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RESUMO

Cattleyaé um género Neotropical com aproximadamente 112cesy a maioria
ocorrendo no Brasil. A espédizattleya pfisteriapresenta uma distribuicdo restata
Chapada Diamantina, sendo pouco conhecida e ataliEstudos de variabilidade
genética e morfométrica foram utilizados para avatis padrdes de variabilidade
genética desta espécie, bem como relaciona-la namespécies proximas, além de
verificar uma possivel hibridacdo/introgressao texi® em uma das populacdes.
Para isto, foram amostrados 155 individuos em popelacdes naturais nos estados
da Bahia (municipios de Mucugé, Barra da Estivati@a Ibicoara e ltuacu) e de
Minas Gerais (municipios de Tiradentes, Carranc#isiréé) agrupadas em cinco
taxons,C. pfisterj C. aff. pfisteri, C. caulescensC. pabstiie C. sincorana.Para
delimitacdo deC. pfisteri foram incluidasC. pabstiie C. caulescensgspécies
proximas da mesma sec&tattleyaaff. pfisteri @ uma populacdo morfologicamente
similar aC. pfisteri porém de ocorréncia fora da Chapada Diamantifiaragéo
mais precoceC. sincoranapertence a outra secédo, e foi incluida devidooagwel
ocorréncia de hibridacao cot pfisteri Os estudos de variabilidade genética foram
realizados utilizando sepimersde marcadores dominantes de ISSR que revelaram
122 locos. Foram detectados baixos valores debiidm@de genética em comparacao
com outros trabalhos utilizando ISSR. Os menorésres de variabilidade genética
sdo encontrados nas populagdesQlepfisteri de Ibicoara e Ituagu enquanto a
populacdo mais variavel €. pfisteri de Mucugé. Uma andlise de Coordenadas
Principais (PCO) mostra separacdo de todos os téin@mms analisados bem como
entre as populacdes Qe pfisteri.Em relacdo a hibridacéo foram detectados 10 locos
compartilhados apenas entre uma das populacdesS. gdisteri (Mucugé) e C.
sincorana, que ocorrem simpatrica e sintopicamernitelicando a existéncia de
introgressdo deC. sincorana nesta populacdo. Existem ainda 18 locos
compartilhados entre todas as populacde€.defisterique permitem delimitar esta
espécie claramente em relacdo aos outros quatandaxAnalises de distancia
genética baseadas na distancia de Nei (19/)r@ar a par também agrupam as
populacdes de&. pfisteri, com exce¢do da supostamente introgredida, porém nédo
esclarece qual seria realmente a espécie proximpagaulacdes d€. pfisteridevido

ao baixo suporte estatistico. Uma analise bayesigtilizando o programa

STRUCTURE 2.2 também detectou a existéncia degressao e separou todos os



outros taxons compoolsgénicos independentes, indicando também a difexefici
de C. aff. pfisteri (Caetité) das demais popula¢bes analisadas, eirmigeser esta
uma espécie nova. Foram também analisados 38@@maguantitativos continuos
de labelo, pétala, sépala lateral e dorsal, colesigma, ovario, pseudobulbo e
folha, por analise morfométrica. Neste trabalh@iforamostrados 78 individuos de
seis populacdes naturais distribuidas nos estaal@albia (municipios de Mucugé,
Barra da Estiva, Caetité, Ibicoara e ltuacu) e d@asl Gerais (municipio de
Tiradentes) agrupadas em trés taxdbspfisteri C. aff. pfisteri e C. pabstii. As
flores foram dissecadas e montadas em fichas dlode onde foram medidos
utilizando régua e paquimetro. Inicialmente foilizza@la uma Analise Discriminante
Canodnica (DCA), tomando como variavel categérica pagpulacdes. Foram
realizadas andlises de agrupamento através datalgddPGMA Unweighted Pair-
Group Method of Averagesom as distancias de Mahalanobis provenientes da
DCA. Os resultados do DCA indicam que as populade€x pfisteride Mucugé e a
C. pabstiide Tiradentes sdo separadas no primeiro eixo, gpkc& 67,62% da
variancia. O segundo eixo separa a populaca&.deff. pfisteri de Caetité das
populacdes de&. pfisteri de Ituacu, Ibicoara e Barra da Estiva. Os resodiath
andlise de agrupamento sdo similares aos resulideloBCA, repetindo alguns
agrupamentos como, por exemplo, 0 agrupament@&dafisteridos municipios de
Barra da Estiva, Ibicoara e Ituacu. De acordo c@dod morfométricosC. aff.
pfisteri € mais préxima d€. pfisterido queC. pabstii,diferentemente dos dados
moleculares Ja a grande diferenciacdo encontrada em uma gagagdes deC.
pfisteri (Mucugé), pode estar relacionada com a introgregsi@tica, detectada

através de dados moleculares do estudo anterior.

Palavras-ChaveCattleya pfisterj variabilidade genética, populacdes, introgressao,
Orchidaceae, Variabilidade morfométrica.



ABSTRACT

Cattleyais a Neotropical genus with ca. 112 species, mbsathich occur in Brazil.
Cattleya pfisteripresents a restricted distribution in the Chadadanantina, and is
little known and analyzed. Studies of genetic waaand morphometric studies
were used to assess the patterns of genetic Mdyiaidithis species, and relate it to
their closely species, in addition to check a pmeshybridization/introgression
existing in one of the populations. For this, wenpbed 155 individuals in nine
natural populations in the Brazilian States of Balmunicipalities of Mucugé, Barra
da Estiva, Caetité, Ibicoara and lItuacu) and Mi@erais (municipalities of
Tiradentes, Carrancas and Ibirité) grouped inte faxa,C. pfisterj C. aff. pfisteri

C. caulescensC. pabstii and C. sincorana For delimitation ofC. pfisteri we
includedC. pabstiiandC. caulescensspecies closely related belonging to the same
section.Cattleyaaff. pfisteriis a population morphologically similar @ pfisteribut
occurring outside the Chapada Diamantina with earfiowering. C. sincorana
belongs to a different section, and was includethbse of the likely occurrence of
hybridization withC. pfisteri based on field observations. We collected daien fr
ISSR dominant markers, using seven primers whicteigeed 122oci. We detected
low values of genetic variation in comparison witther studies using ISSR. The
lowest values of genetic variation are found inltiieoara and Iltuacu populations of
C. pfisteriwhile the most variable populationGs pfisteriof Mucugé. An analysis of
Principal Coordinates (PCO) shows separation ofivadl taxa analyzed and between
the populations o€. pfisteri As evidence of hybridization we found i&i shared
only between one of the populationsfpfisteri(Mucugé) andC. sincoranaThese
two populations occur simpatrically, indicating testence of introgression of the
latter in the former. There are still I&i shared among all populations©f pfisteri
which allow a clear circumscription of this spediesn the other four taxa. Analyses
of genetic distance based on distance of Nei (187r8)paired-st values have also
grouped the populations @f. pfisterj except for the population of Mucugé, but did
haven't clarified what would be the next groupOfpfisteridue to the low statistical
support. A Bayesian analysis using the software  BTRURE 2.2 also found
evidence of introgression and separated all otiea fas independent gene pools,
indicating also the differentiation &. aff. pfisteri (Caetité) among all populations

analyzed, suggesting this population would corsgtita new species. We also



analyzed 38 characters of continuous quantitatieasures from flowers and
vegetative organs for morphometric analysis. I8 thork we sampled 78 individuals
from six natural populations distributed in the t8taof Bahia (municipalities
Mucugé, Barra da Estiva, Caetité, Ibicoara andclivand Minas Gerais in the city
of Tiradentes grouped into three taka,pfisteri C. aff. pfisteri andC. pabstii The
flowers were dissected and mounted on floral sheetsch were measured using
ruler. Initially a Canonical Discriminant Analysi®CA, also called Canonical
Variates) was performed followed, taking the popates as a categorical variable.
We performed also Cluster Analysis through the rtigm UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method of Averages) with the distanceMahalanobis from the DCA.
The results of the DCA indicate that the populaionC. pfisteriof Mucugé andC.
pabstii of Tiradentes are separated in the first axis,cwhaxplains 67.62% of the
variance. The second axis separates the populatiGnaff. pfisteriof Caetité of the
populations ofC. pfisteriof Ituagu, Ibicoara and Barra da Estiva. The tssof the
Cluster Analysis are similar to the results of DGépeating some groups, such as
the grouping ofC. pfisteri of the municipalities of Barra da Estiva, Ibicoamad
ltuacu. According to morphometric da@, aff. pfisteriis closer taC. pfisterithanC.
pabstii differently molecular results. The great diffaration found in one of the
populations ofC. pifsteri(Mucugé), seems to be related to introgressiotectied by

molecular data in the former study.

Keywords: Cattleya pfisteri genetic variability, populations, introgression,
Orchidaceae, morphometric variability.



INTRODUCAO GERAL

A familia Orchidaceae € a maior familia de plantas cerca de 25000
espécies (Dressler 1993). Esta familia apresentagnande diversidade morfolégica
tanto vegetativa quanto reprodutiva, a0 mesmo tesrmpoque apresenta algumas
caracteristicas conservadas que permitem a sud iffeitificacdo como, por
exemplo, flores de simetria bilateral, com uma pélas modificadas, conhecida
como labelo. Geralmente apresenta um Unico estanagddo com estiletes e estigma,
formando o que se conhece como coluna ou ginosté@idrasil apresenta
aproximadamente 2500 espécies de Orchidaceae @ahstgs 1975, 1977), sendo
encontradas cerca de 300 no estado da Bahia (vaBeitg & Azevedo 2005).

Cattleyaé um género neotropical, com a maioria das espéeigstradas no
Brasil. E provavelmente um dos géneros mais vistosopopulares entre 0s
colecionadores de orquideas, com inumeros hibritasrais quanto artificiais
(Withner 1988). O género recebeu esse nome em fageena William Cattley que
floresceu a primeir€attleyana Europa por volta de 1818. Essa planta, impardad
Brasil, descrita com@attleya labiatalLindl. por John Lindley (van den Berg 1996).
Pertencente a subtribo neotropical Laeliinae (tEpodendreae), o génefdattleya
tem chamado a atencdo de taxonomistas e colecimsagmr conter diversos
géneros de flores grandes, facil cultivo e intexessiamental (van den Berg &
Chase 2004), cujo unico estudo molecular foi radlizcom o intuito de resolver
aspectos filogenéticos (van den Betal.2000).

No conceito original de Lindley, a principal difaga deLaeliaem relacéo a
Cattleyaseria a presengade oito polinias na primeira e quatro na ultiman(den
Berg & Chase 2004Entretanto, através de estudos moleculares, forapoptas
grandes alteracdes dentro da subtribo Laeliinae ¢len Berget al. 2000). As
espécies brasileiras deaelia foram, na sua totalidade, transferidas para o géner
Sophronitis descrito por Lindley em 1828, e as combinacOememzlaturais
publicadas por van den Berg & Chase (200Dg fato, todas as espécies
originalmente incluidas enSophronitis apresentam caracteristicas morfologicas
similares d_aelia, como oito polinias, e geralmente apenas uma .féllarincipais
diferencas, tais como o tamanho das plantas esfemloracdo vermelha das flores
de Sophronitis sensu strictosdo provavelmente resultantes de adaptacdes para

polinizacdo por beija flores (Chiraet al. (2003); van den Berg & Chase 2004) Van



den Berget al. (2000) com base em caracteres morfoldgicos e mialexs (ITS)
propds mudancgas nos taxons Hasliasbrasileiras transferindo-as pa&@aphronitis
Um novo estudo realizado por van den Berg (2008seddo em caracteres
moleculares, oito regides plastidiais além deaailios dados de ITS, reclassificou
essasSophronitis,as espécies brasileiras Heelia (van den Berg & Chase 2000)
incluindo todas entattleya que passou a cerca de 112 espécies.

Cattleya pfisteri(Pabst & Senghas) Van den Berg apresenta florgaupjr
pequenas. Esta espécie esta inclusa no subgeamifiorae (Lindley) Whitner, que
apresenta 40-50 espécies de dificil separacadaldsarita em 1975, sendo endémica
da Chapada Diamantina — BA, Brasil. E préxima degnapo de espécies mineiras,
especialment€. caulescenglLindl.) Van den Berg &. pabstii(F.E.L.Miranda &
K.G. Lacerda) Van den Berg. Estas trés ainda sexapam de um grupo de espécies
de flores amarelas e alaranjadas, inclui@darispata(Thunb.) Van den BercC.
cinnabarina (Batem.) Van den BergC. endsfeldzii(Pabst) Van den BergC.
flavasulina(F.E.L.Miranda & K.G.Lacerda) Van den Berg. As gélas entre estas
espécies sao incertas, mesmo porque no estuderfitigo de van den Besry al.
(2000), néo foi encontrada variabilidade nas segj@érde ITS dentro deste grupo.
Castro & Margal (2006) nomearam uma populacadoCdefisterj localizada no
distrito de Guiné, Mucugé-BA, como um novo taxohloffmannseggella
diamantinensid/.P.Castro & Marcal, devido as diferencas morfatégiencontradas
em relacdo as demad pfisteri. Silva-Pereiraet al. (2007) estudaram esta mesma
populacdo, que é simpatrica cdth sincorana(Schltr.) Van den Berg, espécie
pertencente ao subgénerbladrolaelia (Schlechter) Withner. Estes autores
encontraram incompatibilidade reprodutiva unidiveal em que cruzamentos em
queC. sincorandoi o progenitor feminino apresentam baixa ferétie.

A Chapada Diamantina é um grande centro de diasidie orquideas, por
apresentar diversos tipos de formagbes vegetaisspecialmente formacdes de
campo rupestre, onde a familia € bastante repegs@n(Toscano de Brito 1998; van
den Berg & Azevedo 2005). Os campos rupestres adoatdes encontradas em
Minas Gerais e na Bahia. Na Bahia estes estdo ipiadntemente cercados por
Caatinga e em Minas Gerais esse tipo de vegetat@mserido no cerrado, podendo
também ser encontrada em outras localidades dagsugloeste do Distrito Federal,

de Goias como ilhas floristicas isoladas (Giuliettal. 2000; Romero 2002).



Os campos rupestres apresentam uma elevada dad@sftbristica e um
elevado numero de espécies raras e com distribvgsinta, fazendo com que cada
regido possua uma flora diferenciada com espégigssevas (Harley & Simmons
1986; Azevedo & van den Berg 2007a). A flora do pamupestre vem sendo
descrita e detalhada (Harley & Simmons 1986; Giilet al. 1987; Stannard 1995;
Conceicdo & Pirani 2005; Conceigcdo & Pirani 200Wi¢ando seu alto indice de
diversidade e presenca de habitats diferenciadi@s, do alto grau de endemismo.
Dentre alguns trabalhos em campo rupestre destaeaafguns estudos realizados
com a familia Orchidaceae (Toscano de Brito 199BeiRo et al. 2005; Azevedo &
van den Berg 2007b), tendo também estudos relatmsnzom variabilidade genética
dentro desta familia (Borlet al.2001; Ribeiro 2006; Borbet al. 2007a; Cruz 2007)

e com registros de formacao de hibridos (Borba &iS&998; Ribeiroet al. 2005;
Azevedoet al. 2006), todos registrados na Chapada Diamantina.

Estrutura populacional de plantas, bem como a ssimibdicdo, esforco
reprodutivo, além do sucesso evolutivo e conseovagi@zem importantes
implicacdes para estudos em sistematica (Tremiag)2 Segundo Martins (1987),
a estrutura populacional de uma espécie, ou sajanjointo de suas caracteristicas
genéticas e demogréficas € um resultado da acas etkracbes de uma série de
mecanismos evolutivos e ecoldgicos. Na caractéizda estrutura populacional do
ponto de vista ecoldgico, procura-se determinagresidade populacional, a natureza
das relacbes entre os individuos e os diversosefatambientais, e as interagbes
existentes entre os individuos e as populacfessideatchard & Rosenberg (1999),
por outro lado, indicam que uma abordagem genétmeolutiva procura quantificar
a variabilidade genética e quantitativa existentgree os individuos, seu
comportamento reprodutivo, os padrées de fluxoogére as estratégias adaptativas
aos ambientes locais. Além disto, sendo a estrygapulacional de uma espécie
composta por numero variado de populacdes locaide [ser caracterizada nao
somente em termos da estrutura de cada populagi®.também em relacdo as
diferencas existentes entre essas populacdesadodep de distribuicdo espacial, a
dindmica populacional (colonizacao/extin¢cao), erélacdées mutuas de natureza
genética e ecoldgica existentes entre elas, corsergddo no trabalho de Tremblay
et al. (2006).

Esses componentes estruturais da populacao e isecipgis parametros que

séo utilizados para expressa-los podem ser defimidmo: sistema de reproducéo



(envolvendo o grau de sexualidade, proporcao desséxxa de cruzamento), o fluxo
génico intra e interespecifico (relacionando ass gasas bem como as taxas de
hibridacdo natural e o grau de introgressao), @aga@o cariotipica (relatando o
namero de cromossomos, a homologia, as variacoggrnuas e estruturais) a
variabilidade genética (relatando o numero de sli®locos, porcentagem de
heterozigose, freqiiéncias genotipicas), padraasti#bdicdo geografica (mostrando
os tipos e variedades de habitats e comunidadieperdao local (com padrbes de
distribuicdo espacial, densidade, freqiiéncia, téwman persisténcia da populacao),
componentes da histéria vital (conhecidos como staseprodutivas, taxas de
mortalidade, duragéo de ciclo vital, esforco repto), heterogeneidade ambiental
(se tratando da variagdo no tempo e no espaco)astigilade fenotipica,
correlacionando as variaveis genéticas com as agaétigas (Martins 1987). Estas
variaveis se inter-relacionam em diferentes grey@ndo a grande diversidade de
estruturas populacionais, e consequentemente eéremtiés estratégias de adaptacéo
que podem ser observadas em populacdes que vivemmmdmentes heterogéneos
(Jain & Martins 1979).

A variabilidade genética, biodiversidade molecudém de ser importante
para a evolugcdo, pode ser usada como ferrameniavestigacdo por ecoélogos e
sistematas em diversos ramos da Ciéncia como, yemmo, para verificar as
afinidades e limites entre as espécies, para detexidos de reproducéo e estrutura
familiar, para estimar niveis de dispersdo nas lagpes, entre outros (Avise 1994).
Os dados basicos para esse tipo de estudo sdamadbs marcadores moleculares,
gue sdo biomoléculas relacionadas a algum tragétigere que apresentam alguma
variabilidade relacionada ao problema a ser estudassa variabilidade nos permite
comparar individuos, populacdes ou até mesmo espdiferentes (Sunnucks 2000).
Os marcadores podem ser utilizados tanto paraefii@g quanto para estudos
populacionais, além de estudos envolvendo biolegidutiva (Busselkt al.2005).

Os marcadores moleculares podem ser proteinagg€not ou isoenzimas) e
DNA (genes conhecidos ou fragmentos de sequénciardgio desconhecida). A
escolha do marcador a ser utilizado depende dolgmabque se quer resolver.
Durante os ultimos anos diferentes técnicas tém ssddas para detectar a variacao
genética inter e intra-populacional através do scedireto ao DNA, tais como
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amfiéd Fragment Length
Polymorphism), RFLP (Restriction Fragment LengtlhyP@rphism), microssatélites



(SSR - Single Sequence Repeats) e ISSR (IntereSBgfjuence Repeats). Todas
essas técnicas tém sido amplamente usadas emsplastzulares e em menor grau
nas bridfitas (Hassel & Gunnarsson 2003).

O marcador molecular ISSR esta relacionado comR® &% sua principal
diferenca esta relacionada@mer utilizado de forma a amplificar fragmentos entre
dois microssatélites similares. A abundéancia dgnfientos encontrados (locos) é
devida a um padrdo conhecido de agrupamentos d@esede microssatélites nos
genomas. ISSR é um marcador dominante como RAPDcéear que usa a
presenca ou auséncia de Banda de um loco), mas wuom variabilidade
extremamente elevada. Estas caracteristicas indickE88R como um dos melhores
marcadores moleculares dispostos a investigar iagéar genética entre individuos
muito estreitamente relacionados ([2jgal. 2006). ISSR enfatiza diferencas entre
populacdes estreitamente relacionadas, estimandabNiaade genética dentro da
populacdo (Nybom 2004). O marcador ISSR é baseadamplificacdo de regides
entre 100-3000 pb (Guaswi al. 2006). Ogprimersusados em uma reacao de ISSR
consistem em sequéncias brevemente repetidasyi dbu ttetranucleotideos (ou
microssatélites), com qualquer um pequeno supoéde 3 (Wolfe et al. 1998). Uma
vantagem do ISSRs é que nenhum conhecimento dérsegiprévia é necessario,
porque oprimerssao baseados em elementos repetitivos no DNAi&wiCcz et al.
(1994) foram os primeiros a empregar marcadordS88 em seus estudos. Sendo
um marcador apropriado para o estudo da variabdidada diversidade genética de
populacdes bastante utilizado (Esselratial. 1999; Deshpandet al. 2001; Kumar
et al.2001; Hacet al. 2002;Smith et al. 2002; Smissemt al. 2003; Jiaret al. 2004;
Geet al.2005 a e b; McRobertt al.2005; Shengt al. 2005; Siceaet al. 2005; Djé
et al. 2006; Luet al. 2006; Slotta & Porter 2006), em estudos relaciosactum
plantas cultivadas (Raired al. 2001; Galvaret al. 2003; Gonzéleet al.2005; Linet
al. 2005; Sicarcdkt al. 2005; Bacet al. 2006), testando também a utilidade do método
em populacdes naturais (Wolkk al. 1998; Wolfe & Randle 2001), bem como em
estudos envolvendo hibridos e outros processoutexad (Scarancet al. 2002;
Baumelet al. 2003; Ruaset al. 2003; Abbottet al. 2005; Carvalhoet al 2005;
Nkongoloet al. 2005; Archibald et al 2006; Concei¢cédo 2006). Os marcadores ISSR
tém mostrado bastante utilidade para responder t@psesrelacionadas com
hibridacdo e introgressdo em populacdes naturaisefVel. 1999; Garcia-Marotet
al. 2003; Masumbuko & Bryngelsson 2006).
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Os hibridos séo individuos que apresentam comaagseespécies distintas
(Hartl 2000). A hibridagdo depende de uma sérievdmtos como a possibilidade de
polinizacdo cruzada, as plantas precisam estdiveeteente proximas, as especies
tém que ser compativeis para que o polen possargermos embrides resultantes
devem se desenvolver em sementes viaveis (RiesebeH]lstrand 1993). A
hibridacdo natural entre espécies ocorre frequemttanem habitats perturbados e
pode ser considerada como uma ameaca para esEFae® para espécies em vias
de extincdo. O fluxo génico interespecifico é cdasEido perigoso na conservacao
genética, especialmente quando as espécies viversirapatria, favorecendo o
desaparecimento das espécies puras pela hibridse@ao critico em espécies raras
(Cozzolinoet al. 2006). A hibridacdo pode igualmente resultar derna alopatricos
ou até simpatricos que nao sejam espécies raramouias de extingdo, abrindo a
possibilidade para uma recombinagcdo génica quabddesa ocupacdo de outros
ambientes, ou evoluir de forma diferenciada do®rgars (Rieseberg 1995). Em
contrapartida, a hibridacdo natural pode ser censtth como fator determinante
para a conservacdo da biodiversidade, visto quea@da provocar a extincdo de
determinadas populacdes (Rhymer & Simberloff 1986do considerada, dentre
outros fatores evolutivos, como passo fundamerdeh mma possivel especiacédo
(Arnold et al. 2001). Dentre algumas formas de hibridacéo nataralopoliploidia é
a forma mais rapida para especiacao, em que h&alamento reprodutivo devido a
duplicacdo do genoma (Rieseberg 2000), outra falenespeciacdo é a homoploidia,
em que ndo ha uma mudanca no nimero cromossonTicoldAL993).

A hibridacdo é comum em diversos grupos de plaffRasseberg 1995),
sendo considerada de grande importancia evolutespecialmente quando
relacionada a uma modalidade rapida da evolucano(érl994) ou uma maneira
para aumentar rapidamente a variabilidade na esg&cental com a introgressao
(Grant 1981). Os fatores principais que impedem ilridacdo na familia
Orchidaceae sdo os mecanismos da pré-polinizagg@@dmo a especificidade do
polinizador e barreiras fenoldégicas ou mecanicaguanto que barreiras genéticas
(pOs-polinizacdo) relacionadas a espécies proxises geralmente fracas ou
ausentes (Dressler 1981). Dentre os estudos deidnds hibridos, a familia
Orchidaceae vem se destacando por alguns regiBimdsa & Semir 1998; Goldman
et al.2004a; Azevedet al. 2006; Cozzolinet al.2006; Lacerda 2006).
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Nem sempre a hibridagdo se baseia em discrepatogabgicas entre as
arvores construidas com os marcadores nuclearésstdigis. Um taxon hibrido-
derivado relativamente recente € improvavel de dkslos originais, e para
marcadores parentalmente herdados os testes pasifas provavelmente uma
combinacdo aditiva dos seus parentais (Goldmaml. 2004a). Quando taxons
hibridos sao identificados como férteis, espergeseo taxon hibrido combine com
seus parentais, processo conhecido como introgresg@rporacdo de alelo de um
taxon em outro (Abbottet al. 2003). Contudo, este novo individuo gerado
proporciona uma variacdo na espécie parental podesgiltar em uma evolugéo
convergente (Rieseberg 1995). Em vista desses igustentos, os marcadores
moleculares podem ser extremamente Uteis em de@ree esta ocorrendo uma
hibridacdo entre duas espécies ou se esta pasgandm processo de introgressao
com 0s genes de uma ou mais espécies (Abbatt2003).

O uso de marcadores moleculares para estudos pam#es pode fornecer
subsidios para a conservacao (dinal. 2003), bem como detectar existéncia de
hibridos entre espécies. Atraves desse tipo désanpbde-se estimar a conservagao
de uma espécie, possibilitando desenvolver esiaatélg conservacédo de areas com
populacdes heterogéneas nos dados molecularesn creas especificas, caso as
populacdes sejam homogéneas (Solé-Cava 2004). déaservar a diversidade
biologica é necessario conhecer a dindmica pomiakifazendo um amplo estudo
biolégico da espécie, a manutencdo da diversidadétiga em espécies ameacadas
tem auxiliado no manejo e planejamento de conséovéi€éawk & Holsinger 1991).

A avaliacdo da variabilidade genética e a idertffim de populacdes isoladas de
uma espécie representam uma informacdo importaree ganejar estratégias da
conservacado com base em dados genéticos (Metlahi2006).

Além de estudos moleculares, a utilizacdo de dadosgolégicos pode
auxiliar na reconstrucéo filogenética juntamenten anétodos de analise genética
(Scotlandet al. 2003). Assim, estudos morfométricos tem sido ofanée de dados
para analises populacionais. A morfometria é dddintomo descricdo, analise e
interpretacdo quantitativas da forma e da variagdestrutura bioldgica (Rohlf 1990;
Monteiro & Reis 1999). As medidas de diversidaderfalidégica auxiliam e
confirmam resultados de estudos genéticos e ecolgie as variaveis sao
tradicionalmente utilizadas em analises morfomastids analises sao realizadas por

métodos de estatistica multivariada, estudo emmyilgplas medidas sdo analisadas
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por cada individuo (Haiet al. 2005). Segundo Rencher (2002), analise multivariad
consiste em uma colecdo dos métodos que podemsseiosl quando diversas
medidas sao feitas em cada individuo ou objeto m@ au varias amostras, ou seja,
a analise multivariada de uma forma geral refera-t@dos os métodos estatisticos
gue analisam simultaneamente multiplas medidasata mdividuo ou objeto sob

investigacao (Johnson & Wichern 1998).

Assim, os estudos morfométricos utilizam variavesstinuas e comparam
populacdes em niveis intra e interespecificos @@m Berg 1996), possibilitando
também estudos relacionados com evolucdo e hildiadagliando os dados de
morfometria e outros estudos biossistematicos (Baide Orzell 2000). Contudo,
apenas recentemente esses métodos comecaram tizzEiog como ferramenta,
tendo destaque para alguns estudos realizadosoddatrfamilia Orchidaceae
(Cardimet al 2001; Carlini-Garciaet al. 2002; Borbaet al. 2002; Goldmaret al.
2004b; Ribeiro 2006; Borbat al.2007a; Cruz 2007).

Visando-se analisar a variabilidade genética e onuéfrica deCattleya
pfisteri verificando seu posicionamento taxondmico, fazssecessario uma
abordagem populacional, para se estabelecer aesleentre as populacdes da
espécie. Além disso, na populagdo localizada emuljiddeC. pfisteri foram
encontrados recentemente supostos hibridos e dludisisupostamente introgredidos
com uma espécie de outro subgénérosincoranaSchiltr.) van den Berg, visto que
muitos individuos deC. pfisterique, a primeira vista, parecem sofrer introgresséo
comC. sincoranaAlém disto, outra populagéo localizada em Caetitgido distante
geograficamente (Figura 1), apresentou caract@asstmorfologicas semelhantes,
com periodo de floracdo e tamanho de 6rgaos fldiesenciados (Figura 2), sendo
necessario um estudo para verificar a hipotese ghegtulacdo representar um taxon
novo.

Assim, a presente dissertacdo € um estudo de Wiaiaale populacional de
Cattleya pfisterique fornecera dados relevantes para o manejo sm@tao da
espécie, servindo como fonte de estudos compasasore variabilidade genética e
morfométrica, e melhorando a compreensdo de asp¢axondmicos sobre esta

espécie.
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Figura 1. Mapa de distribuicdo das duas espécies baianaggueroCattleya

relacionadas no estudo da variabilidade populatom@attleya pfisteriPabst &

Senghas) Van Den Berg. As regides evidenciadasasgas de campo rupestre

com altitude superior a 1000 metros.
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Figura 2: Espécimes d€attleya pfisteri(Pabst & Senghas) van den Berg (Orchidacead)
e Cattleya aff. pfisteri da Chapada Diamantina e Caetité, Bahia, Brasilizalias no
estudo da variabilidade genética e morfométrigaCattleya aff. pfisteri., individuos
cultivados em estufaB: Area de coleta, Mucug&-D: Exemplares coletados em que
mostram a variabilidade de forma floral @e pfisteri,populacdo de Mucugé e lbicoara;

E: Cattleyaaff. Pfisteri, flor em destaque.
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CAPITULO I: GENETIC VARIABILITY OF CATTLEYA PFISTERI (PABST
& SENGHAS) VAN DEN BERG (ORCHIDACEAE) - CHAPADA
DIAMANTINA, BAHIA, BRAZIL !

J. R. Santos da Silvg C. van den Berg

“Departamento de Ciéncias Bioldgicas, LaboratérioSitematica Molecular de

Plantas, Universidade Estadual de Feira de Sarftaira,de Santana, Bahia, Brazil

Abstract: Cattleyais a Neotropical genus with most species nativBrazil. In this
study, we sampled 155 individuals in nine natugdyations in the Brazilian States
of Bahia, municipalities of Mucugé, Barra da EstiGaetité, Ibicoara and Ituacu,
and Minas Gerais, municipalities of Tiradentes,r@acas and Ibirité, grouped into
five taxa,C. pfisteri C. aff. pfisteri C. caulescen<. pabstiiandC. sincorana The
data matrix consisted of 122 dominant loci obtaifredn seven ISSR primers. We
found low values of genetic variation in relatiana previous study with a species of
orchid in a similar geographical range and ISSKlis&lin other plants species with
similar sampling. As evidence of hybridization veaihd 10loci shared only between
one of the populations o€. pfisteri (Mucugé) andC. sincorana These two
populations occur simpatrically, indicating thest&hce of introgression of the latter
into C. pfisteri There are still 18oci shared among all populations Gf pfisteri
which allow a clear circumscription of this specieselation to the other four taxa.
Bayesian analysis using the software STRUCTURE whl® able to detect
introgression and suggests that @ll pfisteri behave as a single intercrossing
population. In this analysis, all other taxa emdrge independent gene pools, what

also supports the description@faff. pfisteri (Caetité) as a distinctive species.

Keywords: Cattleya pfisteri genetic variability, populations, introgression,

Orchidaceae.
Resumo: Cattleya € um género neotropical no qual a maior parte efgcies

ocorrem no Brasil. Neste estudo, foram amostrades ihdividuos em nove

populacdes naturais nos estados brasileiros deaBahs municipios de Mucugé,

! A ser submetido para publicacéo & revista Plant Sysmatics and Evolution
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Barra da Estiva, Caetité, Ibicoara e ltuacu, e deaM Gerais, municipios de
Tiradentes, Carrancas e lbirité, agrupados em ctégons, C. pfisteri C. aff.
pfisteri, C. caulescensC. pabstiie C. sincorana Foram coletados dados de ISSR,
marcador dominante, utilizando sepgimers que geraram 122 locos. Foram
detectados baixos valores de variacdo genéticaoemparacdo com outros estudos
utilizando ISSR. Como evidencia de hibridacdo, rfor@ncontrados 10 locos
compartilhados somente entre as populaco&s. giisteri(Mucugé) eC. sincorana
Estas duas populacbes ocorrem simpatricamentecamdld a existéncia de
introgresséo deC. sincoranaem C. pfisteri Foram detectados ainda 18 locos
compartilhados entre todas as populacéedgfisteri que permitem uma clara
delimitacdo desta espécie em relagcdo aos outrofogt@xons. Uma analise
Bayesiana usando o software STRUCTURE 2.2 tambéettde a existéncia de
introgressao e separou todos 0s outros taxons conjontos génicos independentes,
indicando também a diferenciacdo@eaff. pfisteri (Caetité) das demais populacdes

analisadas, e sugerindo ser esta uma espécie nova.

Palavras-ChaveCattleya pfisterj variabilidade genética, populacdes, introgressao,

Orchidaceae.

Introducao

A Chapada Diamantina € um grande centro de divasidle orquideas com
10 espécies exclusivas por apresentar diversos tigw formacdes vegetai, e
especialmente formacdes de campo rupestre ondaibafé bastante representativa
(van den Berg & Azevedo 2005; Azevedo & van dengB&b07a). O conjunto de
serras que compde a Chapada Diamantina sugereasoantinuidade da vegetagao
0 que promove o endemismo, a especiacao e a foomcgpopulacdes disjuntas
(Giulietti & Pirani 1988).

Os campos rupestres compdem a vegetacdo maiseréstica da Chapada
Diamantina, caracterizada principalmente por ergeasrbustos distribuidos em
mosaicos, com habitats diferenciados (Conceicaor&P2005). Sua formacgéo é
caracterizada por uma vegetacao aberta, herbadeapshoso, com muitas plantas
fixadas sobre as rochas e arbustos em regides mrstdo € rico em quartzito e
gnaisse (Borba & Semir 1998; Giulietti & Pirani B98Borba et al. 2001).
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Recentemente, a flora do campo rupestre vem sezsloith e detalhada (Harley &
Simmons 1986; Giulietti 1987; Stannard 1995; Caog@ei& Pirani 2005) mostrando
seu alto indice de diversidade. Merecem destaquenslestudos realizados em
campos rupestres com a familia Orchidaceae (Riletiad. 2005; Azevedo & van
den Berg 2007b), tendo também estudos relacioneds variabilidade genética
dentro desta familia (Borket al. 2001; Ribeiro 2006; Borbet al. 2007; Cruz 2007)
e com registros de formacao de hibridos (Borba &iS&998; Ribeiroet al. 2005;
Azevedoet al.2006), na Chapada Diamantina.

Cattleyaé um género Neotropical com ca. 112 espécies, ariaacorrendo
no Brasil. E um género vistoso e popular de orgsdeom inimeros hibridos tanto
naturais quanto artificiais (Withner 198&}attleya pertence a subtribo Laeliinae
(tribo Epidendreae) e ja foi estudado do pontoid&wmolecular para resolucéo de
aspectos filogenéticos (van den Bet@l 2000; van den Berg & Chase 2004).

Cattleya pfisteri(Pabst & Senghas) van den Berg apresenta florguifas,
variando de 2,1 a 5,7 centimetros de diametro. dsgtécie esta inclusa no subgénero
Parviflorae Lindley, que apresenta de 40-50 espécies de ld#eparacédo. Esta
espécie foi descrita em 1975, como endémica daddlaapiamantina — BA, Brasil.
E proxima de um grupo de espécies mineiras, edpeniteC. caulescengLindl.)
Van den Berg €. pabstii(Lindl.) Van den Berg. Este grupo de espécies aptas
dentro da secao relacbes muito incertas, fato chbaem estudo filogenético sobre
a variabilidade nas sequéncias de ITS (van den Bem. 2000) e oito regides
plastidiais (van den Berg 2008).

Estudos de variabilidade genética representam stnumento importante
para a compreensdo dos padrdes de distribuicaspdeies bem como para analise
de processos evolutivos além de poderem ser usados ferramenta de
investigacdo por ecologos e sistematas em divesoss da Ciéncia (Avise 1994;
Borbaet al. 2001). Para esse tipo de estudo sdo comumenteadiob os chamados
marcadores moleculares, que sdo biomoléculas oektas a algum traco genético e
que apresentam alguma variabilidade relacionadar@iema a ser estudado. Essa
variabilidade nos permite comparar individuos, pagies ou até mesmo espécies
diferentes (Sunnucks 2000).

Os marcadores moleculares podem ser proteinas, @NRNA. Dentre os
marcadores moleculares o ISSR (Inter Single Sequ&®&peats) esta relacionado

com o SSR (Single Sequence Repeats), cuja sudpaliniferenca esta relacionada
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ao primer utilizado que amplifica fragmentos entre dois wésatélites similares.
ISSR destaca-se por mostrar diferencas entre pgimdaestreitamente relacionadas
(Nybom 2004). Esse marcador é apropriado paraunl@sta variabilidade genética
de populacbes naturais devido a sua alta variabdéidno padrdo de bandas
(polimorfismo) a capacidade para avaliar a divaxéd em populagdes pequenas,
bem como em trabalhos ja realizados para estimdiversidade genética das
populacdes (Deshpaneée al. 2001; Kumaret al.2001; Hacet al. 2002; Smithet al.
2002; Smisseeet al. 2003; Jiaret al. 2004; Shengt al. 2005; Geet al. 2005 a e b;
McRobertset al. 2005; Sicaet al. 2005; Djéet al. 2006; Luet al. 2006), além de
estudos relacionados com plantas cultivadas (Rsiah 2001; Galvaret al. 2003;
Lin et al. 2005; Bacet al. 2006) bem como em estudos envolvendo hibridogresou
processos evolutivos (Scaraeb al. 2002; Garcia-Marot@t al. 2003; Ruaset al.
2003; Baumeet al. 2003;Nkongoloet al. 2005; Abbott et al. 2005; Archibaldet al.
2006; Conceicao 2006).

A hibridacdo € comum em diversos grupos de plafReeseberg 1995). Os
hibridos séo individuos gerados a partir de espédistintas (Hartl 2000). A
hibridacdo depende de uma variedade de eventos cnuossibilidade de
polinizagdo cruzada, as plantas precisam estdivagtgente proximas, as espécies
devem apresentar uma total ou parcialmente conmipddite, para que o pélen possa
germinar e 0os embrides resultantes devem se ddgenwm sementes viaveis e
capazes de germinar (Rieseberg & Ellstrand 1993hib&idac&o natural pode ser
considerada, dentre outros fatores evolutivos, camodos passos possiveis para
uma especiacao (Arnoket al. 2001) bem como para a extingdo de taxons raros ou
populacdes (Cozzolinet al. 2006). Dentre os estudos de individuos hibridos, a
familia Orchidaceae merece destaque pelos diveegpstros realizados (Borba &
Semir 1998; Goldmaret al. 2004; Azevedoet al. 2006; Cozzolinoet al. 2006;
Lacerda 2006). A hibridagdo pode ser consideradgraede importancia evolutiva,
especialmente relacionada como uma modalidadea@aicevolucédo (Arnold 1994)
OuU COMOo uma maneira para aumentar rapidamentaabNaade na espécie parental
com a introgressdo (Grant 1981, Azeveelo al. 2006). Introgressdo pode ser
interpretada como o fluxo génico entre populac@smdividuos hibridos com uma
ou ambas as espeécies parentais (Rhymer & Simbaa86).

Assim tendo em vista a necessidade de analisaiab\Vi@ade genética de.

pfisteri, verificando também sua relacdo com as espéciednmaé e com uma
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populacdo de&. aff. pfisterido municipio de Caetité, morfologicamente semeé#an
com C. pfisterj faz-se necessario uma abordagem populaciona,geaestabelecer
as relacoes intra e interpopulacionais. Além disso,uma populacdo de. pfisteri

da Chapada Diamantina, foram encontrados recentememdividuos
morfologicamente diferenciados, considerados conrovaveis hibridos ou
introgredidos comC. sincorana(Schltr.) Van den Berg populagdo que vive em
simpatria. Nesta populacdo € necessario um estada yerificar o grau de
introgressao nas populacdes naturais e verifichipatese alternativa de que as

populacdes pertencente€apfisterida localidade de Mucugé, seja um taxon novo.

Materiais e Métodos

Area de estudo

A Chapada Diamantina ocupa aproximadamente 15%rdtotio da Bahia e
corresponde a parte baiana da Cadeia do Espinkea¢® a bacia do Rio Sao
Francisco e os rios Paraguacu e Rio de Contass(étsal 1985). A Chapada
Diamantina tem sido considerada uma regido de ragtramportancia bioldgica,
sendo delimitadas trés unidades de conservacadacdado-se o Parque Estadual de
Morro do Chapéu, a Area de Protecdo Ambiental (ARWyimbus - Iraquara e o
Parque Nacional da Chapada Diamantina (Retls 2005).

Os campos rupestres compdem a vegetacdo maiseréstica da Chapada
Diamantina (Conceicdo & Pirani 2005). Eles sdouidados por caatinga e por
cerrado, muitas vezes com estagios transicionai®adionos (Conceicéet al.
2005). Sao considerados importantes centros desdiagle da flora brasileira,
destacando-se por apresentarem grande numero éeiesspndémicas. (Harley &
Simmons 1986; Giulietti & Pirani 1988). Na Bahia oampos rupestres estao
predominantemente cercados por caatinga (Harleyr@n®ns 1986).

Algumas espécies de orquideas sdo endémicas de capgstre (van den
Berg & Azevedo 2005; Azevedo & van den Berg 200€bjno é o caso daattleya
pfisteri. Atualmente, poucos registros podem ser catalogddogo dessa espécie,
apesar de se apresentar distribuida nas proxindddelédMucugé e Rio de Contas,
regido cercada de serras (serra do Sincora, a &erRio de Contas e o Pico das
Almas), além de alguns registros antigos nas priokeides de Palmeiras e Barra de
Estiva.
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As populacdes das espéci€attleya pfisteri foram encontradas nos
municipios de Mucugé, Barra da Estiva, Ibicoaraagti. Em todos os municipios
coletados a vegetacao caracteristica encontradadampo rupestre. No municipio
de Mucugé além do Parque Municipal de Mucugé, lesilizada a 50km da saida
sul da cidade, conhecido com o Morro do Guiné, oselgpode encontrar @.
sincoranavivendo em simpatria com@. pfisteri O material tipo” da espécie foi
originalmente coletado em Barra da Estiva, no “Mafa Antena” onde a area ja esta
bastante degradada. As demais localidades ondeceatearam as espécies foram
estradas proximas as cidades onde a vegetacaonge capestre ainda se mostrava
bastante caracteristica. As espécies de Minas $&aipabstiie C. caulescens
ocorrem em regides de campos rupestres quartzitcéermacao Sao Jodo Del Rey
(C. pabsti), ou sobre canga de minério de Ferro, na regidQurilatero Ferrifero

(C. caulescens

Populacdes amostradas

Foram coletados 155 individuos de nove populagaasgais distribuidas nos
estados da Bahia, municipios de Mucugé, Barra tea-ECaetité, Ibicoara e Ituacu,
e de Minas Gerais, municipios de Tiradentes, Ceasare Ibirité, agrupadas
inicialmente em cinco taxonsCattleya pfisteri C. pabstii, C. caulescens, C.
sincorana e C. aff. pfisteri (Tabela 1). Sendo que &. sincorana, mesmo
pertencendo a secabladrolaelia foi incluida no estudo devido a provavel
ocorréncia de hibridacdo cod. pfisteri. C. aff. pfisteri apresenta semelhancas
morfologicas com aC. pfisteri, contudo por estar distante geograficamente e
apresentar um padrdo de tamanlierenciado, faz-se necessario a inclusdo desta
populacdo neste estudo para melhor definicdo tawmmad Foram retirados
individuos distantes entre si para evitar cloneketados em diferentes moitas, ramos
vegetativos, pois essas plantas formam grandesgmripossuem vida longa. Desta
forma, um Unico individuo pode formar um grangiEnet constituido por varios
rametssobre a rocha.

Foram amostrados, em meédia, 17 individuos de cagalgcdo, com
amostras de 12 e outras de 34 individuos. Das aopes deC. pfisterifoi coletado
um material testemunh@duchej que foi depositado no Herbario da Universidade
Estadual de Feira de Santana (HUEFS) para a ioewgfiio de cada amostra. As
espécies mineiras foram coletadas fora do periedtorhgéo.
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ISSR

Pedacos da folha ou partes florais foram coletahosgyel de CTAB (35%
NaCl e 3% CTAB) para a extracdo do DNA utilizandprotocolo CTAB de Doyle
& Doyle (1987). O DNA extraido foi quantificado ates de eletroforese em gel de
agarose a 1% com tampéo borato de sodio (SB) (B&oHgrn 2004) corado com
brometo de etidio na presenca do marcddmnbda Hind Il e posteriormente
fotografado e quantificado com o sistema da KodaR& 1D 3.6.

O DNA genbdmico total foi utilizado para a amplifi@ através da reacdo em
cadeia da polimerase (Polymerase Chain ReactioltR) Beguindo o protocolo
modificado de Wolfeet al. (1998). A amplificacdo de todos os fragmentos foi
realizada em um volume total de gl%contendo, 1,8l de solu¢do tampé&o 10x, 3mM
de MgC}, 0,2mM de DNTPs, 0,4mM derimer, 0,38mM detaq DNA polymerase
(PhNeutria), 1,0 de DNA gendmico (diluido 1:10) e 12,084de &gua destilada
para osprimers(Tabela 2)UBC 898, UBC 899, JOHN, MAO, MANNY e OMAR,
ja oprimer AW3 teve a amplificacdo de todos os fragmentoseite em um volume
total de 19l contendo 1,8l de solugcdo tamp&o 10x, 2mM de MgQd,2mM de
DNTPs, 0,4mM deprimer, 0,38mM detaq DNA polymerase (Phoneutria, Belo
Hortizonte), 1,0l de DNA gendémico (diluido 1:10) e 12,4d4le agua destilada. As
amplificacbes foram realizadas em termocicladokiRétlmer GeneAmp 9700.

Foram testados 2primersdiferentes para verificar a amplificacdo do ISSR
por PCR sendo que sete destes (UBC 898, UBC 89aN,JMAO, MANNY,
OMAR e AWB3) obtiveram bons padrdes eletroforéticogra a analise. A
amplificacdo dos fragmentos iniciou com um ciclo dsnaturacédo de inicial de
94°C por 1 minuto e 30 segundos, seguidos de 3bscite amplificacdo com
desnaturacao a 94°C por 40 segundos, anelameBRCgdr 45 segundos, extensao
a 72°C por 1 minuto e 30 segundos, apds o0s cigos mais duas variacdes
acrescentadas a primeira de 94°C e a segunda GeafdBas por 45 segundos,
seguidas de uma extensdo final a 72°C por 7 minutealizando assim a
amplificacdo dos 155 individuos do estuds produtos da reacdo de PCR foram
separados e visualizados através de um gel desagar6% em tampdo SB 1x,
utilizando 6ul de brometo de etidio na presencendcadodadderde 100 pares de
bases, as bandas foram visualizadas em transluoninelf (Spectroline) e

documentadas em Kodak 1D 3.6 (Figura 3).
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O tamanho dos fragmentos (bandas) foi utilizada jplesignar os locos em
cadaprimer. Os locos foram tratados como dialélicos (1 = bamesente; 0 = banda
ausente). Foi criada uma matriz binaria a partg dados obtidos em cada loco. A
variacao genética dentro e entre populacdes fdisada através dos estimadores dos
parametros: nimero médio de alelbs®)( numero de alelos exclusivos, percentual
de locos polimorficos R), diversidade génica de Nei (1973) - Heterozigadéd
dentro da populacdoH§), diversidade entre populacbe&sf), mensurando a
diferenciacéao das populactes (Culiyal. 2002) a estruturacéo genétices), para
fins de analise populacional genética e sua coagaéo/(Pearse & Crandall 2004),
sendo os dois ultimos de grande importancia paahiaa\a estrutura populacional, o
modelo de ilhas (Takahata & Nei 1984), utilizanddGENALEX 6 (Peakall &
Smouse, 2006)..

O fluxo génico m) e Distancia genética de Nei (1978) foram estimado
através do software POPGENE (Yeh & Boyle 1997) @ENALEX 6 (Peakall &
Smouse, 2006), sendo Gst estimado somente pelo POPGENE (Yeh & Boyle
1997). Esse fluxo génico foi corrigido indiretamenatraves da formuldm= 0.5 (1-
Gs1)/ Gst (McDermott & McDonald, 199Zpud Brandao 2008), pelo fato de que o
ISSR é um marcador dominante. A Distancia genéchlei (1978) e a estruturacao
genética, Esy), par a par foram estimadas através do AFLP-SUR\W\ekeman®t
al. 2002). O software AFLP-SURV é indicado para estiraadiversidade e a
estrutura genética de populagfes para marcadoresutares e calcular a matriz de
distancia genética entre populacbes. O programeaegarmpor estimar frequéncias
alélicas em cada marcador para cada loco admiaddominante e ter apenas dois
alelos (um alelo dominante marcador codifica pgpeeaenca de uma banda em uma
determinada posicdo, e um alelo recessivo nuldficadbara a auséncia da banda)
(Vekemanset al. 2002). Além disso, o0 programa permite utilizar @todo
Bayesiano que calcula a distribuicdo de frequérduaslelo com base na variagao ao
longo das frequéncias de fragmentos na amostra @@ admite-se que as
populacdes estdo em Equilibrio de Hardy-Weinbengando se trata de diversas
populacdes, a distribuicdo do alelo e frequénciamléulada separadamente para
cada populagdo. Este método é o0 mais genérico samuo processo
computacionalmente bastante intenso, de modo gueeuw uso em testes ou
permutacdo adicionado a indices de supbdeistrapspossibilita uma precisdo dos

resultados (Vekemaret al. 2002). A partir das distancias obtidas, foramizedhs
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andlises de agrupamentos pelos algoritmos UPGMAighor-Joining, utilizando
os softwares NEIGHBOR e CONSENSE do pacote PHYEHsenstein 2007).

Além disso, foram realizadas uma Anélise de Coadas Principais (PCO)
e uma Analise Molecular de Variancia (AMOVA) condtl&z através do GENALEX
6 (Peakall & Smouse, 2006). Para todas as andfisas conduzidos quatro tipos
de delineamentos amostrais, sendo o primeiro coastas populacdes do estudo, o
segundo sem as populacdes que possivelmente sofregresséo, pois as amostras
que estdo em possivel introgress@o ffisterie C. sincorana e podem alterar as
relacdes entre as espécies, o terceiro somenteas@upulacdes de. pfisterie C.
sincorana para verificar justamente o grau de introgress&ua existéncia, e 0
quarto tipo somente com as populacdesCdepfisteri A Analise Molecular de
Variancia (AMOVA) produz estimativas analogas amtésticas F, que refletem a
correlacdo de diversidade de haplotipos nos difesemiveis de subdivisdo
hierarquicos. O método é flexivel o suficiente pacamodar a entrada de matrizes
em diversas alternativas, correspondendo a difeseifios de dados moleculares e
pressupostos evolutivos, sem modificar a estrliésica da analise (Excoffiet al.
1992). Além da Andlise Molecular de Variancia (AM8Mo GENALEX 6 (Peakall
& Smouse 2006) permite verificar o compartiihamed® locos entre pares de
populacdes, e foi utilizada para quantificar o niorde locos compartilhados entre a
populacao d€. pfisteri(PF-MU) eC. sincoranague ocorrem em simpatria.

Além disso, foi utilizado o software STRUCTURE 2ZRZitchardet al. 2000)
para verificar a relagdo entre as populacdes obtendepresentacdo da estrutura
genética das populacdes amostradas. Além dissoseftivare avalia o numero real
de populacdes através da homogeneidade destasilgcélo Delta K) com a
finalidade de identificar os grupos populacionazseelacdes entre as populagdes. O
STRUCTURE 2.2 permite diferenciar tais grupos papwanais de forma
independente (Evanret al 2005). O resultado da analise € fornecido na dodm
grafico representado por cores onde cada cor mareatruturacdo genética da

populacao e define as suas relacées com as deomaikapoes.
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Resultados

Os setegprimersutilizados geraram 122 locos com boa resolucaogaad),
bandas com pouca intensidade e de dificil ideatifio foram excluidas da analise. O
tamanho dos fragmentos variou de 150 a 1600 parbasks (pb), aproximadamente.
O numero de bandas geradas pomer variou de 15 a 20 com uma média de 17,4
bandas poprimer (Figura 3).

Nenhuma das populacdes d& pfisteri apresentou bandas exclusivas,
enquanto que as demais populacdes apresentarammeets uma. A populacdo que
apresentou o maior numero de bandas exclusivas fmipulacdo d€. caulescens
que apresentou 3 bandas exclusivas. A proporcdocds polimorficos variou de
27,05% (PF-IB) a 59,84% (PF-MU), ambas as populad@€. pfisteri A populacéo
de Carrancas d€. pabstiiapresentou o maior média de heterozigosidade @spera
(0,215) seguido pela populagado@epfisteri(PF-MU) com 0,201, sendo que a menor
média encontrada na populacacQigfisteri(PF-1B) (0,093) (Tabela 3).

Na analise de coordenadas principais (PCO), em pnmzeira analise com
todas as populacbes do estudo obtiveram-se oprtndsiros eixos correspondendo a
77,4% da variancia observada, sendo que o prim@xo explica 37,87% dessa
variancia separando@ pfisterie C. sincoranadas demais espécies. O segundo eixo
explica 24,56% da variancia separando. gfisterida C. sincoranaalém de separar
asCattleyaaff. pfisterie C. pabstiide C. caulescengFigura 4B). O segundo tipo de
andlise foi realizado entre sete populagbes dascespdeC. pfisteri, Cattleyaaff.
pfisteri, C. caulescens C. pabstij retirando, como mencionado, as populacteS.de
sincoranae C. pfisteri(PF-MU), populacdes com possivel introgressaotaNasalise
os trés primeiros eixos corresponderam a 80,22%adancia, sendo que o primeiro
eixo explica 41,6% dessa variancia separa@d@fisteri das demais espécies, 0
segundo eixo explica 25,16% da variancia separasdoattleya aff. pfisteri e C.
pabstii de C. caulescens No terceiro tipo de analise foram incluidas sat@esinco
populacdes d€. pfisterie C. sincoranacujos trés primeiros eixos corresponderam a
94,49% da variancia observada, onde o primeiro exydica 62,94% desta variancia
separando &. pfisterida C. sincoranae o segundo eixo explica 18,86% separando
dentro deCattleya pfisterias populagbes de Ituacu (PF-IT) e Ibicoara (PFel&)

populacdes de Mucugé (PF-MU) e Barra da EstivaBRF-mostrando também a
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populacdo de Mucugé (PF-MU) como a mais proximapidgmilacdes d€. pfisteri
da populacdo d€. sincoranacom a qual vive simpatricamente (Figura 4A).

Na analise de agrupamento usando o algoritmo deMUR realizados com
a distancia genética de Nei (1978) com todas aslaoies em estudo, as populacdes
de C. pfisteriencontram-se agrupados com 100% de suporte semddentro deste
as populacdoes das localidades de Mucugé(PF-MU) maBda Estiva(PF-BR)
apresentaram 84% de suporte, considerando-se gopalproximas. Outro grupo
foi formado conC. aff. pfisteri, C caulesceng C. pabsticom 71% de suporte sendo
C. aff. Pfister(PF-CA) mais préxima d€. pabstiicom 52% de suport@igura 5B).
Os resultados encontrados na analise de agrupamsarido o algoritmo de UPGMA
gerados pelé-st par a par, para todas as populacdes em estudm s@melhantes ao
resultado obtido na Distancia genética de Nei (18#M8landdC. caulescengCA-IB)
que apresenta maior proximidade com as populagd€s pabstij porém com 45%
de suporte adicionado @ aff. pfisteri com 70% de suporte. Um destaque para as
populacdes d€. pfisteriagrupados com 99% de suporte sendo que dentre aest
populacdes das localidades de Mucugé(PF-MU) e Balaa Estiva(PF-BR)
apresentaram 91% de suporte, considerando-se gopalgproximas.(Figura 5A),
separando mais uma vez as populacoe€ .defisteri das demais populagcbes em
estudo.

O STRUCTURE 2.2 (Figura 6) detectou atraves doub@ldo Delta K que o
namero de populagBes geneticamente estruturadgisa€d sete, sendo sqteols
génicos diferenciados, ao invés de nove, indicanda estruturacdo génica similar
de algumas populacdes, especialmente toda€.apfisteri representadas pelos
nameros 1 a 4 no grafico, localidades de MucugéMPJy, Barra da Estiva (PF-
BR), lbicoara (PF-IB) e Ituacu (PF-IT), que forampresentadas pela mesma
coloracdo. A populacdo de numeroQ, pfisteri de Mucugé (PF-MU) apesar de
apresentar um padrdo de coloragcdo misto, apreskntarfluencia de outras
populacdes em especialCa sincorana(SI-MU), populacdo 5 no gréfico, indicando
uma introgressao entre essas duas espécies nealdalte de Mucugé. As demais
populacdes amostrada§;. aff. pfisteri (PF-CA), populacdo 6C. pabstii das
localidades de Tiradentes (PA-TI) e Carrancas (P)-@opulagbes 7 e 8,
respectivamente eC. caulescens(CA-IB), populacdo 9, apresentaram uma

estruturacéo génica especifica, independente, eoindi@ de coloracao diferenciados.
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O primeiro tipo de Analise Molecular de VariancidMOVA) realizado
envolve todas as nove populacdes do estudo demsoas espécies. Neste estudo foi
encontrado uma variacao entre as espécies de £ifip dlas populacdes de 39% e
entre as populacdes por espécies de 20%. O valestdaturacdo genétic&4y)
calculada pelo POPGENE foi de 0,5852 enquanto gliexo génico Nm) estimado
a partir dessa estruturacao foi de 0,3544. Em wegarsla analise, somente com as
sete populacdes de. pfisteri, C.aff. pfisteri C. caulescense C. pabstij retirando
aguelas que vivem em simpatria na localidade deulfeicaC. pfisterie C.
sincorang a variagdo encontrada entre as espécies foi%e @ntro das populacdes
de 36% e entre as populagbes por espécies de 288te,ND valor da estruturacéo
genética Gsy) calculada pelo POPGENE foi de 0,5272 enquantoogiliexo génico
(Nm) estimado a partir dessa estruturacéo foi de @,4M8 terceiro tipo de analise
foram utilizadas somente as populagbesCdepfisteri, e C. sincorana,a variacao
encontrada entre as espécies foi de 40%, sendodéb¥o das populacdes e 19%
entre as populacdes por espécies. O valor da wsttcdb genéticaGsy) calculada
pelo POPGENE foi de 0,393 enquanto que o fluxoage@m) estimado a partir
dessa estruturacédo foi de 0,7721. Fazendo umaears@inente das populacbesde
pfisteri, a variagdo encontrada entre essas populacde® f82%, sendo que 68%
estavam dentro das populacdes. O valor da esteatgenéticaGsy) calculada pelo
POPGENE foi de 0,3256 enquanto que o fluxo géntn) (estimado a partir dessa
estruturacédo foi de 1,0355. Resultados na Tabela 4.

Analisando os locos compartilhados de cada popaolpgée-se verificar uma
relacdo de hibridacdo e/ou introgresséo entre wpalacao deC. pfisteri(PF-MU)

e a populacdo d€. sincorana(SI-MU), populacbes que ocorrem em simpatria,
apresentando 10 locos compartilhados entre elasficdeam-se também nesses
resultados que existem 18 locos compartilhados strentre as populagdes Ge
pfisteri.

Discussao

Pode-se considerar que o estudo € um dos poudosrdaa a variabilidade

genética de populacdes nativas de Orchidaceae sendios primeiros a estudar a

variabilidade de uma espécie endémica e de digtéburestrita na Chapada
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Diamantina. As populacdes @attleya pfisterapresentaram um percentual de locos
polimorfico mais baixo que o resultado obtido erftués semelhante realizado com
C. elongataBarb.Rodr. (Cruz 2007). Os valores encontrados @arz (2007)
variavam entre 35% a 62% enquanto os resultadpsedente estudo co@ pfisteri
variam de 27% a 59%. Os dois trabalhos foram @@ddig em uma mesma regido,
sendo queC. elongatatem uma ampla distribuicdo na Chapada Diamantima, e
regides proximas e com um tamanho amostral bastenpto, justificando o fluxo
génico mais alto encontrado (1,2 aproximadame#te)populacdes d€. pfisteri
apresentam uma distribuicdo mais restrita e digjatm de um numero reduzido de
individuos nas popula¢gdes. Essa diferenca explgaesultados encontrados na
reparticdo da variabilidade genética estimada ésra¥a Analise Molecular de
Variancia (AMOVA), em queC. elongataapresentou uma variancia de 82% dentro
das populacdes e 18% entre as populacdes enqueaat@gio das populacdes e
pfisteri foi de 68% dentro das populagdes contra 32% easti@opulacdes. Isto pode
ser explicado pela auséncia de bandas exclusivasagla populacdo, sendo as
populacdes deC. pfisteri mais estruturadas geneticamente @ueelongata Em
ambos os trabalhos realizados a estruturagédo gégigaode ser considerada alta e
os valores proximos, sendo 0,32 o resultado oltielste estudo e 0,29 pata
elongata O resultado da AMOVA obtido também foi inferiar eesultado detectado
com Tipularia discolor(Pursh) Nutt. (Smitlet al. 2002), um dos trabalhos pioneiros
com a familia Orchidaceae analisando a variabiédamm ISSR.

O indice de bandas polimérficas nas populacbe€ dpfisteri (média de
36%) se enquadra como moderado (média de locos policoéréntre 30% a 40%)
quando comparado a outros resultados com ISSRdoSae inferior ao resultado
detectado com Asparagaceae (48%) (8ical. 2005) e Sterculiaceae (46%) (Jiein
al. 2004), superior ao encontrado na familia Taxa¢2a%) (Geet al. 2005b) e em
Amaranthaceae (22%) (Sheeigal. 2005).

Os menores indices de variabilidade genética foragistrados para as
populacdes d€. pfisteride Ibicoara (PF-IB) e Ituacu (PF-IT) e a populagie
apresentou maiores indices de variabilidade genédicde C. pfisteride Mucugé
(PF-MU). As populacdes de ltuagu, Ibicoara e BaaaEstiva foram encontradas
proximas a estradas de terra, em areas degradattagaeil exploracdo, fator que
pode ter reduzido a variabilidade genética, failiio a atuacdo de uma deriva

genética devido a uma possivel reducdo no tamaopalarional (Tremblay &
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Ackerman 2001; Ribeiro 2006; Cruz 2007). Entretamdtovalido ressaltar qué.
pfisteri estd4 distribuida em populacdes disjuntas devidoegcahtinuidade dos
afloramentos rochosos na Chapada Diamantina, agsutjue confronta o alto fluxo
génico detectado (Tabela 4). Contudo, fazendo ubsereacdo a representacao
grafica da estruturacdo genética (Figura 6) quetrm@s populagbes de. pfisteri
apresentam um Unico conjunto génico, indicando pool génico semelhante,
ressaltando a possibilidade de uma colonizacaot®ece, neste caso, tendo uma
baixa diversidade genética devido a seus fundadefeso fundador). Nao pode ser
descartada também a possibilidade de endogamiasngspulacdes. A possibilidade
de endogamia, processo de cruzamento entre plemtagerto grau de parentesco é
aceitavel quando se adiciona a ela o efeito doddod Isto € bem plausivel,
considerando que as populacdeCdefisteridas localidades de lbicoara, ltuagu e
Barra da Estiva consistiram de populagdes bem pagugoram amostrados todos os
individuos que se puderam localizar nestes locais).

A populacdo d€. pfisteride Mucugé apresentou o maior percentual de locos
polimorficos encontrada dentre as populacdes Cdepfisteri. Esta populacdo
apresentava uma ampla distribuicdo numa area c@usee de dificil acesso o que
possivelmente pode ter possibilitado esse altocéndie variabilidade encontrado,
além de se apresentar distante geograficamenteetasgisC. pfisteri Outro fator
que podem ter provocado essa alta diversidadeeataonado com a hibridacéo da
espécieC. pfistericom aC. sincoranaNeste estudo pode-se verificar a presenca de
10 locos compartilhados entre essas populacoemd@lressaltar qué. sincorana
apesar de ser do mesmo género, esta classificadaueen seccaoHadrolaelia).
Silva-Pereiraet al. (2007) encontraram o mesmo polinizador p@rapfisterie C.
sincorana Entretanto, existe, segundo os autores, uma ipatibilidade reprodutiva
unilateral e diferencas morfolégicas no tamanhopdates florais, que dificultariam
uma polinizagdo natural entre as duas espéciegefddtados obtidos atraves de
ISSR demonstraram que ha um fluxo génico entresess@écies, evidenciado pela
presenca desses 10 locos compartilhados somenéeesshs espécies. A populacéo
de Mucugé deC. pfisteri foi descrita como uma nova espédinffmannseggella
diamantinensis/.P.Castro & Marcal (2006), com base no maior tadmados seus
orgaos florais em relacdo as demais populacbe<.dgfisteri Apesar desta
diferenca, a populacdo de Mucugé apresenta 18 tmwopartilhados com todas as

outras populacdes de. pfisteri resultado que pode ser simbolizado pelo altooflux
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génico. Essegradrao também foi observado nesse estudo atravésndlise de
Coordenadas Principais (PCO), que agrupa todaspmsagoes d€. pfisteri(Figura

4A) e na analise do STRUCTURE (Figura 7). Nestanalt foi detectado um unico
conjunto génico pardaC. pfisteri (populagcdes 1 a 4 no gréafico), porém alguns
individuos da populacdo 1 apresentam visivel im&éggfo deC. sincorana
(populacédo 5 do graficoDs marcadores de ISSR tem sido uma otima ferramenta
para deteccdo de introgressdo, como em algunshosbam diversas familias como
Rubiaceae (Ruast al 2003), PinaceaéNkongoloet al. 2005) e Asteraceae (Abbott

et al. 2003), dentre outros, e foram eficientes em datemdm grande precisdo o
fendbmeno nas populagdes em estudo no presentthtraba

Analisando as populacbes de. pfisteri com as espécies proximas.
caulescens, Gaff. pfisterie C. pabstiiobteve uma variacdo entre as espécies de 39%,
uma variagcéo dentro das populagdes de 36% e unagdarentre as populacdes por
espécies de 25%. Isso pode ser explicado pelodessas espécies, apesar de
apresentarem uma semelhanca morfologica, proxiraigadética. Esse evento pode
estar acontecendo com a populacadCdaff. pfisteri (PF-CA) que geneticamente
apresenta-se diferenciada das pfisteri ora agrupada com as populacbesGle
pabstii(Figura 5B), resultado obtido através da Distageiaética de Nei (1978), ora
agrupada com as espécies de Minas Getaisaulescens C. pabstii,(Figura 5A),
resultado obtido através do o indice Flg par a par, estando sempre relacionada
com as espécies mineiras. Isto indica que essdgudimude Caetité, por se localizar
distante geograficamente de todas essas outrasiespg#ode estar passando por um
processo de especiacdo, e uma consequente fornuEcaespécie nova. Essa
diferenciacdo pode ser causada pmdol génico dos seus fundadores e pela deriva
genética aleatoria em funcdo do tamanho populdci@ir@mblay & Ackerman
2001).

Quando se compara os resultados obtidos na arélisglvendo todas as
populacdes amostradas no estudo com os dados ®hticwvés da andlise das sete
populacdes deC. pfisteri, C.aff. pfisterj C. caulescense C. pabstij retirando
aquelas que vivem em simpatria na localidade deubfgicaC. pfisteri e C.
sincorana, verificou-se que ao reduzir o nimero de espézigariagdo entre as
populacdes por espécies ampliou de 20% para 25%provando o quanto as
populacdes que viviam em simpatria influenciaram msultado, devido a

diferenciagéo elevada d€. sincorana Comparando o resultado obtido com o
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trabalho realizado poMeloni et al. (200§ realizado comJuniperus phoenicea
pode-se verificar uma grande variacao dentro daslpgdes, 76%, e uma reduzida
variacdo entre as populacdes, 7%. Segundo os auéssa maior variabilidade
dentro das populacdes é decorrente das barreioggajieas, diferente do realizado
neste trabalho em que a variacdo dentro das pdmdaé proOxima da variagdo
encontrada entre as espécies. Tomando como basmtsoaspopulacfes deC.
pfisteri, e C. sincoranaa variagcdo encontrada entre as espécies foi de do6%d
variacdo dentro das populacdes de 41% e uma variagie as populacdes por
espécies de 19%. Este resultado indica que a p@mulieC. sincoranainfluenciou
muito nos resultados visto que ela pertence a @dcgéo. Visto que quando se
analisa somente &3. pfisteria variacdo dentro das populacdes torna-se muii® ma
elevada que entre as populacdes.

Os dados apoiam a descricdoQleff. pfistericomo uma nova espécie, com
base nos dados genéticos, especialmente no PCO aiséAngerada pelo
STRUCTURE. Dados do campo também mostram que eptagtéao floresce cerca
de um més antes das populacde€ dpfisteri e este padrao foi mantido sob cultivo
nas mesmas condi¢cdes que as populacd€s g@ésteri Isso indica um mecanismo
de isolamento reprodutivo temporal adicional. Aip@s geogréafica dessa populagéo,
municipio de Caetité, mais estreitamente relacianeoim as espécies de Minas
Gerais, também pode proporcionar uma melhor compéee dos padrdes
biogeograficos de popula¢des de orquideas e plantasampos rupestres da cadeia
do Espinhaco. Uma clara divisdo entre as duasspdai€adeia do Espinhaco (Bahia
e Minas Gerais) surgiram a partir de varios tratslbtilizando dados genéticos
(com orquideas, Borba et al. 2001 e Ribeiro e2@08), e até mesmo de analise
floristica de espécies de orquideas em difereness §dAzevedo e van den Berg
2007a). Estes trabalhos, no entanto, ndo se amahsas populacbes das cadeias
montanhosas no sudoeste da Bahia, ao sul de Cdetisd de coleta de€. aff.
pfisteri. Nossos dados genéticos sugerem uma relacéo stagaedesta area com as
areas em Minas Gerais do que a Chapada Diamané#rizghia.

A introgressdo de&€. sincoranaencontrada na populacdo de MucugéCde
pfisteri deve ser analisada com mais cuidado, visto qaehdstidacdo causou uma
diferenciacdo genética, e no futuro poderia sestoamar em uma variedade ou até
uma espécie nova. Assim, faz-se necessario a e@géerde uma das populacdes de

C. pfisteri,dentre as de Ibicoara, ltuacu e Barra da Estiw0 vjue elas apresentam
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uma composi¢cao genética semelhante. Por ser un&orég vilas e distritos, seria
melhor a conservagéo de amostras em jardins botri@ criagdo de um banco de

sementes para que possa ser preservado esse cQguicD.
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Tabela 1 Identificacdo, localizacdo geografica, a localel@ o municipio, além do nimero de individuoszatilos na analise genética
através do marcador ISSR nas nove populaco€atlieya pfisteri, C. pabstii, C. caulescens, @ceranae C. aff. pfisteri. Os

voucherdoram depositados no acervo do Herbario da Undedse Estadual de Feria de Santana (HUEFS).

Populacao Municipio Localidade Localizacao Numerod  Voucher
individuos
Cattleya pfisteri
PF-MU Mucugé - BA Distrito do Guiné, 1350 metros. 12°45'15"S, 41°30°'27"W 34 J.R. Santos Silva
03
PF-BR Barra da Estiva Morro da Antena, 1232 metros. 13°41’39"S, 41°19%02” 15 J.R. Santos Silva
- BA 37
PF-IB Ibicoara - BA 8km de Ibicoara, nas margeagstrada  13°34'14"S, 41°36'35"W 16 J.R. Santos Silva
em direcédo para Cascavel, 1096 metros. 64
PF-IT ltuacu - BA 17km de ltuagu, em diregao aegamlo de  13°47°'28"S, 41°25'27"W 15 J.R. Santos Silva
Acude, 1059 metros. 74
Cattleya pabstii
PA-TI Tiradentes - MG Serra Sao Joseé, 1090 metros 21°06'24"S, 44°11'50°'W 20 J.R. Santos Silva
113
PA-CA Carrancas — MG  Pedreira do Guilherme, 1164 metros 21°30'08"S 8e133"W 12
Cattleya caulescens
CA-IB Ibirité — MG Arredores do Parque EstadualRina 20°03'39” S, 44°02'06"W 13
Moca, 1377 metros
Cattleya sincorana
SI-MU Mucugé — BA Distrito do Guiné, 1350 metros °4%15"S, 41°30°'27"W 13 Smidt 294
Cattleya aff. pfisteri
PF-CA Caetité — BA Estrada de Caetité para Brejitédis 14°10'66"S, 42°29'10"W 17 J.R. Santos Silva

Ametistas, 5km, 1173 metros.

92
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Tabela 2. Identificacdo doprimer, seqiéncia, niumero de bandas analisadas e
variagdo no tamanho (em pares de bases — pb) destatas analisadas dos
respectivogrimers na analise de variabilidade genética em padrodS8R nas 9

populacdes d€. pfisterj C. aff. pfisteri,C. caulescens:. pabstiie C. sincorana.

N°. de bandas Tamanho das bandas

PRIMER SEQUENCIA analisadas (pb)
AW3 (GTRG 16 300 - 1500
JOHN (AG)YC 19 200 - 1500

MANNY (CAC)4RC 20 200 — 1500
MAO (CTCuRC 16 300 - 1600
OMAR (GAG),RC 15 150 - 1300

UBC 898 (CA}RY 17 200 - 1400

UBC 899 (CAYRG 19 300 - 1600

Tabela 3. Variabilidade genética encontrada em 122 locosISfeR em nove
populacdes d€. pfisteri C. aff. pfisteri,C. caulescens;. pabstiie C. sincoranaOs
nomes das populacdes estdo apresentados na Tabela $ua referida espécie.
Numero médio de alelodlf): Total de fragmentos encontrados em cada populaca
N° de alelos exclusivos: Total de fragmentos emados em uma Unica populacao;
percentual de locos polimorficoR)( Heterozigosidade dentro da populacés) (-
diversidade génica de Nei (1973).

Populacdo N°médio N°de alelos Percentual de locos Heterozigosidade

de alelos  exclusivas polimorfico (P) dentro da
(Na) populacaoKls)

PF-MU 99 0 59,84% 0,201
PF-BR 84 0 30,33% 0,117
PF-IB 83 0 27,05% 0,093
PF-IT 73 0 27,87% 0,103
SI-MU 90 2 44,26% 0,172
PF-CA 86 1 36,07% 0,147
PA-TI 77 1 39,34% 0,151
PA-CR 84 1 52,46% 0,215
CA-BI 74 3 37,70% 0,148
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Tabela 4. Tabela da Analise Molecular de Variancia (AMOVAlvelvendo as
populacdes em estudo em diferentes combinagcbeS&sOe 0 N, dentro dessas

combinagdes com as populacdes.

Anélise 4 populacbes 5 populagbes 7 populacdes do Todas as 9

Molecular deC. pfisteri deC. pfisterie estudo retirando  populagdes em

de C.sincorana  apena<. pfisteri estudo
Variancia (Mucugé)eC.
sincorana
Entre as 32% 40% 38% 41%
populacdes
Entre as -- 19% 25% 20%
populacdes

por espécies

Dentro das 68% 41% 36% 39%
populacoes

*Gs/Nm  0.3256/1.0355 0.3930/0.7721 0.5252/0.4484 0.5852/0.3544
* Ggr gerado pelo software POPGENE.

1 2 3 4 5 6 7 8 @0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

———

Figura 3. Gel de agarose corado com Brometo de Etidio makirarpadrdo eletroforético
de ISSR pela amplificacdo dmimer UBC899 em populacdes deattleya pfisterie C.
sincorana Da esquerda para direita: Aplicacbes de 1-6, lpgfo deC. pfisteri de
Mucugé; Aplicacbes de 8-12, populagédo @e sincoranade Mucugé; Aplicacdo 13
controle; Aplicagbes de 15-20, populacaoiegfisteride Barra da Estiva; Aplicagbes 7 e
14 marcador de 100 pares de bases (pb) Laddeipd@sde bandas utilizadas para a analise

estao indicados com setas.
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Figura 4. Andlises de Coordenadas Principais (PCO) baseawd2loci de ISSR. O

nome das populacbes estdo apresentados na Tabela Analise com as nove

populacdes das espéci€attleya pfisteri, C. sincorana, @ff. pfisteri C. caulescense

C. pabstii.B. Analise com cinco popula¢gbes das espéCiegfisterie C. sincorana.
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PF-MU

PF-IT

PF-IB
PF-IB PF-IT

SI-MU
SI-MU

PA-TI

PA-TI
PA-CR

Figura 5. Dendrograma mostrando as relacdes entre as ropreagdes d€attleya pfisteriPF-MU, PF-BR, PF-IT, PF-IB)C. sincorana
(SI-MU),C. aff. Pfisteri(PF-CA), C. caulescenfCA-BI) e C. pabstii(PA-TI, PA-CR), utilizando o UPGMA como algoritme égrupamento
baseado nos 122 locos de ISSR. Os numeros sédsutmdes déootstrapacima de 50A. Dendrograma gerado a partir st par a parB.

Dendrograma gerado a partir da distancia genééiddeil (1978). Ver codigo das populagbes na Tahela 1
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Figura 6. Representacdo da estrutura genética encontradaamtrove populacdes

2 4

de Cattleya pfisteri, C. sincorana, @ff. pfisteri C. caulesceng C. pabstii 1 a 4
populacdes d€. pfisteri localidades de Mucugé, Barra da Estiva, Ibicealtmacu,
respectivamente. 5 populacdo @ sincorana da localidade de Mucugé. 6
populacdo deC. aff. pfisteri de Caetité. 7 e 8 populacbes Qe pabstii das
localidades de Tiradentes e Carrancas. 9 populde&b caulescentocalizada em

Ibirité.
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CAPITULO II: ANALISE MORFOMETRICA DE  CATTLEYA PFISTERI
(PABST & SENGHAS) VAN DEN BERG (ORCHIDACEAE) E ESPECIES
RELACIONADAS

Resumo:

(Andlise morfométrica deCattleya pfisteri (Pabst & Senghas) Van den Berg
(ORCHIDACEAE) e espécies relacionada€attleya € um Género Neotropical
sendo a maioria das espécies encontrada no BYasile trabalho foram amostrados
78 individuos de seis populagfes pertencentes daxénsCattleya pfister;i C. aff.
pfisteri e C. pabstiidistribuidas nos estados da Bahia, municipios deulgé, Barra
da Estiva, Caetité, Ibicoara e ltuacu, e de Minaga{S no municipio de Tiradentes
As flores foram dissecadas e montadas em ficheasidlade onde foram medidos 38
caracteres quantitativos continuos de labelo, aétdpala lateral e dorsal, coluna,
estigma, ovario, pseudobulbo e folha, utilizandyueée paquimetro. Inicialmente foi
realizada uma Analise Discriminante Candnica (DC#nando como variavel
categodrica as populacdes. Foram realizadas anaesesgrupamento através do
algoritmo UPGMA (inweighted pair-group method of averagesm as distancias
de Mahalanobis provenientes da DCA. Os resultadodD@GA indicam que as
populacdes d€. pfisteride Mucugé e &attleya pabstide Tiradentes sdo separadas
no primeiro eixo, que explica 67,62% da variand®a.segundo eixo separa a
populacdo d€attleyaaff. pfisteri de Caetité das populacdesC@epfisteride Ituacgu,
Ibicoara e Barra da Estiva. Os resultados da andésagrupamento sao similares aos
resultados de DCA, repetindo alguns agrupamento® cpor exemplo, aS. pfisteri
dos municipios de Barra da Estiva, lbicoara e UudQe acordo com dados
morfométricos Cattleyaaff. pfisteri € mais préoxima d€. pfisterido queC. pabstij
que foi a outra espécie do mesmo grupo incluidaenestudo Ja a grande
diferenciagéo encontrada em uma das populaco€s pliésteri(Mucugé) pode estar
relacionada com a introgressédo genética, deteetiaaleés de dados moleculares em

outro estudo.

Palavras-chave: Orchidace&attleyg Morfometria, Variabilidade populacional.
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Abstract:

(Morphometric Analysis ofCattleya pfisteri(Pabst & Senghas) Van den Berg -
ORCHIDACEAE). Cattleya is a Neotropical genus with ca. 112 species, most
species occur in Brazil. We analyzed 38 charactérsontinuous quantitative
measures from flowers and vegetative organs forphwmetric analysis. In this
work we sampled 78 individuals from six natural plgions distributed in the States
of Bahia, municipalities of Mucugé, Barra da EstiGaetité, Ibicoara and Ituacu,
and Minas Gerais in the city of Tiradentes grouima three taxaC. pfisterj C. aff.
pfisteri and C. pabstii The flowers were dissected and mounted on flshaets,
which were measured using ruler and caliper. liytime was performed a Canonical
Discriminant Analysis (DCA, also called Canonicariates), taking as a categorical
variable the populations. We performed also Cluatslysis through the algorithm
UPGMA (unweighted pair-group method of averagesthwihe distances of
Mahalanobis from the DCA. The results of the DCAioate that the populations of
C. pfisteri of Mucugé andC. pabstiiof Tiradentes are separated in the first axis,
which explains 67.62% of the variance. The secodisl separates the population of
C. aff. pfisteriof Caetité from populations &. pfisteriof ltuacu, Ibicoara and Barra
da Estiva. The results of the Cluster Analysis sirgilar to the results of DCA,
repeating some groups, such as the groupin@.gffisteri of the municipalities of
Barra da Estiva, Ibicoara and ltuagu. Accordingitwrphometric dateC. aff. pfisteri

is closer toC. pfisterithan toC. pabstij differently of molecular results. The great
differentiation found in one of the populations ©f pifsteri (Mucugé) could be

related to introgression, detected by moleculaa dathe former study.

Keywords: Orchidacea€attleyg Morphometric Analysis, Population Variability.
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Introducao

O géneroCattleyaé um género Neotropical sendo a maioria das espécie
encontrada no Brasil. E largamente utilizado comoamental sendo bastante
popular dentre as orquide@&/ithner 1988).Cattleyapertence a subtribo Laeliinae
(tribo Epidendreae) e ja foi estudado do pontoid&wmolecular para resolucéo de
aspectos filogenéticos (van den Beefy al 2000). Laeliinae € uma subtribo
neotropical que tem chamado a atencéo de taxorasrestolecionadores por conter
diversos géneros de flores grandes, facil cultirteresse ornamental (van den Berg
& Chase 2004).

Cattleya pfisteri(Pabst & Senghas) Van den Berg apresenta geralmente
apenas uma folha. Suas flores sdo purpuras, pexjuesia espécie esta inclusa no
subgénerdParviflorae, que apresenta de 40-50 espécies de dificil sejmr&sta
espécie foi descrita em 1975, sendo endémica dpa@haDiamantina — BA, Brasil.
E proxima de um grupo de espécies mineiras, edpeniteC. caulescengLindl.)
Van den Berg €. pabstii(Lindl.) Van den Berg. As relacbes entre estas @epé
sao incertas, mesmo porque no estudo filogenégomd den Bergt al (2000), ndo
foi encontrada variabilidade nas sequéncias dederfiro deste grupo.

A Chapada Diamantina apresenta um grande centraivirsidade de
orquideas (Azevedo & van den Berg 2007a), em fudgiapresentar diversos tipos
de formacdes vegetais, e especialmente formacdeandgo rupestre onde a familia
€ bastante representativa (van den Berg & Azevdfib)2 Os campos rupestres
compdem a vegetacdo mais caracteristica da Chdp@aaantina, caracterizada
principalmente por ervas e arbustos distribuidos mwsaicos, com habitats
diferenciados (Conceigéo & Pirani 2005). O campeestre € um tipo de vegetacao
que ocorre nas regides sudeste e nordeste do,Brasikestados de Minas Gerais e
Bahia. Sua formacdo € caracterizada por uma vegetaberta, herbacea solo
rochoso, com muitas plantas fixadas sobre as roelabustos em regibes onde o
solo é rico em quartzito e gnaisse (Giulietti. &aRfi 1988; Borba & Semir 1998;
Borbaet al.2001).

O conjunto de serras que compdem a Chapada Diamamidica uma
descontinuidade da vegetagcdo 0 que promove O esgh@Mia especiacdo e a
formacao de populacdes disjuntas (Giulietti. & RirE988). Estudos sobre a familia

Orchidaceae realizados na Chapada Diamantina téphiaglm a identificacdo do
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endemismo da area (van den Berg & Azevedo 2005yveédhe & van den Berg
2007a; Borbat al. 2007a; Azevedo & van den Berg 2007b). Outros reseastudos
realizados através de analise de dados morfolégitdoe corroborado a
caracterizacdo e diferenciacdes intra e interebpaside algumas populacdes de
Orchidaceae (van den Berg & Martins 1998; Boebal. 2000; Cardimet al. 2001;
Carlini-Garciaet al. 2002; Borbaet al. 2002; Goldmaret al. 2004; Ribeiro 2006;
Borbaet al. 2007a; Cruz 2007; Ribeiret. al. 2007) poucos destes coGattleya
bem como em outras familias (Rossal 2005).

As medidas de diversidade morfolégica, que podetar @glacionadas a
morfometria, sdo essenciais em estudos genéti@m®légicos, e as variaveis sao
tradicionalmente utilizadas em analises morfomastic A morfometria é definida
como descricdo, andlise e interpretacdo quanttati® forma e da variacdo da
estrutura biolégica (Monteiro & Reis 1999). As ased séo realizadas por métodos
de estatistica multivariada, estudo em que muiftipledidas sdo analisadas sobre
cada individuo. Assim, a analise multivariada inchs técnicas de mudltiplas
variaveis (Hairet al. 2005). Segundo Rencher (2002), analise multivar@hesiste
em uma colecdo dos métodos que podem ser usadodogdaversas medidas séo
feitas em cada individuo ou objeto em uma ou vanagstras. As medidas sao vistas
como variaveis e os individuos ou os objetos comdades (unidades de pesquisa,
unidades de amostragem, ou unidades experimentaispbservacoes. Essas
variaveis sdo medidas em cada unidade de amostrdg@oamente, estas variaveis
sao correlacionadas. A analise multivariada de fomaa geral refere-se a todos os
meétodos estatisticos que analisam simultaneamentgplais medidas em cada
individuo ou objeto sob investigacdo (Johnson & MWgia 1998). Existem alguns
métodos e técnicas utilizadas em dados estatisttormso a analise das variaveis
canbnicas que é uma abordagem estatistica basthli#ada para identificar os
caracteres que contribuem para correlacionar a&ve#s e 0s eixos candnicos, bem
como explorar a separacdo dos grupos por esses. €xubra técnica utilizada € a
analise de agrupamento que € uma técnica analftizada para estimar subgrupos
através da similaridade entre as unidades anadis@idair et al. 2005). Estudos
morfométricos utilizam variaveis continuas e corapapopula¢des em niveis intra-
especificos e interespecificos (van den Berg 199@gsibilitando também estudos
relacionados com evolucao e hibridacéo, alianddaoks de morfometria e outros

estudos biossistematicos (Goldman & Orzell 2000).
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Visando analisar a variabilidade morfométrica @attleya pfisteri,faz-se
necessario uma abordagem populacional para seekstab as relagfes intra e
interpopulacionais. Assim, o presente estudo viagnisticar morfologicamente o
quanto as populacdes sdo variaveis entre si e s@apEcies proximas, visto que ha
uma semelhanca dos individuos analisados, alénerifecar a variagdo morfoldgica
perceptivel da populacdo de Mucugé,Qlefisteri que sofre introgressao conCa
sincorana populagdes que vivem em simpatria, resultadodobditravés de dados

moleculares (cap.1).

Materiais e Métodos

Area de estudo

A Chapada Diamantina ocupa aproximadamente 15%rdtotio da Bahia e
corresponde a parte baiana da Cadeia do Espineate a bacia do Rio S&o
Francisco e os rios Paraguacu e Rio de Contass(étsal 1985). A Chapada
Diamantina tem sido considerada uma regido de ragtramportancia bioldgica,
sendo delimitadas trés unidades de conservacadacdado-se o Parque Estadual de
Morro do Chapéu, a Area de Protecdo Ambiental (ARWyimbus - Iraquara e o
Parque Nacional da Chapada Diamantina (Retls 2005).

Os campos rupestres sdo circundados por caatipgaoerrado, muitas vezes
com estagios transicionais ou ecétonos (Concegtdal. 2005). Sdo considerados
importantes centros de diversidade da flora biesjledestacando-se por
apresentarem grande numero de espécies endéntitzmtey( & Simmons 1986;
Giulietti & Pirani 1988). Na Bahia os campos rupestestdo predominantemente
cercados por caatinga (Harley & Simmons 1986).

Algumas espécies sdo endémicas de campo rupestr®y € o caso da
Cattleya pfisteri encontrada em altitudes em torno de 1000-150@m ¢en Berg &
Azevedo 2005; Azevedo & van den Berg 2007a). Expsigco registro d&. pfisteri
atualmente, apesar de se apresentar distribuidaraasidades de Mucugé e Rio de
Contas, regido cercada de serras, Serra do Sirc&erra do Rio de Contas e o Pico
das Almas, além de alguns registros antigos nasmigades de Palmeiras e Barra
de Estiva.

As populacdes de&attleya pfisteriforam encontradas nos municipios de

Mucugé, Barra da Estiva, Ibicoara, ltuagu (Figuja Em todos os municipios
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coletados a vegetacao caracteristica encontradadampo rupestre. No municipio
de Mucugé esté localizada a 50km da saida suld#@eio Morro do Guiné, onde
encontra-se &. sincoranavivendo em simpatria com@. pfisteri. O material-tipo
da espécie foi coletado em Barra da Estiva, no fdMda Antena” onde a area ja esta
bastante degradada. As demais localidades ondecsatearam as populagcbes das
espécies foram estradas proximas as cidades omdgetacdo de campo rupestre

ainda se mostrava bastante caracteristica.

Populacdes amostradas

Foram amostrados quatro individuos @epabstiilocalizada no estado de
Minas Gerais no municipio de Tiradentes; 62 indio&l de quatro populacdes de
Cattleya pfisterilocalizadas nos municipios de Mucugé, Barra dav&stbicoara e
ltuacu e 12 individuos d&. aff. pfisteri no municipio de Caetité ambas do estado da
Bahia (Tabela 5). As amostras foram coletadasrdiestaentre si para evitar clones,
visto que as Orchidaceae se reproduzem vegetatitange possuem vida longa.
Desta forma, moitas grandes e mesmo individuosimpms podem representar o
mesmo genotipo.

Foram coletados, em média, 13 individuos de cadpulpgdo, com
populacdes de 12 a 19 individuos. De cada populde&b pfisterifoi coletado um
material testemunhov@uchej, e todos foram depositados no Herbario da
Universidade Estadual de Feira de Santana (HUER®) plentificacdo de cada

amostra.

Analise morfométrica multivariada

As pecas florais foram cuidadosamente separadacas £m estufa para
posterior montagem de fichas florais em cartolffaram analisados 27 caracteres
morfoldgicos florais e 11 vegetativos de todosraividuos amostrados, sendo 38
caracteres quantitativos continuos: Sépala do@gahprimento; Largura ¥; Largura
Y; Largura %), Sépala lateral (Comprimento; LargudralLargura ¥%2; Largura %a),
Pétala (Comprimento; Largura Y4, Largura Y2; Largfa Labelo (Comprimento
total; Comprimento da base até o inicio da reenigdn_argura do centro até a
margem a 1/3 do lobo lateral; Largura do centroaatéargem a 2/3 do lobo lateral;
Comprimento do lobo terminal; Largura do lobo terahki Largura do istmo;

Comprimento do istmo; Comprimento da base até al filo lobo lateral), Coluna
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(Comprimento; Largura (Max); Largura %2), Estigmaoif@rimento; Largura

(Max)), Ovério (comprimento), Folha (Comprimentoargura Y%, Largura Y%

Largura %), Bulbo (Numero de entrends; Comprimemhrgura Y, Largura Yz;

Largura %; Distancia entre o 1° e 0 2° entrend;tddiga entre o 2° e o 3°
entrend). Essas medidas foram retiradas atravésgda e paquimetro (Figura 7). No
caso das partes simétricas (pétala e sépala )atésalutilizado apenas o lado
esquerdo da flor.

Os padrbes de similaridade e diferencas morfol§gioeam analisados por
métodos estatisticos multivariados. Inicialmenté realizada uma Andlise de
Variaveis Candnicas (CVA), seguida de Andlise Distrante Canbnica (DCA)
como variavel categoérica das populagbes, bem caramf realizadas analises de
agrupamento através do algoritmo UPGMénWeighted pair-group method of
average¥y com as distancias de Mahalanobis, medida dendiasidade entre as

populacdes.

Resultados

As médias e o desvio padrdo dos valores encontradgs caracteres
utilizados na anéalise morfométrica @attleya pfisteri, Caff. pfisteri e C. pabstiinas
populacdes em diferentes localidades, bem comatesvalos, minimo e maximo,
encontram-se na Tabela 6, sendo possivel verifateavés dos dados que a
populacdo do Guiné, Mucugé, apresenta médias supers demais em quase todas
as variaveis.

Na analise de agrupamento dos centroides das mdeslautilizando a
distancia de Mahalanobis e UPGMA, as seis poputafiiienaram dois grupos: um
com as populacdes d& pfisterilocalizada no Beco, Mucugé, BahiaCe pabstii
localizado em Tiradentes, Minas Gerais, e 0 outnp@ composto pelas populacées
de C. pfisteride Ibicoara, Barra da Estiva e ltuac eaff. pfisteri localizada em
Caetité (Figura 8).

Na Andlise de Variaveis Canbnicas (CVA) (figura ®AB) os quatro
primeiros eixos representam 97,7% da varianciasiderando os eixos com mais de
5% de significancia, onde o primeiro acumulou 6%62 € relacionado com as

variaveis # 3, 4, 22 e 28, que apresentaram umrneaieficiente estandardizado



52

encontrado através da analise da contribuicdo de cariavel canbnica (tabela 7).
Cada variavel representa um grupo de caractedstas variaveis # 3 e 28 que
correspondem respectivamente a %2 da largura déasdpaal e ao comprimento da
folha, valores estandardizados para mais. As \@lga¥ 4 e 22, respectivamente, %
da largura da sépala dorsal e o comprimento daapltalores estandardizados para
menos. A sépala dorsal apresentou uma maior Vididié neste eixo com base na
Andlise de Variaveis Canbnicas. O segundo eixo atmml4,23%, relacionados
diretamente com as variaveis # 2, 3, 21 e 29, gesantaram um maior coeficiente
estandardizado encontrado através da analise daibcigho de cada variavel
candnica (tabela 7), e correspondem a % da ladpuspala dorsal, ¥ da largura da
sépala dorsal, o comprimento da base até o findbloo lateral do labelo e % da
largura da folha, todas apresentando valores estdirddos para menoBestaque
para a sépala dorsal neste segundo eixo, com mai@bilidade. O terceiro eixo
acumulou 10,65%, relacionados diretamente com eavess # 13, 29 e 30, que
apresentaram um maior coeficiente estandardizadonéiado através da analise da
contribuicdo de cada variavel canbnica (tabela A9. variaveis # 13 e 30
correspondem ao comprimento total do labelo e % lalgura da folha
respectivamente, valores estandardizados para nerwsd/4 da largura da folha
apresentou valores estandardizados para mais.ha fabteve um maior destaque
neste eixo. E o quarto eixo acumulou 5,23% relados diretamente com as
variaveis # 9, 12, 13, 15 e 16, que apresentaramnaior coeficiente estandardizado
encontrado através da analise da contribuicdo de cariavel canbnica (tabela 7).
As variaveis # 9, 12 e 16 correspondem ao comptionga pétala, % da largura da
pétala e a largura do centro até a margert; alo lobo lateral do labelo,
respectivamente, valores estandardizados para méwosariaveis # 13 e 15
relacionada com o comprimento total do labelo @&guira do centro até a margem a
Y5 do lobo lateral do labelo respectivamente apresevdlores estandardizados para
mais. O labelo e a pétala os principais norteadiweguarto eixo.

Na analise das variaveis canbnicas, dos eixos repiesentativos pode-se
dizer que apenas o0s trés primeiros apresentaram separacdo de alguma
populacdo. No eixo um, a populacdoCepfisteride Mucugé, Bahia e @. pabstii
de Tiradentes, Minas Gerais Gaaff. pfisterie as demai€. pfisterj sendo que as
populacdes de&. pfisteri de Mucugé, Bahia e @. pabstiide Tiradentes, Minas

Gerais estdo separadas pelo segundo eixo (Figuya @Asegundo eixo separa
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também a populacdo de. aff. pfisteri de Caetité da€. pfisteri populacbes de
Ibicoara, ltuagu e Barra da Estiva. O terceiro se@apopulacdo de ltuacu da
pfisteri das populacdes d€. pfisteri de Barra da Estiva e lbicoara (Figura 9B).
Apenas um individuo d€. pfisteri foi classificado incorretamente na anélise de
discriminantes, este individuo da populagéo degitdai classificado como sendo de
Barra da Estiva (Tabela 8).

Discussao

As analises mostraram populacdes bastante coesasatto indice de
variabilidade, facilitando assim a classificacda separacdo dos grupos de forma
diferente do trabalho de Cruz (2007) e do trabdb&ibeiroet al. (2007). Resultado
gue pode ser observado com os dois primeiros agosdos representando 81%
desta variabilidade. Somente as populacbes de Barrgstiva e Ibicoara d€.
pfisteri se mostraram bastante proximas. E somente umididivda populacéo de
ltuagcu que mostrou uma classificagdo incorreta, trando que este individuo
apresenta um padrdo morfométrico tipico da popaldedBarra da Estiva.

Em alguns trabalhos realizados com variabilidaderfon@étrica de
Orchidaceae o labelo apresentou-se como orgao aior nariabilidade (Ribeiret
al. 2007; Cruz 2007). Neste trabalho, o 6rgdo quesapteu um maior indice de
variabilidade foi a sépala dorsal, seguido peladpbrgéo vegetativo, semelhante ao
trabalho de Goldmaet al (2004), em que a folha e a sépala dorsal ap@semtum
maior indice de variabilidade. Alguns 6rgaos comoata lateral, estigma e ovario e
0 pseudobulbo, apresentaram uma baixa variabilida@d@do comparado com os
outros 6rgdos. Esse resultado encontrado refodgEaado uso de 6rgdos vegetativos
em analises morfométricas, sendo assim, variamglisgensaveis em uma analise
morfométrica, podendo até ser utilizado somentéasyegetativos para verificacdo
da variabilidade (Plotzet al2004).

Comparando os agrupamentos através do UPGMA farsnadravés da
Distancia de Mahalanobis e a analise de discrinsapode-se verificar uma
congruéncia de dados, visto que ambos os resul@addsnciam o mesmo padrao.
Destaca-se a similaridade encontrada entre as qijed deC. pfisteri dos

municipios de Ituagu, Barra da Estiva e Ibicoaatn possivelmente explicado pela
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sua proximidade geogréfica. A semelhanca morfodgigresentada pela populacdo
de C. aff. pfisteri de Caetité com as demais populagBesCdefisteri sugere a
ocorréncia eventual de hibridacdo entre esses $éaxon um parentesco muito
proximo, havendo a possibilidade deste grupo sédixon mais proximo dag€
pfisteri, baseando-se somente em caracteres morfométriongjdo em estudos
baseados em dados moleculares (Cap.1), pode-sevarbgae esta populacao Ge
aff. pfisteri de Caetité ndo apresentou a mesma similaridade reslitados
morfométricos, aproximando-se até de outros tax@spabstiie C. caulescens
caracterizando-a como uma nova espécie.

A populacdo deC. pfisteri de Mucugé, Bahia, apresentou um padréo
morfométrico diferenciado das outras populacéesCdepfisteri o que pode ter
levado a Castro & Marcal (2006) a descreverem gspallacdo como uma espéecie
nova devido a essa diferenciacdo morfologica. Earite, os dados moleculares
(Cap.1l) indicam que a populacdo Qe pfisteri de Mucugé esta geneticamente
relacionada com as demadis pfisteridas outras localidades, resultado que se difere
neste capitulo, onde a diferenciacdo morfolégiceoeinada pode ser explicada
através da hibridacdo e da consequente introgredeésa espécie com @.
sincorana evento ja registrado com outras espécies quesamearam um padrao
morfologico diferenciado (Borbet al2007b; Venhuigt al2007; Zha et al 2008).

Este estudo estimou os padrbes de variabilidadefométrica das
populacdes deC. pfisteri e a populacdo d€. aff. pfisteri fornecendo subsidios
importantes para propor acdes de conservagdo deigpar a protecdo da
biodiversidade e manejo ambiental, principalmenge aleas como a Chapada

Diamantina que tém sofrido com as constantes dagdag.
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Tabela 5 Identificagdo, Municipio, localidade e localizac§eografica, aléem do numero de individuos utilimacha analise

morfométrica dentro das popula¢des das seis pdmsadeCattleya pfisteri, Caff. pfisteri. e C. pabstii OsVouchersforam
depositados no acervo do herbario da Universidatkdlal de Feria de Santana (HUEFS).

Populacao Municipio Localidade Localizacao NUmezo d Voucher
individuos
Cattleya pfisteri
PF-MU Mucugé - BA Distrito do Guiné, 1350 metros °4%215"S, 41°30°27"W 19 J.R. Santos Silva 03
PF-BR Barra da Estiva - BA  Morro da Antena, 1232rose =~ 13°41’39"S, 41°19'02"W 14 J.R. Santos Silva 3
PF-IB Ibicoara - BA 8km de Ibicoara, nas margens de3°34'14"S, 41°36'35"W 16 J.R. Santos Silva 64
estrada em direcdo para Cascavel,
1096 metros
PF-IT ltuacu - BA 17km de Ituacu, em direcdo a013°47°28"S, 41°25'27"W 13 J.R. Santos Silva 74
povoado de Acude, 1059 metros.
Cattleya pabstii
PA-TI Tiradentes - MG Serra Sao José, 1090 metros 1°0624"S, 44°11'50"W 4 J.R. Santos Silva 113
Cattleyaalff. pfisteri
PF-CA Caetité - BA Estrada de Caetité para Brejinhtv4°10'66"S, 42°29'10"W 12

das Ametistas, 5km, 1173 metros.

J.R. Santos Silva 92
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Tabela 6 Caracteres morfologicos utilizados na andlise fonoétrica das seis populacdes de
Cattleya pfisteri, Caff. pfisteri e C. pabstii Valores apresentados pelas populacdes:
meédia * desvio padréo, além dos valores de (minmaximo). Medidas apresentadas

em centimetros. Ver na tabela 1 o nome das popagacd

Caracter PF-MU PF-IB PF-BR PF-IT PF-CA PA-TI
Sépala dorsal

1-Comprimento  2,35%0,28  1,64%0,2 1,66+0,2  1,81+0,21 1,87+0,27  2,25+0,33

(1,8-2,8) (1,2-2) (1,3-2) (1,5-2,3)  (1,5-2,4) (1,9-2,7)

2-Largura ¥ 0,55+0,09  0,36+0,04  0,34+0,05 0,39+0,04 0,34+0,07  0,45+0,19
(0,41-0,7)  (0,3-0,46)  (0,28-0,46) (0,36-0,51) (0,28-0,5) (0,37-0,78)

3-Largura % 0,62+0,07 0,38+0,04  0,36+0,05 0,44+0,07 0,38+0,09  0,55+0,22
(0,5-0,77)  (0,35-0,5)  (0,3-0,45) (0,35-0,56) (0,25-0,53) (0,42-0,89)

A-Largura % 0,55+0,07 0,33+0,04  0,31+0,04 0,39+0,05 0,34+0,07 0,55%0,18
(0,44-0,67) (0,29-0,44) (0,27-0,4) (0,33-0,49) (0,25-0,46) (0,44-0,84)

Sépala lateral

5-Compriment0 2,09+0,18 1,51+0,18 1,51+0,19 1,64+0,15 1,78%0,16 1,95+0,37

(1,8-2,4) (1,1-1,8) (1,1-1,9) (1,3-2) (1,6-2,1) (1,5-2,4)

6-Largura ¥ 0,52+0,07 0,33+0,03  0,32+0,03  0,39+0,05 0,37+0,03 0,48+0,16
(0,44-0,67) (0,28-0,4)  0,29-0,41) (0,29-0,45) (0,35-0,44) (0,34-0,69)

7-Largura ¥ 0,65+0,06 0,41+0,04 0,38+0,03 0,49+0,05 0,44+0,04  0,58+0,19
(0,56-0,77) (0,37-0,49) (0,35-0,46) (0,38-0,55) (0,4-0,54) (0,45-0,87)

8-Largura % 0,61+0,07 0,35+0,05  0,32+0,04 0,44+0,05 0,41+0,05 0,60+0,16
(0,52-0,79) (0,31-0,47) (0,29-0,43) (0,37-0,54) (0,34-0,5) (0,52-0,86)

Pétala

9-Comprimento  2,38#0,33  1,72¢0,23  1,700,22  1,97+0,17 2,02+0,31  2,13%0,42

(1,8-2,9) (1,2-2,1) (1,2-2) (1,6-2,3)  (1,6-2,6) (1,7-2,7)

10-Largura ¥  0,61%x0,09  0,35x0,05 0,33+0,05 0,42+0,06 0,38+0,07  0,53%0,25
(0,48-0,78) (0,29-0,46) (0,27-0,44) (0,32-0,5) (0,33-0,54) (0,36-0,9)

11-Largura’  0.66+0,1  0,38#0,05 0,34+0,05 0,47#0,06 0,42+0,09  0,550,25
(0,5-0,83)  (0,32-0,5) (0,25-0,44) (0,38-0,56) (0,34-0,6)  (0,4-0,94)

12-Largura %  050:0,1  0,26x0,04  0,22+0,05 0,380,06 0,30+0,07  0,400,16
(0,34-0,74) (0,25-0,39) (0,19-0,35) (0,3-0,47) (0,23-0,48) (0,33-0,69)

Labelo

13-Comprimento  1,99+0,17  1,38+0,16  1,30£#0,14  1,35+0,16 1,53%0,11  1,600,18

total (1,7-2,3) (1,1-1,8) (1-1,5) (1,1-1,6)  (1,4-1,7) (1,4-1,8)
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Caracter PF-MU PF-1B PF-BR PF-IT PF-CA PA-TI
Labelo
14-
Comprimento
da base até.
inicio da 1,16+0,11 0,820,08 0,79:0,06 0,74+0,09 0,83:0,06  0,90£0,11
reentrancia  (0,97-1,46) (0,67-0,97) (0,75-0,93) (0,65-1,01) (0,78-0,98) (0,76-1,02)
15-Largura do
centroatéa  0,60:0,06 0,38+0,03 0,30:0,05 0,36£0,07 0,41%0,07  0,4840,04
margem a 1/3 (0,49-0,74) (0,35:0,49) (0,26-0,42) (0,32:0,56) (0,35-0,55) (0,46-0,55)
do lobo lateral
16-Largura do
centroaté a  053:0,05 0,31+0,03 0,23:t0,04 0,39:0,06 0,380,07  0,3840,08
margem a 2/3 (047-0,65) (0,29-04) (0,22:0,36) (0,28-0,48) (0,3-052) (0,36-0,54)
do lobo lateral
17-
Comprimento 53,008  036:0,05 0,34#0,05 0,360,07 0,43:0,08  0,45+0,05
do lobo terminal (0,38-0,69) (0,25-0,45) (0,26-0,46) (0,3-0,6)  (0,34-0,58) (0,42-0,54)
18-Largurado (71401 0432007 038:0,06 04001 0462007 0,580,07
lobo terminal  (0,51-0,85) (0,27-0,52) (0,27-0,48) (0,32-0,66) (0,35-0,56) (0,48-0,64)
19-Largurado 57,005 0142003 0,16:0,03 015003 0,18:0,03 0,230,09
istmo (0,19-0,35) (0,11-0,24) (0,11-0,22) (0,13-0,22) (0,16-0,24) (0,16-0,33)
20-
Comprimento 59,005  0,210,06 0,190,05 0,210,08 0,2740,06  0,25+0,03
do istmo (0,21-0,39) (0,12-0,34) (0,08-0,27) (0,14-0,43) (0,21-0,36) (0,21-0,27)
21-
Comprimento
dabase ae o 108043 1042013 098:011  115:0,15  115:0,1  1,134005
(1,32-1,85) (0,82-1,34) (0,83-1,2) (0,91-1,4) (0,98-1,35) (1,06-1,18)

final do lobo

lateral
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Caracter PF-MU PF-1B PF-BR PF-IT PF-CA PA-TI

Coluna
22-Comprimento  128+0,1  0,79+0,07  0,75:0,06  0,84%0,09  0,86+0,07  0,98+0,09
(1,09-1,53) (0,68-0,95) (0,68-0,87) (0,71-1,03) (0,79-1,01) (0,86-1,08)
23-Largura (max) 059:009 040:005 0,35:0,04 041005  044:0,06 050:0,11
(0,51-0,85) (0,31-0,52) (0,28-0,45) (0,34-0,51) (0,37-0,58) (0,38-0,61)
24-Largura ¥ ~ 056:0,08 0,38:0,05 0,33:0,03  0,39:004  0,38:0,06 0,45:0,07
(0,45-0,74) (0,25-0,48) (0,28-0,38)  (0,32-0,46)  (0,33-0,52) (0,38-0,54)

Estigma
25-Comprimento  0,39:0,05  0,27:0,04  0,26:0,04  0,31:0,03  0,34:0,03  0,380,07
(0,35-0,53) (0,22-0,35) (0,23-0,35) (0,29-0,39)  (0,3-0,41)  (0,28-0,44)
26-Largura 0,36:0,05 0,22+0,03  0,21+0,04  0,24+0,03  0,28+0,03  0,35:0,08
(0,27-0,48) (0,19-0,29)  (0,19-0,3)  (0,23-0,34) (0,25-0,35) (0,25-0,42)

Ovario
27-Comprimento  0,15:0,02  0,10:001  0,10:0,02  0,10:0,02  0,18:0,02  0,10£0,01
(0,11-0,17) (0,08-0,13) (0,07-0,13)  (0,07-0,12)  (0,1-0,17)  (0,1-0,12)

Folha
28-Comprimento  7.67+2,43  10,62+2,07 12,73:3,37 13,44:3,59  9,03:24  6,45:132
41-127)  (7.4-15)  (85-195)  (7.6-21,2)  (54-13,1)  (4,9-7,6)
29-Largura ¥a  2,06:0,54 1,87:0,33  2,16:0,47  227:0,39  168:0,32  1,750,29
(1.1-2,8)  (1,5-2,4) (1,3-2,9) (1,5-2,8) (1,12,2)  (1,4-1,8)
30-Largura ¥  2/48:0,56  2,37+04  2,60:0,55  2,60:0,74  2,06:0,41  2,180,39
(1,3-3,4) (1,7-3) (1,6-3,5) (0,5-3,4) (12-26)  (182,7)
31-largura %  2,34:06  2,26:0,41 2513050  258:0,44  2,02:0,40  2,100,39
(1,2:36)  (1,5-2,9) (1,4-3,6) (1,8-3,3) (1,3-2,6)  (1,7-2,6)

Bulbo
32-NUmero de 4534143 4006097 507+1,82  4,71:1,14  3,67:0,78  3,25+0,50
entrends (3-8) (2-6) (3-8) (3-7) (3-5) (3-4)
33-Comprimento  4.75t1,72  7,59+1,84  8,66+359  11,04+4,67 590+1,49  4,60£1,19
(2585  (24-105)  (4,3-14) (5,5-21) (3,3-8,4) (3,1-6)
34-Largura ¥s ~ 107:0,29  1,05:023  1,06:027  103:0,26  104:0,18  1,20:0,33
(0,61-1,74) (0,68-1,51) (0,62-1,55)  (0,62-1,48) (0,83-1,36) (0,72-1,46)
35-Largura ¥  131:0,36  143:026  146:029  136:0,21  144:0,32  1,50£0,42
(0,65-1,98) (0,96-1,88) (0,68-1,89) (0,96-1,73) (0,95-2,11) (0,91-1,86)
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Tabela 6 Continuagao.
Caracter PF-MU PF-IB PF-BR PF-IT PF-CA PA-TI

Bulbo
36-Largura %  1,27#0,3 1,56+0,35 1,53+0,35 1,60+0,36 1,44+0,32  1,50+0,35
(0,89-1,86) (0,83-2,11) (0,81-2,08) (0,93-2,21) (0,93-2,02) (1,03-1,88)

37-Distancia

0,71+0,28 0,79#0,25 0,67+0,25 0,75+0,32 0,58+0,21  0,50+0,14
entreo 1°e 0 2°

(0,27-1,26) (0,42-1,36) (0,33-1,09) (0,29-1,28) (0,29-0,87) (0,36-0,68)

entrend

38-Distancia

0,76+0,22  1,01+0,35 0,81+0,31 1,06+0,49 0,88+0,34  0,80+0,20
entre 0 2°e o0 3°

(0,52-1,36) (0,54-1,96) (0,32-1,34) (0,46-2,38) (0,46-1,41) (0,59-1,06)

entrend

Tabela 7. Coeficientes estandardizados dos eixos candda®dividuos das populacdes de
C. pfisteri C. aff. pfisteri e C. pabstij expressando a contribuicdo de cada variavel iaos.e
Valores obtidos através de Analise de Variaveiso@imas (CVA).

Variavel Eixo 1 Eixo 2 Eixo 3 Eixo 4 Eixo 5
Sépala dorsal
1-Comprimento -0,24264 0,83054 0,85687 0,54099 3402
2-Largura ¥ 0,90570 -1,04683 -0,41134 -0,61207 3936
3-Largura %2 1,40856 -1,01504 0,47897 -0,29940 3982
4-Largura % -1,86976 0,85845 0,82128 0,75844 08161
Sépala lateral
5-Comprimento -0,68127 0,67984 -0,12304 0,41729 22418
6-Largura ¥ -0,39457 0,41298 -0,00495 0,05246 2062
7-Largura ¥2 0,31308 -0,27374 -0,21973 0,03598  AB%6
8-Largura % -0,48918 0,40057 0,52127 0,11552 08504
Pétala
9-Comprimento 0,67783 0,73203 -0,17401 -1,37210 9221
10-Largura Y4 0,40613 -0,12111 0,02003 0,65598 ®D78
11-Largura ¥2 -0,04268 -0,95235 -0,28438 0,81045 42an8

12-Largura % -0,06067 0,87984 -0,24033 -1,44605 4313
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Variavel Eixo 1 Eixo 2 Eixo 3 Eixo 4 Eixo 5
Labelo
13-Comprimento total -0,02312 -0,42557 -0,99695 5806  -1,15836
14-Comprimento da
base até a reentrancia 0,11722 -0,16644 -0,62556 -0,65927  1,26890
15-Largura do centro
até a margem a 1/3 do -0,69209 0,12581 -0,12901 1,15279  -0,62705
lobo lateral
16-Largura do centro
até a margem a 2/3 do-0,04299 -0,07118 0,43378 -1,11547  -0,13433
lobo lateral
17-Comprimento do
lobo terminal -0,13467 0,27660 0,20505 -0,81368  0,22711
18-Largura do lobo
erminal 0,21068 0,30399 0,04048 0,36080 0,84303
19-Largura do istmo -0,42471 -0,40565 -0,12457 2564 0,12346
20-Comprimento do
_ 0,38949 0,44554 -0,37144 -0,93318  0,69961
istmo
21-Comprimento da
base até o final do lobo 0,70215 -1,77255 0,70844 -0,84878  -0,63755
lateral
Coluna
22-Comprimento -1,39502 0,27514 0,15313 0,16633 24922
23-Largura (max) 0,86930 -0,75196 -0,80515 0,1979D,12452
24-Largura ¥2 -0,54513 0,38231 0,50088 -0,01374 99m8
Estigma
25-Comprimento -0,44494 0,07602 -0,08557 -0,56030,321B6
26-Largura 0,04515 0,18509 0,37472 0,69858 -0,46776
Ovério
27-Comprimento 0,20858 0,69704 -0,64633 -0,21315,04274
Folha
28-Comprimento 1,19990 -0,81513 0,05297 -0,25136 63318
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Tabela 7.Continuacao

Variavel Eixo 1 Eixo 2 Eixo 3 Eixo 4 Eixo 5
Folha
29-Largura Y4 0,26733 -1,05850 1,24565 0,40858 0272
30-Largura % -0,35754 0,82195 -1,25351 -0,20315 82%/0
31-Largura ¥ -0,17396 0,11706 -0,24309 0,20401 1978
Bulbo

32-NUumero de entren6s-0,16559 -0,39283 0,20998 0,00963 0,95172
33-Comprimento -0,20830 0,27356 0,45407 -0,08979 ,80592

34-Largura ¥4 0,28817 -0,26367 0,59640 0,05797 @269
35-Largura %2 -0,00924 0,39116 -0,64198 0,27390 54ax¥9
36-Largura % -0,14095 0,03892 0,42305 0,36503 782

37-Distancia entre o 1°
-0,01024 -0,85355 0,11827 0,32697 -0,15390

e 0 2° entrend

38-Distancia entre o 2°
-0,13917 0,30850 0,33514 -0,12722 0,08565

e 0 3° entrend

Tabela 8 Classificacdo dos individuos da andlise de digsndntes das quatro populagdes de
Cattleya pfisterga populacdo d€. aff. pfisteri e a populacéo dé. pabstii Veja a

Tabela 1 com o nome das populacgdes.

Percentual PF-MU PF-IB  PF-BR PF-IT PF-CA PA-TI

Populacdbes  correto

PF-MU 100,00 19 0 0 0
PF-1B 100,00 0 16 0 0
PF-BR 100,00 0 14 0 0
PF-IT 92,86 0 0 1 13 0 0
PF-CA 100,00 0 12 0
PA-TI 100,00 0 0 0 4

Total 98,73 19 16 15 13 12 4
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13

Figura 7. Caracteres morfologicos florais continuos usadoanalise morfométrica
das seis populacdes dttleya pfisteri C. aff. pfisteri. e C. pabstii. 1,5,9,13 —
Comprimento; 2,6,10 - Largura Y4, 3,7,11 - Largura4y8,12 - Largura %; 14 -
Comprimento da base até inicio da reentrancia;lsgura do centro até a margem
a 1/3 do lobo lateral; 16 - Largura do centro amaagem a 2/3 do lobo lateral; 17 -
Comprimento do lobo terminal; 18 - Largura do ldieominal; 19 - Largura do
istmo; 20 - Comprimento do istmo; 21 - Comprimed#base até o final do lobo

lateral.
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Analize de agrupamento
Distancia de Mahalanobiz - UPGhA

C. pfisteri— Mucugé

C. pabstii- Tiradentes

C. pfisteri- Ibicoara

C. pfisteri— Barra da
Estiva

C. pfisteri- Ituagu

C. aff. pfisteri- Caetité

1] 20 40 G0 0 100 120 140 160
Distincia de Ligagdo

Figura 8. Dendrograma mostrando as relacdes entre as gopsladeCattleya
pfisteri, C. aff. pfisteri e C. pabstii utiizando UPGMA como algoritmo de

agrupamento através da distancia de Mahalanobis.
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Andlize de Waridveiz Candnicas
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Figura 9. Representacdo grafica dos escores dos individasgopulagbes de.
pfisteri, C.aff. pfisteri e C. pabstiinos quatro primeiros eixos mais significativos da
analise de variaveis candnicas baseadas em 38earascVer codigo na tabela 1.
Percentual da variagcio de cada eoeixo 1 - 67,62%, eixo 2 - 14,23B; eixo 3 -
10,65% e eixo 4 - 5,23%.
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CONSIDERACOES FINAIS

Conhecer a diversidade populacional e a distriluig® um téaxon é
importante para o estabelecimento de estratégiasrdeervacao efetivas. Quando se
trata de uma espécie com uma distribuicdo restrindémica de uma regido, a
conservacdo de uma area com maior indice de dieelsi genética pode ser
fundamental para a manutencao desta espécie. @eusarcadores moleculares tem
sido util para a resolugcéo dos problemas relaciomadm a conservacdo ambiental,
e, juntamente com a morfometria, podem estabetecerlacoes entre as populagdes.

Ficou constatado que as populacoe€dtleya pfisteride Ituagu, Ibicoara e
Barra da Estiva apresentaram o mespuml génico, e os dados morfologicos
comprovaram essa relacdo coesa entre essas tréfaqims. A populacdo de
Mucugé apresentou um padrao morfolégico diferenc@decorrente de introgresséo
encontrada entre esta populacdo @e pfisteri e C. sincorana Apesar da
diferenciacdo morfologica, os dados genéticos amdicque esta populacdo de
Mucugé esta bastante proxima das demais populded@spfisteri,em que todas as
diferencas sé&o decorrentes do processo de intsdgre&ste resultado pode ser
explicado pelo padrdo de auto-incompatibilidadeoatrado por Silva-Pereiret al.
(2007) que encontrou barreiras unilaterais ao flgRaoico. Ainda se tratando da
populacdo de Mucugé d& pfisterideve-se atender a possibilidade dessa populacao
se isolar reprodutivamente e, decorrente dessagnessao estabelecer-se como um
taxon novo. Em estudo realizado com a popula¢d0. dgncoranado mesmo local
Borba et al (2007b) verificou alguma diferenciacdo no padr@olecular e
morfométrico desta populacdo e justificou a vawadasta populacdo pela deriva
genética, baseado no trabalho de Silva-Peretraal. (2007) que verificou a
compatibilidade entre esta populagdo €.apfisteri. Nossos dados sugerem que
talvez esta diferenciacdo possa ser causada pogressao de€. pfisteriem C.
sincorana porém estudos de ISSR com outras populac6€s dmcorangprecisam
ser feitos para verificar esta possibilidade.

Os dados moleculares e morfométricos apresentaeairogs distintos nos
dendrogramas. Scotlanet al. (2003) compararam alguns resultados encontrados
através de caracteres morfologicos e estudos naiesue observaram que nem
sempre os dendrogramas encontrados foram congsussgediferentes dados, como
observado nos trabalhos de Ba&eal. (1998) e Pattersoet al. (1993). Neste estudo
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somente os resultados para as populacoes de ltbapgra e Barra da Estiva @
pfisteri apresentaram uma congruéncia nos dados morfolégigeséticos.

A populacdo de&. aff. pfisteri em Caetité apresentou um padréo morfologico
proximo ao dasC. pfisteri Entretanto, essa populacdo mostrou uma difereriaca
alélica que a colocou em posicéo distant€dpfisterj e tdo bem diferenciada como
as outras espécies @attleyaincluidas no estudo. Devido a diferenciacdo mogecul
da populacacC. aff. pfisteri em Caetité podemos considera-la como uma espécie
novacom pool génico diferente, com florescimento mais precoogeecanismo de
isolamento reprodutivo temporal. Assim, torna-seesgéario estabelecer estratégias
para conservacao desta populacdo bem como a @ederdo seu habitat, além do
esclarecimento aos habitantes das comunidades.locai

Um trabalho envolvendo tanto dados morfométricasa@anoleculares como
este é fundamental para definir os padrées debitlede de populagbes dentro de
uma espécie, bem como os padrfes envolvendo espg@&imas, permitindo
esclarecimentos especificos sobre cada espéciseapada neste trabalho, como ja
desenvolvido com outras espécies de OrchidaceabdBbal 2002; Ribeiro 2006;
Borbaet al. 2007a; Borbat al. 2007b; Cruz 2007)

A conservagdo de taxons através de dados populeEidem que estar
relacionada diretamente com estudos ecoldgicosokitexos. E de imprescindivel
importancia a preservacdo de areas para espécimasdddribuicdo restrita, e
conhecendo a diversidade genética da espécie poidéesir uma melhor area para
preservacdo deste patrimodnio génico, através déeingmtacdo de programas de
preservacdo ambiental e de esclarecimento dosah&stdas comunidades locais.

Para se estabelecer a protecdo e manejo de un@ee§p¥ecessario ter uma
compreensao da sua histéria natural e quando $eecera variabilidade genética e
morfométrica das populacdes e seu parentesco Bekst@lo pode-se entdo criar
estratégias de conservacdo, como a preservacaonbierde natural, retirada de
amostras populacionais para um Jardim Botanico ef@m¢do de um banco de
sementes. A preservacao das populacbes em seathaditiral € sempre o ideal
visto que as espécies poderao dar continuidadece$sos adaptativos e evolutivos
dentro de um ambiente natural (Primack & Rodrige@31). Os resultados indicam
que a montagem de um banco de sementes e a cadedauma das populacdes
de C. pfisteri(lbicoara, Ituacu e Barra da Estiva) é suficier@eapmanutencio dessa

espécie.
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