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AFLICADAD DE  TECNICAE DLE  ANALISE RMULTIVARIADA E

EL ETROFORESE DE ISOENIIMAE EM ESTUDAOS DE RELQQ&ES FENéTICﬁS

NG GENERO Lamlia segio Farvi

Autor: ROSANGELA MARIA SIMEAQ RESENDE

Orientador: FProf. Dr. POULDO SODERO MARTINS

RESUMO

Neste trabalho foram utilizados alguns
métodos de andlise wmultivariada, aplicados a taxonomia
numérica, e analise sletroforética de isoenzimas com O
ohijetivo de estabelecer as reladhes ftenéticas entre onze
espécies do gfnero Laglia sedao Parvitlorae.

s estudos rela{ivas & divergéncia
morfologica entre as 11 espécies para os treze caracteres
avaliados permitiram concluir que, dos procedimentos
multivariados utilizados, as medidas de dissimilaridade
baseadas na distdncia generalizada de tMzhalanocbis e
agrupamento pelo método do "vizinho mais proximo", e
andlises de wvariaveis cangnicas foram os mais eficientes no
estabelecimento de grupos & subgrupos e da reladao entre

estes. Desta forma, o primeirc grupo subdividiu-se em 4



subgrupas, sendo o primeiro formado pelas espécies Lo
crispilabia, L. caulescens. L. flava e L. wmilleri: o
segunda, pelas espécies L. lucasiana =2 kL. ssalguesanas; o
terceiro, pelas sspécies (L. longipes. L. bricgeri & le.
crispalta & o gquarto. pela espécie L. mixta. 0 segundo grupo
constituiu-se apenas pela espécie | . cinnabarina,
notadamente isolada das demais em todas as analises
multivariadas.

fxD processo de descarte de caracteres
redundantes permitiu a indicagdao dos caracterss comprimento
do labelo, comprimento da sépala dorsal, largura da sépala
dorsal, comprimento da sépala lateral, comprimento da
caluna e espessura da coluna, como os mais importantes para
divergéncia genética interespecifica e dentre estes, o
comprimento do 1labelo, coma O que mals contribuiu para
diverggncia. -

| Fadronizou—se a técnica de eletroforese de
isoenzimas para os sistemas glutamato aoxaloacetato
transaminase (BOT), esterase (EGT) 2 malato deidrogenase
{MDH) , para as espéclies do gfnero em estudo. 8 avaliadao de
sete espécies. para estes sistemas  revelaram L
monomor + 1 smo intraespecifico para GOT e EST &= Lm
polimaorfismo intraespecifico para MDH, bem como, uma grande
homologi a interespecifica quanto aos fendtipos
isgenzimaticos, concordando com os resultados obtidos pela

analise multivariada de caracteres morfolégicos.
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Estes resul tados permitiram reforgar a
hipétese do processo evolutivo recente destas espécies.
Foram sugeridos trabalhos futuros & partir de algumas

infer®ncias sobre a origem e processos evolutivos atuantes

nestas espécies.



11
AFFLICATION OF MULTIVARIATE ANALYSIS TECHNIGQUES &ND
ISOZYHME ELECTROFHORESIS IN STUDIES OF FHENETIC

RELATIONSHIFPS IN THE GENUS Laelia section Parviflorae

Author: ROSANGELA MARIA SIMEAO RESENDE

Adviser: Prof. Dr. FAULO SODERO MARTINS

SUMMARY

This work used multivariate methods applied
to numerical taxonomy, and isozyme electrophoretical
analysis to determine the phenetics relationships among

eleven species af the genus Laelia section Farviftlorae.

The studies of morphological divergence amang
the 11 species fnrkthe thirteen traits evaluated indicate
that, among the multivariate procedures used, the
digsimilarity measures hased on Mahalanobis distance with
clustering by single—-linkage method, as well as canonical
analysis were the most efficient methads to determine
groups and sub—groups, and the relationships among them.
The first group was diwvided in four subgroups: one composed

by L. crispilabia. L. caulescens. L. flava and L. milleris
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other by L. esalgueana and L. lucssiana: another by Lo
longipes: L. briegeri and L. crispata; and the last by L.
mixta. The second group comprised by only L. cinnabarina
that was markedly isolated of the others in all the
multivariate analvysis.

The procedurs to discard redundant traits
indicated that labellum length, sepal length, sepal width,
lateral sepal length, column length and column width, to be
most  important {for interspecific genetic divergence,
labellum length being the most important of all.

Isazyme electrophoresis techni ques was
standardized for glutamate oxaloacetate transaminase (BOT),

esterase (EST) and malate dehydrogenase (MDH! for the

species of the genus 1in study. The evaluation of seven
species for this systems revealed a intraspecific
monomorphism {for GOT and EST, and a intraspecific

polymorphism in MDH, as well a great interspecific homology
to isozyme phenotypes., in  agreement with results obtained
by multivariate analysis of morphoclogical traits.

The results support the hypothesis of recent
evolution in this section. Future research on inferences of
origin and evolutionary processes in  these species are

suggested.



1- INTRODUGAO

A taxonomia numérica +oi1 definida por SNEATH
% S0KAaL (1273 como o "agrupamento, por meétodos numéricos,
de unidades taxonomicas em taxa com base nos estados dos
caracteres avaliados". Esse termo 1inclul uma série de
metodologias matematicas =} estatisticas que foram
desenvaolvidas, principalmente, nas trfs tltimas décadas e
tEm como principio fundamental a repetibilidade e a

ohietividade.

Em reladac aos métodos convencionals, a
taxonomia numérica apresenta a wvantagem de utilizar
diversas fontes de dados morfoldgicos, fisioldgicos,

isoenzimédticos, entre outros. A andlise desses dados, pelos
métodos disponiveis em taxonomis numeérica, tem permitido
uma maior discriminadac entre taxa. Este processo tem
levado & obtendaoc de melhores chaves de identificadao e
classificadan (SNEATH & S0KAL, 1973:; CRAWFORD, 198%).
Varios passos devem ser seqguidos afim de qgue
sg possa aplicar a taxonomia numérica. UOs primeiros
envalvem a amostragem adequada de unidades taxoncomicas, bem

como dos caracteres a serem empregados. 0 segundo passo



consiste em determinar a medida de similaridade ( ou
dissimilaridade) mais adeqguada ao conjunto de caracteres,
bem como seus estados. 0 terceiro passo  envolve a
determinadao adequada de como representar os resultados dos
coeficientes obtidos, sg por agrupamento ou outro métado,
evitando a simples avaliadao visual dos mesmos. Os passos
saequintes envolvem a avaliadao e a aplicadao dos resultados
abtidos (CANNINGS % HOPFPENSTEADT, 1982).

A utilizadao, em taxonomia numérica, de
dados referentes a caracteres mortolégicos e
eletroforéticos de isoenzimas bem como a comparadao dos
resultados obtidos por esses métodos., tem sido bastante
ampliada nestes dltimas anos (SNEATH & S0KAL, 19733
HAMRICK, 1279: BUTH, 1984). Isto tem permitido um grande
nimeroc de inferéncias sobre o nivel de diversificadao,
tanto fenética guanto Ffilogenética, em muitos grupos
takonomicos.

Um grupo de espécies do g€nera  Laslia sedao
Parviflorae tem atraido a atendao de pesquisadores héa
alguns anaos. Estas espécies formam um  grupo  bastante
distinto das outras seghbes do género, principalmente por
apresentarem, em sua maioria, o habito rupicola, num género
onde o epifitismo é predominante. Entretanto, estas
espécies nmao apresentam uma distingao clara entre si, sendo
que os taxonomistas que delas mais s ocuparam relatam a

dificuldade de estabelecimento de uma chave de



identificagao para seu pronto reconhecimento (HOEHNE, 19532:
FaRST, 1978).

BLUMENSCHEIN (19573 19460a & by, sstudando
estas especies a nivel citoldégico. tez inferncias sobre
sew pracesso evolutivo. Contudo, algumas relagbes fenédticas
e +ilogenéticas +oram dedusidas de foarma subjetiva,
permanecendo ainda indefintdas.

Baseado no exposto anteriormente,realizou—se
o presente trabalho, utilizando alguns méetodos de andlise
multivariada para taxonomia numérica a analise do
polimorfismo intraespecifico através da eletroforese de
isoEnzimas, com os seguintes ocbjetivos:
~— estabelecer as relagbes +endticas entre onzse sspécies do
género Laelia sedac Farvitloraes
~ romparar métodos de andlise multivariada no estudo das
relagoes fendticas entre onze espécies do género Laelia

sedaa Farviflorae.



Z—-REVISAO DE LITERATURA

2.1 Gé&nero Laelia seg’éc Parviflorae

Z2.1.1 Caracterizadao morfolégica

0 g&neroc Laelia Lindley & um dos mais
importantes dentro da familia Orchidaceas, rfac apenas por
abranger um grande nameroc de esspeécies, mas também pelo
valor ornamental gue elas apresentam.

Atual mente, a classificadio proposta por
SCHLECHTER (1917}, dividindo o g€nero em sete segbes, ainda
& aceita. Destas, quatro ocorrem no Brasil (Qattlevodes,
Hadrolaslia, Microlaeslia = EBEarviflorse) 2 trés ocorrem na
América Central e México {(Eodalaslia. LCaloplaslia e
Eulaelial. A chave seguinte define as sete seghes:

la— labelo sem cristas ou carinas internamente ———————————-

——————————————————————————————————————————— Cattlevodes
ib~ labelo com cristas ou carinas internamente ————————— 2
Za— haste floral sem articuladtes e sem bainhas ————————— =
Zb— haste floral com articulaghes e coam bainhas ———————— 5
Za~ pétalas nitidamente mais largas e sem bainhas —————— 4

—_ 7 . . .
Zb~ pétalas = sdpalas pouco diferentes entre si. com mais
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ou menocs igual largura —————— o —— Micraolaslia

4a- psesudcobulbos constituidos de apenas um entre—nd ———————
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ Hadrolaelia

4b— pseudobulbos constituidos de varios entre—nds —————————

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ Eulaeslia

Sa— sdpalas e pétalas pouco diferentes entre siy rdacimos
emergentes de uma grande espata —————————- Farviflorae
Sh— pEtalas maiorss 2 mais largas que as sdpalas: haste

floral nfo emergente de =

It
¥
i
r’-
pd
|
!
!
|
|
I
i
]
]
|
]
}
|
!
|
|
]
!
|
|
f
|
ir

fa— pseudobulbos com duas folhas: labelo com carinas n3o
genteadas — T e e e e e e e e e e Fodalaelia

&h— pseudobulbos com duas folhas: labelo com cristas altas

g dentgadas ———————————————— o — Calolaslia

A ssdao FParvi 2, na classificagan acima,

recebeu O 2 nome mais antigo proposto por Lindley em
substituicdao a Qyriolsslia. proposto por Schiechter (FPARST
£ DUNGS, 17743 . Eszsta sedan compresnde mais da metade das

espécies do gfneroc Laelia. com cerca de 40 sepéciss
(MIRANDG, 17%01.

Todas as BEpeCies, excetuanda LI
har vila, t&m habito rupicoia, sendo encontradas presas
nas saliBncias & resntr3ncias de formadhes rochosas das
sgriras gue sSe estendem pelos estados de Minas Gerais.
Espirito Santo e Rio de Janeiro {(BLUMENSGCHEIN, 1950a & bj
FARST, 1978). Estazs espécies, entre outras, compbem a flora

caracteristica dos campos rupestres.
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iz especies da sedao Parviilorae formam um

grupo bastante distinto das demals espécies de outras

segbes do g€nero Laglia, apresentando entretanto uma grande

semelhanga entre si, o que torma a sua i1dentificadao

bastante dificil. Apresentam ainda uma grande continuidade

quanto & +forma e tamanho dos ordaos vegetativos e uma

semelhanga ainda maior entre a forma e tamanho das pegas
florais, como demonstrouw BLUMENSCHEIN (12&60b).

fluanto ao tamanho e forma dos pseudobulbos
os extremos fag as espécies L. crispata e . lucasiana com
215.4 + 2. 40mm 2 24.6 *  7.37mm de comprimento,
respectivamente e com a +orma variando de cilindrica a
piriforme. As demals espécies apresentam dimensbes e formas
intermedidrias.Na dimengao das folhas ocorre uma situagso
semelhante, sendo também os extremos L. grispata e L.
lucasiana com 224.2 % 41.§9mm e 3IF9.2 *+ 10.05mm de
comprimento, respectivamente. As demals espécies apresentam
dimensbes intermedidrias (BLUMENSCHEIN, 19460Db).

Em reladao ao tamanho das +flores, sem que
sejam consideradas as pecgas florais isoladamente, observa-—
se que as espécies L. esalqueapna 2 . lucasiana possuem aé
menores, enquanto que a espécie L. cinnabsring possul a
maior & as demais possuem flores de tamanhos intermediarios
{BLUMENSCHEIN, 1%&0b).

Guando =t Ta] cansiderados o0s caracteres

morfolégicos isoladamente € possivel a formadao de grupos
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entre estas espéciess. Assim, para o cardter forma da folha
podem ser considerados oS segquintes grupos: i— L.
ezalqueana. L. lucasiana. . longipes e L. briegeri; ii- L.
flava, - mixta, L. milleri,. L. cgaulescens e L.
crispilabia: e finalmente, dois grupos isclados de L.
crispata e L. ginnabarina (BLUMENSCHEIN, 19&60b).

Fara o carater forma das pecgas florais,
grupos diferentes podem ser formados, tentdo sido observado
por BLUMENSCHEIN (1940b) uma grande semelhanga entre L.
esalqueana, L. lucasiana. L. longipes e L. briegeri e entre
e milleri, L. mixtas e L. flava. Entretanto, esta forma de
agrupar espécies ¢ bastante subjetiva, pols baseia-se
apenas na andlise visual.

A coloradao das flores e pegas ftlorais dao
caracteres bem variadveis nestas espécies & gao considerados
essencliais para distindao destas, sendo possivel  a
consideracdaoc de trEs grupos: 1— espécies com flares
amarelas, L. flava, L. gsalqueana. L. bDriegeri e L. mixta;
ii—- espécies com flores roxas, L. crispata. L. crispilabia.
L- caulescens, . lucasiana e L. longipes e finalmente,
iii—espécies caom flores vermelho—-cinabrino, L. milleri e L.
cinnabarina (BLUMENSCHEIN, 12600 . S&0 conhecidas ainda
variedades albinas de L. flava e L. licasiana que nao serao
consideradas neste estudo.

CUNHA FILHO (196&), wutilizando a Dist8ncia

Generalizada de Mahalanobis como medida de dissimilaridade



8.
e com base em 18 caracteres morfolégicos vegetativos e
florais de 13 espécies da sedao Parviflorae +toi capaz de
reuni—las em oito grupos. Os grupos fgac os seguintes: i— L.
cinnabarina:; ii-L. harpophyllas 1ii- L. mixta; iv- Laelia
sp.3 v— L. milleri e L. f£lava:y vi- L. ctcaulescens e L.
crispilabia; vii— L. lucasiana e L. esalqueana e, viii— L.
briegeri, L. longipes e L. crispata. Entretanto, rao foi
analisada a relagao intergrupos por métodos estatisticos de
agrué;mento.

Fodem ser observadas as diferengas das
resultados obtidos pela +formadao de grupos de forma
subjetiva {BLUMENSCHEIN, 1960b) em comparagao com  oOS
resultados obtidos de forma considerada objetiva (CUNHA
FILHG, 1786) . Buando comparamos os grupos sugeridos por
BLUMENSCHEIN (1%40b), considerando apenas o0s caracteres
forma da folha e forma das pegas florais,com o0s grupos
sugeridos por CUNHA FILHO @ (1246), baseado em dezoito
caracteres, observa-se que L. cinnabaripna iscla-se em um
grupo para os dois autores. Entretanto, para BLUMENSCHEIN
{(1%60b) . grispata também isola-se, o0 que W&o ocorre no
agrupamento de CUNHA FILHO (19446) no qual esta espécie,
juntamente com L. briegeri e L. longipes formam um grupo.
Fara CUNHA FILHO (1966) L. mixta forma um grupo isoclado
dos grupos formados pelas espécies L. flava e L. g@illeri e
pelas espécies L. caulescens e L. crispilabia. o gque mio

agcorre no agrupamento sugerido por (BLUMENSUCHEIN, 19&0b).



Empregando métodos estatisticos na
comparag¢ac de 4 caracteres vegetativos e 8 filorais e também
baseado na simples observagao da variadaoc na forma dos
diversos orgaos & cor das flores de populaghes de 5
espécies da sedao Farvitlorae, BLUMENSCHEIN (1960b) +foi
capaz de detectar diferencas intraespecificas em algumas
delas.A andlise estatistica de duas populadbes de L.
crispilabla demonstrou auséncia de variagdaoc significativa
para os caracteres analisados. U0 mesmo resultado foi obtido
a partir da analise de duas populadbes de L. longipes.
Entretanto, para esta espécie +oi observada diferencga de
ardem citoldégics que poderia ser uma indicadao do
desenvolvimento de um mecanismo de isolamento.

BLUMENSCHEIN (1260b}) analisou também quatro
populacdbhes de L. flava. MNeste caso as diferengas foram
significativas, sendo este fato, aliado & variadso na época
de florescimento entre as diversas arigens, considerado
pelo auvtor como um Forte indicio de desenvolvimento de um
mecanismo de isclamento entre as popul adbes.

Fopuladbhes de L. corispata e L. briegeri
também apresentaram diferengas signiticativas, sendo gue
para esta altima foi detectada ainda uma diferenga
intrapopulacional quanto a4 cor das +Flares, tamanho das
pegas florais e aspecto da inflorescéncia, sendo também
detectadas diferengas ao nivel de ploidia. Neste dltimo

caso, BLUMENSCHEIN {(19460b) considerou gue os  grupaos
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intrapopulacionais ja estavam completamente i1solados,
podendo até mesmo serem considerados espécies diferentes.

4 grande semelhanga entre as espécies da
sedao FParvifiorge pode ser resuitado de hibridagbes
interespecificas ou resultado de uma evolugdo paralela
destas espécies sujeitas as mesmas presches de seledao.
BUUMENSCHEIN (1960b) considerou a primeira hip6tese mais
provavel, pois varios argumentos serviam para reforga—-la:
i~ distribuidao simpatrica; 11— mecanismos de isolamento
nem sSempre mulito rigidos; iii— alta Ffrequéncia de
polipldides e presenga de formas aneupldéides em L. briegeri

e L. longipes.

2.1.2. Caracterizagho citoldégica

A grande maioria dos gfneros de orquidea
apresentam pouca variadao no namero de cromossomos, sendo
gque os numeros basicos mails frequentes sadao n=19 ou 20
(CHASE % OLMSTEAD, 1988). Entretanto, acredita-se que o
numera basico Mao tenha sido este durante o processo
evolutivo desta familia. Esse ndmero possivelmente deve ter
sido de 10 ou I, de forma que a malioria das espécies hoje

existentes =ao consideradas polipldéides (BLUMENSCHEIN,

A andlise citoldgica de um grande ndmerc de

espécies da segan Farviflorae fo1i realizada por
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BLUMENSCHEIN (19257 = 19460a & b! e seus resultados indicaram
uma alta +requéncia de espécies polipléides. Esta alta
frequéncia de poliploidia pode representar o processoc que
permitiu a exploradao rapida de ngvas condighes ambientais
encontradas por estas espécies ao passarem de epifitas para
rupicolas, bem como, um processo que possibilitou a fixkadao
de produtos de hibridadbes nesta sedio. Além disso pode ter
funcionada como mecanismo de isclamento reprodutivo em
gspécies com distribuidado simpatrica e com épocas de
florescimento coincidentes.

Como pode =ser visto na Tabela 1 a analise
revelou os nameros de cromossomos e 2 algumas variadbes
encontradas para L. longipes = L. brigsgeri em diferentes
locais de origem. Baseando—-se nestes dados, BLUMENSCHEIN
{17560h0) considerou trés niveis diferentes de
desenvolvimento de ploidia como mecanismao de isclamento
entre estas espécies: i— um nivel mais adiantado nas
espécies L. grispata, L. crispilabis e L. cadlescens, gque
ga0 consideradas tetraplidides ja fixados, nao sendo
paossivel reconhecer atualmente seus ancestrais  diplédides;
ii—- um nivel pouco malis recente em L. briegeri, por
apresentar individuos com 2n=80 e por apresentar individuos
ansupldides, possivelmente descendentes de tripldéides, que
estao sendo selecionados para maior proximidade da
diploidia, rao tendo portanto fixado ainda o namerg de

CrOomossomnas e, ili— L. longipes com um nivel mais recente,
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onde a partir de um dipldéide originou—-se o tetrapléide e do
cruzamento destes, o tripldide. Neste caso, a poliploidia
mag se tornou  ainda um  mecanismo de isolamento completo
entre as populadbes.

Fara o caso de L. briegeri. BLUMENSCHEIN
{1950b) considerou ;Dma seu passivel ancestral dipldéide a
- Bsalgueana dada a grande semelhanga entre elas. Esta
grande semelhang¢ga também +{oi observada por CUNHA  FILHO
(124861} .

BLUMENSCHEIN % VENCOVSKY (1%61) discutiram a
possibilidade da origem hibrida de L. @mixtas & partir do
cruzamento de L. flava e L. cinnabarioa, considerando que
esta espécie apresenta caracteristicas intermediarias entre
seus possivels parentais. CUNHA FILHO (1964) confirmou esta
possibilidade, baseado em um diagrama espacial que colaoca
e mixts em uma posigao intermediaria.

BLUMENSCHEIN {19408) sugeriu a origem
hibrida de L. lucasiana a partir de (.. esalguesans e L.
longipes = de L. milleri a partir de L. flava e L.
cinnabarina. CUNHA FILHO (194646} conftirmou esta
possibilidade.

WITHNER % ADAMS (1940) reuniram L. flava, L.
cinnabarina 2 L. harpophvlla em um Gnico grupo e L.
longipes e L. crispilabia em ocutro. Consideraram também gue
estes grupos eram resultantes da diferenciagaoc de um

complexo original. Esses resultados mao foram confirmados
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por CUMHA FILHO {19841 devido a grande dist3ncia entre as
espécies do primelvro grupo e uma reladac niso muito sstreita

entre &s da sequndo.

ool

. Principais métodos estatisticos aplicados & taxonomia

numérica

0 termo taxonomia numérica ¢ definido como o
agrupamento. por métodos numéricos, de unidades taxonomicas
em taxa, com base nos estados dos caracteres avaliados. Um
carater , neste contexto, signiftica gualquer propriedade
que possa variar entre unidades taxoncmicas & os valores
que lhes san atribuidos chamanm—se estados daquele carater
(SNEATH % S0OKAL, 1973; CANNINGS & HOPFENSTEADT, 198Z2).

Desde o0 inicio do séculn, pesquisadores veém
aplicando métodos numéricos & taxonomia. Neste processo,
um dos primeiros métodos estatisticos de interesse para
sistematica foi o "Coesficiente de Semelhanga Racial®
=]l aborado por FEARSOM (1%326). Este coeficiente consiste em
um tipo de coeficiente de similaridade, tendo sido
desenvolvido, posteriormente, por MAHALANORIS (17347 na
forma de "Distdncia Generalizada". A partir destes
trabalhos varios putros foram sendo desenvolvidos, sendo
que SNEATH 2 SOKAL (1973) consideraram gue a fase moderna
da taxonomia numérica teve seu itnicio no-$inal dos anos S0,

Com a publicadan dos "PFrincipios de Taxonomia Numérica® de



14
SOKAL. & SNEATH (19463) houve um grande incremento nesta
&rea, tanto com o desenvolvimento de novos métodos gquanto
na aplicadaoc destes.

iz medidas de similaridade entre unidades
taxonomicas (referidas camo unidades taxonomicas
operacionais, O0TU s, por taxonomistas numéricos) dependerao
do tipo do carater estudado & da forma que esta informadao
estd sendo codificada. fAssim, as medidas de similaridade
consideram se 05 caracteres gao bindrios, utilizando para
este caso o0 coeficiente de Jaccard por exemplo: se os
caracteres aoc gqualitativos com mais de dois estados e,
finalmente se os caracteres sao quantitativos.

0 complemento da similaridade entre duas
unidades taxonomicas constituem a sua dissimilaridade e em
muitos casos este dltimo é que é realmente medido.

Indmeras medidas de dissimilaridade
satisfazem as propriedades matematicas conhecidas como
métricas. Assim, considerando a dissimilaridade diji entre
as O0TW's 1 e j, wssas propriedades sgao as sequintes,
segundo CANNINGS & HOPPENSTEADT (1982):

&) simetria:z

dij = diji 2 O, ou seja, a dissimilaridade entre i e 1 #é
igual independentemente da diredao em que & medida, devendo
ser positiva quando as duas O0TU's fao g&o idé8nticas ou ter
valor zero guando sao i1dénticas.

b) distindao entre 0TU’s mao idénticas:



=1 dﬁ ¥ @, entao 1 ¥ i, Ou sSgja, 1 € j nao sao a mesma
OTu.
<) rfao distindao entre OTU s idé@nticas:

d” = O, gu sejia, guando 1 & i sao idEnticas a
dissimilaridade d“ & Zzero.
d) desigualdade triangular:

dadas I 0TW s 1,3 e k., as dissimilaridades entre slas

devem satisfazer a "desigualdade", assim d; < d” + d

ik *
Guando os coeficientes de dissimilaridade satistazem essas
propriedades sles s&o chamados de dist3ncias. A medida de
dist8ncia mais amplamente utilizada em taxonomia numérica é
a DistiSncia Euclideana, por ser mals ftamiliar e amplamente
difundida, j& que ¢ derivada do Teorema de Fitiagoras
(GHEATH 2 S0KAL, 1973,

Com a fineslidade de separar o0s organismos em
Qrupos, as taxonomistas numéricos empregam métodas
estatisticos que permitem o calculo das medidas de
dissimilaridade ou distd@ncias entre O0TU's e métodos que
permitem o agrupamento das diferentes 0TU' s em grupos
homogéneos. Tais técnicas foram amplaments desenvolvidas

nas trEs dltimas décadas e neste trabalho serac discutidas

as mals empregadas sm estudos taxonsmicos.
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Z.2.1. Medidas de dissimilaridade baseadas em morfologia

2.2.1.1. Coeficiente de semelhanga racial ou morfolégica

0 coeficiente de semelhanga racial (CS5R) +oi

desenvalvido por PEﬁéSDN {19246 para medir a semeslhanga
entre amostras de cranios de varias origens. Este
coeficiente considera a variabilidade intraespecifica, de

forma que médias e varidncias de caracteres continuos

{comprimenta, largura, etcl sao calculados para cada
amostra. VEMCOVSEY (19460} preferiu chamar este coeficiente
de "coeficiente de semelhanga morfoldgica  (CEMI" por

considerda—lao coma indicador da dist3ncia mortoldgica entrse

GQrupos.
Este coeficiente pode ser definido como:
- = .2 3,
T op (X Xie) S
CSR = |- L "3
= 2
p K (s2, /1)) s/t

onde I e J sao as OTW s que estao sendo comparadas, X, € a
média do k—ésimo carater da amostra I, sa & variincia do
mesmo, t, € o tamanho da amostra de I & p & o namero de

caracteres estudados.
VENCOVSEY (1%46G) empregou este coeficiente
no estudo de trfs espécies do género Hormidium e duas do

género HbDrassavola. sendo que em Brassavola perrinil foram

consideradas  trés popul adbes. Concluiu que uma maior
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dessemsihanga morfoldgica isoclava as espécies Hoomidium
fragans 2 Brassavola cebplleta em cada géneroc,.bem  como
apresentavam uma associadao mairor H. glumaceum = H. almasvi
de um lado & as trEs populadhes de H. perrinii  de outro.
Considerou ainda  gue estas dlitimas, por  apresentarem
transgressan das épocas de florescimento, ainda nao haviam
se isolado completamente.

0 conceito do coeficiente de semelhanga
racial foi mais tarde reconsiderado por MAHALANGEBIS (19363
de uma maneira mais exata e com Ffundamentos matematicos

mais sélidos.

2.2.1.2. Distdncia Euclideana

A . medida de distaEncia mais comumente
ampregada ¢ a distdncia Buclideana simples porgque considera
o universo Euclideano, o gue & vantajoso em taxonomia
numérica (CANNINGS % HOFPFENSTEADTY, 19825,

Como ja foi dito anteriormente, a distancia
Euclideana obedece as propriedades métricas e também ao
teorema de Pitdgoras. assim, a distd3ncia entre a OTUL & a
gTui, =m reladeo a dois caracteres, a e b, serd dada pela
expressaii:

2 1
dij = [0 Xj = Xia ) ¢ (X = X,,)° 17



i8
Essa expressao pode ser generalizada para
uma situagao em que p caracteres sao observados em cada

OTU:
1/2

il 2
dij = | T (Xy - Xik)}

Meste casao, assume—se que p caracteres sao representados
por eixos ortogonais (ou seia, ftormando Sngulos retos um em
reladdo ao outro). Entretanto, na pratica, devida a
correladan entre caracteres, isto nao se justifica e a
dist3ncia bBuclideana rao medird a distSncia real entre as
OTUW s. Esse problema podera ser contornada utilizando-se a
distd@ncia generalizada de PMahalanobis ou a analise de
camponentes principais (CANNINGE & HOFFPENSTEADT, 1982).
Deve—-se considerar também due a dist3ncia
Euclideana aumenta com o nGmero de caracterss usados. Fara
contornar este problema vtiliza—-se a dist3ncia Euclideana

Media, dada por:

: d; _ d

Deve-se ressaltar que um dos inconvenientes
da distdncia Euclideana ¢ o fato dela ser alterada com a
mudanga da escala de medidao das variaveis. Em fundaoc disso
os estados de cardter devem ser padronizados antes de
calculd-la (CANMINGS & HOFPENSTEADT, 19823 CRUZ, 1287). A

padronizadao & obtida pors Xix
ik = '
s(Xi)
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onde: s(x) € © desvia padrac dos dados do cardter k.

-

Z2.2.1.3. Dist8ncia Generalizada de Mahalanobis

A distE@ncia Generalizada desenvolvida por
MaHALANOBIS (1936) E RAQ (1248) MSo foi considerada nos
primeiros estudos em taxonomia numérica. MVarias razbes
existlam para explicar esta pasi ¢ag tomada por
taxonomistas, as guails serao relatadas a seguir.

Os primeiros trabalhos em taxonomia numérica
Mag consideravam o0s niveis taxonomicos especificos ou
intraespecificos 2, consequentemente, as OTu'sg eram
individuos ou exemplares e rao amostras de populagbes.
Sequndo, o calculo de dist8ncias genesralizadas para um
grande ntmero de caracteres e/ou amostras requeria recursos
computacionais Mao disponivels na época. A terceira objiedao
2ra gque a dist3ncia generalizada empregava caracteres
continuos e Mao caracteres discretos, usualmente utilizados
em taxonomia numérica. Atualmente estas trés objiedbes dao
irrélevantes e a distS8ncia generalizada tem se mostrado
bastante 4til para taxonomistas numéricos (SNEATH & SOKAL,
19273} .

a calculo da distSncia generalizada
pressupgbe a naormalidade multivariada, ou saja, uma
distribuigao multinormal J dimensional (onde J & o namero

de caracteres) e a homogeneidade da matriz de covaridncia
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das unidades amostrais (CRUZ, 1987, o gue restringe seu
uso. Buando estas suposidbes nao sao extremamente violadas
a dista@ncia generalizada torna-se uma Fferramenta atil para
taxonomistas numéricos (SNEATH % SOEAL, 1973).

fAs dist3ncias gensralizadas maximizam a
diferenga entre pares de médias para uma caombinadao de
caracteres que apresentam uma varidncia maxima entre pares
de grupos. AHAssim, a distdincia generalizada, Dz, pode ser

calculada:

1

2 ~1
Dlu™ &, w7 &,

onde W' & a inversa da matriz de variSncia—covaridncia
{(disper=sao residual) dentro de OTU s (dimensao p 3 p., onde
p é o namero de caracteres) e §; & um vetor de diferengas
entre médias das 0O0TUW's I e J para todos os caracteres.
Auando as carreladgbes entre caracteres d5o pequenas

{(tendendo a zerojl, DZ

serd semelhante ao quadrado da
distdncia Euclideana considerando as varidvels padronizadas
(CANNINGS 2 HOFFPENSTEADT, 1982). Isso também & verdadeirao
quando todas as correlagbes gao iguais (SNEATH & SOKAL,
1973).

s valores de D?J,, obtidos para cada par de
T s sac considerados como  tendo distribuigao de gqui-
quadrado com p graus de liberdade. Assim, & significancia
de D2 pode ser avaliada comparando a estimativa com o valor

tabelado do qui-—gquadrado ao nivel considerado (SING &

CHAUDHARY, 1979).
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A distancia D2 ¢ muito importante quando

existemn repeti¢dbes dentro das unidades amostrais, isto &,
gquando a unidade amostral & um conjunto de individuos e,
principalmente, quando os caracteres <ao correlacionados

(RIBOLDI, 198&4).

2.2.1.4. Anédlises dos compaonentes principais

A utilizagao de medidas de dist8ncia, como a
Euclideana, considera que os caracteres gao representados
por eixos ortogonais, o que é raro pois muitos dos
caracteres dao correlacionados.

CANNINGS & HOFPENSTEADT (1982) sugerem que,
nos casos em gue muitos caracteres sao correlacionados
deve-se tentar encontrar os rmao correlacionados pelo método
de componentes principais, reduzindao assim o namero de
caracteres sem perda significativa de informadao.

A idéia béasica da analise de componentes
principais é combinar um grupo de caracteres que resultarao
em um grupo menor de caracteres principalis que possam
resumir as informadhes contidas nos dados inicials (CRUZ,
1987). UOs grupos de caracteres originados da andlise,
denominados componentes principais, dao independentes e
suas importd8ncias gao avaliadas por meio da porcentagem da
varidncia total que cada um deles explica. Esses

componentes g8  arraniadas em ordem decrescente de
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varidncia, de forma que o primeiro componente & definido
comg agquele de maior importd3ncia, por reter a maior parte
da wvariadao total encontrada nos dados originais. Nos
casgs em gque os  primeiros  componentes comportam uma
percentagem relativamente alta da variadao total {(acima de
80%), a variabilidade entre os individuos avaliados pode
ser explicada satisfatoriamente apenas por esses primeiros
componentes, simplificando a interpretadac (CRUZ, 1990).

Em geral, o primeiro e o segundo componentes
principais gao representados em graficos guandao as
primeircos componentes envolvem cerca de 70 a B80%Z da
variagdao total. Ruando este limite nMao €& atingido, a
analise & complementada pela dispersao grafica em reladao
ao terceiro e quarto componentes.

Algumas vezes a representadao  grafica rao
fornece informagbes adequadas sobre o grau de similaridade
dos individuos estudados. Nestes casos, o0os primeiros
componentes 4o utilizados para o calculo da distSncia
Euclideana, pela propriedade de independéncia desses
componentes.

A utilizadao da distancia Euclideana
complementa as informadhes da dispergao grafica e permite,
desta forma, o estabelecimento de grupos menos subjetivos
do que os verificados por exames visuais (CRUZ, 19%0).

Em sistematica, a analise de componentes

principais pode entac ser usada com oS seguintes



propasitos: pramover a redudac de um grande conjunto de
caracteres em outro menor & de sentido biocldgico, e,
examinar B promaver o agrupamento taxonomico de unidades,
caom bhase na dispergag dessas unidades em graficos cujas
coordenadas sao os componentes principais.

No Cglcula dos componentes principais,
podem—se usar variaveis reduzidas (isto é, divididas pelos
respectivos desvios padrbes) ou nac. A utilizacio dos dados
maa reduzidos tem sido aconselhdavel nos casos em gue oS
caracteres estudados t8m a mesma unidade e dimengac mao
muito discrepantes (CRUZ, 1987).

Existe uma série de métodos gque podem ser
utilizados na eliminadaon de caracteres redundantes, visando
selecionar apenas aqueles que mais contribuem para a
variagao total. Entretanto, de maneira geral, o sinal e a
magnitude dos coeficientes das varidveis que constituem um
camponente indicam a diregao & a importd3ncia da i1-ésima
variavel sobre o I—ésimo componente (CRUZ, 1987;
PEREIRA, 198%). Segundo AFIF & CLARK (1984), as correlagbes
entre cada wvariavel e ga componente evidenciam mais
explicitamente a import8ncia de cada variavel para o
componente. Essas correl agdbes sao determinadas pela

seguinte expressao:

_ aj; \varc
e \var X;

ande 2 é o coeficiente da variavel Xy para o i—ésimo



componente (€, ).

Segundo MARDIA et alii (197%9), na andlise de
componentes principais, tem—se adotado  como critéric de
avaliagao da importdSncia dos caracteres, os coeficientes de
panderagaoc (autovetores) das variaveis associadaos zo0s
dltimos componentes que, por construdao, retém propordio
minima da variagao total.

JOLLIFFE (1972) estudou uma série de métodos
de avaliagao da importiSncia dos caracteres para os
companentes, concluindo gue resultados mais satisfatdarios
gan obtidos gquando o ndmern de caracteres rejeitados for
igual a0 nimero de componentes cujla variancia € inferior a
0.7, nos casos em gue ubtilizam—se dados padronizados.

De acordo com RAM & FANWAR (1970) e FPETER %
RAI {19746}, as varidveis que apresentam os mais altos
coeficientes nas duas primeiras varidveis cangnicas, t&m
mais impacto sobre a diversidade observada.

e T
-

5. Varidveis cangnicas

A andlise multivariada com base em varidveis
cangnicas fai relatada por RAO (1952). Este método é
bastante semelhante, em alguns aspectos, & analise de
componentes principais. Porém neste processo ga0
consideradas tanto a matriz de covarid@ncia residual guanto

a de covaridncia entre médias fenotipicas dos caracteres
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avaliados (CRUZ, 1930).

Esta técnica, em estudos de diverqgéncia
genética, além de possibilitar a identificadao de grupos
similares no espago bi ou tri dimensional,a semelhanga da
técnica dos componentes principais, apresenta ainda =a
vantagem de manter o principio de conglomeragdao com base na
dist@ncia D? de Mahalanobis, considerando as correlagbes
residuais existentes entre médias das OTU  s.

fuando se utiliza esse procedimento, & comum
a transformadao das variaveis originais em variaveis
padronizadas e rfac correlacionadas, de modo que a matriz de
dispergaoc residual se iguala & identidade. Para esta
transformagao, tem sido extensivamente utilizado o processo
de condensadao pivotal. Uma vez realizada a transformagdiao,
o processo de estimagao equivale ao descrito para
componentes principails.

HUSSAINI et alii (1977) referem—se a analise
por variaveis candnicas como uma sequncia de
transformadbes ortogonais que visam maximizar a razao entre
grupos e variadao dentro de grupos.

Desta forma o primeiro eixo transformado
terd a diredso da maior wvariabilidade entre as médias de
diferentes taxa. A segunda, deverd ser artogonal a primeira
e ter inclinadao na diredao da segunda maior variabilidades
o mesma ogcorre com a terceira e subseguentes (CANNINGS &

HOFFENSTEADT, 1982). A andlise da coordenada principal da
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matriz D2 de Mahalancbis & id&ntica a obtida por analise de
varidveis cansnicas (SNEATH & SOEAL, 1973,

CANNINGS & HOPFENSTEADT (1982) concluiram
que a identificadac de OTW s desconhecidas, ou seja, a
distribuidaon de especimnens desconhecidos em taxan
conhecido, pode ser realizada de duas maneiras: i— uso de
chaves de i1dentificadao, através de andlise seguencial de
estados de carater ou, 11—~ andlise simult3nea de estados de
carater, através do uso de uma fundao discriminante  ou
andlise de variaveis canonicas. 0 uso deste altimo métaodo
provavelmente levard a resultados mais corretos e empregara

um nuamerao menor de caracteres.

. 2.2. Medidas de dissimilaridade aplicadas a

quimiossistematica

As técnicas experimentais empregadas em
quimiossistemdtica  abordam as variagbhes dos marcadores
empregados como  caracteres, tanto ao nivel biogquimico
{(fisioldgico, analises de isoenzimas, serologia, entre
outras) guanto a nivel molecular (sequenciamenta de DNA
nuclear e de organelas, polimorfismo de fragmentos de
restridac, entre outros) (HARBORNE, 19803 HILLIS, 1987).

Neste i1tem serao considerados apenas os
métodos estatisticos aplicados a marcadores iscenzimaticos

obtidos & partir da técnica de eletroforese de isoenzimas.
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[D termo isoenzima foi  introduzido por MARKERT & MOLLER
(193%} e pode ser definido como "as diferentes formas
moleculares nas guals proteinas existem com a mesna
especiticidade enzimatica".
Os dados eletroforéticos vEm sendo
intensamente apli;édms am estudos taxonamicos e
filogenéticos em plantas por {fornecerem uma reladho mais
direta entre gendtipo e fenétipo, o que Mo occorre  quando
zac empregados dados morfol 6gicos ou compostos secundarios.
Qutras vantagens e algumas limitadbes da técnica dao

amplamente discutidas por GOTTLIER (1977), HURKA (1980) e

CRAWFORD (1983).

Os dados resultantes de analises
isoenzimaticas <gao, geralmente, obtidos a partir de
an&lises -genéticas. Em muitos casos esta analise é

relativamente simples, pois as bandas enzimaticas dao,
geralmente, codominantes e apresentam segregadao mendeliana
simples (SCANDALIOS, 19693 GOTTLIEBR, 1977), isto quando gao
consideradas espécies dipldides. Desta forma, através de
cruzamentos entre individuos de diferentes fendtipos,
examinando a prog&nie F, & a segregagac na F, pode—se
determinar, para um dado sistema enzimatico, o  ndmero de
locos e o nimero de alelos por loco. Noutros casos, como
para sistemas enzimaticos complexos, analises mais formais
devem ser realizadas (GOTTLIEB, 1977).

Consideranda as +frequéncias alélicas camo
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parametro basico em genética de populadbhes, pode-se, a
partir deste, realizar medidas de variabilidade (BROWN &
WEIR, 1983} e coeficientes que estimam o grau de
divergéncia genética dos taxa (BOTTLIEB, 1777:.

as principals unidades de medida de
variabilidade £80: i~ a percentagem de locos polimGrficos
por populadac (P}, considerando um loco polimérfico quando
o alelo mais frequente tem fregqufncia menor que 0.95 ou
0.9%: ii- o numero médio de alelos por loco (A) e o ndmero
médioc de alelos por loco polimaérfico {(Ap), como a mais
simples estimativa do potencial adaptativo nas alteradhes
evolutivas das populadbes: i1i1i— heteroziqose média de todos
os loceos (GOTTLIER, 19733 SCACCHI et alii, 1787).

Entre os coeficientes desenvolvidos para
determinar o grau de diverg&ncia dos taxa algquns serao
discutidos no item 2.2.2.1.

GOTTLIER (1977) sumarizou os resultados
obtidos em varios outros estudos, em plantas, e concluiu
que a variabilidade genética intrapopulacional esté
intimamente  correlacionada com seu modo de reprodudaoc. O
autor estimou que o ndmero médio de alelos por loco
polimérfico era de 1.88 * 0.12 para espécies autdégamas e de
2.86 % 0.24 para alédgamas. A proporgac média de locos
polimérticos por individuo era de 0.032 * 0.013 para
autégamas e 0.133 * G.026 para aldgamas.

HAMRICK et alii (197%9) examinaram a reladao
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entre doze pard@metros da histéria vital e os niveis de
variagao genética intrapopulacional de 113 taxa de plantas,
concluindo que espécies com alta fecundidade, aldgamas,
palinizadas pelo wvento, com longo tempo de geradan e de
habitats representando os Gltimos estagios sucessionais tEm
maior variadao genética que espécies com outras combinagbhes

de caracteristicas.

2.2.2.1. Coeficientes de dist8ncia & similaridade genética

A analise eletroforética, de poucos locos
isoenzimaticos, gera _ dados para os quais uma simples
comparagac baseada na presenga € aus@ncia de alelos seria
suficiente para mastrar popul agbhes semelhantes ou
dessemelhantes em um grupo (ROGERS, 1972}, Entretanto,
quando <ao analisados um grande numero de locos por
popul agao, os  dados devem ser sumarizadnsw na forma de
frequéncias alélicas. Estes dados devem ser analisados
estatisticamente, afim de que sejam determinadas a
similaridade e/ou dissimilaridade das populadbes (GOTTLIEB,
19773 ALFENAS et alii, 1991).

Entre as muitas medidas de dist3ncia que
existem em literatura, dois coeficientes predominam em
pstudos de sistematica {BUTH, 198B4). O primeiro & fu]

coeficiente de dist3ncia genética (DY de NEI {1972), qgue

baseia-se na identidade de genes entre populadbes e mede as
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diferengas alélicas acumuladas por loco, & partir de um
ancestral comum, por isso & 2 conhecida como uma medida
biplédgica. O segundo ¢ o coeficiente de similaridade (5) de
ROGERS  (1973) que mede a distSncia geométrica entre
frequéncias alélicas e possul as propriedades métricas ja
descritas.

0 coeficiente D de Nei & determinado a
partir da identidade normalizada (1) dos genes, gque mede a
propordao  de genes gue sao comuns nas duas O0TU s que esthao
sendo comparadas.Assim, considerando % e vy, as frequéncias
do i—ésimo alelo nas populstbes X e Y, respectivamente, a

probabilidade de identidade de dois genes ao acaso é j, =

2
i

Ex? na populadao ¥ e 3y = Ey na populadao Y.
Considerando ainda que j,, = EX; ¥, & a probabilidade de

identidade de um gene de ¥ e um gene de v, a identidade de

genes entre X e Y, para um loco ¢ definida como:

q Jny

onde Jxyy , Jy & Jy &0 as médias aritméticas de i,y ., i, e
jy » respectivamente, para todos os locos inclusive os

monomérficos.

A dist3ncia entre X & Y é definida como:

D= -In I



=1

Como as definidbes de 1 & D dependem apenas

das FrequEncias gEnicas, e ao das genotipicas, estes

coeficientes podem ser aplicados tanto a espécies autdgamas

quanto aldgamas, sejam elas dipldides ou tetrapldides =3

também em organismos hapldides. Entretanto esta medida de

dist3ncia rao Dbedecé o tridngulo da desigualdade, o gque

pode fornecer resultados de pouco sentido biolédgico para um

coeficiente gue ¢ usado na reconstrugao de filogenias
(BUTH, 1984).

ROGERS (1972} empregou o teorema de

Fitagoras para calcular & dist8@ncia geométrica entre as

frequéncias alélicas, para cada loco, dos organismos gque

estho sendo comparados. Este autor baseou—se na dist8ncia

Euclideana (ALFENAS et alii, 1291), conforme segue:

1 L 1 Aj
= - - 2
D L z 2 é (Pijy = Pijy)

onde:- F,y =] P”y sac as frequfncias do i-ésima alelo no
loco j nas populagbes X e Y, respectivamente;
-L & o namero de locas;
-A & o ndmero de alelos no loco 3.
Neste coeficiente, determina-se inicialmente
a dist3ncia e calcula-se a similaridade diretamente,
subtraindo o valor da distSncia de 1.
HEDRICKE (1971} propas um método diferente
para medir a similaridade entre OTWs, a “"probabilidade de

identidade genotipica" Iy y) «  Que baseia—-se nas



frequéncias genctipicas e rfac nas frequiEncias gEnicas como

os anteriores. Fodendo ser detinido como:
n
I B, P
izt 1-x 1y

ixy:

12( ]\; P2 . 21 P2)
onde:-n & o namerc total de gendtipos identificados:
'PLX e Fiy sa0 as frequéncias do gendtipo i nas

populadbes X e Y, respectivamente.

Este método & bastante 4til em situadbes nas
quais as frequfncias gEnicas dao desconhecidas ou dificeis
de serem determinadas. Devem ser considerados fatores como
taxas de autofecundadao que causam diferencgas nas
frequéncias genotipicas sem afetar as frequéncias génicas.

falém destes coeficientes descritos, ocutros
tambem foram propoastos para determinar o grau de
diverg®ncia genetica entre taxa (CAVALLI-5FORZA &% EDWARDS,
1967; STEWART citado por SELANDER, 1270:; SNEATH & S0KAL,
1973).

ROGERS (1972), empregando os mesmos dados de
frequéEncia aos varios coeficientes de similaridade e
distSncia, concluiu que a diferenga entre eles dao & muito
grande na pratica, embora tenham abordagens bioldgicas ou
matematicas diferentes. Izto mostra gue muitos deles sao
altamente correlacionados uns com os outros (AVISE, 1974%.

GOTTLIEB (1977} reuniu dados eletroforéticos

de varias espécies de plantas, afim de estudar a

divergéncia genética entre populadbes da mesma espécie e
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entre espécies do mesmo gEnero. Empregando o coeficiente de
identidade genética 1 de NEI (1972}, determinou gue:
primeirao, populadbes de plantas da mesma espécie Sao
extremamente semelhantes, com uma identidade genética média
de 0.5 * 0.02 {(numa escala de U a 1}. Istoc é importante,
pois demanstra gue dados eletroforéticas de uma ou poucas
popul adtes, em uma espécie, gao suficientes em termos de
amostragem , para que esta possa ser  estudada. Segundo,
sspécies de um mesmo gEnero tEm i1dentidade genética média
reduzida, com I = 0.67 *0.07. Em alguns casos de espécies
do mesmo género, este valor pode ser bem alto, o gue
permite estudos mais profundos socbre o processo de
especiadao destes taxa.

SCACCHI et alii (1987} estudaram sete
popul agbes de tres espeécies do gEnero Epipactis
{Orchidaceae}), determinando os coeficientes de identidade
de Nei. A identidade média entre populadbes ftoi de 0.99 e
entre espécies foi de 0.672, valores estes bem préximos aas
obtidos por GOTTLIEBR (1%977).

SCHLEBEL et alii (178%) aplicaram a
identidade genotipica de Hedrick num estudo de dez espécies
de orquideas, sendo 7 do g€nero Qrchis, 2 de Dactviorhiza e
1 de Gyvmnadenia, analisadas por eletroforese de isoenzimas.
Os resul tados diferem dos obtidos utilizando dados
morfolégicos, alterando significativamente as relagbes

filogenéticas entre estas espécies. A utilizadao de dados
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isoenzimaticos tem se mostrado bastante atil na rescludsao
de praoblemas taxonamicos e filogeneticos na familia
Drchidaceae ( SCACCHI et alii, 1987; CHASBE & OLMSTEAD,

1988; STEINBRUCK et alii, 198463 SCACCHI et alii, 1990).

2.2.3. Andlises de agrupamento ("cluster")

s métodos de agrupamento t8m por finalidade
reunir, por algum critério de classificadao, as 0TU’s em
varios grupos, de forma que exista homogeneidade dentro e
heterogeneidade entre grupos (ENEATH & S0KAL, 1973).
Alternativamente, alguns métodos podem subdividir um grupo
de OTU's em varios subgrupos (SNEATH & S50kal,1973; CRUZ,
1970} .

0 uso de métodos de agrupamento tornou-se
frequente a partir do desenvolvimento da informatica, que
possibilitou o surgimento de algoritmos, para agrupar
elementos. wtravés de critérios de otimizadao, até entao
inviadveis, dadas as dificuldades de calculo (RIBOLDI,
19864} .

Em estudos de divergéncia genética <ao
estimadas medidas de similaridade e/ou dissimilaridadezpara
cada par de OTU's. 0 ndamero dessas estimativas pode ser
relativamente grande (ni{n—-13}/2) gquando o namerc de 0OTuU's
(n} & elevado,o gue torna impraticavel o reconhecimento de

grupos pelo simples exame visual das mesmas. Para realizar
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esta tarefa fazr—se uso dos métodos de agrupamento (CRUZ,
1990} .

Entre as métodos de agrupamento mais
empregados em taxonomia numérica destacam—se as técnicas
h;gféiggigaﬁ. Estas se subdividem em métodos aglomerativos,
os quais procedem uma série de fushes sucessivas de n OTU’s
em grupos, e em métodos divisivos, que separam um grupo de
n OTU's sucessivamente em grupos menores (CANNINGS %
HOPFPENSTEADT, 19823.

Nos métodos hierarquicos aglomerativos, que
gac os mals empregados em taxonomia numérica (BNEATH &
SOEAL, 19733, as 0TU' s gao agrupadas por um processo gue se
repete em varios nivels até que seja estabelecido um
dendrograma. As técnicas disponivels diferem nos métodos de
célculo da proximidade entre uma dnica OTU e um grupo ja
formado ou entre dois grupos de 0TU s.

Entre os wvarios métadaos de agrupamento
hierarquicos aglomerativos, 0s mais empregados em taxonomia
numérica sao: do vizinho mais préximo ("single linkage
method”); do vizinho mais distante (Ycomplete linkage
method") e da ligadaoc média ("average linkage"), o qgual
pode ser determinado por média aritmética ponderada (WFGMA)
e mac panderada (UFGMA)Y (SNEATH & SOKAL, 19733 CRUZ, 1970).

0 método do vizinho mais préximo (SLM) pode
empregar tanto a matriz de similaridade quantoc a de

distancia entre as (OTW s. Este método consiste 2m
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reconhecer as OTd’s mais préximas, as quals serao
canectadas para formarem o grupa inicial. Calcula—-se enthbo
a dista3ncia entre este grupo e as demais 0O0TU's au a
distdSncia em reladaoc a outros grupos, num estdgio mais
avangado. Cada estagio ird operar com uma matriz de
similaridade ou dista3ncia de dimensao reduzida, até que
finalmente todos os individuos estejam agrupados. Neste
métoda, a reladiao entre a OTU 2 um grupoc ou entre dois
grupos formados, serd dada sempre pela menor dist3ncia ou
maior similaridade entre eles (CRUZ, 1987). Exemplos de
como chegar ao agrupamento, por esse método, Zaco dados por
SNEATH & SOKAL  (1973), CANNINGS & HOPPENSTEADT (1982) e
RIBOLDI (1986).

0 método de agrupamento pelo vizinho mais
distante (CLM) é a antitese exata do S5LM. Desta forma, a
similaridade entre uma 0TU & um grupo serd iqual a sua
similaridade em reladao aoc membrao mais distante do grupo,
ou seja, terd o valor da maior dissimilaridade (ou menor
similaridade). 0O resultado final é uma expansao do
dendrograma quando comparado com o  método de SLM (SNEATH %
SOKAL, 1973).

Qutros métados de agrupamento foram
desenvolvidos afim de que sejam evitados os extremos
propostos pelo SLM ou CLM. Desses, 0o mais comum & o de
ligadao média maoc ponderada (UFGMA —unweighted pair—group

method using arithmetic average). Este algoritmo +foi
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desenvolvido por SOKAL & MICHENER (1958B) e determina a
similaridade ou dissimilaridade média de uma OTU em reladhao
a um grupao, dando um “peso" igual para cada 0OTU daquele
grupao, independentemente da sua subdivizsao estrutural
(SNEATH & SOKAL, 1973).

NEI et alii (1983) compararam cinco métodos
de determinadao de dist8ncia genética e trés métodos de
agrupamento, usando dados simulados. Concluiram que a
melhor combinadao era o uso do coeficiente de dist8ncia de

Nei agrupados usando UPGMA.

Fara empregar a dist38ncia de HNei e o
agrupamento UFGMA deve-se assumir uma taxa evolutiva
caonstante e que os comprimentos das ramificadbes do

dendrograma de UFPGMA refletem o tempo de divergBncia (BUTH
et alii, 1984; FAMILO, 1990).

Apesar desses métodos serem  os mais
comumentes usados também na analise de dados de frequéncia
alélica obtidos através da eletroforese de isoenzimas,
novos métodos mais aprapriados para andlises filogenéticas

t&m surgido nestes aGltimos anos (PAMILO, 1990).



3- MATERIAL E MaTODOS

3.1 MATERIAL

Mo presente trabalha utilizaram—se i1
espécies do GEnero Laelia sedio Parviflorae., pertencentes a
coledao do Instituto de Genédtica da Escola Superior de
Agricultura “"Luiz de Bueiroz®. Sao elas: L. flava Lindl.,
L. cinnabarins Batem. ex Lindl., L. longipes Rchb. F.. Lo
mixta Hoehne, L. briegeri Blum., L. milleri Bium., L.
gsal queana Blum., L. c¢crispilabia A.Rich. ex Warner, L.
caulescens Lindl., Lo crispata (Thunb.) Garay {indiferente
de L. rupestris Lindl. e L. tereticaulis Hoehne) e L.
lucasiana Rolfe.

Estas espécies foram coletadas em seu
ambiente natural ‘(campas rupestres de Minas OGerais) e
estho sendo mantidas sob as condigbes de ripado em
Firacicaba — 5F.

Os locais de coleta e o ndmero de individuos
analisadas, por espécie foram os seguintes:

1- L. grispilabia — Serra dos Ingleses, 3Serra do Currail,

Mineradao Hannaco — MG — 48
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L. esalaueana ~ Entre Gouveia e Curvelo — MG — 52

lee. luicasiana — Santa Barbara — MG — 32

e caulescens — Sao Jdaoc Del Rei ~ MB ~ 34

le longipes — Serra do Cipé — MG - 3G

e briegeri — LlLapinha, 5Serro, Cabec¢a do Bernardo
- HGN— z5

L. cinnabarina - Serra do Cipé - MG - 14

L. flava - Sao Tomé das Letras, Serra do Curral,
Cambuquira — MG — 1

le crispata -~ Serra da Cabral, GSerra do Cipd,

Diamantina—Datas — MG — 40

10— L. @milleri — BSerra dos Ingleses — MG — 77

11— L. mixta — Serra do Cipé — MG — 29

Tatal—- 464

Nas andlises foram considerados os seqguintes

caracteres morfolégicos Fflorais, medidos em centimetros,

para cada individuo:

1._

comprimento do labelo — CL

largura do labelo - LL

comprimento da sépala dorsal - CS5D
largura da sépala dorsal — LSD
comprimento da sépala lateral — CBEL
largura da sépala lateral — LSL
comprimento do pedanculo — CPe
comprimento da pétala — CP

largura da pétala — LF



10— comprimento da coluna — CC
11— largura da coluna — LE
12~ espessura da coluna — EC
13~ comprimento do ovario — CO
Esses caracteres foram utilizados por
estarem disponiveis em namera suficiente para wma

amostragem adequada de cada espécie. Us dados referentes a
cada carater foram obtidos de fichas disponiveis na coledao
do Instituto de Genética. Estas fichas contém as pegas
florais de cada individuo por espécie, sendo que, no
processo de montagem destas as medidas eram sempre tomadas
a partir doo material +fresco. Nao foram empr-egados
caracteres morfoldégicos vegetativos (pseudobulbos e folhas)
por raoco haver coincidéncia, em sua malioria, entre as
plantas ainda vivas no ripado e sua respectiva ficha.
Visando padronizar a técnica de eletroforese
de isoenzimas para orquideas da sedao Parviflorae e estudar
a wvariabilidade genética intraespecifica, realizou-se a
analise das seguintes espécies, com seus respectivos locais
de coleta & namera de individuos analisados:
laslia flava — Serra do Curral-MG — 4
Laelia crispata ~ Serra do Cipé6-ME — &
laelia longipes — Serra do Cipo-ME — S
laelia briegeri -tapinha-Serro, Datas—-Diamantina-MG — &6
Laelia mixta — Serra do Cipé-MG — 7

Laplia esalqueana — Bouveia & Curvelo-MG - 4



Laglia cinnabarina — Berra do Cipdé—MGE - 18

41



3.2~ METODOS

I.2.1. Analises de varidSncia & covaridncia

Vigsando avaliar as diferengas existentes
entre espécies para os 13 caracteres analilsados. bem como
gerar dados para obtengao da matriz de wvariSncias e
covaridncias residuais, foram realizadas analises de
varidncia para cada carater. Considerando que rfac foram
instalados experimentos, tais andlises foram realizadas
utilizando-se 0 esquema apresentado na Tabela abaixo, com
as fontes de variadao ((F.V.) e respectivas esperanc¢as de
guadrados médios (E(@M)).

Tabela — Esquema da andlise da vari8ncia e respectivos

quadrados médios

F.V. E (G
Entre espécies a? + nel
Dentro de espécies{residun)l o?
onde: ¢?2- vari3ncia residuaal

n — ntmero de individuos por espécie



fg — varigncia entre espécies.

Tal esquema ¢é similar aoc utilizado por
PEREIRA (1989), gue também maco dispunha de repetigbes.

Veriticando que todos os caracteres
apresentaram valor F significativo entre espécies, todos
foram considerados na obtendao da matriz de wvari@ncias e
covariincias residuais, para aplicadao do método de
Mahalanobis. Assim, as variSncias residuais (¢2 ) obtidas
para cada cardter foram empregadas diretamente na diagonal
da matriz 13 x 13 de covari3ncias residuais.

FPara obtendao das covaridncias residuais,
realizaram—se analises de covaridncia, empregando—-se  um
esquema de andlise similar ao descrito na Tahela -
simplesmente substituindo—se as fontes de variagac por
fontes de covariadao e esperangas de quadrados médios por

esperangas de produtos médios.
3.2.2. Calculos das dist8ncias generalizadas de Mahalanobis

A medida de dist38ncia genética utilizada
baseou—-se no +fato de que a Dist3ncia Generalizada de
Mahalanobis apregenta vantagens sabre pgutras, tais como a
Dist&@ncia Euclideana, Euclideana Média e Guadrado da
Dist3ncia Euclideana. Em reladio a essas, a estatistica de
Mahalanobis apresenta a vantagem de considerar a variadao

intraespecitica bem como levar em consideradao as
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correlagbes entre as caracteristicas avaliadas (SNEATH %
SOEAL, 19733 CANNINGS & HORPENSTEADT, 1%8Z:; RIBOLDI, 1974).
As varidncias e covariancias residuais
estimadas foram empregadas na obtendaa da matriz de
disperdgac residual, conforme indicado por CRUZ (1987). A
estatistica D? de Mahalanobis foi obtida através da
seguinte expressac, conforme SNEATH & SOKAL (1973,

CANNINGS & HOFFENSTEADT (1982), RIBOLDI (1986&6) e CRU2

LEJ

(19873 12%0)

D?ii* = L dy dy ....dy, 1 87 [dg]
dy
9y
onde:
Dzii’ — dist8ncia genética entre os individuos 1 e 173
dy - diferenga entre médias do carater J para os
genotipos 1 e 173
8'1 — inversa da matriz de dispercao residual.

3.2.3. Anédlise de componentes principais

A4 metodologia da analise de Componentes
Principais, wutilizada no presente trabalho, encontra—-se
descrita detalhadamente nas publicagbes de RAOD (1952),
MARDIA =t alii (19793, KENDALL (1i980) E MORRISON (1981,

sendo que CRUZ (1987) realiza uma abordagem mais priatica da



mesSma.

Fundamentalmente, a técnica consiste sm
transformar um conjunto de p variaveis X; . X seeeasXpy
pertencentes a 2] individucos {(espécies, popul agdbes,

gendtipos, etcl), em um novo conjunto de variaveis Yy , Yo

s

...... Yp . as quals Ssao fungao linear das X's e

independentes entre si. Fara isso, tem—se gue:

a— cada Y, é uma combinagaoc linear das X,
Y, = aq Xy + a, Xz * oaaaaat oag Xp -

b— se Y, representa outra combinadao linear das X
Y, = by Xy + h2 Xg * suua..® by Xj5.

Assim g&0 necessarias as restrigoes:
a2 = b2 =1
i ! it
Ea.bh, = 0O
P
Esta Ultima condigao garante que os Y, s sejam mao
correlacionadoas entre si.

c— Entre todas as combinadbes possivels para Y, tem—se que
Y, apresenta a maior varidncia, Yz a segunda maior 2 assim
sucessivamente (MORRISON, 1981%.

Fara obtendao dos componentes principais Saog
necessarias as etapas descritas a seguir.
A~ Padronizadao dos dados:

Considerando que no presente trabalho as
variaveis analisadas apresentam a mesma unidade de medidao

{(cm)} 2 magnitudes Mao muito discrepantes, Ao realizou-se a

padronizadao dos dados,conforme recomendado por CRUZ(1987).
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B— Obtendao da matriz de covaris3ncia das variaveis:
No presente caso, ou seja, Ccom varidvels rfao
padronizadas, obtiveram—se a matriz de covaridncia das

variaveis da seguinte mangira:

. -~
St S2 - S1p
§ = S2 Sa2
-Sm Sp2 oo Spp
em que S; = &i - varidncia do carater X|
EU = &U - covaridncia entre os caracteres X =
X .

d

C—~ Obtendao das raizes caracteristicas da matriz R:

De acardo caom GOMES (1985) e CRUZ (1987) a
estimadag das raizes caracteristicas {(auto-valores) & de
fundamental importdncia na obtendao dos componentes
principais, uma& vez que as mesmas correspondem a varidncia
amastral de cada componente e os elementos do vetor
caracteristico (auto—vetores! associados a cada auto valor
carrespandem a combinadao linear das wvariaveis Xi que
resultam no componente ﬁ .

0 sistema matricial para estimadao das raizes
caracteristicas &

|s — a1l =0
ande O sag as raizes caracteristicas da matriz de

covariancia S.
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D~ Obtendao dos componentes principails
Matricialmente o vetor caracteristico para o

caomponente K, rao normalizado foi obtido por:

[S = XI1 Lhy 1 =4 \Y/I
onde hj; . apds a normalizadao, corresponde aos coeficientes

do primeirg componente principal.

0 vetor hn normalizado & obtido por:

- 1
\’[h’u] - [hy]

e maneira andaloga obtiveram—se s demais

hp

[hy;l

componentes principals.
E- Import3ncia relativa de um componente:
a importancia de um componente Y, foi

i
avaliada por meio da porcentagem da varid@ncia total (aJ)
que ele explica, ou seja:

Var (Y;)
(XJ B e——
Z S
F— Correlagdao entre o componente Ki g a variavel X;:

A carreladao entre o i-ésimo componente

principal e a j—-ésima variavel foi calculado por:

_ & q Var C;

rij \l Var Xj

ande aj; & o coeficiente da variavel XJ para o i—-ésimo

J

componente.
G~ Dispersao das espécies em um sistema de coordenadas:

A dispersao das espécies em graficos cujas
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coardenadas cac o0s componentes principais foi  realizada
para avaliar o grau de similaridade entre as mesmas. Tenda
sido determinadoc o nimero de conponentes principais gue
explicavam um minimo de 804 da variadao total disponivel,
estimaram—se s respectivos escores associados a cada
espécie. A partir destes escores, calculou-se a dist3ncia
Euclideana média, como medida representativa da diverg&ncia

entre as espécies, da seguinte maneira:

3, = —Ji
ﬂp
onde: — p & o namero de caracteress

- du 4 a dist3ncia euclideana, entre a OTUL e a OTUj

para p caracteres, dada pela expresdsao:
1

0 3
dij =} L (Xix = X;,0f
k=1

3.2.4. Varidveis canénicas

A analise multivariada com base em variaveis
canonicas foi utilizada como um processo alternativo para
avaliadao do grau de similaridade entre as espécies,
levando em consideragac tanto a matriz de covaridncia
residual guanto a de covaridncia entre médias fenotipicas
dos caracteres avaliados.

Na utilizadao desse procedimento,
inicialmente transformaram—se as varidveis aoriginais em

padronizadas e nao correlacionadas pelo processo de
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condensadao pivotal descrito por RAOD (1952) e utilizado por
SINGH & CHAUDARY {(197%) e CRUZ (19%90).

As ftundbes de transformaglo por esse Drocesso
gan estabelecidas de modo que as novas variaveis apresentem
covarigncias residuals nulas e varidncias iguais a 1 (um).

Dessa forma o processo de estimadao egquivale ao descrito

para componentes principais.

Os escores também foram estimados para cada
espécie, relativos as varidvels cansnicas gque envolviam um
minimo de BOYX da variadao total disponivel. Com base nesses
escares, estimou—-se a dist3ncia Euclideana média pelo

processao descrito anteriormente para componentes

principais.

-3. Anélise de agrupamento

Técnicas de agrupamento empregadas sobre os
valores de D2, alem da dist3ncia Euclideana média obtida a
partir dos escores dos primeiros componentes principais e
primeiras variavels canonicas +oram emnpregadas na
delimitagao dos grupos de espécies. Foram utiltizadas trés
técnicas conglomerativas hierarquicas: “"vizinho mais
préximn”, "vizinho malis distante" e "ligadbes médias mao
ponderadas®.

No método do ‘“vizinho mais préxime”, a

distd3ncia entre um grupo e um individuo é dado por (CRUZ,



n
o)

19875 :

d K = min {d{g 3 dj ¥
isto é, a distdSncia entre um grupo formado pelos individuos
ie i e o individuo k é dada pelo menor slemento do
conjunto das distSncia dos pares de individuos (1 e k) e {(j
e k). fAnalaogamente, a dist3ncia entre dois grupos é dada
por:

d"ﬁj)(K@ o= min {djy 3 die ;s djx i dje ¥

0 métode do "vizinho mais distante", segundo
CRUZ (1987), apresenta a mesma sistematica de agrupamento
do método do “"vizinho mais préexima”. Forém, ao contrério do
metodo anterior, identifica-se na matriz de dist3ncia os
individuos mais distantes, assim:

d ‘U)K = max <dijg ¥

d(iJ) (ke) = max {djy 5 djg 5 djy i dje >

0 método de "ligadbhes médias nao ponderadas"
(UPGMA) & um algoritmo gue estima a similaridade ou
digssimilaridade média de uma OTU em reladdo a um grupo,
ponderando cada 0TU daquele grupo igualmente, independente
da sua subdivigho estrutural. fissim, a partir de uma matriz
de dist&ncia, a dissimilaridade dﬁﬁK serda dada por:

d 172 {diK + dJK}

U jK
E & dissimilaridade entre dois grupos seréa:

L - £di . + . + 0 >
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Z.2.6. Infer@éncia da diverg@ncia genética entre as espécies

e descarte de variaveise redundantes

A divergéncia genética entre as espécies foi
estudada pela dispersan de escores em graficos, cuios eixos
eram representados pelos primeiro e segundo componentes
principais e pelas primeira e segunda varidveis cansnicas,
e guantificada pela dist3ncia Euclideana média, obtida a
partir dos escores dos primeiros componentes principais e
das primeiras variavels canonicas. A divergéncia foi também
quantificada com base nos grupos formados através de
térnicas de agrupamento aplicadas sobre as valores Dz.

0 descarte de varidveis +foi baseado na
m;gnitude dos coeficientes de ponderadao (auto-vetores) das
varidveis associadas as (Gltimas varidveis cangnicas gue,
por construgdac retém praopordac minima da variagao total,
conforme recomendagaoc de MARDIA et alii (197%). E também
considerando as varidveis com os mais altos coeficientes de
ponderadas nas duas primeiras variaveis canonicas, como
recomendado por RAaM % PANWAR (19&0) 2 FETER % RAI (1974).
Assim foram descartadas as variavels com malores
coeficientes na 138 variavel cancnica e com menores
coeficientes nas duas primeiras.

A eticidncia do descarte foi1 avaliada
calculando-se novamente dist3ncias Euclideanas médias a

partir das variaveis canenicas estimadas apenas para as



o
K

variaveis nao descartadas.

3.2.7. Operacionalizagho das analises

Todas as analises e estimativas, de
estatistica simples e multivariada foram realizadas através
de procedimentos computacionais, no setor de processamento
de dados do Departamento de Genética da Escola Superior de
fAgricultura MLuiz de QQueiroz'/USP. Foram empregados os
programas: "GENESY, em desenvolvimento pelo FProf. Dr. Cosme
Damiaoc Cruz da UFV-MB e o "Sistema de Analise Estatistica e

Genética - SAEG-2", desenvolvido pela UFV-MG.

3.2.8. Andlise eletroforética de iscenzimas

a—- Sistemas enzimdticos utilizados

A escolha dos sistemas enzimaticos que
apresentavam melhores resoludbes para o material em estudo
foi precedida de um grande numero de testes considerando
que estas espécies nunca foram analisadas por esta
metodol ogi a.

Faela facilidade de obtendao em grande
quantidade e por estarem sempre disponiveis, foram
estudados os tecidos de folha e ponta de raiz, sendo

totalmente descartados os estudos em tecidos florais.
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s sistemas enzimaticos testados, com seus
respectivos ndmeros dados pela Enzyme Commission (E.C.) e

abreviacgao do locus, foram:

Alcool deidrogenase E.C.1.1.1.1-ADH
Malato deidrogenase E.C.1.1.1.37-MDH
Fosfatase &cida ; E.C.3.1.3.2-ACF
Glutamato oxalpacetato transaminase E.C.2.6.1.1-60T
Catalase E.C.1.11.1.6-CAT
Esterase E.C.3.1.1-EBT
Leucina aminopeptidase E.C.3.4.11.1-LAF
Feroxidase E.C.1.11.1.7-PER

b—- Géis de amido

a amido empregado neste estudo fo1
hidrolisado no prdprio laboratério, a partir de fécula de
batata, sequndo a técnica proposta por SMITH (1955). Para
cada &00g de fécula de batata foram acrescentados 1200ml de
acetona (Merck) e 1Zml de HCl, a uma temperatura de
hidrélise variando de 38.5°% a 399C.

Testes realizados, comparando este amido
hidrolisado com amido da marca Sigma e a combinadao
Fenetrose 30 e amido Sigma, na propordao 2:1, demonstram
claramente que o amido hidrolisado apresenta qualidade e
resolugbes para enzimas eguivalentes aoc do amido Sigma e

superiores aos obtidos pela mistura Penetrose 30 e amido



54
Sigma. FPortanto, o amido hidrolisado +oi utilizado por
apresentar um custo inferior B por ser confiavel em seus
resdl tados.
0 gel de amido foi feitoc a uma concentragao
de 124X, empregando dois sistemas tampbes de acordo com a
enzima a ser revelada. FPara os sistemas MDH e ADH foram
empregadaos o tampao H do gel e o tampao H da cuba (S0OLTIS
et alii, 1983). Para os sistemas PER, EST & GOT foram
empregados os tampbes A+B, na propordaoc 1:9, para o gel e o
tampao A para a cuba (SCANDALIOS, 1969). Todos sao
descritos abaixo:

a? Tampao H para gel (pH 7.0):

Histidina — L (-} ————- - -1.085g
Tris - 1.460g
fcido citrica —— —= —-0.%90g
HoUO q.s.p. - - 1G00ml1

b) Tampao H para cuba (pH 7.0):

Tris 16.10g
Acido citrico - - - B.259
H,0 4g.s.p. —— 1000m1

c) Tampgao A& (pH 8.3):

Hidréxido de litiao ——— 2.098g
Hcido bérico —————————————— 11.748g
H,O0 g.s.p. - — 100G0Oml

d) Tampgao B (pH B.3):

Tris 6.178g
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Acido citrico - - 1.68Bqg

Hzﬂ Q.5-0- - —— 1000ml
0 gel era preparado em um Kitassato sobre o
fogo, em seguida retiravam—se as bolhas com auxilio de uma
bomba de vacuo. Fosteriormente o mesmo era colocado em uma
placa de vidro com as dimensbes 17x13x0.Zcm e resfriado a
uma temperatura de 4°¢C, 30 minutos antes de receber as

amostras.

c— Extradao e aplicadao das amostras

As amostras de tecido eram coletadas no
ripado no mesmo dia da anilise, sempre mantidas a uma
temperatura de 4°C.

Os tecidos eram macerados em uma placa de
acrilico grande, capaz de receber taodas as amostras ao
mesmo tempo, com auxilio de um bastao de vidro. Cada
amostra, de 1 x lcm, recebia cerca de 0.5Sml de tamgao de
extracdao.

Em orquideas, como na maioria das plantas, o
processo de homogeneizadao permite a interagao entre
proteinas e compostos secunddrios. A 2 adidao de diversos
compostos em tampbes de extragdao reduzem a interadaoc entre
esses compoastos (principalmente fendis) e proteinas, ou
seus produtos de readao (KEPHART, 19%0). Assim, para as

espécies, objetos deste estudo, o tampaoc de extradao



empregado foi:

Tris O.1M pH 7.5 — ——— 200ml

Sacarose 0.2 ————————————— 6. 8%2g

PVF 0,64 —————m—— - 1.204g

EDTA 1M ————— e Q.067249

BSA O0.1% ———— - 0.29

£ - mercaptostanol { adicionado pouco antes da
extradaa)———————— O.1%.

Alguns desses aditivos t8m seu modo de adso
conhecidos, outros sao praticamente desconhecidos. Fara uma
revidao completa ver KEFHART (19290).

Apods a maceradang, os homogenados eram
absorvidos em papel filtro 3 x Zmm. As amostras, geralmente
22, sram inseridas no gel perfurado com um pente.

Excetuando—se a peroxidase, todos os outros
sistemas apresentaram apenas bandas anddicas, sendo
aplicadas a 7 8 Scm do inicio do gel, respectivamente.

Em todos os géis a amostra controle foi o
individuo 5022 de Laelia {flava. Nas duas extremidades do
gel era colocada uma soludac de azul de bromofenol para

marcar a linha de frente durante a migradgao.

d— Condigbes de corrida, coloragho e fixadao dos géis

s géis, com as amostras, eram colocados em

cubas horizontais para migradao (corrida) eletroforética e
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mantidas em geladeira a uma temperatura de 4°C. PFara cada
eletrodo da cuba era colocado 150ml de tampfaoc A
{SCANDALIOS, 1969} qguando os sistemas a serem revelados
eram EST, PER & GOT e tampao H (B0LTIS et alii, 1983),
quando os sistemas eram ADH e MDH. A corrida era +feita com
uma amperagem constante de 10mA por gel, para tampao A e a
8mA por gel, para o tampao H.

A migradac era interrompida apés cinco horas.
Com este tempo a linha de frente atingia 7 e “cm de
migradao com tampao A e H, respectivamente.

Ap6ts a eletroforese, 05 géis eram corados
imediatamente para as enzimas especificas, como sSsera
descrito abaixo:
al Sistema Esterase s Segundo SCANDALIOS (19469),

modificado:

H,0 —— - 20m1l
tampgao C — 25mi
tampao D 10ml
Fast Garnet GRC ~—————=———- 40mg
® —naftil acetato(ii)-————- 1.5ml

Tampgaao € — pH 4.3 — O.2M

NaH,PO, 27.8q

Hzﬂ q.S-0- 1000ml

Tamgao D - pH 9.2 — O.2H

Na,HFD - 53. 639
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Ho0 g.s.p. - —= 1000ml
0 gel era incubado nesta soludao por 45 a &0 minutos a 37°C
o escuro.

b) Sistema Malato deidrogenase, segundo 50LTIS et alii

{19833
tampao Tris-HC1 1.0OM, pH 8.0 ——————— Sml
Acido DL-m&lico 2.0M, pH B.0 ——————— Sml
H,0 -— — 40ml
NAD ——— —— ——— - 5.0mg
NBT ————— —— ——— 5.0mg
PMS - e 1.0mg

0 gel era mantido nesta soludaoc por 12 horas, no escuro, a
uma temperatura de 30¢(C.
c} Gistema Glutamato oxaloacetato transaminase, segundo

BREWBAKER et alii (196B8), modificado:

tampaa C 8ml
tampao D 42ml
BSA - ——— &Omg
PV e e e e 250mqg
ficido L-aspartico 226mg
fcido « —cetoglutdrico —————— 3&. Bmg
Fast Blue BB 150mg
FPiridoxal-5—+fosfato —————— 1mg

0 gel era mantido nesta soludao por 60 minutos, no escuro,
a uma temperatura de 37°C.

Nao serao descritos os métodos para catalase,
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fosfatase acida, peroxidase e 4&lcool deidrogenase, por
motivos que serep discutidos posteriormente.

Apés a coloradaon, os géis eram lavados em
dgua destilada e fixados em uma soludao de Agua destilada,
metanol e acido acético, na propordac de 5:5:1, por 195
minutos. Fosteriormente eram secados caom papel absorvente e

guardados, envoltos em plasticos, a uma temperatura de 4°C,

até serem analisados e fotografados.

=— Andlise dos zimogramas

A andlise dos géis +Ffoi feita baseado na
migragao relativa (RM) das bandas em relagiko an padrao
utilizado. no  caso, o indiwviduc S022 de Laelia flava
{ALFENAS et alii, 1991).

s géis foram posteriormente fotogratados com
filme IS50 100/21 — Kodak.

0 estudo da wvariabilidade intraespecifica

4 - - -
baseou—se na analise visual dos zimogramas.



4—- RESULTADOS E DIScussho

4.1. Relaches fenéticas entre espécies baseadas em dados

morfol égicos

4.1.1. Anidlises de variSncia

Os resultados das analises de wvariancia
univariadas para os treze caracteres avaliados em onze
espécies encontram—-se na Tabhela 2.

Verifica-se pela Tabela 2 a existEncia de
diferengas significativas entre espécies para todos os
caracteres. 0 mesmo foi constatado por CUNHA FILHO (1966)
para os caracteres coincidentes com os avaliados neste
estudo.

Desta forma, todos os caracteres +oram
empregados nos passos seguintes de estimadaoc da diversidade

genética baseados em diferentes técnicas multivariadas.

4.1.2. Dist8ncia Generalizada de Mahalanaobis @ agrupamentos

Na Tabela 3 gao apresentadas as medidas de
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dissimilaridade entre todas as espécies utilizando a
distincia gensralizada de Mahalanobis (D?2y.

Como pode—-se obhservar as espécies com menor
dissimilaridade morfolégica g&o L. longipes e L. bhriegeri.
com D2= 2.43% e as espécies com maior <Sao L. cinnabarina e
L. esalqueansa com D2= 5.72. Estes resultados gao similares
aos obtidos por CUNHA FILHO (1%464) para reladbes de menor e
maior dissimilaridade interespecifica envolvendo o género,
diferindo apenas nas magnitudes das medidas de distsncia.
Isto ressalta a repetibilidade esperada quando Sao
empregados métodos numéricos em estudos taxonsmicos.

Deve-se ressaltar que CUNHA @ FILHO (19643,

empregou 18 caracteres em seu estudo, sendo qgue nove deles

coincidem com as empregadaos neste trabalho. A
repetibilidade oaobtida empregando um namero menor de
caracteres e ainda, excluindo caracteres vegetativos

(pseudobulbo e folhal), fornece uma indicadao da pequena
import3ncia destes altimos na dissimilaridade
interespecifica.

Az reladbes entre estas espécies &0 mais
claras quando apresentadas na forma de dendrogramas
{(Figuras 1, 2, 3, 4 & S}). Foram empregados tré&s métodos de
agrupamento hierdrquico aglomerativo, sendo eles: “vizinho
mais distante" (CLM) (Figura 1})3; "vizinho mais priximao"
(SLM) (Figuras 32 & 4) e "ligaghes médias raoc ponderadas”

(UPGMA) (Figuras 2 e 3.
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Nas  Figuras 1, 2 e 3 <gao apresentados
dendraogramas para os métodos CLHM, LIPGHMA a SLHM,
respectivamente. Nestes trfs dendrogramas a espécie L.
mixta (11) foi excluida tanto do calculoc de D2 quanto dos
agrupamentos. Este procedimento teve a +inalidade de
observar as reladbes entre as outras espécies, visto que a
presencga de fes mixia,. que apresenta uma posigaa
intermediaria conforme evidenciado por CUNHA FILHO (192643,
poderia alterar as reladbes entre 0s  grupos que
provavelmente iriam se formar.

Um problema comum a todos os meéetodos de
agrupamento é a dificuldade de decidir quanto ao namero de
grupos presentes nos dados {RIBOLDI, 1986). Métodas
informais para tal propésita, como o sugerido por FRIEDHMAN
& RUEBIN (1%47), baseiam-se na andlise do dendrograma e
verificadao do ponto de alta mudancga de nivel, considerando
isto como indicativo do namero correto de grupos.

Este procedimento foi realizado neste
trabalho, de +forma que nas tr&s Figuras (1, 2 e 3),
i ndependentaemente do método empregado, observa-se a
farmagao de dois grandes grupos. Felos dendrogramas
observa-se que o maior salto, isto &, o maior acréscimo de
dist&ncia, ocorre no ponto em que a espécie 7 e
cinnabaripa’ une—-se ao que consideramos como sendo o outro
grupc, caomposto pelo restante das espécies analisadas.

Desta forma, o primeiro grande grupoc compdés—se de 3
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subgrupos e o segundo ol representado apenas pela espécie
lee. Cinnabarins. Isto revela uma grande dist3ncia genética
ou isclamento da espécie 7, em reladdo as demais.

Veritica—-se que ags trés subgrupaos formados
80 0os mesmos para os trés métodos de agrupamento. Sendo
que o primeiro inclﬁi as espécies L. crispilabia (1), L.
caulescens (4), L. flava ((8) e L. milleri (10}, 0 segundo
inclu?r as espécies L. ezalgueana (2) e L. lucasiana (3). E
finalmente, o terceira é composto pelas espécies L.
longipes (3), L. briegeri (6) e L. crispata (9).

Os dendrogramas indicam uma grande
concordidncia na reladao entre estes subgrupos quando <ao
construidos pelos métodos de CLM (Figura 1) & UPGMA (Figura
2). 0 que dao ocorre com g dendrograma obtido pelo método
de StM (Figura 3}, que altera as relagbes entre subgrupos,

aproximando o primeiro {(espécies 1, 4, 8 e 10} do terceiro

(5, & 2 ¥) e Mg o primeiro g o sequndo (2 & 3, conforme o

-

CLM = UPGHA.

Baseados nestas evidBncias de repetibilidade
dos agrupamentos, os dendrogramas incluindo a espécie L,
mixta foram determinados apenas pelos métados de SLEM
{(Figura 4) = UFGBMA (Figura 5).

Nestes dendrogramas observa—-se que, mesmo
com a includao de L. mixta Mao se alteram a formadao de 2
grupaos, sendo que esta espécie inclui-se no primeiro.

Entretanto, as reladbes entre os subgrupos =sado alteradas,
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de forma que pelo método de UFGMA (Figura 53 o segundo
{espécies 2 e 3) e o terceiro (espécies 5, & & F) subgrupos
apresentam—se interligados pela espécie 11 (L. mixtad.

o dendrograma obtido por SLM (Figura 4) as
reladbes entre os subgrupos aproximam—se das obtidas pelos
métodos de CLM (Figura 1) e UFGMA (Figura 2} sem a espécie
e mixta. Sendo que, para SLM (Figura 4) a sspécie L.
mi¥xta (11} forma um gquarto subgrupo gque serve como ponto de
ligadao para uniGo de todos os subgrupos.

Este resultado contirma L. mixta como uma
espécie intermediaria entre as ogutras companentes do
primeiro grupa, tendo sido este fato evidenctado
inicialmente por CUNHA FILHO (1966).

Sobre as possibilidades de origem hibrida de
algumas destas espécies, como L. mixita 2 L. milleri a
partir de L. flava e L. cinnabarinas L. briegeri a partir
de L. esalqueana: e de L, lucasiana a partir de L. longipes
e L. esalgueana sugeridas por BLUMENSCHEIN @ (1940b) e
BLUMENSCHEIN % VENCOVSEKY (1961), os resultados obtidos nos
dendragramas raa reforgam nem anulam as hipdteses. A
posigan intermedidria ou préxima a um dos ancestrais maoc
pode ser utilizada como evidé@ncia para reforgar estas
hiptteses Como sugerido por CUNHA FILHO (1946 .
Principaimente pela evidfncia de intima reladac entre todas
as espécies do primeiro grupo.

As evidéncilas de especiadao hibrida
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geralmente baseiam-se em estudos morfolégicos
quantitativos,em compostos secundarios, em citogenética, em
dados isoenzimaticos, entre outros. Estas abordagens
apresentam suas vantagens, sendo  que a mais comumente
usada, os estudos de caracteres morfolégicos quantitativos,
teém muitas limitadbes (CRAWFORD, 1985). Desta forma,
consideramos aqui que apenas a partir de evidé@ncias
morfblégicas e reladbes fenéticas, principalmente no caso
destas espécies, Mag podemos reforgar ou anular as
hipdteses de origem hibrida.

BLUMENSCHEIN {1960b) considerou que as
espécies L, lucasiana, L. longipes e L. esalqueapa eram
muito semelhantes, sendo que L. lucasiana apresentava
caracteristicas intermedidrias entre as outras duas.

Esta reladao de maior proximidade entre as
tré&s espécies rMao foli totalmente confirmada pela dist8ncia
de Mahalanobis (Tabela X} e pelos dendrogramas (Figuras 1,
2, 3, 4 2 5). Ubservou-se uma maior proximidade entre L,
lucasiana e L. esalgueana, visto que estio inclusive no
mesmo  subgrupo. A espécie L. longipes. entretanto, nao
apresentou esta mesma proximidade, estando incluida em
outro subgrupo.

CUNHA FILHO (19466) baseando—se na
distribuidao destas espécies sobre um elipséide imaginario

propsas que as mesmas deveriam ser reunidas em 8 grupos. O

resultados obtidos por esse autor dac similares aos do
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presente trabalho, se considerarmos os subgrupos aqui
sugeridos, como grupos e se dividirmos o subgrupo | em dois
(1 e 4; B e 10). Os resultados demonstram a repetibilidade
agbtida por métodos numéricos.

Baseados nos resultados obtidos a partir dos
dendrogramas por 5LM (Figura 4) e UPGMA (Figura 3), podem
ser definidos os sequintes grupos e subgrupos:

18 grupos:
18 subgrupo: L. crispilabia. L. caulescens, L. flava
e L. milleri.
28 subgrupo: L. esalqueana e L. lucasiana.
38 subgrupo: L. longipes, L. briegeri e L. crispata.
28 grupo: L. cinnabarina.

Sendo que L. mixta Fformard um 48 subgrupo
dentro do 12 grupo pelo método SLM (Figura 4) ou entrard na
29 subgrupo do 182 grupo se considerarmos o método UFGHA
(Figura 3). s reladbes de proximidade morfoldégica entre os

subgrupos jia definidos ocorrem na sequéncia exposta acima.

4.1.3. Componentes principais

A utilizadao dos componentes principais teve
por finalidade simplificar os dados originais, de forma que
as reladbes interespecificas, inicialmente influenciadas
por um conjunto p-dimensional (p = n® de caracteres

iniciais), pudessem ser avaliadas em um complexo bi ou tri-
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dimensional de facil interpretadio. Desta torma o método de
companentes principais permite reduzir o numero inicial de
caracteres sem que haja perda significativa de informadaa.

A eficacia do método depende da quantidade
de variagao total disponivel contida nos n (sendo ndp)
primeiros componentes. A import3ncia de cada componente é
avaliada pela porcentagem da wvaridncia total por ele
explicada, sendo arranjados em ordem decrescente de
varidncia. Assim o primeirc componente € definido como
aquele de maior import3ncia por reter a maior parte da
variadao total encontrada nos dados originais.

A Tabela 4 apresenta as estimativas dos
coeficientes de ponderadgac e varidncia acumulada, em
porcentagem, para o primeiro, segundo e décimo terceiro
componentes principais. Observa-se que os dois primeiros
componentes exploram ?4.12%4 da varidncia total disponivel.
Baseados apenas nestes dois primeiros componentes pode—se
explicar satisfatoriamente a wvariabilidade entre as
espécies avaliadas.

Como os dois primeiros componentes
envolveram a maior parte da variadao total (94.12%) seus
respectivos escores, para cada espécie (Tabela 5), foram
dispersos em grafico (Figura &}.

Pela Figura & observa—-se gque as espécies L.
crispilabia (1), L. esalqueapna (2}, L. lucasiana (3}, L.

caulescens (4), L. longipes (5), L. briegeri (&), L. flava
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(8), L« crispata (%), L. milleri (10) e L. mixta (11)
tenderam a uma maior proximidade formando um grupo no qual
hé& uma tend&ncia de aproximadaoc entre algumas das espécies
que compgbem alguns dos subgrupos sugeridos no item 4.1.2.
Entretanto, fan  ha definig¢ao do subgrupo, sugerido
anteriormente, formado pelas espécies L. gsalgueana ((2) e
e lucasiana (3). Observa-se também que a espécie L.
longipes (5) mantém—se numa posidao préxima as espécles o
crispata (9 e L. briegeri (6}, mas nao definida totalmente
neste subgrupo, contrariamente ao obtido pela dist8@ncia de
Mahalanobis no item anterior. Observa—-se, entretanto, a
posigdao nitidamente intermediaria da espécie L. mixta (11)
dentro deste grupo.

OQutro ponto que rMao deixa davidas é a
posidao da espécie L, cinnabarina (7)) que isclou-se da is
arupo foarmando o que consideramos um outro grupo.

Com a finalidade de obter uma melhor
dispergao grafica das espécies do primeiro grupoc foi
retirada a espécie 7 e realizado um segundo cdlculo de
componentes principais. Nesta segunda analise o primeiro e
segundo componentes explicaram 23.65%4 da varidncia total
disponivel e seus escores {(Tabela 6) foram dispersos
graficamente (Figura 7).

Ubserva-se na Figura 7 que, mesmo sem a
espécie L. ginnabarina, wao houve alteradao visual entre

esta dispersac e a obtida para todas as espécies juntas
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(Figura 6&).

Em sintese, na analise de compaonentes
principais, em reladac a distd3ncia de Mahalancbhis, a
posidac intermediaria de L. mixta é mantida, como pode ser
evidenciado pela dispersao grafica dos escores (Figuras 6 e
7). Altera-se, entretanto, a sua relagidoc com os subgrupos,
ou seja, ha uma maior aproximadao desta com as espécies do
primeiro {1, 4, 8 e 10} e terceiro (3, ¢ e %) subgrupos,
diferentemente do obtido pelos dendrogramas de SILM (Figura
4) e UPGBMA (Figura 3). Também a espécie 7 manteve-se em um
grupo isolado. As demais espécies dentro do 1@ grupo fao se
detiniram nitidamente em subgrupos como ocorreu para Dé.

Os resultados rfao coincidentes com o método
de Mahalanobis podem ser atribuidos ao +fato de que a
técnica de componentes principais rao leva em consideragao
as correlagbes residuais existentes entre as variaveis, o

que ocorre na dist3ncia de Mahalanobis.

4.1.4. Varidveis canénicas

Em estudos de diverg®ncia genética, o
emprego de variavels canosnicas apresenta uma vantagem sobre
o método de componentes principais, que ¢é a de cansiderar
as correladbes residuais existentes entre as médias das
OTU’s, mantendo o principio de conglomerag¢sc com base na

dist8ncia de Mahalanobis.
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A estimativa dos coeficientes de ponderadao
{auto—-vetores) e a porcentagem da varisncia acumulada para
a primeira, segunda e décima terceira varidvel cansnica gao
mostradas na Tabela 7. Por esta tabela observa—-se gque as
duas primeiras wvaridveis cansnicas exploram 80.31%4 da
varidncia total disponivel.

Ha uma certa concordancia entre os
resultados obtidos por componentes principais (Tabela 4) e
variaveis canenicas (Tabela 7). Ambas exploram acima de 80%L
da varidncia total disponivel utilizando as duas primeiras
raizes caracteristicas.

A dispergsao grafica dos escores das duas
primeiras varidaveis cansgnicas para as onze espécies (Tabela
8) ¢é mostrada na Figura B. Esta dispersaoc evidencia
resultados de distribuigiao das espécies mails semelhantes
aos obtidos pelos métodos de agrupamento caom base na
dist3ncia de Mahalanobis (Figuras 1, 2, 3, 4 e S), do que
aos obtidos pelo método de componentes principais.

0 isolamento da espécie L. cionabarina
mastrou—se acentuado, em reladac as ocutras espécies, como
evidenciado nos dendrogramas (Figuras 1 a 3} e dispersao
grafica para componentes principais (Figura 6&).

Observa—-se que a espécie e mixta,
certamente intermediaria, coloca-se entre o primeiro
(espécies 1, 4, 8 e 10) 2 o segundo subgrupos {(espécies 2 e

3. Pelo exposto, verifica—-se uma maior aproximadaoc destes
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resultados com os obtidos pelo dendrograma de SLM  para as
onze espeécies, com base na dist8ncia de Mahalanobis (Figura
4), do que com o dendrograma de UFGMA (Figura 5).

Baseados nestes resultados pode—-se inferir
que o agrupamento pelo método do “vizinho mais préximo®
(SLM) a partir da dist8ncia generalizada de Mahalanobis e a
anadlise de variaveils cangnicas daoc as metodologias mais
adequadas para estabelecer a divergéncia genética e
relagbes interespecificas para as onze espécies avaliadas.

Desta forma sugere-—se a definidao dos

sequintes grupos e subgrupos, complementando o anterior

(item 4.1.2.):
18 grupo:
18 subgrupo: L. crispilabia, L. caulescens, L. flava e
e milleri
20 subgrupo: L. ssalqueana e L. lucasiana
38 subgrupo: L. longipes, L. briegeri e L. crispata
48 subgrupo: L. mixta
28 grupo: L. cipnabarina
A definidaa da relagao interespecifica
baseada em grupos e subgrupos difere da sugerida por CUNHA
FILHO (1966) em alguns aspectos. 0 autor dao considerou a
subdivigsao de grupos e nao estabeleceu a reladao entre as
grupos sugeridos, tendo também separado as espécies L.
flava e L. milleri das espécies L. caulescens e Lo

crispilabia, o gue nao ocorreu neste trabalho.
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U agrupamentao aguli swugerido, também difere

dos agrupamentos considerados por BLUMENSCHEIN (19560b) para

forma das pegas florais e cor das flores, obtidos de
maneira subjetiva.

BLUMENSCHEINM 2 VENCOVSEY {(1%61) sugeriram a

arigem hibrida de L. mixta a partir de L. #flava e L.

cinnabarina pela constatadao de caracteres intermediarios

entre estas em L. mixta. CUNHA FILHO {19466} também

evidenciou a posigao intermediaria de L. @mixta e seus

possivels parentais. Entretanto, ssta posidgaoc nao pode ser

reforgada wvisto que L. @ixia nao apresenta uma posidao

intermediaria entre SBUS possiveis parentais pelos
resultados de dist3ncia de Mahalanobis e variaveis
cansnicas.

a posidao intermedi dria, baseada 2em

caracteres marfoldgicos, de L. lucasiana em reladao a L.
longipes e L. esalgueana, sugerida por BLUMENSCHEIN (1940b)
maa foi confirmada pela disposigao grafica destas espécies
baseada em wvariaveis cansnhnicas (Figura 8) e dist3ncia de
Mahalanobis (Tabela 3). Desta forma, a hipottese de origem
hibrida de L. lucasianag a partir de L. longipes e L.
gsal gueana. baseada apenas Bm sua posigag entre as
possivels espeécies parentai;, nao pode ser reforgada.

A mesma consideradao pode ser feita para L.
milleri. cansiderada por BLUMENSCHEIN (1%460b3 Como

intermedidria entre L. flava e L. cinnsbarina.
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Outros estudos, empregando outras

metodologias, sdo necessarios afim de que estas hipdteses
sejam reforcadas ou anuladas, pois as infer@ncias inicials,
de uma posidan intermediaria como evidéncia de hibridagao,

mao foram contirmadas.

4.1.5. Descarte de variaveis

A eliminadag de caracteres redundantes visa
selecionar aqueles gue mals contribuem para a variadao
total. Desta Fforma, identificando os caracteres mais
importantes determinam—se os que mals contribuem na
divergéncia genética interespecifica.

Na identificadao destes caracteres adotaram—
se os critérios sugeridos por MARDIA et alii {(197%2) e RAM &
FANWAR (1%960) e PETER & RAI (1%74) para os coeficientes de
ponderadao (autovetores) obtidos na analise de variaveis
cansgnicas. Nao foram utilizados os coeficientes obtidos por
componentes principais, pela fato deste método rao ter se
mostrado o mais adequado ao estudo da divergéncia entre as
espécies avaliadas.

Assim, na eliminadao dos caracteres
redundantes foram considerados DS. coeticientes de
ponderadao das varidveis associadas ao Gltimo componente
(Yy3) (Tabela 7), que por construgiao retém propordao minima

da wvariagao total (MARDIA et alii, 1978), e mantidos os de
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menor valor. Posteriormente, foram selecionadas as
variaveis cujos coeficientes apresentavam o0s maiores
valores nas duas primeiras variaveis cansnicas (Y, e Yol
{(Tabela 7)), que, por contrugdao t&m maior impacto sobre a
diversidade observada (RAM & PANWAR, 19703 PETER & RAI,
19765 .

Sobrepondo—-se os caracteres que faram
mantidos na 132 variavel com aqueles que foram selecionados
nas duas primeiras varitaveis canénicas, chegou-se a
indicadao de um grupo de caracteres que realmente
contribuem mais para a variadao total.

Com o objetivao de demonstrar a import8ncia
destes cgaracteres na diverg€ncia interespecifica Fforam
estimados os coeficientes de correlagaoc de Fearson entre a
dist8ncia Euclideana média, calculada a partir da média por
espécie para os caracteres 1 e 4 separadamente (visto que
pelo método de descarte utilizado, esses demonstraram ser
os mais importantes para a diversidade total) e a distSncia
Euclideana média obtida a partir dos escores das duas
primeiras varidaveis cansnicas, considerandoc todaos os 13
caracteres.

Obteve—-se que a distSncia BEuclideana média
para o carater 1 (comprimento do labelao) apresentou a mais
alta correladac (0.82) com a dist38ncia Euclideana média
calculada pelos escores das primeiras variavelis canonicas

com os 13 caracteres, evidenciandao gque o carater 1 é mais



importante para a diversidade gue o 4.

A partir deste resultado foram calculadas as
variavelis canonicas. com a inclusao sucessiva dos outros
caracteres selecionados. 0UOs escores das duas primeiras
varidvels canonicas, para cada inclugao de carater (Tabela
14 s toram dispersos em graficos, como pade ser
visualizado nas Figuras 9, 10, 11, 12 e 13.

Em cada uma das novas estimativas de
variaveis cansnicas {(quando da incorporadao de um carater a
mais) foi calculada a dist8ncia Euclideana média, para as
onze espécies, a partir dos escores das duas primeiras
variaveis. Essas distd3ncias obtidas foram correlacionadas
com a dist8ncia Euclideana média resultante da primeira
analise de wvaridvels cangnicas, para todos os caracteres
{Tabela ).

Deve-se ressaltar que a inclusaoc sucessiva
de caracteres baseou-se na andlise de suas import3ncias
relativas dentre os que foram selecionados, conforme a
metodologia utilizada para descarte.

fis altas correladbes obtidas em cada passo
(includgao) (Tabela %2} reforgam a analise visual dos
graficos, nos quais desde os primeiros dois caracteres (1 e
4} dispersos (Figura 9), ja se evidencia uma tend&ncia ao
agrupamento das espécies semelhantes ao obtido com todos os
caracteres (Figura g1. Por outro 1 ado, manteve-se

indefinida apenas a espécie 4 (L. gcaulescens!) cuia posidio
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vai se definindo, ou selis, juntando—se ao seu  subgrupo, a
medida que os caracteres Vao sendo incluidos.

Desta +forma, ohservou—-se que a dispergao
grafica (Figwa 13}, praticamente se igualou a obtida com
todos os caracteres (Figura 8), guando foram empregados nas
andlises apenas os & primeiros caracteres selecionados. A
partir destes resultados pode-se indicar os caracteres
camprimento do labelo (CL, carater 1), comprimento da
sépala dorsal {C5D. cardter 3), larqura da sépala dorsal
(LBD, carater 4), comprimentc de sépala lateral (Cst.,
carater 5), comprimento da coluna (CC, carater 10} e
espeEssuwra da coluna (EC, carater 12) como sendo
responsaveis pela guaseg totalidade da divergéncia genética
existente entre as 11 espécies. Isto signitica que as
espeécies em qguestao, provavelmente podem ser identificadas
apenas por esses 4 caracteres.

Os resultados revelaram ainda a eficiéncia
do processo adotado no descarte de variaveis, bem como o
grande auxilio da metodologia de variaveis cansnicas na
identificadao destas espécies.

Segundo BLUMENSCHEIN (19460b) as espécies do
género Laelia segaoc PFarviflorae encontram—se num estado
ativo de evoludao, causado possivelmente pela mudanga de
ambiente (de epifita para rupicolal) e por hibridadbes
relativamente freguentes entre elas. Neste contexto, o

autor sSugere a importincia de alguns mecanismos de
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isolamento reprodutivo no  processo evaolutivo destas
espécies, dando Enfase ao isolamento por poliploidia e ao
isolamento estacional, devido a diferengas na época de
florescimento.

Os resultados obtidaos através do descarte de
varidaveis e principalmente a alta correladao (0.82) entre a
distdncia euclideana meédia determinada a partir dos escores
das duas primeiras variavels canonicas considerando todos
os caracteres e a dist83ncia euclideana média obtida a
partir de um Udnico carater {(comprimento do labelo) indicam
um outro aspecto Mdao considerado anteriormente.

£ evalugao da diversidade na familia
Orchidaceae & bastante complexa, mas no processo de
especiadao a maior parte da diversidade ¢ atribuida aos
mecanismos de polinizadao (ACKERMAN, 198%). UO=s sistemas de
polinizadao em orquideas devemn ter evoluido
consideravelmente em resposta a competidao por
polinizadores (BENZING & ATWOOD, 1284).

Considerando a elevada contribuidao para a
diversidade entre estas espécies, de uma estrutura tao
importante no processo de atradao de polinizadores que é o
caomprimento do l1abelo, pode—-se inferir sobre a
passibilidade de uma forte pressaac  de seledao neste
carater, refletindo na diversidade interespecifica.

Estudos referentes aos agentes polinizadores

destas espécies, bem como da bioclogia +loral e de
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polinizadao permitirao uma maior compreensio  de outros

mecanismos de isclamento que podem estar atwando no

processo de especiadaoc no gfnero Laelia sedao Farviflorae.

4.Z. Relagbes fenéticas baseadas em dados isoenzimaticos

s padrbes eletroforéticos obtidos para 3
sistemas enzimaticos (MDH ~ malato deidrogenase, GOT -~
glutamato oxaloacetato transaminase & EST - esterase) para
algumas das espécies analisadas gao mostrados nas Figuras
14, 13 e 16. Foram descartados os sistemas catalase,
fosfatase 4&cida, &lcool deidrogenase e peroxidase, pela
baixa resoludao apresentada por estes.

Todas as enzimas foram testadas empregando
os tecidos de folha e ponta de raiz. Foram detectadas
diferengas, entre os tecidos,na intensidade, bem como na
atividade de bandas (presentes em um tecido e ausente no
outro) para todo= o055 sistemas analisados. Baseando-se
nestes testes, +foi possivel determinar gue o sistema EST
apresentava melhor resogludac em tecido de ponta de raiz e
os sistemas BOT e MDH apresentavam melhor resoludao em
tecidos de folhas jovens.

A Figura 14, referente ao sistema G6OT,
demonstra a analise das seguintes espécies, na sequéncia da
esquerda para a direita: L. esalgueana (1-4); L. bhriegeri
(533 L. mixta (6, 8-10 e 15-18); L. longipes (12} e L.
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flava (19-22). A anilise visual mostra a ausBncia de
variadao intraespecifica, no caso de espécies representadas
por mais de um individuo. Podem ser visualizadas duas
regites de atividade no gel gque podem ser interpretadas
como correspondentes a dois locos: o primeiro, malis
distante da origem, chamado G607 1 & o segundo, mais préximo
da origem, chamado GOT 2.

Mesmo Mao tendo sido realizadas analises de
pragénies de cruzamentos especificos, tecidos hapléides ou
ogutros procedimentos necessarios para identificagac de
locos e alelos, paode ser feita a inferéncia sobre a
existEncia de dois locos, baseado em dados de literatura
(SCHELEGEL et alii, 198%; ALFENAS et alii, 1991).

hNo caso da espécie e crispata,
comprovadamente tetrapléide (2n = 80) (BLUMENSCHEIN, 1960},
fao foram encontradas diferengas entre os &6 individuos
analisados em termos de regitbes de migragaoc, bem como nMao
foram encontradas diferengas entre as bandas de cada
regiao.

0 fator determinante do namero de bandas é
o namero de alelos diferentes por loco & a maneira como
seus produtos podem ser combinados entre si na formadao de
uma enzima dimérica, no casa GOT (ALFENAS et alii, 1991;
KEFHART, 1990). Istoc permite supor que, para esta espécie,
maa existem diferengas detectiaveis entre os alelos de cada

loco (GOT 1 e BOT 2), mesmo considerando a existé@ncia de
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quatro alelos por loco, peloc fato da espécie ser
tetrapléide.

As espeéecies L. flava, L. mixta e |
esal queana, dipléides (2Zn = 40) também apresentaram duas
regibes de migragao para o sistema GOT, como pode ser
evidenciado na Figura 14. Mao foram encontradas variadbes
intraespecificas nos dois locos, GOT 1 e GOT 2, para as
tré&s espécies. Lasos como os apresentados pelos individuos
8 e 15 de L. mixta e 0o individuo 22 de L. flava (Figura
14), nos quais verifica—-se a ausé@ncia da banda referente ao
loco de GOT 2, gao resultantes de provaveis ftalhas durante
a coloragao do gel, pela baixa atividade da enzima
decorrentes de condidgbes do gel ou por problemas durante a
extragdao. Esta consideradbes sao feitas visto que em
repeticdhes de ensaios, envolvendo a andlise destes trés
individuos resultaram em duas regitbes de migragfao e
aparecimento da referida banda.

A espécie Le cinnabarina, que
morfologicamente apresenta-se isclada das outras espécies
estudadas, apresentou o mesmo padriac de migragao para o
sistema GOT, com duas regibes de migragaoc noc gel e com uma
dnica banda por loco.

Os 5 individuos da espécie L. longipes que
foram analisados apresentaram o mesmo padrao de migragao
para o sistema GOT. As duas regibes de atividade no gel

também foram consideradas como sendo dois locos, 6OT 1 e
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GOT 2. Entre os individuos analisados, = =Tl
comprovadamente tripldéides (2n = 460} e um tetrapldide (Z2n =
80G). HNa Figura 14 estd representado apenas o individuog
tetrapldéide, na posidao 12 no gel.

Em L. longipes., como em L. crispata, nao
foram encontradas diferengas detectédveis entre os alelos de
cada loco, mesmo considerando a existfncia de guatro alelos
por loco nos tetrapléides e trEs nos tripldéides.

Na espécie L. briggeri. os & individuos
analisados apresentaram o mesmo padriao de migradao para o
sistema GOT, com duas regibes de atividade no gel, GOT 1 e
50T 2. Dos & individuos analisados, apenas dois tinham seu
numero de cromossomos conhecido, com Zn = 42 e Z2n = 44,
Considerandg gque esta espécie apresenta varias formas
ansupldides e alguns individuos tetrapléides, mao foi
passivel realizar uma ampla analise da variagdao
intraespetifica. Entretanto, deve-se considerar o fato de
ausé&ncia de variadao, para este sistema, entre as duas
formas aneupldéides analisadas. Isto pode ter ocorrido por
dois motivos: i—- estes individuos ao apresentam mais de
uma capia de cada gene ou, ii—- na paossivel presenga dessa
cépia, ao havia diferenga entre os alelos de cada loco,
mag sendo possivel identifica-los.

Fara o sistema Esterase (EST), as seis
espécies analisadas apresentaram apenas uma regiac de

atividade no gel (Figura 15}, com um nitido monomorfismo
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intraespecifico. Na Figura 15 esthao representadas as
espécies L. crispata (1-6)3 L. flava (7)3 L. longipes (8-
12y La briegeri (13-17); L. mixta (19-20) e L. esalgueana
(21-22). A espécie L. cinnabarinas também apresentou este
monomorfismo intraespeciftico.

A aus®&ncia da banda nos individuos S e 13 e
& baixa intensidade no individuo 1%, provavelmente
ocorreram por problemas na atividade da enzima, visto que,
em outras andalises, estes individuos apresentaram a banda.

No individuo 114, da espécie L. brisgeri,
foram detectadas duas bandas bem préximas (Figura 13). Esta
observadao pode ser resultado da degradadac de produtos de
alozimas, frequentemente encontrados em alguns sistemas
enzimaticos, como é o caso da esterase (KEPHART, 1990). Este
processo ja fol observado em outras analises realizadas com
este sistema e estavam estritamente relacionadas com
problemas técnicaos.

Os resultados das analises das 7 espécies,
baseado em GOT e EST, mostram um monamorfismo
intraespecifico. Considerando o pequeno
tamanho da amostra em cada espécie, bem como, a ausé&ncia de
amostragem entre populagbes dentro de espécies, na
realizadaho destas analises, deve-se ter uma grande cautela
ao discutir esses resultados. Entretanto, baseados em dados

de literatura algumas hipbtteses podem ser formuladas  em

reladao as espécies L. crispata, L. longipes e L. briegeri.
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Em reladdo a L. crigspata, o monomorfismo
observado para os sistemas GO0T e EST, numa espécie
tetraplédide, poderia ser resultante de varios processos. Um
deles seria em relagdac a sua origem, na qual progenitores
dipldides seriam monomérflcos para um mesmo alelo. Assim, O
tetrapléide, ainda recente, a0 teria sofrido um processo
de divergéncia para estes locos, apresentando o mesmo
padriao fenotipico dos parentais dipléides (KEFHART, 1290).

Uma outra hipdtese, complementar & primeira,
trata da superposidac de bandas no zimograma (GOTTLIEB,
1982). Em muitos casos, enzimas diméricas como GOT e
algumas esterases, saoc capazes de formar moléculas hibridas
entre locos, que coincidem com outras quanto a posidac no
gel. Isto ocorre quanda estes locos apresentam alelos
COomuUns, bastante frequentes em genomas de organismos
polipldides, que nem sempre formam zimogramas em zonas de
atividade distintas.

No caso das espécies L. briegeri e Lo
longipes a analise dos resultados indica um monomorfismo
entre individuos aneupldéides na primeira e entre individuos
tripléides e tetrapldides na segunda. Além das hipdéteses ja
discutidas anteriormente para L. crispata, uma outra
poderia ser aplicada a estas duas espécies. Trata—-se da
auséncia de multiplicidade isoenzima&tica, para estes locos,
nestas duas espécies. Neste caso, estas espécies nac teriam

se originado a partir de hibridadao e poliploidia com
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posteriores redudbes aneuplbtides (BLUMENSCHEIN, 1960b), mas
a partir de um ancestral com um nadamero de Ccronossomos
elevado, rfao polipléide, do qual foram ocorrendoc redugbhes
do namero de Ccromossonos. Neste caso espara—-se uma
consta8ncia no namero de genes estruturais,
independentemente do ndmero de cromossomos apresentado nos
diferentes individuos.

Na literatura <gao encontrados diversos
relatos sobre esta hipétese, em diversas espécies da
subtribo Oncidiinae (Orchidaceae) (CHABE & OLMSTEAD, 1988);
na tribo Astereae (Compositae) (GOTTLIER, 1981): em Lrepis
(ROOSE & GOTTLIER, 1978), entre outros. Em todos estes
trabalhos, as diferengas no namera de Ccromossomos S&0
sncontradas em espécies diferentes.

No caso de L. briegeri, a diferenga noa
numerc de cromossomos ocorre a nivel de populadbes, o que a
torna um excelente material para futuras investigadbes,
afim de reforgar ou nMao a hipétese formulada. Deve-se
entatizar gque para a realizadao destes estudos deverao ser
empregados um grande nameroc de sistemas enzimaticos, para
que se tenha uma amostragem adequada do genoma da espécie.

FPara a espécie fen cinnabarina.
morfologicamente isoclada das outras espécies estudadas, dao
foi observado um padrao eletroforético que indicasse esta
divergéncia, para os sistemas GBOT e EST. CRAWFORD (1983)

discutiu, baseado em varios estudos, gue a divergéncia
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morfoldégica pode ocorrer sem uma divergéncia em genes gque
especificam isoenzimas. Considerando a hipbdtese de
BLUMENSCHEIN {1960b) sobre a evoludao recente destas
espécies, pode-se inferir sohre a possibilidade de tal
processo ter ocorrido na especiagdao deste grupo.

iz espécies analisadas mostraram um certo
polimorfismo intraespecifico para o sistema malato
deidrogenase {(MDH!, como pode ser visualizado na Figura 16.
Nesta figura estho representadas as espécies L. crispata
(1-6), | flava (7}, L. longipes (8, 10-12), L. briegeri
(13-18), L. mixta (19-20) = L. esalgueana (21-22).

Fara o sistema MDH foram consideradas duas
regibes de migradac no gel, tratando—se possivelmente de
dolis locos, sendo 0 primeiro mais distante da origem (MDH
1} & o segundo mais préximo da origem (MDH 2). Esta duas
regibes estavam presentes em todos os individuos
representantes das espécies analisadas.

Observa—se um monomorfismo para o loco MDH 1
de L. crispata e nos dois individuos representantes de L.
mixta. Para a primeira existe uma visivel diferenga na
intensidade das bandas de MDH 1. Esta alteradac na
intensidade paderia ser um indicativa da falta de
divergé&ncia detectavel nos alelos deste loco, considerando
que esta espécie é tetrapléide.

Para L. mixta esse monomorfismo se repetiu

em outras andlises nas quais foram incluidos um namero
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maior de individuos. Entretanto, esta espécie é dipléide e
pode ter fixado, na populadao analisada, o alelo referente
a banda visivel.

Foi abservado um polimorfismo
intraespecifico nas espécies L. esalqueana, L. briegeri e
L. longipes, sendo mais intenso na populagao analisada
desta dltima. 0 individuo de namero 9 (Figura 16!, que
apresentou tr&s bandas no loco de MDH 1 foi identificada;
posteriaormente, como wum possivel hibrido de espécies
parentais desconhecidas, isto explicaria o padrao obtido.

f espécie L. cinnabarins apresentou as duas
regibes de migragao ((MDH 1 e 2) evidencladas nas outras
espécies, tendo sido observado um polimorfismo
intraespecifico no loco MDH 1.

No presente trabalho rfao foram realizadas
medidas de diversidade genética intrapopulacionais para
nenhuma das espécies. Alguns fatores +oram considerados
para a nao realizagdao destas medidas. 0 primeiro deveu-se a
impossibilidade de determinadao do namero de alelos para
cada loco, nas enzimas estudadas, para cada espécie. 0O
segundo refere—se ao pequena tamanho da amastra
intraespecifica, que no caso destas espécies deveria ter
sido maior, para gerar medidas contiaveis.fAssim, no
presente trabalho, gptou—se por fao fazer inferéncias mais

profundas, deixando aqui apenas sugesthes para trabalhos

futuros.
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Felos mesmos fatores citados no paragrafo
anterior rHao foram realizadas comparagbes
interespecificas. Entretanto podem ser feitas algumas
inferéncias quando observamos os resultados das andlise
para os trés sistemas enzimdticos.

A primeira trata das regibes de migradaoc nos
géis para os trés sistemas. Nao podemos afirmar que duas
bandas, pertencentes a espécies diferentes e com a mesma
posidao no zimograma sejam id€nticas, ou seja, tenham a
mesma sequéncia de aminoiacidos. Entretanto, observa—-se que
todas as espécies apresentam as mesmas reglibes de migradac
no zimograma para os 3 sistemas, indicando uma elevada
homologi a, concordando Com as resultados abtidos
anteriormente pela analise multivariada que indicam uma
grande proximidade entre estas espécies.

Uma segunda inferéncia, complementar a
primeira, deve ser colocada. Estas espécies rao podem ser
rcaracterizadas empregando os sistemas enzimaticos aquil
analisados. Nao existem diferengas entre as migradbes
relativas (RM) ou simplesmente, em regibes de migradao no
gel, que possam ser utilizadas no pronto reconhecimento de
cada espécie. Este fato torna—-se mais evidente quando
comparamos a padrao eletroforética da espécie e
cinnabarina com o das outras espécies, pois a primeira,
mesmo estando morfologicamente isaolada das outras,

apresentou as mesmas regitbes de migragao.
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Estes resultados reforgam a hipétese de

BLUMENSCHEIN (1%4&0h) sobre a evoludao recente destas
espécies, bem como indicam a pequena diverg@ncia por elas

apresentada.



89

5. CONCLUSOES

As interpretadbes dos resultados obtidos no
presente trabalho permitem concluir:

a) Existe variabilidade interespecifica para todos os 13
caracteres utilizados neste estudo.

b} A analise de agrupamento pelo meéetodo do "vizinho mais
préximo", com base na estimativa da dist&ncia
generalizada de Mahalanobis, permitiu a distribuidao das
11 espécies em grupos e subgrupos:

18 grupo:
18 subgrupo: L. crispilabia. L. caulescens, L. flava e
. milleri.
28 subgrupo: L. esalqueana e L. lucasiana
38 subgrupo: L. longipes, L. briegeri e L. crispata
48 subgrupo: L. mixta
29 grupo: L. cinnabarina

c) As analises realizadas pela técnica dos componentes
principais revelaram a posidao nitidamente intermediaria
da espécie L. mixia em reladao as espécies do primeiro
grupao e definiram a espécie L. cinnabarina em um grupo

isolado. Por ocutro lado, rfao revelaram uma dividao clara
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das espécies do primeiro grupo em subgrupos.
f divergéncia entre as 11 espécies, com base nos 13
caracteres avaliados, pode ser quantiticada apenas com
base nas duas primeiras variaveis cansnicas, que
explicaram 80.314 da variadao total disponivel. isto
permitiu a distribuigdao das espécies num sistema de
coordenadas e a visualizadao de grupos e subgrupos
aproximadamente coincidentes com os obtidos pelo métado
de dista3ncia de Mahalanobis.
As hipdteses de origem hibrida de determinadas espécies
fac puderam ser confirmadas pelas ditribuigdbes destas em
grupos e subgrupos, com base nos resul tados aobtidos por
distSncia de Mahalanochis e variaveis canonicas.
0 descarte de variaveis redundantes permitiu a indicadao
dos caracteres: comprimento do labelo, comprimento da
sépala dorsal, largura de sépala dorsal, comprimento da
sépala lateral, comprimento da coluna e espessura da
coluna, como o0s mais importantes para divergéncia
genética interespecifica. Assim, as espécies estudadas
podem ser perfeitamente identificadas com base nestes &
caracteres.
As andlises e interpretadbes revelaram gque, entre os
caracteres avaliados, o mais importante para a
diversidade interespecifica ¢ o comprimento do labelo.
A padronizadao da técnica de eletroforese de isocenzimas,

para as espécies do género Laeljia segaa BRarviflorae, foi
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possivel para os sistemas glutamato oxaloacetato
transaminase, esterase e malato deidrogenase.

Os= resul tados abtidas para os trés sistemas
isnenzimaticos permitem algumas inferéncias, para
trabalhos futuros, envolvendo estudos de origem por
hibridadao e processos svolutivos atuantes nestas
espécies.

A _analise eletroforética, nos individuos estudados,
revelou um monomorfismo intraespecifico para os
sistemas GOT ¢ EST, &8 um polimortismo intraespecifico
para o sistema MDH.

A} impossibilidade de utilizadao de fendtipos
isgenzimaticos (bandas) na caracterizadao das espécies
analisadas revela a grande homologia entre elas,
reforgando as evidEncias obtidas com base na distdncia
de Mahalanobis e agrupamentos, componentes principais e
variaveis cansnicas. Reforga-se ainda a hipétese de um

processo svolutivo recente destas espécies.
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Tabela 1 — Namero de cromossomos somaticos

espécies da sedao Farvitlorae.
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abservados 2m

Espécies

Namero de cromossomos

(2nz)
L. flava 40
k. milleri 40
e mixta 40
L. lucasiana 40
L. esalqueana 40
lee. longipes (Serra do Cipd) 40, 60, 80O
e briegeri (Cabe¢a do Bernardo) 80
.. briegeri {(Lapinha I} 472, 44, 48
e briegeri f{Lapinha II) 80
L. crispata 80
L. caulescens 80
ke crispilabia 80

Fonte: BLUMENSCHEIN (1260b)



Tahela 2

— Resumo da analise de varidncia de trerzse

caracteres florais em onze espécies de Laelis
segao Parviflorae.
GQuadrado Médio
Fy GL CL LL 5D LSD s =1 CFe
EntrexX 10 4.4657 1.230 &.765 0.608B 4.155 0.655 6.279
Dentro 453 0.035% $.021 0.092 0,007 0.06487 0.010 0.355
Total 463 T T - -
tluadrado Médio

FV &L CF LF oo L EC ca
Entrexx 10 7.791 0.784 Q.532 G. 180 0.158 Q.368
Dentro 453 0. 079 0.011 0.014 Q.004 Q. 003 0.062

Total 4&63

¥k — todos
pelo teste

significativos
F.

ao nivel de 1%

de proababilidade
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Tabela 3~ Matriz de distincia generalizada de Mahalanobis

para onze espécies do gEnerp lagelia sedao

E'ﬂt y:i flﬂ{ S8
1 2 = 4 S &

l-grispilabia [ -
Z2—-gsalgueana 34.95 -
I-lucasiana 30.98 8.99 -
d-caulescens 4,29 27.01 17.94 -
S—-longipes 24.60 17.36 27.97 26.26 -
6-briegeri 23.05 23.35 31.48 27.39 2.43 -~
7-cinnabarina 31.52 95.72 73.64 3F3.26 B8B6.34 84.61
8-flava 7.18 246.7% 25.21 8.4648 15.14 15.68
P-crispata 15.71 30.35 30.14 17.19 5.92 5.89
10-milleri 13.22 23.14 24.01 15.01 15.98 18.465
11-mixta | 22.23  10.67 7.41 14,77 18.24 2Z1.91

continuadiao da Tabela

7 8 g 10 i1
7—cinnabarina -
8-flava 43.36 -
-crispata &3.92 10.75 -~
10—milleri 46. 42 4.04 14.94 -~
11-mixta 54.07 13.07 21.37 11.37 -
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Tabela 4 — Estimativa dos coeficientes de ponderadao
{autovetores), autovetores e varidncia acumul ada
em porcentagem para o 2 primeiro . segundoc e
décima terceiro companentes principais, para

treze caracteres em onze espécies do gBnero

Laelia sedao FParviflorae.
Autovetores
Coeficientes de Fonderadao {(VYaridncia
Acumulada (L)
Y1 +0. 3806x, +O.1685x2 +0.4848x3 +0.0446%, +
+Q.4704x5 +O.0597x6 +Q. 25340, +0.4905x8 +
+0. 0544%g +O.1116xw +G.9516xﬁ + O, 7625
+0. 04321849 +F0.1997xyg (79.34)
Yo —0. 11205y +0.2015%, —G.I?S?xs +0.1874x, -
MQ.142525 +O.1620x6 +O.848Sx7 —O.EQSExB +
+0.1994%g +0.1086xm +0.0733xyy + 00,1733
+0. 0781xqe +0.0381x43 (24,12}
ﬂg +Q.D76131 —D.EOIOxz +0. 03E8x, +0. 25970y —

—0. 15408 —0.2823x6 +0.0100%, +0.1204xg +
+0. 2045xg +D.0123xw +O.7320x“ - P 7?10

~0.367%xyy  ~0.0615x43 (100.0)
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Tabela 5 — Escores dos dois primesiros componentes
principails para onze especies do gEnero Laelia

segao FParviflorae.

Escores
Espécies Yy Ys
crispilabia H5.041 2.035
gsalqueana 3.648 1.4685
lucasiana 4.175 2.290
caulescens S.347 1.941
longipes 4.7%91 2.330
briegeri S5.525 F.024
cinnabarina 7.438 1.902
flava 5.673 2.036
crispats 5.547 2.825
milleri S. 666 1.835
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Tabela & — Escores dos dols primeiros componentes
principais para dez espécies do género Laglia

segao Parviflorae, sem a espécie L. cinnabarins.

Escores

Espécies Y4 Yo,

crispilabia . 286 0.935
gsal queana 3.904 1.002
lucasiana 4.456 1.582
caulescens 5.574 0.986
longipes 5.374 1.572
briegeri S.965 1.992
flava 5. 549 0.%70
crispata 5. 950 1.794
milleri S5.708 0.770
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Tabela 7 — Estimativa dos coeficientes de ponderadao
{autovetores), autovalores e parcentagem da
vari@ncia acumulada para a primeira, segunda e
décima terceira variavel cansnica, para treze
caracteres em onze espécies do gfnero Laelia

segao Parviflorae.

Autovalores
Coeficientes de Fonderadao (Variancia

Acumul ada (X))

Y, +0.6820x; -0.1947x, +0.1028x; -0.4054x, +
+0.1747%, —0.0638xg —0.151éx, +0.1845xg -
-0.3590%g +0.0711xyg +0.0928xy -+ 71,116
+0. 05235,y —0. 1304543 (54,87
Y, +0.4681x, +0.5951x, -0.0573x; +0.3B&5x, -

—Q. 0206y +0. 1526xg —O.DSBSx7 ~O. 1000x, +

8
+0.0?83xg +0. 365089 +0.2328xy, + 32,972
+0.150%%15 —0.1304xy3 80, 1)

Yy +0.1888x, -0.5587x, +0.0915x; +0.0797x4 -
~0.1169%g +0.2509xg +0.2208x, +0.1925xg +
+0.2Fbbxg +0.1693xyg +0.4126xy - 1,81x10

—0.185%yp  —0.3F12%y, (1 Q0. 00)
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Tabela 8 — Escores das duas primeiras variavels cansnicas
para onze espécies do gé®nero Laelia sedao

Farvitlorag, para os treze caracteres avaliados.

Escores

Espécies ¥4 Y5

crispilabia 7.7586 10.367
gsal queana 3.038 7.238
lucasiansa 4,597 &.374
caulescens 7.445 8.717
langipes 3.446 11.179
briegeri 3.703 11.676
cinnabarina 12.474 F.166
flava &.548 10.34%
crispata 5.122 11.744
milleri 6. 254 2.817

mixta 5. 404 7.637
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- Correlagao de Fearson entre a dist&ncia
Fuclideana média determinada pelos escores da
duas primeiras varidvels cansnicas para todos os
caracteres e a distincia Euclideana meédia
determinada a&a partir dos escores das duas

primeiras variaveis canonicas, resultantes da

inclugdao sucessiva dos caracteres selecionados.

Correladao

Caracteres selecionados i

0.9724

Q.9764

0.9726

0. 9857

0.9838

CL, LSD

CL,LSD, CSD

CL, LSD, CSD, CSL

C., LSD, CSD, CSL, CC

CcL, LSD, CSp, CSL, CC, EC

i Cl-comprimento do labelo; LSD-largqura da sépala dorsals

CSL—comprimento da sépala lateral; CC-comprimento da
coluna: EC-espessura da coluna.
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Tabela 10— Escores das duas primeiras varidvels cansnicas
(Y1 =] Y2) para onze especies do género Laslias
sedao Farviflorae, resultantes da inclugso
sucessiva dos caracteres selecionados, a partir
de Ci—comprimento do labelo e LSD-comprimento da
sépala dorsal.

CL. e LED CL, LSDh e CS5D

Espécies Y, Yo Yy Yo

i-crispilabia 7.33 7.47C 7.358 7.461

2-esal gueans 3.291 5.808 32314 S. 484

3-lucasiana 4.735 S. 166 4,743 5.056

4-caulescens b. 997 . 288 b.764 b. 247

S-longipes 4.40% B. 4590 4.143 8.540

4-briegeri 4.840 F.280 4,481 Z.09%9

7-ginnabarina 11.410 a. 6473 11.4%3 &6.72

8-tflava 7.107 7.957 B.11%9 &H. 624

F-crispata 5.9352 8.938 5.502 2.095

10-milleri 7.060 8.204 &. 825 - 240

1i-mixta 5.493 &. 374 5.431 &. 285
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continuadac da Tabela 10.

CL.LSD, CL,LSD,CSD, CL,LSD,CSD,
CDS = CSL CSL e CC CSL,CC e EC

Espécies ' Y, Yy Yo Yy Yy

1- 7.003 7.511 7.043  9.011  7.3I77 9.157
2 3.060 S5.517  3.089 6.617 3.317 &6.676
3- 4.453 5.092 4.476 S5.788 4.&6867 S5.737
4~ 6.672 &6.291 &.706 7.618  7.G24 7.932
5 4.008 B8.563 4.049 9.851  4.428 10.185
b~ 4.363 9.129 4.408 10.58% 4.786 10.774
7- 11.553 6.763 11.587 7.888 11.880 7.866
8- 6.624 B.1S3Z  6.658 B.985  6.967 B8.981
P S5.264 9.129 S5.306 10.383  5.719 10.779
10— 6.595 B.279  6.625 B.708 6.903 B.S568

11— 5.529 6.268B 5.554 &.816 5.793 46.8246
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Figura 1 -~ Agrupamente de dez espécies do qgfnero Laglia
segao Rarviflorae pelo método do "vizinho mais
distante" (CLM). e crispilabis (1), b
esalgueana (2),L. lucasiana (3), L. caulescens
(4}, L. longipes (5, L. briegeri (&), L.
cinnabaripa (7), L. flava (8), L. Crispats ()
e L. milleri (10).
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Figura 2 - Agrupamentoc de dez espeécies do gfnero Laelia
segao Parviflorae pelo método de *ligacdbhes
meédias rso ponderadas" (UPGMA). L. crispilabia
(1), L. esalgueana (2), L. lucasiana (3} . L
caulescens (4), L. longipes (5), L. briegeri
(6), L. cinonabarina (7)), L. flava 8y, L.

Crispata (9, L. milleri (10).
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Figura I - Agrupamento de dez espécies do género Laelia

sedao FRarviflorae pelo método do "vizinho mais

préxima” (SLM) . L crispilabia (1), L.

esalqueana (2}, L. lucasiana (3}, L caulescens

(4), L. longipes (5, L. briegeri (6), L.

cinnabarins (7), L. flava (BY, L. crispata (9

e L. milleri (10).
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Figura 4 - Agrupamento de onze espécies do género Laelia
segac Farviflporae pelo método do “vizinho mais
préoximo® (SLM) . e crispilabia (1), bes
esalqueana (2), L. lucasiana (3), L. caulescens
(4, L. lopngipes (5, L. briegeri (b6). Lo
cinnabarina (7)., L. flava (8), L. crispata (97,
e milieri (10) e L, mixta (11},
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Figura 5 - Agrupamento de onze espécies do gEnerag Laslia
sSEeCan Earviflorae " pelo método de "ligagbes
médias Mao ponderadas” (UFGMA) . Le crispilabia
(1, L. esalgueana (%), ko lucasjiana (3), L,
caulescens (4), L. longipes (5), L. briegeri
(6), L. cinnabarina (7), L. 4{lava 8, L.
trispata (N, L. milleri (10) e s mixta (11)
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& — Dispergao do escores dos dols primeiros

componentes principalis para onze espécies do

géneroc Laelia sedao Farviflorae.
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Figura 7 - Disperdgao dos escores dos dois primeiros

componentes principais para dez espécies do

gfnero Laelia sedan Farviflorae.
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Figqura 8 — Disperdac dos escores das duas primeiras
variavels cansnicas para onze espécies do

género Laeslia se¢do Barviflorae.
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Figura % - Disperdac dos escores das duas primeiras

variavelis candnicas para dois caracteresi¥ :

CL e L8D. (X — caracteres definidos na pagina

39).
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Figura 10 - Dispersac dos escores das duas primeiras

variavels candnicas para os caracteresX :
CL, LSD e CSD. (¥ — caracteres definidos na

pagina3g9l.



125

12 \- Ceisoilabis
2~ pmalqueana
11 S~ lucasiana
4- caulescens
S- longipes
10 il
o s .
o 8~ flava
*In %6 9 9- crispata
o5 10-milleri
ok 0 e
1
o~ 7- o
>- Lo} ) 7
6 11 4
O,
2
S5t 3
a4~
i
7 1 i i } i 1 i ! i | i i |
1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 11 12 13
Y,
Figura 11 - Dispergac dos escores das duas primeiras
variaveis canénicas para os caracteres :

CL, LSD, C8D e CSL (¥ - caracteres definidos

na pagina 39 J.
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Figura 12

{
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Dispergac dos escores das duas primeiras
variaveis cansnicas para aos caracteres¥ ;
CL, wsSb, C8D, €5L e CC. (X - caracteres

definidos na pagina3g J.
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Disperdac dos escores das duas primeiras

variaveis canénicas para os caracteresx:
CL,L5D, C5D, CSL, CC e EC. (¥ — caracteres

definidos na pagina 393.
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Figura 14 - Padrao eletroforético das espécies
esalqueana (1-4), L. briegeri (S, L. mixta
8-10, 15-18), L. longipes (12) e L. {flava

22) para o sistema GOT.
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Figura 1% - Fadrfao eletroforético das espécies L. frispata

(1-6), L. {flava (77, L. longipes (8-12), L.

Sl

briegeri (13-177, e mixta (19-207 e L.

esal gueana (21-22) para o sistema EBT.
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Figura 16 — Fadrao eletrotoretico das espécies L. grispata
(1-63, L. +flava (7)., L. lonogipes (8-12), L.
briegeri (1Z-18), L. mixta (19-20 = .
esalgueana (21-322) para o sistema MDH.





