
taxondmico do complexo E. secundum, com base em resultados obtidos através de
anilises morfométrica e de marcadores moleculares do tipo AFLP, incluindo na
amostragem diversas popula¢Bes que cobriram a distribuigdo geografica do grupo e
individuos que representaram a variagio morfolégica presente no grupo. Com 0s

resultados obtidos, & possivel reconhecer a existéncia de duas espécies: E. secundum, que

ocorre na cadeia dos Andes, Planalto das Guianas, Pequenas Antilhas e Planalto

jacd a dem ser
Brasileiro, possuindo uma grande variagao na forma e coloragdo das flores, que po

' ] Planalto
lilases, laranja, vermelhas e brancas, ¢ E. xanthinum, que OCOITe apenas no

drgi i inhago,
Brasileiro, em algumas montanhas da Serra dos Orgdos e Cadeia do Espinhag

jaca empre apresentando
apresentando também uma grande variagao na forma das flores, mas s€mpre ap

~ s com coloragdo amarela.

Abstract

Orchidaceae, and one of the most variable,

Epidendrum i3 one of the largest gener? of boundaries among

i ition and the
. ; nomic pOSl[IO
Presenting many uncertainties regarding 1tS 1axo
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' likel
species, mainly in subsections Carinaia and Tuberculata, which are likely to be one of the
most variable and complex groups within the genus. The i of this work was to Perforn,
e E. secundum complex, pased on morphometric and molecyl,

ulations covering all the geographical distribution of the group

e morphological variation in the group were analyzed, Aq R

a taxonomic study of th
data (AFLP). Several pop

and specimens covering th

result, it was possible to recognize two species: E. secundum, that occurs in the Andes,

Guyanas Plateau, Little Antilles and Brazilian Plateau, showing a large variation in shape

and color of the flowers, which may be lilac, orange,
me of the mountains at “Serra dos Org§08,, and

red or white, and E. xanthinum, that

occurs only at the Brazilian Plateau, in so

“Cadeia do Espinhago”, also showing a great variation in the shape of flowers, but always

with yellow color.

Introducgio

O género Epidendrum L. € um dos maiores da familia Orchidaceae, com cerca de
1125 espécies (Chase er al., 2003). E bastante varidvel morfologicamente ¢ mal
compreendido taxonomicamente, ja que sua delimitagdo genérica e a posicdo sistemitica
de muitas de suas espécies tém sido alvo de controvérsias (Dressler, 1967, 1984; Brieger,
1976-1977; Hagsater, 1993; Withner & Harding, 2004).

Epidendrum foi um dos primeiros géneros descritos por Linnaeu, e sob esse nome

foram descritas., inicialmente, todas as espécies com hébito epifita entdo conhecidas.

P Sci ¢ . N
ortanto, espécies epifitas hoje pertencentes a v4rios géneros, foram originalmente

trata’ldas como Epidendrum. Tal circunstincia dificulta a delimitagdo precisa do nimero de
especies que compdem o género.

Levantamentos importantes de espécies de Epidendrum feitas no século XX
(Schweinfurth, 1959; Dunsterville & Garay, 1959, 1961, 1965, 1966, 1972, 1976; Pabst &
D.ungs, 1975) consideraram Amblostomg Scheidw., Lanium (Lin;ﬂ.) B;,nth., ’Nanodes
Lindl. e outros, como géneros autdnomos. Por outro Jado Dressler (1967, 1984) incluiu

» €M Epidendrum 1, utilizando como

7

Schistochila foram distribuidas em duyas subsecdes segundo a morfologia do calo do label
0 do labelo

T e et i
a, com calo camoso, variadamente
recortado, geralmente limitado ao centro do disco (Fig. 1b). Cogniaux (1898-1902) repetiu
a classificagdo de Lindley, reunindo praticamente as mesmas espécies na subsegdo
Amphiglottidae. Pabst & Dungs (1975) aceitaram o “grupo” Amphyglottidae e
subdividiram as espécies em segdes. Brieger (1976-1977) repetiu, em grande parte, a
classificagdo de Lindley (1852-1859), aceitando a segdo Amphiglottium e distribuindo as
espécies nas subsecdoes Carinata e Tuberculata, utilizando os mesmos critérios
morfoldgicos de Lindley (1852-1859). Apesar de ter trabalhado com um nimero reduzido
de espécies (Epidendrum cinnabarinum Salzm., E. ibaguense HBK. e E. secundum
Jacg.), van den Berg et al. (2000) mostraram que a se¢do Amphiglottium forma um grupo
monofilético.
A subse¢do Tuberculata € composta, em sua maior parte, pelo “complexo

Epidendrum secundum” (Fig. 2), um dos grupos de espécies de Epidendrum menos

compreendidos taxonomicamente (Brieger, 1976-1977). A
ente de Martinica, nas Pequenas

primeira espécie descrita para 0

grupo foi E. secundum em 1760 por Jacquin, proced
Antilhas (Jacquin, 1760, 1763). Ao longo dos anos E. s

obras de E. anceps Jacquin, confusdo devida ao fato d

ecundum foi chamado em varias
e ambos estarem ilustrados na

ipi a dum e E.
mesma obra (Jacquin, 1763). S6 mais tarde, com a lectotipificagdo de E. secundi

i ' ido.
anceps (Hagséter, 1993) este equivoco foi esclarecid
ente polimorfas € amplament
¢ refletida no grande namer
nimos listados por Duns

o tratar a$ variagdes ap
const
Dungs, 1975; Brieger, 1976-

e distribuidas na América do
Sdo plantas extremam

Sul. A complexidade do grupo

Ver, por exemplo, a série de $ind

o de nomes a ele associados.
terville & Garay (1961). H4
resentadas pelos individuos

diferentes pontos de vista sobre cOm deram cada morfo ou

dum: alguns autores

que compdem o complexo E. secun '
cie distinta (Pabst

“oloragdo como pertencentes a uma espe
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indo do pressuposto de que as variagdeg Sio

1977; Sastre, 1990a, 1990b), € outros part

Ibisch, 2004).

orfometria (Pinheiro & Barros, capitulo 4)

continuas
Garay, 1961; Garay & Sweet, 1974; Vasquez &

Evidéncias morfolégicas baseadas em I
e moleculares, obtidas através de AFLP (Pinhel

2 de mais de uma espécie 0O complex

ro et al.,, capitulo 3) ndo suportam |,

o E. secundum. Tanto os dadog
existénci

gicos como 08 moleculares revelam que existe uma variagao continua entre (g

morfolé

individuos amostrados, sem uma relagdo aparente COm caracteristicas qualitativas, com,
1]

coloragdo das flores ou procedéncia dos individuos (Pinheiro & Barros, capitulo 4.

Pinheiro et al., capitulo 3). Plantas com flores vermelhas, laranja, lilases e brancas nj,

revelaram caracteristicas que pudessem ser utilizadas de uma maneira segura para
delimitar espécies .distjntas, sendo todos os exemplares identificados como E. secundym
Apenas individuos com flores amarelas, procedentes de populagdes localizadas no
Planalto Brasileiro, exibiram descontinuidade marcante, justificando o status de espécie
distinta: E, xanthinum Lindl.

O objetivo deste trabalho é apresentar um estudo taxondémico do complexo E.
secundum, com a descri¢do das espécies que podem ser reconhecidas, E. secundum e E.

xanthinum, discutindo sua distribui¢do geografica e os caracteres morfolégicos relevantes

para suas identificagdes.

Material e Métodos

O estudo foi baseado em exsicatas depositas nos herbarios HB, MBM, R, RB, SP,
SPF e UEC. Foram analisados também individuos vivos cultivados nas colegdes do
Orquiddrio do Instituto de Botanica e do Orquidédrio do Departamento de Genética da
ESALQ - USP.

Foram realizadas ilustracges do labelo de varios individuos de E. secundum ¢ E.
xanthinum para documentar a variagdo existente pag espécies, numa mésma populagdd
(Fig. 3) e em populagdes distintas (Figs. 4, 5). S0 apresentadas também ilustragoes d¢

materiais-tipo de algumas espécies descritas para o complexo E. secundum (Fig. 6)

Utilizando a &nci o
) procedéncia dos materiais analisados ¢ dados de literatura, foram
confeccionados mapas com a distribui¢do dag espécies (Fj g.7,8)
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Resultados e Discussgo

Com base nos trabalhos de Pippe
10 & Barros (capi
pitulo 4) e Pinheiro et al

secundum: E. secundum e E. xanthinym,

de novas espécies relacionadas a E. Secundum e E. xanthinum (Lindley

1852-1859;
Reichenbach, 1854; Schlechter, 1920), Porém, nota-

se uma grande variagio destas
caracteristicas até em individuos de uma mesma populagio (Fig. 3), bem como

morfologias semelhantes entre plantas procedentes de regiGes .distintas (Fig. 4, 5).
Algumas ilustragBes de espécimes - tipo procedentes de regides da Cadeia dos Andes e
Planalto das Guianas (Fig. 6) apresentam morfologias similares as dos individuos
procedentes do Planalto Brasileiro (Fig. 3, 4), ndo sendo possivel distingui-la

morfologicamente com base apenas na sua procedéncia.

Epidendrum secundum Jacq., Enum. Syst. P1. p. 29. 1760 (et Select. Stirp. Amer. Hist. p.
224, t. 137. 1763). Tipo: Martinica, (Lectétipo tab. 137, Select. Stirp. Amer. Hist. p.

224. 1763, designado por Hégsater, 1993).
= E. elongatum Jacq., Coll. 3:260, 1789. Tipo: VENEZUELA. Caracas, s.d., Jacquin

s.n. (holétipo P). -
= E. ellipticum Graham, Edinb. N. Phil. Houmn. 1:171. 1826. Tipo: BRASIL. Rio de

M - a "
= F. crassifolium Lindl., Gen. & Sp. -PLp. 107 1831 T

Vincentii, s.d., Hooker s.n. (holétipo K). Tino: PERU. Sem
= E. cochlidium Lindl., Ann. Mag. Nat. Hist. 4:382. 1840.. ipo: .

localidade, s.d., Mathews 1 868 (holétipo K).
isc.): . Tipo:
= E. lindenii Lindl., Bot. Reg. 31 (misc.):48. 1845 TIp

L. Linden 636 (holétipo K).

E. brachyphyllum Lindl., Fol. Orch. Ep
d., Weddell 4255 (holotipo K).

Fol. Orch. Epiden
257 (holétipo K).

drum p- 12 1853. Ti

VENEZUELA. Merida, s.d.,

idendrum P- 72. 1853. Tipo: BOLIVIA.

I

Yungas, s. 704, 1853. Tipo:

drum P- 71, no.

i

E. fastigiatum Lindl,

EQUADOR. Quito, s.d., A Jamieson 1
Folia Orch. Epiden

po: BRASIL. Sem

i

E. spinescens Lindl., )
14



s.d., Miers 3484 (holétipo K).

localidade, Tipo: VENEZUELA. Caracas, Orr, 625

: 4.
= E. ansiferum Rchb. f., Bonpl. 2:111. 185
(holétipo W).

_ E fimbria Rehb. £, Bonpl. 2:282. 1854 TIPO: COLOMBIA. Ocanna, s.d., Schyy,

990 (holétipo W).

= E. gracilicaule Rehb. £ & Warsc., Bonpl. 2:111. 1854. Tipo: PERU. Sem local; dade
s.d., Warscewicz s.n. (holétipo W).

= E. novogranatense Rchb. f & Warsc., Bonpl. 2:1
Granada, s.d., Warscewicz s.n. (holétipo W).

= E. xytriophorum Rchb. f. & Warsc., Bonpl. 2:112. 1854. Tipo: PERU. Sen

11. 1854. Tipo: COLOMBIA, Nov,

localidade, s.d., Warscewicz s.h. (holétipo W).
— E. incisum Rehb. f. & Warsc., Bonpl. 2:112. 1854 = E. bulkeleyi Hawkes, Orquidea

18:169. 1957 (non E. incisum Vell. 1827). Tipo: PERU. Sem localidade, s.d.,
Warscewicz s.n. (hol6tipo W).

= E. jamiesonis Rehb. f., Bonpl. 4:327. 1856. Tipo: EQUADOR. Quito, s.d., Jameson
s.n. (hol6tipo W).

= E. quitensium Rchb. £., Walp. Ann. Bot. Syst. 6:392. 1862. Tipo: EQUADOR. Quito,
s.d., Jameson s.n. (hol6tipo W).

= E. longihastatum Barb. Rodr., Gen. Sp. Orch. Nov. 1:59. 1877. Tipo: BRASIL. Rio
de Janeiro: Serra dos ()rgﬁos, s.d., s.col, s.n. (holétipo R, provavelmente
destruido).

= E. macrocyphum Kraenzl., Repert. Spec. Nov. Regni Veg. 1:185. 1905. Tipo: PERU.
Hualgayoc: Cajamarca, s.d., Weberbauer 4119 (holétipo B, provavelmente
destruido)

= E. herzogii Schltr., Repert. Spec. Nov. Regni Veg. 12:489, 1913, Tipo: BOLIVIA.

Rio San Mateo, IV.1911, Herzog 2055 (holétipo B, provavelmente destruido).

E. pedicellare Schltr., Repert. Spec, Nov. Regni Veg. 14:390. 1916. Tip®:
EQUADOR. Quito, IX.1881,

destruido).

A. Sodiro 51 (holétipo B, provavelmente

E.
pachyanthum Schitr., Repert, Spec. Noy. Regni Veg. Beih. 6:38. 1919. Tip™

VENEZUELA. C
| aracas, 1.1904, John s.n. (holétipo B, provavelmente destruido)-
E. tricallosum Schitr.,

Repert. Spec. Nov. Regni Veg. 6:39. 1919. Tip%

VENEZUELA. Miranda, IX
. : 1899! P. Py, L, te
destruido). reub. 1681 (hol6tipo B, probablemen
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- E. antioquiense Schitr,, Repert Spec. N N
' . Nov, Re

COLOMBIA. Antioquia,

Madero $ Lot
destruido). - (holdtipo B, provavelmente

- » Provavelmente destruido).
= E. laxifoliatum Schitr., Repert. Spec. Noy. Regni Veg. Beih. 7:136. 1920 Ti
. . T:136. . Tipo:

. provavelmente destruido)
= E. melinanthum Schitr., Repert. Spec. Nov. Regni Veg. Beih. 7:139 1920. Tipo:

COLOMBIA. Cauca: Papagayeros,

provavelmente destruido).

COLOMBIA. Cauca, s.d., Madero s.p,. (holétipo B

.

X1.1899, Langlassé 1] (holétipo B,

= E. pachyphyllum Schltr., Repert. Spec. Nov. Regni Veg. Beih. 7:140. 1920. Tipo:
COLOMBIA. Cauca, s.d., Madero s.n. (holétipo B, provavelmente destruido).

= E. polyschistum Schlir., Repert. Spec. Nov. Regni Veg. Beih. 7:143. 1920. Tipo:
COLOMBIA. Cauca, s.d., Madero s.n. (holétipo B, provavelmente destruido).

= E. quinguecallosum Schltr., Repert. Spec. Nov. Regni Veg. Beih. 7:145. 1920. Tipo:
COLOMBIA. Cauca, s.d., Madero s.n. (holétipo B, provavelmente destruido).

= E. sterrophyllum Schitr., Repert. Spec. Nov. Regni Veg. Beih. 7:151. 1920. Tipo:
COLOMBIA. Antioquia, s.d., Madero s.n. (holétipo B, provavelmente
destruido).

= E. cuzcoense Schltr., Repert. Spec. Nov. Regni Veg. Beih. 9:82. 1921. Tipo: PERU.
Cuzco: Sta. Anna, VL1905, Weberbauer 5005 (holétipo B, provavelmente

destruido).

= E. haematanthum Schltr., Repe .
PERU. Tambo Cotani, VIL.1902, Weberbauer 1286 (holdtipo B, provavelmente

rt. Spec. Nov. Regni Veg. Beih. 9:86. 1921. Tipo:

destruido).

= E. riobambae Schitr., Repe 4 o
EQUADOR. Chimborazo, VL1913, Mille 16 (holotip

8:85. 1921. Tipo:

it. Spec. Nov. Regni Veg. Beih.
| B, provavelmente

destruido).
= E. tarmense Schitr., Repert. Sp

h. 9:94. 1921. Tipo: PERU.

v. Regni Veg. Bei
. 16tipo B, provavelmente

ho
Huacapistana, X1.1902, Weberbauer 1802 (

p 1 : 921. Il 0:
)' I{e e[‘t Spec NOV. Regni Veg. Belh. 88;. l P

‘ 1886 A SOdi’O 69 (h010[ip0 B, provavelmentc
VI. ’ .

i
m

tunguraguae Schltr.,
EQUADOR. Tunguragua,

destruido).
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ad. S. Paulo 1(3):245. 1926, Tipo.

h. Bot. Est
= j Hoehne & Schltr., Af€
E. versicolor Hoe ud, IV.1921, Hoehne s.n. (i56tiP0

BRASIL. Sic Paulo: Pico do Morro do Jarag

5470
§P5470) g. 27:60. 1929. Tipo: BOLTVT,

iV
- E. coroicoense Schitr., Repert. Spec. Nov. Regni V&

La Paz: Co

= E. syringodes Schltr., Repert. Spec. Nov. Regni Veg. 2
La Paz: Hacienda Casana, XII.1922, Buchtien 7231 (holdtipo B, provavelmenge

o B, provavelmente destmido)

roico, X1.1912, Buchtien 3692 (holdtip
7:61, 1929. Tipo: BOLIVIA

destruido).
= E. crassifolium Lindl. var. albescens Pabst, Bradea 2(11):64. 1976. Tipo: BRASTL,

S50 Paulo: Sdo Paulo, Paranapiacaba, XII.1975, Handro 2277 (hol6tipo HB).

= E. azulensis D.E. Benn. & Christenson, Icones Orch Peruv. pl. 452. 1998. Tipo:
PERU. Huanuco: Leoncio Prado, X1.1986, Bennelt et al. 3726 (holdtipo USM).

Terrestre ou epifita. Caule simples, 6-1280cm, recoberto por bainhas amplexicaules,
folhadas. Folhas disticas, largamente lanceoladas a oblongo-lanceoladas, 32-170x]10-
43mm, dpice agudo. Inflorescéncia apical, simples, em corimbo, multifloro, 7-100cm
compr., as vezes ramificada, produzindo outras inflorescéncias ou caules laterais, escapo
muito mais longo que a raque, envolvido por bainhas 4-8cm compr.; bricteas 4-7mm
compr.; pedicelo e ovério 11,4-28mm compr. Flores vermelhas, laranja, lilases ou brancas,
com calo do labelo alvo e amarelo; sépalas oblongo-lanceoladas, a dorsal 6,8-13,4x1,3-
5,lmm, dpice curtamente acuminado; sépalas laterais 4,5-14,3x2,9-6mm, ligeiramente
falcadas; pétalas lanceoladas, 6,4-13,5x1,9-5,3mm, dpice curtamente acuminado; labelo
trilobado, base em ungiiiculo adnato 2 face ventral do ginostémio, e 1amina livre, lJdmina
3,4-7,1x5,6-13,Tmm, margens denticuladas a fimbriadas, lobos laterais 1,8-4,9x1,6-
6,9@, orb-iculares, lobo central 1,9-5,6x3,3-9,3mm, ambito sub-obcordiforme a sub-
orbicular, disco com calo de 2,2-5,4x1,5-5mm, sulcado longitudinalmente, recortado de

diversas formas; colu - . .
; na 4-6,9mm; antera terminal, polinias 4, cerdides, lateralmente

achatadas com caudicula, rostelo fendido, paralelo ao eixo do ginostémi
0.

8140 onde o espécime tipo citado POf

Jacquin (1760) foi 2
quin (1760) foi coletado. Porém, a flory destas ilhas ¢ bastante semelhante 2 de diversas

I'CgiGCS continentais american i ] nto
1Canas, mClUSlVC Com a ocorréncia das mes Scies tant no
mas especic

continente como nas ilhas (Sastre 19 9 B (o) 99
,» 1979; Lescure et qf 99 art
’ . | 1; Feldmann & ” 1 3)'
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planaito Brasileiro (Fig. 7). Floresce o ang todo

Espécimes examunados
E. secundum — flores lilases

BRASIL. BAHIA: Abaira, 11992, T I, : )
Quente, Pico das Almas, XIL1988, R A, Har;f;ysoze7 ;’;OT(.& SDzlva S.. (SPF89121); Agua
rlev 27270 & D. : ' / J.N. Hind (SPF), X11.1988,
R.M. Harley J.N. Hind (SPF); Andarai, I1.1977, R.M. Harley J8
XL1983, L.R. Noblick & A. Pinto 2900 (SP); Barra da Estiva, Mormo fo ons wi iee
l . ) uro, VIL.1981,
AM. Giulietti et al. s.n. (SP195343), X1.1992, M.M. Arbo et al. 5709 (SPF); Delfino
I1.1974, RM. Harley 17012 (SPF); Jacobina, X.1990, A. Freire-Fierro e’t al lsn’
(SPF79937); Lagoinha, TIL1974, RM. Harley 17012 (HB), LencSis, IX.1994, ML
Guedes et al. s.n. (SPF103600), Morro do Pai Indcio, VIL1985, T.M. Cerati et al. 293
(SP), VIIL.1996, A.A. Conceigdo 116 & A.A. Grillo (SPF), VIIL1996, A.A. Conceigdo 136
& A.A. Grillo (SPF), XII.1984, R. Mello-Silva et al. s.n. (SPF36979); Morro do Chapéu,
Cachoeira do Ferro Doido, XI.1980, A. Furlan et al. s.n. (SP195363), Chapada
Diamantina, IV.1976, G. Davidse & W.G. D'Arcy 11875 (SP), IV.1976, G. Davidse &
W.G. D’Arcy 11913 (SP), X.1978, G. Martinelli 5284 et al. (RB), X1.1992, M.M. Arbo et
al. 5397 (SPF); Mucugé, 11.1994, R M. Harley et al. s.n. (SPF94905), IX.1981, A. Furlan
et al. s.n. (SPF18972), IX.1981, J.R. Pirani et al. s.n. (SP195383), IX.1981, J.R. Pirani et
al. s.n. (SPF18912), VI.1985, T.M. Cerati et al. 330 (SP), X1.1980, A. Furlan et al. s.n.
(SPF17976), XI1.1980, A. Furlan et al. s.n. (SPF18035), XI1.1984, G.P. Lewis et al. s.n.

(SPF36868); Palmeiras, 1.1997, A.A. Conceigdo 229 (SPF), 11997, A.A Conceigio 330

SPF  Inacio. 11997, A.A. Conceigio 394 & F.P. Gomes (SPF), X.1994,
(SPF), Morro do Pai Indcio, 1.199 ¢ R M Harley et al.. 24454

AM. Carvalho et al. s.n. (SPF104870); Rio de Contas, I1.1987, : ) g, RM
(SPF), TIL.1977, R.M. Harley 19703 (SPF), Pico das Almas, Jussizpe, %% - )
Harley 26171 (SPF), X1.1988, R.M. Harley 26132 (SPF), X1-1988’T- Y
26132 (SPF); Rui Barbosa, X.1978, E.F. Almeida 24 (RB); Samf\} erezllla e, X1.1955
Pioncira, V11984, L, Noblick et al. 3315 (SP). CEARA: Serma 0 HZAEc, 2 oy
A. Lima s.n. HB19619. ESPIRITO SANTO: Castelo, V1945 B0 fole  reresa
XL19T3, A, Seidel 1021 (HB); Pedra Azul, L1976, Kau;;?L Zapii 9 (HB). GOIAS:
VILL1996, A.1.B. Sartori 142 et al. (UEC); Venda Novas LT & S0 o). 111966,
Alto Parafso, Chapada dos Veadeiros, 11.1966, H.S. I)‘Wl]f: en (RB268632)’ [0.1973, WR.
HS. Irwin 12429 et al. (HB), 11.1979, Gates & Estabrook 5.1

i ] 6
rson 6376 (H V119 42 (RB); B asilia, v.1964, E.P. Heringer 9679
fiderson ( B), I.1 65, FR. Rosa 2( ), J.r Y ) ( ); .

(HB . HB), 1.1966, G.F. , dinho, X.1965,
Faze)f,ldsé;d(‘i’ Eff Hergngi;c?swél(l%é, M.A. Silva et a{. 2883a (ésf)é fnc;z?a,l 11978, G.J.
HS. Irwinozt ::lm 2?55 CEHB)., MINAS GERAIS: AraxziI fg;fs T HA. Dutilh 60 & WM.
Shepherd et gl -7147 (UEC); Bom Jardim de Minas, L. ! ), Serra da

' 43 et al. (HB

) 1071, H.S. Irwin 302 11919

Ferreirg (UEC); Cacté, Serra da Piedader 197 - g “calgas, Pedra Branca, & =
Piedade, %119;,7 CEaf.: ;’erei"a 2667 & GIﬁ;}ga[b{S.tS(mgi’" 27236 et al. (HB); Caparad,

E.C. Hoehne s.n. (sP2902); Cantorni- Il | VILI987, LS. Kinoshit:
Serra do Caparaé, X.1941, A.C. Brade 17
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676); Conceigdo do Rio Verde, VI.195'7&: G.F.J. Pabs; 4128
111998, R.C. Forzza et al. 690 (SPE): ongonhas, Serr, g,
M O g pereira 3117 & G.F.J. Pabst (HB); Dass y lbgi& R\'lgello-&lva ”

e, veop). 111998, A. Rapini et al. 499 (SPE); DECREor 10002002, Ry
al s (SPFGOR, L tine, 11995, N.. Avila s (SPRO628 1), IL1998, 4. Rapyy;

T o st (III 1§70 H.S. Irwin et al. s.n. (SP141002), Serra de Biribiri, VH.1965,
et al. 494 (SPF), I G ’ SJr s.n. (SP108363), VI.1996, L.R. Parra e.t al. 85 (SPF).
S.F. Glassman & J.C. Gome & A. Gehrt s.n. (SP17561); Gouveia, V11991, R,

h 'y
Dores do Turvo, IV.1926, F.C. Hoe nePico do Ttabirito, 111968, H.S. Irwin 19856 (HB):

Mello-Silva et al. 397 (SPF); liabirito, ! o (HB);
Itaejifllbir:a;. 1388, J.R. Pirani et al. 2281 (SPE); Joaquim Felicio, IV.1981, L. Rossi ¢t o/

om. (SP105414), IV.1981, L. Rossi et al. sn. (SPF23033); Lavras, XILI1980, H.F. Leirg
Filho et al, 11940 (UEC), Miguel Bunier, L1921, F.C. Hoehne s.n. (SP5122); Nazaren,
[V.1996, EL Borba 181 (UEC); Ouro Preto, liacolomi, IL1892, E. Ulle 284 (Ry,
Pa;aopet,)a 'V.1956, EP. Heringer 5162 (HB); Rio Acima, Gandarela, VIL1972, 7,
Emygdio 3 383 et al. (R); Santa Bdrbara, 11921, FC Hpehne s.n. (SP5061), 1.1994, A.m
Giulietti et al. s.n. (SPF93872), 11994, A.M. Giulietti et al. s.n. (SPF93874), 111957,
G.F.J. Pabst 4150 (HB); Santana do Riacho, I1.1991, M.M. Arbo et al. 4943 (SPFy;
10,1996, R.C. Forzza et al. 175 (SPF), IIL1982, 1. Cordeiro et al. s.n. (SPF8180), I11.1994,
M.T.V.A. Campos & JM. Arcanjo s.n. (SPF106625), L2002, J.R. Pirani et al. 503]
(SPF), V.1990, M.M Arbo 4255 (SPF), VIL.1999, L.R. Lima et al. 40 (SPF); Santo Antdnio
do Itambé, 11,1972, W.R. Anderson et al. 35707 (HB), 1.1972, W.R. Anderson et al. 35955
(HB); Sdo Jodo Del Rey, 11994, AM. Giulietti et al. s.n. (SPF92669); Sdo Roque de
Minas, VII.1999, M.A. Farinaccio et al. 365 (SPF); Sdo Tomé das Letras, X1.1984, 1.
Cordeiro et al. s.n. (SPF35571); Serro, L1963, M. Magalhdes 18948 (HB), Trinta Réis,
1.1986, H.L. Wagner et al. s.n. (SP272746), Tiradentes, 1.1980, P.G. Windish 2620 (HB),
UL.1986, R. Mello-Silva et al. s.n. (SPFA2962), X1.1987, D.C. Zappi et al. s.n.
(SPF46856), 1.1986, H.L. Wagner et al. s.n. (SPF41627); Unai, Fazenda Sdo Miguel,
X1.1993, M.A. Silva et al. 1751 (SP). PARANA: Campo Largo, Serra do Purund, II1.1981,
R. Kummrow 1510 (SP); Guaraquegaba, Rio do Cedro, X.1967, G. Hatschbach 17518
(MBM); Guaratuba, Alto da Serra, 11.1980, P.1. Oliveira 202 (SP), Alto da Serra, IV.1982,
ﬁofr;‘::;nrszlglﬁgﬁw G(S?; Jaguariaiva, IV.1994, J. Noschtang et al. s.n. (UEC83328);
Dt ,3 7]. (sp)’ PE.RNﬁiiilzabach .14469 (MBM?; Palmeira, Rio Tibagi, 11.1982, P.L
Ferveina 4 (HB) .RIO . JAI:J];?O. ?aruaru, Brejo d_a Madre de Deus, X1.1968, A.B.G.
Fromm (R): Itat.iaia ¥ ot A]?O. Anglja dos Reis, IX.1964, Z.A. Trinta 880 & E.
X1L.1952 N, Welter,49 (HB)' M - Sampaio 4074 (R), VIL1902, P. Dusén 726 (R?,
y AV, » Mage, Serra da Estrela, I.1917, C. Diogo 649 (R); Maua,
1V.1962, LE. Pabst s.n. (HB19810); Nova Friburgo, 11951, J X1.1982
- C. Farney 148 (RB); Parati, Morro do C 80, L1901, J. Moura 51 (HB), AL17¢
uscuzeiro, I11.1995, L.C. Giordano et al. 1850

glzfge 33?3% }'{]}'51928’ .¢. (SP254759); Petrépolis, 1947, 0.C. Gées 68 (RB), 1.1968. D-
-L.5. Braga (HB), 11,1928, C, Spannagel 12 (SP), X11.1949, G.F.J. Pabst

Gouvea et al. s.n. (UEC47
(HB); Congonhas do Norte,
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azae 1.1956, R. Reitz & RM. i
pilGes, I.19 . - Klein 2576 Cn
Klein 6975 (HB); Vidal Ramos, 11 1957 (HBI%’ 0 do Sul, v
alto da Serra, IL1899, G. Edwall s, gpjgsca - & Klein 4525 (up), s

i SP29354).
(sP); Atibaia, Pedra Grande, 112001, F( P?.9354), Am

, [1.1994, J.B. Baitelio

996, M. Kirizawa et al.

1X.1995, V.C. Souza et al. 9059 (SP); Iguape, X11.1992, 1. ) ’
Iporanga, Fazenda Intervales, V.1996, C.B. Cposta, et al. 2515 g;;%g;gﬁ;ﬁg;:g’
VL1992, $.J.G. Silva et al. 337 (SP); Ttapeva, V1.1994, V.C. Souza et al. 6030 (SP).
Itararé, Bonsucesso de Itararé, V1.1994, V.C. Souza er al. 6074 (SP), Campos de Sio
Pedro, X.1966, J. Matos 14040 (SP), Fazenda Santa Isabel, 1.2000, F. Barros 3033 (SP),
1.1996, V.C. Souza et al. 10614 (SP), V.1995, P.H, Miyagi et al. 582 (SP), V1.1994, V.C.
Souza et al. 6177 (SP), X1.1993, V.C. Souza et al. 4793 (ESA); Jeriquara, IX.1965, H.D.
Bicalho 64 (SP); Jundiai, Serra do Japi, IX.1983, S.C. Chiea 350 (SP), Serra do Japi,
VII.1995, J.R. Pirani et al. s.n. (SP303111), Serra do Japi, VII.1995, J.R. Pirani et al. s.n.
(SPF103258); Lavrinhas, IV.1995, L.S. Kinoshita 95/ & G.J. Shepherd (UEC); Mogi das
Cruzes, IX.1983, M. Kirizawa et al. 1046 (SP); Mongagué, [I.1972, T. Yamagushi s.n.
(SP118046); Piquete, V.1996, G.F. Arbocz et al. 2809 (SP), VL1995, A.M. Qiulieni 5.,
(SPF107094); Ribeirdo Pires, 111982, O. Handro 2304 (SP); Salesczpoll_s, ’Es_ta(;éio
Biolégica de Boracéia, A. Custodio Filho & T.M. Cerati 1373 (SP), Estagao Blologlca’fie
Boracéia, IV.1985, C.B. Toledo & M. Sugiyama 77 (SP), Estacdo Bioldgica de Boractia,
V.1985, T.P. Guerra et al. 98 (SP), Estagdo Bioldgica de Bo_racéia, VIL1983, TM. Ceratg
& A. Custodio Filho 51 (SP), Estagio Bioldgica de Boracélg, V];]I.1965,7é'. AS:ISIOSE 1[2a4§0
(SP), Estagio Biolégica de Boracéia, VIIL.1983, A. Custodio Filho 14F P_( h)_,m ;13&
Biolégica de Boracéia, VIIL1998, R.C. Tardivo et al 223-(82}11('5225)1&1919’2 O Simio-
M.C.C. Inés (SP), IX.1991, S.L.G. Silva & E-P. Piacentit =2 (SP), VIIL1965, J. Mattos
Bianchini et al. 480 (SP), IX.1994, R.T. Shirasuna et at. ’

] sn. (SP154616), Paranapiacaba,
12456 (SP); Santo André, IX.1976, P.H. Davis et al };‘eﬁn a(rdo 0oL, F

X.1996, M. Kirizawa & EA. Lopes 3310 (SP); 520 BCOE o ) ramashiro et al.
Pinheirp 226 & M.C.C. Inés (SP); Séo Francisco Xavier, a E'L M Catharino & L.
513 (SP); Sdo José do Barreiro, Parque Nacional da Bo cm}? i 1166 (SP); Sio Paulo,
Rossi, 10,47 (SP), V.1997, R. Simdo-Bianchini &‘IS. B\l;;nlcg 9IG 2 ] F. Gareia et al. 906
Butantan, V1.1917, F.C. Hoehne s.n (SP214), Mars1ac, 1 92] (SP), Niicleo Curucutt,

et a
(SP), Niicleo Curucutu, 1.1996, R Simdo-Bianchint € D s sp el
1395 (SP), Niicleo Curucutu,

i Curucuty,
11998, P. Affonso et al. 181 (PMSP), N e et al
;46 (SP), Niicleo Curucutu, XI.1937(,SII?J-)J-1;-MSI‘;’;ZS‘T V1995, SAP. iogo)‘; f;dffﬁg
L1998, R.J.F. Garcia et al. 168 : p30520), Mooca, A.C-
(SP), Serra da Cantareira, I1.1932,

F.C. Hoehne S (S (SP2934); Ubatuba,
(HB); Serra da Bocaina, IV.1894;

A. Loefgren & G. Edwall s.n.
V1991, M. Kirizawa & E-A. Lopes

. Tozzi et
2440 (SP); Votorantim, X;Iél 9J9i, ?gg.:arko& :
o 222 (UEC) VENEZUELA. Miranda, Santa Cruz, 11978, JA- S
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Davidse 116643 (HB)

E. secundum — flores vermelljh asa;'; la}r(aIIIl.Jla%S, G.M. Barroso et al. 512 (HB); Brasilia,
BRASIL. GOIAS: Al:?m T; 65. R.R. Santos & R. Souza 7872 (HB); Jatai, VIL.195]
Chapada da Contagem. ¥/ -y 1gg1, E.P. Heringer et al. 7331 (HB). MINgg
Macedo 3340 (RB); aglslo A "Macedo 2111 (RB); Santa Birbara, Serra da Caraca,
GERAIS: Ituiutaba, IL1950, A. (SP). PERNAMBUCO: Canhotinho, X1.1968, Duck, g,

XIL2002, F. Pinkeiro et al 190 % 0 P o da Fazenda, 111955, R Klein 1164 (i,

CATARINA: : HE)
(SP%ZS}:%%/}Ngrﬁzeiro pico dos Marins, Y. Nagatani s.n. (GOR01787§); Tbiting,
S ety & JA. Pastore 519 (SP), XL1997, G. Hashimoto s,

(GORO17875); Ttapecerica da Serra, V 1936, A. Gehrt s.. (SP35294); Miracatd, X1.1984
P. Martuscelli 86 (SP); Sdo Paulo, Instituto de Boténica, IL }?61, C.G. Fonseca 6 (Sp),
Jz—;rdim Botanico, X1.1952, O. Handro 324 (SP); Tapirai, Sitio da Pedra, X.1994, K p,

Barreto et al. 3091 (SP). EQUADOR. Pichincha, Tandapi, VIIL1978, G.L. Webste,
22974 (MBM), Lloa, X11.1939, E. Asplund 10086 (R), Nanegal, VI.1955, E. Asplund

17265 (R)

Epidendrum xanthinum Lindl., Bot. Reg. 30:(misc.)18. 1844 = E. ellipticum var. flavum
Lindl., Ann. Nat. Hist. 4:382, 1840. Tipo: BRASIL. Minas Gerais: Serro do Frio, s.d,,
Martius 5205 (holétipo K).

= E. magelhaesii Schltr. Repert. Spec. Nov. Regni Veg. 16:445, 1920. Tipo: BRASIL.

Minas Gerais: Serra do Ouro Preto, I1.1894, M. Gomez 1947 (holétipo B, provavelmente
destruido).

Terrestre ou epifita. Caule simples, 35-1750cm compr., recoberto por bainhas
amplexicaules, folhadas. Folhas disticas, largamente lanceoladas a oblongo-lanceoladas,
45-230x21-52mm, 4pice agudo. Inflorescéncia apical, simples, em corimbo, multifloro,
18-94cm compr., &s vezes ramificada, produzindo outras inflorescéncias ou caules laterais,

€5Capo muito mais 1ongo que a raque, envolvido por bainhas 4-8¢cm compr.; bracteas 3-

7mm compr.; pedicelo e ovério 24,5-39mm compr. Flores amarelas; sépalas oblongo-

1 i ,
anceoladas, a dorsal 9,8-15,5x4,3-5,8rmn, apice curtamente acuminado; sépalas laterais

8-14:9x4,6-6.1mm, ligeiramente faleadas; pétalas lanceoladas, 10,1-15,5x3-6mm, 4pice

curtamente acumi : .
minado; labelo trilobado, base em ungtiiculo adnato a face ventral do

inostémio, 14mina Jj Am;
lgObOS " .aI;nzna livre, lamina 4,6-6,5x8,7-11 mm, margens denticuladas ou fimbriadas
rais 3,2-4,8x3,2-3,9mm, orbiculares, lobo cenral 2.2-4x5-8 9mm, Ambito Sub-

b ' i '
obcordiforme a sub-orbicular, disco com calo de 3,3-3,6x1,9-3,3mm sulcado
10 't d . FE a2 3772y ’
ngitudinalmente, recortado de diversag formas: coluna 5.,2-7.5 mpr.; anterd
* &= 9 mm Co °?

[ermiﬂal, polinias 4, cerdides, lateralmente achatadag ¢
S Co

. : A m caudi .
o ao eixo do ginostémio, dicula, rostelo fendido,

Pl'nhélf’(:1 & Barros (capitulo 4) ¢ Pinheiro ¢ ¢ (capitulo 3) utilizaram em suas
andlises individuos com flores amarelas provenientes do Planalto Brasileiro, Dentro do
complexo E. secutzdum, 0 nolme mais antigo estabelecido para o Planalto Brasileiro, com
flores amarelas, € E. xanthinum (Lindley, 1844), sendo adotado portanto este nome.
porém, plantas de flores amarelas também ocorrem na Cadeia dos Andes ¢ Planalto das
Guianas e, identificar esses individuos como E. secundum ou E. xanthinum resultaria
numa delimita¢do duvidosa ja que estas plantas ndo fizeram parte das andlises realizadas
por Pinheiro & Barros (capitulo 4) e Pinheiro et al. (capitulo 3). Portanto, individuos de
flores amarelas, procedentes da Cadeia dos Andes e Planalto das Guianas devem ser
classificados como E. dichotomum Presl., uma espécie descrita em 1827, procedente do
Peru, até que plantas destas regides sejam analisadas e seu parentesco com outras
populagdes seja estabelecido. E. xanthinum ocorre no Planalto Brasileiro, em alguma

serras na Cadeia do Espinhago e na Serra dos Orgdos (Fig. 8). Floresce o ano todo.

Espécimes examinados

BRASIL. MINAS GERAIS: Ouro Preto, Itacolomi, 1.1892, E. Ulle 284 (RB); Santa
Bérbara, Serra da Caraca 1.1971, H.S. lrwin et al. 29073 (HB), 111974, %E.hs.tfgg;tsg;
(HB60667), 11L.1976, R. Windisch & A. Ghillany 515 (HB), X11.2002, F. Pinner i

, 35877
190 (SP); Santo Antnio do Itambé, Pico d;;;rg?eggggé* Jm‘;‘[’g‘f’ﬁpﬁﬁ,ﬁf 1_3159%73,
(SPE), 1V.1982, A Furlan et al. st CFE S0 Y o ) pabss 5234 (HB), XLI9S6,

G.F.J. 2 (HB); Nova Friburgo, I. o inha, 11933, C
ValeJ 2??11?;{1732; x(1.19232, C. Farney 149 (RB); Pei";’é’? h;’zgaﬁg;h? (IIKB); Santa
Spannagel 361 (SP), V.1967, J. Fontell?jég%&(?z}’ﬁ.(m), Hi.i§35’ A.C. Brade 14298
i de : rtimolli I. (RB),
Z{a;‘imadalena’nni igiﬁ 5 %eferzia 288 (RB), VL1989, G Martinell ! A ERB%
X.l'ggém‘z;(Rﬁg;Wui 7127 ot al. (RB), XIL1988, G Marines

; HB66531);
: . olis. 11977, B. Orssich s1. ( i;
- . 319 (RB); Teresopotiz 1965, E. Santos 22
¥gj;?l§8ciel‘ﬁolr‘;:n§(’;l elt9£61€5 E. Santos 221 8 & B. Flaster (HB), XII
& B. Flaster (R).
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Figura 1: Esquema do labelo mostrando o calo caracteristico, indicado pela seta, dos representantes
dasubsegdo Carinata (A) e Tuberculata (B).
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a do Espinhago (MG); B= Serra dos Orgdos (R1); *

Figur . .,
a5: Individuos de E. xanthinum. A= Cadel
depositadono herbario K.

Adaptado da i
o dailustra¢do presente no espéeime - tipo
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Figura 6: Ilustrag:ées que representam espécimes - tipo de algumas espécies descritas para o complexo
E Secundum. A = E do lichopus; B = E. tricallosum; C = E, cuzcoense; D = E. melinanthum; E = E.
laxifoliatum; F = pachyphyllum; G = E. polyschistum; H= E. quinquecallosum; 1= E. antioquiense;

=E. tarmense; K = £, sterrophyllum; L= E. herzogii; M = E. magelhaesii;N = E. azulensis; O = E.
Spinescens; P = £, lindenii; Q = E. cochlidium; R = E. crassifolium; S = E. fastigiatum; T = E.
brachyphyllum_ A - K: Modificado de Mansfeld (1929); L e M: Modiﬂcadp de Mz}nsfeld (1930); N:
Modificadq de Bennet & Christenson (1998); O - T: Modificados de ilustragdes presentes nos

¢spécimes - tipo depositados no Herbario K.
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Figura 7: Distribuigdo geogrifica de E. secundum na América do Sul.
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Figura 8: Distribui¢do geogrifica de E. xanthinum.
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Capitulo ¢
Conclusges gerais

Fébio Pinheiro!? g Fébio de Barros!
. . 3
Instituto de Boténica — Segdo de Curadorja de Herbario. “Instituto de Biocignciag

Departamento de Boténica - ysp

A utilizagdo de mais de um método para levantar dados sobre a variagio existente
em um grupo de espécies revelou-se bastante til. Em grande parte dos resultados obtidos,
os padrdes observados tanto em dados morfolGgicos como em dados moleculares foram
congruentes, auxiliando muito as decisges taxondmicas.

A técnica de AFLP mostrou-se trabalhosa, exigindo diversas etapas de testes, tanto
na extragdo do DNA como nas etapas de amplificacdo, além de uma rigorosa padronizagio
dos resultados obtidos para que as amostras pudessem ser comparadas com seguranca
(capitulo 2). A andlise dos resultados também se revelou uma etapa importante, e a
participacdo do pesquisador na avaliagdo da qualidade dos fragmentos obtidos, através da
andlise manual dos eletroferogramas, melhorou a qualidade dos resultados obtidos (capitulo
2).

Os dados obtidos por AFLP para a subsecdo Carinata revelaram grande
congruéncia com a distribuicdo geogrdfica e os tdxons previamente reconhecidos (capitulos
2, 3). Nos casos em que mais de um individuo por espécie foi analisado, eles se agr.uparaﬁm
entre si, mostrando descontinuidades na variagdo genética que corroboram a classificagio
taxondmica j4 existente. E. anceps, E. martianum, E. ﬁmc.k”, - . mmpeslt:e, éf‘
myrmecophorum e E. purpureum mostraram - s€ distantes das demais espécies d.a smf ¢ - )

. N do espécies que possuem O labelo inteiro, nao
Padrio sustentado pela morfologia, j4 que s . E incisum e E
. ot Cadeia dos Andes (E. ibaguense, E.
fecortado. Espécies que se distribuem na

i brasileiro (E.
Calanthum) formaram um grupo isolado daquelas que ocorrem no litoral

ﬁdgens, E. denticulatum e E. cinnabarinum).
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Na subse¢do Tuberculata, a resolugdo obtida nas analises por AFLP ndo permitiy 4
lagio (capitulo 3)- Os padrdes que mais se

| formagdo de grupos distintos para cada popu . -
o de duas espécies distintas (capitulo S): g,

repetiram nas analises permitiram a delimitaca ‘
o divi i vermelhas, laranja e brap
secundum, que abrange individuos com flores lilases, , ] cas,

procedentes tanto da Cadeia dos Andes ¢ Planalto das Guianas como do Planalto Brasileiro,

e E. xanthinum, com flores amarelas, procedente apenas de algumas serras da Cadeia do

Espinhago e Serra dos Orggios. Individuos com morfologias intermedidrias entre E,

secundum e espécies da subsegdo Carinata formaram grupos isolados na maior parte das

anilises realizadas, o que pode indicar que se tratam de hibridos; porém, estudos mais
precisos sio necessdrios para confirmar esta hip6tese.

Os padrdes obtidos através de morfometria para os individuos da subsegdo Carinata
também revelaram descontinuidades entre as espécies previamente reconhecidas na
literatura (capftulo 4), confirmando sua classificagdo como espécies distintas. Na subsegdo
Tuberculata, individuos com flores lilases, vermelhas, laranja e brancas exibiram variagao
morfolégica continua, ndo sendo possivel qualquer tipo de separagdo entre eles,
confirmando a existéncia de apenas uma espécie, E. secundum. Individuos com flores
amarelas exibiram tendéncia de separagdo, ndo sendo possivel no entanto, delimitar E.
xanthinum com base apenas em caracteres quantitativos.

Estudos que tentem esclarecer os processos biol6gicos que produziram e mantém
esta grande variagdo entre individuos de E. secundum e E. xanthinum ainda sdo necess4rios.
E preciso concentrar os esforcos em populagdes muito varidveis, como aquelas localizadas
na Serra da Caraga (MG) e Nova Friburgo (RJ), onde uma grande variedade de formas e
cores € observada crescendo lado a lado, inclusive com as duas espécies, E. secundum ¢ E.
xanthinum, crescendo juntas. Nessas populagées, a biologia reprodutiva e a estrutura
gen-etlca podem revelar quais os processos envolvidos na manutengdo e produgdo da
vamtbll.]dade floral observada. As populagdes que possuem individuos que representam
possiveis hibridos entre espécies de ambas subsecles também sio importantes, j4 que

de L
podem esclarecer qual a participagio deste fendmeno na produgdo da variabilidade
observada e em provdveis eventos de especiacdo
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