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RESUMO

Cattleya lobata € uma espécie de orquidea endémica do estado do Rio de
Janeiro, que esta em risco de extincdo. Esta espécie normalmente é rupicola e
ocorre em afloramentos rochosos, conhecidos como inselbergues. Neste estudo,
marcadores moleculares ISSR foram utilizados para acessar informacfes ecoldgicas
e evolutivas, afim de que se possam tragar planos de manejo e conservagao para a
espécie. Foram amostrados 88 individuos de cinco populacbes localizadas nos
municipios do Rio de Janeiro e de Niterdi, abrangendo toda a distribuicdo geografica
da espécie. Foram necessarios testes de diferentes protocolos de extracdo para
obtencdo de DNA total de boa qualidade. Dos 20 primers de ISSR testados, cinco
apresentaram melhor resolugdo de amplificagdo e polimorfismo. Esses primers
geraram 84 fragmentos, sendo 98,81% destes polimoérficos ao nivel especifico e,
73,81% a 90,48% em nivel populacional. Foram encontrados altos niveis de
variabilidade genética (He = 0,271; | = 0,396). A distancia genética de Nei variou de
0,017 a 0,070 mostrando alta similaridade entre as populacdes. Através da AMOVA,
pode-se observar que a maior parte da variabilidade encontra-se dentro das
populacdes (93%) e uma baixa estruturacdo genética foi encontrada (®Pst foi 0,067).
As analises Bayesianas mostraram que devido a essa baixa estruturacdo
populacional, as cinco populagbes amostradas pertencem ao mesmo pool génico,
caracterizando um Unico contingente populacional. Assim, a reintroducdo ou
transferéncia de material genético (individuos, pélen ou sementes) pode ser oriundo
de qualquer uma das populacdes analisadas sem que haja comprometimento no
estoque genético das mesmas visto que as populacdes analisadas possuem alta
variabilidade genética e pouca diferenciacao entre elas.

Palavras-chave: Genética da conservacdo, espécie microendémica, marcador
dominante, Orchidaceae



ABSTRACT

Cattleya lobata is an endemic endangered orchid species from Rio de Janeiro
State. This species is rupicolous and usually grows on rocky outcrops, also named
as inselbergs. In this study, ISSR markers were used to access ecological and
evolutive information, so that management and conservation plans can be
proposed. 88 individuals from five populations were sampled in the cities of Rio de
Janeiro and Niter6i, covering the entire geographical distribution of the
species. Different DNA extraction protocols were tested until high quality total DNA
was obtained. From the 20 ISSR primers tested, five showed better amplification
resolution and polymorphism. These primers generated 84 fragments, being 98.81%
polymorphic at the specific level, and 73.81% to 90.48% at the population
level. There were high levels of genetic variability (He = 0.271, | = 0.396). Nei's
genetic distances ranged from 0.017 to 0.070, showing high similarity
between populations. Through AMOVA, it was observed that most of the variability is
found within populations (93%), moreover low genetic structure was found (®st was
0.067). The Bayesian analysis showed that due to the low population structure, all
the populations sampled belong to same gene pool, characterizing a single
population contingent. So that, reintroduction or transference of genetic material
(individuals, pollen or seeds) can be originated from any of the analyzed populations,
without compromise the genetic stock, since the studied populations showed high
genetic variability and little differentiation between them.

Key-words: Conservation genetics, endemic species, dominant marker,

Orchidaceae
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um dos paises com maior biodiversidade do mundo, possuindo
entre 15 a 20% do total de espécies do planeta distribuidas entre diversos tipos de
ecossistemas (MYERS et al. 2000). Portanto, foi incluido no grupo dos paises
detentores de megadiversidade. Alguns dos ecossistemas brasileiros, como a Mata
Atlantica, foram muito mais degradados que outros ao longo da histéria de ocupacéo
do territério nacional. Porém, ainda assim esse ecossistema apresenta uma
riquissima biodiversidade (CAMARGO et al. 2002). Dentro deste contexto, o
complexo vegetacional da Mata Atlantica foi incluido entre os 25 hotspots de
diversidade biolégica no mundo. Sendo considerado um dos mais ricos e
ameacados ecossistemas devido ao seu estado de conservacgdo, a alta diversidade
biolégica e ao alto grau de endemismos de plantas vasculares e vertebrados
(MYERS et al. 2000).

Como consequéncia de cinco séculos de ocupacédo desordenada, sabe-se
gue extensas areas da Mata Atlantica foram reduzidas com perda significativa da
diversidade biolégica em grande escala. Essa ocupacdo foi iniciada com o
extrativismo do pau-brasil, estendido posteriormente para outras espécies de
importancia comercial e, no ultimo século, pelo avanco das fronteiras urbanas,
agricolas e pecuarias (FONSECA 1992). Embora os diferentes dados sobre a
superficie total remanescente da Mata Atlantica sejam divergentes, estima-se que
esse valor deva compreender entre 5 a 15% da cobertura original deste bioma,
distribuidos a residuos florestais disjuntos e floristicamente empobrecidos. Apesar
destes valores alarmantes, este ecossistema continua sendo importante area de
distribuicdo de uma série de espécies endémicas, como o caso das orquideas
(PEIXOTO et al. 2002).

Em virtude deste processo de forte reducdo de areas nativas, diversas
espécies vegetais apresentam-se hoje com distribuicdo fragmentada, possivelmente
apos ocorrerem extingdes locais com o desaparecimento de muitas populacdes
desconhecidas. E, com a diminuicdo e fragmentacdo dessas populacdes, uma das
consequéncias é perda definitiva de estoques de variabilidade genética de muitas
espécies nativas deste bioma (MURCIA 1996).

Desde os estudos originais de hotspots, a necessidade de se definir

prioridades para a conservagdao dos organismos tem norteado diferentes projetos
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onde a meta final comumente € identificar as areas mais importantes para a
conservacdo e fazer isso a uma escala pratica para programar acdes
conservacionistas. Para tanto, a maioria dos estudos nesta area tem utilizado uma
mesma abordagem basica: mapas de distribuicdo de espécies para identificar um
conjunto de localidades que contenham um maior nimero de espécies em uma
menor area geografica. Entretanto, tais estratégias ndo contemplam adequadamente
o0 reconhecimento de outros fatores bioldégicos e geograficos extremamente
relevantes para definicdo do status da conservacao das diferentes espécies ao longo
da sua distribuigéo.

O intenso debate e a busca por estratégias para a conservacdo da
biodiversidade do planeta, ao longo das ultimas décadas, tém trazido alternativas
aplicaveis e passiveis de serem adotas por instituicbes de pesquisa no Brasil. Os
programas de conservacao devem ser guiados pela biologia da espécie em estudo e
a dindmica populacional, bem como a genética de espécies raras sdo areas chave
da pesquisa em conservacao biologica (FALK & HOLSINGER 1991). Assim, para
determinar satisfatoriamente acBes praticas de conservacdo e manejo com a
finalidade de assegurar a preservacdo de espécies, € importante que se tenham
estimativas do tamanho efetivo e da variabilidade genética das populacdes. Esses
pontos sdo fundamentais para a avaliagdo da situacdo atual das populacdes e
deteccdo de casos onde a sua manutencdo pode estar sendo comprometida. Da
mesma forma, é fundamental que se compreenda a estrutura e histéria destas
populacdes, investigando a existéncia de particbes demograficas atraves de sua
distribuicdo (MORITZ 1995) e caracterizando a distribuicdo hierarquica da
diversidade genética (EXCOFFIER et al. 1992).

Com estudos empregando um marcador de DNA altamente variavel e que
pode ser transmitido por fluxo polinico, pode-se simultaneamente estimar o fluxo
génico gamético recente entre as populacbes e estimar o nivel de endogamia.
Também pode se investigar a variabilidade genética das populacbes e como é a
particdo desta variabilidade, tendo um conjunto de dados amplo para elaboracao de
um diagndstico do status da espécie na natureza. Segundo, Berg & Hamrick (1997),
a caracterizacdo da variabilidade genética pode ser feita a partir de medidas de
diversidade genética intrapopulacional e interpopulacional. Essas medidas podem
ser estimadas a partir de dados de marcadores moleculares, como a porcentagem

de locos polimoérficos, o indice de fixac&do e a heterozigosidade esperada.



O marcador molecular ISSR (Intersimple sequence repeats) acessa
informacdes genéticas que ajudam a compreensao dos aspectos abordados acima.
Este marcador pertence a classe dos marcadores dominantes e foi desenvolvido por
Zietkiewicz e colaboradores em 1994. Tal marcador consiste em primers que se
ligam a regi6es de microssatélites amplificando as regides de interesse localizadas
entre pontos de anelamento do iniciador. Além do alto polimorfismo, as principais
vantagens do ISSR estdo: a auséncia da necessidade do conhecimento da
sequéncia do DNA previamente, baixo custo, facilidade de manipula¢cédo, abundante
ao longo do genoma e de evolucao rapida (ESSELMAN et al. 1999; SHEN et al.
2006). Essa técnica tem se mostrado util em estudos da diversidade genética
populacional e biologia evolutiva (REDDY et al. 2002).

Além da confiabilidade, marcadores ISSR tem sido utilizados para espécies
de Orchidaceae por fornecer dados para andlise de aspectos evolutivos (ALMEIDA
et al. 2009; CRUZ 2007; GAO & YANG 2006; PEREIRA et al. 2008; SILVA et al.
2008; SMITH et al. 2002; WALLACE 2004; WANG et al. 2009). Através destes
dados, pode-se avaliar o status de conservacdo das populagdes naturais e sugerir
se as espécies estudadas estdo em vias de extingdo, por exemplo.
Consequentemente, estas informacfes sdo muito Uteis para escolher estratégias de
manejo e conservacao das espécies, principalmente as raras e que sofrem grande
pressao antrépica.

No Brasil, estudos realizados nesta linha tém demonstrado grande
importancia (e.g., BORBA et al. 2007a; BORBA et al. 2007b; SILVA-PEREIRA et al.
2007; SMIDT et al. 2006), principalmente para as espécies endémicas de
distribuicdo restrita e ameacadas de extingdo, como as Cattleya da Mata Atlantica
gue possuem alto valor comercial e atrativo ornamental. Esses estudos possibilitam
a compreensdo da extensdo dos impactos causados pelo uso e devastagcao
descontrolados de popula¢des naturais de plantas.

Ao longo dos dois ultimos anos uma equipe coordenada pelo pesquisador
Claudio Nicoletti de Fraga (Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de
Janeiro), através do projeto CORES — Conservacao de Orquideas Ameacadas de
Extincdo (Petrobrdas — Cenpes) trabalhou intensamente na busca de populacdes
naturais remanescentes de espécies de Orchidaceae em risco de extingdo, segundo
a lista de espécies em extingdo da flora brasileira publicada pelo IBAMA em 1992.

Tal projeto objetivou definir a area de distribuicdo atual e resgatar informacdes sobre
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coleta e manutencdo de exemplares em cole¢cdes amadoras, tendo reunido um
importante conjunto de dados sobre distribuicdo geografica, tamanho das
populacdes relictuais, estrutura demografica, estratégias de polinizacdo e
reprodutiva de algumas das oito espécies mais criticamente ameacadas de Cattleya
(C. grandis, C. jongheana, C. lobata, C. perrinii, C. schilleriana, C. tenebrosa, C.
virens, C. xanthina). Dentre as orquideas contempladas pelo Projeto CORES
destaca-se a Cattleya lobata Lindl., uma espécie fortemente ameacada de extingéo
e endémica da Mata Atlantica.

Dentro de Orchidaceae, o género Cattleya possui grande valor ornamental
com cerca de 50 espécies (VAN DEN BERG 2005; WITHNER 1988). O Brasil possui
28 espécies do género, sendo 23 endémicas (PABST & DUNGS 1975, 1977). As
Cattleyas sdo, em geral, polinizadas principalmente por abelhas através de
mecanismo de engodo (DRESSLER 1981; VAN DER PIJL & DODSON 1966). Tal
mecanismo consiste em flores com caracteristicas morfolégicas e quimicas que
sinalizam um dado recurso floral que de fato ndo é produzido. Os atrativos florais,
tais como a forma das flores, cor ou perfume, sdo associados pelos polinizadores
como uma recompensa comestivel (ROY & WIDMER 1999). Dessa forma, a
polinizacdo cruzada € estimulada, ja que o agente polinizador procura outras flores
na tentativa de coletar o recurso. Segundo Stort & Martins (1980), a polinizacao
cruzada é o tipo de reproducdo que apresentou maior nimero de sementes viaveis
para Cattleya, comparada a autopolinizacdo. A auto-incompatibilidade, em geral, é
rara nas orquideas (VAN DER PIJL & DODSON 1966).

Apés quatro décadas de sua descricdo por Lindley (1848), C. lobata foi
transferida para o género Laelia, onde foi mantida por muito tempo. A partir da
publicacdo da primeira filogenia molecular para Subtribo Laelinae, utilizando dados
do genoma nuclear (ITS), a espécie foi transferida para o género Sophronitis (VAN
DEN BERG et al. 2000). Baseando-se apenas em resultados de filogenia, alguns
autores transferiram-na para os géneros Hadrolaelia, Brasilaelia e posteriormente
para Chironiella, entre os anos de 2002 e 2006. Essas alteracdes foram pouco
aceitas na comunidade cientifica. Atualmente com novos dados de filogenia
utilizando fragmentos do DNA plastidial, a espécie foi novamente inserida no género
Cattleya, como descrito originalmente (VAN DEN BERG 2008).

Devido a sua beleza, ha muito tempo Cattleya lobata tem sido extraida da

natureza por colecionadores, sem qualquer critério ou preocupacdo com o risco de
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desaparecerem definitivamente da natureza (CONSTANTINO & FRAGA 2005). De
fato, suas caracteristicas chamam a atencado, pois suas flores possuem coloracdo
rosa purpura predominante nas pétalas (que medem 4,5 x 7,3cm) e sépalas
(medindo 2 x 7,5cm). O labelo possui uma coloragédo purpura mais intensa, com sua
entrada branca ou esverdeada. A planta mede de 60 a 70 cm de altura e produz
mais de cinco flores por haste floral, cada uma com até 15 cm de diametro
(WITHNER 1988) (FIGURA 1). Podem habitar pareddes verticais expostos a altas
intensidades luminosas podendo também ocorrer, raramente, em ambientes
sombreados, como observado por Saddi (2008). S&o plantas rupicolas, mas podem
ocorrem em epifitismo.

Aparentemente, Cattleya lobata é mais uma espécie polinizada por engodo,
ja que a producdo de néctar ndo foi observada (FRAGA et al. dados néo
publicados). Além disso, ha o compartilhamento de uma série de caracteristicas
florais com outras espécies de Cattleya brasileiras (FREIRE & FRAGA 2010;
STORTI 2007; SMIDT et al. 2006).

FIGURA 1 - Cattleya lobata Lindl. NA POPULACAO DO PICO DOS
QUATRO, GAVEA, RIO DE JANEIRO (FOTO: CLAUDIO N. FRAGA)

Cattleya lobata é uma espécie considerada microendémica da Mata
Atlantica, com distribuicdo geografica restrita a alguns inselbergues litoraneos da
cidade do Rio de Janeiro e de Niteréi (SADDI 2008) (FIGURA 2). Devido ao habito
rupicola, esta espécie apresenta populacdes disjuntas ja que os inselbergues séo

descontinuos. Inselbergues sdo montanhas de origem graniticas ou de gnaisse, do
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Pré-Cambriano, com aproximadamente mais de 50 milhfes de anos que podem
ocorrer isoladas ou formando aglomerados. Essas montanhas ocorrem
principalmente em regides tropicais e subtropicais, como por exemplo, Australia,
india, Estados Unidos, diversos paises africanos, Venezuela, Bolivia e Brasil
(POREMBSKI et al. 1997). No Brasil, os inselbergues ocorrem do Nordeste até o Rio
Grande do Sul. Na cidade do Rio de Janeiro, essas montanhas possuem altitudes
que variam de 150 a 1000 m, como o P&o de Agucar (MEIRELLES et al. 1999).
Segundo Porembski (2007), os inselbergues se comportam como ilhas, ja
que possuem isolamento espacial e ecolégico atuando como barreira para disperséao
e migracdo, favorecendo um ecossistema com flora e fauna caracteristica e
especializada (BARBARA et al. 2008). Porém, as areas com essas montanhas
encontram-se muito degradadas ou ameacadas, principalmente aquelas inseridas

em biomas como, por exemplo, a Mata Atlantica (MARTINELLI 2007).

FIGURA 2 — INSELBERGUE NA CIDADE DO RIO DE JANEIRO - PAO DE
ACUCAR (FOTO: SADDI 2008)

O arcabouco de aspectos biologicos e de exploracdo de Cattleya lobata
tratada pelo Projeto Cores, aliado ao conhecimento detalhado da amplitude de
distribuicdo das populacdes, nos possibilita questionar: (1) Qual é o nivel de

variabilidade e estruturacdo genética intra e inter-populacional apresentado por esta
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espécie? (2) Quantos contingentes populacionais podem ser detectados e qual o
nivel de estruturacdo genética dos contingentes atuais? (3) Os resquicios de
populacdes naturais isoladas e fragmentadas, resultantes da intensa coleta durante
muitas décadas, podem estar depauperados geneticamente? (4) Qual o potencial de
sobrevivéncia e regeneragao das popula¢des naturais que se pode prever com base
no cenario genético atual de cada espécie?

Consideramos, portanto, que somente com respostas mais criteriosas sobre
0 status de conservagcdo genética das populacdes naturais e suas relacbes
histéricas poderdo ser indicadas boas estratégias para a conservacdo e manejo
desta espécie de orquidea ameacada de extincdo na natureza, uma vez que
qgualquer intervencao nessas populacfes sem este panorama prévio podera interferir
negativamente nessas populacdes relictuais acelerando o processo de extingao.

O objetivo deste trabalho foi investigar a variabilidade genética e o nivel de
estruturacdo genética das populacdes de Cattleya lobata, ao longo de toda a sua
distribuicdo geogréfica. Com isso, pode-se determinar se existe indicativo de
isolamento entre as populacdes relictuais por interrupcdo do fluxo génico ou
alternativamente, a coesdo e similaridade genética entre as subpopulacdes
persistem nas condi¢cdes atuais. Outro objetivo deste trabalho foi o de detectar os
possiveis contingentes populacionais e avaliar as condicdes para o estabelecimento
de estratégias de conservacdo e/ou manejo dessa espécie. Para a realizacéo
dessas investigacdes foi necessario um estudo de extracdes de DNA dessa espécie,

ja que sua oxidacao é bastante rapida.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 POPULAQ()ES E AMOSTRAGEM

Uma vez que a espécie alvo da pesquisa é fortemente ameacada de
extingdo, no momento da coleta a equipe responsavel por esta etapa se preocupou
em nao remover plantas inteiras de nenhuma localidade para a execucédo deste
trabalho. Portanto, foram coletados apenas fragmentos de folhas de 88 individuos de
cinco populacdes de C. lobata em diferentes regides na cidade do Rio de Janeiro e
Niteroi, abrangendo toda a distribuicdo desta espécie microendémica (TABELA 1 e

FIGURA 3). Essas populacdes situam-se em alto de montanhas de origem granitica,
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conhecidas como inselbergues, com altitudes variando de 224 a 649 metros. Das
populac6es amostradas, quatro encontram-se em areas de intenso turismo, sendo
trés no Complexo da Gavea (Pico dos Quatro, Pedra Bonita, Agulhinha da Gavea) e
uma no Pao de Acucar (lado direito da via de escalada Galote). As populacfes do
Complexo da Gavea e de Niterdi (Alto Mourao - final da trilha para o cume e inicio da
via de escalada da face sudoeste) encontram-se em Unidades de Conservacéo
(Parque Nacional da Tijuca e Parque Estadual da Serra da Tiririca,
respectivamente).

Ha cerca de trés anos, foram coletadas amostras dessas plantas e
armazenadas em silica-gel. Devido ao estado de conservacdo dos fragmentos
foliares, foram necessarios testes de extracdo de DNA para a obtencdo de um
produto final mais puro. Entre os meses de janeiro a marco de 2010 foram
recoletados de 13 a 25 individuos por populagcdo. Portanto, o material estocado
compreende plantas armazenadas em silica-gel em temperatura ambiente por
periodo que variou de um a trés anos. Além das plantas frescas que foram
armazenadas em geladeira em temperatura de 4°C por no maximo dois dias até
serem processadas, de modo que pudéssemos extrair amostras de DNA total a
partir de fragmentos foliares ainda frescos.

TABELA 1 - POPULACOES DE Cattleya lobata COM DISTRIBUICAO RESTRITA A
COSTA DO RIO DE JANEIRO, USADAS NESTE ESTUDO

localizagéo cadigo coordenadas geograficas N Alt
RJ — Rio de Janeiro - Complexo
) PQ 23°0'20,27S/43°17°18,1"W 25 224
Pedra da Gavea, Pico dos Quatro
RJ — Rio de Janeiro - Complexo
. PB 22°59'18,9”S/43°17°1,4"W 17 649
Pedra da Gavea, Pedra Bonita
RJ — Rio de Janeiro - Complexo
Pedra da Gavea, Agulhinha da AG 22°16’34,6°S/43°16°34,6”"W 15 505
Gavea
RJ — Rio de Janeiro - P&do de
i PA 22°57'11,6"S/43°10°’5"W 18 307
Acucar
RJ — Niterdi - Alto Mourgo, AM 22°58'22,3"S/43°1'13,7"W 13 414

NOTA: N = numero de individuos amostrados, Alt = altitude das populacdes (metros).
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FIGURA 3 - POPULACOES DE Cattleya lobata ANALISADAS NESTE ESTUDO,
LOCALIZADAS NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO, SUDESTE DO
BRASIL (PQ: PICO DOS QUATRO, AG: AGULHINHA DA GAVEA, PB:
PEDRA BONITA, PA: PAO DE ACUCAR e AM: ALTO MOURAO -
NITEROI).

2.2 EXTRACAO DE DNA

Foram necesséarias adequacdes aos protocolos de extracdo uma vez que
amostras de folhas frescas recoletadas recentemente apresentaram rapida oxidacao
durante a maceracao. Outro fator para tais adequacodes foi o0 estado de preservagao
das amostras armazenada em silica-gel, 0 que compromete a preservagdo do DNA.
Esse processo de adequacdo de protocolos foi necesséario para o melhor
desempenho da utilizacdo de marcadores moleculares ISSR, ja que séo ferramentas
sensiveis a DNA de baixa qualidade ou amostras que contenham contaminantes em
excesso, como os fendis.

Para isso, foram testados oito métodos de extracdo (ASIF & CANNON 2005;
COTA-SANCHEZ et al. 2006; FERNANDEZ et al. 2000; LIM et al. 1997; LIMA et al.
2007; NOVAES et al. 2009; RIBEIRO & LOVATO 2007; RIBEIRO & LOVATO 2007
com modificagbes), além do protocolo usualmente utilizado de Doyle & Doyle (1990),

vide anexo 1.
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A escolha desses métodos foi baseada no desempenho descrito na literatura
e nos reagentes diferentes dos utilizados habitualmente no laboratério. Os protocolos
testados apresentam variagdes em quantidades de reagentes ou adicdo de outras
substancias. Estas modificacfes incluem a utilizacdo de solucdo de brometo de
cetiltrimetilamoénio (CTAB), o qual constitui um detergente que rompe as membranas
celulares liberando o conteudo celular, associado a outros agentes tamponantes e
antioxidantes. Esses testes foram realizados durante um programa de estagio
voluntario no primeiro semestre de 2010 em que se pode aperfeicoar a extracao de
DNA e adquirir as primeiras nogdes de manipulacdo de ferramentas moleculares.

Para todos os testes foram utilizadas cerca de 50mg de tecido foliar e, em
cada método escolhido, foram utilizadas quatro amostras de material seco em silica e
guatro amostras de material fresco, totalizando oito amostras por protocolo.

Apos a extragdo do DNA, todas as amostras foram submetidas a eletroforese
para verificar a presenca do material genémico em gel de agarose 1% em Tampéao TE
1X com volume de 150mL. As amostras foram aliquotadas a 2L e coradas com 3uL
de azul de bromofenol, sendo aplicadas no gel de agarose para a eletroforese, em
cuba horizontal com tampdo TAE 1X, com voltagem de 220V por 25 minutos,
posteriormente corado em solugcédo de brometo de etideo por 30 minutos e fotografado
sob luz ultravioleta.

O DNA genbmico extraido pelos protocolos testados foi submetido a
guantificacdo em NanoDrop 3300 (Thermo Scientific), utilizando o comprimento de
onda (lambda) da radiacdo adequado a analise de acidos nucléicos.

A qualidade do DNA das amostras foi testada via PCR (Polymerase Chain
Reaction) com primers de marcadores moleculares ISSR e cpDNA, para verificar se
as amostras amplificariam fragmentos de diferentes regifes. Os testes de PCR
(Polimerase Chain Reaction) foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado em
brometo de etidio. As amostras de DNA foram armazenadas em freezer -20°C até a
sua utilizacédo nas reacoes de PCR e posteriormente, transferidas para ultrafreezers (-
80°C). Esse armazenamento permanente esta sendo realizado no banco de DNA total
da Universidade Federal do Parana (DNAUPCB), onde as amostras sdo mantidas
como patrimonio publico, assim como adotado na maioria dos bancos de DNA como o
do RBG Kew, Universidade Estadual de Feira de Santana e Jardim Botéanico do Rio de

Janeiro.
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2.3 APLICAQAO DO MARCADOR MOLECULAR E PCR

Foi testada a aplicabilidade de 23 primers ISSR através de gradientes de
temperatura e variacdes nas concentragcbes de magnésio, DNA e Tag DNA
polimerase. Dentre os primers testados, cinco apresentaram melhor resolugdo de
amplificagcéo e polimorfismo, sendo entdo selecionados para o estudo (TABELAS 2 e
3). Além desses cinco primers utilizados, outros seis estdo em fase de padronizacao
e em breve serdo aplicados as populacdes de C. lobata.

Para cada um dos cinco primers escolhidos, a temperatura de anelamento
foi ajustada a fim de melhorar a resolucao de leitura no gel. As amostras do DNA
gendmico foram, entdo, usadas para amplificacdo através da reacdo em cadeia da
polimerase (Polymerase Chain Reaction) seguindo o protocolo basico para um
volume final de 20uL, contendo: tampédo TE 1X, MgCl, a 3mM, dNTPs a 0,2mM,
primer a 0,4uM, 1,5 unidade de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e DNA
gendmico.Para a amplificagdo dos fragmentos foram padronizadas temperaturas e o
programa que incluem etapas de desnaturacéo inicial a 94°C por 1,5 min, seguido de
36 ciclos de amplificacdo a 94°C por 40 segundos para a desnaturacéo, intervalos
de 47° a 50°C por 45 segundos para o anelamento, 72°C por 1,5 minuto para a
extensdo, seguindo, apds a etapa de ciclagem, uma extensédo final a 72°C por 5

minutos.

TABELA 2 - PRIMERS DE ISSR TESTADOS E UTILIZADOS NA AMPLIFICACAO
DE FRAGMENTOS GENOMICOS DE Cattleya lobata

Nome do primer Sequéncia do primer T°C NF (FP%)
Manny (CAC),RC 50 22 (92,73)
Mao (CTC)4RC 50 16 (68,75)
Dat (GA);RG 50 16 (82,50)
UBC898 (CA)6-RY 47 16 (73,75)
UBC899 (CA)RG 50 14 (77,14)
OMAR (GAG)4-RC 50
JOHN (AG);YC 50
UBC827 (AC)sG 50
UBC840 (GA)YT 50

UBC844 (CT)sRC 50



18

continuagéo

UBC880 GGAGAGGAGAGGAGA 50 -
UBC886 VDVCTCTCTCTCTCTCT*
total - - 84 (80,00)

NOTA: Temperatura de anelamento (T °C), nimero de fragmentos polimérficos (NF) e
porcentagem de fragmentos polimérficos (FP); Y = C ou T; R = A ou G; *Nomenclatura IUB para
bases degeneradas “V" = A+C+G e “D” = A+T+G.

TABELA 3 - PRIMERS DE ISSR TESTADOS SEM EXITO NA AMPLIFICACAO DE
FRAGMENTOS GENOMICOS DE Cattleya lobata

Nome do primer Sequéncia do primer T°C
CHRIS (CA),YG 50, 53 e 56
GOOFY (GT);YG 50
TERRY (GTGysGGTGRC 50
BECKY (CA);YC 50
UBC808 (AG)sC 50
UBC813 (CT)sT 50
UBC814 (CT)8A 50
UBC848 (CA)RG 50
UBC866 (CTC)e 50
UBC901 (GT)6-YR 47,50, 51, 53 e 56
UBC902 (GT)6-AY 50, 53 e 56

NOTA: Temperaturas de anelamento testadas (T °C); Y=CouT;R=Aou G

Todas as etapas da extracdo de DNA, testes de primers e aplicacdo do
marcador molecular, foram realizadas no Laboratério de Filogenia e Genética da
Conservacdo de Plantas, com o apoio também do Laboratorio Multiusuario de
Biologia Molecular, no departamento de Boténica da Universidade Federal do

Parana.

2.4 ANALISE DOS DADOS
Para investigar a variabilidade e a estrutura genética das populacfes foram

empregados marcadores dominantes altamente variaveis como os ISSRs. Os locos
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de ISSRs foram codificados visualmente como presenca (1) ou auséncia (0) de uma
banda para a constru¢cdo de uma matriz de fendétipos. Locos considerados pouco
confiaveis foram excluidos da andlise. Foram consideradas homologas todas as
bandas de tamanho molecular em um mesmo primer (WILLIAMS et al. 1993). Essa
matriz de fendtipos foi utilizada no suplemento GenAlEx 6.3 do Excel® (PEAKALL &
SMOUSE 2006), para a geracdo de dados como a porcentagem de locus
polimérficos (P), diversidade genética utilizando indice de Shannon (I) e
Heterozigosidade esperada (He).

Para verificar se os agrupamentos de populacdes formam uma estrutura
hierarquizada em grupos de montanhas, uma matriz de distancias euclidianas
quadradas foi construida a partir da matriz de fendtipos ISSR. Esta matriz foi
submetida a uma andlise de variancia molecular (AMOVA), utilizando o programa
suplemento GenAlEx 6.3. A AMOVA foi utilizada para quantificar a propor¢ao da
diversidade genética intraespecifica atribuida a diferenca interpopulacional. Através
da AMOVA foi também produzida uma matriz de ®sr entre todos os pares de
populacdes. A partir das distancias de Nei par a par de todas as populacdes,
calculadas pelo GenAlEx 6.3, foi construida uma arvore utilizando neighbour-joining
através do programa PAUP (SWOFFORD 2003), e o dendrograma foi visualizado
atravées do TREEVIEW (PAGE 1996), conforme Hollingsworth & Ennos (2004).

Adicionalmente, foi conduzida andlise Bayesiana a partir de simulacfes de
Monte Carlo e Cadeia de Markov (MCMC) para avaliar a estrutura populacional,
utilizando gendtipos multilocus dos individuos amostrados, para deteccao de grupos
genéticos (K) provaveis, assumindo o modelo de populagdes mistas utilizando o
programa STRUCTURE 2.2 (FALUSH et al. 2007) para marcadores dominantes.
Nesta abordagem foi possivel acessar as probabilidades posteriores de clusters de
populacdes estruturadas e probabilidade de cada individuo pertencer a populagéao
amostrada ou apresentar origem externa (HOLSINGER et al. 2002, HOLSINGER &
WALLACE 2004, LARSON et al. 2004). O numero de populacdes estabelecidas (K)
foide K=1a K =5 com 10 execuc¢les independentes para cada valor de K. Cada
corrida teve 300.000 interacGes de Monte Carlo e Cadeia de Markov (MCMC), com

um periodo inicial burn-in de 50.000 interacdes.
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3 RESULTADOS

3.1 EXTRAGCAO DE DNA

Apos o processo de extracdo de DNA através dos métodos testados, as
amostras foram submetidas a eletroforese, para verificar a presenca de material
genético. Através desse processo foi possivel identificar a presenca de DNA em sete
dos nove protocolos testados (FIGURA 4). O método cujo material genético foi
revelado com maior intensidade, para plantas frescas e secas em silica, foi o
proposto por Novaes et al. (2009). Esse mesmo método foi 0 que gerou amostras de
DNA mais limpas segundo as medi¢cdes em NanoDrop. O DNA extraido por este
protocolo e amplificado a partir de primers de ISSR resultou em bandas mais nitidas

com amostras frescas comparado ao protocolo padrdo (FIGURAS 5 e 6).

Fernandéz et al. 2000 Ribgiro & Lovato 2007 Doyle & Doyle 1990
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Lim et al. 2007 Cota-Sanchéz et al. 2006 Ribeiro & Lovato 2007 mod.
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etal. 2007 Novaes et al. 2009 Asif e Cannon 2005
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FIGURA 4 - ELETROFORESE DE DNA TOTAL DOS PROTOCOLOS
TESTADOS

Protocol tocol tocol tocol Protocolo E | Protocolo F'Protn I GIProbcoIo Padrao
v " Y - ¥, "
Silica Fresca Silica Fresca Silica Fresca Silica Fresca Silica Fresca Silica Fresca Silica Fresca Silica | Fresca Silica Fresca

FIGURA 6 - PCR COM PRIMER ISSR — UBC 901

Para a amplificacdo de regides especificas de sequéncias nucleotidicas de
cpDNA o método de extracdo proposto por Ribeiro & Lovato (2007, com
modificacdes), foi o Unico protocolo igualmente eficiente para folhas frescas e folhas
armazenadas em silica (FIGURA 7).

Para esse estudo, que em um primeiro momento houve a urgéncia de

amostras de DNA limpas, devido a utilizacdo de marcadores moleculares sensiveis a
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contaminantes, foi escolhido o protocolo descrito por Novaes et al. (2009), cuja

descricdo encontra-se no anexo 1.

Protocolo A Protocolo B Protocolo C | Protocolo D1 - Protocolo D2 - Protocolo E Protocolo F~ Protocolo G = Protocolo Padréo
Silica Fresc.a Silica Fresca Silica Fresca Silica Fresca Silica Fresca Silica Fresca Silica Fresca Silica Fresca Silica Fresca

FIGURA 7 - PCR COM cpDNA — psbD-trnT

3.2 APLICACAO DO MARCADOR MOLECULAR E PCR

Os cinco primers usados neste estudo resultaram em 84 loci com boa
resolucao. O primer MANNY resultou 22 fragmentos, enquanto que UBC899 resultou
em 14 fragmentos. Os primers MAO, DAT e UBC898 resultaram cada um em 16 loci.
Esses fragmentos variaram de 100 a 1800 bp (TABELA 2). Além dos cinco primers
mencionados, John, Omar, UBC827, UBC840, UBC848, UBC880 e UBC 886 estao
sendo testados e serdo empregados nas populagdes de C. lobata, aumentando o
conjunto de dados.

Do total de fragmentos, cinco foram exclusivos, sendo trés da populacdo PQ
(Pico dos Quatro), uma da populacdo PA (Pao de Acucar) e outra da populacdo AM
(Alto Mourdo). Na populacdo PQ, dois loci estavam presentes em dois individuos
cada um e um dos locus presente em apenas um individuo. Na populagédo PA, o
locus privativo esteve presente em trés individuos. E na populacdo AM, o Unico
locus exclusivo estava presente em apenas dois individuos.

No nivel especifico, 98,81% dos loci foram polimérficos e no nivel
populacional o polimorfismo variou de 73,81% (populacdo AG — Agulhinha da
Gavea) a 90,48% (populacédo PQ) (TABELA 4).
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PQRAMETROS DE DIVERSIDADE GENETICA DE CINCO
POPULACOES DE Cattleya lobata, LOCALIZADAS NO ESTADO DO RIO
DE JANEIRO, BRASIL, BASEADOS EM 84 LOCI DE ISSR

Populacao P (%) | (x DP) UH. (+ SD)
PQ 90,48% 0,432 (+0,026) 0,292 (+0,020)
PB 79,76% 0,386 (+0,029) 0,265 (+0,022)
AG 73,81% 0,368 (+0,029) 0,252 (+0,021)
PA 76,19% 0,398 (+0,028) 0,272 (+0,021)
AM 79,76% 0,396 (+0,027) 0,272 (+0,021)

Média 80,00% 0,396 (+0,013) 0,271 (+0,009)

Nivel de espécie 98,81% 0,454 (+0,024) 0,301 (+0,018)

NOTA: P = porcentagem de loci polimorficos; | = Indice de diversidade de Shannon; UH, =
heterozigosidade esperada. Desvio padrdo em parénteses. Codigo das populagdes, ver TABELA 1

A heterozigosidade esperada para a espécie e o indice de Shannon foram
0,301 e 0,454 respectivamente. As populagcdes mostraram alta variabilidade, com
meédias de He e | igual a 0,271 e 0,396 respectivamente. A populacdo AG teve o
menor nivel de diversidade (He = 0.252, | = 0,368) e a populacdo PQ teve o maior
nivel de diversidade (He = 0,292, | = 0,432) (TABELA 4).

As populacdes do Complexo da Gavea estdo distribuidas em trés picos
diferentes — Pico dos Quatro, Pedra Bonita e Agulhinha da Gavea. Portanto a
distancia entre essas populacdes é menor se comparadas as populacdes do Péo de
Acucar e do Alto Mourao (Niterdi). A menor distancia esta entre as populacdes PB e
AG (0,833km). Enquanto que a maior distancia geografica esta entre as populacdes
AM e PQ (27,663km) (TABELA 5).

De modo geral, quando comparadas par a par, as populagdes apresentaram
alta similaridade entre si. A maior identidade genética ocorreu entre as populacdes
PQ e PB (Pedra Bonita) (0,983). Enquanto que a menor identidade (0,932) ocorreu
entre as populacdes AG e AM, sendo esta Ultima localizada no municipio de Niterdi

e a populacédo mais distante do Complexo da Gavea. (TABELA 5).
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TABELA 5 — MATRIZ DE DISTANCIA GENETICA MEDIA (“UNBIASED GENETIC
DISTANCE”, NEI, 1978) EM CINCO POPULACOES DE Cattleya lobata, A
PARTIR DE DADOS DE ISSR (DIAGONAL ABAIXO) E MATRIZ DE
DISTANCIA GEOGRAFICA (EM QUILOMETROS) ENTRE AS AREAS DAS
POPULACOES DE RIO DE JANEIRO (PQ, PB, AG e PA) E NITEROI (AM)
DE Cattleya lobata (DIAGONAL ACIMA); CODIGO DAS POPULAGCOES,

TABELA 1
Populacdo PQ PB AG PA AM
PQ 0,000 1,952 2,550 13,624 27,663
PB 0,017 0,000 0,833 12,477 27,006
AG 0,023 0,031 0,000 11,648 26,225
PA 0,032 0,029 0,022 0,000 15,267
AM 0,055 0,065 0,070 0,058 0,000

Com base nas distancias genéticas, foi elaborada uma arvore de Neighbor-

joining. Apesar da populacdo de Niterdi ser a mais distante do Complexo da Gavea e

do P&o de Acucar, ndo ha uma significativa distancia genética entre as populacdes

(FIGURA 8). Portanto, pode-se observar que as populacées do Complexo da Gavea

e Pao de Acucar sédo geneticamente semelhantes a populacdo AM em Niterai.

PQ

PB

AG

AM

PA

FIGURA 8 — ARVORE DE NEIGHBOR-JOINING DAS CINCO POEULA(;OES DE C.
lobata CONSTRUIDA UTILIZANDO A MATRIZ DE DISTANCIA GENETICA

DE NEI (1978;

POPULACOES, VER TABELA 1

"UNBIASED GENETIC DISTANCE"). CODIGO DAS
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A analise da distribuicdo da variabilidade genética de modo hierarquizado
através da AMOVA indicou uma alta variacdo dentro das populagbes, abrangendo
93% de toda a variabilidade encontrada para a espécie, enquanto que a variacao
genética observada entre as populacdes representou apenas 7% do total. O indice

de ®stfoi 0,067 demonstrando baixa estruturacdo genética entre as populacdes.

TABELA 5 — ANAl_ISE DE VARIANCIA MOLECULAR (AMOVA) PARA CINCO
POPULACOES DE Cattleya lobata, NOS INSELBERGUES DA MATA
ATLANTICA NO RIO DE JANEIRO, SUDESTE DO BRASIL

%

variagdo  P-value

total

Graude Somados Componente

Fonte de variagdo liberdade quadrados de variacdo

Entre populac¢des <0.000
4 118,822 29,706 7%
Dentro das populacdes <0.000
83  1094,575 13,188 93%
Total
87 1213,398 100%

Através das andlises Bayesiana, foi possivel detectar um Unico contingente
populacional (FIGURA 9), ou seja, as cinco populacBes amostradas pertencem a
uma grande populacéo.

1.00
0.80
0.60

0.40

0.20

0.00

FIGURA 9 — RESULTADO DAS ANALISES BAYESIANAS ATRAVES DO
SOFTWARE STRUCTURE, INDICANDO UMA UNICA POPULACAO DENTRO DA
DISTRIBUICAO DE Cattleya lobata.

4 DISCUSSAO

Devido a rapida oxidacdo dos fragmentos foliares de Cattleya lobata, foi
necessario o estudo preliminar de diferentes métodos para a extragcdo do material

genético, jA que a qualidade das amostras é fundamental para o bom desempenho
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de marcadores moleculares ISSR. Assim, 0 método proposto por Novaes et al.
(2009), teve um bom desempenho ao extrair DNA de boa qualidade de plantas
frescas, verificado com as quantificacbes em NanoDrop e pelos testes de PCR
utilizando primers ISSR. A extragdo e armazenamento de DNA de alta qualidade sé&o
importantes ndo s6 para este estudo, cujo principal objetivo € conhecer a
variabilidade genética de C. lobata, mas para trabalhos futuros que poderdo ser
executados com outras ferramentas moleculares, como os marcadores de sequéncia
gue podem acessar 0s processos historicos dessa espécie.

Aparentemente a intensa coleta e a acdo antropica foram fatores que
contribuiram para a reducdo no numero de individuos de Cattleya lobata
(CONSTANTINO & FRAGA 2005). Consequentemente, essa reducao leva a perda
de variabilidade genética e diminuicdo da capacidade adaptativa as mudancas
ambientais (YOUNG & BOYLE 2000). Portanto, este estudo se faz necessario por
abordar a diferenciacdo e estruturacdo genética de populagBes naturais desta
espécie, o que é fundamental para a escolha de estratégias para conservacao e
manejo.

De modo geral, podem ser encontrados baixos niveis de variabilidade
genética em espécies endémicas ou que apresentam populagdes com distribuicao
disjunta, ocupando habitats fragmentados ou isolados. Tais populacdes isoladas
muitas vezes com tamanhos reduzidos estdo mais susceptiveis a perdas
progressivas da variabilidade genética devido aos efeitos de endogamia e deriva
genética (HARTL & CLARK 1997). Porém, algumas espécies de orquideas rupicolas
de campos rupestres na Serra do Espinhaco, muitas das quais com caracteristicas
geograficas como descrito anteriormente, apresentam de moderados a altos niveis
de variabilidade genética (BORBA et al. 2001, 2007a, 2007b; AZEVEDO et al., 2007
e RIBEIRO et al., 2008).

Os primers de ISSR revelaram de moderados a altos niveis de polimorfismo
nas populacdes de C. lobata (P = 80%) e no nivel especifico (P = 98,81%).
Resultados semelhantes foram encontrados em estudos de outras orquideas como
Cattleya elongata Barb. Rodr. (P = 52,10 a 61,34%) (CRUZ 2007), Cattleya tenuis
Campacci & P.L.Vedovello (P = 43 a 79%) (BORBA et al. 2007a), Laelia speciosa (P
= 68,8% a 81,3%) (AVILA-DIAZ 2007), Dendrobium officinale Kimura et Migo (P =
73,3 a 89,5%) (SHEN, 2006) e Cymbidium goeringii (P = 88,2%) (XIAOHONG 2007)
e, também, com outras monocotileddneas como Vellozia gigantea (P = 88,8%)
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(LOUSADA, no prelo). Esses resultados de polimorfismo aliados aos dados de
heterozigosidade e ao indice de diversidade de Shannon podem nos indicar o nivel
de variabilidade existente em determinada espécie. Aspectos bioldégicos como
sistemas polinizacdo, reproducdo e dinamica populacional determinam diferentes
padrbes da variabilidade genética para diferentes grupos de plantas (NYBOM &
BARTISH 2000).

Neste estudo foram encontrados altos niveis de heterozigosidade esperada
e indice de Shannon (He = 0,271; | = 0,396), 0 que também indicam alta diversidade
genética. Esse perfil de variagdo esta acima dos resultados obtidos com marcadores
RAPD em trabalhos revisados por Nybom & Bartish (2000), quando comparados 0s
niveis médios encontrados para espécies endémicas, perenes e que compartilham
caracteristicas reprodutivas semelhantes.

O fato de esta espécie ser encontrada raramente como epifita pode ser um
indicio de que no passado essa espécie tenha ocorrido sob o hébito epifitico em
matas de encostas localizadas entre os afloramentos rochosos. Portanto,
possivelmente poderia haver uma distribuicdo mais continua entre os picos das
montanhas e que, atualmente, encontremos apenas individuos rupicolas, refugiados
nos afloramentos devido ao extrativismo e degradacdo destas matas entre 0s
afloramentos. Assim, a alta variabilidade genética encontrada nas populactes de C.
lobata pode nos indicar que, embora as populagdes encontradas atualmente sejam
formadas possivelmente por poucos individuos sobreviventes de populacdes mais
amplas no passado, reproducfes cruzadas, mesmo que raras, podem ter sido a
regra nas Uultimas geracbes, mantendo os niveis de variabilidade genética
intrapopulacional.

Além disso, a significativa proporcdo de ocorréncia de reproducéo vegetativa,
sendo o crescimento clonal por brotamento decisivo para o aumento em area das
touceiras pode garantir a conservacdo da variabilidade genética ao longo do tempo
ja gue um mesmo genotipo pode permanecer por varias geracdes (AZEVEDO et al.
2007).

Com base nas observagOes de Fraga et al. (dados ndo publicados) e nas
semelhancas quanto a biologia floral e aspectos reprodutivos com diferentes
espécies de Cattleya anteriormente estudadas, como C. tenuis e C. elongata
(SMIDT et al. 2006), e outros grupos relacionados em Laellinae (e.g. BORBA &
BRAGA 2003; SILVA-PEREIRA et al. 2007; FREIRE & FRAGA 2010), é bastante
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provavel que C. lobata também tenha polinizacdo por engodo, sendo seus vetores
abelhas com alta capacidade de forrageamento em longas distancias. Orquideas
polinizadas por engodo normalmente apresentam baixo sucesso de polinizacao,
principalmente devido a baixa frequéncia de polinizadores efetivos (ZIMMERMAN &
AIDE 1989), o que consequentemente, acarreta muitas vezes em uma baixa
frutificacdo (BORBA & BRAGA 2003). As condicdes ambientais (radiacdo solar,
ventos e tempestades) em que se encontra C. lobata, pode ser um agravante a
baixa frutificacdo (FRAGA, dados nao publicados).

Esta ideia é bastante debatida na literatura a partir da hipotese proposta por
Dressler (1981) de que a polinizagdo por engodo pode reduzir significativamente a
geitonogamia (transferéncia de polen entre as flores de uma inflorescéncia).
Promovendo assim, o fluxo de pdlen a longas distancias, o que favorece a
fecundacado cruzada, aumentando a variabilidade genética. Deste modo, o sistema
de atracao floral por engodo pode influenciar o comportamento dos polinizadores,
aumentando o sucesso reprodutivo e fluxo génico dentro e entre populagdes,
modelando 0s processos evolutivos em uma série de espécies de orquideas
(TREMBLAY et al. 2005).

Neste mesmo sentido, tem sido considerado quase consenso que as
minusculas sementes de orquideas dispersas pelo vento podem atuar como um fator
importante no fluxo génico, onde a chegada de novos individuos migrantes em
populacdes distantes funcione como eficiente forca coesiva entre populacbes
geograficamente isoladas (ALCANTARA et al. 2006; DRESSLER 1981; AZEVEDO
et al., 2002).

Coutto et al. (no prelo) em estudos de simulacdo de dispersdo pelo vento
demonstram que as sementes de C. lobata percorrem longas distancias. Tais
resultados corroboram o padréao de alta similaridade genética encontrada entre todas
as populacoes estudadas indicando que a dispersdo de sementes nesta espécie
pode garantir o fluxo génico entre as populagdes isoladas nos diferentes inselbergs.
Assim como para outras espécies quando ha a dispersdo de sementes para
populacdes ja estabelecidas, o nivel de variacdo dentro da populacdo tende a
aumentar e a diferenca entre a estrutura genética das diferentes populacdes tende a
diminuir (MARTINS 1987), promovendo uma homogeneizacéo entre as populagdes
e manutencao do pool génico.
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Os resultados da andlise hierarquica da variancia molecular indicam que a
maior parte da variagdo genética de C. lobata estd concentrada dentro das
populacdes (93%). Resultados semelhantes foram encontrados por Almeida et al.
(2009) quando foi testada a variabilidade de populagbes de Encyclia dichroma
(Lindl.) Schitr. e E. ghillanyi Pabst. Cruz (2007), também encontrou alta variacéao
dentro das populacdes de Cattleya elongata Barb. Rodr., assim como Xiaohong
(2007) para populagbes de Cymbidium goering e Sharma et al. (2000) para
Pterostylis gibbosa, demonstrando que o perfil genético encontrado neste estudo
parece ser bem distribuido na familia Orchidaceae.

O resultado de ®s7 (0,067) indica uma baixa diferenciacdo genética entre as
populacdes e, portanto, auséncia de estrutura genética que possa ser encontrada ao
longo da distribuicdo geografica da espécie. Baixos niveis de estruturacdo genética
também foram encontrados em estudos com outras orquideas de habito epifitico
como Oncidium hookeri (ALCANTARA et al. 2006) e Laelia speciosa (AVILA-DIAZ &
OYAMA 2007). Bem como em espécies endémicas de campos rupestres no
nordeste brasileiro, como Sophronitis sincorana e C. elongata (BORBA et al. 2007b,
CRUZ 2007). Para espécies como C. lobata, que apresenta populacdes restritas aos
afloramentos rochosos e encontram-se distribuida de forma disjunta entre as
montanhas, num sistema préximo ao que se poderia consideram ilhas continentais,
seria esperado apresentar uma maior estruturacdo. Apesar disso, as cinco
populacdes apresentam pouca distancia genética entre si. As populacbes do
Complexo da Gavea com relagcéo a populacédo de Alto Mourdo sdo as mais distantes
geograficamente. E, apesar disso, geneticamente estdo muito proximas.

O fato de estas plantas serem perenes e com ciclo de vida longo pode indicar
que as populacbes restantes atualmente sejam apenas relictos de populacoes
amplas e ligadas entre si por floresta entre os afloramentos, o que pode explicar a
pouca diferenciacdo entre as populagcdes atuais. A degradacao florestal entre estes
afloramentos, através da ocupacéo da cidade do Rio de Janeiro e Niteroi, pode ser
um evento muito recente (cerca de 400 anos) quando visto sob o ponto de vista de
tempo de geracdo desta espécie. Tais argumentos sdo ainda fortalecidos pelos
dados de alta variabilidade genética e coesao populacional sugerindo que as
populacdes remanescentes sdo amostras isoladas de um mesmo contingente

populacional mais antigo.
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Apesar da alta variabilidade genética e a baixa estruturacdo entre as
populacdes, C. lobata corre grandes riscos de extingdo devido ao numero reduzido
de individuos por populacdo e a rapida devastacdo florestal ao longo dos anos.
Através dos resultados encontrados neste estudo, pode-se identificar apenas um
contingente populacional, confirmado pelas andlises Bayesianas, ja que as
populacées possuem poucas diferencas genéticas entre si. Assim, o arcabouco de
informacdes genéticas deste estudo permite, segundo o método e a amostragem
utilizados, apontar que em futuros planos de manejo seja possivel a reintroducao ou
transferéncia de material genético (individuos, polen ou sementes) oriundos de
qualquer uma das populacbes analisadas sem que haja comprometimento no
estoque genético das mesmas visto que as populacdes analisadas possuem alta

variabilidade genética e pouca diferenciacéo entre elas.
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ANEXO 1 - PROTOCOLOS ESCOLHIDOS PARA OS TESTES DE EXTRACAO DE
DNA

Cota-Sanchéz et al. (2006)

As amostras foram maceradas em 750uL de tampéao de extracao (50mL de
1M tris-HCI, pH 8; 140mL de 5M de NacCl; 50mL de 0,25 de EDTA pH 8; 10g de
CTAB) e 3uL de B-mercaptoetanol. Apés a maceracdo, as amostras foram
incubadas em banho-maria a 55-60°C por 2 horas e 30 minutos e invertidas a cada
15 minutos. Foi adicionado 700uL de CIA (cloroférmio: alcool isoamilico) (24:1),
homogeneizadas e centrifugadas a 11000rpm por 12 minutos. Em seguida, a fase
aguosa foi transferida para novo microtubo e adicionados 0,33 volumes de
isopropanol gelado e estocado por 1 hora a -20°C. As amostras foram centrifugadas
a 11000rpm por 10 minutos em temperatura ambiente e 0 sobrenadante descartado.
Esse processo envolvendo o isopropanol foi repetido e o pellet foi ressuspendido
com 200uL de agua milliQ e 2uL de RNase (10mg/mL) e incubado por 30 minutos a
37°C. Foi adicionado 20uL de acetato de sédio 2,5M e 500uL de etanol gelado 95%
e estocado a -20°C por 30 minutos. As amostras foram centrifugadas a 11000rpm
por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado com 1mL de
etanol 70% e centrifugado por 4 minutos. Apés a secagem, o pellet foi

ressuspendido com 200uL de agua milliQ.

Lima et al. (2007)

As amostras foram maceradas em 950uL de tampéo de extracdo (500mM
Tris-HCI pH 8, 1,4M NaCl, 0,2% CTAB (p/v), 2% B-mercaptoetanol, 20mM EDTA).
Em seguida, as amostras foram incubadas em banho-maria a 60°C por 30 minutos,
sendo homogeneizadas a cada 10 minutos e esfriadas. Foi adicionado 700uL de CIA
(cloroférmio: alcool isoamilico) (24:1) nas amostras e centrifugadas por 10 minutos a
6000rpm. Houve a formacédo de duas fases e a fase aquosa foi transferida para
outros tubos e acrescentado 480uL de alcool isopropilico. As amostras seguiram
para incubacao em gelo por 30 minutos e a uma nova centrifuga¢ao por 10 minutos
a 11000rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco a temperatura
ambiente e diluido em 200 pL de agua MilliQ. Decorridas 24 horas, foi adicionados
20uL de RNase e incubado em banho-maria a 37°C por 30 minutos, seguindo para

armazenamento.
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Novaes et al. (2009)

As amostras foram maceradas em 1mL de tampé&o de extracdo (100 mM
Tris-HCI pH 8, 1.4 M NaCl, 0,20 mM EDTA pH 8.0, 2% CTAB, PVP 2%), 20uL B-
mercaptoetanol e 35uL proteinase K (Img/mL). Apds a moagem foram adicionados
mais 35uL de SDS 20% e incubado por 60 minutos a 60°C. As amostras foram
resfriadas e homogeneizadas com 600uL de CIA (cloroférmio: alcool isoamilico)
(24:1) por 5 minutos, seguindo para centrifugacdo a 12000rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi transferido a um novo tubo e adicionado 140uL de CTAB 10% e
280uL de 5M NacCl, homogeneizando por 5 minutos. Essa Ultima etapa foi repetida,
seguindo para incubacédo overnight a -20°C em isopropanol gelado. As amostras
foram centrifugadas a 12000rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O
pellet foi lavado trés vezes com etanol 70% e dissolvido em 30uL de agua MilliQ e

10pg/mL de RNase por 2 horas a 37°C.

Ribeiro & Lovato (2007) (com B-mercaptoetanol e com DTT)

As amostras foram maceradas em 1mL de tampéo de extracdo (100mM
acetato de sdédio, pH 4,8, 100mM EDTA, pH 8; 500mM NaCl; 100mM -
mercaptoetanol, 2% PVP, pH5,5) e 60uL de proteinase K e incubadas por 1 hora a
55°C. Foi adicionados 70uL de SDS (sulfato de sédio dodecil) e incubado por 1 hota
a 55°C. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos e o sobrenadante
transferido a um novo tubo e adicionados 133,33uL de acetato de potassio 5M e
incubadas por 30 minutos a -20°C. As amostras foram novamente centrifugadas por
10 minutos e o sobrenadante transferido a um novo microtubo e adicionado 333uL
de isopropanol e incubado overnight a -20°C. As amostras foram centrifugadas e o
sobrenadante retirado. O pellet foi dissolvido em 200uL de agua milliQ e adicionado
100pL de NaCl 5M e 600uL de etanol absoluto gelado e incubado por 30 minutos a -
20°C. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos e o pellet dissolvidos em
200uL de agua milliQ. O RNA foi precipitado com 133,3uL de LiCl 8M gelado e
incubado por 1 hora a -20°C. O RNA foi recuperado por centrifugagdo por 15
minutos e transferido o sobrenadante a outro microtubo. Ao precipitado de DNA foi
adicionado 0,6 volume de isopropanol e incubado a -20°C por 1 hora. As amostras
foram centrifugadas por 10 minutos e o pellet lavado com etanol 70% e
centrifugados por 5 minutos. O pellet foi seco e dissolvido em 200uL de agua miliQ.
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Fernandéz et al. (2000)

As amostras foram maceradas em 1mL de tampéao de extracao (10mM tris-
HCI, pH 8; 20mM EDTA pH 8; 0,7M NacCl; 0,4M LiCl; 1% CTAB; 1% PVP-40 e 2% -
mercaptoetanol) e incubadas a 65°C por 15 minutos. Foram adicionados 750uL de
CIA (cloroférmio: &lcool isoamilico) (24:1), invertidas e centrifugadas por 10 minutos
a 14000rpm. Foram transferidos 600uL do sobrenadante para outro tubo e o DNA foi
extraido novamente com 600uL de CIA. Foram adicionados 500uL de isopropanol
gelado e centrifugado a 14000rpm por 5 minutos e descartado o sobrenadante. Os
pellets foram lavados duas vezes com etanol 70% e secos em temperatura
ambiente.Os pellets foram ressuspendidos em 500uL de &gua milliQ e re-
precipitados com 500uL de isopropanol gelado e 50uL de acetato de sodio 3M. As
amostras foram centrifugadas a 14000rpm por 15 minutos e o pellet foi lavado com

1mL de etanol, seco em temperatura ambiente e ressuspendido em 100uL de &4gua

milliQ.

Asif & Cannon (2005)

As amostras foram maceradas em 1mL de tampé&o de extracdo (100 mM
Tris-HCI pH 8.0, 1.4 mM NaCl, 3% CTAB, 20 mM EDTA pH 8.0, 1%
polyvinylpyrrolidone, 0.2% B-mercaptoetanol) e incubadas em banho-maria a 65°C
por 2 horas. As amostras foram resfriadas e emulsificadas com 600uL de CIA,
seguindo para centrifugacdo a 5000rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
transferido a um novo tubo. Essa etapa foi repetida. Foi adicionado isopropanol
gelado e as amostras foram incubadas a -40°C overnight. As amostras seguiram
para centrifugacdo a 5000rpm por 20 minutos a 4°C e o pellet lavado em 1mL de
tampéo de lavagem (etanol 76% e 10mM acetato de amonio). A lavagem foi repetida
por duas vezes e 0 pellet seco em temperatura ambiente. Novamente o pellet foi

lavado duas vezes com etanol 70% e seco em temperatura ambiente.

Lim et al. (1998)

As amostras foram maceradas em 60pL de PVP (10mg/cm®) e 600uL de
tampao de extracdo (10mM Tris-HCI pH8; 50mM EDTA pHS8; 500mM NaCl e 100mM
mercaptoetanol), seguido por 40uL de SDS 20%. Os tubos foram invertidos por

alguns minutos e incubados por 10 minutos a 65°C. Foram adicionados 1/10 volume
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de acetato de potassio 5M (pH 5,2) e incubados em gelo por 20 minutos. As
amostras foram centrifugadas a 10000g por 2 minutos a 4°C e o sobrenadante
descartado e adicionado 400uL de isopropanol, seguindo para incubacédo a -20°C
por 1 hora. As amostras foram novamente centrifugadas a 10000g por 15 minutos a
4°C e ressuspendido em 200uL de &4gua milliQ e 1pL de RNase A (10mg/cm?) e
incubadas a 37°C por 30 minutos. Foi adicionado 600uL de fenol:cloroférmio (1:1),
misturado e centrifugado a 10000g por 5 minutos a 4°C. A fase aquosa foi removida
e repetida a extracdo com fenol:cloroférmio. Foram adicionados 70uL de acetato de
sodio 3M e 2,5 volumes de etanol 100%, as amostras foram incubadas a -20°C por 1
hora e centrifugadas a 10000g por 10 minutos a 4°C. O pellet foi lavado com etanol

70%, seco e dissolvido em 25uL de agua milliQ.



