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RESUMO

Bulbophyllum panemense, B. involutum e B, weddellii sdo orquideas de campos
rupestres que crescem diretamente sobre as rochas e sdo polinizadas por fémeas de
Pholeomyia (Diptera: Milichidae). Dezesseis amostras destas espécies, coletadas em
diferentes localidades nos Estados de Minas Gerais, S8o Paulo e Bahia foram analisadas
citogeneticamente. Somente cinco destas amostras apresentaram-se constituidas 'por
individuos dipldides, com 2n=38, sendo as demais possivelmente polipldides, com
2n=ca.72. As amostras dipldides foram analisadas quanto & estruturacio e variabilidade
genéticas através de eletroforese de isozimas utilizando oito locos enzimaticos. Foi
encontrado grande polimorfismo enzimatico e alta variabilidade genética (H. entre 36,9%
e 49,7%). O valor de Ff5r (=0,0524) para B./jpanemense indica uma estruturacdo genética
moderada, mas que ndo deve ser negligenciada. Estes resultados ndo sdo esperados em
espécies de distribuicdo disjunta, cujos polinizadores séo pequenos insetos que, julga-se,
ndo sejam capazes de voar longas distancias. Assim, a aita homogeneidade genética entre
as amostras estudadas sugere que a dispersdo de sementes nestas espécies deve ser um
fator mais importante na manutengdo do fluxo génico do que geralmente se julga.
Tambem é possivel que amostras de diferentes iocalidades estejam sujeitas a diferentes
pressdes seletivas, pois o fluxo génico n3o é totalmente livre, mesmo entre amostras de
localidades bastante préximas. Isto indica que as amostras locais devem de fato
representar populagdes distintas. A comparagdo com outro trabalho realizado com
orquideas também rupicolas e miiéfilas de campos rupestres indica que a alta variabilidade
encontrada pode estar relacionada as caracteristicas ecoldgicas comuns a estas plantas. A
alta incidéncia de individuos polipléides sugere que esta possa ser uma caracteristica com

algum valor adaptativo no ambiente que estas plantas ocupam.



ABSTRACT

Bulbophyllum ipanemense, 8. involutum and B. weddellii are orchids from ‘campos
rupestres' that grow directly on rocks and are pollinated by Pholeomyia (Diptera:
Milichidae) females. Sixteen samples of these plants, collected in different localities in
‘Minas Gerais, Sdo Paulo and Bahia were analyzed citogenetically. Only five out of these
sixteen samples were constituted by diploid individuals, with 2n=38. The other samples
have putative polyploids, with 2n=ca.72. Eight loci were studied in the diploid samples
through isozyme electrophoresis. Genetic variability was high, with great enzymatic
polymorphism and He between 36.9% and 49.7%. The FAr score (=0.0524) in
B.ipanemense suggests moderate, but not negligible, genetic structure. These results were
not expected for species with disjunct distribution whose pollinators are small insects, as
they are not supposed to be able to fly great distances. Therefore, genetic homogeneity
shown by the studied samples suggests that seed dispersal might be more important for
gene flow maintainance than it is generally thought. As gene flow is not completely free,
even between samples from rather close localities, it is also possible that the different
localities are exposed to different selective pressures. This indicates that the local samples
may actually represent distinct populations. Comparison with similar results from another
study of rupiculous and fly-pollinated orchids from 'campos rupestres' indicates that the
high genetic variability may be related to the ecological features that these plants have in
common, The high incidence of polyploids in Bulbophyflum may suggest some relation

between polyploidization and fitness.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

Os campos rupestres sdo ambientes que ocorrem em regides montanhosas do
Brasil, acima de 900m de altitude, podendo ser encontrados principalmente nos Estados
de Minas Gerais e Bahia. Estes ambientes sdo caracterizados por solo raso e arenoso com
presenga de numerosos afloramentos rochosos (Figura 1) de tamanho variével; A
vegetacdo é herbacea e sub-arbustiva, crescendo tanto sobre as rochas nuas (espécies
rupicolas, epiliticas ou saxicolas) como em solo arenoso ou em solo de rochas recém-
decompostas. As regides montanhosas em que ocorrem o0s campos rupestres sdo
descontinuas e as espécies vegetais apresentam-se em populagdes disjuntas(Giulietti e
Pirani, 1988). Em espécies cujas populacbes estdo geograficamente subdivididas, a troca
de genes entre individuos pertencentes a uma mesma populacgo local é mais provavel do
gue entre individuos de diferentes localidades. Desta forma, as freqliéncias génicas podem
diferir de uma populagao para outra, efeito que é chamado estruturacdo genética (Hartl e
Clark, 1997). Nos campos rupestres, os afloramentos rochosos podem ser comparados a
ithas, de modo que podem ocorrer barreiras que diminuam ou até impegam totalmente o
fluxo génico entre populagbes de espécies vegetais restritas a eles (Harley, 1995). Assim,
€ esperado que em espécies deste tipo de ambiente haja aumento dos efeitos de deriva
genética e a endogamia possa ser mais freqliente. Conseqlientemente, haveria perda de
variabilidade genética intrapopulacional e aumento na divergéncia entre populacdes de
uma mesma espécie (Hartt e Clark, 1997). Isto, associado a instabilidade climética e a um
processo alternado de expansao e fragmentacdo do habitat, possivelmente causa o alto

grau de endemismo observado nestas regides (Giulietti e Pirani, 1988).
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Figura 1: Aspecto geral dos campos rupestres: afloramentos rochosos com vegetacao
caracteristica (Serra do Cipd - Santana do Riacho, MG).
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Devido a auséncia de mobilidade das plantas, o sistema reprodutivo é um dos
principais fatores que afetam a estrutura genética das espécies vegetais pois, se este
sistema promover polinizagdo entre individuos de populages distintas, também permitira
que os alelos sejam compartilhados entre elas, reduzindo a diferencia¢do interpopulacional
(Loveless e Hamrick, 1984). Por outro lado, espécies que tenham agentes polinizadores ou
dispersores com padrdes de mobilidade restritos podem apresentar um baixo fluxo géhico
entre as populagOes. Neste caso, pode haver aumento de endogamia com consequente
reducdo na heterozigosidade, e deriva genética, provocando reducdo da variabilidade
genética intrapopulacional com aumento da diferenciagdo interpopulacional (Loveless e
Hamrick, 1984; Hamrick e Godt, 1990). Assim, o grau de estruturacdo genética pode ser
influenciado também pelo padrdo de forrageamento do polinizador, de acordo com seu
habito de visitar sempre as flores mais proximas, favorecendo a endogamia (algumas
abethas), ou de realizar vBos mais longos entre as visitas, favorecendo a polinizacio
cruzada (geraimente beija-flores, borboletas ou morcegos, por exemplo) (Levin &
Kerster,1968; Schaal, 1980; Schmitt, 1980; Waser, 1980; Ellstrand e Marshali, 1985;
Fenster, 1991; Godt e Hamrick, 1993).

As Orchidaceae formam uma das maiores e mais diversas familias de
monocotileddneas. Nesta familia, geralmente as espécies sdo autocompativeis, mas a
estrutura da flor apresenta adaptagdes que favorecem fortemente a polinizagio cruzada
(Pijl e Dodson, 1966; Dressler,1981). Nestas plantas o posicionamento da regido
estigmética em relagdo a polinia (massa compacta através do qual o pélen é transferido)
diminui as chances de que ocorra fecundagao sem a interven¢do de um polinizador. Este
sistema, portanto, é bastante flexivel, pois um individuo isolado tem potencial para efetuar

autopolinizagdo, o que também pode ter grande importancia na colonizacdo de novos
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locais (Pijl e Dodson, 1966). Considera-se que o isolamento reprodutivo em orquideas é
dado principalmente através da especificidade de polinizadores (Dressler,1968; Paulus e
Gack, 1990). Este fator ndo necessariamente estaria associado a incompatibilidade
genética entre grupos de plantas taxonomicamente proximos, como espécies de um
mesmo género (Pijl € Dodson, 1966).

O género Bulbophyllum Thouars, de distribuicdo pantropical, esté entre os maiores
da familia Orchidaceae (ca. 1000 espécies) e concentra-se principaimente nos trépicos da
Asia e Oceania, sendo encontradas cerca de 55 espécies no Brasil (Pabst e Dungs, 1975,

1977). Neste género algumas espécies ocorrentes nos campos rupestres apresentam a
morfologia de suas estruturas vegetativas extremamente semelhantes, o gue dificulta a
identificagd@o taxondmica. Algumas populagoes, a principio identificadas como
B. warmingianum Cogn. ou B. jpanemense Hoehne, foram segregadas por Borba et a/,
(1998) como uma espécie nova, B. involutum Borba, Semir & F.Barros, com base em
caracteres morfoldgicos, quimicos e reprodutivos. Pertencentes ao mesmo grupo de
espécies, B. involutum (Figura 2.A), B.weddellii (Lindl.} Rchb. f. (Figura 2.B) e
B. jpanemense (Figura 2.C) compartilham caracteristicas particularmente interessantes,
pois s@o encontradas no mesmo tipo de habitat, possuem eventos fenologicos
sincronizados e sdo miidfilas, sendo a polinizagdo feita por diferentes espécies de dipteros

do mesmo género (Borba e Semir, 1998). Apesar de ser pouco conhecido o

comportamento dos insetos que polinizam estas espécies em particular, moscas
freqUentemente apresentam padrdes de movimento restritos e tém a caracteristica de
permanecer por um longo periodo de termpo na mesma flor e, muitas vezes, quando saem
retornam rapidamente a ela (Loveless e Hamrick, 1984; Meve e Liede, 1994, Borba e

Semir, 1999). Isto propiciaria baixo fluxo génico entre popuiagbes, ac menos no que se
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Figura 2: Inflorescéncias de (A) Bulbophyllum involutum, (B) B. weddelli e
(C) B. ipanemense.
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refere a dispersdo de pdlen. No entanto, deve-se levar em conta que campos rupestres
sdo areas abertas sujeitas a ventos fortes, e é possivel que as sementes sejam assim
transportados por grandes distancias.

Outra caracteristica importante nestas espécies € que os individuos tém capacidade
de sobreviver por tempo indeterminado propagando-se vegetativamente (Figura 3), o que
pode aumentar as chances de produgéo de sementes vidveis ao longo do tempo. |

Bulbophyllum ipanemense, B. involutum e B. weddellii ocorrem em afloramentos
rochosos de campos rupestres principalmente em Sdo Paulo, Minas Gerais e Bahia e
apresentam habito rupicola. 8. involutum e B. weddellii ocorrem simpatricamente, ao

longo da Cadeia do Espinhaco. Ja B. jpanemense ocorre mais ao sul, desde a regido de
Juiz de Fora, MG (leste) a Serra da Canastra, MG (oeste), podendo ainda ser encontrada
em algumas localidades no Estado de S3o Paulo e em Alto Paraiso, GO. Estas trés espécies
tém periodo de floragéo coincidente, estendendo-se de janeiro a julho, e sua polinizagdo é
feita exclusivamente por fémeas de Pholeomyia (Diptera: Milichiidae) (Figura 4),
provaveimente atraidas pelo odor e morfologia das flores, que mimetizam o local de
oviposigdo (sapromiiofilia). Foi observada uma relagdo de especificidade, em que cada
espécie de planta atrai espécies diferentes de polinizadores (Borba e Semir, 1998). Foi
também observado por Borba et /. (1999), através de experimentos de polinizacio
controlada, que as trés espécies sdo autocompativeis e ndo apresentam agamospermia,
nao parecendo, contudo, ocorrer autopolinizagdo espontaneamente na natureza. Estes
mesmos autores (Borba e Semir, 1999) descreveram um mecanismo que dificulta a
autogamia em B. /nvolutum e B. jpanemense, pois o polinario, logo apds sua remoco,
tem dimensdes incompativeis com a entrada da cavidade estigmatica, possuindo quase o

dobro do didmetro desta. Nestas duas espécies, os polinizadores permanecem por algum
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Figura 3: Individuo de Bulbophyllum weddellii num afloramento rochoso (Serra do Cipé -
Santana do Riacho, MG). Observar os ramos de propagacdo vegetativa.

Figura 4: Polinizador numa flor de Bulbophyllum ipanemense. Fémea de Pholeomyia sp.
com o polinario aderido ao dorso do térax.

Foto: E.L. Borba
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tempo na mesma flor apés retirar o polinario ou podem voar um pouco e iogo retornar a
mesma planta. Isto teoricamente facilitaria a ocorréncia de autopolinizacdo, ndo fosse o
fato de que € necessario gue se passem aproximadamente duas horas até que as polinias
tenham desidratado o suficiente para que possam encaixar na cavidade estigmatica da
flor, a fim de realizar a polinizacdo. Ja em B.weddellii ndo ocorre este mecanismo, e o
labelo atua como uma alavanca reagindo a pressdo que o polinizador faz ao tentar se
livrar da substéncia viscosa que envolve as polinias. Assim, o inseto, com o polinério
aderido ao seu tdrax, € langado para fora da flor € ndo retorna mais a ela. Portanto, as
trés espécies apresentam barreiras que evitam a ocorréncia de autopoliniza¢fio, mas estes
mecanismos estao relacionados ao comportamento do polinizador e ndo &
incompatibilidade genética. Sabe-se também que a taxa de frutificagdo nas trés espécies é
baixa tanto na natureza quanto nos cruzamentos manuais, e também a formagdo de
inflorescéncias é pouco fregiliente em condi¢bes naturais, com apenas cerca de 50% dos
individuos florescendo & cada ano (Borba e Semir, 1998). Neste mesmo trabalho foi
descrito que ha a necessidade de ventos com velocidades entre 1,0 e 1,5 m/s para que a
polinizagdo seja possivel, pois somente nestas condicbes o labelo da flor se move,
pressionando o polinizador contra a coluna estigmatica.

Vale mencionar que, ainda que a polinizagdo seja fundamental, pouco se sabe a
respeito da influéncia da dispersédo de sementes na manutencdo do fiuxo génico nestas
plantas, pois em orquideas as sementes ndo possuem endosperma e podem ser
carregadas pelo vento a longas distancias (Pijl e Dodson, 1966).

Com isto, uma vez que em plantas os efeitos da fragmentagao de habitat podem
ser influenciados por varios fatores, o melhor conhecimento sobre a genética das

populacbes de B. weddellii, B. involutum e B. jpanemense pode contribuir para o
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entendimento dos processos ocorrentes em espécies vegetais com distribuicdo disjunta.
Os estudos a respeito dos efeitos de fragmentagSo sobre a estrutura genética em
populagbes de espécies tropicais sdo escassos (Young et a/,1996) Em campos rupestres
existem apenas dois trabalhos de genética de populactes em plantas. Num deles (Jesus,
et al, no prelo), com uma espécie de Asteraceae (Proteopsis argentea), foi encontrada
alta estruturacdo genética e baixa variabilidade. Em outro trabalho (Borba et a/, no prelo),
com espécies de orquideas do género Pleurothallis, foi encontrada alta variabilidade
genética e estruturagdo moderada. Estes dados indicam que em Pleurothallis ha
homogeneidade entre as populagdes, quando o esperado seria encontrar alta estruturacio
genética em plantas que apresentam-se restritas a afloramentos rochosos e cujos
polinizadores supostamente ndo sdo capazes de efetuar polinizacdo entre populacdes
distantes. Assim, fica mais evidente a relevaéncia de estudos sobre genética de populacbes
em espécies de campos rupestres, a fim de elucidar os padrdes até agora observados.

O conhecimento a respeito da citogenética em Orchidaceae de ambientes tropicais
também € limitado (Dematteis e Davifia, 1999). A poliploidia é o tipo de variacdo
cromossdmica dominante na evolu¢do vegetal (Guerra, 1988). Este fendmeno pode ser
visto como um mecanismo capaz de aumentar a variabilidade genética dos individuos,
além de ser considerado um fator facilitador de especiagdo rapida (Levin, 1983; Soltis e
Rieseberg, 1986; Barrett e Shore, 1989; Samuel et a/, 1990; Murawski et a/,1994;
Crawford, 1989 e 1990). Em Orchidaceae encontram-se espécies polipldides, bem como
variagBes cromossdmicas intraespecificas, como foi sugerido por Jones e Daker (1968)
para Catasetum planiceps. Em Bulbophyllum, a maior parte das espécies estudadas
apresenta 2n=38 e o numero base do género é considerado x=19 (Lim e Jones, 1982;

Daker, 1968; Goldblatt, 1994). No entanto s&o encontradas referéncias a tripldides,
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pentapléides e aneupldides (Daker, 1970; Lim e Jones, 1982; Jones e Daker, 1968).
Classicamente, sao reconhecidos dois tipos de polipldides: os autopolipldides,
considerados menos freqlientes na natureza, que sdo provenientes de duplicagBes no
conjunto cromossdmico de uma sé espécie, e os alopolipldides ou anfipldides,
provenientes da hibridagao entre dois ou mais genomas distintos. Ha ainda uma situacdo
intermediaria, que parece ser a mais freqliente em condigbes naturais (Guerra, 1988;
Forni-Martins, 2000), na qual o polipléide é formado pela hibrida¢do entre espécies muito
proximas, com conjuntos cromossdmicos parciaimente distintos entre si. Neste caso, a
poliploidizagdo subseqilente & hibridacdo levaria a uma fertilidade quase normal, gerando
o chamado alopolipléide segmentar. Considera-se que a alta ocorréncia de polipléides na
natureza seja um indicador da freqliéncia e do sucesso da hibridagdo interespecifica
(Jones e Daker, 1968). Muitas vezes é possivel reconhecer a origem da poliploidia através
de estudos do comportamento meidtico. Contudo, em algumas espécies sdo conhecidos
genes que controlam o pareamento entre cromossomos homedlogos, impedindo a
formacdo de multivalentes e possibilitando a formagdo de gametas vidveis, como ocorre
no trigo hexapldide 7riticum aestivum (Riley e Chapman, 1958). Assim, determinar se um
citotipo é auto ou alopolipldide ndo é tarefa simples, sendo muitas vezes necessarios
estudos genéticos, quimicos, citolégicos e morfolégicos para determinar a natureza do

polipldide (Murawski et a/., 1994).
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2. OBJETIVOS

No presente trabalho, pretendeu-se explorar aspectos da genética de populacdes
vegetais em campos rupestres, tais como variabilidade e estruturacdo genéticas. Uma vez
que pouco se sabe a respeito da genética de populagGes vegetais neste tipo de ambiente,
optou-se por estudar orquideas miidfilas com distribuigdo disjunta, sobre as quais ja se
tinha algum conhecimento de biologia reprodutiva. Foram estudadas amostras de
Bulbophyllum ipanermense, B.weddelli e B. involutum, provenientes de diversas
localidades, através de eletroforese de isozimas em gel de amido, bem como de estudos

citogenéticos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Coletas:

Os individuos de B. weddellii, B. jpanemense e B. involutum foram coletados. em
diversas localidades nos Estados de Minas Gerais, Bahia e S3o Paulo (Tabela 1 e Figura 5).
Procurou-se realizar amostragens aleatorias e representativas de todo o afloramento
rochoso. Os individuos retirados localizavam-se em rochas diferentes, buscando assim
evitar a coleta de clones de um mesmo genet, uma vez gque estas espécies
apresentam reprodugao vegetativa. Foi retirada somente uma pequena parte de cada
planta, de modo que os individuos permaneceram representados em seu ambiente
natural.

A Figura 5 ifustra os locais onde foram realizadas as coletas, bem como a drea
onde supostamente é possivel encontrar as espécies em questio nestes campos
rupestres, baseado em viagens de campo e material de herbario. Foram feitas nove
coletas de B. jpanemense, trés de B. involutum e uma de B, weddellii. Também foi feita
uma coleta em Morro do Chapéu, BA, mas quando os individuos floresceram foi
constatado que se trata de outra espécie, ainda ndo identificada taxonomicamente. Além
disso, ainda foi feita uma coleta em Diamantina, MG; quando os individuos floresceram,
percebeu-se que havia duas espécies (B. involutum e B. weddefli)). Como nem todos os
individuos floresceram, optou-se por ndo utilizar este material. A identificacdo, localizacgo
geografica e ndmero de individuos coletados em cada localidade encontram-se na

Tabela 1.
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Todos os individuos coletados estdio sendo cultivados em casa de vegetacdo do
Depto. de Genética e Evolugdo, Instituto de Biologia, UNICAMP. Tanto o clima da cidade
de Campinas, SP (onde as plantas estdo em cultivo) quanto dos locais onde se encontram
as populagbes naturais podem ser considerados "Cwb", segundo a classificacdo de
Kéeppen (1948). Espécimes provenientes de cada uma das localidades foram herborizados

com as respectivas inflorescéncias e serao depositados no Herbario UEC.
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BA

p%brqm do Chapéu
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.
\

aGrao Mogol
Mg . f’.\;

]
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Serra do Cabral Q 1
a

—ﬂ» Diamantina

Serra da Can 49

Figura 5: Pontos de coleta de Bu/bophyllum ipanemense, B.involutum e B.weddellii
(Area representada: acima de 900m de altitude)
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Tabela 1- Identfficacdo, localizacdo geogréfica

Bulbophyllum coletadas

Materiais € Métodos

e nimero de individuos das populagbes de

identificacdo o ) localizagdo nlmero de  data da coleta
especie Municipio Localidade ) o X
da coleta geogréfica individuos (més/anc)
Atibaia, SP Pedra Grand Z070LS, 27 03/1998
aia, ra Grande
J5F01 46°3301"0
Ca Al 2173028°5, 42 12/1997
rancas
I5F02 44°33°00"0
Carrancas, MG
Ca A3 217225, 19 12/1997
rrancas
JSF03 44°3700"0
Ttutinga, MG Ttuti 217535, 25 12/1997
nga, utinga
JSF04 g g 4493928"0
) _ 219457517,
B jpanemense ISFOS Rio Preto, MG Rio Preto 4391010 39 07/1998
Pocinhos do Rio Verde, MG Pedra B IS, 28 02/1999
QCINNCs ao RIC Verae, ra pranca
ISFo6 46°2143'0
L MG La ALIHS, 22 02/1999
avras, vras
J5F07 44958730
N MG N 21712557, 31 12/1997
azareno, azareno
JSFO8 44°36'41"0
530 R de Minas, MG Serra da Canastr 20°1335'S, 40 10/1998
a0 Roque de Minas, erra da Canastra
ISF09 a 46°27°06"0
S do Riacho, MG Serra do Cip6 19°1930°5, 27 12/1997
antana do Riacho, rra do Cipo
ISFLO P 43°33'50"0
_ . 17°43'G,
8. involutum ISF11 Joaquim Felicio, MG Serra do Cabral 445170 30 01/1999
G |, MG Grio-Mogol 1673334, 29 12/1997
rao Mogol, rao-Mogo
ISF12 g °9 42°5323"0
. s 19°14'50"S
B. weddelii JSF13 Santana do Riacho, MG Serra do Cipd 43°30'90°0 2% 12/1997
. . 11°3300"s, . 0271998
Bulbophylium sp. ISF14 Morro do Chapéu, BA Morro do Chapéu 419097270 1 /
. . 18°16729",
. JSFL5 Diamantina Al 43940150 35 07/1999
Bb”;:’é‘égjﬁ/ Diamantina, MG
- ) . 18°17'56"S
JSF16 Diamantina A2 43°41'01"0 34 07/1999
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3.2. Variabilidade Genética

A variabilidade genética foi estudada através de eletroforese de isozimas em
gel de amido (Sigma hydrolysed potato starch) a 8,5%. Foi utilizado material fresco
de folhas dos individuos, com as amostras coletadas no momento da andlise, sempre
pela manha.

O material foi homogeneizado individualmente em placas de polipropileno em
tampéo de Tris 0,1M com pH ajustado para 7,0 com solugdo 1N de &cido cloridrico,
acrescido de sacarose 0,2M; polivinilpirrolidona (PVP) 0,6%; etilenodiaminatetraacetato
(EDTA) 1mM; albumina bovina 0,15%; dietilditiocarbamato de sédio (DIECA) 0,06M;
borato de sédio 0,03M e B-mercaptoetanol 0,1% (modificado a partir de Sun e Ganders,
1990). As amostras foram absorvidas em tiras de papel de filtro (Whatman #3). Ao
extrato de um dos individuos de cada gel foi adicionado Azul de Bromofeno!, a fim de
visualizar a frente de corrida. O procedimento padrdo de eletroforese em gel de amido
e as coloragdes utilizadas sdo os descritos em Shaw e Prasad (1970) e Alfenas
(1991,1998) com modificagdes. Os sistemas enziméticos amostrados estdo
apresentados na Tabela 2. Tais sistemas foram testados em varias condicBes de
corrida (sistemas tamp@o gel/eletrodo) para a padronizacdo das anélises:

-Sistema la (Stuber et a/, 1977, modificado) - Eletrodo: solucdo de L-Histidina
65mM ajustada para pH 6,5 com uma solugdo de acido citrico 0,2M. Gel: soluc3o idéntica
a de eletrodo, acrescida de 3 partes de agua destilada por parte de tamp&o. CondicBes de
corrida: 200 V por aproximadamente 7 h.

-Sistema 1b (Stuber ef &/, 1977, modificado) - Eletrodo: solucdo de L-Histidina

65mM ajustada para pH 6,5 com uma solugdo de acido citrico 0,2M. Gel: solugdo idéntica
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a de eletrodo, acrescida de 6 partes de dgua destilada por parte de tampao. Condigbes de
corrida: 200 V por aproximadamente 7 h.

-Sistema 2 (Shaw e Prasad, 1970, modificado) - Eletrodo: solucdo de acido bérico
0,3M e hidréxido de sodio 60mM, pH 8,0. Gel: solugSo de Tris 10mM ajustada para pH 8,5
com solugdo de &cido cloridrico IN. Condigdes de corrida: 30 mA por 3 h.

-Sistema 3 (Clayton e Tretiak, 1972) - Eletrodo: solugdo de &cido citrico 0,04M
ajustada para pH 6.1 com N-(3-aminopropil}-Morfolina. Gel: solucdo idéntica & de
eletrodo, diluida na razdo de 1:20 em H,0. Condigdes de corrida: 50 mA por
aproximadamente 4h.

-Sistema 4 - Eletrodo: solugdo de hidrdxido de litio 0,03M e 4cido bdrico 0,2M,
pH 8,0, com EDTA 0,006M. Gel: solugdo idéntica a de eletrodo diluida na razdo de
1:10 em H,0. Condicdes de corrida: 50 mA por aproximadamente 4 h.

-Sistema 5 (Clayton e Tretiak, 1972) — Eletrodo: solucdo de tris 0,25M com &cido
citrico 0,04M, pH 8,0. Gel: solugdo idéntica & de eletrodo diluida na razio de 1:25 de
H,0. Condigbes de carrida: 50 mA por aproximadamente 5 h.

-Sistema 6 (Poulik, 1957) - Eletrodo: solugdo de acido bérico 0,3M e hidréxido de
sodio 60mM, pH 8,0. Gel: Solugdo de Tris 0,02M e &cido citrico 1,25mM, pH 8,6.
Condicdes de corrida: 200V por 10h.

-Sistema 7 (Ridgway et al. gpud King e Dancik, 1983) - Eletrodo: solucdo de
hidroxido de litio 0,06M e acido borico 0,03M, pH 8,1. Gel: solucdo estoque de Tris 0,03M
e acido citrico 0,005M, pH 8,5 a ser usada diluida na razao 1:10. Condicdes de corrida:
15 mA por aproximadamente 7h.

As analises foram executadas no programa BIOSYS 2 (Swofford & Seiander,

1997) para a determinacdo dos parametros de variabilidade genética: proporcdo de
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locos polimérficos (P), namero médio de alelos por loco polimdrfico (A),
heterozigosidade média observada (H,) e esperada (H.), estatistica 7 e coeficientes
de similaridade e distancia de Nei.

Os géis foram fotografados para registro, além de serem diafanizados e
armazenados, a fim de possibilitar o esclarecimento de posteriores duvidas na interpretagdo.

Tabela 2: Sistemas enzimaticos testados nas diferentes condigdes de corrida.

. g Sisterna Tampao gel/eletrodo
Sistema enzimatico alibl 21314151617
Aconitase (4.2.1.3) X
a-Amilase (3.2.1.1) X X
Aldolase {4.1.2.13) X X
Ascorbato oxidase (1.10.3.3) X X
Aspartato aminotransferase (2.6.1.1) X1 X | X X
Desidrogenase da alanina (1.4.1.1) X X
Desidrogenase alcodlica (1.1.1.1) X i X | X
Desidrogenase do 6-fosfogluconato (1.1.1.44) X
Desidrogenase da p-galactose (1.1.1.48) X X
Desidrogenase da glicose 6-fosfato (1.1.1.49) X X | X
Desidrogenase do glutamato (1.4.1.2) X | X
#-hidroxiacido desidrogenase (1.1.1.30) X
Desidrogenase do isocitrato {1.1.1.42) X X I X ] X ]| XX X
Desidrogenase do lactato (1.1.1.27) X X
Desidrogenase do malato NAD dependente (1.1.1.37) X X X
Desidrogenase do malato NADP dependente (1.1.1.40) X { X[ XX X
Desidrogenase do sorbitol (1.1.1.14) X X
Desidrogenase da xantina (1.2.1.37) X X X
Desidrogenase do xiquimato (1.1.1.25) X{X | X | XXX X
Diaforase (1.8.1.4) X X | X} X { X
Esterases o e B (3.1.1.1) X1 X | X X | X X
Fosfatase acida (3.1.3.2) X X X
Fosfatase aicalina (3.1.3.1) X X
Fosfoglicomutase (5.4.2.2) X | X X X
Fosfoglicose isomerase (5.3.1.9) X | X X1 X
Fumarase (4.2.1.2) X X
Hexoquinase (2.7.1.1) X
Leucil-aminopeptidase (3.4.11.1) X | X X[ XXX X
Manose 6-fosfato isomerase (5.3.1.8) X X1 X
Peptidases (3.4.11.10) X X
Peroxidase {1.11.1.7) X X X X1 X

X: Sistemas tampao testados
X:Sistemas tampdo nos quais 05 sistemas enzimaticos tiveram resolugdo
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3.3. Citogenética:

Verificou-se, ao longo do trabalho, que muitos individuos apresentavam padr3o
ndo compativel com o esperado para heranga dissdmica. Assim, optou-se por estudar
também seu caridtipo. Foram entdo feitas 1@minas utilizando a regifio meristematica de
raizes dos proprios individuos em cultivo. As pontas de raiz foram coletadas entre 8h00 e
9h00 e tratadas com 8-hidroxiquinoleina 0,02M por 4-5 horas a 14-16°C, segundo
procedimento descrito em Jones e Daker (1968). O material foi fixado em solu¢8o Carnoy
(3 etanol: 1 acido acético). A coloragdo foi feita com solugdo de Giemsa a 2% (Guerra,
1983), apds hidrélise com HCl 5N por 25 minutos. O velame era retirado das raizes antes
de proceder o esmagamento.

Procurou-se fazer a contagem de pelo menos dois individuos provenientes de cada
localidade, investigando se havia uma variaga@o no nivel de ploidia entre individuos de cada

amostra.
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4. RESULTADOS

4.1. Variabilidade Genética:

No total, foram testados 450 individuos das 16 localidades amostradas. Entretanto
nao foi possivel efetuar a leitura das freqliéncias génicas de todos eles, pois muitos ndo
apresentaram resolugao satisfatoria nos géis, mesmo quando testados mais de uma vez.
Além disso, varios deles ndo se adaptaram a casa de vegetacdo e ndo sobreviveram,
impossibilitando sua réplica.

Através da analise citogenética, foi constatado que nove das quatorze amostras
locais restantes compGem-se provavelmente de individuos polipldides. Devido ao alto
polimorfismo, dentre os polipldides foram observados individuos que pareciam apresentar
pelo menos trés alelos para alguns locos como MDH1 e PGI2. Entretanto, ndo foi possivel
determinar o tipo de heranga destes individuos e ndo foram estimadas suas fregiiéncias
alélicas e os parametros de diversidade genética, como foi feito no estudo dos dipldides.
Desta forma, as analises de variabilidade genética somente foram feitas para as amostras
dipldides e os resultados observados para as demais (polipldides) serdo apresentados
separadamente. As cinco amostras analisadas foram:

B.jpanemense: Rio Preto
Itutinga
Nazareno
Serra da Canastra

B.weddellii. Serra do Cipd
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Apesar de terem sido testados 31 sistemas enziméticos, somente 7 apresentaram

resolucdo: desidrogenase do 6-fosfogluconato (6PGD), desidrogenase do malato NAD

dependente (MDH), desidrogenase do isocitrato (IDH), fosfoglucoisomerase (PGI),

fosfoglucomutase (PGM), esterase (EST), leucil aminopeptidase (LAP). Os sistemas

aspartato aminotransferase (AAT), diaforase (DIA) desidrogenase do xiquimato (SKDH)
também apresentaram atividade, mas ndo puderam ser incluidos nas analises devido &
baixa resolu¢do. Da mesma forma, desidrogenase aicodlica (ADH) e desidrogenase do
malato NADP dependente (ME) n&o foram incluidos devido a baixa e infreqliente atividade
enzimdtica. Os protocolos utilizados na revelagdo dos 7 sistemas que apresentaram boa
resolucdo encontram-se no Apéndice.

Exemplos de géis mostrando a alta variabilidade genética encontrada podem ser

vistos na Figura 6. Os sistemas EST, IDH, LAP e 6PGD apresentaram somente uma zona

de atividade enzimatica. O sistema PGM apresentou duas zonas de atividade,

interpretadas como dois locos enzimaticos (PGM1 e PGM2). O sistema PGI apresentou

duas zonas de atividade enzimatica, sendo que uma delas mostrou expressdo varidvel,
sendo possivelmente influenciada pelo estd3gio de desenvolvimento da planta; por este
motivo, so foi lido um loco (PGIZ2). O sistema MDH também apresentou duas zonas de
atividade bem distintas. No entanto s foi lido o loco MDH1, pois a segunda zona de
atividade parece representar mais de um loco enzimatico, e ndo foi possivel identifica-los
com seguranca. Assim, foram analisados oito locos enzimaticos.

Todos os oito locos estudados apresentaram-se polimorficos nas cinco populagtes
estudadas (critério de 95%). A heterozigosidade média (Tabela 3) variou de 36,9% a
49,7%. As diferengas entre a heterozigosidade esperada e observada ndc foram

significativas, resultando em baixos valores de £ (Tabela 3). Isto indica que ndo ocorre
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endogamia nestas populagdes, ndo havendo excesso nem deficiéncia de heterozigotos. As
freqUéncias alélicas nas cinco populacBes analisadas encontram-se na Tabela 4, onde
nota-se que a amostra de B weddellii tem um alelo exclusivo a ela no loco PGI2,
representado em alta freqiiéncia (53,1%), e também um alelo exclusivo no loco MDH1,
sendo o segundo mais freqliente (17,5%). No loco IDH ha uma inversdo nas fregiiéncias
alélicas, de modo que o alelo mais freqliente em B, jpanemense é o menos freqiiente em
B. weddelli, No entanto, ndo fol detectado loco diagndstico entre B. jpanemense e B.
weddellii.

O £ para as quatro populagbes de B.jpanemense foi 0,0524. O dendrograma da
Figura 7 representa a analise de agrupamento (UPGMA) feita utilizando-se o coeficiente de
Nei (1978, unbiased genetic identity). Nesta figura pode-se ver que todas as amostras
locais sdo bastante semelhantes geneticamente, mas B.weddellii (Serra do Cipd) encontra-
se mais distanciada, com aproximadamente 9% de disténcia genética com relagdo a outra
espécie, B. jpanemense. A matriz de similaridade/disténcia genética de Nei (1978) é
apresentada na Tabela 5.

A representagdo grafica para as frequiéncias alélicas, em 8. jpanemense, nos locos
PGI2 e MDH1 encontram-se na Figura 8, onde observa-se a grande quantidade de alelos
presentes, além das variagbes tanto na presenca quanto nas freqiiéncias dos alelos menos
freqUentes. Nota-se ainda que as amostras Itutinga e Nazareno, apesar da pequena
distancia geografica que as separa (aproximadamente 20km), apresentam um dos alelos
(o menos freqliente) diferente no loco PGI2

Além disso, apesar deste resultado ndo ter sido quantificado por se tratar de
polipldides, observou-se que nas trés amostras de 8. invo/utum o loco 6PGD apresentou-

se monomorfico.
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Tabela 3- Variabilidade genética em 6 locos enzimaticos: cinco amostras de
Bulbophyllum ijpanemense e B.weddelli, N=tamanho médio da amostra por loco;
Ap=nlmero médio de alelos por loco; H.=heterozigosidade média observada;
H.=heterozigosidade média esperada por Hardy-Weinberg; As=coeficiente de fixagdo.

Heterozigosidade média

Espeécie Localidade N Ap o o Fs
B.ipanemense S.Canastra 27,1 35 0,436 0,421 -0,036
Rio Preto 22,8 3,0 0,409 0,441 0,072
Nazareno 18,9 2,5 0,324 0,369 0,122
[tutinga 16,8 2,6 0,408 0,428 0,047
B.weddelli S. Cipd 12,5 2,5 0,619 0,497 -0,245

* Baseado em Nei, 1978 (unbiased estimate)
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2° zona de I C
atividade : .
. 0 0 I: 2
0 i 345
1 4 3 4 5

Figura 6: Géis de eletroforese. Exemplos mostrando alelos mais comuns em alguns sistemas
enzimaticos. (A) MDH com duas zonas de atividade. Interpretacdo dos genétipos da MDH1
para os individuos: 1-100/130, 2e3-100/100, 4-60/130, 5-60/100; (B) Interpretacdo dos
gendtipos na PGI2: individuos 1a3-87/100, 4-100/112, 5-100/100; (C) Interpretacdo dos
gendtipos na 6PGD: individuos 1e4-100/160, 5-160/160, 6-40/190, 7-100/100, 2e3-
individuos possiveimente polipléides, heterozigotos para os alelos 100 e 160.

.
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Tabela 4: Frequéncia alélica nos 8 locos para as 5 amostras de Bu/bophyf/lum estudadas

ESPECIE B.ipanemense B.weddelfii
Localidade | S.Canastra  Rio Preto Nazareng  Itutinga 8.Cipd
L.OCO
(M) 3B 30 23 20 19
alelos
40 - 0,067 - - -
8PGD 100 0828 0,650 0,870 575 0,868
140 0,014 - - - -
160 0,057 0,250 0,130 0,425 0,132
190 - 0,033 - - -
(M) 34 2 25 22 20
alelos - - - - -
<] - - 0,120 0,045 -
s} - - - - 017s
MDH1 S : 0047 - : :
_ 100 0,765 0,922 0820 0832 0,800
125 0,044 - - - -
130 0,074 0,031 0,060 0,023 0,025
140 0,074 - - - -
160 0,044 - - - -
(N} 21 17 19 15 18
alelcs
82 0,262 0,324 0,500 0,500 -
a7 0,143 0,059 - - -
PGI2 o5 - 0,059 - - -
100 0,333 0,441 04921 0,433 0,281
108 0,190 0,118 - Q0,067 -
112 0,071 - 0,079 - 0,188
119 - - - - 0,531
(M} 25 23 19 1@ 18
e o 0,018 - - - -
EST 94 0018 - 0,053 - 0,056
100 0,857 0,893 0842 0,847 0,861
106 Q107 0,107 0,105 0,053 0,083
(N3 20 19 18 13 2
alelos
PGM1 o2 0,600 0,421 Q316 0,400 0,500
o4 - - - 0,100 -
100 0,400 0579 0.684 0,500 0,500
(M) 20 19 19 i5 2
alelos
EGM2 100 0,600 0,421 0316 0533 0,500
105 0,400 0,572 (0.684 0,467 0,500
(M) 32 14 11 11 5
alelos
LAP a5 0,3 0,071 0,500 0,400 0,300
e 94 0,063 0214 - 0,227 0,500
100 0,521 0,643 0,500 0,364 0,200
105 0,016 0,071 - - -
(N} 27 23 15 17 18
alelos
10H o0 0,019 - 0,031 0,088 -
100 0,870 0,717 0,938 0,824 0417
110 o111 0,283 0,031 0,088 0,583

*Qs alelos estio representados por sua migragao relativa ao alelo mais frequente no padrdo (migragso relativa

100)
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Tabela 5: Matriz de coeficientes de similaridade efou distdncia genética nas 5 amostras de

Bulbophyllum estudadas.
| B. jpanemense B. weddelli
Localidade Sda . . 4
I Canastra Rio Preto Nazareno Itutinga S do Cipd
S da Canastra kK 0,040 0,037 0,041 0,086
Rio Preto 0,961 *xE 0,041 0,020 0,070
Nazareno 0,964 0,960 b 0,027 0,130
Itutinga 0,960 0,980 0,974 * Ak 0,097
S do Cip6 0,918 0,933 0,878 0,908 *okk

Abaixo da diagonal: identidade genética de Nei (1978 - unbiased estimate)
Adima da diagonal: distancia genética de Nei (1978 — unbiased estimate)

0,90 0,92 0,94 0,96 0,98 1,00

Serra da Canastra

—  Rio Preto

— e Ttutinga

Mazareno

Serra do Cipd

0,90 0,92 0,94 0,96 0,98 1,00

Figura 7: Dendrograma representativo das similaridades genéticas em
Bulbophyllum ipanemense e B.weddellii, UPGMA utilizando coeficiente de identidade
genética de Nei, 1978. (coeficiente de correlacdo cofenética = 0,908)
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MDH1

Figura 8: Representacdo grafica das freqiiéncias génicas nos locos PGI2 e MDH1
nas amostras de B./jpanemense. Do alto para baixo: Serra da Canastra, Nazareno,
Itutinga e Rio Preto.
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4.2. Citogenética:

Ndo foram detectadas diferengas na ploidia entre individuos de uma mesma
localidade. Foi encontrado 2n=38 nas amostras de Rio Preto, Itutinga, Nazareno e Serra
da Canastra de B.jpanemense e na amostra da Serra do Cipé de B.weddellii Este
resultado esta de acordo com as contagens feitas para a grande maioria das espécie do
género (Lim e Jones, 1982; Daker, 1968; Goidblatt, 1994). Nas outras onze amostras
analisadas, foram encontrados cerca de 72 cromossomos (2n=ca.72). Exemplos de células

em mitose de individuos com 2n=38 e 2n=ca.72 podem ser vistos na Figura 9.
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Figura 9: Metafases mitdticas: individuos com 2n=38 de (A) Bu/lbophyllum
weddellii (Serra do Cipd) e (B) B.ijpanemense (Serra da Canastra); individuos
com 2n=ca.72 de B.jpanemense de (C) Atibaia e (D) Carmancas, (E)
Bulbophyilum sp (Morro do Chapéu) e (F) B.involutum (Serra do Cipd).
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5. DISCUSSAO

No tocante a variabilidade genética considera-se que em espécies vegetais, em
média, 50% dos locos sejam polimorficos e a diversidade genética seja de
aproximadamente 15% (Hamrick e Godt, 1990). Espécies de fecundaciio cruzada, com
flores hermafroditas, que ndo apresentem apomixia e tenham ciclo de vida longo devem
apresentar indices de variabiiidade genética ainda mais altos. Foi estimado por Loveless e
Hamrick (1984), com base na revisdo de trabalhos publicados, que a heterozigosidade
média em populagdes de espécies com estas caracteristicas seria no maximo 22%. Devido
a escassez de estudos sobre os niveis e padrdes de variacdo genética em Orchidaceae, é
dificil fazer generalizagBes a esse respeito (Wong e Sun, 1999). Entretanto, em alguns
trabalhos com espécies de orquideas alégamas (por exemplo: Ehlers e Pedersen, 2000
Scacchi ef a/,1987,1990; Scacchi e De Angelis, 1989, Sun, 1996), foram detectados altos
niveis de variabilidade genética, se comparados ao estimado por por Loveless e Hamrick
(1984).

As espécies de Bulbophyllum do presente trabalho apresentam vérias semelhancas
com relagdo a algumas espécies de Pleurothallis estudadas por Borba et a/. (no prelo),
pois todas elas sdo orquideas de habito rupicola e podem ser muitas vezes encontradas
num mesmo afloramento rochoso. O sistema de polinizacdo nestas espécies apresenta
convergéncia evolutiva (Dressler, 1981), além de possuirem barreiras & autogamia. Os
estudos genéticos em Pleurothallis (Borba et al, no prelo) revelaram polimorfismo
enzimatico (P) variando de 33,3 a 83,3% e H. de 13 a 42%, sendo a estruturagao
genética moderada. Alguns destes valores sdo ainda mais altos que os conhecidos para

Orchidaceae.
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Os resultados encontrados para Bulbophylium ipanemense e B, weddelli mostram
alta variabilidade genética, com H. variando de 36,9 a 49,7%. Estes dados s3o
compativeis com o verificado por Borba et a/. (no prelo), indicando que a alta variabilidade
genética pode estar associada ndo somente a caracteristicas comuns a todas as orguideas,
como a anemocoria (as sementes, desprovidas de endosperma, podem ser levadas pelo
vento a longas distancias), mas também ao hébito rupicola e a miiofilia.

O F5=0,0524 encontrado para B.jpanemense indica estruturacio genética
moderada (Wright, 1978), significando que apenas cerca de 5% da diferenciac3o genética
observada pode ser explicada por diferengas entre as amostras, sendo que quase 95%
das diferengas estdo dentro das préprias amostras. Isto também ocorre, de maneira
semelhante, em Pleurothallis (Borba et al, no prelo). Assim, estas espécies, além de
terem alta variabilidade genética, apresentam homogeneidade entre as amostras de
diferentes locais. Este resultado ndo seria esperado, se for considerado que estas plantas
tém distribuicdo disjunta e sdo polinizadas por pequenos insetos que, acredita-se, n3o
sejam capazes de voar longas distancias (Loveless & Hamrick, 1984; Meve & Liede, 1994;
Borba e Semir, 1999). De acordo com isso, grupos de individuos de diferentes localidades
estariam sujeitos aos efeitos da deriva genética, que acarretaria alta estruturacdo
genética. Como isto ndo foi observado (Tabela 3), é provavel que a dispersdo de sementes
desempenhe um papel muito mais importante do que se julga nestas espécies,
possivelmente por estarem em areas abertas (que oferecereriam menos obstéculos a
dispersao das sementes pelo vento). Contudo, hd poucos estudos que analisem a
eficiéncia relativa da dispersdo de pdlen versus dispersdo de sementes na manutencéo do
fluxo génico (Loveless e Hamrick, 1984). E ainda importante salientar que estas plantas

apresentam longos ciclos de vida, devido a propagacao vegetativa. Com isto, aumentam
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as chances, ao longo do tempo, de que um individuo tenha seus genes transportados para
outros locais, ocasionando uma certa 'resisténcia’ aos efeitos de deriva genética (Loveless
e Hamrick, 1984). Portanto, quanto mais longo for o ciclo de via dos individuos, mais lenta
deve ser a divergéncia entre as populagGes e é possivel que estas populacdes estejam
isoladas ha relativamente pouco tempo para se diferenciarem.

Observa-se, através da andlise de agrupamento (Tabela 5 e Figura 7), que as cinco
amostras estudadas através de isozimas apresentam-se bastante semelhantes, com mais
de 90% de similaridade. Apesar disso, & possivel observar diferencas entre as duas
espécies, B. weddelli (Serra do Cipd) e B. jpanemense (demais localidades), tanto na
Tabela 4 como no dendrograma (Figura 7). Entretanto, ndo foi detectado ioco diagndstico
destas espécies. A observagdo das diferengas entre as amostras Itutinga e Nazareno
(Tabela 4 e Figura 8) reforga que, apesar da homogeneidade observada entre as amostras
de B.jpanemense (Fsrmoderado), o nivel de estruturagdo entre elas ndo é negligenciavel,
mesmo entre conjuntos de individuos geograficamente préximos. Assim, o fluxo génico
entre os individuos de diferentes localidades ndo deve ser completamente livre, ainda que
freqiiente. Outra possibilidade é a de que existam diferentes presstes seletivas atuando
sobre a enzima fosfoglicoisomerase (PGI), ou sobre locos génicos ligados a ela. De
qualguer forma, estes resultados indicam que as amostras das diferentes localidades,
apesar de muito semelhantes, provavelmente representam populagtes distintas.

Os baixos valores de As encontrados nas amostras locais indicam que ndo ha
endogamia, o que é esperado, uma vez que estas espécies de Bulbophylium apresentam
barreiras a autofecundagao, como foi descrito anteriormente, J& as baixas taxas de

frutificagdo e aborto de frutos recém-formados, freqlientemente observadas nestas
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espécies (Borba et al, 1999), podem ser resuitado de barreiras pds-zigéticas entre

individuos geneticamente semelhantes.

No tocante aos estudos citogenéticos, dentre as espécies estudadas no presente
trabalho, somente foi encontrada referéncia a nimero cromossémico em B.jpanemense
(2n=38), e sabe-se apenas que o espécime utilizado foi coletado no Brasil, ndo sendo
citada a localidade (Lim e Jones, 1982). No presente trabalho foi possivel identificar com
clareza 2n=38 nos individuos dipldides de B.ijpanemense (Serra da Canastra, Rio Preto,
Itutinga e Nazareno) e B.weddellii (Serra do Cipd), o que concorda com trabalhos
anteriores no género. Em orquideas geralmente é dificil romper o fuso mitético através
dos pré-tratamentos comuns, além de os cromossomos serem pequenos, dificultando a
obtencdo de um bom espalhamento das células (Jones e Daker, 1968; Lim e Jones, 1982;
Daker, 1970). Esta dificuldade afetou principalmente a contagem nas células de individuos
que apresentavam ndmero bem superior a 2n=38, pois muitas vezes 0s Cromossomos
apresentavam-se sobrepostos ou a célula se rompia. Desta forma, ndo foi possivel
determinar o ndmero cromossdmico exato, e estes individuos foram considerados
2n=ca.72. Ainda que este ndmero seja aproximado, pode-se sugerir que tais individuos
possam ser tetraplbides, ja que o dobro de 2n=38 é 76, nimero bastante préximo ao
observado. E possivel que tenha ocorrido redugdio no nimero de cromossomos devido a
aneuploidia decrescente posterior a poliploidizacdo. Entretanto, ndo pode ser descartada a
possibilidade de que estas plantas possuam cromossomos extranumerarios
(cromossomos B). Porém, devido a congruéncia observada entre os resultados dos
estudos citogenéticos e de variabilidade de isozimas, estes individuos foram considerados
polipldides, pois nao seria esperado que cromossomos B afetassem a expressdo génica.
De qualquer forma, foi possivel distinguir nas laminas os individuos que ndo sdo dipldides.
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ndo sdo dipldides. Vale ainda mencionar que ndo se pdde notar qualquer maodificacdo
morfoldgica associada a poliploidia, nem mesmo aumento no tamanho dos individuos.
Apesar das diversas desvantagens geralmente atribuidas & poliploidia (Levin, 1983;
Guerra, 1988), o fato de que a maioria das amostras coletadas € polipldide sugere a
possibilidade deste ser outro mecanismo capaz de manter aita variabilidade genética. E
possivel que plantas polipldides tenham uma maior “flexibilidade” do ponto vista genético,
uma vez que podem apresentar mais de dois alelos para cada loco génico. Isto representa
mais combinagGes alélicas possiveis e, no caso de enzimas multiméricas, pode significar
maiores possibilidades de formagdo de enzimas hibridas. Os alopolipléides ainda
apresentam "fixacdo de heterozigotos”, pois cada parental doa um alelo ao gameta do
hibrido e estes alelos segregam-se independentemente. Contudo, ndo foi possivel
determinar, no material estudado, se trata-se de um caso de auto ou alopoliploidia.
Individuos polipldides podem estar mais aptos a enfrentar condictes ambientais
varidveis, pois tém uma amplitude metabdlica maior. Esta proposicio é discutida por
varios autores, entre eles Levin, 1983; Briggs e Walters, 1984; Barrett e Shore, 1989:
Crawford, 1989, 1990; Soltis e Rieseberg, 1986; Soltis e Soltis, 1999; Murawski et a/,
1994; Samuel et af, 1990 e parece ser cada vez mais aceita a visdo de que a
poliploidizagdo ndo deve mais ser encarada como um evento raro que produz espécies de
origem Unica e gendtipo uniforme (Soltis e Soltis, 1999). E provavel que em Bulbophylium
a poliploidia desempenhe um papel importante na adaptagéo dos individuos com relagdo
as restrigbes do ambiente em que vivem. Isto porque 0s campos rupestres representam
um ambiente onde os organismos estdo sujeitos a variagbes ambientais de grande
amplitude. Esta condi¢do ainda é reforgada pelo habito rupicola, que limita a

disponibilidade de nutrientes e agua, além da variagdo de temperatura nas rochas entre
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dia e noite poder ser severa. Assim, a enorme variabilidade resultante da poliploidia é
potencialmente vantajosa, pois é capaz de alterar as caracteristicas genéticas, citoldgicas,
bioquimicas, fisioldgicas e de desenvolvimento dos organismos, gerando macromutantes
gue oferecem as populagbes possibilidades de resposta as exigéncias de determinados
ambientes (Levin, 1983; Briggs e Walters, 1984). Numa revisdo feita por Levin (1983) sdo
citados varios aspectos relevantes com relagdo & poliploidizagdo. Foi observado para
algumas espécies (entretanto, nenhuma delas é da familia Orchidaceae) que polipidides
apresentam diminuicdo da densidade e aumento no tamanho dos estématos, o que pode
ser relacionado a menores taxas de transpiragdo no polipldide do que em seu parental
dipldide. Este fator seria de especial interesse se considerados o habito e habitat das
plantas em questdo. A poliploidizagdo também pode provocar alteracBes quantitativas
(aumento) e qualitativas nos metabdiitos secundarios como alcaldides, terpendides e
flavondides podendo, entre outras coisas, conferir maior resisténcia a patdgenos e
herbivoros. Além disso, foi observado em Corchorus e Oryza que os polipldides
apresentavam germinagao mais baixa que os dipléides, e que isto pode estar relacionado
a uma maior dorméncia das sementes, possibilidade que n3o foi analisada em
Bulbophyllum. Por fim, além do aumento na variabilidade genética dos polipldides
aumentar a homeostase dos organismos, a propria redundancia de alelos ligeiramente
diferentes repetidos varias vezes pode moduiar a atividade génica.

Quanto ao processo de poliploidizagdo, este pode ocorrer tanto por duplicacdo
somatica de um hibrido como pelo envolvimento de gametas ndo reduzidos e, neste caso,
o resultado pode ser um autopolipldide ou um alopolipidide. Revisdes sobre o assunto
revelaram que o envolvimento de gametas ndo reduzidos parece estar relacionado a

maioria dos casos ja estudados. Algumas linhagens de milho, por exemplo, produzem mais
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de 3% de gametas femininos n&do reduzidos, mas as plantas tetrapldides n3o competem
bem com as dipl6ides, quando em cultivo (Briggs e Walters, 1984). Assim, parece possivel
que certas quantidades de polipldides estejam sendo constantemente produzidas na
natureza, mas que estes sé sobrevivam em determinadas condictes ecolégicas que
favorecam seu estabelecimento. Se este for o caso de Bulbophylium, é razoavel imaginar
gue os polipldides tenham sido originados em miulltiplos eventos, sendo favorecidos pelas
condigbes ambientais na maioria das popula¢des. Esta hipétese ainda é reforcada pela alta
freqliéncia de poliploidizacdo recorrente em plantas que tém sido estudadas
extensivamente (por exemplo: Heuchera grossulariifolia, Draba norvergica e Tragopogon
spp.) (Soltis e Soltis, 1999). Polipidides com origens mdltiplas parecem realmente ocorrer
mais freqlientemente que os de origem Unica (Arft e Ranker, 1998). Entretanto, é também
possivel que a poliploidia tenha surgido numa sé populacdo, posteriormente se difundindo
para outras localidades. Para ambas as hipdteses € necessério que se assuma a maior
adaptabilidade dos polipldides com relagdo aos dipldides, pelo menos no que diz respeito
as condigOes ecoldgicas especificas dos locais onde estes foram encontrados.

O presente estudo aponta para a necessidade de novos trabaihos a respeito da
citogenética destas espécies, incluindo contagem cromossfmica e regularidade de meiose,
com abordagem populacional, a fim de entender a origem, abrangéncia e a alta incidéncia
da variacdo cromossdmica observada. Pode-se ressaltar, inclusive, que a abordagem
populacional € relevante nos estudos citogenéticos de plantas em geral, pois a deteccio e
andlise dos poliploides & fundamental na compreensdo dos processos evolutivos nos
vegetais.

Outra questdo a ser elucidada diz respeito aos sistemas de reprodugdo,

complementando os experimentos de polinizacdo controlada conduzidos por Borba et a/.
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(1999), incluindo mais populacdes, e devendo-se dar especial atencdo ao cruzamento
entre individuos com ndmeros cromossdmicos diferentes. Além disso, sdo também
necessarias novas abordagens no estudo da variabilidade genética destes organismos,
utilizando outros marcadores com o objetivo de meihor quantificar a variabilidade
existente,

Este trabalho contribui, ainda que de maneira exploratdria, para um melhor
entendimento a respeito da genética das populages vegetais em campos rupestres, uma
vez que, apesar da grande relevancia biolégica destes ambientes e da grande extensdo

que ocupam no territdrio brasileiro, sdo pouco estudados.
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6.CONCLUSOES GERAIS

= Foi encontrada alta variabilidade genética nas cinco amostras de B.jpanemense e
B.weddellii analisadas através de eletroforese. Os valores de heterozigosidede média (He)
indicam uma variabilidade incomum em comparagdo a outras espécies vegetais, inclusive
orquideas. Entretanto os resultados do presente trabalho assemelham-se aos encontrados
em outro grupo de orquideas miidfilas de campos rupestres brasileiros (Pleurothallis).

= A estruturagao populacional (/) em B.jpanemense foi moderada, quando o esperado
em espécies de distribuigdo disjunta e polinizadas por pequenos insetos seria encontrar
alta estruturacdo genética. Isto indica que a dispersdo de sementes pode ser um fator
mais importante que a dispersdo de pdlen nestas espécies. Também é possivel que a
longevidade indeterminada dos individuos retarde os efeitos de deriva genética, mantendo
a homogeneidade genetica entre as populagdes.

=> Embora as amostras apresentem-se homogéneas entre si, as diferencas entre elas no
sao negligenciaveis, indicando que as amostras locais representam de fato populacdes
distintas.

= Ainda gue nao tenham sido encontrados locos diagndsticos entre B.jpanemense e
B.weddellii, as duas espécies se diferenciaram na andlise de agrupamento.

= Qs individuos com ndmero cromossdmico superior a 2n=38 foram considerados
polipléides, possivelmente tetraplides (2n=ca.72). A alta incidéncia destes polipldides
nestas espécies pode ser consequéncia de maior adaptabilidade destes individuos a
ambientes que imponham sérias restricdes reprodutivas e nutricionais. As vantagens
adaptativas devem estar relacionadas a uma maior "flexibilidade" genética dos polipldides

em comparacdo aos dipldides. No entanto, € necessario que a origem desta variacdo
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cromossémica seja melhor investigada, a fim de esclarecer o possivel envolvimento de
cromossomos B,

= O presente trabalho contribui para um melhor entendimento sobre genética de
populagbes vegetais de campos rupestres, um ambiente pouco estudado, apesar da

importancia e representatividade no territério brasileiro.
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Apéndice

Apéndice: Protocolos utilizados para revelacdo dos sitemas enzimaticos que

apresentaram boa resolugao:

1) 6PGD (1.1.1.44) (6-fosfogluconato desidrogenase)
tampado: tris-HCl; 0,1M; pH 8,0
substrato: acido 6-fosfoglucénico - 25 mL
NADP - 5mg
MgCl, - 50 mg
MTT - 5 mg
NBT - 6 mg
PMS - 0,3 mg

2) PGI (5.3.1.9) (fosfoglicose isomerase)
tampao Tris - HCI 0,1 M pH 8,4 ~ 30 mL
substrato: frutose 6-fosfato - 7 mg
NADP - 3 mg
MgCl> - 30 mg
MTT - 2 mg
NBT - 12 mg
glicose 6-fosfato DH - 10 unidades
PMS - 0,6 mg

3) MDH (1.1.1.37) (desidrogenase do acido malico)
tampao Tris — HCI 0,1 M pH 8,4 — 30 mL
substrato: MDH substrato* - 5mL
NAD - 7,5 mg
MTT - 5 mg
NBT — 6 mg
PMS - 0,5 mg
*MDH substrato: L- malato — 1,34 g
HO-10mL
ajustar pH para 7,0 com Na,CQ; 5N
H:0 q.s.p. — 100mL

4) PGM (5.4.2.2) (fosfoglicomutase)
tampao: tris-HCl 0,05M; pH 8,0 - 30 mL
substrato: glicose 1-fosfato - 75 mg
MgCl; - 60 mg
NADP - 5 mg
MTT -2 mg
NBT - 6 mg
glicose 6-fosfato DH - 20 unidades
PMS -0,5mg
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5) IDH (1.1.1.42) (isocitrato desidrogenase)
tampdo: tris-HCl 0,1M; pH 8,4 - 30 mL
substrato: acido isocitrico - 70 mg

NADP — 6 mg
MgCl; — 60 mg
MTT -2 mg
NBT - 6 mg
PMS ~ 0,6 mg

6) LAP (3.4.11.1) (leucil-aminopeptidase)
tampao: tris-maleato 0,2M; pH 6,0 - 30mL
substrato: |-leucil $-naftilamida - 30 mg

fast garnet - 30 mg

7) EST (3.1.1.1) (Esterase)
tampdo: fosfato de potéssio 0,1M; pH7,0 - 25 mL
substrato: &-naftil acetato em solugdo (0,2g em 10mL de acetona e 10mL
de &qua)-0,5mL
B-naftil acetato em solugo (0,2g em 20 mL de acetona)-0,5mL
fast blue BB - 15mg
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