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Introducao

Filogeografia do complexo Bulbophyllum exaltatum

Bulbophyllum Thouars tem distribuigdo pantropical, ocorrendo predominantemente na
Asia, e cerca de 1500 espécies, o que faz dele um dos maiores géneros de Orchidaceae (Smidt et
al. 2011). No Neotrépico ocorrem cerca de 60 espécies de Bulbophyllum, as quais formam um grupo
monofilético. Baseado em andlises filogenéticas utilizando sequéncias de DNA, este clado
neotropical foi recentemente dividido em seis se¢des: B. sect. Bulbophyllaria, B. sect. Furvescens, B.
sect. Napelli, B. sect. Micranthae, B. sect. Xiphizusa e B. sect. Didactyle (Smidt 2007; Smidt et al. 2011).
No grupo ha uma grande diversidade de formas florais, e esta variacdo esta relacionada a ampla
gama de mecanismos de polinizagdo observados entre as espécies (Smidt 2007).

Vérias espécies de Bulbophyllum podem ser encontradas nos campos rupestres da Cadeia
do Espinhaco, que é uma cordilheira com mais de 1000 km de extensao localizada nos estados de
Minas Gerais e Bahia, e em formagdes rochosas adjacentes. Nestes campos rupestres, populacoes
de espécies vegetais, especialmente as rupicolas, ocorrem de forma disjunta devido a
descontinuidade dos afloramentos rochosos, o que pode ser responsavel pela grande
diferenciacdo populacional e pelo elevado nivel de endemismo e riqueza de espécies encontrado
nestas formagdes (Giulietti & Pirani 1988; Rapini et al. 2008). O Espinhaco surgiu de um tnico
evento orogénico ocorrido no Proterozéico, mas diferencas lito-estruturais e morfologicas
permitem a distingdo dos platds Meridional e Setentrional c. Os Campos Rupestres da Cadeia do
Espinhaco foram recentemente reconhecidos como OCBILS, abrindo novas perspectivas para sua
conservagao (Silveira 2015). Hopper e colaboradores (2015) apontam a necessidade da realizagdo
de mais estudos, especialmente genéticos, para aumentar a compreensdao da evolugdo dos
organismos e da biodiversidade desse ambiente.

Em um estudo realizado com o complexo Bulbophyllum exaltatum, que ocorre
predominantemente no Espinhaco, Ribeiro et al. (2008) observaram que nao ha relagdo entre a
delimitacdo taxonomica das espécies (baseada apenas na complexa morfologia do grupo) e a
frequéncia de alelos de alozimas, sendo que a estruturacdo apresenta um padrao geografico
coincidente com a disjungdo entre os platos. Neste complexo foi observado compartilhamento de
alelos entre as espécies, e populagdes de diferentes espécies de uma mesma regido (norte ou sul
do Espinhaco) sdo geneticamente mais semelhantes entre do que popula¢des da mesma espécie
localizadas em regides distintas. Os autores sugeriram que tal padrdo pode ser atribuido a
hibridacao entre as espécies ou ao compartilhamento de polimorfismos ancestrais (Ribeiro et al.
2008). Apesar de Ribeiro et al. (2008) fornecerem evidéncias sobre a ocorréncia de um desses

processos, as limitagdes do marcador utilizado nesse trabalho impossibilitaram a utilizacao de



abordagens filogenéticas e geograficas adequadas para a distingdo entre tais hipdteses. Para tanto
é necessario a utilizacdo de marcadores mais varidveis e o estudo dos genomas nuclear e
plastidial, uma vez que os marcadores utilizados naquele trabalho apresentam baixa variagdo e
representam apenas partes do genoma nuclear.

A abordagem filogeografica pode fornecer evidéncias sobre processos como expansoes e
retragdes populacionais, dispersdo, vicaridncia e contato secundério, podendo proporcionar um
melhor entendimento sobre a origem dos padrdes de diversidade genética no complexo B.
exaltatum (Diniz-Filho et al. 2008; Hickerson et al. 2010). Os métodos de coalescéncia utilizados na
filogeografia permitem ainda a inferéncia de tempos de divergéncia entre linhagens,
possibilitando que evidéncias climéticas e geomorfoldgicas sejam associadas aos processos de
diferenciacdo (Bouckaert et al. 2014). Turchetto-Zolet et al. (2013), ressaltam que a maior parte dos
estudos filogeograficos na América do Sul discute padrdes de vertebrados, principalmente em
florestas imidas, e que estudos com vegetais e invertebrados distribuidos nos demais ambientes
desse continente seriam fundamentais para um melhor entendimento de sua dinamica evolutiva,
auxiliando a compreensao da origem e manutencdo de sua biota. Além de serem relevantes para
a compreensdo de processos evolutivos, estudos filogeograficos podem auxiliar na determinac¢ao
de 4areas prioritdrias para conservacdo, na identificacdo de linhagens cripticas e também na
previsdo de possiveis alteracdes vegetacionais em funcdo de mudancas climéticas, sendo
fundamentais para o planejamento de estratégias de conservagdo da biodiversidade (Frankham
et al. 2008; D’ Amen et al. 2013).

Complexos de espécie sao conjuntos de populacdes onde os limites entre as espécies nao
podem ser claramente definidos devido a existéncia de um continuo de diferencas fenotipicas
(Bocher 1967). No caso do complexo B. exaltatum, que compreende os nomes B. exaltatum (mais
antigo), B. geraense, B. longispicatum, B. roraimense, B. warmingianum, B. perii, B. proencai, B.
ipanemense, B. involutum, B. machupicchuense e B. gomesii, a continuidade dos estados de carater se
traduz na existéncia de populacdes com fenétipos claramente distintos nos extremos deste
estados, porém interligadas por populacdes com caracteristicas intermedidrias, permitindo, a
priori, apenas agrupamentos arbitrarios ou artificiais (Ribeiro et al. 2008). E possivel que além de
um gradiente morfolégico exista também um gradiente de inter-compatibilidade entre as
populacdes, como ja foi constatado em Iris (Iridaceae) (Sapir & Mazzucco 2012). Além de permitir
testes de hipotese para distinguir entre hibridagdo e compartilhamento de polimorfismos
ancestrais, um estudo mais detalhado das espécies do complexo B. exaltatum poderad dar suporte
taxonomico a delimitacdo das espécies do grupo.

A formacao politépica de hibridos naturais entre B. weddellii e B. involutum, como sugerido

por Borba & Semir (1998a) e Azevedo et al. (2006), pode ser um dos fatores responsaveis pela



dificuldade na delimitacdo taxonémica no complexo B. exaltatum. Foi sugerido que apenas B.
weddelli seja receptor de poélen na formacado de hibridos, pois o tamanho do polinério desta espécie
nao é compativel com a cavidade estigmatica de B. involutum (Borba & Semir 1998a, 1999).
Contudo, aparentemente o retrocruzamento dos hibridos com os parentais ocorre apenas na
direcdo contréria, com B. involutum como receptor de pélen, pois ndo é observado um gradiente
de morfologia entre os hibridos e os individuos de B. weddellii. Ja entre os hibridos e os individuos
de B. involutum existe uma gama de formas intermediarias em mais de uma populacéo, indicando
a ocorréncia de introgressao na espécie (Azevedo et al. 2006).

Com o estudo filogeografico do complexo B. exaltatum e espécies relacionadas e
polinizacdes experimentais entre os mesmos tdxons, pretendemos responder as seguintes
questdes: 1) Podem ser distinguidas linhagens que guardam rela¢des com os tdxons definidos
morfologicamente? 2) Ocorre de fato hibridacdo ou introgressdo natural politépica entre B.
involutum e B. weddellii? Em que intensidade e quais sdo as consequéncias desses eventos nos
complexos padrdes morfolégicos observados neste par de espécies? 3) A correlagdo entre o grau
de compatibilidade de populagdes coespecificas e interespecificas estd relacionada a distribuicao

geogréfica ou a grupos genéticos?

Hipoteses;

1) E possivel identificar linhagens baseadas em ambos 0s genomas que sejam congruentes com
os taxons descritos.

Predigdo: As espécies B. exaltatum e B. involutum podem ser recuperadas nas analises.

2) Existe ao menos uma quebra filogeografica em comum para todos os tdxons.

Predigdo: as populagdes ao norte da divisa entre os estados de Minas Gerais e Bahia sdo
significativamente diferentes daquelas coespecificas localizadas ao sul desta divisa.

3) Ocorre hibridacao e introgressao no complexo B. exaltatum.

Predigao: Hibridacao entre B. weddellii e B. involutum ocorre de forma politopica.

4) Eventos de hibridacdo e introgressdo sao responsaveis pelo complexo padrao de variagdo
apresentado por algumas espécies.

Predigdo: B. involutum tem parte da sua variacdo em decorréncia de sua hibridacdo com B.

weddellii.

Evolugdo dos sistemas de reproducdo no clado neotropical de Bulbophyllum
A grande diversidade morfolégica da familia Orchidaceae é atribuida a alta adaptacao
dessas plantas a atrair polinizadores, que variam de insetos a passaros (Proctor et al. 1996).

Devido a freqiiente especificidade desses sistemas de polinizagdo, varios estudos tém sido



realizados na tentativa de esclarecer os mecanismos de co-evolugdo entre orquideas e
polinizadores (van der Pijl & Dodson 1966, Dressler, 1993). Por outro lado, relativamente pouca
importancia tem sido dada a biologia reprodutiva de espécies polinizadas por Diptera, por serem
considerados polinizadores promiscuos e ineficientes (Christensen 1994, Proctor et al. 1996).
Entretanto, Borba & Semir (2001) e Barbosa et al. (2009) demonstraram que em espécies dos
género Acianthera e Octomeria hd uma elevada especificidade entre plantas e polinizadores. Em
Orchidaceae, a miiofilia ocorre em diversas linhagens ndo proximamente relacionadas, indicando
que polinizacdo por Diptera é uma caracteristica que surgiu vérias vezes no grupo, sendo a
subtribo neotropical Pleurothallidinae e o género pantropical Bulbophyllum, os dois maiores
grupos miidfilos de orquideas (van der Pijl & Dodson 1966, Dressler 1993, Christensen 1994).

O sistema de reproducdo é um importante fator na determinacdo da variabilidade
genética das populagdes. A maior parte das espécies de orquideas sdo autocompativeis, sendo a
autopolinizacdo evitada por barreiras pré-polinizacdo, aparentemente garantindo a manutengao
de niveis de heterozigosidade moderados a elevados nas populacdes (van der Pijl & Dodson 1966,
Dressler 1981, 1993, Borba & Semir 1999, Singer & Cocucci 1999, Borba et al. 2001b). O
comportamento do polinizador também interfere na heterozigosidade de populagdes, com o
padrao de forrageamento diferindo entre os grupos. Moscas sdo polinizadores que apresentam
comportamento que favorece autopolinizacdo, realizando visitas longas e a diversas flores de
uma mesma inflorescéncia ou individuo (Borba & Semir 1998b, 2001). Como orquideas sdo
tipicamente autocompativeis, seria esperado que as populagdes de espécies miidfilas
apresentassem baixa heterozigosidade. Entretanto, Borba et al. (2001b) verificaram que os niveis
de heterozigosidade em populacdes de espécies de Acianthera auto-incompativeis sdo elevados se
comparados aos de outras espécies de Orchidaceae, sugerindo que auto-incompatibilidade seria
responsavel pela manutencao dos altos niveis de heterozigosidade nestas populagdes e teria
surgido na subtribo em resposta ao comportamento do polinizador.

Poucas espécies de Bulbophyllum tiveram o seu sistema de reproducdo estudado, mas a
auto-incompatibilidade entre e dentro das se¢des é uma caracteristica varidvel. Ndo se sabe se as
espécies em B. sect. Bulbophyllaria e B. sect. Furvescens, que foram as primeiras se¢des a divergirem
no clado neotropical, sdo auto-incompativeis (AI) ou autocompativeis (AC) ou mesmo
apresentam outro sistema reprodutivo, pois nenhum estudo de sistemas de reprodugdo foi
realizado com elas até o momento. Nas demais se¢bes Al é o estado mais comum, exceto na se¢iao
Didactyle, cujas espécies estudadas sdo autocompativeis. Porém, apenas 4 de 12 espécies foram
estudadas em Micranthae, 2 de 23 em Xiphizusa, 3 de 7 em Didactyle e 2 de 12 em Napelli. Na segao
Didactyle, Borba et al. (1999) observaram que B. weddellii, B. involutum e B. ipanemense (=B.

exaltatum) sdo auto-compativeis, sendo que as duas ultimas espécies apresentam barreiras



mecdanicas temporais a autopolinizacdo (Borba & Semir 1999). Por outro lado, estudos mostram
que espécies de outras se¢des neotropicais apresentam podem apresentar alguma variagdo no
sistema de auto-incompatibilidade, como ocorre em B. sect. Napelli: B. glutinosum nao chega a
formar frutos se auto-polinizado, porém B. regnellii forma frutos com sementes invidveis (Verola
2002). E possivel que a resposta de B. regnellii as autopolinizacdes seja variavel e que sementes
vidveis sejam produzidas em uma pequena parte desses eventos, como observado em espécies
de Acianthera (Borba et al. 2001a). Essa caracteristica pode favorecer a colonizagdo de novas areas
e a manutengdo de populagdes com pequeno tamanho populacional ou impactadas (Borba et al.
2001a). Na secao Napelli barreiras pré-polinizacdo a auto-polinizagdo ndo estdo presentes em ao
menos 3 espécies, mas ocorre de forma semelhante a observada em B. sect. Didactyle em ao menos
uma espécie (Borba, comunicacdo pessoal). Porém nao é sabido se em B. sect. Napelli a existéncia
de barreiras pré-polinizacdo a auto-polinizacado estd associada a AC, como ocorre em Didactyle.
As informagdes sobre os sistemas de reproducdo do clado neotropical de Bulbophyllum
encontram-se sumarizadas na figura 1.

A espécie asiatica B. ambrosia, assim como espécies de Dendrobium, género proximamente
relacionado a Bulbophyllum, sdo auto-incompativeis (Johansen 1990; Chen & Gao 2011; Pinheiro
et al. 2015), fazendo com que seja possivel que a Al seja uma caracteristica simplesiomorfica do
clado neotropical de Bulbophyllum e que, consequentemente, tenham ocorrido reversdes nos
grupos autocompativeis. E possivel ainda que exista variagio entre Al e AC dentro de cada uma
das secdes. Para que as hipotese de Al como simplesiomorfia no clado neotropical de
Bulbophyllum e de polimorfismo AI/AC dentro das se¢bes sejam testadas é necessario que um
namero significativo de representantes de todas as se¢bes sejam avaliados, assim como de
espécies do grupo irmdo desse clado, uma vez que nado existem informacdes sobre as primeiras
linhagens a se divergirem entre os Bulbophyllum neotropicais, a amostragem atual dentro das
secOes € baixa e hd apenas um trabalho publicado neste tema com espécies de Bulbophyllum nao
neotropicais.

Com o estudo da evolugcdo dos sistemas de reproducao no clado neotropical de
Bulbophyllum, pretendemos responder as seguintes questdes: 1) Quais tipos de barreiras a
autopolinizacdo e a autofertilizacdo ocorrem nas segdes e qual a correlagdo entre elas? 2) Tais
barreiras tiveram evolucdo homoplastica e, se sim, existe algum padrdo nas direcdes de

mudanga?
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Figura 1 Sintese sobre o conhecimento atual dos sistemas de reproducao do clado neotropical de

Bulbophyllum. Consenso estrito de 10.000 arvores mais parcimoniosas obtidos pela analise dos
dados combinados (plastideo psbA-trnH + trnS-TRNG e nrITS). Os percentuais de bootstrap
acima de 50% e os indices de decaimento sdo apresentados abaixo dos ramos (Comprimento =
1053, IC = 0,707, RI = 0,767). A, Bulbophyllinae; B, Clado Neotropical; C, sect. Furvescens; D, sect.
Bulbophyllaria; E, sect. Napelli; F, sect. Micranthae; G, sect. Xiphizusa: H, sect. Didactyle. Modificado
a partir do cladograma de Smidt et al. (2011). Sdo apresentados a distribuicdo geogréfica e o

numero de espécies cujo o sistema de reproducdo foi estudado, em relagdo ao ntimero total de

espécies, para cada uma das secdes. Compatibilidade: A?, ndo existem informacdes; AC,

autocompativel; Al, auto-incompativel; AI*, auto-incompatibilidade com variagdo dentro da

segdo. Barreira pré-polinizacdo a autopolinizacao: P?, ndo existem informagdes; P, presente; NP,

ausente. Distribuicdo geografica: Am.C, América Central; Am.S, América do Sul.



Hipoteses;

1) Auto-incompatibilidade é uma caracteristica ancestral no clado neotropical de Bulbophyllum.
Predicao 1: A ocorréncia de autocompatibilidade representa uma reversao em relacdo a auto-
incompatibilidade.

Predigdo 2: A autocompatibilidade é uma caracteristica homopléstica em diferentes se¢des do
género no clado neotropical.

2) Existe associagdo entre ocorréncia de auto-incompatibilidade e barreiras pré-polinizacdo a
autopolinizacdo nas espécies neotropicais de Bulbophyllum

Predigdo: A correlacdo é negativa, inexistindo ambos os tipos de barreira a autogamia em uma
mesma espeécie.

3) O grau de inter-compatibilidade (entre espécies) depende da distancia geogréfica entre elas.
Predigao: Populagdes interespecificas situadas em uma mesma regido (norte ou sul) apresentam

maior inter-compatibilidade do que aquelas situadas em diferentes regides.

Objetivos

Filogeografia do complexo Bulbophyllum exaltatum
O objetivo da filogeografia do complexo Bulbophyllum exaltatum é esclarecer as relagdes de
conectividade genética as populagdes desse grupo, em busca de compartilhamento de
polimorfismo ancestral e eventos de hibridizacdo e introgressdo, e testando a existéncia de
quebras filogeograficas que resultem na diferenciacdo observada por Ribeiro et al. (2008). Para
isso, pretende-se:
i. Avaliar a magnitude e a distribui¢do geografica da diversidade genética;
ii. Testar se a disjungdo observada por Ribeiro et al. (2008) é observada também com marcadores
de sequéncias nucleares e plastidiais;
iii. Descrever linhagens e estimar datas de divergéncias entre elas;
iv. Investigar os padroes e de fluxo génico atual entre as populacdes e se ha compartilhamento
de alelos ancestrais, hibridizacado e introgressao entre as espécies;
v. Investigar alteragdes demogréficas e de distribuigdo geografica ocorridas no passado;

vi. Correlacionar distancias genéticas e potencial de intercruzamento entre as populagdes;



Evolugdo dos sistemas de reproducdo no clado neotropical de Bulbophyllum
O objetivo do estudo da evolugao dos sistemas de reproducdo no clado neotropical de
Bulbophyllum é avaliar a diversidade de barreiras morfolégicas e de respostas moleculares a auto-
polinizacdo nas se¢des desse grupo com uma abordagem evolutiva. Os objetivos especificos desse

projeto sdo:

i.  Determinar as caracteristicas de sistemas de reprodugao de taxa do clado neotropical de
Bulbophyllum;

ii.  Averiguar a existéncia de mecanismos genéticos que evitam a autofertilizagdo e
morfolégicos/etolégicos que evitam a autopolinizacao;

iii.  Averiguar o potencial de cruzamentos interespecificos e a existéncia de barreiras a
hibridacao;

iv.  Correlacionar distancias genéticas e potencial de cruzamentos interespecificos;

v. Avaliar a existéncia de homoplasias na origem das caracteristicas de sistemas de

reprodugdo observadas.

Metodologia

Coletas

Para a filogeografia do complexo Bulbophyllum exaltatum e para o estudo da evolugdo dos
sistemas de reproducdo no clado Bulbophyllum neotropical individuos inteiros nunca serdo
coletados. Os individuos de Bulbophyllum sao compostos por varios pseudobulbos,
eventualmente por algumas dezenas deles, conectados por rizoma. Apenas cerca de trés desses
pseudobulbos serdo removidos de cada planta amostrada (figura 1). Dependendo da espécie, em
particular aquelas com ntimero muito elevado de pseudobulbos mas com poucas flores por
inflorescéncia, um ramo com niimero pouco superior de pseudobulbos pode vir a ser removido,
de modo que a muda produzida em cultivo forneca flores suficientes para a realizacao dos
experimentos. Para que as popula¢des naturais ndo sofram impacto negativo com as coletas,
pseudobulbos serao removidos apenas se a planta possuir um ntimero elevado deles, de forma
que o individuo seja preservado, ndo comprometendo a sua sobrevivéncia (nuca sera removido
mais do que um terco do individuo). A relacdo das espécies que serao coletados é apresentada na
tabela 1 (nesta tabela, conjuntos de trés pseudobulbos sao denominados “ramos”). Apds a coleta,
os ramos serdo cultivados em casa de vegetacdo do Departamento de Botanica da UFMG para
aclimatacdo e realizagdo dos experimentos, sendo posteriormente incorporados a Colecdo Viva

de Orquideas do Jardim Botanico e Museu de Hist6ria Natural da UFMG, podendo ser utilizados



em outros estudos futuros e compondo banco ativo de germoplasma ex situ, auxiliando na

conservagao das populagdes naturais das espécies.

Individuo inteiro
R

Ramo com trés
pseudobulbos

Figura 1. Morfologia vegetativa de Bulbophyllum e esquema de coleta de ramos. O ponto de
corte para a coleta é representado pela linha vermelha. Individuos inteiros nunca serao
coletados.

Filogeografia do complexo Bulbophyllum exaltatum

Espécie coletada no Parque Estadual do Guartela-PR : B. perri

Amostragem

Para a realizagdo dos estudos filogeograficos, cerca de 5 a 10 populagdes de B. involutum
e 15 a 20 populagoes de B. exaltatum s.1. (incluindo todos os seus potenciais sindnimos, apontados
por Smidt 2007) serdo coletadas, abrangendo toda a distribuicao geografica (incluindo extremos
geogréficos e populacdes disjuntas), biomas, fitofisionomias e formagdes geoldgicas de ocorréncia
do complexo. Sempre que possivel serdo coletadas e desidratadas individualmente em silica gel
folhas jovens de 15 individuos de cada localidade. Para que as populag¢des naturais nao sofram
impacto negativo com as coletas, a folha serd removida apenas se a planta possuir um ntamero
razoavel de pseudobulbos, de forma que o individuo seja preservado. Individuos inteiros nunca
serdo coletados. Tentativamente, toda a variagdo morfolégica e diversidade taxonémica, tal como
a de espécies segregadas e taxa intraespecificos sindnimos, sera amostrada. Individuos de
espécies relacionadas (B. machupicchuense, B. gomesii, B. perii e B. proencai), assim como populacdes
de B. weddellii serdo incluidas nas analises. Tentativamente, serdo amostradas as populacdes onde
os holétipos dos taxons foram amostrados. As exsicatas de um individuo de cada populagdo serdao

depositadas no herbario BHCB.



Filogeografia plastidial

O DNA total serd extraido de folhas secas em silica gel, pulverizadas com nitrogénio
liquido, utilizando brometo de cetilmetil amonio (CTAB), de acordo com Doyle & Doyle (1987).
Serdo sequenciadas regides do DNA de cloroplasto (cpDNA) e DNA nuclear, a partir de pares de
primers previamente testados para escolha daqueles que apresentarem maior variabilidade para
cada grupo especifico, baseado na literatura. Os fragmentos serdo amplificados por PCR em um
volume total de 20 pL contendo 1 unidade de Tag DNA polimerase, tampao de reagdo 1x [75 mM
Tris HCI (pH 9.0), 50 mM KCl, 20 mM (NH4)2SO4)], 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP, 0,75 pM
de cada iniciador, 0,04mg/mL de alumina de soro bovino (BSA) e DNA genémico. As condigdes
serdo: um ciclo de 94 °C por 1 min; 40 ciclos de 95 °C por 30 s, 53 °C por 40 s e 72 °C por 40 s; e um
ciclo de 75 °C por 5 min. As condi¢gdes de amplificacdo serdo padronizadas de acordo com as
necessidades do material e de cada primer utilizado. Os produtos de amplificagdo serdo avaliados
qualitativamente em eletroforese horizontal em gel de agarose 1%, corados com GelRed™
(Biotium) e purificados com PEG 20%. Os sequenciamentos serdo realizados em sentido direto e
reverso pela metodologia de Sanger em sequenciador automético ABI PRISM 3730XL DNA
Analyzer (Applied Biosystems) usando o BigDye Terminator v3.1 Sequencing Standard Kit
(Applied Biosystems). Todas as sequéncias serdao depositadas no GenBank. O consenso das
sequéncias direta e reversa das regides sera realizado com o software Staden Package 1.7.0
(Staden 1996) e o alinhamento das sequéncias serd realizado com MEGA 6 (Edgar 2004; Tamura
et al. 2013). Com o auxilio do programa BioEdit 5.0.6 (Hall 1999), a matriz de alinhamento passara
por inspecdo visual para deteccdo de sitios polimérficos espurios. Possiveis indels serdo
codificados de acordo com o esquema Simple Indel Coding (SIC, Simmons & Ochoterena 2000),

implementado em programa SeqState (Miiller 2005).

Filogeografia nuclear

Um parcela de 96 individuos utilizados para a filogeografia plastidial sera também
sequenciada com a metodologia nextRAD pela empresa SNPsaurus (http://snpsaurus.com/).
Como descrito por Russello et al. (2015), no método nextRAD o DNA genémico é fragmentado
utilizando o Nextera DNA Library Preparation Kit (Illumina, Inc), o qual também liga
adaptadores as extremidades dos fragmentos. Os primers utilizados na amplificacao
subsequente sdo constituidos da sequéncia complementar aos adaptadores, além de uma
sequéncia arbitraria de 9 nucleotideos. Assim, o genoma é parcialmente amostrado, pois apenas
fragmentos que sejam iniciados por tal sequéncia serdo amplificados com sucesso. Serdo

avaliados cerca de 15.000 loci nextRAD, com uma cobertura de 20X, em leituras de 100 bp.



Microssatélites

Serdo desenvolvidos marcadores microssatélites para 96 loci em B. weddelllii e B.
involutum, pela empresa Ecogenics. Tentativamente, tais marcadores serdo desenhados de forma
a permitir transferibilidade para as demais espécies do complexo B. exaltatum e a realizagdo de
genotipagem multiplex. Os primers desenvolvidos serdo testados em 24 individuos. Os
fragmentos serdo amplificados por PCR em um volume total de 20 pL contendo 1 unidade de Tag
DNA polimerase, tampao de reacdo 1x (100 mM Tris HCL; pH 8,3; 500 mM KCl), 1,5 mM de MgCl,,
0,2 mM de dNTP, 0,1 pM de cada iniciador e DNA gendmico. O programa de amplificacdo sera
constituido por um ciclo de 94 °C por 5 min; 20 ciclos de 95 °C por 30 s, temperatura de anelamento
do primer por 40 s e 72 °C por 40 s; e um ciclo de 75 °C por 5 min. As condi¢des de amplificacao
serdo padronizadas de acordo com as necessidades do material e de cada primer utilizado. Os
produtos de amplificacdo serdo analisados em sequenciador automatico ABI3730XL (Applied
Biosystems), utilizando 400HD ROXTM (Applied Biosystems) como padrao de tamanho em
pares de base (pb). Para visualizagdo dos picos correspondentes aos alelos, serd utilizado o
software Peak Scanner™ (Applied Biosystems). Para a nomeacado e verificacdo de erros de
anotacdo de tamanhos dos alelos, serdao wutilizados os macros para Excel Flexibin
(http:/ /www.zoo.cam.ac.uk/zoostaff/ meg/amos.htm) (Amos et al, 2007) e Autobin
(http:/ /www4.bordeaux-aquitaine.inra.fr/biogeco/Ressources/Logiciels/ Autobin) (Ghichoux
et al., 2011). Os resultados da nomeagdo de alelos fornecidos por ambos as macros serao
confrontados a fim de resolver problemas especificos de nomeacdo. O programa MICRO-
CHECKER 2.2.3 (van Oosterhout et al., 2004) serd utilizado para verificar a existéncia de erros de
analise das amplificacdes, por locus e populacado, devido a presenca de alelos nulos, stuttering ou
eliminacdo do maior alelo e o macro Excel Microsatellite Toolkit (Park, 2001) sera utilizado para

verificar a existéncia genétipos idénticos.

Andlise dos resultados - filogeografia plastidial

As diversidades haplotipica (h) e nucleotidica (1) serdo calculadas utilizando DnaSP 5.10
(Librado & Rozas 2009) e Arlequin 3.5.1.3 (Excoffier & Lischer 2010). A estruturagdo geogréfica
sera avaliada a partir da inferéncia do nimero de agrupamentos genéticos, utilizando o pacote
GENELAND versao 4.0.3 implementado em R (Guillot et al. 2005, http://www.cran.r-
project.org/), da andlise de variancia molecular hierdrquica (AMOVA), realizada com o software
GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse 2012), e da localizagdo de descontinuidades genéticas com o
programa Barrier 2.2 (Manni & Gue 2004). A deteccao de grupos genéticos sera realizada pela

inferéncia bayesiana de agrupamentos populacionais com o software BAPS 6.0 (Corander & Tang



2007; Corander et al. 2008). O teste de Mantel (Mantel 1967) ser4 realizado a partir dos nameros
médios de substituicdes sitio a sitio com o programa GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse 2012).

A rede haplotipica dos dados plastidiais serd inferida com o algoritmo Integer Neighbour-
Joining Networks sem tolerancia a reticulacdo (French et al. 2013) implementado no programa
PopArt 1.6 beta (http://popart.otago.ac.nz) e a inferéncia filogenética bayesiana de dados
provenientes de ambos os genomas sera especificada com a ferramenta BEAUti 1.8.1 e realizada
com o programa BEAST 1.8.1 (Drummond et al. 2012). A selecdo de modelos serd baseada no
Critério de Informagao Bayesiana (BIC) implementada pelo programa JModelTest2 (Darriba et al.
2012). A frequéncia das bases sera empiricamente calculada e fixada para as proporgdes
observadas no conjunto de dados. As arvores serdo inferidas sob os modelos de "constant size"
com relogio estrito e datadas de acordo com Ramirez et al. (2007). A convergéncia dos resultados
serd verificada com o programa Tracer v1.5 (Rambaut & Drummond 2009) e as arvores serdao
sumarizadas com a ferramenta TreeAnnotator 1.8.1; a arvore obtida sera visualizada utilizando
FigTree (http:/ /tree.bio.ed.ac.uk/software/ figtree/).

Para avaliar evidéncias de expansdes populacionais serdo calculados os indices Fs (Fu
1997) e D (Tajima 1989) com o programa Arlequin 3.5.1.3 (Excoffier & Lischer 2010) e R2 (Ramos-
Onsins & Rozas 2002) com o programa DnaSP 5.10 (Librado & Rozas 2009). A dindmica
demografica dos grupos também serd explorada com skyline plots (Drummond et al. 2005), os
quais serdo especificados com a ferramenta BEAUti 1.8.1 e realizados com o programa BEAST
1.8.1 (Drummond et al. 2012), com as mesmas caracteristicas da inferéncia filogenética bayesiana,
exceto que as arvores serdo inferidas sob o modelo coalescente de "Bayesian Skyline". A inferéncia
sera calibrada a partir da taxa de substituicdo obtida na inferéncia filogenética bayesiana. Serdo
realizadas 5x107 iteragdes, com amostragem de drvores a cada 5x10° geracdes. A convergéncia dos
resultados serd verificada com o programa Tracer v1.5, o qual também serd utilizado para a

inferéncia e exibicao dos skyline plots (Rambaut & Drummond 2009).

Anidlise dos resultados - filogeografia nuclear

Do total de SNPs obtidos a partir de nextRAD, 6.000 serdao escolhidos aleatoriamente e
divididos em trés conjuntos de 2.000 SNPs para a determinagdo do ntimero apropriado de
agrupamentos com STRUCTURE 2.3.4 (Falush et al., 2003). O niimero de populacdes presumiveis
(K) variara de 1 a 15, e 10 corridas independentes compostas por 500.000 interagdes MCMC serao
realizadas para cada K, com um burn-in inicial de 100.000, e modelo de mistura correlacionada
de alelos entre as populag¢des. O namero de agrupamentos 6timo serd inferido a partir do método
de Evanno, Regnaut & Goudet (2005), que emprega a estatistica AK baseada na taxa de mudangas

de Pr(X|K) entre sucessivos valores de K, implementado com o programa HARVESTER (Earl &



vonHoldt, 2011). Agrupamentos de individuos serdo testados com o pacote de R adegenet
(Jombart et al., 2010), utilizando as fung¢des glPca, find.clusters e dapc.

Um cladograma de todos os individuos nao-hibridos sera gerado utilizando o método de
Neighbor-Joining com o software TASSEL 3.0 (Bradbury et al., 2007) e representado graficamente
utilizando o pacote de R ape (Paradis et al., 2004). O Fis sera estimado a partir das
heterozigosidades observadas e esperadas e a diversidade (heterozigosidade esperada) sera
estimada a partir de frequéncias alélicas, com o pacote de R adegenet (Jombart e Ahmed 2011).

A AMOVA sera realizada a partir de uma matriz de distancia Euclidiana inter-individual,
com o pacote pegas (Paradis 2010). O programa GenAlEx 6.41 (Peakall e Smouse 2006) sera
utilizado para confirmar os resultados e calcular os valores de p.

O programa TreeMix (Pickrell e Pritchard 2012) sera usado para modelar a divergéncia e
migracdo entre os grupos de individuos identificados com o pacote dapc. Valores de bootstrap

serdo calculados com o pacote ape (Paradis et al., 2004).

Andlise dos resultados — microssatélites

Para a caracteriza¢do da variabilidade genética, serdo utilizados os seguintes estimadores:
numero de alelos observados (A), variagdo do tamanho do alelo (var), heterozigosidade
observada (HO) e heterozigosidade esperada (HE) (Nei, 1987), fornecidos pelo programa FSTAT
2.9.3 (Goudet, 1995). Este programa seréd utilizado também para testar o desequilibrio de ligacao
entre os pares de loci. A frequéncia média de alelos nulos (r) por locus serd estimada pelos
métodos de Brookfield 1 (Brookfield, 1996) implementado no MICRO-CHECKER 2.2.3
(Oosterhout et al., 2004). Sera realizado um teste exato no programa GENEPOP on the web,
versao 4.0.10 (Raymond & Rousset, 1995), para detectar desvios nas propor¢des genotipicas em
relacdo ao esperado em equilibro de Hardy-Weinberg (EHW) em cada locus (Guo & Thompson,
1992) e a combinacdo das probabilidades de todas as populagdes em cada locus sera realizada
pelo método de Fisher. A variabilidade genética das populacdes sera estimada a partir do niimero
médio de individuos genotipados (N), do niimero de alelos observados (A), do namero de alelos
exclusivos (PA), da riqueza alélica (RA), da heterozigosidades média observada (HO) e esperada
(HE) (Nei, 1987) e do indice de fixagdo (F), calculados com os programas GENALEX 6.4 (Peakall
& Smouse, 2006) e MSA (Dieringer & Schlotterer, 2003).

O ntmero de agrupamentos genéticos e a mistura nuclear serdo estimados a partir do
método de atribuicdo bayesiana implementado no programa Structure 2.3 (Pritchard, Stephens
& Donnelly, 2000). O ntmero de populagdes presumiveis (K) variara de 1 a 15, e 10 corridas
independentes compostas por 500.000 interagdes MCMC serdo realizadas para cada K, com um

burn-in inicial de 100.000 e modelo de mistura correlacionada de alelos entre as populacdes. O



nimero de agrupamentos 6timo sera inferido a partir do método de Evanno, Regnaut & Goudet
(2005), que emprega a estatistica AK baseada na taxa de mudangas de Pr(X | K) entre sucessivos
valores de K, implementado com o programa HARVESTER (Earl & vonHoldt, 2011).

A particdo da variabilidade genética entre as espécies, entre as populacdes dentro das
espécies e dentro das populagdes serd investigada com a Andlise de Varidncia Molecular
(AMOVA), locus por locus, no programa Arlequin (Excoffier, Laval & Schneider, 2005). A
significancia dos componentes da variancia sera calculada utilizando 10.000 permutacdes dos
dados. Além disso, um teste de diferenciagdo populacional, com base nas frequéncias genotipicas
e ndo assumindo acasalamento aleatério dentro das amostras, foi conduzido no programa
FSTAT. Para representar graficamente as relagdes genéticas entre as populagdes serdo utilizadas
as distancias genéticas de Nei (1978) (DN, unbiased genetic distance) e de Cavalli-Sforza &
Edwards (1967) (DC), com e sem corregao para alelos nulos (INA), e o algoritmo neighbor-joining
(NJ) em analises de agrupamento distintas. A matriz de DN serd fornecida pelo programa
GENALEX 6.4, enquanto as matrizes de DC com e sem correcdo INA serdo fornecidas pelo
FreeNA (Chapuis & Estoup, 2007). O programa MSA (Dieringer & Schlotterer, 2003) sera
utilizado para obtencao de 1000 replicatas de bootstrap da matriz de distancia DC sem correcao
para alelos nulos. Essas replicatas serdo utilizadas no pacote Phylip (Felsenstein, 1989) para gerar
arvores de NJ (programa NEIGHBOR) e, posteriormente, para criar arvores de consenso de
maioria (programa CONSENSE). O suporte dos ramos serd, entdo, acrescido as arvores nao-

enraizadas construidas no programa Mega6 (Tamura et al., 2013).

Evolugdo dos sistemas de reproducdo no clado neotropical de Bulbophyllum

Espécies coletadas nos Parques Estaduais de Vila Velha e do Guartela: B. peri, B.

plumosum, B. tripetalum, B. micranthum, B. dusenii, B. regnellii

Amostragem

Para os estudos de sistemas de reprodugdo, serdo amostrados de 20 a 30 espécies do clado
neotropical de Bulbophyllum. Tentativamente serdo amostradas espécies de todas se¢des. Dentro
das secOes, a amostragem sera realizada visando a avaliacdo da maior parte da diversidade
filogenética, especialmente em B. sect. Xiphizusa, B. sect. Napelli e B. sect. Micranthae, da amplitude
de distribuicdo geografica, da diversidade de morfologias florais (a qual pode estar associada a
diferentes mecanismos de polinizacao. Tentativamente, serdo amostrados também espécies de
Bulbophyllum nao neotropicais. Para cada espécie a ser estuda, serdo amostrados trés

pseudobulbos de cerca de 10 individuos. Para que as populagdes naturais nao sofram impacto



negativo com as coletas, os pseudobulbos serdo removidos apenas se a planta possuir um ntimero
razoavel deles, de forma que o individuo seja preservado. Individuos inteiros nunca serdo
coletados. Os pseudobulbos coletado serdao incorporados a colecao do Museu de Histéria Natural

da UFMG.

Polinizagoes experimentais

Para os experimentos dos sistemas de reproducédo serao utilizados individuos cultivados
na casa de vegetagdo do Departamento de Botdnica e no Museu de Histéria Natural da UFMG.
As polinizacdes experimentais serdo realizadas somente apés um periodo de 6 meses da coleta e
plantio dos individuos. Serdo realizados dois tipos de polinizacdes experimentais:
autopolinizacdo e polinizagdo cruzada intraespecifica. Flores ndo polinizadas serdo ensacadas
para verificagdo da ocorréncia de autopolinizacdo espontanea (flores ndo emasculadas) e
agamospermia diplospérica (flores emasculadas). Tentativamente, serdo utilizadas cerca de 20 a
30 flores para cada um dos quatro tratamentos, dependendo do ntimero de flores disponiveis.
Nas espécies com maior disponibilidade de individuos e de flores, polinizagdes adicionais serdo
realizadas e o desenvolvimento do fruto serainterrompido e as flores fixadas a intervalos
regulares (24 horas, e 5, 10, 15 e 20 dias) para observacdo de germinagdo dos graos de polen,
crescimentos dos tubos polinicos, desenvolvimento do ovario e fertilizagdo. Os frutos maduros
terao suas sementes removidas na época da deiscéncia e serdo fixados em FAA 50%. Uma amostra
de 200 sementes por fruto sera examinada para calculo no niimero de sementes viaveis, sendo
consideradas sementes vidveis aquelas que possuirem embrido bem desenvolvido (Borba et al.,
2001a). A partir dos cruzamentos efetuados, flores que ndo desenvolverem frutos, frutos
abortados e frutos maduros, e as flores das polinizagdes adicionais serdo fixados e posteriormente
tratados com NaOH 10N a 60°C, corados com azul de anilina e examinados em microscépio de
epifluorescéncia para observagdo de crescimento de tubos polinicos e fertilizacao dos évulos

(Martin, 1959; Borba et al. 1999, 2001a).

Anadalise dos resultados - Cruzamentos experimentais
Para cada espécie, os resultados serdo comparados entre os diferentes tratamentos através

de anélise de varidncia ANOVA one-way e testadas com teste t.
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