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RESUMO

SOARES, Jaqueline Aparecida Goncgalves. M. Sc. UNIVERSIDADE DO ESTADO DE
MATO GROSSO, Dezembro 2015; Morfometria Floral e Citogenética de cinco
Espécies do Género Mormodes da Amazdnia Meridional Brasileira. Orientadora:
Isane Vera Karsburg. Coorientador: Celice Alexandre Silva

O género Mormodes pertencente a familia Orchidaceae foi descrito por Jonh Lindley
(1836), sdo encontradas no norte do Brasil. Apresenta uma estrutura vegetativa
comum a todos os géneros de subritribo Catasetinae. Nao héa registros de trabalhos
realizados com Mormodes ocorrentes na Amazonia, principalmente na regido mato-
grossense. Sao plantas epifitas com pseudobulbos longos, coberto por bainhas, as
raizes sao cilindricas relativamente grossas. A inflorescéncia se origina geralmente
da parte inferior do pseudobulbo. Cada flor estd associada a uma bréactea floral, que
apresenta um acentuado dimorfismo floral. No entanto pouco se sabe sobre a
morfometria, anatomia e citogenética deste género. Desta forma, o objetivo do
estudo foi analisar a morfometria floral, morfologia dos 6rgaos reprodutivos e
vegetativos e obter informacgfes sobre a morfometria cromossémica das espécies
Mormodes vinacea, Mormodes elegans, Mormodes amazonica, Mormodes paraensis
e Mormodes hoehnei, visando obter informacdes sobre o comportamento
citogenético-evolutivo, procurando relaciona-las de acordo com suas afinidades
morfolégicas e morfométricas das estruturas vegetativas e reprodutivas. Foram
analisados anatomicamente o pseudobulbo e flores. Para analise citogenética foram
utilizados meristemas radiculares obtidas de plantas in vivo sem adicdo de
fitoreguladores e pré-tratadas para confeccdes das laminas. Com base nos dados
morfométricos das estruturas reprodutivas as cinco espécies apresentaram
diferenciacdo quanto a forma, cor e tamanho. A espécie M. paraensis apresentou 0s
maiores valores, diferindo das demais. Na andlise citogenética foi encontrada
variacdo de ploidia, de 2n=18 a 2n=54, e a maioria dos grupos de cromossomos Sao
metacéntricos. O agrupamento pelo método Ward foi utilizado para comparar os
resultados obtidos com analises morfoldgicas e cariologicas, desta forma ocorreu a

divisdo em trés grupos no dendrograma de acordo com a ploidia.

Palavras-chave: Cari6tipo, Evolucao, Flores.
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ABSTRACT

SOARES, Jaqueline Aparecida Goncalves. M.Sc. University of Mato Grosso,
December 2015; Floral Morphometry and Cytogenetic Analysis of five species of
genus Mormodes of Southern Brazilian Amazon. Supervisor: Isane Vera Karsburg.
Supervisor: Celice Alexandre Silva.

The Mormodes genus belongs to the orchid family was described by John Lindley
(1836), they are found in northern Brazil. It presents a typical vegetative structure to
all genres of subtribe Catasetinae. There is no record of work done with Mormodes
occurring in the Amazon, especially in Mato Grosso region. Are epiphytic plants with
long pseudobulbs covered by sheaths, roots are relatively thick cylindrical. The
inflorescence stems of generally lower pseudobulb. Each flower is associated with a
floral bract, which presents a sharp floral dimorphism. However little is known about
the morphology, anatomy and cytogenetic this genre. Thus, the aim of this study was
to analyze the floral morphometry, morphology of the reproductive and vegetative
organs and information on chromosomal morphology of species Mormodes vinacea,
Mormodes elegans, Mormodes amazon, Mormodes paraensis and Mormodes
hoehnei, seeking information about the cytogenetic evolution behavior, trying to
relate them according to their morphological and morphometric affinities of vegetative
and reproductive structures anatomically analyzed the pseudobulb and flowers. For
cytogenetic analysis were used root meristems obtained from in vivo plants without
adding phytoregulators and pretreated for clothing from slides. Based on
morphometric data of the reproductive structures of five species showed
differentiation in form, color and size. The species M. paraensis showed the highest
values, differing from the other. In cytogenetic analysis of ploidy variation was
observed, 2n=18 to 2n=54 chromosomes and most groups are metacentric. The
grouping by Ward's method was used to compare the results obtained with
karyologic morphological analysis and thus the split occurred in the dendrogram into

three groups according to ploidy.

Keywords: Karyotype, Evolution, Flowers.
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1. INTRODUCAO

A familia Orchidaceae € reconhecida no mundo cientifico como uma das
maiores em espécies, aproximadamente 25.000, distribuidas em cerca de 700
géneros (Chase et al., 2015), sendo encontradas por todas as regides de vegetacao
do globo, predominando nos ambientes trépicos e subtrdpicos (Barros, 1990). Suas
espécies podem ser encontradas em quase todos os lugares do planeta (Judd et al.,
2009).

No Brasil, de acordo com os dados recentemente publicados por Barros et
al. (2012), ocorrem aproximadamente 2.443 espécies e 236 géneros distribuidos por
todas as regides do pais, a regido sudeste € a mais representativa com 1566
espécies a regido menos representativa é a regido centro oeste com 533 espécies
(Barros et al., 2015).

A familia Orchidaceae, apresenta milhares de hibridos (Suttleworth et al.
1997). Destaca-se o0 seu potencial ornamental pela enorme combinag¢do de cores,
tamanhos e fragrancias. Conforme Lima (2012), algumas espécies como
Cyrtopodium cardiochilum podem ter seu extrato usado na fabricacdo de cosméticos
e remédios e a Vanilla planifélia é utilizada na alimentacao.

As flores da familia apresentam caracteristicas particulares, tais como, a
fusdo das estruturas reprodutivas (androceu e gineceu), resultando no ginostémio, a
diferenciacdo de uma das pétalas, em labelo grdos de pdlen, em massulas ou
polinias (Koch e Silva, 2012). E apresenta, praticidade adaptativa sendo capazes de
habitar em condi¢cdes extremas, 0 que pode ocasionar variagado nas formas de vida,
podendo ser terrestres vivendo diretamente no solo, rupicolas vivendo sobre rochas
ou rochedos, epifitas vivendo sobre arvores (Shiraki e Diaz, 2012), existem também
orquideas saxicolas e aquaticas.

Como possuem uma grande variacao principalmente na forma e coloracéo
das pecas florais, as orquideas “adquiriram” ao longo do tempo algumas relagbes
especificas com determinado grupo de polinizadores, assim garantindo seu sucesso
reprodutivo, ou seja, formacédo de frutos e sementes. Para isso, muitas espécies
apresentam modificacdes na estruturacao dos verticilos florais (Combadao, 2008).

A subtribo Catasetinae inclui diversos géneros, sendo Mormodes um dos

mais representativos (Dodson, 1975), apresenta oitenta espécies epifitas, de amplo



apelo comercial oriundas de florestas tropicais quentes e de baixa altitude,
distribuidas da América Central ao Centro-Oeste brasileiro (Dressler, 1968).

O género Mormodes foi descrito por Jonh Lindley (1836), como estando
muito proximo ao género Catasetum, porém sao plantas de menor porte (Dodson,
1975), apresentando crescimento simpodial, com pseudobulbos bem desenvolvidos,
carnosos, oblongos e anelados, que promovem o0 armazenamento de agua em
periodos de estiagem (Hoehne, 1938). Suas folhas apresentam-se disticas,
estreitas, nervuradas (Reichenbach, 1881).

Segundo Vasquez e Dodson (1998), o género Mormodes possui
inflorescéncia geralmente produzida na parte inferior dos pseudobulbos, suas flores
sdo vermelhas, vinho escuro, rosadas, amareladas ou pintalgadas. A sépala dorsal
arqueada sobre a coluna e as sépalas laterais voltadas para tras, tem pétalas mais
largas que podem ser arqueadas sobre a coluna ou eretas, o labelo é trilobado com
I6bulos fortemente presos na base da coluna que se apresenta sempre torcida para
um dos lados expondo o estigma, a antera contém de duas a quatro polinias
(Vasquez e Dodson, 1998).

O presente trabalho visou obter informagbes sobre morfometria
cromossémica conhecendo o comportamento citogenético-evolutivo de cinco
espécies do género Mormodes, quanto ao namero cromossémico, morfologia
cromossOmica, identificagdo da NOR avaliando a morfometria e morfologia floral,
procurando relaciona-las de acordo com suas afinidades morfolégicas e
morfométricas das estruturas vegetativas e reprodutivas pelo método de

agrupamento.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familias Orchidaceae

A familia Orchidaceae se subdivide em cinco subfamilias: Apostasioideae,
Cypripedioideae, Vanilloideae, Orchidoideae e Epidendroideae (Shiraki e Diaz,
2012). A subfamilia Epidendroideae inclui a maioria das orquideas brasileiras tem
grande valor ornamental.

Grande parte desta subfamilia é de plantas epifitas, apesar de existirem

rupicolas e terrestres (Shiraki e Diaz, 2012). Possui sete tribos sendo elas:
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Epidendreae, Vandae, Cymdidieae, Malaxideae, Arethuseae, Nervillieae e
Triphoreae, com mais de 10 mil de espécies distribuidos em 34 subtribos (Chase et
al., 2015).

Dentro da tribo Cymdidieae existe a divisdo em subtribos nos quais séo:
Cymbidiinae, Catasetinae, Cyrtopodiinae, Eriopsidinae, Maxillariinae, Oncidiinae
Stanhopeinae (Shiraki e Diaz, 2012).

A subtribo Catasetinae é composta pelos géneros Catasetum Rich. ex Kunth
com 176 espécies, Clowesia Lindl com 7espécies, Cyanaeorchis Barb. Rodr com 3
espécies, Cycnoches Lindl com 34 espécies, Dressleria Dodson com 11 espécies,
Galeandra Lindl com 38 espécies, Grobya Lindl com 5 espécies, Mormodes Lindl
com 80 espécies, sendo um dos mais representativos (Chase et al., 2015).

Segundo Barros et al. (2015), Mormodes pode ser encontrado no Norte do
Brasil nos estados do Acre, Amazonas, Pard, Rondbnia e Roraima. Na regido
Nordeste é encontrado no Maranh&o. No Centro-oeste Mormodes estéo distribuidas
no Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso. No Sudeste também

sdo encontradas em Minas Gerais e Sao Paulo (Figura 1).

Legenda
| Nordeste (Maranhdo)

g A Norte ( Acre, Amazonas, Para
— Ronddnia, Roraima)

Centro-oeste ( Distnito Federal, Goids
Mato Grosso do Sul. Mato Grosso)

. Sudeste ( Minas Gerais, Sdo Paulo )

Figura 1. Mapa de distribuicdo do género Mormodes nos estados brasileiros (Fonte; Barros
et al., 2015).

O género Mormodes, foi proposto por Jonh Lindley em 1836. De acordo com
Barros, et al. (2015) séo 24 espécies reconhecidas, e destas 19 sdo endémicas para
o Brasil (Tabela 1).



Tabela 1- Lista de espécies do género Mormodes (Orchidaceae) endémicas do Brasil

Espécies

Mormodes atropurpurea Lindl

Mormodes aurantiaca Schltr

Mormodes aurea L.C. Menezes & Tadaiesky
Mormodes auriculata F.E.L. Miranda

Mormodes buccinator Lindl

Mormodes carnevaliana Salazar & G.A. Romero
Mormodes castroi Salazar

Mormodes cucumerina Pabst

Mormodes dasilvae Salazar

Mormodes densiflora F.E.L. Miranda

Mormodes elegans F.E.L. Miranda

Mormodes gurupiensis Campacci & J.B.F. Silva
Mormodes hoehnei F.E.L. Miranda & K.G. Lacerda
Mormodes issanensis F.E.L. Miranda & K.G. Lacerda
Mormodes jamanxinensis Campacci & J.B.F. Silva
Mormodes paraensis Salazar & J.B.F.Silva
Mormodes rodriguesiana Salazar

Mormodes rosea Barb. Rodr

Mormodes sinuata Rchb.f. & Warm

Mormodes tapoayensis F.E.L. Miranda & K.G. Lacerda
Mormodes tigrina Barb. Rodr.

Mormodes vernixioidea Pabst

Mormodes vinacea Hoehne
Mormodes warszewiczii Klotzsch

2.2 Aspectos Reprodutivos

Existem véarios trabalhos de revisdo taxonémica para familia Orchidaceae,
mas pouco se sabe sobre as adaptacdes nos érgdos reprodutivos, nas flores, frutos
e sementes. Segundo Aoyama et al. (2006), uma das principais adaptacdes
envolvendo 6rgaos reprodutivos é a que envolve a dispersdo de sementes, que
influencia ndo apenas na estrutura genética, mas também nos limites de cada
populacao. A biologia floral consiste no estudo de todas as manifestacdes de vida da
flor e preocupa-se em investigar os fatores envolvidos na reproducdo das plantas
desde a antese até a formacgdo das sementes (Pelissaro, 2012).

Os fatores morfolégicos influenciam na forma e a estrutura dos vegetais,
desta forma a morfometria das estruturas reprodutivas sdo de grande importancia
para se conhecer os possiveis polinizadores, dessa forma garantir a manutencéo da
diversidade da espécie (Costa et al., 2009). O método de analise morfométrico de
caracteristicas florais tem por fungdo tornar mais objetiva e precisa a coleta de

dados, melhorando a capacidade de caracterizacdo das espécies estudadas. Pouco
4



se sabe sobre a variabilidade genética de espécies do género Mormodes. Desta
forma métodos morfométricos podem ser usados com sucesso na inferéncia da

variabilidade genética de espécies vegetais (Cardim et al., 2001).

2.3 Aspectos Vegetativos:

Orchidaceae é considerada uma das maiores familias do reino vegetal e sua
diversidade se concentra nas regides tropicais (Delbone et al., 2012). Para
compreender seus processos adaptativos os estudos de anatomia vegetal tém se
mostrado eficientes para serem utilizados na diferenciacdo de espécies, podendo
ser utilizados como subsidios para a taxonomia utilizados para a diferenciagdo dos
géneros (Pridgeon, 1982).

Adaptacles vegetativas sdo aquelas que ocorrem em raizes, caules e folhas
(Darrault, 2015). As estruturas morfolégicas e funcionais das espécies epifitas
variam de acordo com as condi¢cdes do ambiente que as plantas vivem, sendo assim
caracteristicas morfologicas, anatdbmicas e fisioldégicas evidenciam o alto grau de
adaptacdo da espécie em um ambiente com variadas condi¢cdes de intensidade
luminosidade e escassez hidrica e nutricional (Delbone et al., 2012). Dettke et al.
(2008), em estudos com trés espécies do género Maxillaria que apresentam habito
epifito encontraram pseudobulbos com cuticula espessa que além de acumular dgua
armazenam minerais e carboidratos.

Segundo Dressler (1981), uma das adaptacbes morfologicas das
Orchidaceae ocorre na raiz, em sua maioria sdo aéreas nas epifitas, possuindo a
presenca de um tecido especial chamado de velame, que tem espessura variada

dependendo do habitat em que a planta vive, variando de espécie para espécie.

2.4 Descricao Botanica
2.4.1 Morfologia de estruturas vegetativas

O género Mormodes apresenta uma estrutura vegetativa comum a todos os
géneros de Catasetinae (Velasco, 1983). Apresenta-se como planta epifita com
cerca de 70 centimetros de altura, pseudobulbos longos, coberto bainhas com bases
das numeros as folhas (Figura 2), estes estdo agrupados um curto rizoma, varios
entrends, oblongos, de até 10 cm de comprimento, que sdo cobertos bracteas,
(Salazar, 1999).



As raizes sao cilindricas relativamente grossas com 3 a 8 mm de diametro,
porcdo diferenciada coberta completamente por um velame e brotos adventicios
(Salazar, 1988).

A "J‘Efg'/ 35 mm
1Y
B

Figura 2. Estruturas vegetativas reprodutivas em Mormodes tuxtlensis. A pseudobulbo. B
raizes. C folhas. D flores. E bractéolas. F inflorescéncia originada na base do pseudobulbo.
Fonte: Salazar 1988.

2.4.2 Morfologia de estruturas reprodutivas

A inflorescéncia se origina geralmente da parte inferior do né (Figura 3 F),
situado acima do no, perto da gema (Meisel et al., 2014). Mas, pode originar dos nos
inferiores, do pseudobulbo, geralmente a partir do segundo entrend. O escapo da
inflorescéncia apresenta varias bractéolas (Figura 3 E). Cada flor esta associada a
uma bractéola, a qual protege os primérdios florais os botdes mais jovens.
Frequentemente, as bracteas florais produzem gotas de néctar na base da superficie
exterior. O género Mormodes ainda apresenta um acentuado dimorfismo floral
(Gerlach, 2013).

As flores sdo muito vistosas de diferentes cores, vermelho, vinho escuro,
laranja, rosa ou amarelo, podendo ter manchas (Figura 3 D). S&o geralmente
hermafroditas, monomorfas, coluna torcida para um lado para melhor exposi¢ao do

amplo estigma (Hoehne, 1942).



A morfologia das flores causa confuséo na identificagdo taxonomica devido
ao fato de geralmente serem homogéneas (Hoehne, 1942). Uma das
particularidades das flores do género esta na modificacdo na simetria bilateral, como
resultado da tor¢cdo no sentido oposto da coluna do labelo pouco antes da antese
(Salazar, 1999).

Pétalas externas arqueadas podem ser recurvadas, achatadas, ovais, sendo
mais larga do que a parte superior (Figura 3B). Sépala interna arqueada sobre
pétalas podendo ser achatados (Figura 3 A, C) ovais, acuminadas (Velasco, 1983).

A antera se localiza na posicédo ventral, sendo situada acima do apice da
coluna, consiste de loculos separados. As anteras sdo removidas com o polen

guando o polinario é disparado (Salazar, 1999).
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Figura 3. A Sépala dorsal; B Pétala Lateral; C Sépala lateral; D Labelo; E Labelo articulado;
F Coluna vista frontal; G Coluna vista lateral; H Polinario visualizacdo dorsal; | Polinario
visualizacdo lateral. Fonte: Mormodes tuxtlensis; Salazar 1988.

A antera (Figura 3F, G), geralmente, é representada por um “capuz” que cai
no processo de retirada do podlen. Os grdos de podlen se apresentam unidos em
polinias (Salazar, 1999).

O labelo fica, geralmente, voltado para a face dorsal do ginostémio e é
trilobado (Figura 3D, E), sendo um dos lobos parcialmente estéril, formando o

rostelo, que é uma estrutura mais ou menos membranicea que separa a antera do
7



estigma e tem funcdes ligadas a prevencdo da autopolinizacdo e ao transporte das
polinias pelos polinizadores (Salazar, 1988).

No género Mormodes encontram-se funcionalmente o polinario (Figura 3H, 1)
na planta do sexo masculino, Rodrigues (2011). Segundo Dressler (1981), existem
dois tipos de polinario, um tipo tem uso funcional, de curta duracdo no sexo
masculino (estamindide) e as flores possuem uma estreita coluna e um pistiléide.

De acordo com Dressler (1968), as flores do género Mormodes mantém
condicbes para que as abelhas de tamanhos médios a grandes dos géneros
Euglossa e Eulaema visitem suas flores e com isso, as polinias ficam inseridas na
cabeca ou dorso. Uma das caracteristicas mais peculiares dos géneros Euglossa e
Eulaema sdo a coleta de substancias aromaticas pelos machos (Oliveira et al.,
2006).

2.5 Aspectos Citogenéticos

A citogenética é o estudo da genética por meio da citologia, que engloba
todo e qualquer estudo relacionado com o cromossomo, isolado ou em conjunto,
condensado ou distendido, tanto no que diz respeito a sua morfologia, organizacao,
funcéo e replicacdo, quanto a sua variacdo e evolucdo (Bered, 1999).

Responsavel pela transmissdo de caracteristicas herdaveis, o material
genético esta presente na sua grande maioria no nucleo da célula e esta disposto
em cromossomos que podem ser visiveis em etapas caracteristicas da mitose e da
meiose (Sybenga, 1998). As diferencas cromossomicas refletem diferencas na
origem da variacdo genética, ao passo que contestacdes morfoldgicas, fisiolégicas e
bioquimicas, refletem diferencas nos produtos de acdo génica, alterados por
influéncias ambientais (Conterado, 2004).

A citogenética abrange o estudo da morfologia, organizacdo, funcdo e
replicacdo bem como sua variagao e sua evolucédo quer estejam eles isolados ou em
conjunto, condensados ou distendidos (Guerra, 1980; 2002). A citogenética assume
papel importante para conservacao e caracterizacdo de espécies, pois atraves dela
é possivel determinar o numero cromossdmico, nivel de ploidia, comportamento
cromossOmico na meiose e na mitose (Sybenga, 1998). A caracterizacéo
citogenética deveria ser encarada como um pré-requisito e uma atividade basica na

caracterizagao das colecdes de germoplasma.



Apesar da existéncia de alguns estudos citogenéticos na familia
Orchidaceae, o numero basico de cromossomos ainda € incerto, dificultando tanto a
estimativa do nivel de ploidia, quanto estudos de evolucdo cariotipica (Félix e
Guerra, 2000).

A contagem do numero de cromossomos tem muitas aplicacfes
principalmente para tracar a evolucdo das espécies, bem como para fazer o
melhoramento genético destas espécies (Mondin e Neto, 2006), sendo considerada
ferramenta de suporte indispensavel nas etapas de planejamento, coleta, selecédo de
gendtipos, manipulacdo e monitoramento genético além da conservacdo do
germoplasma.

O bandeamento Ag-NOR corresponde a marcacdo das regibes dos
organizadores nucleolares (constricbes secundarias ou outras regides com sitios
responsaveis pela transcricdo de RNA ribossomal, também denominados NOR)
(Sumner, 1990), que se encontram, geralmente, nos bragos curtos dos
cromossomas acrocéntricos. O método bandeamento Ag — NOR, sobre as regides
organizadoras nucleolares ira marcar apenas as regides organizadoras de nucléolo
que foram ativamente transcritas durante as interfases precedentes as metafases
analisadas (Souza, 2006). O estabelecimento da coloracdo de NOR no género
Mormodes com nitrato de prata ainda nao foi obtido, e esta técnica poderia ser uma

ferramenta util para a localizacdo das NORs para Orchidaceae.
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4. MORFOMETRIA E MORFOLOGIA FLORAL DE CINCO ESPECIES DE
Mormodes spp. (Orchidaceae) DA AMAZONIA MERIDIONAL BRASILEIRA

RESUMO

O género Mormodes pertence a tribo Cymbidieae, subtribo Catasetinae e subfamilia
Epidendroideae. Inclui diversos géneros, sendo Mormodes um dos mais
representativos com 80 espécies. Distribui-se desde a América Central até o Centro-
Oeste brasileiro. No Brasil ocorrem 24 espécies, sendo 19 espécies endémicas. As
plantas do género Mormodes possuem pseudobulbos carnosos cobertos por
bainhas, folhas disticas, inflorescéncia geralmente produzida perto da base do
pseudobulbo, flores relativamente parecidas quanto ao nimero e arranjo das partes
florais, constituida de trés sépalas, trés pétalas sendo pétala o labelo com coloracéo
vermelha, vinho escuro, rosadas, amareladas ou pintalgadas. O presente trabalho
visa avaliar a morfometria e morfologia floral de cinco espécies do género
Mormodes, procurando relaciona-las de acordo com suas afinidades morfoldgicas e
morfometrias. A morfologia de estruturas reprodutivas de Mormodes apresentaram
diferengas em relacdo a coloragcdo das flores, tamanho e formato de labelo. A
espécie M. vinacea apresentou o labelo profundamente trilobado com coloracéo
vermelho vinaceo, M. elegans e M. amazodnica labelos ovolados nas com coloragéo
rosa claro para M. elegans e amarelo ouro para M. amazonica, a espécie M.
paraensis apresentou labelo trilobado com laterais largas e bordas arredondas
possuindo coloracdo carmim, enquanto espécie M. hoehnei apresentoulabelo
trilobado estriados com coloracdo vermelho vinaceo. As flores das cinco espécies
apresentaram diferentes coloracdes. Na Figura 6, € apresentado o dendrograma de
similaridade genética com cincos espécies do género Mormodes, considerando
agrupados com a analise conjunta das caracteristicas realizada por meio do método
Ward. Conforme a analise de agrupamento, trés grupos podem ser identificados: o
primeiro formado pela espécie M. paraensis, 0 segundo pela espécie M. hoehnei e o

terceiro grupo formado pelas demais espécies.

Palavra-chave: Caracteres florais, Labelo, Propagacao vegetativa.
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4. MORPHOMETRY AND MORPHOLOGY Mormodes SPECIES OF FIVE
FLORAL spp.(Orchidaceae) SOUTHERN BRAZILIAN AMAZON

ABSTRACT

The genus belongs to the Mormodes Cymbidieae tribe, subtribe Catasetinae and
subfamily Epidendroideae. It includes various genres, Mormodes one of the most
representative with 80 species. It is distributed from Central America to the Brazilian
Midwest. In Brazil there are 24 species, including 19 endemic species. The
Mormodes genus plants have fleshy pseudobulbs covered by sheaths, distichous
leaves, inflorescence usually produced near the base of the pseudobulbs, relatively
similar flowers on the number and arrangement of floral parts, consisting of three
sepals, three petals and petal the lip with red color dark wine, pink, yellow or
speckled. This study aims to evaluate the morphology and floral morphology of five
species of the genus Mormodes, trying to relate them according to their
morphological and morphometric affinities. The morphology of reproductive
structures Mormodes showed differences regarding flower color, size and shape of
the lip. The species M. vinacea presented the deeply lobed lip with vinaceous red
coloring, M. elegans and M. amazonica labellum ovals in with pinkness clear to M.
elegans and yellow gold for M. amazonica, the species M. paraensis presented
labellum lobed with side wide and borders rounded with pink color, while species M.
hoehnei presented labellum lobed striated with red coloring vinaceo. The five species
of flowers had different colors. In Figure 6, the dendrogram of genetic similarity with
five species of the genus is presented Mormodes considering grouped with the joint
analysis of the characteristics performed using the Ward method. According to the
cluster analysis, three groups can be identified: the first formed by the species M.
paraensis for, the second by the species M. hoehnei and the third group of the other

species.

Keyword: Characters floral, Labellum, Vegetative propagation.
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INTRODUCAO

7

A familia Orchidaceae € constituida por cerca de 25.000 espécies,
distribuidas em 736 géneros (Barros et al.,, 2015; Chase et al.,, 2015), possui
milhares de hibridos, em sua grande maioria com potencial ornamental pelo
tamanho das flores e cores variadas (Silva, 2010). No Brasil, ocorrem em todas as
regides do pais, sendo a regido centro oeste com menor nimero de representantes,
458 espécies e 112 géneros (Barros et al., 2012).

A grande maioria das orquideas é epifita (Paula e Silva, 2015), mas podem
se terrestres, rupicolas, saxicolas epifitas e saprofitas (Dunsterville e Garay, 1976).
Na maioria das espécies apresentam uma estrutura de reserva entre a folha e o
caule, chamada de pseudobulbo. Morfologicamente, as orquideas sao constituidas
das seguintes partes, raiz, caule, folha, inflorescéncia, flor, fruto e semente (Paula e
Silva, 2015). As plantas dessa familia apresentam uma grande variedade em relacéo
ao tamanho (Suttleworth, 1997), possuindo desde plantas extremamente pequenas
como as do género Pleurothallis (Cardoso e Israel, 2005), até plantas com 2,5
metros de altura e hastes florais com até 3 metros como Grammatophyllum
speciosum (Sopalun et al., 2010)

As flores presente nas Orchidaceae séo relativamente parecidas quanto ao
namero e arranjo das partes florais, constituida de trés sépalas, trés pétalas, sendo
(uma destas diferenciada em labelo) e simetria, geralmente zigomorfa. Os 6érgaos
reprodutivos sdo fundidos em uma coluna, com uma a trés anteras e uma regiao
estigmatica formada pela fusdo dos trés estigmas (Dressler, 1961). Embora, a
constituicdo floral nas espécies de Orchidacea e seja parecida existem variacfes
estruturais, quanto a forma e tamanho da inflorescéncia e flores, arranjo de sépalas,
pétalas, labelo, ginostémio, polinias e frutos (Van Der Pijl e Dodson, 1966; Koch et
al., 2014).

O género Mormodes pertence a tribo Cymbidieae, subtribo Catasetinae e
subfamilia Epidendroideae. Inclui diversos géneros, sendo Mormodes um dos mais
representativos com 80 espécies (Morales et al., 2015; Chase et al., 2015). Distribui-
se desde a América Central até o Centro-Oeste brasileiro. No Brasil ocorrem 19
espécies (Barros et al. 2015).

As plantas do género Mormodes sdo robustas com pseudobulbos bem
desenvolvidos, carnosos, oblongos e anelados totalmente coberto por bainhas,
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folhas disticas, estreitas, nervuradas e caducas. Inflorescéncia geralmente produzida
das gemas dos nés laterais dos pseudobulbos, perto da base, as flores podem ser
vermelhas, vinho escuro, rosadas, amareladas ou pintalgadas (Salazar, 1990).

O presente trabalho visa avaliar a morfometria e morfologia floral de cinco
espécies do género Mormodes, procurando relaciona-las de acordo com suas

afinidades morfologicas e morfometrias.

MATERIAL E METODOS

As plantas estdo disponiveis no Orquidario Alto Florestense, no Campus
Universitario de Alta Floresta- MT da Universidade do Estado de Mato Grosso —
UNEMAT. Das plantas presentes, quatro sdo doa¢des de orquidarios particulares e
uma planta advinda do Orquidario de Tangara da Serra- UNEMAT. Foram estudadas
cinco espécies Mormodes vinacea, Hoehne, M. hoehnei F. E. L. Miranda& K. G.
Lacerda, M. amazonica Brade, M. paraensis Salazar & J. B. F Silva e M. elegans F.
E. L. Miranda. As preparacdes e andlises foram realizadas no Laboratério de
Citogenética e Cultura de Tecidos Vegetais do Campus de Alta Floresta- MT. Para
assegurar a acuracia dos estudos, as espécies de Mormodes foram encaminhadas

para especialistas para identificagc&o.

Morfologia de estruturas vegetativas e reprodutivas de Mormodes spp.

As flores de Mormodes apresentam sépala dorsal arqueada sobre a coluna e
as laterais voltadas para tras (Figura 1 A e B). Pétalas mais largas que as sépalas
sendo arqueadas ou eretas sobre a coluna (Figura 1 B). Labelo trilobado, ovolado e
glabro (Figura 1 G), atenuado na base, em regra com os lobos fortemente arcados
para tras, formando uma espécie de tunel, preso a base da coluna. A coluna se
apresenta sempre torcida para um dos lados, expondo o estigma (Figura 1 H). A
antera contém duas (Figura 1K) a quatro polinias (Vasquez & Dodson, 2001). Para
as cinco espécies foram avaliados o formato do pseudobulbo e das folhas; presenca
ou auséncia de bréacteas e bractéolas nos pedicelos florais e inflorescéncias; posi¢ao
da inflorescéncia pendente ou ereta, coloracdo das flores, formato ecoloracdo do
labelo.
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Figura 1. A V frontal e B vista lateral de flor Mormodes estradae Dodson. C. Mormodes
castroi Salazar. D. Sépala dorsal; E. Pétala; F. Sépala lateral; G. Labelo; H. Coluna com
antera e polinario removidos visualizacdo ventral; I. Antera, visualizagdo ventral; J. Antera
visualizagdo dorsal; K. Polinario, visualizagao dorsal; L. Polinério visualizagao ventral. Fonte:
Dodson (1980); Salazar (1993).

Morfometria Floral

Na morfometria floral, para cada espécie, foram utilizadas cinco flores
preservadas em alcool glicerinado. Nessas 25 flores, foi medido o comprimento da
sépala (CS), comprimento da pétala (CP), largura do labelo articulada (LLA),
comprimento do labelo (CL), comprimento da base do labelo (CBL), comprimento da
coluna (CC), comprimento da antera capuz (CCA), comprimento do polinario (CPO),
(Figura 2 A -F). As andlises foram realizadas com auxilio estéreo microscépio
binocular e paquimetro digital. Os dados das medidas das flores foram submetidos

ao teste Tukey a 5 % de probabilidade.

A B c 0 ‘
I ! \ Comp. antera
Comp.da ‘ J o
base labelo |\ ) &/, /\/ 7 Comp. da
(_- A0 sl || ] —— J coluna
¢ 1 Larg. o E N Comp. do
Lar?iiluolado =)  polinario

Figura 2. A e B Vista frontal e lateral de Mormodes estrada Dodson; C Labelo articulado; D
Coluna com antera e polinario removidos visualizacdo ventral; E Capuz e F Polinario,
visualizacdo dorsal. Fonte: Dodson (1980); Salazar (1993).

18



Anélise de Agrupamento

Foi determinada a distancia euclidiana entre as espécies. Essas matrizes
foram utilizadas como medida de dissimilaridade para a analise de agrupamento das
espécies pelo método otimizacdo de Ward, da ligacdo completa (vizinho mais
distante). Para validar os agrupamentos, ou seja, verificar a capacidade do
dendrograma em reproduzir as matrizes de dissimilaridade calculou-se os
coeficientes de correlacdo cofenética (CCC). As andlises estatisticas foram

realizadas através do software R versdo 3.2.1 (R Core Team, 2015)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Flores de Mormodes spp., apresentam similaridades para estruturas
vegetativas e diferengcas nas estruturas reprodutivas tais como tamanho, formato
coloragéo do labelo e das flores (Figura 3 A-D, figura 4 A-D e figura 5 A-D).

A Mormodes vinacea (Figura 4 A) pseudobulbos carnosos, oblongos e
anelados cobertos por bainhas imbricadas, presenca de bracteas no pedicelo floral
e bractéolas nas inflorescéncias, folhas oblongo lanceoladas, inflorescéncias eretas
produzidas das gemas dos nés laterais do pseudobulbo, flores com pétalas e
sépalas de coloracdo vinacea (Figura 5, 2A), velutino ou puberes labelo
profundamente trilobado com I6bulos laterais estreitas, triangulares dobrados para
baixo (Figura 3 A) de coloracéo vinacea (Figura 5 1A) € uma espécie endémica de
Mato Grosso (Barros et al., 2015).

A Mormodes elegans F. E. L. (Figura 4 B) epifita com pseudobulbos
ovolados mais largo na base, presenca de bracteas no pedicelo floral e bractéola
nas inflorescéncias, folhas lineares e lanceoladas, inflorescéncias eretas, flores com
sépalas lineares e lanceoladas, pétalas lanceoladas, ereta de coloracdo verde
palido, labelo trilobado, ovolados (Figura 3 B) coloragdo rosa claro (Figura 5 B)
endémica dos estados de Rondénia e Mato Grosso (Barros et al., 2015).

A Mormodes amazonica (Figura 4 C) epifita com pseudobulbos oblongo
elipticas a ovalados cercado por bainhas basais imbricados, presenca de bracteas
no pedicelo floral e bractéola nas inflorescéncias, folhas oblongo lanceoladas,
inflorescéncia nasce na base da raiz, com flores, petalas, sepalas de coloragéo

amarelo esverdeado, labelo totalmente trilobado, ovolados (Figura 3 B) com
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coloragdo amarelo ouro (Figura 5 C) endémica dos estados do Amazonas, Para e
Roraima (Barros et al., 2015).

A Mormodes paraensis (Figura 4 D) coletada pela primeira vez no norte de
Mato Grosso, planta epifita com pseudobulbos carnosos e anelados, presenca de
bracteas no pedicelo floral e bractéolas nas inflorescéncias, folhas elipticas
lanceoladas, inflorescéncia laterais, flores com pétalas e sépalas de coloragéo verde
claro; labelo trilobado com lébulos laterais largos e bordas arredondas (Figura 3 C)
coloracdo vermelho carmim (Figura 5 D)endémica dos estados do Para e Ronddnia,
(Barros et al., 2015).

A Mormodes hoehnei F. E. L (Figura 4 E) planta epifita, possuindo
pseudobulbos, oblongo lanceoladas, estreitando se abaixo na base, (Koch & Silva
2012) presenca de bracteas no pedicelo floral e bractéola nas inflorescéncias,
folhas elipticas lanceoladas a fusiformes, inflorescéncias eretas, flores decorrentes
dos ndés na metade inferior da pseduobulbo, flores com sépalas, pétalas de
coloracdo vermelho vinacea, labelo trilobado rosa claro estriado (Figura 3 D) de
coloracao vinaceo (Figura 5 E) endémica de Rondbonia e Mato Grosso (Barros et al.,
2015).

Figura 3. Tipos de labelo apresentando por espécies de cinco Mormodes analisadas. A
labelo profundamente trilobado com as laterais muito estreitas como os lobulos laterais
dobrados para baixo com laterais triangulares, angulo da cavidade entre os l6bulos séo
obtusos presente em M. vinacea; B labelo trilobado, podendo ser ovolados ou eliptico,
piloso presente na M. elegans e M. amazbnica; C labelo trilobado com I6bulos laterais largos
e bordas arredondas M. paraensis; D labelo trilobado estriados Mormodes hoehnei. Fonte;
Pabst (1978).
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Figura 4 Flores das cinco espécies de Mormodes em ambiente de coleta. A. M. vinacea; B.
M. elegans; C. M. amazbnica; D. M. paraensis; E. M. hoehnei. Em ambiente de coleta. Alta
Floresta- MT.
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Figura 5. Paleta de cores de cinco espécies de Mormodes. 1. Labelo; 2. Pétalas e sepalas. A.
M vinacea labelo vermelho vinaceo, pétalas e sépalas vermelho vinaceo. B. M. elegans labelo
rosa claro, pétalas e sépalas verde péalido. C. M. amazonica e labelo amarelo ouro, pétalas e
sépalas amarelo esverdeado. D. M. paraensis labelo vermelho verde claro e pétalas e sépalas
carmim. E. M. hoehnei labelo rosa claro estriado de vermelho vinaceo e pétalas e sépalas
vermelho vinaceo.

As estruturas vegetativas de espécies do género Mormodes sao parecidas
qguando comparadas, enquanto as estruturas reprodutivas possuem variagdes, como
tamanho, cores das flores, épocas de floragdo. Enfatizando por possuir natureza
distinta entre algumas espécies (Rosilio, 1980; 1983 a; 1983 b; 1983 b).

Na tabela 1, as caracteristicas das cinco espécies do género Mormodes
encontram-se sumarizadas para facilitar a comparacao dos locais de distribuicdo das
espécies, comparacdo entre formato de pseudobulbo, folhas, inflorescéncia, e
coloracdo e formato de labelo e flores A analise morfométrica das estruturas
reprodutivas de Mormodes ssp., diferira entre si pelo teste Tukey (Tabela 2). As
espécies M. vinacea, elegans e amazonica apresentaram 10 flores por
inflorescéncia, enquanto a M. paraensis apresentou 15 flores por inflorescéncia e M.
hoehnei apresentou 20 flores por inflorescéncia.

21



Tabela 1. Comparacédo entre as caracteristicas do género Mormodes spp.

Espécie Distribuicao Pseudobulbo Bractéolas Folhas Inflorescéncia Labelo Cor flores/labelo
Mormodes Endémica de Carnosos, Pedicelo Oblongo Eretas Trilobado Vinacea/
vinacea Mato Grosso oblongos e floral/inflorescéncias lanceoladas produzidas das I6bulos laterais Vinacea
Hoehne (Barros et al 2015) anelados gemas dos nos estreitos,
(1903) cobertos bainhas nas laterais do triangulares
imbricadas pseudobulbo  dobrados para
baixo
Mormodes Endémica de Ovolados mais Pedicelo Lineares Eretas Trilobado, Verde palido/
elegans F. E. Rondb6nia e Mato largo perto da  floral/inflorescéncias lanceoladas produzidas das ovolados Rosa forte
L. Miranda  Grosso (Barros et base gemas dos nés
(1989) al 2015) laterais do
pseudobulbo
Mormodes Endémica da Oblongo elipticas Pedicelo Elipticas  Ertetasproduzida  Totalmente Amarelo
amazonica Amazonas, Para e a ovalados floral/inflorescéncias lanceoladas na base da raiz trilobado, esverdeado/
Brade (1840) Roraima (Barros ligeiramente ovolados Amarelo ouro
et al., 2015) comprimido
coberta bainhas
basais imbricados
Mormodes Endémica do Para Carnosos e Pedicelo Elipticas Pendente , Trilobado com Vermelho
paraensis e Rondbnia aneladoscoberta floral/inflorescéncias lanceoladas inflorescéncia IGbulos laterais carmim/Verde
Salazar & J. (Barros et al 2015) por bainha laterais largos e claro
B. F Silva Primeiro registro imbricadas bordas
(1993) em MT. arredondas
Mormodes Endémica de Oblongo Pedicelo Eliptico Eretadecorrentes Trilobado rosa  Rosa estriado
hoehnei F. E. Rondb6nia e Mato lanceoladas, floral/inflorescéncias lanceoladas dos nos na claro estriados de

L. Miranda& Grosso (Barros et

estreitando se a fusiformes

metade inferior

K. G. al 2015) abaixo na base da pseduobulbo
Lacerda coberta por
(1992) bainha imbricadas

Vinacea/Vinacea
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Tabela 2: Médias + Desvio Padréo para caracteristicas comprimento da sépala (CS, mm), comprimento da pétala (CP, mm), largura do labelo
articulada (LLA, mm), comprimento do labelo (CL, mm), comprimento da base do labelo (CBL, mm), comprimento da coluna (CC, mm),
comprimento da antera capuz (CCA, mm), comprimento do polinario (CPO, mm). No municipio de Alta Floresta- MT

Espécie CS CP LLA CL CBL CC CCA CPO
M. vinacea 22,85+0,83 b 23,47+1,20b  17,84+1,38b 12,52+1,93bc 8,85+0,83bc  12,32+0,52b  0,5+0,0ab 0,60+0,0b
M. elegans 19,54+1,03 c 18,2 £0,94c  15,74+0,53 b 14,04 +0,53ab  10,10+0,32ab 10,74+1,78b  0,48+0,04b 0,60+0,0b
M. amazonica  19,12+1,01c 18,77+1,05c 15,84+1,44 b 10,29+1,86 ¢ 79,2+1,99bc 12,69+1,23b 0,56+0,05a 0,66+0,13b
M. paraensis 27,32+1,10a 27,71+0,98a 25,07+1,84a 15,97+0,27a 11,89+0,78a  18,24+1,61a 0,0+0,0c 0,88 +0,44a
M. hoehnei 18,70+1,21c 19,63+1,12c  16,04+1,88b 10,82+0,88c 72,00+1,15¢ 12,44+0,68b 0,46+0,05b 0,58+1,98b

Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna, néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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O comprimento de sépala das espécies estudas variaram de 19,12 + 27,32
mm. Sépalas de Mormodes elegans, M. hoehnei e M. amazonica apresentaram
comprimento semelhantes entre si (Tabela 2).

O comprimento de pétala variou de 28,28 + 27,71 mm. As pétalas de M.
elegans, M. hoehnei e M. amazonica apresentaram comprimento semelhantes entre
si (Tabela 2). (CP), M. paraensis apresentou a maior média (27,71 mm) seguida da
espécie M. vinacea (23,47mm).

A largura do labelo articulado a espécie M. paraensis apresentou a maior
meédia (25,07 mm) se diferindo das demais espécies. M. elegans, M. hoehnei, M.
amazonica, e M. vinacea apresentam medidas semelhantes para largura do labelo
articulado (Tabela 32).

O comprimento do labelo das espécies estudadas variou de 10,29 + 15,97
mm. As espécies M. hoehnei, M. amazonica, e M. vinacea apresentam comprimento
do labelo semelhantes entre si (Tabela 2). Para a caracteristica (CL) as espécies M.
paraensis (15,97 cm) e M. elegans (14,04 cm) s&o estatisticamente similares.

Na anadlise de (CBL) demonstra que M. paraensis (11,89 cm) e M. elegans
(10,10 cm) séo estatisticamente parecidos.

Para caracteristica comprimento da base do labelo, as medidas variaram
entre 7, 20 £ 11,89 mm. A espécie M. paraensis apresentou a maior média (18,24
mm) diferindo-se estatisticamente das demais espécies.

Para a medida do comprimento da coluna, as médias variaram entre 10,74 +
18,24 mm. As espécies M. elegans, M. hoehnei, M. amazonica, e M. vinacea
apresentam medidas semelhantes. Para as medidas de comprimento da antera
capuz as médias variaram entre 0 = 0,56. As espécies M. amazonica e M. vinacea
apresentaram medidas semelhantes. A espécie M. paraensis apresentou auséncia
de capuz nas flores que foram analisadas.

Para as medidas de comprimento de polinario, as médias variaram entre
0,60 a 0,88 mm. As espécies M. elegans, M. hoehnei, M. amazonica e M. vinacea
apresentam medidas semelhantes. A espécie M. paraensis apresentou maior média
(0,88 mm) se diferindo das demais espécies estudadas.

As caracteristicas de (CS) e (CP) podem estar relacionada a plasticidade
fenotipica, é esperada em caracteres reprodutivos a morfologia da flor como pétalas

e sépalas, que estdo ligadas a fatores adaptativos (Petini- Benelli, 2012), o género
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Mormodes apresenta uma grande variabilidade de cor, forma e tamanho das flores
(Pasbt, 1978) que sao atributos florais atrativos, possibilitando a polinizagéo cruzada
(Aizen e Feinsinger, 1994), foi possivel perceber essas variacbes em caracteres
reprodutivos por meio do estudo de cinco espécies de Mormodes.

Na pesquisa de Gongalves (2005), foi realizada a andlise morfometria das
estruturas florais no qual a espécie Acianthera hygrophila da familia Orchidaceae
apresentou variagdo no comprimento de sépala e labelo, corroborando com os
dados desta pesquisa com género Mormodes. As sépalas também possuem funcao
de proteger a flor, em botédo e depois de desabrochadas, tornam-se colorida como
as pétalas (Moraes, 2002). Sendo o labelo considerado uma importante estrutura
para as orquideas assim como o comprimento e a coloracdo do labelo podem
influenciar na polinizacao (Petini-Benelli, 2012).

As espécies das orquideas do género Mormodes apresentam diferencas no
tamanho e forma de labelo (Salazar, 1999). Conforme Pabst (1978) comprovou
através de uma chave ilustrada a diferenca existente entre os labelos do género
Mormodes, encontrando cerca de cinquenta formatos de labelos. O sucesso
reprodutivo das espécies e o contato dos agentes polinizadores com a coluna,
portanto quanto maior 0 seu comprimento e largura, maiores as chances de
polinizagdo (Hansen, 2011). O agente polinizador e atraido pela fragrancia exalada
pelas flores do género Mormodes sdo abelhas do género Euglossa, espécies E.
championi, E. cybelia, E. mixta, E. asarophora, E. viridissima; E. igniventris (Salazar,
1988; Salazar e Romero 1994).

A presenca de capuz nas anteras pode ser considerada um fator importante,
pois possui a finalidade de proteger o polinario e geralmente decidua na retirada do
pélen (Queiroz, 2015). Segundo (Salazar, 1999), todas as espécies de Mormodes
possuem capuz, quando o polinario é ejetado da flor o capuz permanece cerca de
30 minutos e em seguida seca e cai, a presenca do capuz serve para evitar a
autopolinizacédo e promover a polinizacao cruzada.

O polinério, geralmente esta ligado a polinizacdo das orquideas. A evolucdo
dessa interacdo entre orquideas e agentes polinizadores, é fundamental para a
dispersédo das plantas (Bezerra, 2007). Pesquisas com seis espécies de Mormodes
mexicanas, todas as espécies da regido do Meéxico apresentam variacdo no

tamanho e formato do polinario (Rosilio, 1979; 1980; Salazar, 1992).
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Conforme Salazar (1999) observou, a variagdo em relagdo ao tamanho e
formato de polinarios em doze espécies de Mormodes coletadas no Meéxico,
possuindo caracteristicas particulares para cada espécie. O comprimento polinario e
largura variam apresentando polinarios relativamente pequenos para espécie M.
andaeettae e polinarios grandes para M. rolfeana o que néo corroboram com dados
do presente estudo onde o comprimento do polinario variou entre 0,58 + 0.88 mm.
As Mormodes brasileiras pesquisadas apresentaram comprimento de polinério
menor que as Mormodes pesquisadas no México.

A partir das médias obtidas para caracteristicas florais e quantidade de flores
por inflorescéncia (Tabela 3), foi possivel realizar uma analises de agrupamento
onde foram incluidas todas as caracteristicas, 0 que permitiu a elaboracdo de um
dendrograma hierarquico (Figura 6). Segundo Rohlf (1970), valores de correlacéo
cofenética menores que 0,70 indicam inadequacdo do método de agrupamento. No
presente estudo, a correlagdo cofenética do dendrograma foi igual a 0,95, o que
indica que o método de UPGMA foi adequado no agrupamento dos gendtipos

considerado de boa representatividade.

Tabela 3. Valores de entrada para confeccdo do dendrograma com relacdo a analise
morfométrica das flores e nimero flores por inflorescéncia de cinco espécies do género
Mormodes

Espécies QFI CS CP LLA CL CBL CC CCA CPO

M. vinacea 10 22,85 2347 17,84 1252 8,85 12,32 0,5 0,6
M. elegans 10 19,54 18,28 15,74 14,04 10,1 10,74 0,48 0,6
M. amazonica 10 19,12 18,77 15,84 10,29 7,92 12,69 0,56 0,66
M. hoehnei 20 18,7 19,63 16,04 10,82 7,2 12,44 0,46 0,58
M. paraensis 15 27,32 27,71 25,07 1597 1189 18,24 0 0,88

*Relacdo as caracteristicas da morfologia floral de espécies de Mormodes, sendo ndimero
de flores por inflorescéncia (QFI), comprimento da sépala (CS), comprimento da pétala (CP),
largura do labelo articulada (LLA), comprimento do labelo (CL), comprimento da base do
labelo (CBL), comprimento da coluna (CC), comprimento da antera capuz (CCA),
comprimento do polinario (CPO).

Quanto a analise de similaridade, os maiores valores foram com as espécies
M. paraensis, sendo considerada mais distante das demais espécies, seguida de M.
hoehnei, com valores de similaridade mais préximos encontram-se as espécies M.
vinacea, M. elegans, M. amazonica. Quanto mais préximo de zero for a distancia

euclidiana, mais similares sdo as espécies (Seidel et al., 2008) comparadas. Para

26



efeitos de comparacdo, as informagbes sumarizadas destes estudos sao

apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Distancia euclidiana entre espécies de Mormodes com base na andlise de
pseudobulbos e morfologia floral

M. vinacea M. elegans M. amazonica M. hoehnei
M. elegans 6,976 - - -
M. amazonica 6,781 4,801 - -
M. hoehnei 11,867 11,148 10,091 -
M. paraensis 13,105 18,027 18,345 18,127

Na Figura 6 é apresentado o dendrograma de similaridade genética com
cincos espécies do género Mormodes, considerando agrupados com a analise
conjunta das caracteristicas realizada por meio do método Ward. Conforme a
analise de agrupamento, trés grupos podem ser identificados: o primeiro formado
pela espécie M. paraensis, 0 segundo pela espécie M. hoehnei e o terceiro grupo

formado pelas espécies M. amazonica, M. elegans e M. vinacea.

Distancia Euclidiana
10
L

M.paraensis
M.hoehnei
M.vinacea
M.elegans

M.amazonica

Figura 6. Dendrograma representado pelo método de Ward com relacdo das espécies
Mormodes com base na andlise morfologia floral.
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Segundo Paiva (2013), a utilizagdo de métodos estatisticos que sejam
capazes de analisar caracteres quantitativos é de grande relevancia, visto que se
pode utilizar toda a informacao disponivel das espécies. As andlises morfometrias
das espécies de Mormodes, demonstrada pelo agrupamento fortalecendo a
distincdo de M. paraensis com base em caracteristicas florais. Azizi (2014) utilizou a
analise multivariada o método Ward para familia Astaraceae, em populacdes
Helicrysum leucocephalum em cinco cidadesno Ird, os testes ndo mostraram
correlacéo entre a distancia genética e distancia geografica dessas populacoes.

Os dados desta pesquisa corroboram com os dados de Phornvillay et al.
(2015) coma familia Araceae, espécies de Amorphophallus spp, com trinta e quatro
caracteres morfolégicos, o cluster e coeficiente de similaridade classificou
aproximacdo de dois grupos com base no tamanho, forma, nimero de rizoma e
peciolo.

Segundo Dressler (1981), apesar da morfologia ser considerada variavel
para familia Orchidaceae estudos visa evidenciar o poder evolutivo e adaptativo das
espécies a fim de entender estratégias adaptativas. Embora, o uso de morfometria
forneca dados importantes para esclarecer as semelhancas entre as espécies de
orquideas, as cinco espécies estudadas apresentaram diferenciagdo morfolégica
das estruturas reprodutivas e apresentaram semelhangas nas estruturas
vegetativas. O estudo das estruturas reprodutivas demonstra que as diferencas de
tamanho e forma podem ser compativeis com o tamanho do polinizador e assim

garantir a manutencéo e diversidade das espécies.

CONCLUSAO

A andlise dos dados morfométricos das estruturas reprodutivas das cinco
espécies, revelaram diferenciacdo quanto a forma, cor e tamanho da espécie M.
paraensis se diferiu significativamente das demais. A partir, das médias obtidas para
caracteristicas florais e quantidade de flores por inflorescéncia, foi possivel realizar
uma analises de agrupamento o que permitiu a elaboracdo de um dendrograma
hierarquico, os valores de correlacdo cofenética foi igual a 0,95, o que indica que o
método utilizado foi adequado. Conforme a analise de agrupamento, trés grupos

foram formados o primeiro formado pela espécie M. paraensis, 0 segundo pela
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espécie M. hoehnei e o terceiro grupo formado pelas demais espécies. Com base

nos dados apresentados no trabalho € possivel afirmar a distincdo de M. paraensis.
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5. MORFOMETRIA CROMOSSOMICA E IDENTIFICACAO DA REGIAO
ORGANIZADORA NUCLEOLAR EM CROMOSSOMOS EM CINCO
ESPECIES DO GENERO Mormodes spp. (Orchidaceae) DA AMAZONIA
MERIDIONAL BRASILEIRA

RESUMO

As analises de caridtipos sdo procedimentos importantes para a familia
Orchidaceae, para o género Mormodes pode auxiliar na diferenciacao entre as ssp.,
juntamente com as caracteristicas fenotipicas. O trabalho visou obter informacdes
sobre e morfometria cromossémica e a identificacdo da regido organizadora
nucleolar das espécies Mormodes vinacea, M. hoehnei, M. amazonica, M. paraensis
e M. elegans. Foram utilizados meristemas radiculares submetidas ao tratamento de
bloqueio durante um periodo de 18horas a uma temperatura de 34°C, em seguida,
as raizes foram lavadas em agua destilada e fixadas em metanol: acido acético na
proporcédo 3:1 (PA), sendo realizadas trés trocas e as amostras armazenadas a 4°C,
posteriormente foram transferidas para tubos Eppendorf® contendo enzima
pectinase, Sigma® na concentracdo de 3uM, permanecendo a 34°C em banho-
maria por 8 horas. As laminas foram preparadas pela técnica de dissociacéo celular.
Apés esse processo, algumas laminas foram submetidas ao corante Giemsa 5%,
para contagem e confeccdo do cariétipo, e a solucdo de nitrato de prata (AgNO3)
50%, para o bandeamento Ag-NOR. As cinco espécies analisadas apresentaram 0s
seguintes nameros cromoss6micos, M. vinacea com 2n=6x=54, M. elegans
2n=2x=18, M. amazonica 2n=4x=36, M. paraensis com 2n=4x=36 e M. hoehnei com
2n=6x=54. A espéciediploide apresentou 10 NORS, as espécies tetraploides
apresentaram 12 NORs e as espécies hexaploides apresentaram uma variacao
entre 18 e 24 NORs. Conforme a analise de agrupamento através do método Ward
demonstrou a presenca de trés grupos: o primeiro formado pela espécie M. elegans,
segundo grupo formado M vinacea e M. hoehnei, e o terceiro grupo formado pelas
espécies M. amazonica e M. paraensis. As espécies foram consideradas desta
forma o primeiro grupo formado por dipléides, segundo por hexapléides, e o terceiro

por tetraploides.

Palavras-chave: Cariograma, Dissociag&o Celular, Variagcoes de ploidia.

33



5. MORPHOMETRY CHROMOSOMAL AND IDENTIFICATION OF
ORGANIZING IN REGION NUCLEOLAR CHROMOSOMES IN SIMILAR
SPECIES FIVE Mormodes spp. (Orchidaceae) THE AMAZON SOUTHERN
BRAZIL

ABSTRACT

The karyotype analysis are important procedures for the orchid family, for Mormodes
genre can help differentiate the ssp., Along with the work fenotipicas. O features
aimed at obtaining information and chromosome morphology and identification of
nucleolar organizing region of species Mormodes vinacea, M. hoehnei, M. paraensis,
M. amazonica, M. elegans. Were used paraensis and root meristems subjected to
blocking treatment for a period of 18hours at a temperature of 34°C, then the roots
were rinsed in distilled water and fixed in methanol: acetic acid in the ratio 3: 1 (PA),
being held three exchanges and samples stored at 4°C, were later transferred to
Eppendorf tubes containing pectinase enzyme, Sigma® in concentration 3uM,
remaining at 34 ° C in a water bath for 8 hours. Slides were prepared by cell
dissociation technique. After this process, some slides were subjected to 5% Giemsa
stain for counting and preparation of the karyotype, and silver nitrate solution (AgNO
3) 50% for Ag-NOR banding. The five species analyzed had the following
chromosome numbers, M. vinacea with 2n=6x=54, M. elegans 2n=2x=18, Mormodes
amazonica 2n=4x=36, M. paraensis with 2n=4x=36 and Mormodes hoehnei with
2n=6x=54, th diploid species presented 10 NORS, the tetraploid species showed 12
NOR and hexaploid species showed a variation between 18 and 24 NORs.
According to cluster analysis by Ward method showed the presence of three groups:
the first formed by the species M. elegans, second group formed M. vinacea and M.
hoehnei, and the third group of the species M. amazonica and M. paraensis. The
species are thus formed by the first group diploid according to hexaploidand
tetraploid by the third.

Keywords: Cariogram, Dissociation Mobile, ploidy variations.
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INTRODUCAO

A familia Orchidacea esta distribuida por todas as regides de vegetacédo do
globo, predominando nos ambientes tropicos e subtrépicos (Suttleworth et al., 1982;
Barros, 1990; Judd et al., 2009). Destaca-se 0 seu potencial ornamental devido a
enorme combinacao de cores, tamanhos e fragrancias.

O género Mormodes pertence a subtribo Catasetinae, um grupo de
orquideas considerado extremamente interessante se assemelham com a
Catasetum em varios aspectos, se distinguem pela forma de pétalas e sépalas,
geralmente mais estreitas e mais eretas (Salazar, 1999).

A citogenética visa o estudo dos cromossomos e seu comportamento
durante as divisbes celulares, morfologia, estrutura e quantidade (Felix e Guerra,
2000; Felix 2001), as andlises caribtipos sdo procedimentos importantes na
diferenciacdo e nas caracteristicas fenotipicas. Estudo cromossémico compreende
toda e qualquer estrutura morfolégica, associada a organizacéao, funcéo, replicacéo,
variacao e evolucdo dos cromossomos (Penaloza et al., 2005).

Segundo Jones e Daker (1968), Senghas (1992) e Salazar (1999), foram
realizados estudos citogéneticos com o género Mormodes, apresentando a variacao
de 2n=54 a 2n=56 cromossomos. Desta forma, é fundamental comparar cito
geneticamente espécies diferentes ou examinar a variacdo entre individuos da
mesma espécie (Auler e Battistin, 1999).

Através do bandeamento Ag-NOR € possivel identificar as regides
organizadores nucleolares ativas (NOR) que pode ser constituida de um ou mais
pares cromossomicos (Howell e Black, 1980). A técnica Ag- NOR utiliza o nitrato de
prata, o qual tem afinidades por proteinas nucleolares presentes nos nucléolos e
constricdes secundarias de cromossomos que possuem genes de rDNA envolvidos
na formacdo da NOR. Esta técnica por impregnacdo de prata detecta unicamente
NORs que estiveram ativas na ultima divisdo celular (Zanela, 2009).

O presente trabalho visou obter informacdes sobre e morfometria
cromossOmica e a identificacdo da regidao organizadora nucleolar das espécies
Mormodes vinacea Hoehne (1910); Mormodes hoehnei F.E.L. Miranda & K.G.
Lacerda (1992); Mormodes amazonica Brade (1840); Mormodes paraensis Salazar
& J.B.F Silva (1993); Mormodes elegans F.E.L. Miranda (1989). Informacdes estas
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que irdo contribuir para o conhecimento da variabilidade cariol6gica destas plantas e

gerar resultados os quais possam fornecer subsidio para caracterizar o género.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

As plantas estdo pertencem ao Orquidario Alta Florestense no Campus
Universitario de Alta Floresta- MT da Universidade do Estado de Mato Grosso-
UNEMAT, quatro plantas foram doac¢Bes de orquidarios particulares e uma planta
advinda do Orquidario de Tangara da Serra- UNEMAT. As preparacoes e andlises
citolégicas foram realizadas no Laboratério de Citogenética e Cultura de Tecidos

Vegetais do Campus de Alta Floresta- MT.

Estudo da caracterizacao citogenética

Para o trabalho foram utilizadas cinco plantas in vivo sem adicdo de
fitoreguladores. Os meristemas radiculares com o tamanho de um centimetro foram
submetidos ao bloqueio em amiprofés-metil (APM) 3 pM durante 18hs sob
temperatura de 4°C.

Preparacdo das laminas

Os meristemas tratados foram seccionados e lavados em dois processos
para retirar o excesso de bloqueador, o primeiro com agua destilada por 3 vezes de
10 minutos cada e o segundo com solucao fixadora de metanol acido: acético PA na
proporcao 3:1, a 4 °C por 3 vezes, 10 minutos cada, sendo que apoOs a Ultima
lavagem as radiculas permanecerem sob refrigeracdo em um frasco fechado e
identificado com solucao fixadora.

Cada tratamento permaneceu no minimo por 24 horas na solugéo fixadora,
antes da digestdo enzimatica esse processo consistiu na maceracdo com enzima
pectinase SIGMA®. Para o processo de digestdo, os meristemas radiculares foram
retirados da solucado fixadora, seccionados em 4 partes e lavados 3 vezes com
intervalos de 10 minutos cada, com agua destilada. Em seguida transferidas para
tubos do tipo Eppendorf, com capacidade de 1,5 ml contendo 300 pL de enzima

Pectinase SIGMA®, onde permaneceram em banho-maria por 8 horas a 34 °C.
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Concluida a digestdo enzimatica o material foi lavado novamente por 3
vezes com agua destilada, depois da ultima lavagem foi vertido fixador completando
o tubo de Eppendorf que permanecera no minimo 24 horas sob refrigeracédo, antes
da confeccdo das laminas. As laminas foram feitas de acordo com a metodologia
descrita por Carvalho e Saraiva (1993) pela técnica de dissociacdo celular, para
todas as espécies. As laminas foram coradas com 5% de solugcédo de Giemsa (Merck
KGaA) em um tampéo de fosfato (pH 6,8) durante 5 minutos, lavadas duas vezes

em agua destilada, secas ao ar e colocado numa placa quente a 50°C durante 5 min.

Bandeamento com nitrato de prata — AQNOR

O procedimento foi realizado segundo Funaki et al. (1975), algumas laminas
foram submetidas a solucdo de nitrato de prata (AgNO3) 50%, As laminas foram
gotejadas com a solucdo e coberta com a laminulas 24 X 40 mm e incubadas na
estufa a 34°C por 19 horas. Quanto maior o tempo de incubacdo maior a oxidagao
da prata e escurecimento da coloracdo. Finalizado o periodo de incubacédo, as
laminulas foram retiradas com jato de agua e as laminas lavadas com agua

destilada por cerca de 2 minutos.

Captura de imagens

As imagens de interesse foram fotografadas com o uso de um microscépio
fotbmico binocular (Leica ICC 50) acoplado a um computador, com auxilio do
software LAZ EZ V1. 7.0.

Anédlises dos dados cromossémicos

Para a obtencdo das medidas dos cromossomos foi usado o programa
MicroMeasure versao 3.3 (MM), proprio para analises das medidas cromossémicas e
disponibilizado no site http://www.colostate.edu/Depts/Biology/MicroMeasure, pelo

departamento de Biologia da Universidade do Estado do Colorado — EUA (Colorado
State University) (Reeves, 2015; Reeves, 2003).

A nomenclatura para a morfologia cromossémica adotada foi a de Levan et
al. (1964), os pares cromossomicos foram alinhados pelos centromeros e
numerados em ordem decrescente de tamanho. Para a caracterizagdo do cariétipo

foram utilizadas medidas dos CTC (comprimento total de cromatina), calculado
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médiante somatdria do tamanho individual de todos os cromossomos, IC (indice
centromérico) de cada par cromossémico calculado de acordo com Levan (1964), o

indice de assimetria do cariétipo das espécies, segundo Zarco (1986).

Anélise de Agrupamento

Determinaram-se a distancia euclidiana entre as espécies, essas matrizes
foram utilizadas como medida de dissimilaridade para a analise de agrupamento das
espécies pelo método otimizacdo de Ward, da ligacdo completa (vizinho mais
distante). Para validar os agrupamentos, ou seja, verificar a capacidade do
dendrograma em reproduzir as matrizes de dissimilaridade calculou-se os
coeficientes de correlacdo cofenética (CCC). As andlises estatisticas foram
realizadas através do software R versdo 3.2.1 (R Core Team).

Foram utilizadas as caracteristicas cariotipo de espécies de Mormodes,
como NC (numero cromossémico); MC (morfologia cromossémica); C>C
(comprimento do maior cromossomo, pm); C<C (comprimento do menor
cromossomo, um); CLH (comprimento do lote hapléide, um); CMBC (comprimento
médio do braco curto, um); CMBL (comprimento médio do braco longo, pum); RMB
(razdo média entre bracos, um) e ICM (indice centromérico médio).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As cinco espécies analisadas, apresentaram 0s seguintes nameros
cromossOmicos determinados pela primeira vez, Mormodes vinacea com 2n=6x=54,
Mormodes elegans 2n=2x=18, Mormodes amazonica 2n=4x=36, Mormodes
paraensis com 2n=4x=36 e Mormodes hoehnei com 2n=6x=54. Neste trabalho a
dissociacao celular facilitou a identificacdo e a obtencdo de cromossomos para as
cinco espécies do género Mormodes.

Mormodes vinacea, foi classificado como um hexaploide, 2n=6x=54 (Figura
1). Para a espécie Mormodes vinacea a média do tamanho total de seus
cromossomos ficou entre 4,68 + 2,09 um, o valor médio para o braco longo ficou
entre 2,46, = 1,15 pm e para o brago curto 2,15 + 0,94 um; a razao média entre o
comprimento dos bracos longo foi de 1,22 £+ 1,12 um e a média para o indice

centromérico 42,73 + 40,61 pm; pela avaliacdo dos dados obtidos a espécie €
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classificada em 9 grupos cromossomicos, todos metacéntricos (Tabela 1).
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Figura 1. Metafase mitdtica de Mormodes vinacea, Hoehne2n=6x=54 cromossomos pré-
tratados com 3um de APM por 18 horas, corados com Giemsa 5% por 3 minutos. Barra 10
pm.

Tabela 1. Morfometria dos cromossomos metafasicos do Mormodes vinacea hexapléide
2n=6x=54 cromossomos

Mormodes vinacea

Grupo Braco Total IC R Classe
Longo Curto
1 2,46 2,20 4,67 47,23 1,11 M
2 2,06 1,77 3,83 46,21 1,17 M
3 1,96 1,64 3,60 45,41 1,20 M
4 1,75 1,47 3,22 45,57 1,21 M
5 1,60 1,34 2,94 45,55 1,21 M
6 1,45 1,27 2,72 46,58 1,16 M
7 1,41 1,16 2,58 45,17 1,22 M
8 1,28 1,10 2,38 46,10 1,18 M
9 1,15 0,94 2,09 44,94 1,23 M

R = razdo entre os bracos longo e curto, I.C. = indice centromérico, A= acrocéntrico, M =
metacéntrico, SM = submetacéntrico.

Mormodes elegans foi classificado como uma espécie diploide, 2n=18 (Figura
2).
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Figura 2. Metafase mitética de Mormodes elegans n=18 cromossomos pré-tratados com
3um de APM por 18 horas, corados com Giemsa 5% por 3 minutos. Barra =10 um.

O tamanho médio dos cromossomos do M. elegans (Tabela 2), ficaram entre
4,04 + 2,90 um para o tamanho total, 2,12 £+ 1,61 um para o braco longo e 1,94 +
1,21 um para o bracgo curto, constituido por 9 grupos cromossémicos classificados
como 1SM + 8M. O valor médio da razdo entre os bracos longos e curtos foi de 1,47
+ 1,06 um e o indice centromérico médio variou entre 48,01 + 39,32 pm.

Tabela 2. Morfometria dos cromossomos metafasicos do Mormodes elegans dipléide n=18
Cromossomos

Mormodes elegans

Grupo Braco Total IC R Classe
Longo Curto
1 2,10 1,94 4,04 48,01 1,08 M
2 2,12 1,59 3,71 42,9 1,33 M
3 1,82 1,72 3,54 48,95 1,06 M
4 1,85 1,59 3,44 46,29 1,16 M
5 1,99 1,59 3,35 40,69 1,47 M
6 1,75 1,48 3,24 45,88 1,18 M
7 1,90 1,21 3,09 39,32 1,64 SM
8 1,80 1,29 3,05 40,84 1,44 M
9 1,61 1,29 2,90 44,51 1,24 M

R = razdo entre os bracos longo e curto, I.C. = indice centromérico, A= acrocéntrico, M =
metacéntrico, SM = submetacéntrico.

Mormodes amazonica, foi classificado como um tetraploide, 2n=36 (Figura
3), 0s quais foram agrupados em 9grupos e classificados como 2 submetacéntricos

e 7 metacéntricos.
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Figura 3. Metafase mitética de Mormodes amazonica 2n=4x=36 cromossomos pré-tratados
com 3um de APM por 18 horas, corados com Giemsa 5% por 3 minutos. Barra = 10 um.

A média do tamanho total de cromossomos ficou entre 5,02 + 2,04 um, o
valor médio encontrado para o braco longo foi de 3,03+ 1,17 um e para o braco curto
2,14 £ 0,87 um; a razdo média entre os bracos curtos e longos foi de 1,53 £ 1,05 um
e 48,75 + 39,48 um para a média do indice centromérico (Tabela 3).

Tabela 3. Morfometria dos cromossomos metafasicos do Mormodes amazonica Brade
tetraploide, 2n=36 cromossomos

Mormodes amazonica

Grupo Braco Total IC R Classe
Longo Curto
1 3,04 1,98 5,02 39,48 1,53 SM
2 2,41 2,14 4,55 47,06 1,13 M
3 2,35 2,07 4,42 46,80 1,14 M
4 2,53 1,68 4,21 39,89 151 SM
5 2,03 1,93 3,96 48,75 1,05 M
6 2,01 1,82 3,84 47,52 1,10 M
7 2,19 1,61 3,79 42,35 1,38 M
8 2,03 1,61 3,64 44,15 1,27 M
9 1,17 0,87 2,04 42,00 1,40 M

R = razdo entre os bracos longo e curto, I.C. = indice centromérico, A= acrocéntrico, M =
metacéntrico, SM = submetacéntrico.

M. hoehnei foi classificado como um hexaploide, 2n=6x=54 (Figura 4).
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Figura 4. Metafase mitética de Mormodes hoehnei 2n=6x=54 cromossomos pré-tratados
com 3um de APM por 18 horas, corados com Giemsa 5% por 3 minutos. Barra = 10 pm.

A média encontrada para o tamanho do comprimento total foi de 3,70 + 2,31
pm, para o braco longo 2,11 0,98 pum e para o brago curto de 1,59 + 1,08 pm; os
valores médios encontrados para a razao entre estes foram de 1,36+ 1,15 um, ja a
meédia para o indice centromérico dos grupos foi de 46,70 + 41,95 um (Tabela 4).

Os quais foram agrupados em 9 grupos e classificados como todos metacéntricos.

Tabela 4. Morfometria dos cromossomos metafasicos do M. hoehnei hexaploide, 2n=6x=54
Cromossomos

Mormodes hoehnei

Grupo Braco Total IC R Classe
Longo Curto
1 2,11 1,59 3,70 42,87 1,36 M
2 1,90 1,37 3,27 41,95 1,41 M
3 1,68 1,26 2,95 42,97 1,37 M
4 1,51 1,25 2,77 45,39 1,20 M
5 1,52 1,11 2,63 45,04 1,36 M
6 1,40 1,15 2,55 45.39 1,23 M
7 1,34 1,08 2,31 46,69 1,30 M
8 1,19 1,08 2,31 46,70 1,25 M
9 0,96 0,92 2,05 44,86 1,30 M

R = razdo entre os bracos longo e curto, I.C. = indice centromérico, A= acrocéntrico, M =
metacéntrico, SM = submetacéntrico.

M. paraensis Salazar e J. B. F Silva, foi classificado como um tetrapldide,
2n=4x=36 (Figura 5). Os quais foram agrupados em 9 grupos e classificados como
oM.

42



NI - s - usu -

] .
.' ' ~
8 " \ “ AL — 2800 -ty - X
~‘..".. 5 6 7 8
-~ I‘\
"‘ ey -

Figura 5. Metafase mitética de Mormodes paraensis 2n=4x=36 cromossomos pré-tratados
com 3um de APM por 18 horas, corados com Giemsa 5% por 3 minutos. Barra = 10 pm.

Para a espécie M. paraensis a média encontrada para o tamanho do
comprimento total foi de 3,86 + 3,00 um, para o brago longo 2,11 + 1,59 um e para o
braco de 1,75 £ 1,34 um; os valores médios encontrados para a razao entre estes
foram de 1,29 £+ 1,13 um, j4 a média para o indice centromérico dos grupos foi de
47,09+ 44,18 pm (Tabela 5).

Tabela 5. Morfometria dos cromossomos metafasicos do Mormodes paraensis tetrapléide,
2n=36 cromossomos

M. paraensis Salazar & J. B. F Silva

Grupo Braco Total IC R Classe
Longo Curto
1 2,11 1,75 3,86 45,29 1,21 M
2 1,67 1,49 3,17 47,09 1,13 M
3 1,76 1,39 3,15 44,18 1,27 M
4 1,64 1,40 3,04 45,82 1,21 M
5 1,59 1,41 3,00 47,08 1,13 M
6 1,78 1,38 3,16 43,65 1,29 M
7 1,67 1,47 3,14 46,82 1,14 M
8 1,66 1,34 3,00 44,51 1,28 M
9 1,63 1,41 3,04 46,40 1,17 M

R = razdo entre os bracos longo e curto, I.C. = indice centromérico, A= acrocéntrico, M =
metacéntrico, SM = submetacéntrico.

A familia Orchidaceae apresenta grande variabilidade em nameros
cromossOmicos, com eventos envolvendo a poliploidia e displdidia que consiste na
alteracdo do numero de cromossomos que ndao vem acompanhada da variacdo da
quantidade de DNA (Félix & Guerra 2000). Em certos géneros as regras de ploidia
sdo simples em outros géneros, no entanto, as regras sdo complicadas, pois existem

nameros cromossémicos irregulares.
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As mudancas no numero de cromossomos ocorrem e resultam em um
aumento no grau de ploidia. O aumento da ploidia em orquideas é muitas vezes
acompanhado com aumento no tamanho das partes da planta. As plantas sdo mais
robustas e as flores tém, geralmente, uma melhor forma, e poderia tornam-se
maiores Carnier, 1996)

A poliploidia € o processo evolutivo importante para plantas est4 associado a
condicdo ambiental (Félix e Guerra, 2005), pois favorece a diversificacdo ecoldgica e
a ocupacédo de novos ambientes. Segundo Koop (2012), as plantas polipléides sdo
mais vigorosas, sugerindo que durante a domesticacdo plantas polipldides foram
preferencialmente selecionadas.

Das espécies descritas pela citogenética, pelo menos 75% suportaram, ao
menos uma vez na sua histéria evolutiva, um evento de duplicacdo de todos os
cromossomos, nao sendo diferente nas Orchidaceae, no qual se considera que mais
de 90% das espécies polipldides (Mondin e Neto, 2006). Deste modo, o namero
cromossémico pode trazer subsidios importantes sobre aproximacdo genética de
uma espécie com outras e juntamente com as demais caracteristicas citolégicas
(Felix, 2001).

O cruzamento interespecifico € um fator importante para evolucao das
plantas e traz a possibilidade de alterar o numero cromossémico, trazendo
consequéncias para evolucao e caracterizacdo das plantas. (Mondin e Neto, 2006)

Desta forma, a poliploidia pode suceder dois eventos basicos que sédo a
autopoliploidia e a alopoliploidia. A autopoliploidia consiste na duplicacdo do nimero
de cromossomos pela prépria espécie, de modo que uma espécie que deveria ter
duas coépias do mesmo cromossomo, um vindo do pai e outro da méae, passa a ter 4,
5, 6, 7 ou mais cépias do mesmo cromossomo. Por isso, os autopolipléides passam
a ser designados como 3x (triploides), 4x (tetrapléides), 5x (pentapldides) e assim
consecutivamente, pois significa que eles tém mais do que duas cépias de cada
cromossomo (Mondin e Neto, 2006). Desta forma, podemos supor que a Mormodes
vinacea e Mormodes hoehnei € oriundo de uma duplicacdo pela propria espécie de
seu numero cromossoémico.

Estudos com espécies do género Mormodes mostram que o0 numero de
cromossomos pode variar entre as populagdes que ocorrem em outros paises.

Jones & Daker (1968), registrou 0 numero cromossOmico de 2n=54 para M.
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buccinator. Posteriormente Senghas (1992), obteve 2n=56 para M. hookeri, M.
buccinator confirmando os dados das espécies M. hoehnei e M. vinacea neste
trabalho apresentadas.

Em sua pesquisa, Salazar (1999) obteve o numero de 2n=54 para M.
buccinator, M. histrio, M. luxata, M. lineata, M. tuxtlensis e 2n=56 para M. hooken e
M. warszewiczii. Os dados de Salazar ndo corroboram com o0s numeros
cromossOmicos apresentados por M. amazonica e M. paraensis 2n=36
cromossomos, apesar de serem espécies sinbninimas serem semelhantes a M.
buccinator e M. warszewiczii, essa diferenca pode ser pelo fato que as espécies
estudadas por Salazar foram coletadas no México, enquanto as espécies aqui
citadas foram coletadas no norte de Mato Grosso, Brasil. Estas variacbes de
nameros cromossémicos podem indicar uma evolucdo ativa relacionada
principalmente a perda de cromossomos.

O género Mormodes € muito proximo ao género Catasetum o qual possui
espécies com 0os mais variados valores de numeros cromossémicos, exemplo das
espécies Catasetum boyi e C. schimiditianum, C. macrocarpum, C. barbatum, foram
descritas como possuindo 2n=54 (VIEIRA, 2013). Os mais diversos numeros
encontrados dentro da familia Orchidaceae e principalmente entre géneros tao
proximos € um grande indicativo de evolugdo das espécies.

De acordo com Jones e Daker (1968), a morfologia do caridtipo de
Mormodes € muito similar com o do género Catasetum, porém a Catasetum
apresenta o numero bésico x=27 ndo corroborando com os dados do presente
trabalho no qual todas as espécies estudadas apresentaram o numero basico x=18.

A técnica utilizada a dissocia¢do celular com secagem ao ar. Segundo
Carvalho e Saraiva (1997), o que possibilitou o espalhamento dos cromossomos e a
contagem do numero das espécies estudadas, reduzindo a taxa de sobreposicao
das células os cromossomos (Paiva, 2005), ficando morfologicamente bem
distendidos auxiliando na identificacdo de constricdes (Praca- Fontes et al., 2011).

Em relagdo a posicdo do centrbmero observou se Cromossomos
submetacéntricos nas espécies M. amazonica 2 grupos SM e M. elegans 1 grupo de
cromossomos SM, os demais grupos assim como as espécies M. vinacea, M.
hoehnei e M. paraensis apresentaram apenas cromossomos metacéntricos.

7

Segundo John (1980), o comprimento de um cromossomo € considerado
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uma constante e, portanto € uma de suas propriedades caracteristicas. De acordo
com 0 mesmo autor, os cromossomos podem ser classificados como longos (>10
pm), médios (4-8 um) ou curtos (<2 upm). Entre todas as espécies avaliadas o0s
cromossomos apresentaram medidas das quais os classificam como médios e
curtos. As medidas totais dos cromossomos variaram 4,76 £ 2,09 ym para M.
vinacea, 4,04 + 2,90 um para M. elegans, 5,02 + 2,04 ym para M. amazonica, 3,68 +
3,00 um M. paraensis e 3,07+ 2,05 ym para M. hoehnei.

O indice de assimetria intracromossdmica variou de 0,13 para M. vinacea,
M. elegans e M. paraensis e 0,14 para M. hoehnei e M. amazénica. O indice de
assimetria intercromossomica os valores encontrados variou de 44,29 a 60,06

respectivamente para cada uma (Tabela 06).

Tabela 06. indice de assimetria intracromossdmica (A1) e intercromossdmica (A2) de cinco
espécies do género Mormodes

Espécie Al A2
M. vinacea 0,13 45,08
M. elegans 0,13 45,12
M. amazbnica 0,14 44,29
M. paraensis 0,13 45,65
M. hoehnei 0,14 60,06

Os indices de assimetria cariotipica sé@o para inferir mecanismos de
evolucdo cromossOmica em plantas, deve ser levado em consideracdo que
cariétipos mais simétricos representam estagios mais primitivos na evolugcdo de um
determinado grupo de plantas. No qual o indice de assimetria intracromossémica € a
soma das médias dos bracos curtos, dividida pela soma das médias e comprimento
total dividido por cem, enquanto o indice de assimetria intracromossémica € a soma
das médias dos bracos curtos, dividida pela soma das médias dos bragos longos e o
total e dividido pelo niamero de grupos cromossémicos (Zarco, 1986). O estudo
minudenciado da assimetria cariotipica em alguns grupos de plantas permite uma
compreensao clara do sentido da evolucao cariotipica.

Desta forma os indices, Zarco (1986), A1 e A2 s&o utilizados principalmente
entre taxons para identificar a assimetria cariotipica (Paszko, 2006). No presente
estudo foram aplicadas para identificar diferencas na assimetria entre as espécies
avaliadas e permitir a compreensdo clara do sentido da evolugdo cariotipica.

Considerando, a analise do cariotipica e os indices de assimetria, Zarco (1986) para
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todas as espécies aqui apresentados sdo simétricos exibindo uma variagdo pequena
com valores proximos.

O bandeamento NOR para a espécie M. vinacea demonstrou pela
impregnacdo de prata nas proteinas responsaveis pela transcricio de RNA
ribossomal, a presenca de NOR ativa na por¢cdo médiana dos grupos
cromossémicos (1, 2, e 4) com sitios intensamente corados apresentando 18 NORs
(Figura 6).
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Figura 6. Regido Organizadora Nucleolar nos grupos cromossomicos 1, 2, 4 e 6 M. vinacea,
cromossomos corados com nitrato de prata 50%. Barra=5 pm.

Bandeamento NOR para espécie M. elegans revelou a presenca de quatro
pares de metacéntricos com sitios intensamente corados, sendo os pares 2, 3,5,8 e

9 com NOR nos bracgos curto e longos, totalizando 8 NORs (Figura 7).
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Figura 7. Regido Organizadora Nucleolar nos pares cromossémicos 2, 3, 5, 8 e 9 M.
elegans, cromossomos corados com nitrato de prata 50%. Barra=5 pum.

A aplicagdo da técnica de bandeamento NOR para espécie M. amazonica
para deteccdo das regides organizadoras revelou a presenca de NOR nos
cromossomos metacéntricos 2, 3, e 7. Sendo nos pares 2 e 3 evidenciado o NOR
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nos bracgos longos e curtos e no par 7 na regido centromerica, no total a espécie

apresentou 12 NORs (Figura 8).
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Figura 8. Regido Organizadora Nucleolar nos pares cromossémicos 2, 3, e 7 M. amazonica,
cromossomos corados com nitrato de prata 50%. Barra=5 pm.

O bandeamento NOR possibilitou pela impregnacao da prata em proteinas
responsaveis pela transcricdo de RNA ribossomal, a presenca de regides
organizadoras nucleolares ativas em M. paraensis nos pares 2, 6 e 9. Nos pares 2 e
9 os NOR se apresentam na regido do centrébmero e no par 6 esta localizada nos

bracos curtos, no total a espécie apresentou 12 NORs (Figura 9).
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Figura 9. Regido Organizadora Nucleolar nos pares cromossomicos 2, 6 e 9 M. paraensis,
cromossomos corados com nitrato de prata 50%. Barra=5 pum.

Foi possivel a observacao destes sitios nos bragos curtos e longos no par 2,
sitios nos bracos curtos na regido do centrdmero nos grupos 4 e 8 para as especies
M. hoenhei (Figura 10).
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Figura 10. Regido Organizadora Nucleolar nos pares cromossomicos 2, 4, 8 M. hoehnei,
cromossomos corados com nitrato de prata 50%. Barra=5 pm.

Segundo Bustamante, et al. 2014, a distribuicdo de rDNA é localizada em
gendtipos dipléides, tripléides e tetrapldides podem afetar a organizacdo do genoma
€ causar novos rearranjos cromossOmicos que, juntamente com alguns outros
fatores poderiam ser responsaveis pelas mudancas evolutivas, envolvidos na
diferenciacdo e especiacdo. No presente trabalho a espécie diploide apresentou 10
NORS, as espécies tetraploides apresentaram 12 NORs e as espécies hexaploides
apresentaram uma variagao entre 18 e 24 NORs.

A técnica de NOR evidenciou a presenca de 3 a 5 pares de cromossomos
com RONSs ativas. Segundo Souza (2006), é importante ressaltar que o nitrato de
prata possui afinidade por proteinas nucleolares e RNAr que se mantém presos as
RONSs de algumas metéfases.

Durante a mitose, as NOR ativas sdo aquelas em rDNA estdo associados
com proteinas que se associam-se com prata (Clarindo e Carvalho, 2006). A
presenca da NOR ativa nos cromossomos, segundo Mergonar et al. (2010), nestas
regides possuem os dominios cromossdmicos em torno do qual sdo organizados
nucléolos no final da mitose, quando a transcricdo do rDNA é iniciada o niumero
dessas regifes é constante em cada espécie e poucas vezes sdo superiores a dois
(Guerra, 1988).

Segundo Guerra (1986), as técnicas de bandeamento cromoss6émico
ampliaram os horizontes da citogenética, pois o0 pareamento cromossémico e
montagem de cariétipos apresentam um padrao distinto e bem caracteristico de
bandas. Geralmente, os cromossomos que apresentam regides ativas podem ser
agrupadas, pois fazem parte do mesmo grupo.

Na Figura 11 é apresentado o dendrograma de similaridade genética com

cincos espécies do género Mormodes considerando a analise conjunta das
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caracteristicas realizada por meio do procedimento Ward. Conforme a analise de
agrupamento, trés grupos podem ser identificados: o primeiro formado pela espécie
M. elegans, segundo grupo formado M vinacea e M. hoehnei, e o terceiro grupo
formado pelas espécies M. amazonica e M. paraensis.

Foram incluidos, nessa analise multivariada, os dados referentes ao numero
de cromossomos, numero de cromossomos metacéntricos e submetacéntricos,
tamanho do maior cromossomo, tamanho do menor cromossomo, comprimento do
lote hapléide, comprimento médio dos cromossomos, comprimento médio do braco
longo, comprimento médio do braco curto, razdo média entre o0s bracos
cromossémicos e indice centromérico médio, incluidas na Tabela 7. O método de
Ward, possibilitou a distribuicdo das espécies dentro dos grupos ao formar o
dendrograma que apresentou correlacdo cofenética de 0,88 sendo considerado de

boa representatividade segundo Rohlf (1970).
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Tabela 7. Valores de entrada para confec¢do do dendrograma com relacdo a andlise cariotipica de espécies de Mormodes

Espécies NC MC C>C C<C CLH CMC CMBC CMBL RMBC ICM
M. vinacea 2n=6x=54 54M 4,67 2,09 168,18 3,11 1,68 1,43 45,86 1,19
M. elegans 2n=2x=18 16M + 2SM 4,07 2,85 60,75 1,88 1,52 3,37 44,15 1,29

M. amazonica 2n=4x=36 28M + 8SM 5,19 1,66 130,26 2,20 1,75 3,94 44,22 1,28
M. hoehnei 2n=3x=54 54M 5,44 1,90 167,92 1,51 1,20 2,81 4432 1,30
M. paraensis 2n=4x=36 36M 6,93 2,74 127,54 1,72 1,45 3,17 45,65 1,20

*Representacdo das caracteristicas sendo NC (numero cromossémico); MC (morfologia cromossémica); C>C (comprimento do maior
cromossomo, pm); C<C (comprimento do menor cromossomo, um); CLH (comprimento do lote hapléide, um); CMBC (comprimento médio do
braco curto, um); CMBL (comprimento médio do brago longo, pm); RMB (razdo média entre bragos, pm) e ICM (indice centromeérico).
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Andlise de similaridade os maiores valores foram com as espécies M.
elegans sendo considerada mais distante das demais espécies. Com valores de
similaridade menores as espécies M. vinacea, M. amazonica e M. hoehnei. Quanto
mais proximo de zero for a distancia euclidiana, mais similares sdo as espécies
(Seidel et al., 2008) comparados. Para comparagédo, as informagdes reunidas e

apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8. Distancia euclidiana entre espécies de Mormodes com base na andlise cariotipica

M. vinacea M. elegans M. amazonica M. hoehnei
M.elegans 119,626 - - -
M.amazonica 50,161 73,096 - -
M.hoehnei 4,097 119,310 49,857 -
M. paraensis 48,104 72,137 11,938 47,798
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Figura 11. Dendrograma representado pelo método de Ward com relagdo das espécies M.
elegans, M. vinacea, M. hoehnei, M. amazonica e M. paraensis com base na andlise do
cariétipo.

As informacfes geradas pelo dendrograma (Figura 11), no qual presenca de
trés grupos distintos no qual as espécies mais similares foram agrupadas pelo
método Ward, onde o primeiro grupo foi formado dois lotes cromossémicos sao
dipléides, no segundo grupo as duas espécies sdo formadas por seis lotes
cromossOmicos sdo hexapléide e o terceiro grupo as espécies sdo tetraploides

possuindo quatro lotes cromossémicos. Com os dados do dendrograma podemos
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concluir que os grupos formados apresentam caracteristicas similaridades em
relacdo a as medidas cariotipicas e nimero cromossémico.

Assim, a variabilidade citogenética originada os niveis de ploidia também
pode ser relacionada com a variacdo morfolégica e adaptativa entre espécies, deste
modo o grau de ploidia varia muito entre espécies do mesmo género, demonstrando
que os dados citogenéticos sao importantes na revisdo taxonémica (Silva, 2007).

No Brasil, ndo existem trabalhos que trazem informacfes sobre a morfologia
dos cromossomos do género Mormodes por isso o0 estudo citogenético tem
importancia ornamental e econémica, podendo proporcionar beneficios aplicaveis a
curto, médio e longo prazo, visando o melhoramento genético. A variacado dentro do

género pode ter implicacdo evolutiva e taxonémica importante.

CONCLUSAO

As espécies do género Mormodes tiveram uma variacdo entre 2n=18 a
2n=54 cromossomos. A maioria dos cromossomos foram metacéntricos. O
bandeamento Ag-NOR evidenciou pela impregnacao da prata de trés a cinco regides
nucleolares organizadoras por espécie. O agrupamento separou as espécies em trés
grupos pelo nivel de ploidia. No que diz respeito a citogenética das espécies de
Mormodes. O cari6tipo convencional (coloracdo Giemsa) e Ag-NOR podem ser

usados como métodos validos para identificacdo de espécies proximas.
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6. ANALISES DE AGRUPAMENTO DE CARACTERISTISCAS
MORFOLOGICAS E CARIOLOGICAS EM ESPECIES DO GENERO
Mormodes spp. (Orchidaceae) DA AMAZONIA MERIDIONAL BRASILEIRA

RESUMO
As espécies do género Mormodes apresentam flores de tamanho e cores variadas
essas diferencas morfologicas apresentadas podem estar relacionadas com o nivel
de ploidia, quanto maior os niveis maiores serdo frutos, folhas e raizes maiores,
aumentando assim a produtividade. Este trabalho objetivou comparar os resultados
obtidos com a analise das morfométricas e reunir os resultados pelo método de
Ward (aglomeracdo hierarquica) e da distancia euclidiana média associada ao
método de agrupamento com as caracteristicas fornecidas através de dados de
andlises morfométricas florais e analises de morfometria dos cromossomos. A fim de
investigar, a relacdo fenotipica e cariotipicas entre as cinco espécies, foi utlizado o
software R, para construir a representacdo através de dendrograma com base
distancias genéticas das e caracteristicas morfologicas e cariologicas. Relativamente
a morfologia das espécies do género Mormodes, as espécies M. paraensis e M.
hoehnei apresentaram maiores médias. A espécie M. elegans foi considerada a
espécie mais distante de acordo com a distancia euclidiana. As andlises dos
cromossomos das espécies, 0s niveis de ploidia organizaram-se em trés 0s grupos
dentro do dendrograma de agrupando com todas as caracteristicas estudadas. O
agrupamento das caracteristicas florais e cariologicas, através das técnicas
multivariadas sao determinantes para a analise da diversidade genética, sendo que
0s métodos de agrupamento de Ward apresentaram resultados congruentes, desta
forma assistematica proposta € promissora para 0 estudo e a interpretacdo da
estabilidade através de caracteristicas morfoldégicas de flores e cromossomos,
agrupando as cinco espécies em trés grupos pela ploidia, desta forma a citogenética
teve maior acuracia nos resultados do trabalho, sendo bem representada no

dendrograma.

Palavra-chave: Caracteristicas morfologicas, Método Ward, Similaridade.
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6. ANALYSIS OF MORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS AND GANG
CYTOLOGICAL IN SIMILAR SPECIES Mormodes spp. (Orchidaceae)
SOUTHERN BRAZILIAN AMAZON

ABSTRACT
The species of the genus Mormodes feature size flowers and variegated colors such
morphological differences observed may be related to the level of ploidy, higher
levels will be the largest fruits, leaves, roots and larger, thereby increasing
productivity. This study aimed to compare the results obtained with the analysis of
morphometric and gather the results by Ward method (hierarchical clustering) and
the average Euclidean distance associated with the clustering method with the
features provided by data floral morphometric analysis and morphometric analyzes of
chromosomes. In order to investigate the phenotypic and karyotypic relationship
among five species was used R software to build the representation by dendrogram
based genetic distances and karyologic and morphological characteristics. Regarding
the morphology of species Mormodes genus, species M. hoehnei and M. paraensis
had higher averages. The species M. elegans was considered the most distant
species according to Euclidean distance. The analysis of chromosomes of species,
ploidy levels organized into three groups within the dendrogram of gathering with all
traits. The grouping of floral and karyologic characteristics, through multivariate
techniques are crucial for the analysis of genetic diversity, and the Ward clustering
methods showed consistent results, so the methodology proposed is promising for
the study and interpretation of stability through morphological characteristics of
flowers and chromosomes, gathering the five species in three groups by ploidy thus
cytogenetics had the greatest accuracy in the results of the work, being well

represented in the dendrogram.

Keyword: Morphological, Ward method, Similarity.
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INTRODUCAO

O género Mormodes no Brasil tem vasta distribuicdo sendo encontrados nas
regides norte, nordeste, centro oeste e sudeste (Barros et al., 2015). As espécies
desse género apresentam semelhancas nas estruturas reprodutivas tais como
tamanho, formato e coloragdo de labelos e flores essas diferencas morfoldgicas
apresentadas podem estar relacionadas com o nivel de ploidia das espécies.

A poliploidia é importante para a agricultura, pois cerca de 60% das plantas
cultivadas sédo de origem polipléide, quanto maior nimero de cromossomos e, em
geral, frutos, folhas e raizes maiores, aumentando assim a produtividade (Linden,
2008). Para as plantas que apresentam numero cromossémico acima de 2n=4x,
frequentemente se originam a partir de uma duplicacdo de dipléides. Segundo
Schifino-Wittmann (2004), aparecem com maior frequéncia na natureza. Muitas
espécies de plantas cultivadas e silvestres sdo poliplides e apresentam maior
tamanho das flores, intensificacdo do colorido e durabilidade das flores, além de
maior resisténcia a doencas (Favero, 2005).

Na analise do cariétipo, as comparacdes de formas de cromossomos entre
as espécies relacionadas tém sido usados como tracos fundamentais para
esclarecer as relagbes filogenéticas e taxondmicas.
Semelhanca do formato dos cromossomos € considerado como indicativo a
proximidade filogenética (Levin, 2002; Nathewet, 2010).

A morfometria pode ser o estudo da variagdo morfologica € definida por meio
de medidas de forma e do tamanho. Esse estudo tem evoluido e essa técnica tem
sido empregada nas descricbes taxondmicas (Borba et al.,, 2002), desta forma a
analise morfométricas de 6rgaos vegetais pode auxiliar no esclarecimento complexo
das relagdes delimitadas entre as espécies de Orchidaceae (Bernardos et al., 2005)

Porém, um dos grandes problemas encontrados € a escolha de um método
estatistico que possa definir, da melhor forma possivel os grupos de espécies
conforme as caracteristicas encontradas nas morfometria vegetal, floral e cariologia.
Desta forma, esse trabalho objetivou comparar os resultados obtidos com o
agrupamento das morfometria vegetal, floral e cariologia reunindo os resultados pelo
método de Ward (aglomeragdo hierarquica) e da distancia euclidiana média

associada ao método de agrupamento com as caracteristicas fornecidas. Esse
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método tende a resultar em agrupamentos de tamanhos aproximadamente iguais

devido a sua minimizacdo de variagao interna.

MATERIAL E METODOS

Material Botanico

As plantas estdo disponiveis no Orquidario Alta Florestense no Campus
Universitario de Alta Floresta- MT da Universidade do Estado de Mato Grosso-
UNEMAT, quatro plantas sdo doacbes de orquidarios particulares e uma planta
advinda do Orquidario de Tangara da Serra- UNEMAT. As preparacoes e andlises
foram realizadas no Laboratério de Citogenética e Cultura de Tecidos Vegetais do
Campus de Alta Floresta- MT.

Foram estudadas cinco espécies Mormodes vinacea Hoehne, M. hoehnei F.
E. L. Miranda& K. G. Lacerda, M. amazonica Brade, M. paraensis Salazar & J. B. F

Silva e M. elegans F. E. L. Miranda.

Andlise da Morfometria Floral, Vegetal e Cariolégica

Para analise da morfometria vegetativa e floral foram utilizadas as
caracteristica: numero de flores por inflorescéncia (NFI), comprimento da sépala
(CS), comprimento da pétala (CP), largura do labelo articulada (LLA), comprimento
do labelo (CL), comprimento da base do labelo (CBL), comprimento da coluna (CC),
comprimento da antera capuz (CCA), comprimento do polinario (CPO). Para analise
da morfometria cromoss6mica foram reunidas as caracteristicas; NC (numero
cromossémico); MC (morfologia cromossdmica); C>C (comprimento do maior
cromossomo, pm); C<C (comprimento do menor cromossomo, pum); CLH
(comprimento do lote hapléide, um); CMBC (comprimento médio do braco curto,
um); CMBL (comprimento médio do braco longo, um); RMB (razdo média entre
bracos, um) e ICM (indice centromérico médio) de acordo com Levan (1964).

Para morfometria vegetativa, floral e cromossémica foram realizado as
distancia euclidiana entre as espécies. Essas matrizes foram utilizadas como medida
de dissimilaridade para a analise de agrupamento das espécies pelo método
otimizacdo de Ward, da ligacdo completa (vizinho mais distante). Para validar os

agrupamentos, ou seja, verificar a capacidade do dendrograma em reproduzir as
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matrizes de dissimilaridade calculou-se os coeficientes de correlacdo cofenética
(CCCQ). As andlises estatisticas foram realizadas através do software R versao 3.2.1
(R Core Team, 2015).

Agrupamento das Anélises Morfométricas

Os dados coletados, foram submetidos a analise para investigar as relacdes
fenotipicas e cariotipicas entre as cinco espécies, para construir a representacao
atraves de dendrograma com base distancias genéticas foram utilizados o método
Ward com base nas caracteristicas morfolégicas e cariologicas, o método consistiu
um procedimento de agrupamento hierarquico no qual a medida de similaridade
usada para juntar agrupamentos. Esse método tende a resultar em agrupamentos
de tamanhos aproximadamente iguais devido a sua minimizacdo de variacao
interna. Foi calculado o coeficiente de correlagdo cofenética entre a matriz de
distancia original e a matriz de agrupamento. As analises foram realizadas com o
software R versao 3.2.1 (R Core Team, 2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados das nove caracteristicas morfolégicas apresentaram os maiores
valores para as médias das caracteristicas (Tabela 1) e maior distancia euclidiana
(Tabela 2) a espécie M. paraensis em relacdo as demais espécies. As espécies

foram agrupadas em trés grupos (Figura 1).

Tabela 1. Analise de agrupamento dos caracteres florais, avaliados em cinco espécies do
género Mormodes

Espécies NFI CS CP LLA CL CBL CC CCA CPO

M. vinacea 10 22,85 23,47 17,84 1252 8,85 12,32 0,5 0,6
M. elegans 10 19,54 18,28 15,74 14,04 10,1 10,74 0,48 0,6
M. amazonica 10 19,12 18,77 15,84 10,29 792 12,69 0,56 0,66
M. hoehnei 20 18,7 19,63 16,04 10,82 7,2 12,44 0,46 0,58
M. paraensis 15 27,32 27,71 25,07 15,97 1189 18,24 0 0,88

INUmero de flores por inflorescéncia (NFI), comprimento da sépala (CS), comprimento da
pétala (CP), largura do labelo articulada (LLA), comprimento do labelo (CL), comprimento da
base do labelo (CBL), comprimento da coluna (CC), comprimento da antera capuz (CCA),
comprimento do polinario (CPO).
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Tabela 2. Distancia euclidiana entre espécies de Mormodes com base na andlise de
pseudobulbos e morfologia floral

M. vinacea M. elegans M. amazonica M. hoehnei
M. elegans 6,976 - - -
M. amazonica 6,781 4,801 - -
M. hoehnei 11,867 11,148 10,091 -
M. paraensis 13,105 18,027 18,345 18,127
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Figura 1. Dendrograma representado pelo método de Ward com relag@o as cinco espécies
do género Mormodes com base nas médias da andalise morfométrica floral vegetal.

Os dados das dez caracteristicas cariolégicas, reunidos na analise de
agrupamento mostrou que a espécie M. elegans apresentou menor média de CLH
60,75 um, sendo a metade do valor apresentado pelas outras espécies (Tabela 3),
esta diferenca também foi representada pela distancia euclidiana (119.626) sendo
considerada a espécie mais distante (Tabela 4). O dendrograma (Figura 2) mostra a
formacdo de trés grupos reunidos pelos niveis de ploidia, sendo o M. elegans
dipléide no primeiro grupo, M. vinacea e M. hoehnei hexapldides no segundo grupo

e o terceiro formado pelas espécies tetrapléides M. amazonica e M. paraensis.
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Tabela 3. Analise de agrupamento das caracteristicas dos cariotipica, avaliados em
espécies do género Mormodes

spp. NC MC C>C C<C CLH CMC CMBC CMBL RMBC ICM

M. vinacea  2n=6x =54 54 M 4,67 2,09 168,18 3,11 168 1,43 4586 1,19
M.elegans 2n=2x=18 16M+2SM 4,07 2,85 60,75 1,88 152 3,37 44,15 1,29
M. amazonica 2n=4x=36 28M+8SM 5,19 1,66 130,26 2,20 1,75 3,94 4422 1,28
M. hoehnei  2n=3x =54 54M 544 190 167,92 151 120 2,81 4432 1,30
M. paraensis  2n =4x =36 36M 6,93 2,74 12754 1,72 1,45 3,17 4565 1,20

spp: Espécie; NC (numero cromossémico); MC (morfologia cromossémica); C>C
(comprimento do maior cromossomo, pum); C<C (comprimento do menor cromossomo, pm);
CLH (comprimento do lote hapldide, pm); CMBC (comprimento médio do brago curto, um);
CMBL (comprimento médio do braco longo, um); RMB (razdo média entre bracos, um) e
ICM (indice centromérico médio).

Tabela 4. Distancia euclidiana entre espécies de Mormodes com base na analise cariotipica

M. vinacea M. elegans M. amazonica M. hoehnei
M. elegans 119,626 - - -
M. amazonica 50,161 73,096 - -
M. hoehnei 4,097 119,310 49,857 -
M. paraensis 48,104 72,137 11,938 47,798

100
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0
L
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Figura 2. Dendrogramas representado pelo método de Ward com relagéo as cinco espécies
do género Mormodes com base nas médias da andlise do cariotipo.

A espécie M. paraensis baseado nos dados das medidas florais e vegetais
apresentou maior valor para as caracteristicas CP, CS, LLA, CL, CBL, CC e CCA
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sendo nitidamente distinta, apresentando a maior distancia euclidiana (18,56),
seguida da espécie M. hoehnei sendo os primeiros grupos no dendrograma (Figura
1). As diferencas das caracteristicas florais aqui apresentadas, corroboram com 0s
dados de Ibanés et al. (2014), no qual ocorreu uma distincdo entre as espécies de
Daucus pusillis pertencente a familia Apiaceae, em relacédo a caracteristicas florais.

Os dados com o género Mormodes nao estdo de acordo com Totti et al.,
(2001), em acessos das espécies Paspalum guenoarum e Paspalum plicatulum
pertencentes a familia Poaceae, utilizandoo método do vizinho mais préximo,
paracarcteristicas reprodutivas e vegetativas nao apresentou uma boa
representacdo da formacdo de grupos apresentando variagdo no tamanho das
estruturas florais.

A separacdo dos grupos no dendrograma demonstra que a espécie M.
paraensis se distanciou das demais principalmente baseados no tamanho das
estruturas florais, as outras espécies apresentam uma variagdo menor no tamanho
das estruturas florais se agrupando por valores proximos em dois grupos.

Em relacdo a andlise dos dados obtidos pelo programa R, dendrograma com
base dos dados dos cromossomos, mostra que pelo menos dois compomentes sao
responsaveis pela separacao dos grupos o comprimento do lote haploide e a ploidia
dos cromossomos (Figura 2). A espécie que se apresenta mais distante foi a M.
elegans possuindo 18 cromossomos sendo a Unica espécie dipldide e apresentando
a metade do valor da CLH quando comparada com as demais.

Dois outros grupos foram formados, sendo um de espécies hexapldides M.
vinacea e M. hoehnei e o0 outro de espécies tetraploides com as espécies M.
amazonica e M. paraensis. Os coeficientes de variagdo ficaram entre 0,88 e
0,95sendo considerado de boa representatividade para caracteristicas florais e
cariolégicas.

De acordo com Sheidai et al.(2003), com cinco espécies de Avena sativa
apresentaram numeros cromossdmicos dipléides, tetrapldides e hexapldides
variando de 2n=14 a 2n=42, através da comparagdo dos meétodos Single linkage,
UPGMA e Ward os agrupamentos apresentaram resultados semelhantes, mostrando
a separacdo de umaespeécie, que corrobora com os dados dos agrupamentos das
espécies de Mormodes que apresentam morfologia cromossomica diferentes e se

agruparam por afinidades de ploidia.
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Baseado nos resultados das analises separadamente de caracteristicas
florais e cariotipos, foi realizado uma nova andlise, tendo no total de
19caracteristicas morfolégicas foi avaliada agrupando as 11 caracteristicas
cariologicas e as 8caracteristicas florais(Tabela 5), permitiu alocar a maior distancia
euclidiana (Tabela 6) foi apresentada pela espécie M. elegans apresentando o valor
de (119,82).0 método utilizado permitiu uma melhor interpretacdo, identificando os
grupos por caracteristicas similares.

As espécies foram agrupadas em trés grupos no dendrograma através do
método Ward (Figura 3), sendo o primeiro grupo composta por M. elegans, segundo
grupo M. vinacea e M. hoehnei e o terceiro grupo composto por M. paraensis e M.
amazonica. Os coeficientes de variagédo ficaram entre 0,88, sendo considerado de

boa representatividade segundo Rolfh (1970).

Tabela 5. Andlise de agrupamento das caracteristicas florais® e da andlise cariotipica 2,
avaliados em cinco espécies do género Mormodes.

L Espécies
Caracteristicas
avaliadas M. vinacea M. elegans M. amazonica M. hoehnei M.
paraensis

NFI 10 10 10 20 15
CSs 22,85 19,54 19,12 18,7 27,32
CP 23,47 18,28 18,77 19,63 27,71
LLA 17,84 15,74 15,84 16,04 25,07
CL 12,52 14,04 10,29 10,82 15,97
CBL 8,85 10,1 7,92 7,2 11,89
CcC 12,32 10,74 12,69 12,44 18,24
CCA 0,5 0,48 0,56 0,46 0
CPO 0,6 0,6 0,66 0,58 0,88
NC 2n=6x=54 2n=2x=18 2n=4x=36 2n=3x=54 2n=4x=36
MC 54 M 16M + 2SM 28M + 8SM 54M 36M
C>C 4,67 4,07 5,19 5,44 6,93
C<C 2,09 2,85 1,66 1,90 2,74
CLH 168,18 60,75 130,26 167,92 127,54
CMC 3,11 1,88 2,20 1,51 1,72

CMBC 1,68 1,52 1,75 1,20 1,45

CMBL 1,43 3,37 3,94 2,81 3,17

RMBC 45,86 44,15 44,22 44,32 45,65
ICM 1,19 1,29 1,28 1,30 1,20

nimero de flores por inflorescéncia (QFI), comprimento da sépala (CS), comprimento da
pétala (CP), largura do labelo articulada (LLA), comprimento do labelo (CL), comprimento da
base do labelo (CBL), comprimento da coluna (CC), comprimento da antera capuz (CCA),
comprimento do polinario (CPO), 2NC (nimero cromossémico); MC (morfologia
cromossdmica); C>C (comprimento do maior cromossomo, pum); C<C (comprimento do
menor cromossomo, um); CLH (comprimento do lote haploide, um); CMBC (comprimento
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médio do brago curto, um); CMBL (comprimento médio do braco longo, um); RMB (razédo
média entre bracos, um) e ICM (indice centromérico médio).

Tabela 6. Distancia euclidiana entre espécies de Mormodes com base na analise de
pseudobulbos e morfologia floral e cariétipo.

M. vinacea M. elegans M. amazonica M. hoehnei
M. elegans 119,829 - - -
M. amazonica 50,6181 73,251 - -
M. hoehnei 12,554 119,825 50,865 -
M. paraensis 49,859 74,353 21,888 51,118

100
I

Distancia Euclidiana
40 60 80
]

-
i
-
.

M.elegans
M.vinacea
M.hoehnei
M.amazonica
M.paraensis

Figura 3. Dendrograma representado pelo método de Ward com relagdo das espécies
Mormodes vinacea, M. hoehnei, M. amazonica, M. paraensis e M.elegans F. E. L. com
base na analise de caracteristica floral e cariotipo.

O dendrograma foi utilizado para classificar de forma eficaz as cinco
espécies do género Mormodes, com base nas caracteristicas do pseudobulbo, flores
e nos dados citogenéticos € possivel perceber que a citogenética teve importancia
maior para a organizacdo dos grupos. Além disso, este estudo demonstrou a
proximidade genética entre as espécies organizadas nos grupos, além de
apresentarem o mesmo nivel de ploidia.

O agrupamento com base nas caracteristicas florais, agregados com dados

citogenéticos de ploidia realizado no presente trabalho, corroboram com os dados de

00



Amirouche et al. (2007), com Poaceae no qual analisaram caracteres morfologicos e
cariologicos em trinta espécies do género Dactylis por meio de analise canonica que
permitiu agrupamento em grupos sendo diploides e tetraploides.

A variacdo existente nas espécies do género Mormodes spp confirmam a
formacdo dos grupos pelo agrupamento assim como Tacuatia et al. (2012) com
pesquisas com a familia Iridaceae, espécie Micranthum Sisyrinchium com base em
aspectos citogenéticos e morfologicos, obteve trés niveis de ploidias diferentes,
2n=2x=16, 2n=4x=32 e 2n=6x=48, as distribuicbes geograficas pode ter relacdo com
0 numero de cromossomos assim como a morfologia pode variar entre as espécies.

O agrupamento com base nas caracteristicas florais, agregados com dados
citogenéticos para espécies monocotilédones quase ndo se encontra e S80 poucos.
No entanto, sdo varios os trabalhos com espécies de dicotiledéneas que corroboram
com os dados do presente trabalho, assim como Sakhanokho et al.(2014), com a
espécie Solanum aethiopicum, Amorim et al., (2014) com as espécies de Plassiflora
capsularis e Plassiflora rubra, Allen (1984) com Aster occidentalis, Pirtsch e
Anderson (2012) com género Gaura.

Segundo Rohlf (1970), valores de correlacdo iguais ou acima de 0,80 sé&o
considerados bons quando correlacionam a matriz de distancia e a matriz de
agrupamento, e, ainda, quanto maior este valor, maior € a eficiéncia do método em
guestao.

O resultado da andlise de cluster de acordo com metodo Ward utilizado
nesta pesquisa usando apenas caractetisticas morfolégicos podem nao ser
eficientes em relacdo a separacéo genetica das espéceis.

A andlise de agrupamento do genéro Mormodes por caracteres, relataram
que dendrograma obtido a partir de -caracteristicas morfologicas claramente
separadas para M. hoehnei e M. paraensis, apresentaram variacdo no tamanho das
estruturas florais. Além disso, o dendrograma obtido a partir de dados citogenéticos
mostrou claramente que as relacdes entre as espécies, indicam que a poliploidia tem
um grande efeito sobre o fenétipo do organismo. O agrupamento das caracteristicas
florais e cariologicas, atraves das técnicas multivariadas é determinante para a
analise da diversidade genética, sendo que os métodos de agrupamento Ward

apresentaram resultados congruentes, desta forma a sistematica proposta é
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promissora para 0 estudo e a interpretacdo da estabilidade, através de

caracteristicas morfolégicas de flores e cromossomos.

CONCLUSAO

A analise com variaveis morfologicas e citogenéticas permitiu agrupar
similaridade de trés grupos. A morfologia floral das espécies M. paraensis e M.
hoehnei apresentaram maiores médias se diferindo das demais. Os niveis de ploidia
organizaram as espécies dentro do agrupamento por caracteristicas citogenéticas.
As caracteristicas cariologicas tiveram maior importancia para realizacdo do
agrupamento com os dados reunidos de caracteristicas florais e cariologicas,
mostrando um resultado parecido com o agrupamento de apenas caracteristicas de
cariolégicas. Portanto, o objetivo proposto de agrupar através da similaridade foi

alcancado.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AMORIM, J. S.;SOUZA, M. M.; VIANA, A. J. C .; CORREA, R. X.; ARAUJO, I. S.;
AHNERT, D. Cytogenetic, molecular and morphological characterization of Passiflora
capsularis L. and Passiflora rubra L. Plant Systematics And Evolution. v.300,
p.1147-1162. 2014.

AMIROUCHE N.; MISSET M. T. Morphological variation and distribution of cytotypes
in the diploid—tetraploid complex of the genus Dactylis L. (Poaceae) from Algeria.
Plant Systematics and Evolution. v.264. p.157-174.2007.

ALLEN, A. G. Morphological and Cytological Variation in the Western North American
Aster occidentalis Complex (Asteraceae). Systematic Botany, v.9(2): p.175-191.
1984.

BARROS, F. DE.; VINHOS, F.; RODRIGUES, V.T.; BARBERENA, F.F.V.A.; FRAGA,
C.N.; PESSOA, E.M.; FORSTER, W.; MENINI NETO, L.; FURTADO, S.G.;NARDY,
C.; AZEVEDO, C.O.; GUIMARAES, L.R.S. Orchidaceae in Lista de Espécies da
Flora do Brasil. Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel em:
<http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB31958>. Acesso em: 15 Nov.
2015.

68


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB31958

BERNARDOS, S.; CRESPI, A.; DEL REY, F.; AMICH, F. The section Pseudophrys
(Ophrys, Orchidaceae) in the Iberian Peninsula: a morphological and molecular
analysis. Botanical Journal of the Linnean Society. 148: 359-375, 2005.

BORBA, E. L.; SHEPHERD, G. J.; VAN, D. B.; SEMIR, C. Floral and vegetative
morphometrics of five Pleurothallis (Orchidaceae) species: correlation with taxonomy,
phylogeny, genetic variability and pollination systems. Annals of Botany. v.90: 2002.
FAVERO, A. P., Pré- Melhoramento de Amendoim no Brasil. | Encontro da
Sociedade Brasileira de Melhoramento de Plantas Regional DF. Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia. 2005.

IBANEZ, M. S.;: CAMADRO, E. L.;: SALA, C. A.; MASUELLI, R. W. Morphological and
molecular diversity of the wild carrot Daucus pusillus: implications for classification
and ex situ conservation. Botany. v.92, (5), p348-359. 2014.

LEVAN, A.; FEDGA, K.; SOUBERG, A. A. Nomenclature for centromeric position on
chromosomes. Landskrona, v. 52, p. 201-220, 1964.

LEVIN, D. A. The role of chromosomal change in plant evolution. Oxford University
Press, New York.2002.

LINDEN, R., Algoritmos genéticos (2a edicao). Brasport, 2008.

NATHEWET, P.; HUMMER, K. E.; YANAGI, T.; IWATSUBO, Y.; SONE, K. Karyotype
analysis in octoploid and decaploid wild strawberries in  Fragaria
(Rosaceae). Cytologia, v. 75, n. 3, p. 277-288, 2010.

NUNES, E. J. S.; SILVA, E. P.; SOUZA, E.; FILHO, J. A. R,; SILVA. D. S. N.
Geotecnologias No Diagnostico De Conflitos De Uso Do Solo De Uma Microbacia Do
Municipio De Alta Floresta — MT. Ciéncia Florestal, Santa Maria, v. 25, n. 3, p. 689-
697, jul.-set. 2015.

TACUATIA, L. O.; SOUZA-CHIES, T. T.; FLORES, A. M.; EGGERS, L,
SILJAK-YAKOVLEV, S. O. N. J. A,, e KALTCHUK-SANTOS, E. Cytogenetic and
molecular characterization of morphologically variable Sisyrinchium micranthum
(Iridaceae) in southern Brazil. Botanical Journal of the Linnean Society, v.169(2),
p.350-364. 2012.

TOTTI, R.; VENCOVSKY, R.; BATISTA, L. A. R. Utilizacdo de métodos de
agrupamentos  hierarquicos em  acessos de Paspalum (Graminea
(Poaceae)). Semina: Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas, Londrina, v. 22, p. 25-35,
2001.

69



PIETSCH, G. M.; ANDERSON, N. O. Use of morphological, molecular markers and
cytology to differentiate between closely related Gaura coccinea, G. drummondii for
breeding purposes. Euphytica, v.183, n. 1, p. 95-109, 2012.

R Core Team. R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL http://www.R-
project.org/, 2015.

SAKHANOKHO, H. F., ISLAM-FARIDI, M. N., BLYTHE, E. K., SMITH, B. J.,
RAJASEKARAN, K., & MAJID, M. A. Morphological and cytomolecular assessment
of intraspecific variability in scarlet eggplant (Solanum aethiopicum L.). Journal of
crop improvement, v.28 (4), p437-453. 2014.

SCHIFINO-WITTMANN, M. T. Poliploidia e seu impacto na origem e evolucao das
plantas silvestres e cultivada. Revista Brasileira de Agrociéncia, v.10, n. 2, p. 151-
157, 2004.

SHEIDAI, M.; KOOBAZ, P.; ZEHZAD, B. Meiotic studies of some Avena species and
populations in Iran. Journal Of Sciences Islamic Republic Of Iran, v. 14, n. 2, p.
121-132, 2003.

ROHLF, F. J. Adaptative hierarchical clustering schemes. Systematic zoological, v.
19, n. 1, p. 58-82, 1970.

70


http://www.r-project.org/
http://www.r-project.org/

7. CONCLUSOES GERAIS

As cinco espécies se diferenciam primeiramente pelas cores presentes em
suas sepalas e pétalas, tamanho e forma das estruturas. As espécies M. elegans e
M. amazobnica apresentaram labelo trilobado e ovolado. Estatisticamente a espécie
M. paraensis se diferiu das demais nas estruturas reprodutivas ligadas as medidas
de sépala, pétala e labelo, sendo o primeiro registro a espécie M. paraensis no norte
de Mato grosso. A espécie M hoehnei apresentou a maior medida de polinario se
diferindo das demais espécies do estudo. Na andlise citogenética foi encontrada
variacdo de ploidia de 2n=18 a 2n=54, todas as espécies formaram 9 grupos de
cromossomos. A maioria dos cromossomos das cinco espécies foi metacéntricos,
indice de assimetria demonstrou similaridade entre as espécies. O agrupamento
reuniu as espécies por niveis de ploidia. Foram analisadas 19 caracteristicas florais
e cariologicas apresentando resultados congruentes, as espécies foram agrupadas
em trés grupos pelo método Ward sendo o primeiro grupo dipléide , segundo
hexaploide e o terceiro tetrapléide. Em todas as andlises o coeficiente de variacao
foi considerado de boa representatividade variando de 0,88 %= 0,95. As
caracteristicas carioldgicas tiveram maior acuidade para realizacdo do agrupamento.
Consideramos que esses resultados podem orientar pesquisas futuras no sentido de
investigar correlacdes que podem justificar ou explicar os diferentes agrupamentos

encontrados.
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