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RESUMO

CLAUDINO, Leticia Oliveira, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa, marco de
2011. Estudo da diversidade genética em Cattleya forbesii Lindl.
(orchidaceae), propagadas in vitro, utlizando isoenzimas. Professora
orientadora: Claudete Aparecida Mangolin. Professores Conselheiros: Maria de
Fatima Pires da Silva Machado, Maria Claudia Ruvolo Takasusuki e Maria
Auxiliadora Milaneze Gutierre.

A proposta no presente estudo foi estabelecer a metodologia para estudo de
Esterase (EST; EC 3.1.1.1), utilizando o sistema PAGE (Polyacrylamide Gel
Electrophoresis), Malato Desidrogenase (MDH; EC 1.1.1.37) e Isocitrato
Desidrogenase (IDH; EC 1.1.1.42), com 0 objetivo de investigar a diversidade
genética em plantulas de Cattleya forbesii formadas a partir de sementes
germinadas in vitro, sobre meio nutritivo Knudson (1946). Diferentes condi¢des de
extracao e de fracionamento para os trés sistemas isoenzimaticos foram testadas.
Para a extracdo, a condicdo mais adequada foi a maceragcdo das amostras de
plantulas inteiras e com a solucéo de extracao preparada com 5 % de PVP-40. A
condicdo mais adequada para o estudo de a- e -esterases em C. forbesii foi
com o fracionamento realizado em géis de poliacrilamida 12 % por 6 horas e 30
minutos. Para as isoenzimas MDH e IDH, o melhor fracionamento foi em gel de
amido 16 %, preparado com tampéao contendo acido citrico 0,04 M, titulado com
morfolina [N-(3-AMINOPROPYL)-MORFOLINE], para pH 7,5 com voltagem de 60
V, nas extremidades dos géis, por 14 horas. Para as condi¢bes padronizadas,
foram revelados 10 loci (sete para EST, dois para MDH e um para IDH),
conferindo um polimorfismo de 80 % para a populagéo de C. forbesii estudada. O
namero médio de alelos por locus e por locus polimdérfico para C. forbesii foi de
3,1250 e de 2,5788 respectivamente. Os alelos de sete dos oito loci analisados
nao se apresentaram em equilibrio de Hardy-Weinberg e somente o locus Mdh-1
manteve-se em equilibrio. O valor médio de Fis para os oito loci analisados foi de
0,2870, indicando que existe uma deficiéncia de heterozigotos para a populagcéo
analisada. Um excesso de heterozigotos foi observado para os loci s-MDH e mt-
MDH, sugerindo um significado fisiolégico para esta condicdo. A base genética
das plantulas obtidas de sementes germinadas in vitro, usando o meio KC foi

ampla (80 % de polimorfismo) indicando que o cultivo in vitro produz mudas de



orquideas com uma ampla variabilidade genética. O sistema de germinacgéo e
cultivo in vitro das sementes de C. forbesii ndo estabeleceu uma pressao de
selecdo capaz de indicar uma reducdo na diversidade genética da espécie,
podendo ser considerado adequado para produzir mudas para reposicdo de
estoques a serem cultivados na natureza, ou com a perspectiva de realizar
cruzamentos preferenciais para estimular a producédo de hibridos em programas

de melhoramento.

Palavras-chave: Cattleya forbesii, isoenzimas, diversidade genética, germinacao

in vitro.
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ABSTRACT

CLAUDINO, Leticia Oliveira, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa, March de
2011. Genetic diversity in Cattleya forbesii Lindl. (orchidaceae),
disseminated in vitro, by isozymes. Adviser. Claudete Aparecida Mangolin.
Commitee Members: Maria de Fatima Pires da Silva Machado, Maria Claudia
Ruvolo Takasusuki and Maria Auxiliadora Milaneze Gutierre.

Current analysis establishes a methodology for the study of Esterase (EST; EC
3.1.1.1), Malato Dehydrogenase (MDH; EC 1.1.1.37) and Isocitrate
Dehydrogenase (IDH; EC 1.1.1.42) by PAGE (Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) system to investigate the genetic diversity in C. forbesii shoots
formed from in vitro germinated seeds. Different extraction and fractioning
conditions were tested for the three isoenzyme systems. In the case of extraction,
the most adequate condition occurred when plant samples were macerated whole
and extraction solution prepared with 5 % PVP-40. The most adequate condition
for studying a- and B-esterases in C. forbesii occurred by fractioning in
polyacrylamide gel 12 % during 6 h and 30 minut. The best fractioning in the case
of isoenzymes MDH and IDH, occurred in starch gel 16 % prepared with a buffer
with  citric acid 0.04M titred with morpholine [N-(3-AMINOPROPYL)-
MORPHOLINE] for pH 7.5 at a 60 V voltage at the gel extremities during 14 h. Ten
loci (seven for EST, two for MDH and one for IDH) were identified within the
context of standardized conditions. This provided an 80 % polymorphism for the C.
forbesii population under analysis. Mean number of alleles per locus and per
polymorphic locus for C. forbesii were respectively 3.1250 and 2.5788. Alleles of
seven of the eight loci analyzed were not distributed according to Hardy-Weinberg
equilibrium. Only locus Mdh-1 maintained the equilibrium. Mean Fis value for the
eight loci analyzed was 0.2870 and indicated heterozygote deficit in the
population. Since excess of heterozygotes has been reported for loci s-Mdh and
mt-MDH , this fact suggested a physiological significance for such a condition. The
genetic basis of the plants grown from seeds germinated in vitro with KC medium
was broad (80 % polymorphism) and indicated that in vitro culture may produce
orchids with an extensive genetic variety. Germination system and in vitro culture
of C. forbesii seeds failed to establish selection pressure that may indicate a

decrease in the species’'s genetic diversity. The system may be adequate to
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produce shoots for stock reposition to be cultivated in nature or for preferential
crossings to stimulate the production of hybrids in improvement programs.

Key words: Cattleya forbesii, isoenzymes, genetic diversity, in vitro germination.
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1. INTRODUCAO

A Familia Orchidaceae é uma das maiores entre as angiospermas, sendo
constituida por cerca de 800 géneros e 35.000 espécies, as quais estao distribuidas
em quase todo o mundo (Dressler, 1993). No Brasil, onde sédo encontrados cerca de
200 géneros, com cerca de 3.500 espécies, as orquideas sdo encontradas em todos
0s estados, e estdo presentes em maior frequéncia na Mata Atlantica, que se
estende de Pernambuco ao Rio Grande do Sul. (Souza e Lorenzi, 2005).

As orquideas estdo entre as plantas ornamentais mais apreciadas e com
grande valor comercial. Esta familia € uma das maiores representantes das plantas
que possuem flores, englobando quase um sétimo deste grupo (Suttlewort, 1997).
De acordo com Zanenga-Godoy e Costa (2003), as orquideas do género Cattleya,
em razao da estrutura de suas flores, estdo associadas a muitos outros géneros e
hibridos de flores exuberantes e, portanto, sdo as orquideas mais comercializadas
na atualidade, o que Ihes confere uma consideravel importancia econdémica.

Os dados disponiveis na literatura especializada, no que se refere a
exportacdes de mudas de orquideas brasileiras, sdo do ano de 2004 (Junqueira e
Peetz, 2004). Acumulando vendas superiores a US$ 122 mil, as maiores ocorrem
para os Estados Unidos (24,3%), Japao (21,0%), Alemanha (20,3%), Reino Unido
(12,7%) e Hong Kong (11,9%), além de outros onze paises. As mudas de orquideas
exportadas foram procedentes principalmente do Mato Grosso do Sul (50,2%), de
Santa Catarina (37,0%), Rio Grande do Sul (7,9%) e Rio de Janeiro (4,9%).

A propagacao das orquideas em condi¢Bes naturais é baixa ou nula, pois a
germinacao de suas sementes depende da associagdo com micorrizas, mas a
demanda de mudas é alta. Para solucionar este problema e oferecer mudas em
larga escala e com alta qualidade fitossanitaria, independentemente da época do
ano (Soares et al.,, 2009), foi desenvolvida a micropropagacédo in vitro (Larkin e
Scowcroft, 1981). Esta metodologia trouxe a possibilidade de reproducéo dessas
plantas para fins de conservacdo e comercializacdo (Braga, 1987). A
micropropagac¢ao ou a propagacao in vitro é uma forma de aumentar a producéo de
mudas com qualidade genética e conservar espécies de orquideas ameacadas de
extingdo (Stancato et al., 2001; Martini et al., 2001). A micropropaga¢cédo vem sendo

utilizada com sucesso desde 1922, quando o pesquisador Lewis Knudson obteve a
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germinacdo assimbidtica de sementes de orquideas (Faria e Stancato, 1998) e o
meio KC, formulado por Knudson (1946), vem sendo o mais recomendado, até o
presente, para a germinacdo das sementes da maioria das espécies epifitas de
orquideas tropicais.

O cultivo in vitro de espécies vegetais pode gerar alteracdo na taxa de
diversidade, fator que pode ser constatado com a andlise molecular das plantas.
Uma forma de acompanhar e monitorar a cultura de tecido pode ser a avaliacdo do
produto de seus genes, no caso isoenzimas. Na literatura especializada, ndo existem
ainda registros de estudos da diversidade genética em populacbes de Cattleya
forbesii. Por isso, a proposta do presente estudo foi padronizar o emprego de
isoenzimas para analisar a diversidade genética em suas plantulas provenientes de
sementes, germinadas in vitro, sobre meio nutritivo KC, sem a adi¢céo de reguladores
de crescimento vegetal.

A estimativa da diversidade genética nas plantulas de C. forbesii cultivadas
in vitro foi feita utilizando as isoenzimas Esterases, as quais compreendem um
conjunto de enzimas geneticamente distintas e amplamente distribuidas entre os
seres vivos, podendo desempenhar funcdes diferentes em um organismo e
possuindo em comum a propriedade de catalisar a hidrolise de ésteres. Além de
peptideos, amidas e haletos (Walker e Mackness, 1983), as enzimas Malato
Desidrogenase encontra se em todas as células eucarioticas como duas isoenzimas:
mitocondrial (mt-MDH) e citoplasmatica (solavel, s-MDH) (Rocha e Ting, 1970 e
1971) e Isocitrato Desidrogenase importante no metabolismo de carboidratos, e
catalisa a descarboxilacdo oxidativa de isocitrato em a-cetoglutarato. A expectativa
deste estudo foi mostrar o nivel de polimorfismo para as isoenzimas estudadas,
verificando se este é alto e mostrar que o sistema de alta qualidade fitossanitéaria,
independentemente da época do ano (Soares et al., 2009) ndo estabelece pressao

de selecéo com reducéo da diversidade genética da espécie C. forbesii.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da familia Orchidaceae

A familia Orchidaceae pertence ao grupo das fanerd6gamas, contando com
12 a 35 mil espécies (Fiveash, 1974; Sanford, 1974; Alphonso, 1975; Hunt, 1984;
Heywood, 1985; Dressler, 1993), contribuindo com cerca de 10% de todas as
espécies de plantas com flores do planeta (Dressler, 1981). As orquideas podem ser
classificadas conforme seus habitats vegetativos como: epifitas, saprofitas, terrestres
e rupicolas ou rupestres, dentre outros (Silva e Milaneze, 2004).

O recente reconhecimento do ambiente da copa das arvores das florestas
tropicais como um dos celeiros da biodiversidade do planeta tem incentivado
estudos que procuram o entendimento de processos ligados a comunidade epifitica,
destacando o seu papel na funcionalidade dos ecossistemas (Oliveira, 2004). O
epifitismo € responsavel por parte significativa da diversidade que faz das florestas
tropicais umidas um dos mais complexos ecossistemas da biosfera, constituindo até
50% do total de espécies vasculares. A capacidade destas florestas em sustentar
grande namero de animais pode ser atribuida ao substrato e sustento provido pelas
epifitas, e por sua respectiva capacidade de retencdo de nutrientes de chuva,
neblina e particulas em suspensdo (Nadkarni, 1986). As plantas epifitas ocupam
troncos e ramos de arvores, onde a escassez de agua e de nutrientes é frequente, e
para isso as espécies de orquideas epifitas possuem adaptacdes morfoanatdbmicas
singulares, sendo comuns o0s tecidos especializados para a reserva de agua, tanto
nas folhas quanto nas raizes e nos pseudobulbos (Silva e Milaneze, 2004).

As orquideas estdo presentes em todas as areas com vegetacao no planeta e
sua maior diversidade € observada nas regides tropicais (Berg, 1998). De acordo
com Rego e Faria (2002), no Brasil, as orquideas estdo distribuidas em todos os
estados, mas em maior quantidade na Mata Atlantica, que vai de Pernambuco até o
Rio Grande do Sul.

Segundo Moraes et al. (2002), uma caracteristica marcante da familia
Orchidaceae é a apresentacdo de um desenvolvimento vegetativo muito lento e na
natureza a multiplicacdo por sementes também é muito demorada e pouco eficaz.

Com isso, o cultivo de sementes em meio de cultura in vitro permite acelerar o



processo e elevar as taxas de germinagdo, tornando-se possivel sua propagacao em
larga escala, favorecendo a comercializacdo das mesmas.

As orquideas estdo entre as plantas ornamentais mais apreciadas e de
maior valor comercial. Sdo plantas herbaceas perenes, bastante diversificadas
qguanto ao tamanho, forma e cor das flores (Singh, 1992). Os géneros Cattleya e
Laelia apresentam elevado valor econbmico e sao apreciados nos mercados
brasileiros e internacionais, destacando o potencial do Brasil no cultivo de orquideas
(Silva, 1986).

As espécies do género Cattleya sado de ocorréncia natural no Brasil e muito
procuradas no mundo inteiro como plantas ornamentais, criando a necessidade de
se desenvolverem técnicas de propagacdo para atender ao mercado e contribuir
com a reposicao de espécies ameacadas de extingcdo (Silva et al., 2005).

Quando Kersten e Silva (2001) analisaram as epifitas vasculares em floresta
da planicie litoranea da llha do Mel, Parand, Brasil, descreveram que as plantas com
maior valor de importancia epifitica para o estudo foram as orquideas (41%),
seguidas por espécies das familias Polypodiaceae (18,12%) e Bromeliaceae
(15,71%). Estes autores também constataram que, na regido, a especie C.forbesii
mostrou preferéncia pelo estrato de 2 a 4 metros da floresta analisada, sendo
considerada uma holoepifita.

2.1.1. Aspectos morfolégicos das orquideas

A familia Orchidaceae apresenta caracteristicas muito especializadas, que lhe
conferem um alto poder de adaptacéo a diferentes ambientes (Benzing et al., 1982).
Suas flores exibem particularidades marcantes e estas particularidades
desempenham importante papel na atracdo do agente polinizador, o que,
consequentemente, favorece a polinizacao cruzada (Dressler, 1993). Trés aspectos
primérios, em combinacéo, distinguem as flores de orquideas das flores de outras
familias: possuem a coluna, fusdo dos o6rgaos femininos (pistilos) e masculinos
(estames), dentro de uma sO estrutura localizada no centro da flor; possuem
polineas, massas de grao de pdlen, altamente compactadas encontradas na maioria
das espécies e transportadas inteiras pelos polinizadores (Pacini e Hesse, 2002); e
as flores das orquideas possuem trés sépalas, uma dorsal e duas laterais, trés

pétalas, duas laterais e uma modificada, chamadas labelo (Figura 1). Portanto, estas
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plantas possuem zigomorfia e o labelo apresenta diferentes funcdes (Van Der Pijl e
Dodson, 1966). Logo abaixo da antera Unica, na maioria das espécies, estqd a
cavidade estigmatica, o oOrgao receptivo feminino, o qual apresenta superficie
viscosa, onde sdo depositadas as polineas no momento da polinizacdo. Na porgao
distal da coluna, encontra-se o ovario, que, apos a fecundacao, desenvolve-se numa
capsula carnosa, com dezenas de milhares de minusculas sementes (Campos,
1996; Paula e Silva, 2002). A maioria das espécies de orquideas produz flores

hermafroditas.

Pétala

Labelo (Pétala)

Figura 1 - Detalhes da flor de orquidea do género Cattleya (Medeiros, 2011).

Segundo Olatunji e Nengim (1980), as orquideas epifitas representam o
grupo de plantas mais especializado sob o ponto de vista ecoldgico, visto que
possuem adaptacBes morfolégicas e funcionais que lhes permitem sobreviver em
ambientes xerofiticos, garantindo a absorcdo e a conservacdo eficientes de
nutrientes e de agua. Os pseudobulbos, o velame das raizes, a ocorréncia de
células com barras de espessamento no mesofilo e o metabolismo CAM

(Metabolismo Acido das Crassulaceas) sdo adaptacdes estruturais e fisioldgicas
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altamente eficientes na biologia destas plantas (Scatena e Nunes, 1996; Oliveira e
Sajo, 1999). Além do velame, coértex parenquimatoso com exoderme e endoderme,
com variados graus de espessamentos nas paredes celulares das raizes, compde 0
padrao anatdémico basico das raizes das orquideas (Morales et al., 2002).

Na maioria das orquideas, as folhas se dispbem disticamente no caule e
apresentam venacao paralela. Em muitas espécies, a Unica folha é sustentada pelo
caule aéreo ou pseudobulbo (Dressler, 1981), os quais auxiliam na manutencdo do
balanco hidrico da planta em situacdes de escassez de agua. As folhas apresentam
diferentes formas, podendo ser membranosas, coriaceas ou carnosas (Braga, 1987).

As orquideas séo adaptadas para a polinizacdo cruzada (Dressler, 1981). O
grupo de animais que poliniza as orquideas inclui passaros, mariposas, borboletas,
uma grande variedade de moscas, humerosas abelhas e em menor nimero ocorre a
polinizacdo por vespas. Os Hymenopteras dao conta de polinizar 60% da familia
(Van Der Pijl e Dodson, 1966). Desde a época de Darwin, a polinizacdo das
orquideas tem intrigado os bidlogos, devido a sua diversidade e complexidade.
Existe uma ampla extenséo de especificidades de interacdo planta-polinizador para
esta familia (Tremblay, 1992). Na Europa, a orquidea Herminium monorchis foi
visitada e polinizada por 69 espécies de insetos, incluindo membros de 4 diferentes
ordens: Lepdoptera, Coleoptera, Diptera e Hymenoptera (Nilsson, 1979). Por outro
lado, a alta especificidade de polinizador em espécies de orquideas € muito mais
comum e cerca de 60% das espécies de orquideas apresentam o registro de um
anico polinizador (Tremblay, 1992).

Mais do que qualquer outro grupo de plantas, as orquideas evoluiram
sistemas elaborados para atrair os polinizadores. Existem pelo menos trés tipos de
recompensas florais entre as orquideas. O tipo mais comum é a nutricional,
consumida pelo polinizador ou por sua larva. Estas espécies sdo quase todas
nectariferas, apesar de algumas produzirem 6leo (Steiner, 1989) e muitas oferecem
polen (Kocyan e Endress, 2001) ou pseudopélen (Davies et al., 2000). O segundo
grupo é especifico para orquideas polinizadas por machos das abelhas euglossine.
Estas abelhas sdo atraidas pela fragrancia floral que elas coletam e de forma
desconhecida atraem a fémea (Eltz et al., 1999). O terceiro tipo n&o tem sido bem
documentado, no qual espécies de Maxillaria produzem ceras e resinas (Dondon et
al., 2002) que sao coletadas por vespas e abelhas (Braga, 1977) e usadas para a

construcéo de ninhos.



Apesar da maioria das orquideas oferecer algum tipo de recompensa para o
polinizador, muitas orquideas ndo oferecem qualquer recompensa. Cerca de um
terco de todas as Orchidaceae sdo deceptivas (Van Der Pijl e Dodson, 1966;
Nilsson, 1992). A decepcéo pode ser em funcdo do aspecto da flor ser semelhante
ao alimento para as larvas do polinizador ou a flor possuir semelhanca de nectarios
de flores de outras familias, ou ser igual & femea do inseto polinizador (Nilsson,
1992). Portanto, as estratégias para a polinizacdo compreendem os mais complexos
sistemas de artificio conhecido no grupo das plantas com flores (Tremblay et al.,
2005; Jersakovid et al., 2006). Assim, os sistemas de polinizacdo podem
desempenhar um importante papel na manutencdo de orquideas terrestres raras.
Apesar da reproducdo vegetativa ser bem conhecida em orquideas e ser uma
importante estratégia para superar os déficits de producdo de sementes (Dixon,
1985), a reproducdo sexuada € o principal meio pelo qual os organismos mantém a
diversidade genética em sua progénie (Sipes e Tepedino, 1995).

Dentre as orquideas, existem também espécies que se autopolinizam
espontaneamente (autdgamas). Em geral, espécies autdgamas apresentam flores
de cores palidas e estruturas secretoras (nectarios) reduzidas ou até ausentes. Com
frequéncia, modificacdbes morfoldégicas da coluna faciltam a autopolinizagdo
(Cozzolino e Widmer, 2005; Jersakova et al., 2006).

Alguns outros aspectos distinguem a biologia reprodutiva das orquideas de
outras espeécies, incluindo o atraso no desenvolvimento do 6vulo (Wirth e Withner,
1959), o grande numero (de 4 a 20 milhdes) de pequenas sementes semelhantes a
po, contidas em uma sé capsula (Arditti e Ghani, 2000), e sua dependéncia de
associacdo com fungo para a germinacdo e o estabelecimento das plantulas
(Rasmussen e Whigham, 2002; Selosse et al., 2002).

2.1.2. Sementes

A estrutura e o tamanho das sementes estdo entre as caracteristicas mais
impressionantes das orquideas. Cada capsula contém milhares de sementes (Arditti,
1967), aproximadamente 0,4 milimetros de comprimento, sdo polinizadas por um
Gnico doador de pdlen e se apresentam como progénies de irmaos completos. Estas
sementes possuem pouca reserva nutricional (Pierik, 1990) a qual é baseada em
lipideos (Milaneze, 1997).



As sementes ndo possuem endosperma, possuem embrido e uma testa
translucida, apresentam grandes espacos internos cheios de ar que Ihes permitem
flutuar (Arditti e Ghani, 2000). Como elas sé@o pequenas e leves e apresentam esta
especializacdo, é bem aceito que o vento € o principal dispersor, levando-as por
longas distancias (Ackerman e Ward, 1999). As sementes de orquideas também
podem ser levadas nas penas das aves e no pélo dos animais (Arditti e Ghani,
2000). Esta caracteristica poderia produzir altas taxas de fluxo génico, fator
importante para altos niveis de variacdo genética dentro das populacdes e baixo
grau de diferenciagéo entre as populacdes (Cozzolino e Widmer, 2005). Entretanto,
em estudos recentes de estrutura genética espacial para 10 espécies de orquideas
terrestres, foi sugerido que existe um fluxo génico limitado, apesar das sementes
serem peqguenas como po, com alto potencial de dispersédo. Os estudos de estrutura
genética de populacdes para estas 10 espécies sugerem que as sementes caem ao
redor da planta mae, embora mais estudos se fagcam necessarios para que uma
conclusao definitiva seja estabelecida (Peakall e Beattie, 1996; Chung et al., 1998,
20044a, 2004b, 2005a, 2005b; Machon et al., 2003; Jacquemyn et al., 2006; Wallace,
2006; Chung e Chung, 2007; Chung e Nason, 2007).

As sementes de orquideas sdo pequenas e ndao contém endosperma, por
ISSO a germinacao destas e o estabelecimento das plantulas na natureza sao
impossiveis sem as relagdes simbiodticas com os fungos endomicorrizicos (Dressler,
1981; Warcup, 1981). Mesmo com a dispersédo das sementes para longas distancias,
existe uma limitagcdo, pois estas ndo poderiam colonizar estas &reas sem a presenca
dos fungos. ApGs as sementes terem sido liberadas e germinarem, mas antes de
formar qualquer 6rgao, é formado o protocormo que funciona como um 6rgdo que
armazena os produtos da micofagia que sao translocados (Rasmussen, 1995). O
nome de protocormo foi dado pelo botanico francés Bernard, pois esta estrutura
apresenta na fase inicial de desenvolvimento o formato conico ou oval, pode ou n&o

apresentar clorofila e pélos (Milaneze, 1997).

2.2. Aspectos gerais das espécies do género  Cattleya Lindl

Cattleya Lindl. é o género de Orchidaceae exclusivamente neotropical mais
amplamente cultivado. Ele abrange aproximadamente 120 espécies, principalmente

epifitas e, mais raramente, rupicolas e terricolas (Pabst e Dungs, 1975; Chase et al.,



2003; Van Den Berg, 2008). Do ponto de vista sistematico, o género se insere na
subfamilia Epidendroideae Lindl., tribo Epidendreae Kunth, subtribo Laeliinae Benth
(Chase et al., 2003; Van Den Berg, 2008; Van Den Berg et al., 2009). A delimitacao
atual de Cattleya é um pouco diferente da tradicional (Cogniaux, 1898; Hoehne,
1942; Rambo, 1965; Pabst e Dungs, 1975), mas encontra forte suporte em estudos
filogenéticos baseados em dados moleculares (Van Den Berg, 2008; Van Den Berg,
et al., 2009). Hoje, o género Cattleya incorpora espécies antes pertencentes aos
géneros Sophonitis Lindl., Laelia Lindl. e Eumannos P. Campos Porto e A.C. Brade,
bem como todas as espécies de géneros recentemente segregados, tais como
Hadrolaelia (Schltr) Chiron e V.P. Castro, Dungsia Chiron e V.P. Castro,
Hoffmannseggella H.G. Jones, Chironiella Braem, Microlaelia Chiron e V.P. Castro
e Schluckebieria Braem (Van Den Berg, 2008; Van Den Berg et al., 2009). A
separacdo entre os dois grupos era feita com base no nimero de polineas (8 em
Laelia e quatro em Cattleya) (Van Den Berg e Chase, 2004), o que, segundo
Dressler (1993), resultou em uma classificacao artificial. Dressler (1993) sugeriu que
as lelias da sec¢éo Catteyodes estavam na verdade mais aparentadas com Cattleya e
gue deveriam ser inseridas neste Ultimo género, mas estava ciente de que tal
deciséo taxondmica poderia gerar grande rejeicédo por parte dos cultivadores.

Mas os primeiros resultados de estudos filogenéticos, incluindo orquideas
Laeliinae brasileiras, foram realizados com estudos baseados em sequéncias ITS
(Van Den Berg et al., 2000). As orquideas antes incluidas no género Laelia
apresentaram grande similaridade com o género Sophronitis (Van Den Berg et al.,
2000; Van Den Berg e Chase, 2000), sendo incluidas nele. Os estudos realizados
por Van Den Berg (2008) e Van Den Berg et al. (2009), utilizando marcadores
moleculares, tanto nucleares quanto de cloroplasto, demonstraram que o género
Sophronitis esta inserido dentro de Cattleya. Estes autores relatam que um grande
namero de espécies de orquideas brasileiras antes designadas como Laelia ou
Sophronitis agora sdo designadas de Cattleya, algumas espécies inclusive foram
orginalmente descritas como Cattleya.

Para o Brasil, sdo citadas de 64 a 77 espécies de Cattlyea (Pabst e Dungs,
1975; Van Den Berg, 2008). Estas plantas apresentam caracteristicas muito
especializadas, que lhes conferem elevado poder de adaptacdo a diferentes
ambientes (Benzing et al., 1982). Outro fator que garante o sucesso deste género é

a presenca de particularidades marcantes em suas flores, as quais desempenham
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importante papel na atracdo do agente polinizador, o que consequentemente
favorece a polinizacao cruzada (Dressler, 1993).

Estudos da biologia floral e da polinizagdo em populagcdes naturais de
espécies de Cattleya apontam que abelhas da subtribo Meliponine e Euglossine séo
responsaveis pela polinizacdo da espécie. Sabe-se também que a
autocompatibilidade e compatibilidade interespecifica sdo encontradas em varias
espécies de Cattleya (Stort, 1983; 1986).

Segundo Benzing et al. (1982), a baixa frequéncia de polinizacédo e os gréos
de péblen reunidos em polineas podem limitar a producdo de sementes em
orquideas. Em plantas autocompativeis resultantes de autopolinizacdo pode também
reduzir a producdo de sementes, mas nem sempre isto é refletido no conjunto de
frutos. Estudos realizados com autopolinizacdo e com polinizacdo cruzada para 69
espécies descrevem que, para 29% destas espécies, o conjunto de frutos foi o
mesmo, nao havendo diferencas para o tipo de polinizagdo. Para o conjunto
restante, a polinizacado cruzada foi melhor. Em geral, parece que autopolinizacao
nao tem grande efeito no conjunto de frutos produzidos por orquideas que nao
possuem um mecanismo de autoincompatibilidade.

Por outro lado, a autopolinizagcéo parece reduzir a producdo de sementes em
orquideas. A maioria dos dados disponiveis descreve a porcentagem de embrides
de sementes maduras nos frutos em plantas que foram cruzadas artificialmente e
que foram autopolinizadas. Stort e Martins (1980) avaliaram a formacéo de embrido
em 14 espécies de Cattleya ndo autdbgamas do Brasil. Para a comparacao de frutos
produzidos entre as plantas autopolinizadas e as de polinizagdo cruzada, foi
observada uma média de 15,3% de sementes com embrides no primeiro caso e
47,5% para a polinizacdo cruzada. Apesar do conjunto de sementes obtidas por
polinizacdo natural ser muitas vezes melhor do que o de polinizagdo manual,
raramente alcanga 100% (Camargo e Stort, 1973; Stort e Pavanelli, 1986; Pintaudi et
al., 1990). Estudos feitos por Stort e Martins (1980) com a espécie C. aurantiaca
(Bateman), que € uma autdgama, mostraram que o0 numero de embrides formados
para autopolinizagdo foi maior que quando a polinizagéo cruzada foi realizada. No
primeiro caso foram formados 79,5% em comparacéo com 62,8% para a fecundacao
cruzada.

O género Cattleya é o de maior importancia da familia, pois apresenta um

elevado valor ornamental. Em funcdo disto, todas as espécies tém sido coletadas
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intensamente na natureza para suprir a demanda do mercado. A alta frequéncia com
a qual vem ocorrendo essa procura tem levado esta espécie a uma reducdo e
consequente desaparecimento de varias populacbes e assim varias espécies
apresentam-se ameacadas de extin¢do (Cruz et al., 2003). Segundo Suzuki 2011, as
orquideas sdo plantas exigentes e especializadas e por isso sofrem com as
interferéncias nas florestas primitivas. Na maioria dos casos, ndo conseguem se
manter numa mata secundaria. Isso pode ser constatado em muitos fragmentos
florestais do estado de S&o Paulo, ricos em arvores, mas sem diversos géneros de
epifitas (plantas que usam &arvores como suporte, sem serem parasitas). Um dos
indicadores de saude de uma mata, hoje, € a presenca de orquideas e outras
epifitas.

2.2.1. Cattleya forbesii Lindl

Cattleya forbesii € uma espécie epifita, encontradas em &arvores, pedras e
arbustos, proximos a cOrregos e na beira-mar, apresentando em média 2-5 flores por
inflorescéncia, com 10-12,5 centimetros, sépalas e pétalas verde pélido e labio
castanho rosado com amarelo no centro (Figura 02) (Groves, 2009) em raz&o de seu
sistema vegetativo. O género Cattleya é dividido em duas categorias: plantas
monofoliadas e plantas bifoliadas, sendo a C. forbesii um exemplo de planta
bifoliada (Araujo, 2009).

Figura 2 - Flores Cattleya forbesii.
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2.3. Comportamento populacional em orquideas

O sistema de cruzamento € considerado um dos fatores mais importante na
determinacao da variabilidade genética em espécies vegetais (Hamrick et al., 1979;
Hamrick, 1982; 1989; Hamrick e Godt, 1989) e na sobrevivéncia de uma espécie a
longo prazo (Falk e Holsinger, 1991). A perda de variacdo genética pode reduzir a
capacidade de uma populacdo em se adaptar a mudancas ambientais (Hamilton,
1982), podendo leva-la a extincao.

A diversidade genética é a matéria-prima para a evolucdo adaptativa das
espécies. A perda de variagdo genética estd associada a dispersdo genética
limitada, com depresséo por endogamia e com perturbacées mediadas pelo homem.
Como consequéncia da perda desta variabilidade genética, € observada a
diminuicdo da capacidade das populacdes para adaptar-se as mudancgas ambientais
tanto de caréater abiotico como bidtico, bem como é observada a reducdo da sua
flexibilidade em resposta a patdégenos e herbivoros (Barrett e Kohn, 1991; Rajora et
al., 2000; Lowe et al., 2005; Degen et al., 2006).

As orquideas sdo geralmente autocompativeis e as barreiras para a
autogamia ocorrem geralmente antes da polinizagdo (Van Der Pijl e Dodson, 1966;
Dressler, 1981; 1993; Borba e Semir, 1999). No entanto, as barreiras genéticas (ou
seja autoincompatibilidade) tém sido encontradas em algumas espécies de
orquideas. Barreiras genéticas estdo geralmente associadas com espécies
polinizadas por insetos que permanecem nas flores ou inflorescencia por longo
tempo, comportamento que promove geitonogamia (Christensen, 1992; Pedersen,
1995). As barreiras para a hibridizacao entre espécies de orquideas geralmente sao
mecanicas (ou seja, de prepolinizacdo) e espécies relacionadas sédo potencialmente
interférteis (Dodson, 1962; Van Der Pijl e Dodson, 1966; Dressler, 1981, 1993; Borba
e Semir, 1998, 1999; Borba et al., 1999). Assim, a familia das orquideas apresenta
uma grande diversidade genética, a qual é atribuida, em parte, pela polinizacao
cruzada (Darwin, 1885; Catling, 1990). Porém, muitas espécies de orquideas, cerca
de 5 a 20%, realizam autofecundacéao (Catling, 1990).

As orquideas exibem uma grande variedade de atributos biolégicos e
ecologicos, tais como estratégias reprodutivas, tamanho de populacao,
especificidades de habitats, grau de isolamento de populacéo, padrao de distribuicdo

e extensao geografica (Arditti, 1992; Dressler, 1993; Forrest et al., 2004). Entretanto,
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muito pouco é conhecido sobre os niveis e padrfes de variagdo genética nas
espécies da familia Orchidaceae.

De acordo com a literatura, tem sido documentada a falta total ou niveis
extremamente baixos de variacdo genética para as orquideas terrestres (Scacchi et
al., 1991; Bornbusch et al., 1994; Case, 1994; Sun, 1997; Ramsey e Stewart, 1998;
Chung et al., 2007). Dependendo da localizacdo, os niveis de diversidade genética
em uma espécie de orquidea variam substancialmente (Bornbusch et al., 1994; Case
et al., 1998; Wong e Sun, 1999; Gustafsson, 2000). Alguns autores tém atribuido a
falta de variacdo genética a diversos fatores: populacdes pequenas e isoladas,
natureza dispersa de muitas populagdes e endocruzamentos, associado com fluxo
génico limitado (Chung e Chung, 2007).

Muitas orquideas terrestres sao historicamente raras e ocorrem em pequenas
populacées, isoladas espacialmente (Tremblay et al., 2005), isto € resultado de
fatores que incluem o estreitamento de exigéncias ecoldgicas, necessidade de
fungos associados a germinacgao, e acontecimentos historicos (Case, 1994; Aagaard
et al.,, 1999; Kennedy e Walker, 2007). Esse isolamento tende a limitar o fluxo de
genes, 0 que aumenta a forca de deriva genética, resultando em perda da
diversidade genética dentro das populacdes e originando um elevado grau de
diferenciacao entre as populagdes (Sun e Wong, 2001; Trapnell et al., 2004; Chung
e Chung, 2007).

Por outro lado, Cozzolino e Widmer (2005) tém descrito que as orquideas de
regibes temperadas mantém uma substancial variacdo genética, provavelmente
como resultado do alto potencial do fluxo génico, pois tais populac¢des, muitas vezes,
sao grandes. Em paralelo com estas evidéncias, os niveis de diferenciacdo genética
em populacdes variam substancialmente entre espécies e também em populacdes
da mesma espécie (Scacchi et al., 1991; Bornbusch et al., 1994; Hollingsworth e
Dickson, 1997; Case et al., 1998; Wong e Sun, 1999; Gustafsson, 2000; Squirrell et
al., 2001; Brzosko e Wroblewska, 2003; Forrest et al., 2004; Tremblay et al., 2005).
Como as orquideas produzem sementes muito pequenas, elas sao facilmente
transportadas a longas distancias pelo vento (Arditti e Ghani, 2000). Esta
caracteristica produz alta taxa de fluxo génico, um fator importante para manter altos
niveis de variacdo genética dentro das populacdes e baixos graus de diferenciacao

genética entre populacoes.
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Um dos fatores que pode explicar a ampla extensdo de diferenciagéo entre as
populacfes de orquidea é a variancia, causada pela escala espacial de esquema de
amostragem entre os estudos (Forrest et al.,, 2004). A escala espacial de muitos
estudos da estrutura genética de populacdes de orquidea é da ordem de centenas
de quilémetros (grandes escalas geograficas). Neste caso, processos evolutivos que
ocorrem entre/dentro de populacdes locais vizinhas pode ter desaparecido, por
exemplo, interacdo entre deriva genética local e fluxo génico, padrao e extenséao de
dispersdo de sementes e polen e inferéncia do fluxo génico e colonizacéo (Trapnell
e Hamrick, 2004); e variacdo espacial em estrutura genética de populacdes (Saenz-
Romero et al., 2001; Chung et al., 2002; Dutech et al., 2005; Hardy et al., 2006).

Assim, o fracasso para detectar estrutura genética das populacbes nao
demonstra necessariamente sua auséncia, pois a estruturacdo pode ocorrer em
escala espacial que sdo menores ou maiores do que aquelas estudadas. Para se
obter um melhor entendimento da dindmica evolutiva de populacdes de plantas, €
razoavel investigar a estrutura genética de populacbes em termos de escala
espacial, ou em uma grande escala geografica (Trapnell et al., 2004). As evidéncias
sdo de que muitas orquideas terrestres sdo relativamente raras e ocorrem em
pequenas e isoladas populagdes. Tal isolamento contribui para a interrupcado de
fluxo génico, o qual aumenta a eficdcia da deriva genética, resultando em baixos
niveis de diversidade dentro de populacées e um alto grau de diferenciacdo entre

populacdes (Forrest et al., 2004; Tremblay et al., 2005).

2.4. Isoenzimas para estimar diversidade genéticae m orquideas

As bases para estudar isoenzimas utilizando eletroforese ja estao
estabelecidas desde 1957 (Mcmillin, 1983; Stebbins, 1989), quando Hunter Mohler
descobriu estas proteinas. Em 1959, Markert e Moller introduziram o conceito de
isoenzimas e as definiu como sendo as multiplas formas moleculares de uma
determinada proteina que mantém a mesma especificidade enzimatica (Buth, 1984).
Isto significa que as formas variantes da enzima que esta presente no mesmo
individuo tém fungdes idénticas ou semelhantes. Este marcador possibilitou o estudo
de genética de populacbes, permitindo estimativas quantitativas precisas da
variabilidade genética. Estas estimativas sdo baseadas em parametros da estrutura

molecular dos produtos primarios dos genes.
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Um novo conceito foi elaborado por Prakash (Buth, 1984), que denominou as
formas alélicas de um mesmo locus e passou a chama-los de alozimas, para
diferenciar do termo isoenzimas, 0os polimeros produzidos a partir de monémeros
codificados por diferentes loci. O desenvolvimento das formas para quantificar
distancia genética ou coeficientes de similaridade (Lukasova, 1985) permitiu as
comparacoes dos dados de isoenzimas e estes parametros foram utilizados para os
estudos comparativos de diferentes taxons.

O uso das isoenzimas como marcador baseia-se na premissa de que
diferengas na sua mobilidade em um campo elétrico séo resultantes de diferengas
nas sequencias de DNA que codificam sua sequéncia de aminoacidos. Em adicao,
estas diferencas sdo geneticamente herdaveis. Como este marcador € codominante
e possui penetrancia completa, € utilizado com grande éxito para estimar os niveis e
entender a estrutura da variabilidade genética de populagcbes naturais. Também tem
sido util no estudo do fluxo génico entre populacdes e processos de hibridizacdo
natural, bem como na dispersdo de espécies e filogenias. E, ainda, na analise da
ligacdo génica com caracteres mono e poligénicos e na identificacdo de variedades
e avaliacdo de germoplasma (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

As evidéncias de multiplas formas de uma enzima, em vegetal, ja datam
desde os anos 50 (Mcmillin, 1983). Entretanto, o niumero de estudos do controle
génico de isoenzimas em plantas ainda € muito pequeno em comparacao ao de
animais (Werth, 1985). Isto se deve, provavelmente, ao fato de que, em plantas, séo
comuns problemas relacionados a extragdo de proteinas, uma vez que elas podem
ser inativadas e, desta forma, ndo serem visualizadas no gel, ou o seu padrao de
atividade pode estar alterado apresentando baixa atividade. Estes problemas
ocorrem em razdo da liberacdo de substancias como fendis e a producdo de
quinonas, capazes de inativar as proteinas em solucao (Loomis, 1974). Deste modo,
durante o isolamento das isoenzimas de plantas, ha a necessidade de remover os
compostos fendlicos e outros produtos secundarios tdo rapido quanto possivel. Isto
€ contornado pela adicdo de agentes absorventes ou protetores, que podem
competir com as proteinas da planta em reacdo aos fendis e as quinonas e,
simultaneamente, prevenir a oxidacao realizada pelos fenois (Loomis, 1974; Wendel
e Weeden, 1989; Kephart, 1990).

Embora haja dificuldades para extracdo de isoenzimas em vegetais, a técnica

tem sido aplicada com sucesso para a classificacdo taxonémica de varias familias,
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como poaceae (Johnson et al.,, 1967; Duvall e Biesboer, 1989), cucurbitaceae
(Pasha e Sen, 1991) e fabaceae (Misset e Fontanelle, 1992). Além disso, este
meétodo tem alcancado grande sucesso na identificacdo de variedades e cultivares e
no estabelecimento da diversidade genética em plantas de Vitis vinifera (Altube et
al., 1992), Lolium rigidum (Bravi et al., 1994), Hevea brasiliensis (Leconte et al.,
1994), Saccharum spp (Orasmo e Machado, 2003), Manihot esculenta Crantz
(Resende et al., 2000) e Glycine max (Pascale et al., 1994).

Dentre as varias isoenzimas utilizadas como marcadores moleculares, estdo
as Esterases (EST; EC 3.1.1.1) que sao um conjunto de enzimas geneticamente
distintas e amplamente distribuidas entre os seres vivos, podendo desempenhar
funcdes diferentes em um organismo, além de possuir, em comum, a propriedade de
catalisar a hidrolise de ésteres, aléem de peptideos, amidas e haletos (Walker e
Mackness, 1983).

Parece nao haver registros na literatura especializada de estudos da
especificidade ao substrato das enzimas Esterases in vivo, mas uma grande
variedade de substratos é hidrolisada por elas in vitro, sendo utilizados para
caracteriza-las em diferentes espécies. Os substratos ésteres de naftil séo
comumente empregados para evidenciar isoenzimas Esterases na eletroforese em
gel de poliacrilamida (PAGE). No sistema PAGE, as isoenzimas a- e [(3- esterases
sao identificadas e caracterizadas por suas preferéncias in vitro, pelos substratos a-
naftil acetato e B- naftil acetato, respectivamente (Johnson et al., 1966; Steiner e
Johnson, 1973). A utilizacdo destes substratos, acoplados ao emprego de corantes
histoquimicos, proporciona uma coloracao diferencial para as a- e - esterases.

As isoenzimas Esterases foram caracterizadas por um alto grau de
polimorfismo e por isso foram amplamente investigadas em abordagens da genética
de populacbes (Kahler e Allad, 1970; Tanksley e Rick, 1980; Kahler, 1981;
Rebordinos e De La Veja, 1989).

A isoenzima Malato Desidrogenase (MDH; EC 1.1.1.37) catalisa a
interconversdo de L-malato para oxaloacetato, utilizando a nicotinamida adenina
(NAD) como uma coenzima. Malato Desidrogenase é encontrada em todas as
células eucaridticas como pelo menos duas isoenzimas: mitocondrial (mt-MDH) e
citoplasmatica (solavel, s-MDH). Alguns trabalhos tém demonstrado uma isoenzima
a mais da Malato Desidrogenase, sendo esta uma isoenzima localizada em

microcorpos de planta (Rocha e Ting, 1970; 1971). Procariontes contém apenas
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uma forma desta isoenzima. Oxaloacetato desempenha um papel crucial em muitas
vias metabdlicas, incluindo as etapas do ciclo do acido tricarboxilico. Apesar de
isoenzimas Malato Desidrogenase de tecidos de plantas superiores terem sido
objeto de muitas investigacdes (De Jong e Olson, 1972; Rocha e Ting, 1970; 1971,
O'sllivan e Wedding, 1972), pouco se sabe sobre a distribuicdo e a funcdo destas
isoenzimas em vérias plantas.

A MDH foi isolada a partir de diversas fontes, incluindo eubactérias, arqueas,
fungos, plantas e mamiferos, e de organelas subcelulares, tais como mitocondrias,
cloroplastos, glioxissomos e peroxissomos. Malato Desidrogenase sao enzimas
multiméricas, constituidas por subunidades idénticas, geralmente organizadas como
dimeros ou tetrameros com pesos moleculares variando de 30 e 35 kDa (Banaszak
e Bradshaw, 1975; Sundaram et al., 1980).

Em orquideas, a eletroforese em gel de amido vem sendo muito utilizada para
analisar a diversidade genética entre e dentro populacdes de Epipactis thunbergii de
regides distintas na Coréia do Sul (Chung e Chung, 2007). Foram utilizados 15
sistema isoenzimaticos, em gel de amido, para andlise da diversidade genética em
populacdes muito isoladas de Amitostigma gracile (Chung e Park, 2008). Sun e
Wong (2001), utilizando 11 sistemas isoenzimaticos em gel de amido, conseguiram
analisar a diversidade genética em trés espécies de orquideas Zeuxine gracilis,
Z.strateumatica e Eulophia sinensi. Também foram estudados os efeitos do tamanho
da populacdo e do manejo florestal sobre a diversidade genética e estrutural de
Orchis mascula e para isso foi realizada a analsie de isoenzimas em gel de amido

(Jacquemyn et al., 2006).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material vegetal

Os experimentos com as plantulas de C. forbesii foram realizados no
Laboratério de Cultivo de Orquideas do Museu Dinamico Interdisciplinar (Bloco O-
33) e no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais e Eletroforese (Bloco H-67, sala
17) da Universidade Estadual de Maringa — PR.

Foram analisadas 100 plantulas de um mesmo fruto natural (irmaos
completo), com aproximadamente um ano de cruzamento. O fruto foi recolhido e
levado para o Laboratério de Cultivo de Orquideas do Museu Dindmico
Interdisciplinar. A capsula de C. forbesii foi aberta para a retirada das sementes, as
quais foram armazenadas em refrigerador comum, durante aproximadamente 6
meses.

Visando a determinar a viabilidade das sementes, foi realizado o teste do
tetrazédlio, que se fundamenta na alteracéo da coloracdo dos tecidos da semente em
presenca de uma solucdo de sal de tetrazélio, o qual é reduzido pelas enzimas
desidrogenases dos tecidos vivos, resultando num composto denominado formazan,
com coloracdo vermelha-carmim. Os tecidos mortos ou muito deteriorados
apresentaram-se descoloridos (Fogaca et al., 2006).

Para a germinacdo, as sementes foram embebidas em &agua destilada
durante 24 horas e, apos este periodo, passaram por um processo de assepsia com

hipoclorito de s6dio comercial a 15 %.

Quadro 1 - Meio basico — formulagéo “C” de Knudson (Knudson, 1946)

Nitrato de calcio — Ca(NO3)2. 4 H20 1g/L
Fosfato monobasico de potassio — KH2PO4 0,25 g/L
Sulfato de magnésio — MgS04. 7 H20 0,25 g/L
Sulfato de amoénia — (NH4)SO4 0,50 g/L
Sulfato ferroso — FeSO4. 7 H20 0,025 g/L
Sulfato de manganés — Mn(S0O4). 4 H20 0,0075 g/L
Sacarose 20 g/L
Agar 6 g/L
Polpa de banana nanica 100 g/L
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O meio de cultura basico utilizado foi a formulacdo “C” de Knudson
(Knudson, 1946) (Quadrol), modificado pela adicdo de 6 g de agar (HIMEDIA, “Agar
Agar, Type 1”) e 100 g/L de polpa de banana nanica. Antes da autoclavagem, o pH
do meio de cultura foi ajustado para 5,0 + 0,1. Apds autoclavar os frascos com meio
de cultura durante 20 minutos em 1 atm de pressao e 120 °C, as sementes foram
inoculadas no meio para germinagao e mantidas em temperatura de 25 + 3 °C, com
iluminacdo continua proporcionada por lampadas flurescentes “luz do dia”, de 40
Watts. Apds as plantulas in vitro atingirem 1 cm de altura (Figura 03), elas foram
utiizadas para a padronizagdo das condigcbes de estudo para as isoenzimas
Esterase, Malato Desidrogenase e Isocitrato Desidrogenase.

Figura 3 - Plantulas de C. forbesii ap0s seis meses de manutencdo em meio de
cultura Knudson.

3.2. Extrag&o das isoenzimas

As plantulas com aproximadamente 1 cm crescidas em meio Knudson foram
utilizadas como amostras. Estas plantulas foram homogeneizadas com solucéo de
extracdo gelada, em microtubos para microcentrifuga, utilizando a proporcéo de 40
uL para 60 mg de plantula. A solucédo de extracédo foi preparada com tampéao fosfato
1,0 M pH 7,0, PVP-40 5 % ou 7,5 %, EDTA 1,0 mM, B-mercaptoetanol 0,5 % e
glicerol 10 % (solucédo 1). Uma segunda solucao (solucdo 2), contendo os mesmos

componentes da solugdo anterior acrescido de acido ascoérbico (50 mM),
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metabissulfito de sédio (10 mM) e Ditiotreitol (DTT 10 Mm) foi preparada e utilizada
para extrair as enzimas Malato Desidrogenase (MDH; EC 1.1.1.37). As amostras
foram maceradas em microtubos com bastdo de vidro em banho de gelo e, apoés
este procedimento, foram centrifugadas em centrifuga refrigerada Jouan MR23i,
durante 30 minutos com 12.000 r.p.m. em 4 C. O sobrenadante de cada amostra
macerada com as diferentes solucdes de extracdo (Quadro 2) foi utilizado para a
analise de Esterase (EST; EC 3.1.1.1) utilizando o sistema PAGE (Polyacrylamide
Gel Electrophoresis), Malato Desidrogenase (MDH; EC 1.1.1.37) e Isocitrato

Desidrogenase (IDH; EC 1.1.1.42) em gel de amido simultaneamente.

Quadro 2 - Solucao utilizada para extracdo das isoenzimas, de plantulas de C.
forbesii

Solugao de extragao 1

Tampao fosfato 1,0 M pH 7,0 890 pL
PVP-40 5 % 50 mg
EDTA 1,0 mM 10 pL
B-mercaptoetanol 5uL
Glicerol 50 pL
Solucéo de extracéo 2

Tampao fosfato 1,0 M pH 7,0 890 pL
PVP-40 5 % 50 mg
EDTA 1,0 mM 10 pL
B-mercaptoetanol 5L
Glicerol 50 pL
Acido ascorbico (50 mM) 500 pL
Metabissulfito de sédio (10 mM) 100 pL
Ditiotreitol (DTT 10 mM) 100 pL

3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida (sistema PAGE: Polyacrylamide Gel
Electrophoresis)

Para estabelecer o protocolo adequado para a analise de isoenzimas a- e [3-
esterases, em gel de poliacrilamida, de C. forbesii, a concentracdo dos géis foi

padronizada, sendo realizados testes com géis a 12 e 13 % para a concentracdo do
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gel de separacdo. Os tempos de fracionamento para as isoesterases nos géis foram
de 6 horas e 30 minutos e de 7 horas, respectivamente, com 200 volts na fonte.

Uma aliquota de 30 pyL do sobrenadante de cada amostra foi aplicada em
cada poco do gel de poliacrilamida 12 e 13 % (Quadro 3). O gel de separacéo foi
preparado usando o protocolo descrito por Ceron (1988).

Quadro 3 - Volumes das solucbes estoque utilizadas para o preparo dos géis de
separacao para as isoesterases de C. forbesii

Solugao estoque Volume
Solucéo acrilamida/bisacrilamida* 6,2 mL
Solucédo Tampéao (Tris-HCI 1,5 M pH 8,8) 4,0 mL
Agua destilada 5,7 mL
Persulfato de amonia 2 % 0,320 mL
TEMED 16 pL

* A solugéo estoque de acrilamida/bisacrilamida foi filtrada com 30 g de acrilamida e 0,8 g de
bis-acrilamida, dissolvida em 100 mL de agua destilada.

Esta solucdo do gel de separagao foi acondicionada entre duas placas de
vidro medindo 15 x 16,5 cm, separadas por espacadores de 1 mm, e coberta com
uma fina camada de agua. Apds a polimerizacdo do gel de separacdo, a agua
adicionada foi retirada e a solugéo do gel de empilhamento foi adicionada (Quadro
4). Nas cubas com os eletrodos, foi utilizado tampé&o Tris-glicina 0,1 M, pH 8,3. A
eletroforese foi realizada por 6 horas e 30 minutos ou por 7 horas em geladeira (4C)
usando uma voltagem constante de 200 V. Para identificar as Esterases, foram
usadas as técnicas de coloracdo desenvolvidas por Johnson et al. (1966),
modificadas por Ceron (1988). Os géis foram incubados por 30 minutos com 50 mL
de tampao fosfato de sodio 0,1 M pH 6,2 em temperatura ambiente. A atividade das
Esterases foi visualizada em géis corados por 1 hora em solugédo preparada com 50
mL do tampéo fosfato de sédio, 40 mg de B-naftil acetato, 40 mg de a-naftil acetato
dissolvidos em 1 mL de acetona, 70 mg de Fast Blue RR salt e 5 mL de N-propanol
e incubados durante 60 minutos em estufa a 37 T. Apos a coloracdo, os géis de
poliacrilamida foram secos como descrito por Ceron et al. (1992) e Lapenta et al.
(1995). Os géis foram incubados em temperatura ambiente por no minimo 1 hora em
uma mistura contendo acido acético 7,5 % e glicerol 1 %. Apds este periodo, 0s géis

foram banhados em uma solucdo de gelatina comercial 5 % e prensados em um
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bastidor entre duas folhas de papel celofane e deixados em temperatura ambiente

por trés a quatro dias para secagem.

Quadro 4 - Volumes das solucbes-estoque utilizadas para o preparo dos géis de
empilhamento para as isoesterases de C. forbesii

Solucéo estoque Volume
Solucéo acrilamida/bisacrilamida* 3,0 mL
Tampao Tris-HCI 0,24 M pH 6,8 3,0 mL
Agua destilada 30 pL
TEMED 3,0 uL
Persulfato de Amonia 2 % 250 pL

* A solucéo estoque de acrilamida/bisacrilamida foi filtrada com 5 g de acrilamida e 0,25 g de
bis-acrilamida, dissolvida em 50 mL de agua destilada.

3.4. Eletroforese das isoenzimas Malato Desidrogena se e Isocitrato
Desidrogenase

Para estabelecer o protocolo adequado para a analise das isoenzimas Malato
Desidrogenase (MDH; EC 1.1.1.37) e Isocitrato Desidrogenase (IDH; EC 1.1.1.42)
no gel de amido em C. forbesii a concentragdo dos géis foram padronizadas: foram
realizados testes com 14 e 16 %.

Foram testadas, para o preparo do gel de amido, 3 condi¢bes diferentes
apresentadas e descritas no Quadro 5.

Para a avaliagdo das isoenzimas Malato Desidrogenase e Isocitrato
Desidrogenase, o sobrenadante de cada amostra foi absorvido em papel Whatman 3
MM (4 x 5 mm). Estes papéis foram aplicados verticalmente em gel de amido 16 %
(penetrose®50), previamente preparado com solucdo tampao contendo acido citrico
0,04 M titulado com morfolina [N-(3-AMINOPROPYL)-MORFOLINE] para pH 7,5 e
diluido 1:20. Para a elaboracao do gel, utilizou-se uma suspenséo preparada com 51
g de amido em 300 mL da solucdo tampao do gel, fervida em frasco Erlenmeyer,
sobre bico de bunsen, com agitacdo continua até se tornar hialina. Depois do
cozimento, a suspensao foi acondicionada em placa de vidro medindo 25 x 17 cm
com molduras de 6 mm. Apds a aplicacdo das amostras no gel, este foi conectado
aos compartimentos dos eletrodos, por meio de uma ponte de papel de filtro
previamente embebido em solugdo tampao dos eletrodos. Nas cubas contendo os
eletrodos, foi utilizado o tampé&o preparado com &cido citrico 0,04 M titulado com
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morfolina [N-(3-AMINOPROPYL)-MORFOLINE] para pH 7,5. A separagdao das
isoenzimas foi realizada por 14 horas na temperatura de 4 °C, com 60 Volts medido

nas extremidades do gel.

Quadro 5 - Sistemas tampdes empregados para eletroforese em gel de amido de C.
forbesii

Voltagem nas

Condicéo Tampao do gel Tampao dos eletrodos  extremidades do Duracéao
gel (V)
TRIS 0,0103 M TRIS 0,155 M acido 20 V. L7 horas
- g Y 60V 14 horas
1 acido citrico citrico 0,043 M e 20V 7 horas
0,0028 M e pH 7,0 pH 7,0 100 V 6 horas
Histidina 0,05 M TRIS 0,125 M, 50V 17 horas
HCI-EDTA 0,0014 titulado com acido 60 V 14 horas
2 M, titulado com citrico 1,0 M para o 70V 7 horas
Tris 1 M para pH pH 7,0 100 VvV 6 horas
7,0 e diluido 4:5
Acido citrico 0,04 Acido citrico 0,04 M
M titulado com titulado com
morfolina [N-(3- morfolina para pH
3 MINOPROPYL)- 6,0; 7,0; 7,5 e 8,0. 60 V
MORFOLINE] para
14 horas

pH 6,0; 7,0; 7,5 e
8,0 e diluido 1:20

Apés a migracdo da eletroforese, os geéis foram fatiados horizontalmente.
Sobre uma fatia do gel, foi adicionada a solucdo de coloracéo preparada com 25 mL
do tampéo Tris-HCI 0,1 M e o pH acertado para 8,6 apés a adicdo de 0,500 g de
acido malico; com 8 mg do cofator NAD. Como corantes, foram utilizadas 7 mg de
MTT e 5 mg de PMS e 30 mL de agar 2 % foi adicionado a esta mistura de
coloragdo. A outra fatia do gel foi corada para andlise da Isocitrato Desidrogenase.
Sobre ela, foi adicionada a solugao de coloracdo preparada com 25 mL do tampé&o
Tris-HCI 0,5 M pH 8,0, 0,150 g de acido isocitrico e como cofator foi utilizado 8 mg
de NADP. Como corantes foram utilizadas 25 mg de MTT e 5 mg de PMS; 30 mL de
agar 2 % foi adicionado a esta mistura de coloracdo. Em seguida, os géis foram
incubados por aproximadamente 1 hora, a 37 °C, em estufa. Concluida a reacéo de
coloracao e visualizada a presenca de bandas azuis, os géis foram lavados e fixados
com uma solucdo preparada com metanol, agua destilada e acido acético na razéo
de 5:5:1, e armazenados para a identificacdo dos loci e seus alelos. Cada gel foi

fotografado e esquematizado.
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3.5. Anadlise da variabilidade genética

ApOs a padronizacdo das condi¢cdes de fracionamento, foram analisadas
simultaneamente 100 pléantulas de C. forbesii para as isoenzimas MDH, IDH e EST.
Apés a revelagdo das regibes de atividade para Esterases, foram estimadas as
frequéncias dos alelos e os parametros de diversidade genética. Foi estimada
também a propor¢éo de loci polimorficos, o nimero médio de alelos por locus e por
locus polimérfico, a heterozigosidade observada (Ho) e a esperada (He). O
afastamento do equilibrio de Hardy-Weinberg foi examinado em cada locus
polimorfico. O coeficiente de endogamia (Fis), e o déficit de heterozigotos (Fit), foram

estimados empregando-se o programa POPGENE 1.32 (Yeh, et al., 1999).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Para a obtencdo de melhores resultados dos estudos de isoenzimas de C.
forbesii foram padronizadas as condigcbes de separacdo para a Esterase (EST;
E.C.3.1.1.1), Malato desidrogenase (MDH; E.C.1.1.1.37) e Isocitrato Desidrogenase
(IDH; E.C.1.1.1.42).

A condicdo mais adequada de solubilizacdo de a- e de [-esterases para C.
forbesii foi quando as amostras de plantulas foram maceradas inteiras e com a
solucéo de extracao preparada com 5 % de PVP-40, ao invés do uso de 7,5 % deste
reagente, maior numero, e isoesterases com melhor resolugédo foram reveladas. A
padronizacdo do método de extracdo se faz necessaria, pois em plantas sdo comuns
problemas relacionados a extracdo de proteinas, uma vez que elas podem ser
inativadas e, desta forma, ndo serem visualizadas no gel, ou o seu padrdao de
atividade pode estar alterado apresentando baixa atividade. Estes problemas
ocorrem em razdo da liberacdo de substéncias como fendis e a producdo de
quinonas, capazes de inativar as proteinas em solucéo (Loomis, 1974). Deste modo,
durante o isolamento de enzimas de plantas, ha a necessidade de remover estes
compostos e outros produtos secundarios tdo rapido quanto possivel, o que foi
contornado pela adicédo de agentes absorventes ou protetores, que podem competir
com as proteinas da planta em reacdo com fendis e as quinonas e,
simultaneamente, prevenir a oxidacao realizada pelos primeiros (Loomis, 1974;
Wendel e Weeden, 1989; Kephart, 1990).

Outro ponto importante é o fracionamento das enzimas e este é determinado
pela porosidade do gel, regulando desta forma a velocidade e a posi¢ao na qual a
macromolécula em estudo se posiciona para a migracao (Alfenas et al., 2006). Como
pode ser observado na Figura 4, o gel preparado com a concentracdo de 12 % de
poliacrilamida foi 0 mais adequado para o fracionamento das isoesterases. Quando
a concentracdo do gel foi aumentada de 12 para 13 %, o tempo de fracionamento
também foi aumentado de 6 horas e 30 minutos para 7 horas e, nesta ultima
condicdo, ndo foi possivel visualizar a separagdo dos alelos dos diferentes loci.
Assim, a condicdo mais adequada para o estudo de a- e de B-esterases em C.
forbesii ocorreu com o fracionamento realizado em géis 12 % por 6 horas e 30

minutos (Figura 5). Com esta condi¢do de fracionamento, foram observados 7 loci e
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seus respecitvos alelos. O esquema destes loci e de seus alelos esta apresentado
na Figura 6 e, na Figura 5, estes loci foram numerados em ordem decrescente em
direcdo ao anodo, de modo que o locus menos anddico foi denominado Est-7 e o
mais anodico foi denominado Est-1. Quando foi utilizada a concentracdo de 13 %
para os géis de poliacrilamida, ndo foi possivel identificar os alelos com pequena
diferenca de peso molecular e, portanto, estes migram em posi¢des coincidentes no

gel (Figura 4).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213

EST-fF

ESTH

ESTS

EST4
EST3
EST-2
EST-1

Figura 4 - Em A (1 a 5) gel de poliacrilamida 13 % utilizado para separar as
isoesterases em C. forbesii, em B (6 a 13) gel de poliacrilamida 12 %. Todas essas
amostras foram extraidas com a solucao de extracdo contendo 5 % de PVP-40.

O polimorfismo foi estudado para 5 dos 7 loci observados, conferindo um
polimorfismo de 62,5% para este sistema enzimatico. Os 5 loci avaliados
apresentaram 18 alelos, com uma meédia de 3,6 alelos por locus polimorfico. O
namero de alelos por locus variou de 3 (loci Est-2 e Est-3) a 4 alelos (loci Est-4, Est-
5 e Est-6). O numero de alelos e os fenoétipos para cada um dos cinco loci estudados

estdo esquematizados na Figura 6.
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Figura 5 - Gel de Poliacrilamida a 12 % utilizado para separar as isoesterases de
plantulas (produzidas de sementes) de C. forbesii. O fracionamento foi realizado por
6 h e 30 min com 200 Volts na fonte de eletroforese. Foram evidenciados 7 loci para
as isozimas esterases.

Para a Malato Desidrogenase e Isocitrato Desidrogenase, foram avaliadas
duas condicbes de extracdo (denominadas de condi¢des 1 e 2). Apesar da solucéo
de extragdo 2 ser mais complexa que a 1, em fungdo de conter metabissulfito de
sédio que pode formar um complexo covalente estavel com os fendis que nao
reagem com PVP-40 (Buckley et al.,, 1988), e o acido ascérbico que possui a
capacidade de reduzir quinonas (Loomis, 1969) que o B-mercaptoetanol ndo reduz
(Shaw et al., 1987; Buckley et al., 1988), observamos que o uso da solugcédo 1
permite a visualizagdo de maior numero de enzimas e melhor definicdo para as
isoenzimas MDH e IDH. A solucao 2 foi a que proporcionou a melhor condicdo de
estudo para as isoenzimas EST, MDH, Xiguimato Desidrogenase (SKDH), Fosfatase
Acida (ACP) e Superdxido Oxidorredutase (SOD) em estudos realizados em
cultivares de Manihot esculenta Crantz por Resende et al. (2000), sugerindo que
diferencas inerentes das espécies analisadas apresentam requerimentos especificos

para o estudo de suas enzimas.
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Fendotipos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Locus Est-2
Alelos
C [ -
B - -
A - [ -
Locus Est-3
Alelos
C - - -
B — - .
A - - -
Locus Est-4
Alelos
D | | [ ] |
C —_— —_— — —_—
B — fr— — —
A | | | |
Locus Est-5
Alelos
D — — fr— —
C [ ] | [ ] [ ]
C —-— —-— —-—
A [ ] | [ ]
Locus Est-6
Alelos
D [ ] | | [ ]
C — — — fr—
B | [ ] [ ] |
A — — fr— —

Figura 6 - Diferentes alelos e fendtipos observados para os loci Est-2, Est-3, Est-4,
Est-5, e Est-6, separados em gel de poliacrilamida 12 % para C. forbesii.

Para as isoenzimas Malato Desidrogenase e Isocitrato Desidrogenase, a
melhor condicao de separacéo foi a 3 (Figura 7 e 8). Para esta condicao, foi utilizado

tampao do gel preparado com acido citrico 0,04 M e titulado com morfolina [N-(3-
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AMINOPROPYL)-MORFOLINE] para pH 6,0; 7,0; 7,5 e 8,0; e a melhor condigcéao
tamponante para a andlise destas isoenzimas foi o pH 7,5. A voltagem utilizada para
o fracionamento foi 60 volts. A padronizacdo deste parametro foi tdo importante
guanto o tempo para a obtencao dos resultados e o melhor tempo de fracionamento
foi de 14 horas. Quando a migracao foi realizada por 17 horas, com qualquer uma
das diferentes voltagens utilizadas, as bandas das isoenzimas MDH perderam a
definicdo no gel.

g8 9 10 11

s-MDH

mt-MDH

Figura 7 - Malato Desidrogenase de C. forbesii. A. Isoenzimas mt-MDH e s-MDH
fracionadas utilizando a condicdo 2, TRIS/Histidina pH 7,0. B. Isoenzimas mt-MDH e
s-MDH fracionadas com a condig&o 1, Tris-Citrato pH 7,0 e 50 Volts no gel por 14
horas de migracdo. C. Isoenzimas mt-MDH e s-MDH fracionadas com a condicéo 1,
Tris-Citrato pH 7,0 e 70 Volts no gel e 14 horas de migracéo. D. Isoenzimas mt-MDH
e s-MDH fracionadas com a condicéo 3, Citrato de Morfolina, pH 7,5 e 60 Volts no
gel com 14 horas de migragéo.

Nos padrbes eletroforéticos das isoenzimas IDH e MDH, todas as bandas
migraram para o pélo positivo, sendo caracterizadas como formas anddicas. As
isoenzimas foram nomeadas a partir da banda de menor migracédo conforme seguido
por Markert e Moller, 1959. Um unico locus foi observado para a isoenzima IDH e

este apresentou trés alelos (Figura 8 e 9).
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Figura 8 - Isoenzimas Isocitrato Desidrogenase de C. forbesii fracionadas utilizando
a condicao 3, Citrato Morfolina, pH 7,5 e 60 volts no gel e 14 horas de migracéo.

Para MDH, foram identificadas duas regides de atividade, a regido com banda
mais anddica MDH-1, com 2 alelos, corresponde a forma de MDH mitocondrial (mt-
MDH) e a menos anddica MDH-2, com 2 alelos, corresponde a forma MDH citosélica
ou solavel (s-MDH);e a forma glioxissomal (g-MDH), descrita para Cereus
peruvianus (Machado et al., 1993), n&o foi observada no presente trabalho.

IDH 1 I N
L

Figura 9 - Esquema dos trés diferentes alelos e os diferentes fenétipos observados
para o loci Idh, para C. forbesii.
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Segundo Musrati et al. (1998), MDH é um grupo de enzimas multiméricas,
consistindo de subunidades idénticas, usualmente organizadas tanto em dimero ou
em tetramero, com subunidades de pesos moleculares de 30-35 kDa. Em C. forbesii
a mt-MDH pode ser observada na forma monomérica ou dimérica, isto €, 0s
heterozigotos podem apresentar-se com duas ou trés bandas (Figura 10) e este é

um processo poés-traducional.

5

=
1 |
1 1l

mt-LWIDH

Figura 10 - Diferentes alelos e fenétipos observados para os loci s-MDH e mt-MDH,
para C. forbesii. Para mt-MDH o genétipo AB pode conferir o fenétipo de duas ou de
trés bandas.

As condicOes padronizadas para o estudo de Malato Desidrogenase,
Isocitrato Desidrogenase e Esterase revelaram 10 loci (sete para Esterase, dois para
Malato Desidrogenase e um para Isocitrato Desidrogenase). Destes loci, oito foram
polimérficos (cinco para Esterase, dois para Malato Desidrogenase e um para
Isocitrato Desidrogenase), conferindo um polimorfismo de 80 % para a progénie de
C. forbesii estudada.

O alto polimorfismo obtido com o estudo de isoenzimas em plantulas de C.
forbesii, obtidas de sementes germinadas in vitro, ndo pode ser comparado com o
polimorfismo encontrado em outras amostras de C. forbesii ou em outras espécies
de Cattleya, porque estes dados, se existirem, ndo estdo disponiveis na literatura
especializada. A auséncia de diversidade de alozimas ja foi descrita em um grande
namero de orquideas terrestres (Scacchi et al., 1991; Ehlers e Pedersen 2000; Sun e

Wong 2001; Chung et al., 2007). Entretanto, niveis extremamente baixos de variagdo
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genética dentro de populagdes, ou a falta completa de diversidade foram observados
em espécies de orquideas amplamente distribuidas, mas raras e ameacadas de
extincdo. Para Epipactis thunbergii, em uma espécie de orquidea terrestre que
cresce na Coréia do Sul, o polimorfismo encontrado foi extremamente baixo,
apresentando uma frequéncia média de 3,8 % de loci polimorficos. Chung e Chung
(2007) justificam este nivel extremamente baixo de polimorfismo pelo pequeno
tamanho efetivo da populacdo, um fluxo génico restrito e o isolamento das
populacdes. Chung (2009) também descreveu baixo nivel de variagcdo genética para
Gymnadenia cucullata, G. camtschatica, Amitostigma gracile e Pogonia minor, para
estas espécies raras a porcentagem de loci polimorficos foi de 12,5 %. Alguns
autores sado unanimes em descrever que 0s baixos niveis de variagcdo genética em
espécies de orquidea devem estar associados a processos evolutivos, tais como
deriva genética, endogamia, dispersdo génica limitada e efeito fundador (Chung e
Chung, 2008; Chung e Park, 2008).

Para outras espécies de orquideas, a diversidade genética encontrada foi
muito alta. Em sete espécies de Bulbophyllum Thouars (epifitica), estudadas por
Azevedo et al. (2007), a porcentagem de loci polimorficos variou de 86 a 100 %. O
polimorfismo de isoenzimas encontrado em Liparis kumokiri (terrestre) e em L.
makinoana variou de 66,7 a 73,3 % (Chung et al., 2007). Segundo Hamrick e Godt
(1989), o sistema de cruzamento € um parametro que apresenta grande associacao
com 0s niveis de variacdo genética avaliado em espécies de plantas. Em patrticular,
espécies autopolinizadas, polinizadas por animais ou que apresentam sistemas
mistos de cruzamento, exibem menores niveis de variacdo genética do que espécies
que apresentam predominantemente sistema de fecundacao cruzada.

Desta forma, a ampla diversidade genética verificada em C. forbesii (80 %
de polimorfismo) poderia ser justificada por um sistema preferencial de polinizagéo
cruzada e também pela ocorréncia de cruzamentos interespecificos. Entretanto, o
sistema reprodutivo de duas espécies do género Cattleya (C. tenuis e C. elongata)
descrito por Smidt et al. (2006) mostrou que existem semelhancas entre as flores de
ambas espécies e tem 0 mesmo agente polinizador (Bombus brevivillius),
autocompatibilidade em ambas as espécies, mas uma producdo de frutos
diferenciada. Os estudos desses autores (Smidt et al., 2006) indicam que espécies
do género Cattleya tém divergéncias no que se refere ao potencial do sistema

reprodutivo e, portanto, ndo é possivel fazer inferéncias quanto ao sistema
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reprodutivo de C. forbesii analisada no presente estudo, para explicar a alta
diversidade genética estimada a partir da analise de oito loci de isoenzimas.

O numero médio de alelos por locus e por locus polimoérfico para C. forbesii
foi de 3,1250 e de 2,5788, respectivamente, (Quadro 6). O menor niumero de alelos
foi observado para os dois loci de Malato Desidrogenase (s-Mdh e mt-Mdh). Nestes,
foram observados 2 alelos, o maior numero de alelos foi observado para os loci Est-
4 , Est-5 e Est-6, que foram encontrados 4 alelos. Os alelos e as frequéncias para
estes em cada locus estédo apresentadas no Quadro 7.

Quadro 6 - Numero de alelos por locus (na*), numero de alelos por loci polimérficos
(ne*), Heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) em plantulas, germinadas
in vitro de C. forbesii

Loci N ne* na* He Ho

Mt-Mdh 200 1,3931 2,0000 0,2836 0,3000
s-Mdh 200 1,5355 2,0000 0,3505 0,4500
Idh-1 196 2,5519 3,0000 0,6113 0,2653
Est-2 198 2,3400 3,0000 0,5756 0,2323
Est-3 200 2,8118 3,0000 0,6476 0,6000
Est-4 200 3,3151 4,0000 0,7019 0,4100
Est-5 200 3,8632 4,0000 0,7449 0,4600
Est-6 200 2,8197 4,0000 0,6486 0,5200
Média 199 2,5788 3,1250 0,5705 0,4047

A andlise das frequencias genotipicas indica distor¢do na segregacao para 7
dos 8 loci analisados, onde a maioria das frequéncias dos alelos ndo apresenta uma
distribuicdo de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg. Somente o locus mt-Mdh
manteve-se em eqilibrio (Quadro 7).

Na analise das 100 plantulas de C. forbesii foi verificado que os loci mt-MDH e
s-MDH apresentaram valores negativos para o coeficiente de endogamia (Fis),
indicando um excesso de heterozigotos para os referidos loci (Quadro 8). No
entanto, o valor médio de Fis para os oito loci analisados foi de 0,2870, indicando
gue existe uma deficiéncia de heterozigotos para os demais loci estudados. Este
resultado € um reflexo da diferenca entre a heterozigozidade esperada e a
observada, respectivamente, 0,5705 e 0,4047 (Quadro 6). Altos valores de Fis
também foram observados por Chung (2009) para as espécies de orquideas
Gymnadenia cucullata (0,276) e G. camtschatica (0,308). Este autor justifica estes

valores para Fis em funcdo da ocorréncia de autofecundacdo e/ou cruzamentos
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entre parentais endogamicos, tendo em vista que as duas espécies sao
autocompativeis. Estes eventos podem justificar a diminuicdo de variacdo genética

dentro das populacdes das duas espécies.

Quadro 7 - Distribuicdo dos alelos para os diferentes loci de isoesterases e a
indicacdo dos loci que estdo ou ndo em equilibrio de Hardy-Weinberg para as
plantulas germinadas in vitro de C. forbesii.

Loci
Mt- Est-3 Est-4 Est-5 Est-6
Alelo Mdh s-Mdh Idh-1 Est-2

A 0,8300 0,7750 0,1582 0,3687 0,2800 0,4350 0,2450 0,1500
B 0,1700 0,2250 0,5000 0,5303 0,4550 0,1700 0,2900 0,1650
C 0,3418 0,1010 0,2650 0,1450 0,2900 0,5300

D 0,2500 0,1750 0,1550
EHW 0,3423 8,211* 70,846* 107,35* 22,867* 85,305* 58,863* 23,973*
* Significativo a P< 0,05, indicando a auséncia do equilibrio de Hardy-Weinberg.

Se por um lado a ampla diversidade genética verificada em C. forbesii (80%
de polimorfismo) poderia ser justificada por um sistema preferencial de polinizacéo
cruzada e também pela ocorréncia de cruzamentos interespecificos, por outro lado o
valor de Fis (0,2870) (que indica que existe um déficit de heterozigotos) pode ser
satisfeito pelas condicbes descritas acima para outras espécies de orquideas
(autofecundacdo e/ou cruzamentos entre parentais endogamicos, a espécie ser
autocompativel). Em nosso trabalho, este déficit de heterozigotas pode ser explicado
pela deriva genética, pela interferéncia humana (uma vez que as orquideas sao
usada como plantas ornamentais sob selecédo artificial), ou pela sele¢cdo por
gendtipos homozigotos. Estas justificativas também podem ser usadas para explicar
o desvio das proporg¢des do equilibrio de Hardy-Weinberg, para todos os loci, menos
para o locus mt-MDH, como pode ser observado no Quadro 7.

Os resultados obtidos apontam para o excesso de heterozigotos para os loci
s-Mdh e mt-MDH em orquideas e que apresentam 2 e 3 alelos respectivamente;
contradizem as informacdes descritas por Gillespie e Langley (1974). Estes autores
descrevem as enzimas envolvidas no metabolismo intermediario, na glicélise e no
Ciclo de Krebs como enzimas do Grupo | como apresentando menor variabilidade
genética do que as enzimas que utilizam multiplos substratos e que sdo descritas
como do Grupo Il. Desta forma, € importante salientar que podemos utilizar tanto

enzimas do Grupo | ou do Grupo Il para quantificar a diversidade genética em C.
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forbesii, sem incorrer nos problemas apontados por Hartl e Clark (1997). Estes
autores alertam para o problema da escolha de sistemas enzimaticos, mais
polimorficos, pois estes podem nao refletir uma amostragem ao acaso da

variabilidade genética da populacéo.

Quadro 8 - Parametros de diversidade genética para as plantulas germinadas in vitro
de C. forbesii

Loci N Fis Fit

mt-Mdh 200 -0,0631 -0,0631
s-Mdh 200 -0,2903 -0,2903
Idh-1 196 0,5637 0,5637
Est-2 198 0,5943 0,5943
Est-3 200 0,0688 0,0688
Est-4 200 0,4129 0,4129
Est-5 200 0,3793 0,3793
Est-6 200 0,1942 0,1942
Média 199 0,2870 0,2870

N=numero de individuos amostrados; Fis=coeficiente de endogamia; Fit=déficit de
heterozigotos.

E importante salientar que a ampla variabilidade genética naturalmente
descrita em estudos que analisam popula¢des distribuidas em seus habitats naturais
também é observada em plantulas de orquideas produzidas a partir de sementes
germinadas em meio basico KC (Knudson, 1946) e provenientes de um unico fruto.
O sistema de germinagcao e cultivo in vitro das sementes de C. forbesii, com a
perspectiva de produzir mudas para reposicdo de estoques a serem cultivados na
natureza para programas de conservacao geneética, ou com a perspectiva de realizar
cruzamentos preferenciais para estimulo da producdo de hibridos em programas de
melhoramento, ndo estabelece pressdo de selecdo que pode indicar uma reducao

na diversidade genética da espécie.
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5. CONCLUSOES

a) As isoenzimas Esterase (EST; E.C.3.1.1.1), Malato Desidrogenase (MDH;
E.C.1.1.1.37) e Isocitrato Desidrogenase (IDH; E.C.1.1.1.42) foram marcadores
moleculares eficientes para quantificar a diversidade genética em plantulas de
Cattleya forbesii.

b) O sistema de germinacéao e cultivo in vitro das sementes e plantulas de C.
forbesii ndo estabeleceu uma pressao de selecao que pode indicar uma reducao na
diversidade genética da espécie. A ampla variabilidade genética descrita para
populacbes naturais também foi observada em plantulas produzidas a partir de
sementes germinadas em meio basico KC.

c) O sistema de germinacao e cultivo in vitro das sementes de C. forbesii
pode ser considerado como adequado para produzir mudas para reposicao de
estoques na natureza, compondo programas de conservagcdo, ou podem ser
utilizadas em processos de cruzamentos preferenciais para a producao de hibridos

em programas de melhoramento.
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