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RESUMO

A delimitagdo genérica da subtribo Spiranthinae tem sido objeto de
controvérsias desde os primeiros sistemas de classificagdo para Orchidaceae, porém so
recentemente trabalhos baseados em relagdes filogenéticas tém esclarecido o
posicionamento e os limites dos géneros e grupamentos dentro da subtribo, em especial
o trabalho de Salazar et al. (2003). Para as relagdes entre os gé€neros, os dados das
sequéncias nucleotidicas desse estudo permitiram identificar quatro clados principais
em Spiranthinae: “clado Stenorrhynchos”, “alianga Pelexia”, o par Eurystyles e
Lankesterella, e “clado Spiranthes”. A citotaxonomia, por sua vez, ¢ o estudo das
caracteristicas estruturais e numéricas dos cromossomos € seu uso taxonomico. Dos
parametros citotaxondmicos, 0 nimero cromossomico ¢ o mais amplamente conhecido.
Neste projeto serdo realizadas analises filogenéticas moleculares para explicar as
relagdes filogenéticas internas do “clado Stenorrhynchos” e esclarecer os limites dos
géneros nele contidos. Além disso, serdo analisados dados citologicos para conhecer
nimeros cromossomicos ¢ descrever ideogramas de espécies do mesmo clado. Para as
analises filogenéticas moleculares, serdo utilizadas sequencias de ITS (DNA nuclear),
matK-trnK e trnL-trnF (DNA plastidial), as quais serdo analisadas pelos métodos de
maxima parcimonia, verossimilhanca e Bayesiano. Serdo obtidos cladogramas para cada
marcador em separado, bem como arvores de consenso. Para as analises
citotaxonomicas, serdo coletadas pontas de raiz (regido em que se encontra o meristema
radicular), que sofrerdo pré-tratamento com solugdo de 8-hidroxiquinoleina 0,002 M (8-
Hq), sendo posteriormente esmagadas sobre lamina, coradas com Giemsa e observadas
sobre microscopio para contagem cromossdmica. Quando possivel serdo
confeccionados ideogramas. E digno de ressalva que o estudo filogenético do grupo sera
uma importante contribuicdo para estabelecer uma base solida para revisdes
taxondmicas posteriores dos géneros analisados, ¢ que estudos cromossomicos

praticamente inexistem nos taxons do referido clado.



1. INTRODUCAO

1.1. A familia Orchidaceae

A familia Orchidaceae, pertencente a ordem Asparagales (Stevens 2001), ¢
constituida por aproximadamente 25.000 espécies (Dressler 2005) distribuidas em 850
géneros (Atwood 1986, Pridgeon et al. 1999, Chase et al. 2003). Tem distribuicdo
cosmopolita, com excecdo da regido Antartica, mas ¢ mais abundante e diversificada em
florestas tropicais e subtropicais imidas. E caracterizada por incluir plantas herbaceas
perenes, terricolas ou, mais comumente, epifitas, raizes com velame, flores trimeras,
ovario infero, 1-2(3) estames férteis, filete concrescido com o estilete formando um
ginostémio (coluna), pélen aglutinado em polinias, e fruto capsula com grande nimero
de sementes minusculas.

Quanto a classificagdo, os sistemas mais recentes para Orchidaceae sdo os de
Dressler (1993) e Pridgeon et al. (1999, 2001, 2003, 2005, 2009), este ultimo baseado
também em dados moleculares, propondo a divisdo da familia em cinco subfamilias:

Cypripedioideae, Apostasioideae, Vanilloideae, Orchidoideae e Epidendroideae.

1.2. A subtribo Spiranthinae

A subtribo Spiranthinae compreende cerca de 40 géneros, quase exclusivamente
restritos a regido Neotropical, a excecdo do género cosmopolita Spiranthes (Salazar
2003). Pode ser reconhecida pela unido das margens do labelo com a base da coluna,
formando um nectério profundo, e pelas polinias macias e granulosas (Dressler 1993).

O primeiro sistema completo para as Spiranthinae foi esbogado na classificagao
de Orchidaceae publicada por Schlechter (1926), apresentada na forma de chaves
dicotomicas. Nessa obra a subtribo Spiranthinae foi caracterizada pela antera mais ou
menos ereta, raizes fasciculadas, folhas basais, e margens do labelo aderentes aos lados
da coluna.

Duas revisdes genéricas de Spiranthinae foram publicadas independentemente
no comeco da década de 80 do século 20, por Garay (1980) e Balogh (1982); estas
diferem no numero de géneros aceitos e na atribuigdo das espécies para esses géneros.

Garay (1980) reconheceu 44 géneros em Spiranthinae, incluindo Manniella,



posicionado por Schlechter (1926) em uma subtribo propria, e Nothostele ¢
Pseudocranichis, transferidos subsequentemente para Cranichidinae e Prescottiinae,
respectivamente (Dressler 1983, Szlachetko 1995). Garay (1980) ndo reconheceu
grupos infra-genéricos na subtribo. Por outro lado, Balogh (1982) aceitou apenas 17
géneros em cinco aliangas genéricas, ¢ considerou cinco deles como isolados ¢ ndo
atribuiveis a nenhuma dessas aliancas.

Szlachetko (1995) distribui Spiranthinae em trés subtribos baseadas nas
diferengas da estrutura do rostelo e viscidio, referindo esses trés grupos como
“subclados”, porém nao forneceu nenhuma indicagdo clara sobre quais caracteristicas
distinguem cada um deles. Esse autor apenas alegou que as diferencas entre essas
subtribos estreitamente delimitadas s@o, por exemplo, maiores do que aquelas entre

Spiranthinae e Prescottiinae.

1.3. Estudos filogenéticos em Spiranthinae e o “clado Stenorrhynchos”

Das classificagdes citadas anteriormente, nenhuma delas foi baseada em
hipoteses explicitas de relagdes filogenéticas de subtribos ou géneros. Dressler (1993)
apresentou um diagrama filogenético da tribo Cranichideae, porém ndo incluiu as
subtribos Manniellinae e Pachyplectroninae, e encontrou poucas caracteristicas
suportando as relagdes sugeridas. Outros estudos visando explorar as relagdes
filogenéticas dos géneros ou grupos de géneros, como, por exemplo, a “alianga Pelexia”
(Burns-Balogh & Robinson 1983) ou Prescottiinae (Vargas 1997), contaram com um
pequeno numero de caracteres provenientes da morfologia floral, que ¢ homogénea e
relativamente simples no grupo.

A primeira avaliacdo filogenética dos limites dos géneros e subtribos de
Spiranthinae, baseada em dados de sequéncias nucleotidicas de cinco regides do nicleo
e do plastidio do DNA, foi publicada por Salazar et al. (2003) e mostrou alguns padroes
definidos. Os dados indicam que Galeottiella ndo pertence as Spiranthinae, sendo
grupo-irmao de um clado bem-suportado, no qual a subtribo Manniellinae ¢ irma de um
grupo monofilético formado por Prescottiinae, Cranichidinae e Spiranthinae. Excluindo
Galeottiella, Spiranthinae (sensu Dressler 1993) é monofilética e bem-suportada por
alta porcentagem de bootstrap. Os limites entre Cranichidinae e Prescottiinae ndo sao

claramente resolvidos, e podera haver alguns rearranjos taxonomicos nessas subtribos,



mas tais mudancas provavelmente ndo afetardo o status de Spiranthinae (Salazar et al.
2003).
Para as relagdes entre os géneros, os dados das sequéncias nucleotidicas de

Salazar et al. (2003) permitiram identificar quatro clados principais em Spiranthinae:

a) Stenorrhynchos s.s. e outros géneros tradicionalmente considerados
estreitamente relacionados a ele ou combinados com ele, que sdo,
Eltroplectris, Mesadenella, Pteroglossa e Sacoila,

b) os géneros previamente atribuidos a “alianca Pelexia” (Burns-Balogh &
Robinson 1983) e a subtribo Cyclopogoninae (Szlachetko 1995),
incluindo Cyclopogon s.l., Pelexia, Sarcoglottis e Veyretia, mais
Odontorrhynchus ¢ Coccineorchis;

c) o par Eurystyles e Lankesterella;

d) Spiranthes e outros géneros na maior parte ou exclusivamente
diversificados no limite norte dos Neotropicos, como, por exemplo,
Aulosepalum, Beloglottis, Deiregyne, Dichromanthus, Funkiella,

Mesadenus, Microthelys e Svenkoeltzia.

Embora existam, ainda, alguns géneros ausentes nas analises moleculares,
principalmente varios géneros monoespecificos com distribuicdo geografica restrita,
esses quatro clados sdo estaveis e bem suportados por altas porcentagens de bootstrap
(Salazar et al. 2003).

Recentemente foi publicada uma analise filogenética molecular de Spiranthinae,
baseada em sequéncias de DNA ribossomal nuclear ITS (nrITS, Gorniak et al. 2006),
que sustenta a ndo monofilia das subtribos Spiranthinae e Stenorrhynchidinae (sensu

Szlachetko 1995), o que ¢ congruente com o trabalho de Salazar ef al. (2003).

1.4. Citotaxonomia

A citotaxonomia ¢ o estudo das caracteristicas estruturais e numéricas dos
cromossomos (Stace 1989). Dos parametros citotaxondmicos, 0 nimero cromossomico
¢ o mais amplamente conhecido para um grande numero de tdxons e, portanto, o mais

utilizado como subsidio a estudos taxondmicos e evolutivos.



Para um melhor conhecimento das espécies vegetais e para subsidiar a analise do
posicionamento taxondmico destas nos respectivos taxons, estudos biossistematicos
envolvendo observagdes de campo, juntamente com analises laboratoriais com
diferentes enfoques, como, por exemplo, de compostos quimicos, estruturas anatomicas,
palinologicas ou de cromossomos das espécies, sdo essenciais e importantes (Stace
1989). A variagdo no numero cromossdmico ¢ muito util na verificagdo da integridade
de uma espécie ou no reconhecimento de espécies distintas a partir de um grupo com
grande variabilidade morfoldgica, fisioldgica ou de distribuicdo geografica (Pierozzi &
Mendacolli 1997, Bortoleti et al. 2002).

Apesar de investigagdes citogenéticas sobre a familia Orchidaceae ja estarem
sendo realizadas desde a muitos anos, menos de 1% de suas espécies sdo conhecidas
quanto ao numero cromossdmico, com informa¢des em nimero ainda menor para seus
ideogramas. E, ainda assim, os estudos disponiveis contemplam, de maneira

preferencial, apenas os géneros economicamente importantes.

2. OBJETIVOS

e Explicar as relagdes filogenéticas no “clado Stenorrhynchos”, através de analises
moleculares;

e Esclarecer os limites genéricos entre Eltroplectris, Mesadenella, Pteroglossa,
Sacoila, Lyroglossa, Skeptrostachys, Cotylolabium e Thelyschista,

e Analisar a evolucdo dos caracteres morfoldgicos no clado, com base na filogenia
molecular produzida;

e Conhecer numeros cromossdmicos ¢ descrever ideogramas de espécies
selecionadas de Spiranthinae;

e Analisar os numeros cromossdmicos frente as arvores filogenéticas obtidas.

3. JUSTIFICATIVAS

A delimitag@o genérica de Spiranthinae tem sido objeto de controvérsias desde o
primeiro sistema classificacdo para tribo Spiranthinae (Schlechter 1926) e revisdes
posteriores (Garay 1980, Balogh 1982). Grande niimero de artigos taxondmicos

posteriores as revisdes de Garay (1980) e Balogh (1982) propuseram novos géneros



(Burns-Balogh er al. 1985, Burns-Balogh 1989, Szlachetko 1991a, b, Szlachetko &
Tamayo 1996, Szlachetko et al. 2000). Entretanto estes trabalhos estdo baseados
completamente em uma abordagem estritamente intuitiva, de poucas caracteristicas da
morfologia floral e carecem de uma hipétese filogenética explicita.

Nas recentes propostas filogenéticas para a tribo Spiranthinae (Salazar et al.
2003, Gorniak et al. 2006), poucos representantes da flora brasileira foram amostrados,
havendo inclusive géneros inteiros ausentes nas analises moleculares, principalmente
varios géneros monoespecificos com distribuicdo geografica restrita como, por
exemplo, Cotylolabium Garay e Thelyschista Garay, ambos endémicos do Brasil
(Barros et al. 2010) A insercdo de representantes dos géneros Cotylolabium Garay,
Lyroglossa Schltr., Pteroglossa Schltr., Skeptrostachys Garay e Thelyschista Garay,
ainda ndo amostrados nas propostas filogenéticas anteriormente citadas, e amplia¢do do
numero de representantes dos géneros Eltroplectris Raf., Mesadenella Pabst & Garay e
Sacoila Raf. (pertencentes ao “clado Stenmorrhynchos”) serd uma importante
contribuigdo para estabelecer de maneira mais precisa os limites genéricos, fornecendo
uma base solida para revisdes taxonomicas futuras, além de outros trabalhos, como por
exemplo, estudos sobre a evolugdo dos caracteres florais.

O estudo filogenético do grupo serd uma importante contribuicdo para
estabelecer uma base so6lida para revisdes taxondmicas posteriores dos géneros
analisados, além de outros trabalhos, como por exemplo, estudos sobre a evolucao dos
caracteres florais (Salazar, com. pess.).

Existem poucos trabalhos sobre a citotaxonomia da subtribo Spiranthinae, e
estes se concentram especialmente no género Spiranthes (Tanaka & Kamemoto 1984,
Vij & Vohra 1974, Sheviak 1982, Martinez 1985). Para os géneros do “clado
Stenorrhynchos”, sdo conhecidos 0os nimeros cromossOmicos para poucas espécies de

Eltroplectris, Mesadenella, Pteroglossa e Sacoila (Martinez 1981, 1985).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Trabalho de campo

Serdo realizadas coletas no territorio brasileiro das espécies dos géneros

Cotylolabium Garay, Eltroplectris Raf., Lyroglossa Schltr., Mesadenella Pabst &
Garay, Pteroglossa Schltr., Sacoila Raf., Skeptrostachys Garay e Thelyschista Garay,



especialmente nas regides Sudeste e Sul e na provincia de Misiones, Argentina (Tabela
1). As exsicatas serdo depositadas preferencialmente no herbario do Instituto de
Botanica (SP), e as duplicatas, quando houver, serdo distribuidas a outros herbarios do
Brasil e do exterior. Serdo também utilizadas plantas vivas da cole¢do do Nucleo de

Pesquisa Orquidario do Estado (Instituto de Botanica).

Tabela 1. Espécies do “clado Stenorrhynchos” de Spiranthinae e sua distribui¢do geografica no

Brasil e Argentina.

Espécie Distribuicdo geografica
(segundo Pabst & Dungs 1975, Barros et al. 2010)
Buchtienia boliviensis Schltr. MT
Cotylolabium lutzii (Pabst) Garay MG, ES
Eltroplectris assumpcaoana Campacci &
ES
Kautsky
Eltroplectris calcarata (Sw.) Garay & H.R. BA, ES, RJ
Sweet
Eltroplectris cogniauxiana (Schltr.) Pabst MT, GO, DF, MG

Eltroplectris janeirensis (Porto & Brade) Pabst ~ RJ, MG
Eltroplectris kuhlmanniana (Hoehne) Szlach. &

Rutk. ES

Eltroplectris longicornu (Cogn.) Pabst MG, MT, GO

Eltroplectris macrophylla (Schltr.) Pabst MG

Eltroplectris misera (Kraenzl.) Szlach. MT

gelltt})f;)tplectrts schlechteriana (Porto & Brade) SP, PR, Argentina (Misiones)
Eltroplectris triloba (Lindl.) Pabst BA, RJ, SP, Argentina (Misiones)
Lyroglossa grisebachii (Cogn.) Schltr. GO, DF, MG, RJ, SP, PR
Mesadenella atroviridis (Barb. Rodr.) Garay MG, SP, RJ, SC

Mesadenella cuspidata (Lindl.) Garay MT, GO, DF, MG, SP, RJ, PR, SC, RS, Argentina
Mesadenella meeae R.J.V. Alves MG

Mesadenella tonduzii (Schltr.) Pabst & Garay PA

Mesadenus glaziovii (Cogn.) Schiltr. RJ, MG, BA

Mesadenus rhombiglossus (Pabst) Garay MG

Pteroglossa euphlebia (Rchb. f.) Garay RJ

Pteroglossa glazioviana (Cogn.) Garay PA, ES, MG, RJ, SP, PR
Pteroglossa hilariana (Cogn.) Garay GO, DF, SP

Pteroglossa lurida (M.N. Correa) Garay SC, Argentina (Chaco, Salta)
Pteroglossa luteola Garay Argentina (Corrientes)
Pteroglossa macrantha (Rchb. f.) Schitr. SP, MG, GO, DF, MT
Pteroglossa regia (Kraenzl.) Schitr. Argentina (Posadas, Loreto, Misiones)
Pteroglossa roseoalba (Rchb. f.) Salazar &

M.W. Chase MG, R

Pteroglossa travassosii (Rolfe) Salazar & M.W. Argentina (Misiones)

Chase

Sacoila duseniana (Kraenzl.) Garay PR, SP

Sacoila foliosa (Schltr.) Garay RJ

Sacoila hassleri (Cogn.) Garay BA, MG, RJ, SP, PR

Sacoila pedicellata (Cogn.) Garay MT, GO, DF, MG, PR
él;erp;t}i;ostachys arechavaletanii (Barb. Rodr.) SP, PR, SC, RS, Argentina
Skeptrostachys balanophorostachya (Rchb. f. & MT, MG, RJ, SP, PR, SC, RS, Argentina (Chaco)
Warm.) Garay

Skeptrostachys congestiflora (Cogn.) Garay MG, BA, RS

Skeptrostachys disoides (Kraenzl.) Garay MG, PR, Argentina (Misiones)



Skeptrostachys gigantea (Cogn.) Garay TO, GO, DF, MG, SP, Argentina (Misiones)
Skeptrostachys latipetala (Cogn.) Garay BA, MG

Skeptrostachys montevidensis (Barb. Rodr.) SP, PR, Uruguai

Garay
Skeptrostachys paraguayensis (Rchb. f.) Garay =~ MG, SP, PR, SC, RS, Argentina, Paraguai
Skeptrostachys paranahybae (Kraenzl.) Garay MG, PR

Skeptrostachys rupestris (Lindl.) Garay SP, PR, RS, Uruguai
Skeptrostachys stenorrhynchoides Szlach. MG
Thelyschista ghillanyi (Pabst) Garay BA, GO

4.2. Estudos de filogenia molecular

Ainda em campo, amostras de tecido foliar serdo cortadas em pequenos
quadrados e acondicionadas em potes plasticos contendo silica gel em pellets com
indicador de umidade (Chase & Hills 1991). A extragdo, amplificacdo e sequenciamento
do DNA, bem como a analise dos dados, serdo realizados em parceria com o Dr.
Geraldo A. Salazar do Departamento de Botanica da Universidade Nacional Auténoma
do México.

O DNA sera extraido das amostras de tecido foliar seco em silica utilizando-se o
protocolo de Doyle & Doyle (1987). Para todas as extragdes (de acordo com a
concentragdo de cada amostra) serdo realizadas as devidas diluigdes em tampao TE, que
serdo estocadas em freezer a -20 °C. As regides-alvo selecionadas serdo ampliadas
através de reagdes em termociclador (Polimerase Chain Reaction — PCR), com a
utilizacdo dos iniciadores adequados a cada caso. A principio serdo utilizadas as
sequéncias de ITS (DNA nuclear), matK-trnK e trnlL-trnF (DNA plastidial). O DNA
amplificado sera purificado e as amostras serdo analisadas em um sequenciador.

As sequéncias utilizadas por Salazar et al. (2003) na reclassificacdo filogenética
de Spiranthinae estdo disponiveis no banco de dados Genbank e serdo utilizadas visando
reconstrucao da filogenia proposta por estes autores sendo inseridas na andlise as
sequéncias de DNA das espécies brasileiras da citada subtribo ndo estudadas
previamente. As sequéncias serdo alinhadas usando os softwares Clustal X versdo 1.83
(Thompson et al. 1997). A partir das sequéncias alinhadas, as andlises filogenéticas
serdo realizadas utilizando-se o programa PAUP* 4.0b10 (Swofford 2002), e os
critérios de maxima parcimoénia (Fitch 1971) e verossimilhanga. O programa MrBayes 3
(Ronquist & Huelsenbeck 2003) sera utilizado para as andlises Bayesianas. Os dados
serdo analisados independentemente e também de maneira combinada, e o suporte
estatistico dos clados sera avaliado utilizando bootstrap. Serdo considerados clados bem

suportados os que apresentarem valores de bootstrap maiores que 80%, medianamente



suportados os que apresentarem valores entre 70% ¢ 80%, ¢ pouco suportados os que
apresentarem valores inferiores a 70%. Também serdo calculados os indices de retengao

(RI) e de consisténcia (CI) para cada arvore.

4.3. Citotaxonomia

Serdo utilizados meristemas radiculares das espécies de Spiranthinae coletadas
em campo e mantidas sob cultivo na colegdo viva do Nicleo de Pesquisa Orquidario do
Estado do Instituto de Botanica.

Pontas de raiz com aproximadamente 1 cm de comprimento (regido em que se
encontra o meristema radicular), serdo coletadas e pré-tratadas com solucdo de 8-
hidroxiquinoleina 0,002 M (8-Hq) por aproximadamente 5 horas, a temperatura de 14-
15 °C. Posteriormente, serdo fixadas em alcool:acido acético (3:1) por 24 horas, em
temperatura ambiente. Depois de fixadas, as raizes serdo guardadas em alcool 70% e
freezer a -15 °C até o momento de confeccdo das ldminas. As laminas com bom
espalhamento e coloracdo serdo fotomicrografadas em microscopio optico.

Para a confec¢@o das laminas, as raizes armazenadas serdo lavadas com agua
destilada e hidrolisadas com solucdo de HCI 5 N, o meristema radicular sera
fragmentado sobre uma lamina, com adi¢do de uma gota de acido acético 45%. Sera
adicionada uma laminula e o material serd esmagado. Para a retirada da laminula sera
utilizado nitrogénio liquido.

Para a coloragdo convencional de Giemsa (Guerra 1983), as raizes armazenadas
serdo lavadas com agua destilada e hidrolisadas em HCI 5N por 25 minutos; apés uma
nova lavagem, o meristema sera fragmentado sobre lamina, com adi¢do de uma gota de
acido acético 45%. Sera adicionada uma laminula e o material serd esmagado.
Nitrogénio liquido sera utilizado para a retirada da laminula. As laminas serdo
mergulhadas em solugdo de Giemsa 2% por aproximadamente 20 minutos, apds o que
serdo lavadas em agua corrente, secas ¢ montadas com nova laminula, usando resina

Entellan.



5. CRONOGRAMA

As atividades estdo previstas para serem desenvolvidas num prazo de 36 meses,

de acordo com o cronograma a seguir:

Semestres

Atividades Semestre 1 | Semestre 2 | Semestre 3 | Semestre 4 | Semestre 5 |Semestre 6

Levantamento bibliografico

Viagens de coleta

Analises filogenéticas

Citotaxonomia

Disciplinas

Aula de qualificagdo

Organizagao dos dados, redagao
e editoragdo da tese

Entrega da tese

Defesa da tese
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