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RESUMO

Epidendrum é um género de Orchidaceac com uma grande variagdo morfologica e
cromossOmica, que o torna interessante para estudos fenotipicos. Segundo alguns autores,
essa ampla variacao pode estar relacionada com o tamanho gendmico das espécies do
género. O tamanho gendmico ¢ a quantidade de DNA presente no ntcleo celular, medido
em picogramas. Estudos recentes relacionam o tamanho gendmico com caracteristicas
fenotipicas, como o comprimento das células-guarda e a densidade estomatica. O objetivo
do presente estudo foi levantar dados estomaticos (densidade de estomatos e
comprimento das células-guarda) e compard-los ao tamanho genémico de maneira inter-
e intraespecifica em Epidendrum. A obten¢do dos dados foi realizada a partir de
impressoes epidérmicas da superficie abaxial da regido mediana das folhas de todos os
espécimes amostrados (nove espécies de Epidendrum e dez populagdes distintas de E.
secundum). A densidade estomatica e o comprimento das células-guarda foram
mensurados através do software Anati Quanti 2.0 e os dados obtidos foram testados
estatisticamente. Nossos resultados para as nove espécies estudadas de Epidendrum nao
corroboram a literatura, mostrando uma correlagdo negativa entre o comprimento das
células-guarda com o tamanho gendmico e uma correlagdo positiva entre a densidade
estomatica e o tamanho gendmico. No entanto, quando analisadas intraespecificamente,
no caso das populagdes de E. secundum, essas correlagdes sdo inversas, corroborando a
literatura. Isso nos mostra que sdo necessarios estudos mais abrangentes com relagdo ao
género e que dados de tamanho gendmico devem ser utilizados com parcimdnia, sem
generalizagdes para caracteres fenotipicos.

Palavras-chave: c€lulas-guarda, densidade estomatica, folha, genoma.



1 INTRODUCAO

Espécies poliploides sdo aquelas que sofrem mudangas quantitativas no nimero
de cromossomos e na quantidade de DNA nuclear no decorrer da sua evolucao (LEWIS,
1980). A poliploidia pode ocorrer devido a uma série de fatores, como a hibridagdo entre
espécies que compartilham o mesmo habitat, ou por algum erro na divisdo meidtica que
faz com que o nimero cromossdmico seja multiplicado (GOLDBLATT, 1980; LEWIS,
1980; STEBBINS, 1980). Esses eventos sdo parte da evolucdo dessas espécies,
aumentando sua diversidade genética e permitindo que as mesmas ocupem novos
ambientes e sejam entdo selecionadas (STEBBINS, 1980; PINHEIRO et al., 2009).

Mesmo em espécies proximas filogeneticamente, que possuem diferencas quanto
a ploidia, eventualmente pode haver formagao de hibridos, possibilitando o fluxo génico,
como ja relatado para espécies de diferentes taxons de angiospermas, como Helianthus e
Senecio (Asteraceae) (WHITNEY; RANDELL; RIESEBERG, 2006; CHAPMAN;
ABBOT, 2010), Iris (Iridaceaec) (MARTIN et al., 2006), ¢ muitos géneros de
Orchidaceae, como Orchis (SCACCHI; DE ANGELIS; LANZARA, 1990;
COZZOLINO et al., 2006), Dactylorhiza (HEDREN, 1994), Liparis (CHUNG; NASON;
CHUNG, 2005) e Epidendrum (PINHEIRO et al., 2010).

Estudos fenotipidos acerca do fluxo génico entre as espécies sdo necessarios, pois
permitirem analisar os efeitos estruturais e morfoldgicos do fluxo génico entre populacdes
tanto de espécies puras, quanto nos hibridos formados (PINHEIRO et al., 2010). Mas

como relacionar aspectos fenotipicos com a ploidia das plantas?

1.1 Tamanho gendmico

Como a ploidia ¢ algo muito varidvel, foi necessario o estabelecimento de uma
ferramenta de medida mais confidvel para esse tipo de estudo. As alteragdes no numero
cromossdmico ndo necessariamente refletem mudangas no tamanho do genoma, pois a
poliploidia também pode ocorrer pelo desprendimento de parte de um cromossomo. O
tamanho gendmico ¢ a quantidade de DNA encontrada no nucleo celular, medida em
picogramas. Essa medida € confiavel e revela resultados mais robustos, pois, ao contrario

da ploidia que evidencia somente o niimero de cromossomos € ndo o tamanho desses



cromossomos, o tamanho genomico vai lidar com a quantidade de DNA presente no
genoma (COX et al., 1998). Esses dados sao coletados através da técnica de citometria de
fluxo.

Esta técnica tem sido atualmente muito utilizada em taxonomia para examinar os
niveis de ploidia e tamanho genomico (DOLEZEL, 1997; BAINARD; FAZEKAS;
NEWMASTER, 2010; MALKASSIAN et al., 2011; PRACA-FONTES et al., 2011).
Apesar de produzir resultados robustos e confidveis, seu uso ainda € restrito porque este
tipo de andlise utiliza amostras de tecido fresco, dificultando a investigagdo de espécies
que ocorrem em regides geograficas remotas ou oriundas de localidades distantes dos
laboratdrios onde as andlises sdo realizadas.

Alguns estudos tém investigado possiveis correlacdes entre o tamanho do genoma
de uma espécie, suas adaptacdes ecoldgicas e seus caracteres fenotipicos (KNIGHT;
MOLINARI; PETROV, 2005; KNIGHT; BEAULIEU, 2008). Dentre esses caracteres,
vale destacar o tamanho celular e sua relagdo com o tamanho do genoma (MIRSKY; RIS,
1951; BENNETT, 1972; PRICE; SPARROW; NAUMAN, 1973). Nos diferentes grupos
vegetais ja estudados, observa-se, particularmente, a existéncia de uma correlacio
positiva entre o tamanho das células-guarda dos complexos estomaticos e o tamanho do
genoma (MASTERSON, 1994; KNIGHT; BEAULIEU, 2008; HODGSON et al., 2010;
XING et al., 2011).

Se essa correlacao existe, a inferéncia da quantidade de DNA dos nucleos através
da medicdo das células-guarda pode facilitar de maneira significativa a analise da
delimita¢do de taxons, de ploidia de individuos de populacdes naturais, entre outros
aspectos. Especialmente ao se considerar a técnica usual de estimativa de contetido de
DNA, a citometria de fluxo.

Muitas variagdes ecoldgicas parecem estar altamente correlacionadas com o
tamanho do genoma, por darem origem, mais diretamente, as alteragdes de controle de
quantidade de DNA nuclear no volume celular (CAVALIER-SMITH, 2005). A abertura
estomadtica permite o contato direto entre a planta € o meio, € seu tamanho maximo ¢
determinado primariamente pelo comprimento das células-guarda, sendo que este
comprimento, por sua vez, ¢ determinado pelo tamanho do genoma (HODGSON et al.,

2010). Desse modo, as variagdes ecoldgicas correspondentes ao ambiente que as plantas



ocupam podem estar interligadas ao tamanho das células-guarda e corresponder,
positivamente, a um aumento no tamanho do genoma dessa espécie.

Franks et al. (2012) correlacionaram o tamanho gendmico encontrado em bridfitas
e pteridofitas fosseis com a concentragdo de dioxido de carbono presente na atmosfera de
eras geologicas passadas. Em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Brassicaceae), o
comprimento das células-guarda ¢ diretamente proporcional ao tamanho gendmico — essa
evidéncia foi observada em experimentos nos quais na medida em que se aumentava o
tamanho gendmico, consequentemente o comprimento das células-guarda também
aumentava proporcionalmente (LOMAX et al., 2008). Este foi o mesmo tipo de relagdo
encontrada por Jordan et al. (2014) quando compararam o tamanho gendmico com o
comprimento das células-guarda de 67 espécies de Proteaceae.

Poucos trabalhos de investigacdo da correlagdo entre os tamanhos do genoma e
das células-guarda foram realizados para Orchidaceae, embora tais estudos tenham sido
realizados em niveis intraespecificos para Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews (BORY
etal., 2008) e em niveis genéricos em Polystachya (RUPP et al., 2010). Além do tamanho
das células-guarda, a densidade de estdmatos na superficie foliar de representantes de
Orchidaceae também ja foi investigada e correlacionada ao tamanho do genoma (p.e.,

BEAULIEU et al., 2008; RUPP et al., 2010; XING et al., 2011).

1.2 Orchidaceae

Pertencente a ordem Asparagales, Orchidaceae ¢ considerada a segunda maior
familia vegetal com cerca de 27.500 espécies distribuidas em 736 géneros, atras em
riqueza apenas de Asteraceae (THE PLANT LIST, 2013; CHASE et al., 2015).
Orchidaceae ¢ uma familia altamente especializada devido a sua grande diversidade
morfolédgica, principalmente com relagdo aos seus 6rgdos reprodutivos. Os polinizadores
sdo os grandes responsaveis por essa intensa diversidade da morfologia floral,
evidenciando estreitas relacdes coevolutivas (DRESSLER, 1981).

A distribuicdo da familia se estende por todo o globo, porém as maiores riquezas
e diversidades de espécies se encontram nas regides tropicais (DRESSLER, 1993, 2005;
CHASE et al., 2005). No Brasil sdo registradas 2.500 espécies que se concentram

principalmente na regido sudeste, sendo 64% dessas endémicas A grande maioria das



espécies da familia € epifita, contudo ha alguns exemplares que sdo terrestres ou rupicolas
(BARROS et al., 2015).

Orchidaceae ¢ atualmente subdividida em quatro subfamilias, sendo elas,
Epidendroidae, Apostasioidae, Vanilloidae e Orchidoidae (CHASE et al., 2015).
Epidendroidae ¢ caracterizada por possuir antera incumbente ou inflexivel na maturidade
(DRESSLER, 1981) ¢ é considerada a maior dentre as subfamilias de Orchidaceae. E
subdividida em 7 tribos, Tiphoreae, Nervilieae, Arethuseae, Malaxideae, Cymbidieae,
Vandeae e Epidendreae. Todas as tribos sdo subdivididas em subtribos, porém vale
destacar a subtribo de Epidendreae, Lacliinae, que contém o género Epidendrum. Esta

classificagdo ¢ baseada, principalmente, em dados moleculares (CHASE et al., 2015).

1.3 Epidendrum

Dentre as orquideas tropicais, Epidendrum L. é um dos maiores géneros nos
neotropicos, com aproximadamente 1.400 espécies, que ocorrem desde o Sul da Florida
até o Norte da Argentina (HAGSATER; SOTO-ARENAS, 2005; CHASE et al., 2015).
No Brasil foram registradas cerca de 140 espécies distribuidas em todas as regides do pais
(BARROS et al., 2015). A sistematica do género ¢ ainda controversa, principalmente
devido a grande variagdo fenotipica encontrada no grupo (PINHEIRO; COZZOLINO,
2013).

As espécies de Epidendrum apresentam grande variagdo morfologica e
cromossomica, possuindo, ainda, fracas barreiras reprodutivas, o que permite a ocorréncia
de hibridagdes e poliploidias, extensamente documentadas na literatura (p.e.,
DUNSTERVILLE, 1979; HAGSATER; SOTO-ARENAS, 2005; PANSARIN;
AMARAL, 2008).

Pinheiro et al. (2010) estudaram o nivel de intera¢do entre duas espécies de
Epidendrum (Orchidaceae), E. fulgens Brongn. (diploide) e E. puniceoluteum F.Pinheiro
& F.Barros (tetraploide), e constataram que apesar de serem duas espécies diferentes,
ainda acontecia o fluxo génico entre elas devido a compatibilidade cromossomica e o fato
dessas espécies coexistirem no mesmo ambiente.

Epidendrum secundum Jacq. é uma das espécies com maior variagdo morfologica

e cromossOmica no género, com o valor de n variando de 14 a 40 (ASSIS et al., 2013).



Essa espécie ocorre em diversos ambientes por toda a América do Sul, com populacdes
nos Andes, nos Tepuis da Venezuela, no litoral atlantico, no Cerrado e também na
Caatinga (PINHEIRO; BARROS, 2007). Essa ampla distribui¢do geografica possibilita
que essa espécie sofra irradiacdo adaptativa, por habitar varios tipos de ambientes
diferentes e sofrer diferentes pressoes evolutivas. Isso pode explicar a sua grande variagdo
morfologica e cromossdmica.

A riqueza de variagao morfoldgica, a diversidade cromossdmica, o grande nimero
de interagoes ecoldgicas e de eventos de hibridizagdo encontrados em Epidendrum fazem
do género um modelo potencial para estudos interdisciplinares como o presente, de modo
a investigar a existéncia de uma possivel correlagdo entre os tamanhos de genoma e
células-guarda e/ou densidade estomadtica, para propor uma metodologia que possa ser
utilizada de modo confiavel para distingdo de espécies dentro do género ¢ mesmo de

populacdes dentro de uma mesma espécie.



2 OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivos investigar a existéncia de correlagdo entre o
tamanho das células-guarda nos estdomatos e a densidade destes com o tamanho do
genoma intra e interespecificamente em Epidendrum. Espera-se observar uma correlagao

positiva entre o dado estomatico e o tamanho gendmico, tal qual observado na literatura.
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3 MATERIAL E METODOS

O estudo anatomico foi realizado a partir de material botanico coletado
previamente pelo pesquisador colaborador Dr. Fabio Pinheiro, cujos vouchers encontram-
se depositados no Herbario do Instituto de Botanica de Sao Paulo (SP), com exemplares
em cultivo no Jardim Botanico da mesma Instituicdo (Tabela 1).

Amostras de cinco folhas (entre os quinto e sexto nés) de cada espécie/espécime
foram fixadas em FAA 50 (JOHANSEN, 1940) e armazenadas em etanol 70% com
algumas gotas de glicerina. Para obtengdo dos dados de densidade estomatica e
comprimento das células-guarda dos estomatos foram realizadas impressdes epidérmicas
da face abaxial de cinco folhas de cada espécie/espécime. Essas impressdes foram feitas
utilizando-se adesivo instantdneo universal (éster de cianoacrilato) sobre uma lamina de
vidro. As regides apical, mediana e basal de cada folha foram pressionadas sobre uma
lamina, por aproximadamente dez segundos, de modo que o adesivo se espalhasse e
secasse o suficiente, permitindo a separagdo do limbo foliar da lamina e a manutencao da
impressao da epiderme (SEGATTO et al., 2004).

Foi realizada a sele¢do das melhores impressdes para a descrigdo e interpretagao
dos resultados e posterior fotodocumentag¢ao, realizada em fotomicroscopio com projecao
da escala micrométrica. As medicOes foram obtidas a partir de imagens capturadas na
lente objetiva de 10x (campo de 0,25 mm?), para se obter a densidade estomatica, e na de
40x (campo de 0,1 mm?), para o comprimento das células-guarda. Foram utilizados trés
campos de amostragem, um em cada regido foliar (apical, mediana e basal). A contagem
e a medi¢do dos estomatos foram analisadas por meio do software ANATI QUANTI 2.0.
Foram medidos cinco estomatos de cada regido de cada amostra e esses dados tabelados
e tratados estatisticamente, sendo posteriormente comparados aos dados prévios de
tamanho de genoma (F. PINHEIRO, dados nao publicados) para os mesmos individuos
analisados neste projeto. Os dados de tamanho gendmico considerados no presente estudo
foram correspondentes a espécies diploides, pois em algumas espécies ocorre poliploidia,
0 que poderia gerar erros nas comparagoes.

Sobre as médias dos valores encontrados para densidade e comprimento das
células-guarda, para cada espécie e espécime, foi aplicado o teste estatistico de Shapiro

& Wilk (1965) de modo a verificar a normalidade da distribui¢ao dos valores encontrados.
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A partir das médias encontradas para os valores de densidade estomatica e de
comprimento das células-guarda, realizaram-se testes de regressao linear para verificar se
a relagdo da densidade estomatica e do comprimento das células-guarda com o tamanho

gendmico € positiva ou negativa.
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4 RESULTADOS

Os estomatos de todas as espécies e espécimes aqui estudados de Epidendrum
foram documentados de forma padronizada a partir da regido mediana do limbo foliar,
além de detalhe do campo para medicao das células-guarda (Figs 1-36). Na Tabela 2 sdo
apresentados os intervalos e médias das medigdes a partir dessas imagens,
compreendendo a densidade estomatica e o comprimento das células-guarda, juntamente
com os dados de tamanho gendmico.

Os testes de normalidade apontaram que tanto a distribui¢do dos estomatos quanto
o comprimento das células-guarda ndo possuem uma distribui¢do normal dos resultados.
A partir das médias encontradas para os valores de densidade estomatica e de
comprimento das células-guarda, realizaram-se testes de regressao linear para verificar a
relagdo da densidade estomatica e do comprimento das células-guarda com o tamanho
gendmico.

Os testes de regressdo linear apontaram uma espécie, Epidendrum cinnabarinum,
com dados muito discrepantes com relacdo as demais. Essa espécie foi caracterizada
como outlier, distorcendo os resultados, sendo, entdo, retirada das proximas analises.

Os gréficos de regressdo foram, entdo, refeitos utilizando-se as oito espécies
restantes em um primeiro momento (Fig. 37a, b) e depois se utilizando os diferentes
espécimes de E. secundum (Fig. 38a, b).

A analise dos dados obtidos para as espécies distintas de Epidendrum mostra que
a relagdo entre o comprimento das células-guarda e o tamanho genomico € negativa, ou
seja, quanto maior o valor do genoma, menor ¢ o comprimento do complexo estomatico
(Fig. 37a). O contrario acontece na relagao entre a densidade estomatica, na qual quanto
maior o tamanho genémico, maior a densidade dos estomatos (Fig. 37b).

No entanto, a analise dos espécimes de E. secundum mostra que a relagao do
comprimento do complexo estomatico com tamanho gendmico € positiva, ou seja, quanto
maior o valor do genoma, maior o comprimento do complexo estomatico (Fig. 38a). Ja a
relagdo entre o tamanho do genoma com a densidade estomadtica € negativa, ou seja,

quanto maior o tamanho gendmico, menor ¢ a densidade estomatica (Fig. 38b).
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5 DISCUSSAO

Epidendroidae ¢ a subfamilia de Orchidaceae que apresenta representantes com
maior variagdo no tamanho gendmico, com valores de n que variam de 0,3 a 19,8
picogramas, sendo que a maior parte das espécies dessa subfamilia possui valores
medianos nesse intervalo (LEITCH et al., 2009).

Epidendrum cinnabarinum ¢é a espécie da familia com o maior nimero
cromossomico, com o valor de n igual a 120 (ASSIS et al., 2013). Por apresentar um
grande nimero cromossdmico € um tamanho gendmico discrepante com relagdo as outras
espécies estudadas no presente trabalho, essa espécie mostrou-se como um outlier,
interferindo nos resultados e fazendo com que os dados apresentados pelas outras espécies
ficassem distorcidos. Por esse motivo, essa espécie foi retirada da amostragem das
analises de regressao.

Nossos resultados para as oito espécies estudadas de Epidendrum mostram que a
relacdo entre as caracteristicas estomaticas com o genoma ¢ inversa se comparada a
literatura. A relagdo entre o tamanho gendmico e a densidade estomatica nas espécies
aqui estudadas se mostrou positiva, diferentemente da relagdo encontrada por Beaulieu et
al. (2008), que foi negativa. O mesmo aconteceu na relacdo entre o tamanho gendmico
com o comprimento das células-guarda que no presente estudo se mostrou negativa e na
literatura € positiva (BEAULIEU et al., 2008).

Do contrario, os resultados obtidos comparando-se apenas os espécimes de E.
secundum corroboram aqueles encontrados na literatura (BEAULIEU et al., 2008;
KNIGHT; BEAULIEU, 2008; RUPP et al., 2010), ou seja, as relagdes encontradas foram
similares as relacdes encontradas nos grupos estudados por esses autores.

Os nossos resultados ndo permitem distinguir as espécies estudadas, uma vez que
os espécimes de populagdes distintas de Epidendrum secundum possuem diferengas no
tamanho genomico devido ao isolamento reprodutivo das populagdes. Portanto,
diferencas no tamanho gendmico ndo indicam que as espécies comparadas sejam
diferentes.

As espécies estudadas ndo representam nem 1% das 1.500 espécies do género.
Contudo, mesmo com uma amostragem pequena, foi possivel a obtencdo de resultados

satisfatorios em relagdo aos resultados encontrados em Beaulieu et al. (2008), Bory et al.
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(2008), Knight e Beaulieu (2008) e Rupp et al. (2010). Necessita-se de um estudo mais
abrangente com uma maior amostragem de espécies de modo a afirmar o relacionamento
entre o tamanho gendmico e as caracteristicas estomaticas para todo o género e nao
somente para poucas espécies. Além disso, ha uma grande dificuldade em estabelecer
uma relacdo clara e confiante entre esses parametros, uma vez que existe uma enorme
variacdo no tamanho gendmico em niveis genéricos e especificos (BORY et al., 2008;
RUPP et al., 2010).

Na Tabela 3 sdo apresentados os dados disponiveis na literatura, para diferentes
taxons, acerca dos pardmetros tamanho gendmico, comprimento das células-guarda e
densidade estomatica.

O Royal Botanic Gardens de Kew (Inglaterra) possui uma plataforma digital com
os valores de tamanho gendmico (C-Value) de diversas espécies de plantas, de modo a
facilitar o estudo das relagdes do tamanho gendmico com esses e diversos outros
parametros. Entretanto como vimos no presente estudo, ha diferengas quanto a esses
valores de acordo com o local de coleta das espécies e provavelmente entre espécimes
coletados em um mesmo local.

Os valores considerados no presente estudo sdo para o tamanho gendmico de
individuos diploides, uma vez que existem espécies poliploides no género. Em Beaulieu
et al. (2008) e Rupp et al. (2010), constatou-se que a poliploidia ndo ¢ significante em
relagdo ao comprimento das células-guarda e a densidade estomatica, uma vez que nao
ha muita diferenga nas médias quando se compara espécies diploides e poliploides.

A densidade dos estdmatos ndo depende somente do tamanho gendmico. Pode
haver uma grande influéncia da luminosidade e também da quantidade de CO> disponivel
no ambiente (CASSON; HETHERINGTON, 2010). Portanto, pode-se afirmar que uma
espécie que possui uma ampla distribui¢do no territério brasileiro esta sujeita a diversas
variagdes na quantidade de luz disponivel e CO2 no ambiente. Por exemplo, Epidendrum
secundum aqui estudada ocorre em regides de Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica e na
Amazonia (BARROS et al., 2015). Provavelmente, existe uma variacdo na densidade
estomdtica dependendo do local de coleta, uma vez que a luminosidade e a

disponibilidade de CO, em cada bioma ¢ diferente.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho comprovaram a existéncia de correlacao entre
o tamanho das células-guarda nos estomatos e a densidade destes com o tamanho do
genoma nas espécies selecionadas de Epidendrum, porém essa correlagdo varia se
comparadas espécies ou espécimes de uma mesma populagdo. Deste modo, deve-se
utilizar com parcimonia dados fenotipicos para a extrapolacdo genOmica em espécies

poliploides.
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Tabela 1. Dados das espécies e espécimes estudados de Epidendrum.

Espécies/Espécimes Dados de coleta e/ou Locais de coleta
colecao

E. cinnabarinum Salzm. ex Lindl. F. Pinheiro 131 Japaratuba, SE

E. denticulatum Barb.Rodr. JBSP 17914 Bertioga, SP

E. fulgens Brongn. F. Pinheiro 115 Paraty, RJ

E. orchidiflorum Salzm. ex Lindl. JBSP 17698 Mangaratiba, RJ

E. purpureum Barb.Rodr. JBSP 17891 Araruama, RJ

E. puniceoluteum  F.Pinheiro & JBSP 17957 Paranagua, PR

F.Barros

E. radicans Pav. ex Lindl. JBSP 17894 Oaxaca, México

. Pinheiro 146
. Pinheiro 157
. Pinheiro 158
. Pinheiro 248
. Pinheiro 313
. Pinheiro 329
. Pinheiro 338
JBSP 17672

JBSP 17924

JBSP 18041

E. secundum Jacq.

eoBesNesleslesMesles|

E. xanthinum Lindl. F. Pinheiro 16

Camocim de Sao Félix, PE
Brejo da Madre de Deus, PE
Brejo da Madre de Deus, PE
Santa Teresa, ES

Formosa, GO

Areia Branca, SE
Brumadinho, MG

Santo Antonio do Itambé,
MG

Serra do Rio do Rastro, SC
Aratitiope, Venezuela

Nova Friburgo, RJ

OBS.: JBSP= Jardim Botanico de Sao Paulo (Sao Paulo, SP).
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APENDICE B — TABELA 2

Tabela 2. Dados do tamanho gendmico e intervalo de valores e médias para a densidade estomatica e comprimento das células-guarda das espécies
e espécimes estudados de Epidendrum.

Tamanho Intervalo de Média de Intervalo de Média do
Espécie/Espécime Dados de coleta Genodmico Densidade Densidade Comprimento Comprimento
(picogramas) (est/mm?) (est/mm?) (um) (um)
E. cinnabarinum F. Pinheiro 131 19,15 20,51 - 50,72 29,75 35,99 - 52,24 47,85
E. denticulatum JBSP 17914 4,89 36,47 — 54,71 46,42 28,29 — 33,15 30,3
E. fulgens F. Pinheiro 115 2,88 30,20 — 54,72 39,74 30,80 — 38,11 34,13
E. orchidiflorum JBSP 17698 8,12 33,05 - 64,97 51,63 28,49 — 34,67 32,25
E. puniceoluteum JBSP 17891 4,73 36,47 171,24 48,31 30,93 - 38,10 34,04
E. purpureum JBSP 17957 6,29 27,35 -43,31 34,87 30,55 - 33,60 32,03
E. radicans JBSP 17894 3,19 30,20 — 50,15 41,14 30,37 - 38,06 32,5
E. secundum F. Pinheiro 146 4.4 29,64 — 43,32 35,34 26,72 — 33,95 31,12
F. Pinheiro 157 3,54 28,5-51,3 40,58 23,11 - 28,59 26,48
F. Pinheiro 158 3,45 47,88 — 62,7 54,03 27,57 - 30,72 30,46
F. Pinheiro 248 3.9 26,79 — 48,45 42,12 19,79 — 25,82 24,08
F. Pinheiro 313 3,75 35,91 — 49,02 43,09 23,47 - 30,70 28,47
F. Pinheiro 329 3,89 35,04 - 62,13 44,91 26,00 — 32,92 26,66
F. Pinheiro 338 3,67 27,23 - 35,36 31,69 22,81 -27,39 24,38
JBSB 17672 2,79 40,47 — 74,67 58,36 18,42 — 25,46 23,05
JBSB 17924 3,59 33,06 — 49,02 38,41 25,22 - 30,40 27,87
JBSB 18041 5,46 27,36 — 38,76 33,40 24,92 — 32,56 27,75

E. xanthinum F. Pinheiro 160 4,05 24,50 - 118,55 49,01 22,20 -37,41 30,92
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Tabela 3. Dados disponiveis na literatura acerca das correlagdes entre tamanho gendémico
(TG) x densidade estomatica (DE) e tamanho genomico (TG) x comprimento do

complexo estomatico (CCE) em diferentes tdxons.

TG X TG X
GRUPO TAXON DE CCE AUTOR
Briodfita Selaginella - Positiva Franks et al., 2012
Asplenium - Positiva Franks et al., 2012
Pteridofita  Osmunda - Positiva Franks et a.l, 2012
Pteridium - Positiva Franks et al., 2012
. Gimnospermas de i Negativa Knight & Beaulieu,
Gimnospermas uym modo geral 2008
Cycas - Positiva Franks et al., 2012
Polystachya - Positiva Rupp et al., 2010
Vanilla planifolia - Positiva Bory et al., 2008
Monocotiledoneas Negativa Positiva Beaulieu et al., 2008;
Hogdson, 2010
Eudicotiledoneas  Negativa Positiva Beaulieu et al., 2008;
Hogdson, 2010
Arvores Negativa Positiva Beaulieu et al., 2008
Arbustos Negativa Positiva Beaulieu et al., 2008
Herbaceas Negativa Positiva Beaulieu et al., 2008
Miscanthus sp. - Positiva Rayburn et al., 2008
Angiospermas ancqae ) Negat?va Pos%t%va Hogdson, 2010
Dicotiledoneas Negativa Positiva Hogdson, 2010
basais
Rununculaceae Negativa Positiva Hogdson, 2010
Fabaceae Negativa Positiva Hogdson, 2010
Arabidopsis - Positiva Lomax et al., 2008
thaliana
Proteaceae - Positiva Jordan et al., 2014
lggsasger;;)haceae - Positiva Masterson, 1994
oo e posia K Bl
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APENDICE D - FIGURAS

Figuras 1-8: Impressoes da superficie abaxial, regido mediana, das folhas de Epidendrum.
1-2: E. cinnabarinum. 3-4: E. denticulatum. 5-6: E. fulgens.7-8: E. orchidiflorum. 1, 3, 5,
7: Exemplos de campos para aferi¢do da densidade estomatica. 2, 4, 6, 8: Exemplos de

campos para medi¢des dos complexos estomaticos. Barras de escalas: 1, 3,5, 7= 100 pum,;
2,4,6,8=20 um.
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Figuras 9-16: Impressdes da superficie abaxial, regido mediana, das folhas das espécies
estudadas de Epidendrum. 9-10. E. puniceoluteum 11-12: E. purpureum. 13-14: E.
radicans. 15-26: E. xanthinum. 9, 11, 13, 15 Exemplos de campos para aferi¢do da
densidade estomatica. 10, 12, 14, 16: Exemplos de campos de medi¢des dos complexos
estomaticos. Barras de escalas: 9, 11, 13, 15 =100 pum; 10, 12, 14, 16 =20 pum.
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Figuras 17-26: Impressdoes da superficie abaxial, regido mediana, das folhas dos
espécimes estudados de Epidendrum secundum. 17-18: F.Pinheiro 146. 19-20: F. Pinheiro
157. 21-22: F.Pinheiro 158. 23-24: F. Pinheiro 248. 25-26: F. Pinheiro 313. 17, 19, 21,
23, 25: Exemplos de campos de afericao da densidade estomatica. 18, 20, 22, 24, 26:
Exemplos de campos medigdes dos complexos estomaticos. Barras de escala: 17, 19, 21,
23,25=100 um; 18, 20, 22, 24,26 = 20 pum.
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Figuras 27-36: Impressdoes da superficie abaxial, regido mediana, das folhas dos
espécimes estudados de Epidendrum secundum. 27-28: F. Pinheiro 339. 29-30: F.
Pinheiro 338. 31-31: JBSP 17672. 32-33: JBSP 17924. 35-36: JBSP 18041. 27, 29, 31,
33, 35: Exemplos de campos de afericao de densidade estomatica. 28, 30, 32, 34, 36:
Exemplo de campo de medigdes dos complexos estomaticos. Barras de escala: 27, 29, 31,
33,35 =100 um; 28, 30, 32, 34, 36 =20 pum.
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Figura 37: Graficos de regressao linear considerando tamanho gendmico x comprimento
das células-guarda (a) e tamanho gendmico x densidade estomatica (b) das espécies

estudadas de Epidendrum.



Comprimento do complexo
estomatico

65

60

55

50

45

40

35

Densidade estomatica

30

25

20

32

30

28

26

24

22

20

y =1,4524x + 21,453
2 2,5 3,5 4 4,5 5 5,5 6
Tamanho genomico
b)
y =-8,2996x + 74,101
2,5 3,5 4 4,5 5 5,5

Tamanho gendmico

35

Figura 38: Graficos de regressao linear considerando tamanho gendmico x comprimento

das células-guarda (a) e tamanho gendmico x densidade estomatica (b) dos espécimes

estudados de Epidendrum secundum.
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