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RESUMO 

As orquídeas do complexo "Zygopetalum maculatum" (Kunth) Garay são típicas dos 

campos rupestres e de altitude do leste do Brasil. Atualmente são reconhecidas seis 

espécies para este grupo que, por compartilharem características morfológicas 

diagnósticas, são reconhecidas aqui como um complexo de espécies. De forma a 

contribuir para entender o padrão de variação fenotípica observado entre as 

populações e com isso tentar esclarecer a formação deste complexo, este trabalho 

caracterizou do ponto de vista genético ar 22 populações de "Z. maculatum", sendo 

21 provenientes do Brasil e uma da Bolívia. As análises compreenderam estimativa 

da quantidade de DNA nuclear, determinação do número cromossômico, 

comportamento meiótico e diversidade genética identificada por marcadores do tipo 

ISSR. O conteúdo médio de DNA revelou três níveis de ploidia no complexo, 7,36 pg, 

10,52 pg e 14,09 pg de DNA, sendo estes relacionados a números cromossômicos de 

2n=48; 2n=72; 2n=96, respectivamente. Tal variação ocorreu entre e dentro das 

populações. Dados cariotípicos (morfometria, DNAr 5S e 45S) evidenciaram 

similaridade entre os três níveis de ploidia. A meiose mostrou-se irregular, com 

ocorrência de atraso e perda cromossômica, pontes, “cromossomos aderentes”, 

micronúcleos e assincronia em todos os níveis de ploidia. O dendrograma baseado 

em marcadores ISSR revelou tendência de agrupamento de indivíduos com o mesmo 

nível de ploidia e originados das mesmas regiões geográficas. Os resultados sugerem 

que as populações possuem baixos índices de diversidade genética entre indivíduos 

e que a maior diversidade encontra-se entre as populações. De forma geral, os 

resultados indicam que eventos de poliploidização estejam relacionados à 

diversificação e especiação de “Z. maculatum”, sendo um processo importante para 

explicar as variações morfológicas observadas dentro do complexo. 

Palavras-chave: citogenética vegetal; citometria de fluxo; comportamento meiótico; 

FISH; ISSR; orquídea tropical; poliploidia. 

 

  



ABSTRACT 

The orchids of the "Zygopetalum maculatum" (Kunth) Garay complex are typical of the 

“campos rupestres” of the east side of Brazil. Currently, six species are recognized for 

this group which, due to their morphological similarity, is recognized here as a species 

complex. In order to understand the phenotypic pattern observed among the 

populations and contribute to clarify the formation of this complex, this study 

characterized 22 populations of “Z. maculatum”, being 21 populations from Brazil and 

one population from Bolivia. The study included DNA amount estimation, determination 

of the chromosome number, meiotic behavior and genetic diversity estimation. The 

average of DNA content revealed three 2C values, 7.36 pg, 10.52 pg and 14.09 pg of 

DNA, which were associated to 2n = 48; 2n = 72 and 2n = 96 chromosomes, 

respectively. The variation was observed within and among populations. Karyotypic 

data (morphometry, 5S and 45S rDNA) showed similarity among all ploidy levels. 

Meiosis behavior was not regular being observed chromosome delay and loss, 

bridges, micronuclei, chromosomal stickiness and asynchrony. The dendrogram 

based on ISSR revealed similarity regarding the ploidy level and the geographical 

distribution of the individuals. The data also suggested low genetic diversity within 

populations being most of the diversity observed among populations. In general, the 

results indicate that polyploidization events are probably related to the Zygopetalum 

diversification and speciation, being an important process to explain the morphological 

variations observed within the complex. 

Keywords: cytogenetics; flow cytometry; meiotic behavior; FISH; ISSR; tropical orchid; 

polyploidy. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

A região tropical do globo terrestre é bastante citada como sendo biologicamente 

mais diversa que as outras zonas climáticas. Tal hipótese ganha suporte quando 

estudos indicam que aproximadamente 37% da diversidade do planeta encontra-se 

na região neotropical (GOVAERTS, 2001; ANTONELLI e SANMARTÍN, 2011).  

Muitos mecanismos têm sido sugeridos como envolvidos na história e evolução 

da biodiversidade dos trópicos, incluindo aspectos bióticos e abióticos. 

Provavelmente, a mais antiga explicação evolutiva para a considerável diversidade 

neotropical seja a "hipótese do tempo", a qual sugere que a riqueza de espécies está 

relacionada com a quantidade de tempo disponível para especiação dentro de uma 

determinada região (MITTELBACH et al., 2007). Dessa forma, o isolamento geológico 

e a estabilidade climática, em longo prazo, teriam favorecido o acúmulo gradual e/ou 

preservação de linhagens nos trópicos no decorrer do tempo (ANTONELLI e 

SANMARTÍN, 2011). Outro fator que poderia justificar a riqueza de espécies em 

baixas latitudes é a ocorrência de temperaturas mais altas, que pode representar 

menores tempos de geração, acelerando assim, a especiação (ROHDE, 1992). 

Embora seja praticamente um consenso que a riqueza de espécies tropicais 

deriva da interação de numerosos processos e eventos evolutivos (HOORN et al., 

2010), sob o ponto de vista biótico, parece claro que a poliploidia, associada ou não a 

eventos de hibridação, figura como fator importante neste processo (STEBBINS, 

1971; MASTERSON, 1994; SOLTIS, SOLTIS e TATE, 2003; SOLTIS e SOLTIS, 2009; 

JIAO et al., 2011). No entanto, estudos que abordem o tema evolução vegetal e 

poliploidia nos trópicos são, ainda, bastante escassos, contribuindo para que a relação 

entre a ampla diversidade nesta região e a ocorrência de poliploides seja, até o 

momento, muito mais especulativa do que propriamente estabelecida. 

Entre as famílias mais diversas do planeta está Orchidaceae A. Juss., 

considerada cosmopolita, pois só não ocorre em regiões polares ou desertos extremos 

(DRESSLER, 1981; JUDD et al., 2009). Entretanto, ainda que sua distribuição global 

seja ampla, as orquídeas são mais abundantes e apresentam maior variabilidade 

justamente nos trópicos (DRESSLER, 1981, 1993; PRIDGEON, 2003). Dentro da 

região neotropical, a Floresta Atlântica brasileira é ranqueada como a segunda área 

da América do Sul mais rica em espécies de orquídeas e com elevada taxa de 

endemicidade (BARROS, 1999). 
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Os primeiros conhecimentos taxonômicos para o grupo são fruto da análise de 

estruturas florais. No entanto, a família apresenta muitas formas intermediárias, além 

da presença de caracteres basais e derivados em uma mesma espécie. Tudo isso, 

faz com que dados apenas fenotípicos sejam pouco informativos e geralmente 

inconclusivos. Nesse panorama, técnicas citogenéticas e moleculares surgem como 

aliadas em estudos taxonômicos e filogenéticos da família, uma vez que estes são 

traços pouco vulneráveis à influência ambiental (DRESSLER, 1993; GUERRA, 2008). 

Portanto, a caracterização genética de espécies é de suma relevância para estudos 

de cunho evolutivo (GUERRA, 1988). 

Orchidaceae apresenta o gênero Zygopetalum Hook cuja taxonomia é 

considerada complicada e compreende 14 espécies aceitas atualmente para o Brasil 

(FLORA DO BRASIL, 2017). Dessas, seis compõe o complexo “Zygopetalum 

maculatum” (Z. brachypetalum Lindl., Z. ghillanyi Pabst., Z. intermedium Lood., Z. 

maculatum (Kunth), Z. reginae Pabst, Garay, Z. sincoranum V. P. Castro & Campacci, 

Z. triste Barb. Rodr.), um complexo de espécies com delimitação taxonômica 

comprometida devido a caracteres ecológicos e morfológicos sobrepostos (HOEHNE, 

1953). Com o presente trabalho, buscou-se caracterizar, por meio de ferramentas 

citogenéticas e moleculares, espécies de orquídeas tropicais de “Z. maculatum”, a fim 

de contribuir para o conhecimento da variabilidade e da evolução dessas plantas, além 

de gerar resultados que possam colaborar para a delimitação de táxons dentro do 

gênero. 
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CAPÍTULO I – REFERENCIAL TEÓRICO 

1 POLIPLOIDIA: UMA FONTE DE DIVERSIDADE VEGETAL 

A evolução dos seres vivos baseia-se na associação de variabilidade genética, 

seleção natural (FREITAS e BERED, 2003) e deriva (COYNE e ORR, 2004). Dessa 

forma, por representar um tipo de alteração do conteúdo genético, a poliploidia é 

inevitavelmente atrelada a processos evolutivos em plantas (SOLTIS et al., 2009; 

PARISOD, HOLDEREGGER e BROCHMANN, 2010; FAWCETT e VAN DE PEER, 

2010; WENDEL et. al., 2016) atuando com destaque em gimnospermas e 

angiospermas (SOLTIS et al., 2009; WOOD et al., 2009; JIAO et al., 2011). Estima-se 

que a maior parcela das plantas atuais tenha passado por algum evento de 

poliploidização em sua história evolutiva (JIAO et al., 2011), com estimativas da 

frequência de ancestrais poliploides variando de 35% a 70% (WENDEL et. al., 2016). 

Dentre os casos de especiação nas angiospermas pelo menos 15% teriam sido 

desencadeados por eventos de duplicação do genoma (WOOD et al., 2009).  

A poliploidia segmenta-se em duas vias principais: alopoliploidização e 

autopoliploidização. Ambos os tipos de incremento do genoma já foram relatados para 

Orchidaceae, embora a maior parcela das espécies analisadas até o momento tenha 

sido documentada como alopoliploide (HEDRÉN, NORDSTRO e STÅHLBERG, 2008; 

STÅHLBERG, 2009). Provavelmente, isso deve-se à dificuldade de identificação dos 

autopoliploides em ambiente natural (REIS et al., 2014) e não tanto à diferença real 

na ocorrência dos dois tipos de poliploidia. 

Enquanto autopoliploides surgem por duplicação do genoma dentro de uma 

única espécie, os eventos de alopoliploidização originam linhagens poliploides a partir 

da fusão de conjuntos cromossômicos de espécies distintas e são particularmente 

comuns em plantas (RAMSEY e SCHEMSKE, 1998). Vale ressaltar ainda a ocorrência 

dos poliploides segmentares, oriundos do cruzamento de genomas de espécies 

próximas o suficiente para apresentarem uma certa homeologia cromossômica 

(STEBBINS, 1971; RAMSEY e RAMSEY, 2014).  

O fenômeno da poliploidização pode trazer vantagens adaptativas iniciais para 

os indivíduos. Benefícios ecológicos são gerados pela heterose e redundância gênica 

na alo e autopoliploidia, podendo tornar os poliploides mais vigorosos que seus 

progenitores, aumentando sua capacidade de colonizar novos habitats e de adaptar-
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se a novos desafios ecológicos (RAMSEY, 2011; SCHRANZ et al., 2012; TE BEEST 

et al., 2012; FAWCETT et al., 2013). Outra novidade positiva que a redundância 

gênica proporciona é a proteção aos poliploides dos efeitos deletérios de certas 

mutações. Além dessas vantagens, em alguns casos, a reprodução vegetativa e a 

apomixia ocorrem em genomas duplicados (KOLTUNOW e GOSSNIKLAUS, 2003), o 

que permite aos poliploides reproduzirem-se sem a necessidade de outro indivíduo 

(COMAI, 2005). Somadas a todos esses fatores, a abundância comparativa de 

material genético e as alterações epigenéticas comumente associadas aos 

poliploides, são fatores adicionais que poderiam explicar a sua maior tolerância 

ecológica e seu sucesso adaptativo (MALLET, 2007; PAUN et al., 2010; PAUN et al., 

2011). 

Orchidaceae é uma família especialmente propensa a eventos de hibridação e 

duplicação do genoma. Isso provavelmente decorre do substancial número de casos 

em que espécies e citótipos convivem em simpatria com barreiras reprodutivas pouco 

consistentes, além disso, há fatores, como propagação vegetativa e a própria 

poliploidização, que favorecem o estabelecimento de híbridos (MALLET, 2005). Em 

regiões mediterrâneas muitos estudos já confirmaram a influência de hibridação e 

poliploidia na diversidade de orquídeas (SCOPECE et al., 2008; GÖGLER et at., 2009; 

XU et al., 2012). Nos trópicos, o gênero mais estudado sob esse aspecto é 

Epidendrum, (MARQUES et al., 2014), maior gênero neotropical de Orchidaceae 

(MORAES et al., 2013; PINHEIRO e COZZOLINO, 2013). 

 

2 ORCHIDACEAE A. JUSS.: BOTÂNICA, DISTRIBUIÇÃO E 

IMPORTÂNCIA ECONÔMICA  

 

A família Orchidaceae A. Juss. está entre as duas maiores de angiospermas, 

com aproximadamente, 25.000 espécies distribuídas em cerca de 736 gêneros 

(DRESSLER, 2005; CHASE et al., 2015; GOVAERTS, 2016), além dos numerosos 

híbridos naturais e artificiais (FARIA et al., 2001; MOREIRA e ISAIAS, 2008), estes, 

produzidos, geralmente, com finalidade comercial. A descoberta recorrente de 

espécies altera constantemente os números e a taxonomia da família, e com isso 

demanda-se cada vez mais estudos neste grupo (BARROS, 1996; NOGUEIRA, 2005).  
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Pesquisas baseadas em informações morfológicas e moleculares posicionam 

Orchidaceae em Asparagales, como grupo irmão das demais famílias da ordem 

(CHASE et al., 1995, 1996 e 2000; SOLTIS et al., 2005; APG IV, 2016). A datação 

baseada em marcadores moleculares permitiu inferir que Orchidaceae separou-se das 

demais Asparagales há cerca de 67 milhões de anos, e que o principal período de sua 

irradiação em subfamílias, tribos e subtribos teria ocorrido entre 54 e 40 milhões de 

anos atrás (VAN DEN BERG, 2003). Dressler (1993) propôs uma classificação para 

as orquídeas que considera o número e posição das anteras. Atualmente, com base 

em estudos filogenéticos, Orchidaceae é dividida em cinco subfamílias: 

Apostasioideae, Vanilloideae, Cypripedioideae, Orchidoideae, e Epidendroideae 

(CHASE et al., 2015), sendo esta última, a maior subfamília (cerca de 19000 espécies) 

e também a mais problemática em termos taxonômicos (CHASE et al., 2003). 

As orquídeas são consideradas ervas perenes morfologicamente reconhecidas 

por suas raízes fasciculadas com velame, responsável pela rápida absorção de água 

e nutrientes, permitindo que muitas espécies habitem locais desprovidos de solo, 

como ocorre com as epífitas. Em geral, o caule compreende o rizoma, que forma 

novos brotos, e pseudobulbos, servindo como reservatório de água. As folhas 

geralmente são coriáceas ou carnosas, com nervação paralelinérvea ou reticulada, e 

lâmina conduplicada ou plicada, com origem no pseudobulbo, com raros casos de 

folhas reduzidas ou ausentes (DAHLGREN et al., 1985; DRESSLER, 1993; CRIBB, 

1999). As inflorescências são indeterminadas, mas também podem ocorrer flores 

solitárias. As flores trímeras variam amplamente em tamanho, apresentam simetria 

zigomorfa e na grande maioria são hermafroditas. O fruto, com três carpelos, é uma 

cápsula carnosa com milhares de sementes, sem endosperma, extremamente 

pequenas, e com um tegumento fino e solto em torno de um embrião rudimentar 

(DRESSLER, 1981; CRIBB, 1999; PRIDGEON et al., 1999). Na falta de tecido nutritivo 

nas sementes, a energia para o desenvolvimento do embrião é fornecida por fungos 

associados às raízes das orquídeas (RASMUSSEN, 2002; PEREIRA et al., 2003; 

NOGUEIRA et al., 2005). 

Espécies podem ser encontradas em todas as regiões do planeta, com exceção 

das regiões polares e de desertos extremamente secos, sendo que a maior 

diversidade está nos trópicos, com predominância de formas epífitas e rupícolas 

(JOLY, 2002; PINHEIRO, BARROS e LOURENÇO, 2004). Como país neotropical, o 
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Brasil destaca-se pela grande variedade de espécies e gêneros (PINHEIRO, BARROS 

e LOURENÇO, 2004). 

Quando o tema é diversidade, este é o maior grupo de monocotiledôneas do 

Brasil e figura como o segundo mais diverso entre as angiospermas brasileiras, 

ficando atrás apenas de Fabaceae (FLORA DO BRASIL, 2017). O território brasileiro 

detém uma das maiores diversidades de orquídeas do continente americano e do 

mundo, com aproximadamente 235 gêneros e 2.419 espécies, das quais pelo menos 

1.620 são endêmicas (BARROS et al., 2010). Todos os domínios fitogeográficos 

brasileiros abrigam espécies da família, mas a maior riqueza está nas florestas 

úmidas, principalmente na Floresta Atlântica, com cerca de 1.257 espécies em 176 

gêneros, dentre estas, 791 espécies são exclusivas deste domínio (BARROS, 

RODRIGUES e BATISTA, 2009). 

Alguns autores especulam que a polinização por engano ou engodo seja uma 

das chaves para a notada diversificação ecológica do grupo (COZZOLINO e 

WIDMER, 2005). Outros, alegam que a diversidade das orquídeas pode também ser 

consequência da especificidade  da relação ecológica com fungos formadores de 

micorrizas ou ainda da deriva genética de populações isoladas (OTERO e 

FLANAGAN, 2006). O fato é que toda essa riqueza não é fruto de um só aspecto. 

Além da espantosa diversidade, a família destaca-se também pela importância 

ecológica, comercial/ornamental, culinária e até medicinal, como é o caso de 

Coelogyne cristata Lindley, indicada para tratamento de osteoporose (SHARMA et al., 

2014). No âmbito ecológico, as orquídeas assumem importante papel fornecendo 

alimento e abrigo para formigas e outros insetos, como pulgões e cochonilhas. 

Apresentam uma relação de parasitismo com fungos (LEAKE, 2005) e de inquilinismo 

com árvores, nas quais buscam apoio para captar maior luminosidade. Além disso, 

ainda são espécies indicadoras da qualidade ambiental (WESTON et al., 2005). No 

campo econômico, essas fanerógamas têm sido utilizadas na ornamentação e 

paisagismo, devido à beleza e durabilidade das suas flores, e em menor escala na 

culinária e perfumaria, como é o caso da baunilha (SOUZA e LORENZI, 2008). 

Todo esse destaque faz com que as espécies nativas de orquídeas sofram com 

a fragmentação e devastação de habitats, além da retirada ilegal de indivíduos dos 

seus ambientes naturais para fins comerciais (VAZ e KERBAUY, 2005). A 

vulnerabilidade aumenta ainda mais se considerarmos o ciclo de vida altamente 
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especializado - com longo período vegetativo até a idade reprodutiva – associado a 

sementes com pouca ou nenhuma reserva e germinação dependente da associação 

com fungos micorrízicos (RASMUSSEN, 2002; PEREIRA et al., 2003; NOGUEIRA et 

al., 2005). 

Devido ao grande número de espécies, ao alto nível de convergência dos 

caracteres morfológicos e à ampla variação fenotípica - sobretudo em flores -, existe 

hoje uma gama de problemas taxonômicos envolvendo a família (VAN DEN BERG, 

2003). Portanto, tendo em vista a dificuldade de classificação baseada apenas em 

caracteres morfológicos, a descrição de espécies de Orchidaceae deve ser auxiliada 

por parâmetros genéticos (CHASE et al., 2015). A principal vantagem da análise 

genética em comparação à fenotípica é a objetividade da interpretação dos dados, 

além de não haver influência ambiental direta nos caracteres observados 

(DRESSLER, 1993). 

Conclusivamente, a combinação de grande variedade, ampla área de 

ocorrência e questões taxonômicas até então não esclarecidas, além do histórico de 

hibridação e poliploidia no grupo, torna a família um excelente modelo para o estudo 

de processos evolutivos e de especiação nos trópicos. 

 

3 O COMPLEXO DE ORQUÍDEAS TROPICAIS “Zygopetalum 

maculatum” 

 

Zygopetalum Hook. é um pequeno gênero de Orchidaceae que compreende 14 

espécies reconhecidas no Brasil (Z. brachypetalum Lindl., Z. ghillanyi Pabst, Z. 

graminifolium Rolfe., Z. intermedium Lood., Z. maculatum  (Kunth) Garay, Z. maxillare 

Lodd., Z. microphytum Barb. Rodr., Z. pabstii Toscano, Z. pedicellatum (Thunb.) 

Garay, Z. reginae Pabst, Z. sellowii Rchb. F., Z. sincoranum V. P. Castro & Campacci, 

Z. triste Barb. Rodr.) (FLORA DO BRASIL, 2017), país considerado o seu centro de 

diversidade (CHASE et al., 2003). Estas plantas ocorrem em locais saturados de 

umidade (SHEEHAN e SHEEHAN, 1994), em meio a gramíneas, sobre diversas 

espécies de samambaias, em frestas de rochas onde há detritos vegetais acumulados 

e, eventualmente, sobre troncos de árvores e em barrancos em beira de estradas 

(HOEHNE, 1953; CAMPACCI, 2013). 
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Esse gênero neotropical está inserido em Epidendroideae e foi descrito por 

Hooker em 1827, sendo Zygopetalum mackayi Hooker a espécie tipo. Seu nome faz 

referência ao formato de suas flores zigomorfas (com apenas duas pétalas iguais) que 

se caracterizam ainda por serem grandes, perfumadas e verdes com máculas 

castanho-vinosas nas pétalas e sépalas (SHEEHAN e SHEEHAN, 1994).  

As espécies são descritas como plantas geralmente cespitosas; rizoma quase 

sempre curto; caule secundário espessado em pseudobulbo; folhas apicais com várias 

nervuras longitudinais proeminentes, articuladas com bainhas. A inflorescência ocorre 

em racemo lateral; brácteas florais cimbiformes, com flores vistosas, sépalas e pétalas 

semelhantes entre si; labelo branco, variavelmente venulado em roxo; polínias do tipo 

cartilaginosas em número de 4, dotadas de estipe e viscídio (ROMANINI, 2006). 

Apesar de ter poucas espécies, Zygopetalum, ainda apresenta problemas 

internos de delimitação. Os táxons que ocorrem em campos de altitude e rupestre 

como Z. maculatum (Kunth) Garay (Zygopetalum mackayi Hooker), Z. brachypetalum 

Lindl., Z. intermedium Lood., Z. triste Barb. Rodr., Z. reginae Pabst, Z. ghillanyi Pabst., 

Z. sincoranum V. P. Castro & Campacci, têm sua taxonomia duvidosa graças à 

sobreposição de caracteres morfológicos diagnósticos, sobretudo em folha e flor 

(HOEHNE, 1953). Esse grupo de táxons será denominado neste trabalho como 

complexo “Zygopetalum maculatum”.  

O complexo “Z. maculatum”, sob vários aspectos, permanece pouco conhecido. 

Neste trabalho será apresentado um estudo que abrangerá a ocorrência do grupo no 

Brasil, além da localidade tipo na Bolívia.  A presente proposta tem por objetivo ajudar 

a clarificar as relações entre os táxons deste grupo, e também utilizá-lo como modelo 

biológico para o estudo e tentativa de entendimento de processos evolutivos em 

plantas neotropicais. 
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CAPÍTULO II – ESTUDO CITOGEOGRÁFICO NO COMPLEXO DE 
ORQUÍDEAS TROPICAIS “Zygopetalum maculatum” (ORCHIDACEAE)  

1 INTRODUÇÃO  

1.1 Orchidaceae como modelo biológico em estudos de diversidade 

e evolução: uma abordagem citotaxonômica 

 

A família Orchidaceae teve seu potencial como modelo para pesquisa e 

compreensão de processos evolutivos reconhecido, pela primeira vez, em um livro de 

Charles Darwin que trata da capacidade de diversificação de linhagens, coevolução, 

especiação e convergência evolutiva neste grupo (DARWIN, 1877). Segundo Peakall 

(2007), as orquídeas são excelentes modelos para estudos evolutivos, existindo ainda 

muitas lacunas no conhecimento de seus táxons, principalmente nas regiões tropicais, 

local onde são mais diversas. Tal carência de informações pode ser atribuída, em 

parte, ao grande tamanho da família, o que dificulta a definição de relações de 

parentesco nos variados níveis taxonômicos (FAY e CHASE, 2009). 

Abordagens evolutivas e documentação de hibridação natural e poliploidia em 

Orchidaceae já contam com um número significativo de estudos para espécies 

europeias (COZZOLINO et al., 2006; MOCCIA, WIDMER e COZZOLINO, 2007), com 

destaque para o gênero Ophrys, com vários casos relatados de hibridação e 

introgressão (SOLIVA e WIDMER, 2003; CORTIS et al., 2009). Entretanto, poucos 

relatos são conhecidos para espécies de região tropical. Dentre os escassos 

exemplos está o trabalho de Moraes et al. (2013) que descreve a ocorrência de uma 

zona híbrida na costa brasileira, onde populações simpátricas de Epidendrum fulgens 

(2n=2x=24) e E. puniceoluteum (2n=4x=56) formam híbridos triploides (2n=3x=38 e 

40). Em outro estudo com o mesmo gênero, análise citogenética e citometria de fluxo 

foram ferramentas importantes para caracterizar populações híbridas de E. fulgens x 

E. denticulatum no Sudeste do Brasil (PINHEIRO et al., 2015). Marques et al. (2014), 

através da estimativa de quantidade de DNA e do emprego de marcadores 

moleculares, investigaram sob o ponto de vista evolutivo três zonas híbridas 

equatoriais de Epidendrum, onde confirmaram hibridação recorrente e registraram a 

ocorrência de poliploidia em alguns casos. 
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É incontestável que estudos citogenéticos têm auxiliado em inferências 

taxonômicas desde o início do século XX (GUERRA, 1990), sendo que a maior 

abundância de pesquisas desse tipo está concentrada em grupos vegetais de regiões 

temperadas, principalmente da Europa e dos Estados Unidos. Entretanto, é 

importante ressaltar que é nos trópicos, devido à maior diversidade de organismos, 

onde esforços devem ser concentrados para averiguação dos mecanismos evolutivos, 

visto que estes podem nos trazer novos rumos no entendimento da ampla diversidade 

característica de regiões de clima quente. Relações genéticas entre espécies e 

inclusive dentro de uma população podem ser avaliadas com o emprego de técnicas 

citogenéticas, levando à melhor compreensão de como os grupos divergiram entre si. 

Tal inferência é possível graças ao fato de que o cariótipo mantem-se razoavelmente 

estável mesmo sob variações ambientais (GUERRA, 2008).  

Apenas o conhecimento do número cromossômico já é um parâmetro útil na 

diferenciação de espécies morfologicamente semelhantes (GUERRA, 2008), mas 

estudos citotaxonômicos complementados com outros dados cromossômicos tais 

como padrão de bandas, quantidade e posição de satélites no genoma (GUERRA, 

2008), número e localização de sítios de DNA ribossômico e estimativa da quantidade 

de DNA nuclear, ganham robustez e maior suporte para inferências evolutivas em 

grupos vegetais. Não por acaso, grande quantidade de estudos já empregaram a 

citogenética como ferramenta de auxílio à taxonomia para caracterizar táxons e até 

mesmo diferenciar híbridos de possíveis parentais (ARTELARI e GEORGIOU, 2003; 

SANZO, 2003; WINDHAM, 2003; SMARDA et al., 2003 e 2005; CONTERATO e 

WITTMANN, 2006; KISSLING et al., 2008; SOUZA, CROSA e GUERRA, 2010, 

MCINTYRE, 2012; MORAES et al., 2013; PAVARESE et al., 2013; BENAMARA-

BELLAGHA et al., 2014; HIDALGO et al., 2017; ROMERO-DA-CRUZ et al., 2017). 

Assim, informações citogenéticas são consideradas boas ferramentas no intuito 

de traçar hipóteses para a evolução cariotípica de um táxon, pois permitem inferências 

sobre o número cromossômico básico ancestral do grupo, as possíveis linhas 

evolutivas ocorridas e ainda a correlação de linhagens com grupos taxonômicos já 

estabelecidos. Diante do exposto, acredita-se que uma abordagem integrada é muito 

bem vinda ao estudo de grupos com taxonomia complexa, como é o caso de 

Orchidaceae, em especial o complexo “Zygopetalum maculatum”.  
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1.2 Estimativa da quantidade de DNA como ferramenta auxiliar à 

taxonomia 

 

O tamanho do genoma é reconhecidamente um parâmetro relevante na 

caracterização de plantas (SUDA et al., 2006). Em estudos atuais, o conteúdo de DNA 

nuclear é principalmente estimado a partir da técnica de citometria de fluxo, que avalia 

a intensidade de fluorescência relativa de núcleos em suspensão obtidos a partir de 

tecido vegetal de duas espécies, onde uma delas é a planta de interesse e a outra, 

que, apresenta quantidade de DNA nuclear conhecida, é chamada de padrão de 

referência (DOLEŽEL e BARTOS, 2005). 

Dentro de projetos que visam o conhecimento da biodiversidade vegetal, as 

estimativas da quantidade de DNA e nível de ploidia, por meio da técnica de citometria 

de fluxo, têm sido úteis na elucidação de numerosos problemas taxonômicos e 

evolutivos (MOSCONE et al., 2003; DOLEŽEL, GREILHUBER e SUDA, 2007; KRON 

et al., 2007; KOLAR et al., 2009; CAROVIC-STANKO et al., 2010; LEPERS-

ANDRZEJEWSKI et al., 2011; FAVORETO et al., 2012; WOLF et al., 2014; BANIAGA, 

ARRIGO e BARKER, 2016; WANG, MENG e YANG, 2017). Atualmente a quantidade 

de DNA já é conhecida para um amplo número de plantas, sendo que os valores de 

2C variam em até 2500 vezes no grupo das angiospermas (ver GREILHUBER et al., 

2006; PELLICER et al., 2010). Entre os processos mais importantes no incremento do 

tamanho do genoma dos organismos está a poliploidização (BENNETT e LEITCH, 

2005). Pelo mecanismo de duplicação do DNA o nível de ploidia pode ser aumentado 

várias vezes dentro de uma mesma espécie (WENDEL, 2000; GUERRA, 2008). 

Dados sobre conteúdo de DNA nuclear em Orchidaceae são ainda bastante 

escassos, tendo-se em vista o tamanho da família. Até o momento, há descrição de 

que o valor 2C varia de 1,20 pg em Oncidium leucochilum Lindley até 77,65 pg em 

Cypripedium henryi Rolfe (BENNETT e LEITCH, 2012). Além de serem poucos os 

gêneros espécies com o valor 2C já determinado (LEITCH et al., 2009), inúmeros 

gêneros sequer têm uma espécie com quantidade de DNA nuclear descrita 

(BENNETT e LEITCH, 2012). É possível que a carência de dados sobre quantidade 

de DNA na família decorra da associação de complicadores como o grande número 

de espécies, ampla abrangência geográfica, dificuldade de acesso às plantas nativas 

e elevada taxa de endoreduplicação observada em diversos táxons (ver, FUKAI et al., 
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2002; LIM e LOH 2002; YANG e LOH, 2004; RUPP et al., 2010; LEPERS-

ANDRZEJEWSKI et al., 2011; TRÁVNÍCEK et al., 2015). 

Apesar da dificuldade descrita, nas últimas décadas o número de trabalhos com 

o intuito de estimar a quantidade de DNA nos núcleos de espécies de orquídeas vem 

aumentando de forma considerável (JONES et al., 1998; LIN et al., 2001; YANG e 

LOH, 2004; RUPP et al., 2010; LEPERS-ANDRZEJEWSKI et al., 2011; ZONNEVELD 

e POLLOCK, 2012; CHEN et al., 2013; NEMORIN et al., 2013; PAVARESE et al., 

2013; MARQUES et al.,2014; SILVA et al., 2014; MORAES et al., 2017), mas ainda 

há muito o que ser feito. Para o gênero Zygopetalum a literatura atual não mostra 

qualquer estimativa de tamanho do genoma. 

 

1.3 Estudos cromossômicos na família Orchidaceae 

 

A identificação, caracterização e organização dos vários táxons apenas com 

base em caracteres morfológicos é muitas vezes difícil para os taxonomistas. 

Portanto, o uso de ferramentas auxiliares no estudo da biodiversidade pode contribuir 

para a delimitação de grupos taxonômicos. Sob esse ponto de vista, investigações 

sobre o cariótipo são valiosas na solução de problemas envolvendo relações entre 

famílias, gêneros, espécies e variedades, principalmente porque este é considerado 

um carácter menos vulnerável a variações decorrentes de alterações ambientais, 

quando comparado à maioria dos parâmetros morfológicos ou bioquímicos (GUERRA, 

1988). 

O número cromossômico pode manter-se estável dentro de um gênero, mas 

também variar entre espécies e até mesmo entre populações de uma mesma espécie 

(ASSIS et al., 2013). Números cromossômicos distintos permitem confirmar a 

identidade de espécies com morfologia muito similar. Adicionalmente, variações na 

quantidade e posição de sítios de DNA ribossômico (DNAr) 5S e 45S também 

colaboram com a taxonomia, pois podem diferenciar espécies com números 

coincidentes de cromossomos. Trabalhos com esta abordagem para orquídeas já 

podem ser vistos, por exemplo, no estudo de Moraes et al. (2017), no qual foi 

investigada a evolução do cariótipo em Maxillariinae. Dados combinados de tamanho 

de genoma, número cromossômico, localização de sítios DNA ribossômico (5S e 45S), 

além de análise filogenética, permitiram indicar que poliploidia e disploidia estão 
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diretamente relacionadas à variedade de genótipos na subtribo. Outras pesquisas 

também valeram-se de dados citogenéticos para abordar a evolução e a taxonomia 

em Orchidaceae (ver OLIVEIRA, BARROS e FORNI-MARTINS 2013; OLIVEIRA et 

al., 2015; MORAES et al., 2016) 

Ainda que a citogenética seja uma ferramenta valiosa na caracterização de 

plantas, a família Orchidaceae é muito numerosa e portanto, relativamente pouco 

conhecida no que diz respeito ao cariótipo. Até o ano 2000, somente 15% das 

espécies de orquídeas tinham o número cromossômico conhecido (FÉLIX e GUERRA, 

2000), variando de 2n=10 em Psygmorchis pusilla (L.) Dodson & Dressler (DODSON, 

1957) a 2n=240 em Epidendrum cinnabarinum Salzm. ex Lindl. (FÉLIX e GUERRA, 

2010), sendo 2n=40 o número cromossômico mais relatado para a família (FÉLIX e 

GUERRA, 1999; GUERRA, 2000; CONCEIÇÃO et al., 2006; FÉLIX e GUERRA, 

2010). A grande variabilidade cromossômica pode ser observada também dentro de 

gêneros. Na subfamília Epidendroideae, por exemplo, apenas cinco dos 128 gêneros, 

que contêm mais de cinco espécies estudadas, possuem número cromossômico não 

variável (FÉLIX e GUERRA, 2010). Na tribo Cymbidieae, à qual pertence o gênero 

Zygopetalum, a variação vai desde 2n=10 em Psygmorchis pusilla até 2n=168 em 

Oncidium varicosum (FÉLIX e GUERRA, 2010). 

Em consequência da pequena amostragem, o número cromossômico básico 

das orquídeas ainda não está bem definido, sendo x=7 o número básico mais 

provável, embora para alguns gêneros admita-se x=6 (FÉLIX e GUERRA 2000; 2005), 

derivado de um evento de dispolidia descendente. A incerteza quanto ao número 

básico torna difícil estimar o nível de ploidia e a elaboração de teorias acerca da 

evolução cariotípica em Orchidaceae (FÉLIX e GUERRA, 2000). Contudo, alterações 

cromossômicas como aneuploidia e processos de disploidia - que resultam em 

aumento/diminuição do número de cromossomos, acompanhada ou não de alteração 

no conteúdo de DNA durante a reestruturação genômica - são consideradas os 

eventos evolutivos mais importantes na família (FÉLIX e GUERRA, 2010). 

O elevado número de cromossomos encontrado na maioria das orquídeas 

estudadas até agora, sugere que boa parte das espécies teve sua origem em eventos 

que geraram poliploides ou ainda em hibridações seguidas ou não de poliploidização. 

A poliploidia é com propriedade o processo evolutivo mais importante em plantas 

(SOLTIS et al., 2009) e de forma corroborativa tem sido observada em muitos gêneros 
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de orquídeas (FÉLIX e GUERRA, 2000; 2005), inclusive na subfamília 

Epidendroideae, na qual está inserido o gênero Zygopetalum (FÉLIX e GUERRA, 

2000). 

Estudos mais detalhados envolvendo técnicas de hibridização in situ 

fluorescente (FISH) são relativamente recentes e foram empregados em poucos 

gêneros (KAO et al., 2001; D’EMERICO et al., 2005; CABRAL, FÉLIX e GUERRA, 

2006; KOEHLER et al., 2008; MORAES et al., 2012; MORAES et al., 2013; 

PAVARESE et al., 2013; MORAES et al., 2016 e 2017), não havendo qualquer relato 

para espécies de Zygopetalum. 

 

1.4 Citogenética do complexo de orquídeas “Zygopetalum maculatum” 

Zygopetalum Hook. pertence à subfamília Epidendroideae, a maior dentro de 

Orchidaceae com nove tribos e mais de 19.000 espécies distribuídas em 650 gêneros 

(PRIDGEON et al., 2005; CHASE et al., 2015). O gênero compreende espécies 

distribuídas na América do Sul, passando pela Argentina, Paraguai, Bolívia, Peru, com 

a maior parte dos representantes encontrados nas regiões Sul e Sudeste do Brasil, 

bem como nos estados da Bahia e Mato Grosso (CHASE et al., 2003; TOSCANO-DE-

BRITO e CRIBB, 2005; PUPULIN 2009, FLORA DO BRASIL, 2017). Apesar da 

relevante distribuição geográfica e presença de flores perfumadas, chamativas e com 

potencial ornamental, são raros os estudos sobre os cromossomos deste grupo. Félix 

e Guerra (2000) citam referências para número cromossômico de cinco espécies de 

Zygopetalum: Z. maxillare, 2n=48 cromossomos (TANAKA e KAMEMOTO, 1984; 

DAVIÑA et al., 2009) e Z. citrinum, 2n=96; Z. discolor 2n=48; Z. mackayi [= Z. 

maculatum] 2n=48; Z. odoratissimum 2n=48-50 cromossomos (DRESSLER, 1993). 

No entanto, de acordo com o banco de dados da Flora do Brasil (2017), Z. citrinum e 

Z. discolor são atualmente atribuídas a outro gênero, enquanto Z. odoratissimum já 

não é aceita como espécie.  

Os táxons incluídos no complexo “Zygopetalum maculatum” são de difícil 

delimitação taxonômica com sobreposição de caracteres morfológicos, principalmente 

os relacionados a folhas e flores (HOEHNE, 1953). Com intuito de contribuir para 

ampliar do conhecimento acerca do complexo citado acima e, adicionalmente, gerar 

informações sobre a evolução cromossômica e cariotípica dentro de Orchidaceae, 
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este capítulo teve como propósito a realização de uma análise citogenética de 

espécies circunscritas em “Zygopetalum maculatum”, empregando técnicas de 

citogenética convencional/molecular, além de citometria de fluxo. O emprego de 

ferramentas para o estudo cromossômico, atrelado à estimativa da quantidade de 

DNA nuclear, é de grande importância para a compreensão das relações taxonômicas 

dentro do complexo e do próprio gênero, reforçando a possibilidade de aplicação do 

grupo como potencial modelo de estudo para processos evolutivos nos trópicos. 

 

2 OBJETIVOS 

O foco do presente estudo foi investigar a origem e a diversificação de espécies 

dentro do complexo de orquídeas tropicais “Zygopetalum maculatum”. Para tanto, 

foram caracterizados, sob o ponto de vista citológico, representantes de “Z. 

maculatum” ocorrentes na América do Sul. Foi estimada a quantidade de DNA nuclear 

e de maneira complementar, foram empregadas análises de citogenética 

clássica/molecular. Pretendeu-se assim, contribuir para o conhecimento genético 

deste grupo de orquídeas. Por um aspecto mais amplo, buscou-se também auxiliar no 

entendimento da origem de variações naturais no genoma de vegetais e sua 

contribuição para o processo de especiação em plantas tropicais.  

 

2.1 Objetivos específicos 

O presente estudo pretende traçar um perfil de distribuição geográfica do 

complexo “Zygopetalum maculatum”, ocorrente em 21 populações no Brasil e uma na 

Bolívia. Mais especificamente, os objetivos concentraram-se nos seguintes pontos:  

1) Verificar se há variação de nível de ploidia em “Z. maculatum”. 

2)  Se identificados diferentes níveis de ploidia de “Z. maculatum”, determinar sua 

distribuição ao longo do território nacional, verificando se ocupam áreas distintas ou 

podem ser observados em simpatria. 

4) Caracterizar o perfil cariotípico no complexo “Z. maculatum”.  
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3 MATERIAL e MÉTODOS  

 

3.1 Material biológico 

O material para estudo (Figura 1) foi coletado em parceria com a Profa Dra. 

Samantha Koehler do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Estadual de 

Campinas (UNICAMP). Conforme recomendado por Arnaud-Haond (2007), as 

amostras foram coletadas espaçadamente de modo a evitar a coleta de clones, foi 

preconizado o mínimo de dez metros entre os indivíduos coletados. 

Para as estimativas da quantidade de DNA via citometria de fluxo, foram 

realizadas coletas de folhas de indivíduos em condições de campo. As folhas foram 

acondicionadas em sacos plásticos contendo algodão úmido até o processamento do 

material no laboratório. Para o estudo citogenético, exemplares das populações, em 

que foi possível coletar indivíduos inteiros, encontram-se em cultivo no Orquidário 

Frederico Carlos Hoehne (OFCH, Instituto de Botânica de São Paulo, SP) em 

colaboração com o Dr. Eduardo Catharino e na Estação Experimental de Plantas da 

Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). 

O estudo conta com exemplares do complexo “Zygopetalum maculatum” 

coletados em 21 localidades no Brasil e uma na Bolívia (Tabela 1). As análises 

citogenéticas e estimativa de quantidade DNA foram realizadas no Laboratório de 

Genética e Biotecnologia da UFJF. 
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Figura 1 - “Zygopetalum maculatum” em campo. A e B: representantes da variação fenotípica em flores 
simpátricas (Parque Estadual do Ibitipoca - MG) de “Zygopetalum maculatum”; C: população em campo 
na serra do Piquete, SP. Fotos: A e B: Luiz Menini Neto; C: Thiago Campacci. 
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Tabela 1 - Origem das 22 populações estudadas do complexo “Zygopetalum maculatum”, com 
respectivas amostragens e coordenadas geográficas 

População Estado/País 
N. 

Indivíduos 
Citometria 2n FISH 

Latitude 
(Sul) 

Longitude 
(Oeste) 

Andorinhas MG/Brasil 5 x x  20°21.996' 43°29.678' 

Bocaina SP/Brasil 34 x x  22°42.29' 44°34.46' 

Cânion Fortaleza RS/Brasil 11 x   29°03.531' 49°57.417' 

Serra do Cipó MG/Brasil 11 x x x 19°15.879' 43°33.184' 

Coroico/Bolívia NOR/Bolívia 23 x x x 16°16.124' 67°41.231' 

Serra Fina MG//Brasil 13 x x  22°27.12' 44°54.06' 

Monte Crista SC/Brasil 6 x   26°04.519' 48°55.116' 

Padre Ângelo MG/Brasil 23 x   19°20'171' 41°34'235' 

São Thomé das Letras MG/Brasil 5 x x  21°43.500' 44°58.936' 

Paty de Alferes RJ/Brasil 15 x   22°26.437' 43°23.107' 

Pedra D'Água MG/Brasil 32 x   17°29.233' 41°37.001' 

Pedra do Gado MG/Brasil 23 x   17°22'143' 41°44'209' 

Pedra Dubois RJ/Brasil 7 x   21°56.354' 41°59'175' 

Pico do Garrafão SP/Brasil 20 x x x 23°39.29' 46°02.05' 

Pico do Itambé MG/Brasil 47 x x x 18°23.917' 43°20.436 

Pico do Pinhão MG/Brasil 47 x   19°15.542' 41°35.099' 

Pico dos Marins SP/Brasil 32 x x  22°29’46” 45°07’39” 

Pico Paraná PR/Brasil 25 x x  25°14.120' 48°50.183' 

Serra do 
Desbarrancado 

BA/Brasil 20 x   12°45.196' 41°30.344' 

Serra do Pitengo MG/Brasil 59 x   18°31.332' 41°08.422' 

Parque Estadual do 
Ibitipoca 

MG/Brasil 101 x x  21° 43' 30’’ 43° 54' 15’’ 

Ciotia MG/Brasil 21 x x x 23º 36' 14" 46º 55' 09" 

Total de indivíduos    580           

*A amostragem ocorreu de acordo com o número de indivíduos presentes em cada população.  

 

3.2 Análise da quantidade de DNA por citometria de fluxo 

 

Para determinar a quantidade de DNA no complexo “Z. maculatum”, 

aproximadamente 25mg de tecido foliar de cada indivíduo e o mesmo peso de tecido 

foliar do padrão interno de referência Vicia faba ssp. faba var equina cultivar Inovec 

[26.90pg de DNA] (DOLEŽEL et al., 1992) foram macerados em 1mL do tampão LB01 

gelado, a fim de liberar os núcleos em suspensão (DOLEŽEL et al., 1989). O tecido 

macerado foi filtrado em uma malha de 50μm, sendo coletado em um tubo de 

poliestireno. A coloração dos núcleos deu-se pela adição à suspensão de 25μL de 

uma solução a 1mg/mL de iodeto de propídio (IP) para mensurar a quantidade total 
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de DNA nuclear. Adicionalmente 5μL de RNAse (200 μg/mL) foram adicionados a 

cada amostra.  

As análises foram realizadas em triplicata no citômetro BD FACSCanto™II 

(Becton, Dickinson and Company, USA) e os histogramas foram obtidos pelo sofware 

Cell Quest. A análise estatística foi realizada por meio do software Flowing Software 

2.5.1 (http://www.flowingsoftware.com). O conteúdo de DNA foi obtido em picogramas 

(pg) como mostrado a seguir:  

Amostra (2C) = (valor observado para intensidade de fluorescência no canal do 

pico da espécie/valor observado para intensidade de fluorescência no canal do pico 

do padrão) x quantidade de DNA do padrão interno de referência.  

 

3.3 Análise citogenética  

 

3.3.1 Determinação do número cromossômico  

 

Para determinar o número somático (2n) de cromossomos, meristemas 

radiculares coletados de plantas cultivadas em vasos foram tratados com 8-

hidroxiquinoleína a 0,002M (8-HQ Sigma®), fixados em solução Carnoy (etanol:ácido 

acético, 3:1) e armazenados em refrigerador, por no mínimo 24h.  

O material foi então lavado em água destilada e submetido à uma digestão 

enzimática [2% (p/v) celulase Onozuka R-10 (Serva®)/20% (v/v) pectinase (Sigma®)] 

à 37°C por 7h. As lâminas foram preparadas pela técnica de dissociação e secagem 

ao ar após maceração enzimática (CARVALHO, 1995). Por fim, as células foram 

coradas com Giemsa 5% (Merck®) em tampão fosfato pH 6,8 durante 4 minutos. Pelo 

menos 20 células de cada indivíduo foram avaliadas em microscópio de luz Olympus 

BX51 acoplado a um sistema de digitalização e análise de imagens (Image Pro-Plus 

4.5 Media CyberneticsTM). 

 

3.3.2 Morfometria cromossômica 

Cariogramas representativos de cada número cromossômico foram montados 

a partir da média de cinco metáfases mitóticas. A ordenação dos pares de 
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cromossomos respeitou a ordem decrescente do braço curto. As imagens das 

metáfases foram capturadas por meio de uma câmera Olympus DP72 em microscópio 

Olympus BX51 e as medidas cromossômicas realizadas com o auxílio do software 

Image Pro-Plus 4.5 (Media Cybernetics). 

Foram mensurados o braço curto (bc), o braço longo (bl), o comprimento total 

(ct), a razão entre os braços (r= bl/bc) e o índice centromérico (ic). Os homólogos 

foram classificados em metacêntricos (m), submetacêntricos (sm), subtelocêntricos 

(st) e telocêntricos (t) (LEVAN, FREDGA e SANDERBERG, 1964). 

Também, foram calculados a assimetria de cada cromossomo (Ai) e o grau de 

assimetria do cariótipo (A), de acordo com Watanabe et al. (1999), onde A varia de 0 

(completamente simétrico) a 1 (completamente assimétrico). 

 

Ai = (bl - bc) / (bc + bl) 

A = (1 / n) ∑ Ai 

 Idiogramas foram obtidos no programa Microsoft Excel 2013, as medidas 

consideradas foram as médias observadas nas mesmas cinco metáfases mitóticas 

utilizadas na elaboração dos cariogramas. 

 

3.3.3 Hibridização in situ fluorescente (FISH) 

 

Para o estudo com a técnica de hibridização in situ fluorescente (FISH) foram 

investigados indivíduos com 48 cromossomos das populações Corico, Pico do Itambé, 

Pico do Garrafão e Cotia. Os indivíduos com 72 cromossomos foram oriundos das 

populações de Pico do Itambé e Serra do Cipó. No caso de indivíduos que 

apresentaram 96 cromossomos, as populações de Finas, Parque Estadual do 

Ibitipoca e Bocaina foram avaliadas. Esta amostragem ocorreu de forma a cobrir todos 

os números cromossômicos encontrados no complexo, respeitando-se a 

disponibilidade de material vegetal e a obtenção de lâminas adequadas para análise. 

As sondas para a localização de regiões de DNA ribossômico (DNAr) no 

genoma de “Zygopetalum maculatum” foram periodicamente obtidas a partir de cepas 

de Escherichia coli transformadas para este fim. Foram utilizadas sondas contendo a 

região de DNA ribossomal 18S de Triticum aestivum e DNA ribossomal 5S de Zea 
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mays gentilmente cedidas pelo Dr. Jimmy Jiang, University of Wisconsin, USA. As 

regiões de DNAr foram extraídas com o kit GE Heathtare IlustraTM PlasmidPrep 

MiniSpin e então marcadas com digoxigenina por meio da reação de nick translation 

com o kit DigNick (Roche®).  

O processo de hibridização foi adaptado de Jiang et al. (1995). Cada lâmina 

recebeu 100μL de formamida 70%/2x SSC e foi desnaturada em estufa (80-85˚C) por 

30 segundos a 1 minuto (este tempo variou de acordo com cada indivíduo) sendo em 

seguida submetida a uma série alcoólica crescente em banhos de etanol (70%, 90% 

e 100%, por 5 min cada). A mistura de hibridização foi composta de 10μL de 

formamida deionizada 100%, 4μL de dextran sulfato 50%, 2μL de 20x SSC, 1μL de 

sonda para DNAr 5s ou 45s e 2μL de ddH2O. 

Cada lâmina recebeu 19μL da mistura de hibridização após desnaturação a 

90°C por 10min. Para completar o processo de hibridização, as lâminas foram 

mantidas em uma câmara úmida e protegida de luz em estufa a 37˚C por, no mínimo, 

48h. Passado o período de incubação, o material passou por banhos em soluções 

salinas (2xSSC e 1xPBS) para remoção do excesso de sonda.  

A mistura de detecção continha 20μL do reagente de bloqueio 5xTNB Buffer, 

80μL de ddH2O, 1μL de anti-DIG conjugada com Rhodamina (Sigma®). As lâminas 

foram novamente incubadas em uma câmara úmida e escura à 37°C por 1h. Em 

seguida, passaram por novos banhos em soluções salinas (1xTNT e 1xPBS) e 

finalmente foi utilizado o meio de montagem 20μL de VECTASHIELD®/DAPI, 

contendo fluorocromo DAPI para contracorar os cromossomos. 

As lâminas foram analisadas em um microscópio de epifluorescência (Olympus 

BX51) e as figuras digitalizadas por meio da câmera Olympus U-TVO-63XC 

(SN1A48982 – T7 TOKYO, JAPAN) acoplada a um microscópio de epifluorescência 

(Olympus BX51) para posterior análise no software Imagepro-plus (Media 

Cybernetics).  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Tamanho do genoma e nível de ploidia em “Zygopetalum 

maculatum” 

As suspensões nucleares forneceram histogramas de boa qualidade com 

quatro ou três picos (Figura 2). Os gráficos com quatro picos representam em 

sequência o pico G0/G1 e o pico G2 da amostra (orquídea) e os picos G0/G1 e o pico 

G2 do padrão interno de referência Vicia faba. Já os histogramas com apenas três 

picos mostram respectivamente o pico G0/G1 da amostra (orquídea), o pico G2 da 

amostra (orquídea) e G0/G1 de V. faba sobrepostos e, por último o pico de G2 de V. 

faba. A partir das análises desses dados foi possível calcular o valor médio para o 

conteúdo 2C de DNA nuclear das 580 plantas de “Z. maculatum” (Tabela 2). 

A partir do pico G0/G1 de fluorescência do padrão Vicia faba (2C=26,90pg; 

DOLEŽEL et al., 1992), calculou-se o valor médio de conteúdo de DNA dos indivíduos 

do complexo “Z. maculatum”. A tabela 3 mostra os valores obtidos para a quantidade 

de DNA nuclear e o tamanho do genoma (Mpb) correspondentes a cada grupo de 

ploidia encontrado, enquanto a figura 3 ilustra a distribuição desses três grupos, 

considerando todos os indivíduos avaliados. A figura 4 apresenta, detalhadamente a 

composição das populações quando observado o nível de ploidia dos indivíduos, 

foram identificados três grupos I, II e II relacionados à quantidade de DNA. Com os 

resultados de quantidade de DNA, foi possível traçar a distribuição geográfica dos três 

grupos observados para “Z. maculatum” ao longo do território brasileiro (Figura 5). 
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Figura 2 - Histogramas representativos da quantidade de DNA de “Zygopetalum maculatum” 
(Orchidaceae) obtidos a partir da análise de suspensões nucleares coradas com iodeto de propídeo 

(IP). O padrão interno de referência utilizado foi Vicia faba - 2C=26,90pg – (DOLEŽEL et al., 1992). A: 

Histograma de indivíduo de “Zygopetalum maculatum” com 2C=7,36pg. B: Histograma de indivíduo de 
“Zygopetalum maculatum” com 2C=10,52pg. C: Histograma de indivíduo de “Zygopetalum maculatum” 
com 2C=14,09pg de DNA. G1=núcleos com genoma não duplicado; G2=núcleos com genoma 
duplicado. 
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Tabela 2 - Tamanho médio do genoma (2C) observado em 22 populações de indivíduos do complexo 
“Zygopetalum maculatum” 

 

População Origem 
Número de 
indivíduos* 

Valor médio de  
2C (pg) ± s.e.  

CV**  
(%) 

Tamanho do 
genoma (Mpb***) 

1 Andorinhas/MG 5 14,13 ± 0,047 2,9 13821,10 

2 Bocaina/SP 34 14,08 ± 0,126 2,6 13774,15 

3 Cânion Fortaleza/RS 11 14,15 ± 0,163 3,0 13838,70 

4 Serra do Cipó/MG 5 10,55 ± 0,025 2,6 10317,90 

    6 14,05 ± 0,127 2,6 13742,86 

5 Coroico/Bolívia/NOR 23 7,40 ± 0,055 3,55 7238,18 

6 Serra Finas/MG 13 14,05 ± 0,122 2,62 13744,81 

7 Monte Crista/SC 6 13,98 ± 0,028 2,88 13672,44 

8 Padre Ângelo/MG 3 7,32 ± 0,090 2,54 7161,89 

  17 10,45 ± 0,062 2,41 10218,14 

    3 14,32 ± 0,205 2,54 14001,96 

9 São Thomé das Letras/MG 5 13,98 ± 0,057 2,87 13674,10 

10 Paty de Alferes/RJ 15 14,12 ± 0,157 2,81 13810,34 

11 Pedra D'Água/MG 32 7,39 ± 0,075 2,57 7223,51 

12 Pedra do Gado/MG 23 7,43 ± 0,063 2,53 7265,56 

13 Pedra Dubois/RJ 7 14,18 ± 0,124 2,71 13864,11 

14 Pico do Garrafão/SP 1 7,24 ± 0,000 2,00 7080,72 

 

 
19 14,02 ± 0,096 2,53 13710,58 

15 Pico do Itambé/MG 12 7,38 ± 0,060 2,80 7216,66 

 

 
7 10,50 ± 0,087 2,39 10268,02 

 

 
28 14,10 ± 0,130 2,30 13787,84 

16 Pico do Pinhão/MG 36 7,37 ± 0,529 2,52 7204,93 

 

 
1 10,60 ± 0,000 2,76 10366,80 

 

 
10 14,05 ± 0,126 2,51 13739,92 

17 Pico dos Marins/SP 32 14,02 ± 0,109 2,77 13708,63 

18 Pico do Paraná/PR 1 10,57 ± 0,000 2,94 10337,46 

 

 
24 14,05 ± 0,132 2,98 13740,90 

19 Serra do Desbarrancado/BA 20 7,35 ± 0,077 2,70 7189,28 

20 Serra do Pitengo/MG 57 7,39 ± 0,089 2,63 7226,44 

  1 10,45 ± 0,000 2,03 10220,10 

    1 14,08 ± 0,000 2,87 13770,24 

21 P. E. do Ibitipoca/MG 101 14,05 ± 0,295 2,91 13740,90 

22 Cotia/MG 20 7,32 ± 0,098 2,98 7158,96 

    1 10,46 ± 0,000 2,45 10229,88 

  Total de indivíduos 580       

*A amostragem ocorreu de acordo com o número de indivíduos presente em cada população; 
**Coeficiente de variação; 
***Mega pares de bases, 1pg de DNA=978Mpb (BENNETT, BHANDOL e LEITCH, 2000). 
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Tabela 3 - Conteúdo médio 2C de DNA (pg) e tamanho médio do genoma (Mpb) de representantes de 
“Zygopetalum maculatum” oriundos de 22 populações (580 indivíduos) 
 

Grupo 2C(pg)  Tamanho do Genoma (Mpb*) 

I  7,36 ± 0,093 7197,102 

II  10,52 ± 0,082 10280,177 

III  14,09 ±0,136 13771,391 

                   *1pg de DNA equivale a 978Mpb (BENNETT, BHANDOL e LEITCH, 2000). 

 

 

Figura 3 - Distribuição percentual das diferentes quantidades de DNA observadas em 22 populações 
(580 indivíduos) em “Zygopetalum maculatum”. Três grupos de indivíduos foram formados conforme o 
valor 2C. Grupo I com 2C=7,36 pg; Grupo II com 10,52 pg; Grupo III com 14,09pg. 
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          *Continua na próxima página. 
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Figura 4 - Percentagem de ocorrência de cada uma das três quantidades de DNA observadas no 
complexo "Zygopetalum maculatum” em 22 populações. Há populações em que ocorre apenas um dos 
três grupos relacionados ao conteúdo 2C de DNA e populações que abrigam indivíduos de dois e até 
dos três grupos. 
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Figura 5 - Distribuição geográfica das populações do complexo "Zygopetalum maculatum" coletadas no 
Brasil com os respectivos tamanhos de genoma. As populações com maior quantidade de DNA ocorrem 
mais ao sul do país. A cor azul identifica 2C=7,36; vermelho 2C=7,52; amarelo 2C=14,09 pg de DNA. 

 

4.2 Número cromossômico e morfometria cromossômica 

As técnicas empregadas para a caracterização do número cromossômico em 

“Zygopetalum maculatum” permitiram corroborar os três grupos indicados pela análise 

da quantidade de DNA: 2n=48 (grupo I), 2n=72 (grupo II) e 2n=96 cromossomos 

(grupo III) (Tabela 4; Figuras 6 e 7).  
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Tabela 4 - Números cromossômicos representativos de 12 populações do complexo “Zygopetalum 

maculatum” avaliadas por análise mitótica 

Origem Número de Indivíduos 2n 

Andorinhas/MG 3 96 

Bocaina/SP 7 96 

Serra do Cipó/MG 3 72 

  3 96 

Coroico/Bolívia/NOR 2 48 

Finas/MG 10 96 

São Thomé das Letras/MG 3 96 

Pico do Garrafão/SP 1 48 
 

7 96 

Pico do Itambé/MG 6 48 
 

2 72 
 

1 96 

Pico dos Marins/SP 11 96 

Pico Paraná/PR 3 96 

Parque Estadual do Ibitipoca/MG 6 96 

Cotia/MG 8 48 

  1 72 

Total de indivíduos 77   
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Figura 6 - Metáfases mitóticas representando populações do complexo “Zygopetalum maculatum” onde 
foi identificado apenas um número cromossômico (A) indivíduo Bol 2 da população Coroico, com 2n=48 
cromossomos; (B) indivíduo ZM250 da população Andorinhas, com 2n=96; (C) indivíduo ZM016 da 
população Finas, com 2n=96; (D) indivíduo ZM215 da população São Thomé das Letras, com 2n=96; (E) 
indivíduo S20 da população P. E. do Ibitipoca, com 2n=96; (F) indivíduo ZM059 da população Bocaina, 
com 2n=96; (G) indivíduo ZM085 da população Pico dos Marins, com 2n=96; (H) indivíduo ZM128 da 
população Pico do Paraná, com 2n=96. Barra=10µm. 
 



50 
 

 

Figura 7 - Metáfases mitóticas representando populações do complexo “Zygopetalum maculatum” onde 
foram identificados dois ou três números cromossômico. (A, B e C) indivíduos da população Pico do 
Itambé; (A) ZM172 com 2n=48 cromossomos; (B) ZM201 com 2n=72; (C) ZM186 com 2n=96. (D e E) 
indivíduos da população Serra do Cipó; (D) ZM115 com 2n=72; (E) ZM086 com 2n=96. (F e G) indivíduos 
da população Pico do Garrafão; (F) ZM025 com 2n=48; (G) ZM130 com 2n=96. (H e I) indivíduos da 
população Cotia; (H) ZM008 com 48; (I) ZM002 com 2n=72 cromossomos. Barra=10µm. 
 

A morfometria cromossômica realizada para os três diferentes citótipos mostrou 

cariótipos simétricos com a maioria dos cromossomos metacêntricos e 

submetacêntricos.  

O cariótipo com 2n=48 cromossomos, apresentou 20 cromossomos 

metacêntricos e 4 submetacêntricos (Tabela 5, Figura 8), com fórmula cariotípica 

FC=20m+4sm. O cariótipo mostrou-se bastante simétrico: A=0,16 e heterogeneidade 

cromossômica Ai=3,89. 
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Tabela 5 - Dados morfométricos médios representativos do citótipo com 2n=48 cromossomos do 
complexo “Zygopetalum maculatum” 
 

Crom. bc bl Comp. total r ic Classificação 

1 2,94 3,81 6,75 1,30 43,56 m 

2 2,81 3,02 5,83 1,07 48,20 m 

3 2,68 3,03 5,71 1,13 46,94 m 

4 2,65 2,77 5,42 1,05 48,89 m 

5 2,62 3,40 6,02 1,30 43,52 m 

6 2,56 2,73 5,29 1,07 48,39 m 

7 2,46 3,20 5,66 1,30 43,46 m 

8 2,45 2,92 5,37 1,19 45,62 m 

9 2,39 2,76 5,15 1,15 46,41 m 

10 2,34 3,95 6,29 1,69 37,20 m 

11 2,22 3,07 5,29 1,38 41,97 m 

12 2,01 2,32 4,33 1,15 46,42 m 

13 2,00 3,26 5,26 1,63 38,02 m 

14 1,98 3,56 5,54 1,80 35,74 sm 

15 1,95 2,21 4,16 1,13 46,88 m 

16 1,79 3,23 5,02 1,80 35,66 sm 

17 1,73 2,24 3,97 1,13 43,58 m 

18 1,67 1,74 3,41 1,04 48,97 m 

19 1,67 2,39 4,06 1,43 41,13 m 

20 1,63 2,60 4,23 1,60 38,53 m 

21 1,62 2,59 4,21 1,60 38,48 m 

22 1,43 2,24 3,67 1,57 38,96 m 

23 1,42 4,01 5,43 2,82 26,15 sm 

24 0,80 2,13 2,93 2,66 27,30 sm 

bc=braço curto; bl=braço longo; ic=índice centromérico; m=metacêntrico; sm=submetacêntrico. 
 

 

 

Figura 8 - Metáfase mitótica e cariograma representativos do citótipo com 2n=48 cromossomos do 
complexo “Zygopetalum maculatum”. Para pareamento dos cromossomos foi considerado x2=24, sendo 
2n=2x=48 cromossomos. Barra=5 µm. 
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O cariótipo com 2n=72 cromossomos apresentou 20 cromossomos 

metacêntricos, 3 submetacêntricos e 1 telocêntrico (Tabela 6, Figura 9), 

FC=20m+3sm+1t. De maneira semelhante ao conjunto com 2n=48 cromossomos, o 

cariótipo também foi considerado simétrico: A=0,17 e Ai=4,02. 

 

Tabela 6 - Dados morfométricos médios representativos do citótipo com 2n=72 cromossomos do 
complexo “Zygopetalum maculatum” 
 

Crom. bc bl Comp. total r ic Classificação 

1 2,32 2,67 4,99 1,15 46,49 m 

2 2,29 2,52 4,81 1,10 47,61 m 

3 2,06 2,95 5,01 1,43 41,12 m 

4 1,91 2,52 4,43 1,32 43,12 m 

5 1,88 2,16 4,04 1,15 46,53 m 

6 1,85 2,36 4,21 1,28 43,94 m 

7 1,83 1,92 3,75 1,05 48,80 m 

8 1,82 2,86 4,68 1,57 38,89 m 

9 1,80 2,06 3,86 1,14 46,63 m 

10 1,79 3,06 4,85 1,71 36,91 sm 

11 1,73 2,34 4,07 1,35 42,51 m 

12 1,69 2,43 4,12 1,44 41,02 m 

13 1,68 2,17 3,85 1,29 43,64 m 

14 1,64 1,82 3,46 1,11 47,40 m 

15 1,62 1,74 3,36 1,07 48,21 m 

16 1,57 1,82 3,39 1,16 46,31 m 

17 1,49 1,79 3,28 1,20 45,43 m 

18 1,34 1,83 3,17 1,37 42,27 m 

19 1,31 1,80 3,11 1,37 42,12 m 

20 1,26 1,81 3,07 1,44 41,04 m 

21 1,22 2,09 3,31 1,71 36,86 sm 

22 1,21 1,47 2,68 1,21 45,15 m 

23 1,11 2,00 3,11 1,80 35,69 sm 

24 0,03 2,75 2,78 91,67 1,08 t 

bc=braço curto; bl=braço longo; ic=índice centromérico; m=metacêntrico; sm=submetacêntrico; 
t=telocêntrico. 
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Figura 9 - Metáfase mitótica e cariograma representativos do citótipo com 2n=72 cromossomos do 
complexo “Zygopetalum maculatum”. Para pareamento dos cromossomos foi considerado x2=24, sendo 
2n=3x=72 cromossomos. Barra=5 µm. 
 
 
 

O indivíduo com 2n=96 cromossomos, apresentou 18 cromossomos 

metacêntricos, 5 submetacêntricos e 1 telocêntrico (Tabela 7, Figura 10). De maneira 

semelhante ao demais (2n=48 e 72), o cariótipo deste também foi considerado 

simétrico: A=0,19 e Ai=4,05. 
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Tabela 7 - Dados morfométricos médios representativos do citótipo com 2n=96 cromossomos do 
complexo “Zygopetalum maculatum” 
 
 

Crom. bc bl Comp. total r ic Classificação 

1 2,99 3,81 6,80 1,27 43,97 m 

2 2,96 3,37 6,33 1,14 46,76 m 

3 2,59 2,66 5,25 1,03 49,33 m 

4 2,44 3,88 6,32 1,59 38,61 m 

5 2,41 2,61 5,02 1,08 48,01 m 

6 2,32 2,75 5,07 1,19 45,76 m 

7 2,31 3,31 5,62 1,43 41,10 m 

8 2,23 2,80 5,03 1,26 44,33 m 

9 2,26 2,55 4,81 1,13 46,99 m 

10 2,17 2,96 5,13 1,36 42,30 m 

11 1,95 2,53 4,48 1,30 43,53 m 

12 1,94 2,19 4,13 1,13 46,97 m 

13 1,81 1,92 3,73 1,06 48,53 m 

14 1,75 4,47 6,22 2,55 28,14 sm 

15 1,74 2,23 3,97 1,28 43,83 m 

16 1,68 2,83 4,51 1,68 37,25 m 

17 1,54 2,55 4,09 1,66 37,65 m 

18 1,37 1,71 3,08 1,25 44,48 m 

19 1,22 1,61 2,83 1,32 43,11 m 

20 0,97 1,87 2,84 1,93 34,15 sm 

21 0,96 2,15 3,11 2,24 30,87 sm 

22 0,95 1,64 2,59 1,73 36,68 sm 

23 0,90 2,66 3,56 2,96 25,28 sm 

24 0,01 2,92 2,93 292,00 0,34 t 

bc=braço curto; bl=braço longo; ic=índice centromérico; m=metacêntrico; sm=submetacêntrico; 
t=telocêntrico. 
 

 

Figura 10 - Metáfase mitótica e cariograma representativos do citótipo com 2n=96 cromossomos do 
complexo “Zygopetalum maculatum”. Para pareamento dos cromossomos foi considerado x2=24, sendo 
2n=4x=96 cromossomos. Barra=10 µm. 
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4.3 Hibridização in situ fluorescente (FISH) 

Para os indivíduos de 48 cromossomos a hibridização in situ fluorescente 

(FISH) com sonda para genes ribossomais 5S permitiu a identificação de dois sítios 

subterminais próximos à região centromérica e dois sítios terminais localizados no 

braço curto dos cromossomos. Para a região ribossomal 45S também foram 

identificados quatro sítios positivos localizados em dois pares de homólogos, todos 

em posição terminal dos braços curtos (Figura 11). 
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Figura 11 – Hibridização in situ fluorescente com marcadores ribossomais 5S (A, C, E, G) e 45S (B, D, 
F, H) em cariótipo com 2n=48 de ‘Zygopetalum maculatum’. (A e B) Indivíduo Bol 3 da população 
Corico; (C e D) Indivíduo ZM172 da população Pico do Itambé; (E e F) Indivíduo ZM025 da população 
Pico do Garrafão; (G e H) Indivíduo ZM018 da população Cotia. Um par de genes ribossomais 5S 
ocorre em posição subterminal (setas) e outro par em posição terminal nos cromossomos. Os sítios de 
DNAr 45S são terminais. Barra=10µm. 
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Os indivíduos com 2n=72 cromossomos apresentaram seis sítios de DNAr 5S, 

sendo três subterminais e três terminais. Observou-se também seis marcas de DNAr 

45S (Figura 12). 

 

 

Figura 12 – Hibridização in situ fluorescente com marcadores ribossomais 5S (A e C) e 45S (B e D) em 
cariótipo com 2n=72 de ‘Zygopetalum maculatum’. (A e B) Indivíduo ZM198 da população Pico do 
Itambé; (C e D) Indivíduo ZM113 da população Serra do Cipó. Três das seis marcas de genes 
ribossomais 5s ocorrem em posição subterminal (setas) e as outras três marcas em posição terminal 
nos cromossomos. Os seis sítios de DNAr 45s são terminais. Barra=10µm. 
 

Nos indivíduos com 2n=96 cromossomos foram encontrados oito cromossomos 

com regiões de genes ribossomais 5S, quatro sítios em posição subterminal e outros 

quatro em região terminal. Com relação aos genes ribossomais 45S, este citótipo 

mostrou oito marcas positivas e em posição terminal no braço curto dos cromossomos 

(Figuras 13 e 14). 
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Figura 13 – Hibridização in situ fluorescente com marcadores ribossomais 5S (A, C e E) e 45S (B, D e 
F) em cariótipo com 2n=96 de ‘Zygopetalum maculatum’. (A e B) Indivíduo ZM012 da população Finas; 
(C e D) Indivíduo S27 da população Parque Estadual do Ibitipoca; (E e F) Indivíduo ZM040 da 
população Bocaina. Quatro das oito marcas de genes ribossomais 5S ocorrem em posição subterminal 
(setas) e as outras quatro marcas em posição terminal nos cromossomos. Os oito sítios de DNAr 45S 
são terminais. Barra = 10µm. 
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Figura 14 – Hibridização in situ fluorescente com marcadores ribossomais 5S (A, C e E) e 45S (B, D e 
F) em cariótipo com 2n=96 de ‘Zygopetalum maculatum’.  (A e B) Indivíduo ZM186 da população Pico 
do Itambé; (C e D) Indivíduo ZM078 da população Serra do Cipó; (E e F) Indivíduo ZM144 da população 
Pico do Garrafão. Quatro das oito marcas de genes ribossomais 5S ocorrem em posição subterminal 
(setas) e as outras quatro marcas em posição terminal nos cromossomos. Os oito sítios de DNAr 45S 
são terminais. Barra = 10µm. 
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Os sítios de DNAr e a morfologia dos cromossomos para os três citótipos foram 

representados em idiogramas (Figura 15). 

 

 

Figura 15 – Idiogramas representativos do cariótipo de três citótipos de “Zygopetalum maculatum”. (A) 
2n=48 cromossomos, onde cada cromossomo representa um par de cromossomos. (B) 2n=72 
cromossomos, onde cada cromossomos representa um trio de cromossomos. (C) 2n=96 cromossomos, 
onde cada cromossomo representa um quarteto de cromossomos. Para pareamento dos cromossomos 
foi considerado x2=24. 
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Tomadas em conjunto, as quantidades de DNA e os dados cromossômicos 

(Figura 16), nota-se que os valores 2C aumentam proporcionalmente ao número 

cromossômico, observando-se uma pequena redução nestes valores em relação às 

quantidades esperadas tomando-se como referência indivíduos com 2n=48 

cromossomos. Além disso, para os sítios cromossômicos 5S e 45S, o número de 

marcas esperado é exatamente igual ao observado, tendo como base os indivíduos 

com 2n=48 cromossomos. 

 

 

Figura 16 - Síntese das estimativas de quantidade de DNA (2C) e dados cromossômicos para três 
citótipos de “Zygopetalum maculatum”. (A) quantidade 2C de DNA nuclear (B) Número de sítios 
positivos para DNAr 5S. (C) Número de sítios positivos para DNAr 45S. Círculo preto = dados 
esperados, quadrado branco = dados observados. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos neste estudo mostram variação genômica entre os 

indivíduos do complexo “Zygopetalum maculatum”.  

A investigação de quantidade de DNA em orquídeas ainda não possui um 

protocolo padrão para análise por citometria de fluxo, sendo que o tipo de órgão/tecido 

analisado é bastante variável, dependendo principalmente da disponibilidade de 

material. Existem trabalhos com os mais diversos tipos de tecido tais como folha 

(JONES et al., 1998; RUPP et al., 2010; LEPERS-ANDRZEJEWSKI et al., 2011; 

ZONNEVELD e POLLOCK, 2012; NEMORIN et al., 2013; MARQUES et al.,2014; 

SILVA et al., 2014), flor (LEE et al., 2007; CHEN et al., 2013; SILVA et al., 2014), botão 

floral (LEE et al., 2007), meristema radicular (RUPP et al., 2010; ZONNEVELD e 

POLLOCK, 2012) e endosperma (NEMORIN et al., 2013). Em muitos casos, a 

variação no tipo de tecido utilizado permite detectar ocorrência de endopopliploidia na 

família. Lin et al., (2001) analisaram tecidos de folha, raiz e flor por citometria de fluxo 

em plantas de Doritis e Phalaenopsis e encontraram núcleos com até 16C. Yang e 

Loh (2004) observaram que o nível de ploidia em órgãos como flor, folha e raiz de 

Spathoglottis plicata Blume varia conforme o tipo de tecido e o estágio de 

desenvolvimento de plantas mantidas em campo e in vitro. O trabalho sugere que 

quando a endopoliploidia está presente em plantas, o seu padrão normalmente está 

relacionado com as características fisiológicas e de desenvolvimento do tecido 

avaliado. Chen et al. (2011) em um estudo sobre variação de endopoliploidia em 

diversos tecidos de Phalaenopsis aphrodite Rchb.f, concluíram que a taxa de 

endoreduplicação tende a ser mais elevada em tecidos maduros e em plantas 

cultivadas em estufa. Neste trabalho, utilizou-se a folha, por ser o tecido de mais fácil 

acesso e conservação, além de ser o tipo mais utilizado em estudos sobre o tamanho 

de genoma em plantas. Foram analisadas amostras de folhas jovens e adultas, da 

região basal, mediana e apical das folhas e os histogramas de um mesmo indivíduo 

não mostraram diferença na posição dos picos obtidos pela citometria de fluxo em 

nenhum dos indivíduos, sugerindo que no tecido foliar destes Zygopetalum não ocorre 

endoreduplicação. 

Para as estimativas da quantidade de DNA, o coeficiente de variação 

(CV=desvio padrão dividido pela média) dos picos G0/G1 foi em média 2,70%. Esse 
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parâmetro é considerado importante para a validação da metodologia por muitos 

autores, que consideram satisfatórios valores de CV menores que 5% (GALBRAITH 

et al., 2002; DOLEŽEL e BARTOS, 2005; PRAÇA-FONTES et al., 2011). De maneira 

mais tolerante, Doležel (1991) afirma que valores de CV de até 10% são adequados 

para análises citométricas em células vegetais. Logo, pode-se concluir que a coleta e 

o preparo das amostras neste trabalho foram apropriados, uma vez que não causaram 

danos significativos ao DNA nuclear das orquídeas. 

Consensualmente o valor C de DNA é um caráter de significado biológico 

fundamental e o conhecimento da quantidade de DNA nuclear em um determinado 

grupo de organismos incrementa estudos em vários campos da ciência, como Biologia 

Molecular e Celular, Ecologia, Sistemática e Filogenia (BENNETT e LEITCH, 1995; 

KRON et al., 2007; ZOLDOS et al., 1998; LYSÁK et al., 1999; TORRELL e VALLES, 

2001; MOSCONE et al., 2003). De fato, os padrões de variação do nível de ploidia 

entre e dentro de populações podem fornecer informações valiosas sobre os seus 

mecanismos evolutivos. 

Apesar de haver comumente algum grau de variação cromossômica dentro de 

uma população, que pode, naturalmente, provocar alguns desvios no conteúdo de 

DNA entre os indivíduos (GREILHUBER, 1998) em algumas das populações aqui 

investigadas, as variações foram nitidamente causadas por diferenças que vão além 

de oscilações metodológicas ou fisiológicas em uma espécie. Enquanto algumas 

populações são uniformes quanto à quantidade de DNA de seus indivíduos, outras 

populações brasileiras de “Zygopetalum maculatum” são definitivamente mistas sob o 

ponto de vista da quantidade de DNA, com ocorrência em simpatria de indivíduos com 

diferentes níveis de ploidia. É o caso das localidades de Serra do Cipó – MG, Padre 

Ângelo – MG, Pico do Garrafão – SP, Pico do Itambé – MG, Pico do Pinhão – MG, 

Pico do Paraná – PR e Serra do Pitengo, MG (Figura 5), nas quais foi possível 

observar populações com dois e até três níveis de ploidia.  

 A análise dos dados obtidos por citometria de fluxo indicou a formação de três 

grupos de quantidade de DNA (7,36pg; 10,52pg e 14,09pg). O valor médio 2C do 

grupo I foi 29,97% menor do que o do grupo II e 48,73% menor do que o grupo III. 

Com base nestes valores, é possível notar uma relação no conteúdo de DNA nuclear 

desses grupos de orquídeas. Ao estudar a evolução dos genomas a partir de uma 
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revisão na quantidade de DNA (1C) das angiospermas, Soltis et al. (2003) 

identificaram uma nítida tendência de aumento no tamanho do genoma das 

angiospermas incluindo as monocotiledôneas, isso porque o tamanho do genoma 

ancestral das angiospermas é considerado “muito pequeno” (1C ≤ 1,4 pg). 

Adicionalmente, Soltis et al. (2003) observaram que genomas “muito grandes” 

ocorrem em clados que ocupam posições derivadas dentro das monocotiledôneas e 

na ordem Santalales. Sabendo que em plantas é comum o aumento do genoma a 

partir de eventos de duplicação do genoma (SOLTIS et al., 2009; JIAO et al., 2011; 

WENDEL et. al., 2016), o padrão de aumento da quantidade de DNA registrado neste 

estudo, sugere a ocorrência de eventos de poliploidização, podendo ser os indivíduos 

pertencentes aos grupos II e III mais derivados quando comparados com aqueles do 

grupo I, uma vez que eles possuem maior quantidade de DNA em seus núcleos e 

portanto, podem ter surgido a partir da poliploidização de genomas com quantidade 

inferior de DNA (como aqueles do grupo I). É conhecido que variações múltiplas na 

quantidade de DNA nuclear podem refletir diferentes níveis de ploidia dentro de uma 

espécie ou de populações (GALBRAITH et al., 2002; YANG e LOH, 2004, ver REIS et 

al., 2014), caracterizando dessa forma o que se chama de um complexo poliploide.  

Por ser bastante informativa, de baixo custo e rápida, a técnica de citometria 

de fluxo tem sido empregada com sucesso no diagnóstico de variações genéticas intra 

e interespecíficas, possibilitando melhor entendimento dos mecanismos de 

plasticidade do DNA e auxiliando no esclarecimento do processo evolutivo de várias 

espécies, como, por exemplo, nos gêneros Lippia (Verbenaceae) (PIERRE et al., 

2011; REIS et al., 2014), Pfaffia (Amaranthaceae) (GOMES et al., 2014) e Miscanthus 

(Poaceae) (SHENG et al., 2016). No primeiro caso, os autores detectaram diferentes 

níveis de ploidia e indivíduos mixoploides relacionados aos variados citótipos 

ocorrentes em Lippia alba (Mill.) N.E.Br. (PIERRE et al., 2011; REIS et al., 2014). Já 

no segundo caso, foi possível inferir que as variações morfológicas observadas em 

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen não decorrem de variação no seu conteúdo de 

DNA, uma vez que todos os acessos, de diversas procedências do território brasileiro, 

mostraram-se iguais quanto a este parâmetro (GOMES et al., 2014). Por último, o 

trabalho de Sheng et al. (2016) mostrou que a quantidade de DNA de uma mesma 

espécie (Miscanthus lutarioriparius L.Liu ex S.L.Chen & Renvoize) variou conforme a 
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região de ocorrência, sendo as maiores quantidades de DNA associadas a zonas à 

montante do rio Yangtze, maior rio da Ásia. 

Um ponto que merece destaque nos resultados é o fato de que, os valores 

médios de 2C obtidos através da citometria de fluxo não são precisamente múltiplos 

do valor 1C. Ao considerarmos os indivíduos com 2n=48 (7,36pg), as quantidade de 

DNA múltiplas deveriam ser, respectivamente 11,04 e 14,72pg de DNA se eles fossem 

múltiplos exatos do citótipo com menor número cromossômico observado no presente 

trabalho. Em média eles são 5% menores do que o esperado. Naturalmente espera-

se que haja uma relação de proporcionalidade entre nível de ploidia e tamanho do 

genoma nuclear e que, por consequência, um autopoliploide tenha uma quantidade 

de DNA que seja múltipla do seu diploide de origem. No caso de um alopoliploide, em 

geral, a expectativa é de que ele apresente um conteúdo de DNA equivalente à 

metade da soma da quantidade de DNA dos seus parentais. Todavia, não é esse o 

modelo observado na maioria dos casos de poliploidização em vegetais (FELDMAN e 

LEVY, 2002; LEITCH e BENNETT, 2004), uma vez que frequentemente observa-se 

uma redução nesse somatório nos indivíduos poliploides. Um possível motivo para a 

redução do valor total do genoma em poliploides quando comparado à soma dos 

valores 2C dos seus parentais - mesmo nos poliploides recém-formados, chamados 

neopoliploides - é a eliminação parcial de DNA repetitivo (SOLTIS e SOLTIS, 1995; 

LEITCH e BENNETT, 2004; CHEN, HÁ e SOLTIS, 2007; CHESTER, et al., 2010). Isso 

porque, a duplicação do genoma gera cópias extras dos genes e se ocorrer expressão 

excessiva de um produto gênico de uma ou mais dessas cópias, esta pode tornar-se 

inativa ou ser perdida (FREELING et al., 2012) após a formação do poliploide. O 

fenômeno descrito como “genome downsizing” (LEITCH e BENNETT, 2004) já foi 

reportado para vários gêneros: Vigna (PARIDA et al., 1990), Orobanche (WEISS-

SCHNEEWEISS, GREILHUBER e SCHNEEWEISS, 2006), Nicotiana (RENNY-

BYFIELD et al., 2011), Hippeastrum, (POGGIO et al., 2014), Veronica (MEUDT et al., 

2015), Mercadonia (SOSA et al., 2016). 

Alguns dos números cromossômicos observados aqui já haviam sido relatados 

para algumas espécies de Zygopetalum, contudo não há relatos para a maioria das 

espécies investigadas no presente trabalho. O número 2n=48 foi descrito para Z. 

maxillare, Z. discolor, Z. mackayi e Z. odoratissimum (TANAKA e KAMEMOTO, 1984; 

DRESSLER, 1993; FÉLIX e GUERRA, 2000; DAVIÑA et al., 2009), enquanto 2n=96 
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registrada em Z. citrinum (DRESSLER, 1993; FÉLIX e GUERRA, 2000). É importante 

ressaltar que de acordo com a Flora do Brasil (2017), Z. discolor, Z. odoratissimum e 

Z. citrinum não são espécies aceitas para o gênero Zygopetalum. Por outro lado, os 

dados de quantidade de DNA nuclear e as marcações para genes ribossomais 5S e 

45S foram aqui descritos de maneira inédita para Zygopetalum. Também, pela 

primeira vez no gênero, foi observado o cariótipo 2n=72 cromossomos. 

Os dados cromossômicos encontrados no presente trabalho corroboraram a 

delimitação de três grupos evidenciados pelas estimativas de quantidade de DNA, 

pois foram identificados três números cromossômicos. Em vegetais, a ocorrência de 

citótipos diferentes, não necessariamente está relacionada a espécies distintas. A 

variação cromossômica pode surgir casualmente em populações naturais e ser 

preservada em um determinado grupo taxonômico ou espécie graças a vantagens 

adaptativas que o novo genoma oferece. Na família Rutaceae, por exemplo, 

descrições cariotípicas dentro do gênero Boronia reuniu dados sobre o tamanho e a 

morfologia dos cromossomos, destacando o número e a posição de genes 

ribossomais 5S e 45S. A associação de todas as informações sugeriram a ocorrência 

de rearranjos cromossômicos que influenciaram na evolução do gênero (SHAN, YAN 

e PLUMMER, 2003). 

Diferentes vias podem ser responsáveis por gerar alterações ou rearranjos no 

genoma ou cariótipo em vegetais. No entanto, duas são de enorme relevância na 

evolução de inúmeras famílias de angiospermas, pois afetam o número de 

cromossomos: a poliploidia - multiplicação de um complemento cromossômico inteiro 

- e a disploidia - aumento ou redução do número de cromossomos em consequência 

de eventos de fusão e fissão cromossômica (GUERRA, 2008). Diante de tal premissa 

e no contexto deste trabalho, vale lembrar que a poliploidia, assim como a própria 

disploidia, são mecanismos anteriormente descritos para outros gêneros de orquídeas 

(FÉLIX, GUERRA 2000, 2005). Moraes et al. (2016) mostraram que rearranjos 

cromossômicos e disploidia estão envolvidos na evolução carotípica de orquídeas do 

gênero Heterotaxis. Em um estudo mais recente com Maxillariinae, reforçou-se o 

papel da disploidia, poliploidia e reestruturação cromossômica na diversificação de 

Orchidaceae (MORAES et al., 2017). 

A poliploidização é com propriedade fator crucial na evolução das plantas 

vasculares (LEITCH e BENNETT, 1997; SOLTIS e SOLTIS 1999; SOLTIS E SOLTIS, 
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2009), estima-se que 100% das angiospermas derivem de ancestrais poliploides (CUI 

et al., 2006; SOLTIS et al., 2009; JIAO et al., 2011), e que boa parte delas tenham 

passado por vários ciclos de duplicação do genoma seguidos por diploidização e 

estabilização da microsporogênese ao longo de sua trajetória evolutiva, sendo 

portanto consideradas hoje como paleopoliploides (MA e GUSTAFSON, 2005). Dessa 

forma, é consenso que o surgimento de poliploides naturais incrementa a variabilidade 

genética e acelera processos de especiação vegetal (SOLTIS et al., 2007).  

Uma consequência da poliploidização é a possibilidade de conflito entre os 

genomas dos parentais, podendo ocorrer mesmo em autopoliploides, nesse caso 

graças ao aumento do número de cópias e não pela incompatibilidade de genomas. 

Para superar tal adversidade, os poliploides buscam reorganizar seu material genético 

de modo a adequarem-se às novas condições celulares (SOLTIS e SOLTIS, 2009). 

Rearranjos cromossômicos (deleções, inserções, duplicações e translocações) estão 

entre as alterações que buscam contornar tais alterações genômicas, sendo uma 

resposta rápida e altamente variável nas diferentes espécies (LEITCH e LEITCH, 

2008). A longo prazo, a reestruração cromossômica pode favorecer o isolamento 

reprodutivo contribuindo, portanto, para a especiação (RIESEBERG, 2001). Além de 

contribuir funcionando como barreira reprodutiva, a poliploidia ainda influencia no 

processo evolutivo de angiospermas ao agir sobre vias metabólicas e caracteres 

morfológicos podendo agregar vantagens adaptativas aos poliploides em relação aos 

parentais diploides (SOLTIS e SOLTIS, 1995; ADAMS e WENDEL, 2005; PARISOD, 

HODEREGGER e BROCHMANN, 2010).  

O que torna a poliploidia um processo central e impulsionador da evolução de 

vegetais é o fato de plantas poliploides poderem apresentar alterações na sua 

composição genética que refletem em incremento da plasticidade fenotípica e/ou 

amplitude ecológica (LEVIN, 2002). Ao longo do processo evolutivo, vegetais 

poliploides destacam-se pela habilidade de colonizar ambientes inéditos ou inóspitos 

para a espécie, podendo ser pioneiros na ocupação de habitats nos quais seus 

antepassados diploides não obtiveram sucesso. Nesse contexto, destaca-se a família 

Orchidaceae que parece apresentar uma correlação positiva entre o conteúdo de DNA 

e o habitat ocupado. Geralmente maiores níveis de ploidia caracterizam espécies 

terrícolas ou rupícolas (LEITCH et al., 1994), como ilustrado por Félix e Guerra (2000) 

ao descreveram uma associação positiva entre ocorrência de poliploidia e a 
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exploração de habitat terrícola e rupícola no gênero Oncidium. No presente estudo, a 

maioria dos indivíduos apresentou 2C=14,09pg de DNA (Figuras 3 e 4), sendo que os 

valores mais baixos (2C=7,36pg e 2C=10,52pg) foram observados mais ao norte da 

área de ocorrência ou em áreas de floresta (Figura 5).  

A extensa variabilidade observada no número de cromossomos das orquídeas 

e a pequena amostragem de espécies e gêneros estudados até o momento, tornam 

difícil determinar o número cromossômico básico (x) da família. Com o conhecimento 

disponível até agora, especula-se que n=7 represente o complemento haploide 

original de Orchidaceae. Nesse caso, os diferentes números cromossômicos 

observados na família, seriam portanto, consequência de aneuploidias naturais tanto 

ascendentes quanto descendentes (FÉLIX e GUERRA 2000) e múltiplos eventos de 

duplicação do genoma. 

Considerando que o número n=7, originado de x1=7, é pouco frequente na 

família nos dias atuais, supõe-se que sucessivos ciclos de poliploidia teriam gerado 

linhagens tetraploides (n=14), hexaploides (n=21) e octaplodides (n=28), dando 

origem a gêneros exclusivamente poliploides de orquídeas (FÉLIX e GUERRA 2000). 

Diante desta premissa, e dos elevados valores 2n observados para Zygopetalum (48, 

72 e 96), a hipótese de que este seja um gênero poliploide ganha sustentação, bem 

como a possibilidade de “Z. maculatum” ser um complexo poliploide. Para a subtribo 

Zygopetalinae, Félix e Guerra (2000), indicaram um número básico secundário x2=24 

ou 26, sem que seja descrita a a origem destes números a partir do número básico 

primário x1=7. Considerando o número básico secundário, os cariótipos descritos no 

presente estudo deveriam ser classificados como diploides (2n=2x=48), triploides 

(2n=3x=72) e tetraploides (2n=4x=96). Entretanto, um número básico x2=24 não 

coincide com os números básicos descritos para a maioria das angiospermas, estando 

bem acima daqueles relatados até o momento. Muitos autores propuseram x=5, 6 e 9 

como limite inferior para os números cromossômicos básicos em angiospermas, (ver 

EHRENDORFER et al., 1968, STEBBINS, 1971, RAVEN,1975; GRANT, 1981). Com 

base nesse argumento, e à luz dos valores encontrados para Zygopetalum no 

presente trabalho, é razoável supor que, x1=7 seja o número básico original da família, 

e que poderia ter se originado, por disploidia descendente x2=6, que por sua vez teria 

originado posteriormente os números cromossômicos observados no presente 

trabalho: 2n=8x=48 (octaploide), 2n=12x=72 (dodecaploide) e 2n=16x=96 
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cromossomos (hexadecaploide). Eventos de aneuploidia/disploidia, que resultam em 

perda ou ganho de cromossomos, acompanhados ou não de alteração no conteúdo 

de DNA durante a reestruturação genômica, já foram citados como relevantes na 

evolução de Orchidaceae (FÉLIX e GUERRA, 2010; MORAES, LEITCH e LEITCH, 

2012; MORAES et al., 2016 e 2017). Sumariamente, se for levada em conta a família 

Orchidaceae como unidade taxonômica base pra definir o número básico de 

Zygopetalum, a melhor hipótese seria de x1=6. Por outro lado, se a subtribo 

Zygopetalinae for a unidade taxonômica básica considerada, o “x” básico a ser 

adotado para o gênero passar a ser x2=24. 

Para Zygopetalum, relatos sobre a morfometria cromossômica ainda não foram 

realizados. No presente trabalho, os dados morfométricos revelaram que o cariótipo 

com 2n=48 apresenta 40 cromossomos metacêntricos e 8 submetacêntricos, com 

fórmula cariotípica FC = 20m + 4sm. Por outro lado, o cariótipo com 2n=72 tem FC = 

20m + 3sm + 1t, enquanto aquele com 2n=96 tem FC = 18m + 5sm + 1t. O 

cromossomo telocêntrico observado somente nos indivíduos com 2n=72 e 2n= 96 

posiciona-se no cariograma, na mesma ordem (número 24) em que no cariótipo de 

2n=48 observa-se um cromossomo submetacêntrico. Essa diferença na classificação 

pode indicar um rearranjo sofrido nos indivíduos de maior ploidia. Os cromossomos 

podem, por exemplo, ter perdido parte do braço curto e por isso mudaram a 

classificação quando comparados ao par 24 (submetacêntrico) do citótipo de 48 

cromossomos. O mesmo raciocínio pode explicar a diferença de tamanho entre os 

quatro cromossomos de número 1 do cariótipo com 96 cromossomos, onde um deles 

é menor que os outros três. Neste caso, a morfologia indica que este cromossomo 

pode ter perdido parte do seu braço curto. 

Indivíduos com 48 cromossomos apresentaram o cariótipo ligeiramente mais 

simétrico quando comparado àqueles de 72 e 96 cromossomos. Não há até o 

momento inferências sobre o tempo do surgimento de cada um dos citótipos 

estudados neste trabalho, mas o grau de assimetria cariotípica e os valores de 

heterogeneidade cromossômica encontrados sugerem que os maiores níveis de 

ploidia derivam do cariótipo de 48 cromossomos. O citótipo de 96 cromossomos 

mostrou o menor grau de simetria cromossômica e isto pode ser consequência de 

uma origem mais recente deste cariótipo quando comparado, por exemplo, ao 

indivíduo com menor nível de ploidia (2n=48). Em geral, o aumento da 
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heterogeneidade cromossômica (Ai) e da assimetria cariotípica (A) relaciona-se 

diretamente ao aumento no nível de ploidia (STEBBINS, 1971; LIU et al., 2006; 

SOUSA et al., 2012). 

De forma complementar à morfometria cromossômica, a localização de sítios 

específicos, como as regiões dos genes ribossomais 5S e 45S pode ser um recurso 

valioso em abordagens sobre a evolução cariotípica de plantas, já que os DNAr são 

marcadores universais largamente empregados no estudo de vegetais. Os RNAs 

ribossomais são transcritos a partir de genes ribossomais com sequências repetitivas 

in tandem, que podem variar em tamanho e número de cópias tanto entre espécies 

quanto entre indivíduos de mesma espécie (LEVIN, 2002; FUKUSHIMA, 2011; WAN 

et al., 2012). Neste trabalho, os genes de DNAr 5S variaram entre a região terminal 

no braço curto do cromossomo e a região subterminal, próxima ao centrômero, 

corroborando a premissa de que este tipo de DNA ribossomal pode aparecer também 

em regiões medianas do cromossomo, não restringindo-se somente às zonas 

terminais (HESLOP-HARRISON, 2000; NEVES et al., 2005). As marcas para DNAr 

45S foram todas localizadas em regiões terminais dos braços curtos dos 

cromossomos. Este resultado é condizente com a teoria apresentada por Roa e 

Guerra (2012) de que, nas angiospermas, os sítios de DNAr 45S ocorrem 

preferencialmente nos braços curtos dos cromossomos.  

Os resultados gerados pela FISH, dão suporte à hipótese de poliploidia no 

complexo “Z. maculatum”, visto que, o número de marcas de DNAr 5S e 45S 

aumentou proporcionalmente ao aumento no nível de ploidia dos citótipos analisados 

(Figura 16 B e C). Foram observadas quatro, seis e oito marcas 5S e 45S nos 

cariótipos com 2n=48, 72 e 96 cromossomos, respectivamente. Além disso, a 

localização das marcas nos cromossomos foi similar em indivíduos com 48, 72 e 96 

cromossomos, reforçando a hipótese de que o genoma de menor número 

cromossômico pode ter originado os outros dois citótipos.  

É importante lembrar que os resultados relativos à estimativa da quantidade de 

DNA por citometria de fluxo também ajudam a embasar a hipótese de poliploidia no 

complexo, tendo-se observado valores 2C proporcionais ao número cromossômico. 

Com relação à provável origem da poliploidia no grupo, o que se pode afirmar é que 

se a formação do complexo fosse por alopoliploidia, pelo menos dois genomas 

estariam envolvidos na formação dos poliploides. Para garantir a proporcionalidade 
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aqui observada em relação à quantidade de DNA e o nível de ploidia seria necessário 

então, que os genomas envolvidos fossem do mesmo tamanho e bastante similares 

em sua constituição cromossômica, cenário que não é impossível, mas é menos 

provável.  

 

6. CONCLUSÕES 

• A citometria de fluxo apontou três quantidades de DNA para o complexo 

“Zygopetalum maculatum” (2C=7,36; 10,52 e 14,09 pg). 

• Três números cromossômicos foram identificados (2n=48, 72 e 96), sendo um 

deles descrito pela primeira vez para Zygopetalum (2n=72).  

• As quantidades de DNA para o complexo “Zygopetalum maculatum” 

mostraram-se proporcionais aos números cromossômicos observados.  

• Cada população investigada apresenta um perfil próprio no que se refere à 

quantidade DNA nuclear e aos números cromossômicos. 

• A distribuição dos citótipos em toda a área amostrada sugere uma distribuição 

particular dos indivíduos com 96 cromossomos nas regiões Sudeste e Sul, com 

concentração dos indivíduos com 48 cromossomos ao norte da região Sudeste 

e ao Sul da região Nordeste. 

• A proporcionalidade das quantidades de DNA, a constância no número de 

marcas para genes ribossomais e a similaridade dos cariótipos para os três 

citótipos sugerem uma possível origem autopoliploide para o complexo 

“Zygopetalum maculatum”.  
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CAPÍTULO III – COMPORTAMENTO MEIÓTICO DE TRÊS CITÓTIPOS 

DE “Zygopetalum maculatum” (ORCHIDACEAE) 

 

1 INTRODUÇÃO  

1.1 Origem natural de poliploides 

A duplicação genômica em plantas é provavelmente a alteração citogenética 

mais relevante na especiação e evolução do grupo (STEBBINS, 1971). Relativamente 

à origem, organismos poliploides podem ser autopoliploide (oriundo de um mesmo 

genoma) ou alopoliploide (formado a partir de dois ou mais genomas). Admite-se 

ainda, uma terceira categoria, composta por poliploides segmentares, fruto de 

genomas de espécies próximas o suficiente para apresentarem uma certa homeologia 

cromossômica (STEBBINS, 1971; RAMSEY e RAMSEY 2014). 

Em ambientes naturais, a principal fonte de poliploides aceita hoje é a união de 

gametas não reduzidos gerados na gametogênese (HARLAN e DE WET, 1975; 

RAMSEY e SCHEMSKE, 1998; RAMANNA e JACOBSEN, 2003; SOLTIS e SOLTIS, 

2009; PARISOD, HODEREGGER e BROCHMANN, 2010), sendo a origem por 

duplicação somática (poliploides assexuais) natural considerada uma possibilidade 

bastante rara (DE WET, 1980).  

Considerando a poliploidização por via sexual, há duas possibilidades, a 

unilateral e a bilateral. Esta última, de acordo com Mendiburu e Peloquin (1971), é 

menos frequente e caracteriza-se pela formação de poliploides a partir da fusão de 

dois gametas não reduzidos. Por outro lado, a poliploidia unilateral envolve 

cruzamento entre um gameta reduzido e outro não reduzido gerando embriões 3x 

(triploides), sendo o tipo unilateral de poliploidização o mais comum entre as plantas 

(BRETAGNOLLE e THOMPSOM, 1995). Em todo caso, a origem sexual de poliploides 

- lateral ou unilateral - em algum momento, depende da formação de gametas não 

reduzidos, que são gerados com maior frequência em organismos já poliploides, cuja 

meiose é irregular. Outra fonte de gametas não reduzidos são indivíduos com 

comportamento diploide já bem estabelecido, mas expostos a condições adversas do 

ambiente como extremos de temperatura e sazonalidade (STEBBINS, 1971; 

RAMANNA e JACOBSEN, 2003).  
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Geralmente, embriões triploides, gerados pela poliploidização unilateral, são 

abortados graças ao chamado “efeito do bloco triploide”, que consiste em falhas 

causadas pela triploidia no desenvolvimento do endosperma (BRETAGNOLLE e 

THOMPSOM, 1995). No entanto, casos em que o gameta reduzido é o materno o 

cruzamento tem chances de produzir uma progênie triploide viável, graças a um 

balanço entre os fatores genéticos do óvulo e da célula espermática (LEVIN, 2002). 

Mesmo quando superam as barreiras pós-zigóticas, os triploides apresentam enorme 

tendência à infertilidade, uma vez que sua gametogênese é comprometida pelo severo 

conflito genômico gerado pela triploidia. Dessa forma, Otto e Whitton (2000) 

consideram organismos 3x um obstáculo para a evolução. Por outro lado, de acordo 

com Ramsey e Schemske (1998), ainda que apresentem tendência para formar 

gametas aneuploides, os triploides, através de cruzamentos com organismos 

diploides, tetraploides ou outros triploides podem originar variados citótipos, 

contribuindo positivamente para a diversidade e evolução vegetal. A reprodução por 

apomixia também é um recurso a favor da sobrevivência dos triploides, visto que 

permite aos poliploides reproduzirem-se sem a necessidade de outro indivíduo 

(COMAI, 2005), contornando o problema dos gametas desbalanceados.  

Na natureza, não é surpresa que, após um evento inicial de poliploidização, 

outros cruzamentos e eventos de poliploidização ocorram entre os morfotipos e 

acabem por originar uma gama de citótipos com variados níveis de ploidia (SOLTIS et 

al., 2007). A partir do momento em que os novos citótipos passam a coexistir em uma 

população, cruzamentos intercitótipos e retrocruzamentos são claramente facilitados 

(BURTON e HUSBAND, 2001), ampliando as vias para emergência de outros 

poliploides. Tal dinâmica na reprodução e origem de genomas duplicados subsidia a 

teoria de que em muitos casos, senão na maioria deles, as espécies poliploides 

conhecidas atualmente são de origem múltipla, ou seja, em sua história evolutiva 

carregam eventos de poliploidização recorrentes e em alguns casos independentes, 

envolvendo ancestrais variados (SOLTIS e SOLTIS,1995; 1999). Já foi demostrado 

que algumas espécies possuem várias origens poliploides, como é o caso de 

Tragopogon miscellus L., originado há cerca de 70 anos, que teria passado por até 20 

ciclos de poliploidização (SOLTIS et al.,1995) e Draba norvegica Fernald, cuja história 

evolutiva possui provavelmente 13 ocorrências de duplicação do genoma (SOLTIS e 

SOLTIS, 1995). Além da origem múltipla, pode ocorrer ainda fluxo gênico entre 
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populações diploides e poliploides e entre poliploides de diferentes origens, o que 

contribui para justificar a ampla variabilidade genética dos poliploides (SCHIFINO, 

2004). 

A variação encontrada entre organismos com genomas múltiplos, normalmente 

é fruto da redundância genética proporcionada pela duplicação genômica. Essa 

característica é um importante ponto a favor do estabelecimento de linhagens 

poliploides, uma vez que oferece certa flexibilidade a possíveis pressões de seleção 

do ambiente. As cópias extras dos genes nos poliploides conferem a eles maior 

tolerância às mutações espontâneas de forma que mudanças na sequência ou 

estrutura do DNA que seriam prejudiciais em diploides, podem oferecer 

funcionalidades exclusivas, complementar funções de outros genes e até diminuir a 

expressão gênica (LYNCH et al., 2001; BUGGS et al., 2010a, e b). Paralelamente, as 

cópias excedentes de sequências são capazes de suprimir o efeito de mutações 

deletérias (OTTO e WHITTON, 2000; CHEN, HÁ e SOLTIS, 2007; OTTO, 2007). 

Qualquer que seja o caminho, as inovações características de poliploides 

podem incrementar o processo adaptativo destes organismos, e consequentemente, 

favorecer o estabelecimento, aumento populacional e diversificação de citótipos 

poliploides (OTTO e WHITTON, 2000; PARISOD, HODEREGGER e BROCHMANN, 

2010). 

 

1.2 Comportamento meiótico em poliploides 

 

A fonte primordial de poliploides está nos gametas não reduzidos formados a 

partir de anormalidades na micro e na megasporogênese como consequência de 

problemas intrínsecos do fuso mitótico ou no progresso da citocinese 

(BRETAGNOLLE e THOMPSON, 1995). De forma complementar, gametas 2n 

também podem ser induzidos por condições adversas do meio. Agentes relacionados 

à temperatura, poluição, além de disponibilidade de recursos hídricos e nutricionais 

acabam por influenciar na taxa de anormalidade dos pólens (RAMSEY e SCHEMKE, 

1998), isto porque tais fatores seriam capazes de modificar a expressão de genes 

ligados à meiose (VEILLEUX e LAUER, 1981).  
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A não redução gamética caracteriza-se pela não disjunção correta dos 

cromossomos, seja na primeira ou na segunda divisão da meiose, e não por acaso, 

um dos indicativos mais relevantes de formação de gametas não reduzidos é a 

observação, por meio da citogenética, de díades e tríades ao final da divisão meiótica 

(RAMANNA, 1992; ORTIZ ,1997; YAN et al., 1997). Sabe-se que gametas não 

reduzidos geram poliploides, mas é verdade também que os organismos poliploides 

tendem a produzir altos índices de gametas não reduzidos.  

Existem três tipos de poliploidia sexual – auto, alopoliploidia e poliploidia 

segmentar – e para cada um deles há consequências genéticas diferenciadas que são 

detectáveis por meio de ferramentas citogenéticas. Um autopoliploide abriga várias 

cópias de um mesmo gene, e portanto, espera-se que durante o pareamento 

cromossômico ocorra a formação de multivalentes; no caso de alopoliploide, os 

genomas diferentes costumam gerar bivalentes durante o pareamento cromossômico; 

e por fim, quando o poliploide é segmentar, o padrão de pareamento tende a ser 

intermediário (SRIVASTAVA, LAVANIA e SYBENGA, 1992). Todavia, a poliploidia é 

um processo bastante dinâmico e essa delimitação de perfis acaba por dissolver-se 

com o passar do tempo, pois é uma característica natural dos poliploides, buscar 

condições para um comportamento diploidizado da meiose, a fim de otimizar os 

resultados da divisão, minimizando as irregularidades na formação dos gametas 

(RAMSEY e SCHEMSKE, 2002). Portanto, a duplicação do genoma proporciona um 

período de transição que envolve mudanças genômicas consideráveis em busca da 

diploidização que podem produzir complexos gênicos inéditos e facilitar a rápida 

evolução (SOLTIS e SOLTIS,1999).  

Os mecanismos genéticos diretamente implicados no processo de 

diploidização ainda precisam ser elucidados, porém, inúmeras modificações a nível 

gênico já foram identificadas como envolvidas neste processo: silenciamento gênico, 

reestruturação cromossômica, ação de transposons e novos padrões de expressão 

gênica (WOLFE, 2001). Como resultado de tantas alterações genômicas, é comum 

que após a poliploidização, possivelmente na tentativa de que os cromossomos 

ocorram aos pares, os indivíduos sofram eliminação e reorganização do material 

genético (LEITCH e BENNETT, 2004), seja em suas células somáticas ou 

germinativas. Essa redução e reestruturação do genoma, quando ocorre em células 

germinativas, colabora diretamente para a regularização do pareamento na meiose 
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(FELDMAN et al., 1997) e futuro reestabelecimento da fertilidade em poliploide. 

Informações da literatura relacionadas a poliploides recentes revelam que tanto auto 

quanto alopoliploides, na busca por um comportamento diploidizado, demonstram 

grande complexidade meiótica caracterizada por pareamento multivalente, perda de 

sequências e até cromossomos inteiros, translocações e produção de gametas não 

balanceados (RAMSEY e SCHEMSKE, 2002). Todas essas anormalidades podem 

ser observadas durante o estudo, via citogenética, da gametogênese em plantas. 

A descrição do comportamento meiótico, portanto, ajuda a inferir sobre 

possibilidades de cruzamentos dentro de um táxon e inclusive entre espécies 

diferentes, porém, consideradas próximas sob o ponto de vista taxonômico, 

contribuindo assim para a compreensão acerca da origem de citótipos (LEVIN, 2002). 

Diante das alterações que podem ser detectadas na meiose e relacionadas a 

processos de poliploidização, o estudo do comportamento meiótico em indivíduos de 

“Zygopetalum maculatum” coletados em diferentes populações naturais pode ser de 

grande valia no entendimento da origem deste grupo, considerando a ocorrência de 

populações com até três citótipos, o que sugere uma série poliploide dentro do 

complexo.  

 

2 OBJETIVOS 

Caracterizar três diferentes citótipos (2n= 48, 2n=72 e 2n=96 cromossomos) do 

complexo “Zygopetalum maculatum” por meio do comportamento meiótico e 

relacionar os resultados obtidos à uma possível origem poliploide, contribuindo para o 

esclarecimento da história evolutiva do grupo.  

 

2.1 Objetivos específicos 

1)  Determinar o percentual de regularidade meiótica de três citótipos de “Zygopetalum 

maculatum”; 

2) Identificar e quantificar as anomalias meióticas para cada um dos três citótipos de 

“Zygopetalum maculatum”; 
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3) Relacionar as possíveis irregularidades da meiose ao nível de ploidia detectado em 

cada citótipo estudado de “Zygopetalum maculatum”. 

 

3 MATERIAL e MÉTODOS  

 

3.1 Material biológico 

O material para estudo foi coletado em parceria com a Profa Dra. Samantha 

Koehler do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Estadual de Campinas. 

Os indivíduos amostrais foram coletados espaçadamente de modo a evitar a coleta 

de clones (ARNAUD-HAOND, 2007). Os indivíduos que forneceram os botões florais 

para a análise meiótica encontram-se em cultivo no Orquidário Frederico Carlos 

Hoehne (OFCH, Instituto de Botânica de São Paulo, SP) em colaboração com o Dr. 

Eduardo Catharino. A tabela 1 mostra a origem das populações incluídas no estudo 

meiótico. 

Tabela 1 - Origem das populações envolvidas no estudo de comportamento meiótico em “Zygopetalum 

maculatum” 

População/número de indivíduos Estado Latitude (Sul) Longitude (Oeste) 

Bocaina/2 SP 22°42.29' 44°34.46' 
Serra do Cipó/2 MG 19°15.879' 43°33.184' 
Finas/1 MG 22°27.12' 44°54.06' 

Padre Ângelo/3 MG 19°20'171' 41°34'235' 

Pedra do Gado/2 MG 17°22'143' 41°44'209' 
Pico do Garrafão/3 SP 23°39.29' 46°02.05' 
Pico do Itambé/3 MG 18°23.917' 43°20.436 
Pico dos Marins/1 SP 22°29'46" 45°07'39" 
Pico Paraná/1 PR 25°14.120' 48°50.183' 
Serra do Pitengo/2 MG 18°31.332' 41°08.422' 
Parque Estadual do Ibitipoca/2 MG 21° 43' 30" 43° 54' 15" 
Ciotia/2 MG 23º 36' 14" 46º 55' 09" 

 

 

 

 

 



78 
 

3.2 Análise meiótica  

 

Para o estudo da gametogênese, botões florais foram coletados aleatoriamente 

em diferentes inflorescências, obtendo-se assim botões em diversos estágios de 

desenvolvimento. O material foi fixado em Carnoy (etanol/ácido acético glacial - 3:1, 

v/v) e armazenado a -20oC durante o período mínimo de 24 horas.  

A avaliação e quantificação das anormalidades meióticas foram realizadas a 

partir de lâminas obtidas pelas técnicas de esmagamento proposta por Oliveira et al., 

(1995). O método de maceração enzimática (VICCINI et al., 2005) foi empregado para 

a obtenção de figuras que permitam melhor documentação do comportamento 

observado.  

Para o preparo das lâminas por esmagamento, as polínias foram hidrolisadas 

por 20 minutos em HCl 5N, lavadas e coradas com orceína acética 2%, sendo em 

seguida esmagadas e cobertas com lamínula de vidro. Cada lâmina foi rapidamente 

flambada em lamparina e as lamínulas seladas com esmalte comercial incolor. A 

análise procedeu-se em microscópio óptico (Olimpus BX 51) com objetiva de 100x.  

As fases da meiose analisadas incluíram diacinese na prófase I, metáfase I, 

anáfase I, telófase I, metáfase II, anáfase II, telófase II e tétrade. Para calcular o 

percentual de tétrades anormais foram consideradas tétrades normais aquelas 

caracterizadas por células com 4 meiócitos isolados de tamanho igual. 

Foram avaliadas 100 células/fase de cada indivíduo de todas as fases, com 

exceção da diacinese que, por ser uma fase rápida é observada com menor frequência 

em lâmina. Neste caso foram contabilizadas 50 células para cada indivíduo. Figuras 

representativas das anormalidades foram digitalizadas através de uma câmera de 

vídeo Olympus DP72 acoplada ao microscópio, e documentadas por meio do software 

Image Pro-Plus 4.5 (Media Cybernetics). 

As diacineses não mostraram boa qualidade pela técnica de esmagamento, 

sendo necessário, portanto, a avaliação desta fase por meio da técnica de maceração 

enzimática. Os botões florais foram fixados e armazenados conforme descrito para a 

técnica de esmagamento. A suspensão celular foi preparada de acordo com Viccini et 

al. (2005) com as adaptações necessárias para Zygopetalum. Resumidamente, os 

meiócitos foram extraídos das anteras após maceração em solução enzimática 
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(Ultrazym AFP-L NOVO NORDISK) à 34ºC por 6h. Para a obtenção das lâminas foi 

empregada a técnica de secagem ao ar (CAIXETA e CARVALHO, 2003), gotejando-

se de 3 a 5 gotas da suspensão celular contendo os meiócitos em uma lâmina. A 

lâmina foi mergulhada em solução de ácido acético 45% por 10 segundos para 

clareamento do citoplasma, e então corada com Giemsa 5% (Merk®) em tampão 

fosfato pH 6,8 por 5 minutos. O excesso de corante foi removido das lâminas em dois 

banhos de 20 segundos em água destilada. A análise foi realizada em microscópio 

óptico (Olympus BX 51) com objetiva de 100x. Utilizando o software Image Pro-Plus 

(Media Cybernetics), 50 diacineses foram analisadas e contabilizadas para cada 

indivíduo. 

 

4 RESULTADOS 

 

Ambas as técnicas empregadas (esmagamento e maceração enzimática) para 

análise das irregularidades meióticas foram eficientes. As taxas de alterações foram 

consideradas altas em todos os indivíduos avaliados, oscilando em média de 27,07% 

a 43,47% no citótipo de 2n=48 cromossomos, de 64,67% a 82,93% no citótipo de 

2n=72 e de 46,93% a 75,47% no citótipo de 2n=96 (Figura 1 e Tabela 2). Diversas 

anormalidades foram observadas na meiose dos três citótipos investigados, desde as 

fases iniciais até a fase de tétrade (Tabela 2 e Figuras 2, 3 e 4).  

As alterações mais frequentes nas duas divisões da meiose foram aquelas 

relacionadas a problemas no fuso mitótico e DNA aderente. Todos os indivíduos 

analisados apresentaram irregularidades como segregação tardia, anomalias no fuso, 

cromossomos aderentes, pontes cromossômicas, assincronia na segunda divisão da 

meiose e formação de micronúcleos (MN) (Figura 2, 3 e 4). 

Material genético aderente foi observado principalmente em diacinese e 

metáfase I (Figura 2A e B), tornando inviável a determinação do número de 

cromossomos a partir da meiose. Contudo, informações sobre quantidade de DNA e 

número cromossômico já haviam sido obtidas a partir de lâminas mitóticas e pela 

técnica de citometria de fluxo (ver capítulo II).  

Ainda na primeira divisão, foram registrados cromossomos com migração tardia 

na metáfase, anáfase e telófase (Figura 2B, D, E e G; Figura 4, A, C e D), pontes na 
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anáfase e telófase (Figura 2E, H e I) e anáfase com DNA pegajoso (Figura 2A, B e F). 

Na meiose II, além dos cromossomos atrasados (Figura 3B, C, e D; Figura 4G), foi 

bastante comum a observação de metáfases em T (Figuras 3A e 4F) e assincronia na 

metáfase e anáfase (Figura 4E e H). Micronúcleos (MN) foram observados nas 

variadas fases do ciclo celular, desde a intérfase até a tétrade (Figura 3F). Tantas 

irregularidades acabaram por gerar índices consideráveis de tétrades anormais, como 

tríades (Figura 4I). 
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Tabela 2 - Percentual de anormalidades (AN) em diferentes fases da meiose em três citótipos de “Zygopetalum maculatum” 
 

Indivíduos/Localidade Diac. Met. I Anaf. I + Telof. I Met. II Anaf. II + Telof. II Tétrade Meiose 

"Z. maculatum" (2n=48) AN (%) AN (%) AN (%) AN (%) AN (%) AN (%) AN (%) total 

ZM564/Padre Ângelo 100,00 62,00 28,00 47,00 31,50 48,00 43,47 

ZM588/Pedra do Gado 100,00 18,00 24,50 16,00 35,50 28,00 30,93 

ZM594/Pedra do Gado 100,00 41,00 16,50 28,00 19,50 12,00 27,07 

ZM025/Pico do Garrafão 100,00 19,00 37,50 38,00 34,00 28,00 37,07 

ZM183/Pico do Itambé 100,00 68,00 19,50 36,00 35,50 32,00 39,47 

ZM606/Serra do Pitengo 100,00 22,00 18,00 65,00 31,50 33,00 35,87 

ZM607/Serra do Pitengo 100,00 33,00 52,50 39,00 18,00 25,00 38,40 

ZM018/Cotia 100,00 41,00 18,00 17,00 29,50 27,00 30,67 

"Z. maculatum" (2n=72) AN (%) AN (%) AN (%) AN (%) AN (%) AN (%) AN (%) total 

ZM123/Serra do Cipó 100,00 86,00 69,00 79,00 66,00 71,00 74,13 

ZM555/Padre Ângelo 100,00 72,00 52,00 67,00 61,00 69,00 64,67 

ZM201/Pico do Itambé 100,00 86,00 82,50 83,00 80,50 77,00 82,93 

ZM002/Cotia 100,00 79,00 78,00 87,00 76,00 75,00 79,20 

"Z. maculatum" (2n=96) AN (%) AN (%) AN (%) AN (%) AN (%) AN (%) AN (%) total 

ZM050/Bocaina 100,00 68,00 38,50 65,00 49,50 48,00 54,27 

ZM069/Bocaina 100,00 87,00 30,50 66,00 34,00 52,00 51,20 

ZM076/Serra do Cipó 100,00 83,00 56,50 75,00 71,00 52,00 68,67 

ZM162/Finas 100,00 63,00 31,00 79,00 34,00 41,00 48,40 

ZM559/Padre Ângelo 100,00 83,00 44,50 81,00 54,00 59,00 62,67 

ZM006/Pico do Garrafão 100,00 81,00 72,00 86,00 55,50 55,00 70,27 

ZM148/Pico do Garrafão 100,00 84,00 75,50 87,00 66,00 63,00 75,47 

ZM189/Pico do Itambé 100,00 74,00 68,50 83,00 53,50 68,00 69,20 

ZM102/Pico do Marins 100,00 77,00 44,50 54,00 64,00 57,00 60,67 

ZM152/Paraná 100,00 78,00 45,50 81,00 56,50 47,00 61,33 

S20/Ibitipoca 100,00 78,00 29,50 54,00 32,00 47,00 46,93 

S32/Ibitipoca 100,00 62,00 48,00 74,00 41,50 58,00 56,40 

                 AN=anormalidades; Diac.=diacinese; Met.=metáfase; Anaf.= anáfase; Telof.=telófase.
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Figura 1 - Variação observada nas porcentagens de anormalidades detectadas em meiócitos dos 
citótipos 2n=48, 2n=72 e 2n=96 do complexo "Zygopetalum maculatum". 
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Figura 2 - Anormalidades na primeira divisão meiótica de “Zygopetalum maculatum”. As imagens foram 
obtidas por suspensão celular. (A) Diacinese com cromossomos “aderentes”, as pontas de setas branca 
e vermelha indicam univalentes e multivalentes respectivamente (2n=96); (B) Metáfase I com 
cromossomo atrasado (2n=48); (C) Metáfase I com cromossomo “aderentes” (2n=96); (D) Anáfase I 
com cromossomos atrasados (2n=48); (E) Anáfase I com cromossomos atrasados e ponte 
cromossômica (2n=96); (F) Anáfase I com cromossomos “aderentes” (2n=96); (G) Telófase I com 
cromossomos atrasados (2n=72); (H e I) Telófase I com ponte cromossômica. Setas pretas indicam 
cromossomos atrasados e setas vermelhas indicam ponte cromossômica, H (2n=72) e I (2n=96). 
Barra=10µm. 
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Figura 3 - Anormalidades na segunda divisão meiótica de “Zygopetalum maculatum”. As imagens foram 
obtidas por suspensão celular. (A) Metáfase II em T (2n=96); (B, C e D); Anáfase II com cromossomos 
atrasados, B (2n=96), C (2n=48) e D (2n=96); (E) Telófase II com cromossomos atrasados (2n=48); (F) 
Tétrade com micronúcleo (2n=72). Setas pretas indicam cromossomos atrasados, seta amarela indica 
micronúcleo. Barra=10µm. 
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Figura 4 - Anormalidades em células meióticas de “Zygopetalum maculatum”. As lâminas foram obtidas 
pela técnica de esmagamento celular. (A e B) Metáfase I com cromossomo atrasado, A (2n=72) e B 
(2n=96); (C e D) Anáfase I com cromossomo atrasado, C (2n=48) e D (2n=96); (E) Assincronia celular 
com um grupo de cromossomos ainda em prófase II e outro grupo já em metáfase II, (2n=96); (F) 
Metáfase II em T (2n=48); (G) Anáfase II com cromossomo atrasado (2n=72); (H) Assincronia celular 
com parte dos cromossomos em prófase II e outra parte em Anáfase II (2n=96) e (I) Tríade com 2 
núcleos de tamanho similar e um terceiro maior (2n=48).  As setas indicam cromossomos atrasados. 
Barra=10µm. 
 

5 DISCUSSÃO 

A grande quantidade de células alteradas na meiose de “Z. maculatum” pode 

ser consequência de problemas no pareamento dos cromossomos. Hamant, Ma e 

Cande (2006) argumentam que múltiplas cópias de um homólogo no genoma leva à 

formação de multivalentes e cadeias cromossômicas na prófase I acarretando em 

anormalidades nas fases seguintes da divisão celular, além é claro, de aumentar a 

produção de gametas não reduzidos e/ou desbalanceados.  
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Os resultados indicam que indivíduos 2n=48 cromossomos apresentaram a 

divisão meiótica menos irregular em comparação com os níveis de ploidia mais altos, 

2n=72 e 2n=96 (Tabela 2). Porém, os resultados mostram elevado grau de 

anormalidades cromossômicas, em média 35,37%, mesmo para o menor número 

cromossômico avaliado, e portanto, sua meiose também pode ser considerada 

irregular, uma vez que, por exemplo, em orquídeas do gênero Epidendrum a meiose 

foi considerada regular com valores de anormalidade bastante baixos, variando de 

1,58% a 5,45% (PINHEIRO et al., 2015). Com isso, adiciona-se, aos resultados 

descritos no capítulo II, mais um indicativo de que o citótipo 2n=48 pode não 

representar um genoma diploide, visto que para tal seria esperado um baixo índice de 

anormalidade em sua divisão meiótica. Nesse contexto, e com embasamento nos 

índices de anormalidades, é aceitável supor que o citótipo 2n=48, que apresenta a 

meiose menos irregular, esteja mais avançado no processo de atingir o 

comportamento diploidizado ideal para a formação de meiócitos normais e viáveis.  

Indivíduos com 72 cromossomos revelaram uma microscoporogênese mais 

comprometida que os demais citótipos, com média de 75,23% de anomalias contra 

35,37% no 2n=48 e 60,83% no 2n=96. De maneira genérica, a gametogênese no 

citótipo 2n=72 mostrou percentual de irregularidade alto, mas o mesmo foi bastante 

variável entre os indivíduos analisados. Foram vistos percentuais variando de 64,67% 

até 82,93%, que representa o maior valor de anormalidade observado dentre todas as 

populações. Essa amplitude revela variações genômicas em um mesmo citótipo, 

sugerindo eventos de poliploidização independentes (SOLTIS e SOLTIS, 1995; 1999).  

É interessante destacar que quando analisamos cada grupo de citótipo, os 

indivíduos oriundos de populações consideradas homogêneas com relação a esse 

caráter são os que obtiveram os menores percentuais de anormalidade. Esse padrão 

pode ser observado, em vários casos (Tabela 2), mas como exemplo, podemos 

comparar os percentuais de irregularidades de plantas 2n=48 coletadas na localidade 

de Pedra do Gado (27,07% e 30,93%), onde ocorrem apenas indivíduos com 48 

cromossomos, com o valor obtido para um indivíduo de mesma ploidia originária de 

uma população mista como é o caso do Pico do Itambé (39,47% de aberrações 

meióticas), que abriga os três citótipos estudados. Uma hipótese que explicaria tal 

diferença é que nas populações homogêneas, os indivíduos com 48 ou 96 

cromossomos (dependendo da população homogênea avaliada) são ligeiramente 
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mais estáveis e pelo menos a curto prazo, os gametas anormais produzidos em 

meioses irregulares ainda não obtiveram sucesso a ponto de originar e manter novos 

citótipos. Já nas populações mistas, o maior grau de anormalidade, pode ser 

responsável por gerar maior volume de gametas não reduzidos aumentando, portanto, 

a possibilidade de sucesso de algumas fertilizações com estes gametas anormais, e 

dessa forma emergem na população novos citótipos.  

Células em diacinese revelaram grande quantidade de anormalidades, com 

cromossomos pegajosos em praticamente todas as células além de pareamento 

incorreto gerando muitos univalentes e multivalentes (Figura 2A). A meiose em 

organismos poliploides recém-formados, ou neopoliploides, tende a apresentar 

dificuldade de pareamento correto em bivalentes (LEVIN, 2002) e essa deficiência 

pode acarretar em baixa fertilidade. Como consequência desta adversidade, os 

indivíduos com genoma duplicado ficam em desvantagem quando comparados com 

aqueles cujo comportamento meiótico é diploide (LEVIN, 2002; GAETA e PIRES, 

2010; LARROSA, et al., 2012).  

Cromossomos retardatários ou atrasados são relatados como as 

irregularidades mais frequentes durante a metáfase I e anáfase I (PAGLIARINI, 2000). 

Geralmente, também estão relacionados com formação de micronúcleos (MN) 

(RISSO-PASCOTTO et al., 2003). Essas anormalidades foram observadas com 

frequência nas Zygopetalum estudadas aqui. Tais dados sugerem que a ação das 

proteínas envolvidas no mecanismo de checkpoint pode estar prejudicada nessas 

orquídeas. Estudos mostram que quando proteínas relacionadas a checkpoints do 

ciclo celular são inibidas, as plantas apresentam problemas meióticos consideráveis 

(PREUSS e BRITT, 2003). 

Outra alteração bastante observada foi a assincronia meiótica, que é 

característica comum de híbridos interespecíficos. Isso decorre do fato de esses 

indivíduos apresentarem em seus núcleos genomas oriundos de espécies diferentes, 

que apesar de compartilharem semelhanças genômicas, podem ter ciclos celulares 

diferentes levando a alterações. Células assincrônicas apresentam dois grupos de 

cromossomos em diferentes fases do ciclo celular e quando não decorrem de 

hibridização, podem ser explicadas pela despolimerização das fibras do fuso nos 

polos das células (SOUZA et al., 2003). É possível que a assincronia registrada neste 
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trabalho não seja de origem alopoliploide, uma vez que a diferença de sincronia entre 

os grupos cromossômicos não foi muito marcante, ou seja não mostra uma distância 

entre ampla de estágios do ciclo celular de cada grupo de cromossomos. Essa 

anomalia foi vista principalmente quando um dos grupos cromossômicos encontrava-

se em prófase II e o outro em metáfase II (Figura 2D e E). Ainda na meiose II, 

metáfases II em “T” (Figuras, 3A e 4F) foram muito frequentes e segundo SHAMINA 

(2005) o que gera essa anomalia é o fuso mitótico em estado transverso.  

Com relação às perdas de fragmentos de DNA diagnosticadas em algumas 

fases, a explicação pode estar no fato de que genomas duplicados “buscam” o 

conhecido processo de diploidização, e nesse processo pode haver ampliação e/ou 

redução em sequências de DNA repetitivo (CLARKSON et al., 2005; LEITCH e 

LEITCH 2008; RENNY-BYFIELD et al., 2013). Seguindo essa linha de raciocínio, é 

possível que os fragmentos de DNA perdidos durante a meiose de “Z. maculatum” e 

os MN formados sejam indicativos de uma tentativa de reorganizar o genoma após a 

poliploidização e ajudem a explicar a redução do tamanho do genoma esperado que 

foi detectada nos maiores níveis de ploidia (ver capítulo II).  

Finalmente, o produto da meiose em todos os indivíduos mostrou tétrades 

normais, sendo também recorrentes as anormalidades como tríades e tétrades com 

micronúcleos (Figuras 3L e 4F). Os altos índices de anormalidades meióticas foram 

condizentes com o percentual de tétrades anormais observados nos indivíduos. Ainda 

que o valor de 88% de regularidade tenha sido detectado em um indivíduo com 48 

cromossomos, houve registro de valores que indicam menos de 50% de produção de 

tétrades normais no citótipo de 96 cromossomos e até menos de 30% em plantas 

2n=72 (Tabela 2). Estas anormalidades afetam a formação de gametas gerados por 

essas plantas, fazendo com que uma boa parte seja desbalanceada ou não reduzida. 

Assim, mais uma vez, a hipótese de um complexo poliploide é reforçada, visto que 

gametas não reduzidos são facilitadores naturais da formação de poliploides 

(RAMANNA e JACOBSEN, 2003; KOUTECKÝ et al., 2011; KOVALSKY e NEFFA, 

2012).  

Poliploides recém-formados tendem a exibir elevadas taxas de anormalidades 

meióticas e mitóticas (MADLUNG et al., 2005). Alopoliploides costumam adotar o 

comportamento diploidizado na gametogênese já nas primeiras gerações, inclusive 

com a formação de bivalentes (STEBBINS, 1971; RAMSEY e SCHEMSKE, 2002; 
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COMAI, 2005; LE COMBER et al., 2010; PARISOD, HOLDEREGGER E 

BROCHMANN, 2010; ZIELINSKI e SCHEID, 2012). Esse perfil pode ser justificado 

também pela ação conjunta de um gene chamado Ph (Pairing homeologous), 

importante para o pareamento acertado das unidades cromossômicas na prófase I, 

com rápidos rearranjos cromossômicos que minimizam/eliminam as divergências nas 

sequências dos homeólogos (CIFUENTES et al., 2010). Em contrapartida, a 

diploidização da meiose em casos de autopoliploidia é mais lenta e caracterizada pela 

formação de univalentes e multivalentes na prófase I (LEVIN, 2002), como identificado 

neste estudo (Figura 2A). Isto ocorre porque há no interior de cada núcleo, uma 

combinação de genomas geneticamente semelhantes, o que leva ao pareamento das 

várias cópias dos cromossomos. Esse tipo de anormalidade é esperado, já que em 

tais casos, o comportamento dos cromossomos tende a formar com frequência 

conjuntos com mais de dois cromossomos.  

Contudo, apesar de todas as anormalidades registradas na divisão meiótica de 

“Z. maculatum”, não se pode descartar a possibilidade de formação de gametas 

viáveis, porém, com tendência a desbalanceamentos, com aneuploidias ou o dobro 

do número cromossômico esperado. Sumariamente, as análises meióticas 

corroboram a hipótese do complexo poliploide em Zygopetalum.  

A alta frequência de anormalidades encontradas durante a divisão sugere a 

produção recorrente de grãos de pólen desbalanceados, o que pode afetar a 

reprodução dos indivíduos e culminar na formação de citótipos poliploides (RAMSEY 

e SCHEMSKE, 2002; GAETA e PIRES, 2010). Este estudo evidencia severas 

irregularidades no comportamento meiótico de indivíduos inseridos no complexo “Z. 

maculatum”. Logo, conclui-se que a reprodução sexuada está comprometida, mesmo 

que não em sua totalidade, o que poderia prejudicar o estabelecimento e expansão 

de populações a longo prazo. Entretanto, é fato que o grupo ocupa ampla extensão 

geográfica em âmbito nacional (Figura 5, capítulo II) e que na maioria das localidades 

amostradas as populações são compostas por numerosos indivíduos. Como 

justificativa para tal padrão ressalta-se que a longa permanência dos indivíduos nas 

populações, em função da possibilidade de emissão de propágulos e também pela 

pequena exigência nutricional e hídrica, pode contribuir para ampliar as possibilidades 

de cruzamento, considerando que há possibilidades de formação de gametas viáveis. 
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Adicionalmente, uma justificativa para o sucesso na ocupação de áreas, no 

aumento do número de indivíduos e na manutenção de citótipos novos no grupo pode 

estar no fato de que essas orquídeas realizam reprodução assexuada clonal e são 

reconhecidamente apomíticas (SUESSENGUTH, 1923; YAM et al., 2002). Em 

ambiente natural, o modo de reprodução assexual pode ser correlacionado à 

poliploidia (OTTO e WHITTON 2000) e, de acordo com Horändl (2011), a evolução da 

apomixia pode ser vista como uma consequência da poliploidização, a fim de 

incrementar o sucesso reprodutivo da progênie. Portanto, no caso de “Zygopetalum 

maculatum”, a apomixia pode representar uma importante estratégia para driblar 

eventuais problemas reprodutivos gerados por duplicações genômicas recentes. 

 

6 CONCLUSÕES 

 

• Comportamento meiótico foi considerado anormal para os três citótipos de “Z. 

maculatum” avaliados; 

• Em geral, populações com apenas um nível de ploidia abrigam indivíduos com 

meiose menos irregular quando comparados aos citótipos correspondentes em 

populações com mais de um número cromossômico; 

• Diversas anormalidades como segregação tardia, anomalias no fuso, 

cromossomos aderentes, pontes cromossômicas, assincronia e formação de 

micronúcleos foram identificadas na gametogênese de “Z. maculatum”, sendo 

as mais frequentes o DNA aderente e cromossomos atrasados; 

• As elevadas taxas de anormalidade meiótica sugerem a formação de gametas 

desbalanceados, que podem contribuir para a formação de diferentes citótipos.  

• A ausência de pareamento dissômico sugere a ocorrência de autopoliploidia na 

formação de citótipos com 2n=48, 72 e 96 cromossomos; 

• O menor índice de anormalidade meiótica do citótipo 2n=8x=48 sugere que o 

mesmo constitua a base do complexo poliploide.  
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CAPÍTULO IV – VARIABILIDADE GENÉTICA EM POPULAÇÕES DO 

COMPLEXO “Zygopetalum maculatum” (ORCHIDACEAE) ESTIMADA 

POR MEIO DE MARCADORES MOLECULARES ISSR 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

1. 1 Marcadores moleculares 

 

A análise da variabilidade genética entre indivíduos, espécies e demais níveis 

taxonômicos pode ser realizada com o uso de marcadores morfológicos, citogenéticos 

e moleculares, sendo os últimos bastante valiosos, pois acessam e consideram dados 

a nível de DNA (RAMALHO e FURTINI, 2009).  

O marcadores moleculares contribuem para o esclarecimento de situações 

onde a identificação morfológica pode ser duvidosa (DETTORI et al., 2001; 

FREUDENSTEIN e CHASE, 2001). Além disso, Agarwal, Shrivastava e Padh (2008) 

definem marcador molecular como um segmento específico de DNA capaz de 

representar diferenças em nível genômico. Nesse sentido, as informações geradas 

por tais marcadores, como a porcentagem de loci polimórficos, o índice de fixação e 

a heterozigosidade esperada têm possibilitado, com sucesso, a caracterização da 

diversidade genética em plantas (BERG e HAMRICK, 1997). De modo corroborativo, 

a aplicação de técnicas moleculares, tem sido recorrente em pesquisas que visam 

elucidar relações filogenéticas entre os diferentes níveis taxonômicos de vegetais: 

Wolfe, Xiang e Kephart, (1998), Maguire, Peakall e Saenger (2002), Fossati et al. 

(2004), Woodhead et al. (2005), Essi, Wagner e Chies (2014); Madesis et al. (2014), 

Zhang et al. (2014), Álvares-Carvalho et al. (2016), Duan et al. (2016), Safaei et al. 

(2016), entre muitos outros. 

Marcadores isoenzimáticos foram os pioneiros no estudo de variação genética. 

Por volta de 1960 a detecção de polimorfismos era baseada na carga elétrica das 

proteínas (TORGGLER, CONTEL e TORGGLER, 1995), ou seja, o DNA ainda não 

era o objeto de estudo. Já no início dos anos 1980 foram desenvolvidos marcadores 

moleculares a partir da análise direta da molécula de DNA, o que representou um 

grande salto nas possibilidades de informações geradas, uma vez que, além de 
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amostrar regiões ativas do genoma, como já faziam os marcadores isoenzimáticos, 

alguns dos novos marcadores eram capazes de amostrar todo o genoma de uma 

espécie ou ainda regiões específicas da molécula de DNA, como no caso do 

microssatélites e sequenciamentos da região ITS (Internal Transcribed Spacer) 

(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). 

Um incremento importante no desenvolvimento e aplicação de marcadores 

moleculares foi o anúncio, em 1987, da técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction), 

tornando possível, a partir de uma reação em cadeia, a síntese em larga escala de 

cópias de um determinado trecho de DNA (RAMALHO, 2008). 

Atualmente, os marcadores moleculares de maior destaque para a 

caracterização genética subdividem-se em duas categorias conforme a metodologia 

na qual baseiam-se. Seguindo tal critério, existem os marcadores fundamentados em 

hibridização como, por exemplo, RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorfism) e 

aqueles baseadas na amplificação de DNA por meio da PCR, onde enquadram-se os 

marcadores RAPD (Random Amplified Polymorfic DNA), AFLP (Amplified Fragment 

Length Polymorfism), Microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) e ISSR 

(Inter Simple Sequence Repeteas) (MILACH, 1998; AGARWAL, SHRIVASTAVA e 

PADH, 2008; KUMAR et al., 2009).  

Diante da riqueza de ferramentas, a escolha do marcador molecular a ser 

empregado em determinado estudo deve considerar muitos aspectos como: a 

pergunta chave do problema, peculiaridades de cada tipo de marcador e 

disponibilidade de tempo e recursos, sejam eles biológicos ou financeiros. Desta 

forma, os marcadores do tipo ISSR agregam a simplicidade metodológica do RAPD 

aliada à grande quantidade de informações geradas pelos marcadores AFLP e SSR, 

representando, portanto, uma excelente opção para trabalhos que requerem 

confiabilidade e reprodutibilidade com análises de baixo custo. Na família Orchidaceae 

os marcadores ISSR já vêm sendo empregados para a caracterização de diversidade 

genética (ver SMITH et al., 2002; WALLACE, 2004; GEORGE, SHARMA e YADON, 

2009; PINHEIRO et al., 2012; QIAN, WANG e TIAN, 2013; ARRIGONI-BLANK et al., 

2015; KHOMANN, NAM e ZAYAKIN, 2016). 
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1.2 Marcadores ISSR 

 

Os marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) 

apresentam elevado grau de polimorfismo, além de ampla distribuição pelo genoma, 

portanto têm sido bastante relevantes em estudos de diversidade genética 

populacional e biologia evolutiva (WOLFE e LISTON, 1998; REDDY et al., 2002).  

Os estudos com ISSR dependem da PCR, onde os produtos correspondem a 

sequências de variados tamanhos (aproximadamente 100-3000 pares de base) que 

se situam em pontos adjacentes a regiões de microssatélites idênticas e orientadas 

em direções opostas. Para iniciar a reação é requerido apenas um primer com 16 a 

25 pares de bases, sendo cada iniciador composto por di-, tri-, tetra-, penta- ou 

hexanucleotídeos (MISHRA et al., 2014; KUMAR et al., 2009) que ancoram na 

extremidade 5’ - 3’ da fita de DNA molde, então, são amplificadas as regiões de 

interesse localizadas entre os pontos de anelamento do iniciador (WOLFE e LISTON, 

1998). Erros nos processos de replicação, deleção, inserção ou translocação 

modificam a distância entre as repetições de microssatélites gerando os polimorfismos 

identificados pelos marcadores ISSR (NG e TAN, 2015).  

Os ISSR foram desenvolvidos na década de 90 e assim como os RAPD e AFLP, 

são classificados como dominantes (GUPTA et al., 1994; ZIETKIEWICZ, RAFALSKI 

e LABUDA, 1994; GOULÃO e OLIVEIRA, 2001). A característica dominante revela 

alelos pela presença ou ausência de bandas e tal fato impede que indivíduos 

heterozigotos sejam diferenciados dos homozigotos (GUPTA et al., 1994). Por outra 

via, o método oferece a vantagem de analisar loci múltiplos em uma única reação. Se 

comparados a outros métodos dominantes, como RAPD, os ISSR oferecem maior 

polimorfismo e portanto são considerados ferramentas mais eficientes para descrever 

padrões de diversidade genética em populações naturais e para delimitar espécies 

(ANAND et al., 2010). 

Naturalmente, apesar das importantes vantagens, o método possui algumas 

desvantagens. Se por um lado apresenta maior polimorfismo que os marcadores 

RAPD, por outro, perde nesse quesito para outros métodos como SSR e AFLP 

(WOLFE e LISTON, 1998; ARCHAK et al., 2003). Além disso, por ser classificado 

como dominante, alguns fragmentos de DNA (comigrantes) de tamanho idêntico 
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podem ser interpretados como homólogos, apesar de representarem loci distintos 

(BUSSELL, WAYCOTT e CHAPPILL, 2005). 

Apesar disso, os marcadores ISSR reúnem vantagens que vão além do alto 

percentual de polimorfismo, destacando-se também por não exigir o conhecimento 

prévio do genoma (SEMAGN et al., 2006), identificar sequências abundantes, permitir 

avaliar sequências de evolução rápida, ser uma técnica de manipulação simples, 

produzir dados robustos com baixo custo e alta velocidade (ESSELMAN et al., 1999; 

SHEN et al., 2006). Por tudo isso, esses marcadores tornaram-se, nos últimos anos, 

uma das principais técnicas moleculares especialmente no estudo de populações 

naturais, podendo ser aplicada com sucesso a qualquer grupo de organismos 

(WOLFE, XIANG e KEPHART, 1998; HOSSAIN et al., 2013).  

Embora os marcadores ISSR tenham inicialmente sido mais utilizados em 

plantas cultivadas, mais recentemente esses marcadores vêm sendo empregados 

para investigar eventos de hibridização e poliploidização, além de estudos de 

diversidade genética em populações selvagens (JAMES e ABBOTT, 2005; WEISING 

et al., 2005; WOODS et al., 2005; WOLFE, 2005; GAO e YANG, 2006; SLOTTA e 

PORTER, 2006; de CASAS et al., 2007; HAN et al. 2007; HAIDER, NABULSI e 

KAMARY, 2012; MADESIS et al., 2014; RODRIGUES et al., 2015; YANG et al., 2016). 

Em um estudo bastante recente, marcadores do tipo ISSR foram empregados para 

investigar a variabilidade morfológica e genética, além da relação existente entre 

espécies de Salvia, mostrando um elevado grau de variabilidade genética 

interespecífica para este gênero (SAFAEI et al., 2016). Ainda utilizando os ISSRs 

Santana et al., (2016) avaliaram a diversidade genética em uma população natural de 

cambui, Myrciaria tenella O. Berg, com intuito de direcionar as estratégias para 

formação e manutenção de bancos de germoplasma como forma de conservação da 

espécie no Brasil. 

 

1.3 Orquídeas como modelo de estudo 

 

As orquídeas podem representar bons modelos para investigações evolutivas, 

uma vez que existem ainda muitas lacunas no conhecimento de seus táxons, 

principalmente nas regiões tropicais (PEAKALL, 2007). O tamanho e a ampla 

distribuição da família são considerados fatores que dificultam a definição de relações 
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de parentesco nos variados níveis taxonômicos de Orchidaceae (FAY e CHASE, 

2009) e, portanto, estudos focados em contribuir para a melhor caracterização e 

compreensão do grupo são sempre bem vindos. 

Orchidaceae é uma das maiores e mais diversas famílias de angiospermas com 

excepcional diversidade ecológica e morfológica (DRESSLER, 2005). As orquídeas 

são consideradas cosmopolitas, sendo que a maior variedade está nos trópicos, com 

predominância das formas epífitas e rupícolas (JOLY, 2002; PINHEIRO, BARROS e 

LOURENÇO, 2004). Como país neotropical, o Brasil é considerado um dos seus 

principais centros de diversidade (PINHEIRO, BARROS e LOURENÇO, 2004). 

Exemplo disso é o gênero Zygopetalum cuja maior parte dos representantes é 

encontrada nas regiões Sul e Sudeste do Brasil, bem como nos estados da Bahia e 

Mato Grosso (PUPULIN, 2009).  

O gênero Zygopetalum foi descrito em 1827 por Hooker e está inserido em 

Epidendroideae, maior subfamília de Orchidaceae com mais de 75% das espécies 

registradas (DRESSLER, 1993), dentro da qual concentram-se os principais conflitos 

taxonômicos da família. Zygopetalum, com 14 espécies aceitas hoje para o Brasil 

(FLORA DO BRASIL, 2017), é um gênero com problemas de delimitação de táxons, 

abrigando espécies com classificação taxonômica duvidosa devido à sobreposição de 

caracteres morfológicos diagnósticos, sobretudo folhas e flores (HOEHNE, 1953). 

Nesse contexto, a presente proposta busca contribuir para a caracterização 

genética de espécies de Zygopetalum ocorrentes no território brasileiro. Nos dois 

primeiros capítulos, investigou-se populações de Zygopetalum valendo-se de 

ferramentas citogenéticas como contagem de número cromossômico e localização de 

genes ribossomais 5S e 45S, além de quantificação de DNA nuclear por citometria de 

fluxo e do comportamento meiótico. No presente capítulo, objetiva-se adotar uma 

abordagem de amplo espectro de forma a integrar os dados já obtidos para todas as 

populações. 

Na busca por metodologias adicionais capazes de apontar diferenças entre os 

indivíduos pertencentes a diferentes populações, os marcadores moleculares do tipo 

Inter Simple Sequence Repeat (ISSR), mostram-se como uma opção promissora em 

face de sua aplicação na investigação da variabilidade genética e da estrutura de 

populações. Estes marcadores já são largamente utilizados no estudo de gêneros de 
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orquídeas tais como Cymbidium (WANG et al., 2009; SHARMA et al., 2013), 

Pseudolaelia (MENINI NETO, 2011), Calanthe (QIAN, WANG e TIAN, 2013) e 

Cattleya (PINHEIRO et al., 2012; MORAES et al., 2014; RODRIGUES et al., 2015). 

Recentemente, com o objetivo de fundamentar estratégias de conservação, o estudo 

de Fajardo et al. (2017) empregou marcadores moleculares ISSRs para avaliar a 

diversidade genética e a estrutura de populações de Cattleya granulosa, espécie 

ameaçada extinção nativa da Floresta Atlântica brasileira. O trabalho revelou 

diferença genética significativa entre populações indicando isolamento por distância, 

reforçando que, para a manutenção da diversidade genética da espécie, é essencial 

a conservação de cada população. 

Ainda que existem trabalhos com marcadores moleculares para a família 

Orchidaceae, para o gênero Zygopetalum ainda não há um estudo populacional com 

o emprego de marcadores moleculares do tipo ISSR. Somado a isso, é importante 

ressaltar que um estudo engajado em desvendar a origem de variação fenotípica e 

possíveis morfotipos de populações de Zygopetalum em região tropical, não trará 

conhecimento apenas para o grupo em questão, mas será também de grande valia, 

para o entendimento geral de processos de diversificação em plantas neotropicais.  

 

2 OBJETIVO 

 

O objetivo deste trabalho foi investigar a variabilidade genética em populações 

de “Zygopetalum maculatum”, abrangendo sua distribuição geográfica no Brasil e uma 

população na Bolívia. Para tanto, foram empregados marcadores moleculares do tipo 

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat). 

 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

1) Caracterizar a diversidade genética entre e dentro de populações de “Zygopetalum 

maculatum”, abrangendo sua distribuição geográfica no Brasil e uma população na 

Bolívia; 
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2) Relacionar a diversidade genética detectada aos diferentes níveis de ploidia dos 

indivíduos de “Zygopetalum maculatum”. 

 

3 MATERIAL e MÉTODOS 

3.1 Material Biológico 

Para este estudo foram coletadas amostras de orquídeas em 20 localidades no 

Brasil, uma na Bolívia, e uma amostra foi obtida no orquidário Colibri em São Lourenço 

da Serra (Tabela 1). Durante a coleta foi respeitado um espaçamento entre os pontos 

de amostragem a fim de se evitar coleta de clones (ARNAUD-HAOND, 2007). Um total 

de 91 indivíduos foram amostrados, sendo destes 89 do gênero Zygopetalum, 1 de 

Pabstia e 1 de Neogardneria murrayana (Gardner ex Hook.) Schltr.  As plantas foram 

identificadas com um código conforme ilustra a tabela 1. O material utilizado como 

grupo externo (GE) teve a ploidia estimada previamente por citometria de fluxo. 

Amostras de folhas foram desidratas e armazenadas em sílica gel, sendo até cinco 

indivíduos por população cultivados para elaboração de material testemunho, a ser 

depositado no Herbário da Universidade Estadual de Campinas (UEC). 
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Tabela 1 – Localidades de coleta e identificação do material de Zygopetalum em estudo 

 

Localidade/estado Registro 

Bocaina/SP ZM039 

Bocaina/SP ZM043 

Bocaina/SP ZM044 

Bocaina/SP ZM059 

Bocaina/SP ZM062 

Bocaina/SP ZM155 

Bocaina/SP ZM064 
Bocaina - Bacia/SP ZM058 

Finas/MG ZM012 

Finas/MG ZM168 

Pico do Garrafão/SP ZM006 

Pico do Garrafão/SP ZM025 

Pico do Garrafão/SP ZM120 

Pico do Garrafão/SP ZM130 

Pico do Garrafão/SP ZM131 

Pico do Garrafão/SP ZM135 

Pico do Garrafão/SP ZM140 

Pico do Garrafão/SP ZM147 

Pico do Garrafão/SP ZM007 

Pico do Itambé/MG ZM179 

Pico do Itambé/MG ZM184 

Pico do Itambé/MG ZM187 

Pico do Itambé/MG ZM340 
Pico do Itambé/MG ZM341 
Pico do Itambé/MG ZM342 
Pico do Itambé/MG ZM343 

Pico dos Marins/SP ZM103 

Pico dos Marins/SP ZM105 

Pico dos Marins/SP ZM106 

Pico dos Marins/SP ZM107 

Pico dos Marins/SP ZM108 

Pico dos Marins/SP ZM110 

Pico dos Marins/SP ZM112 

Pico Paraná/PR ZM127 

Pico Paraná/PR ZM128 

Pico Paraná/PR ZM151 

Pico Paraná/PR ZM152 

Pico Paraná/PR ZM154 

Pico Paraná/PR ZM165 

Pico Paraná/PR ZM126 

Serra do Cipó/MG ZM075 

Serra do Cipó/MG ZM076 
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Serra do Cipó/MG ZM078 

Serra do Cipó/MG ZM125 

Serra do Pitengo/MG ZM381 

Serra do Pitengo/MG ZM383 

Serra do Pitengo/MG ZM395 

Serra do Pitengo/MG ZM398 

Serra do Pitengo/MG ZM403 

Parque das Andorinhas/MG ZM237 

Parque das Andorinhas/MG ZM242 

Parque das Andorinhas/MG ZM245 

Parque das Andorinhas/MG ZM250 

Parque das Andorinhas/MG ZM254 

São Thomé das Letras/MG ZM209 

São Thomé das Letras/MG ZM215 

São Thomé das Letras/MG ZM219 

São Thomé das Letras/MG ZM221 

São Thomé das Letras/MG ZM223 

Serra do Desbarrancado/BA ZM406 

Serra do Desbarrancado/BA ZM407 

Serra do Desbarrancado/BA ZM408 

Serra do Desbarrancado/BA ZM435 

Paty de Alferes/RJ ZM461 

Paty de Alferes/RJ ZM466 

Paty de Alferes/RJ ZM469 

Pedra Dubois/RJ ZM490 

Pedra do Gado/MG ZM575 

Pedra do Gado/MG ZM581 

Pedra do Gado/MG ZM585 

Pedra do Gado/MG ZM587 

Pedra do Gado/MG ZM596 

Pedra D'Água/MG ZM635 

Pedra D'Água/MG ZM642 

Pedra D'Água/MG ZM649 

Pedra D'Água/MG ZM653 

Pedra D'Água/MG ZM655 

Padre Ângelo/MG ZM555 

Padre Ângelo/MG ZM558 

Padre Ângelo/MG ZM564 

Padre Ângelo/MG ZM571 

Padre Ângelo/MG ZM573 

Pico do Pinhão/MG ZM351 

Pico do Pinhão/MG ZM370 

Pico do Pinhão/MG ZM676 
Pico do Pinhão/MG ZM680 
Pico do Pinhão/MG ZM685 
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PE de Ibitipoca/MG 180 

PE de Ibitipoca/MG 195 int. 

PE de Ibitipoca/MG 198 int. 

PE de Ibitipoca/MG 205 int. 

PE de Ibitipoca/MG 220 

Coroico/NOR/Bolívia BOL 1 
Coroico/NOR/Bolívia BOL 2 
Coroico/NOR/Bolívia BOL 3 

Pico Monte Crista/SC ZM692 (Pabstia spp. *) 

Reprodução Orquidário Colibri ZM693 (Z. maxillare *) 

Próximo a Serra das Sete Curvas/ES ZM494 (Z. pabstii *) 

Próximo a Serra das Sete Curvas/ES ZM499 (Z. pabstii *) 

Próximo a Serra das Sete Curvas/ES ZM503 (Z. pabstii *) 

P. M. da Serra das Lontras/BA ZM451 (Z. crinitum *) 

P. M. da Serra das Lontras/BA ZM456 (Z. crinitum *) 

Pico do Garrafão/SP PED 1 (Z. pedicellatum *) 
Pico do Garrafão/SP PED 2 (Z. pedicellatum*) 
Pico do Garrafão/SP PED 3 (Z. pedicellatum *) 

Padre Ângelo/MG NEO (Neogardneria murrayana *) 

*Grupo externo. A amostragem corresponde à disponibilidade de material biológico para cada 
população e busca cobrir a ocorrência dos três citótipos identificados no estudo citogenético do capítulo 
II. 
 

3.2 Extração de DNA 

O DNA total foi extraído de folhas frescas ou desidratadas em sílica gel com o 

auxílio do kit para extração de DNA genômico de plantas NucleoSpin® Plant II 

(Macherey-Nagel), seguindo-se todas as especificações do fabricante. A qualidade do 

ácido nucléico foi avaliada em géis de agarose a 1%, enquanto a quantidade de DNA 

genômico foi verificada por quantificação em espectrofotômetro nanométrico 

(NanodropTM). Foram consideradas adequadas as amostras que apresentaram a 

razão 260/280 e a razão 260/230 entre 1,8 e 2,0. As amostras de DNA foram 

armazenadas em freezer -20°C até a sua utilização nas reações de reação em cadeia 

da polimerase (Polymerase Chain Reaction – PCR). Para as amostras que não 

apresentaram o padrão considerado adequado tanto na pureza e concentração 

quanto na integridade, o DNA foi novamente extraído, conforme protocolo descrito 

acima. 
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3.3 PCR e seleção dos iniciadores de ISSR 

Dezenove primers ISSR (University of British Columbia) foram incialmente 

testados (Tabela 2). Para cada iniciador a ser validado foram utilizados nove 

indivíduos do complexo “Zygopetalum maculatum”. Os produtos da amplificação foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose 1% em tampão TBE 1X por 45 min. a 

100V. Dentre os primers testados, dez apresentaram melhor resolução de 

amplificação e polimorfismo, sendo portanto, selecionados para o estudo (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Primers de ISSR avaliados para o estudo de diversidade genética no gênero Zygopetalum 

 

Primer Sequência do iniciador (5'-3')  T°C 

UBC-809 AGAGAGAGAGAGAGAGG  48,2 

UBC-823 * TCTCTCTCTCTCTCTCC  48,1 

UBC-841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC  48,5 

UBC-808 * AGAGAGAGAGAGAGAGC  48,8 

UBC-842 * GAGAGAGAGAGAGAGAYG  48,8 

UBC-854 TCTCTCTCTCTCTCTCRG  50,0 

UBC-835 * AGAGAGAGAGAGAGAGYC  50,2 

UBC-818 * CACACACACACACACAG  51,0 

UBC-820 GTGTGTGTGTGTGTGTC  51,0 

UBC-830 TGTGTGTGTGTGTGTGG  52,7 

UBC-848 CACACACACACACACARG  52,7 

UBC-850 * GTGTGTGTGTGTGTGTYC  52,7 

UBC-826 ACACACACACACACACC  52,8 

UBC-827 ACACACACACACACACG  53,0 

UBC-851 * GTGTGTGTGTGTGTGTYG  53,0 

UBC-847 * CACACACACACACACARC  53,1 

UBC-829 TGTGTGTGTGTGTGTGC  53,4 

UBC-857 * ACACACACACACACACYG  54,3 

UBC-859 * TGTGTGTGTGTGTGTGRC  54,5 

T°C = Temperatura de anelamento. *Primer polimórfico selecionado para o estudo de Zygopetalum 
 
 

Para cada um dos dez primers escolhidos, a temperatura de anelamento foi 

ajustada a fim de melhorar a resolução de leitura no gel. O DNA genômico das 

amostras foi, então, usado para amplificação através da PCR. A técnica foi realizada 

com o kit GoTaq®Flexi Promega, em um volume de 25 µl tampão 1X, 0,5 µM primer, 

2 mM MgCl2, 0,15 mM dNTP, 1 unidade de Taq DNA Polimerase e 30ng de DNA 

genômico. As amplificações foram realizadas em termociclador Eppendorf 

MasterCycle, e foram obedecidas as seguintes condições: uma fase inicial de 
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desnaturação a 94ºC por 4min, seguido por 45 ciclos de 94ºC por 1min, 50ºC por 

45seg, 72ºC por 2min e um passo de extensão final de 72ºC por 7 min. Os produtos 

da amplificação foram carregados em géis de agarose 2% e submetidos à eletroforese 

em tampão TBE 1X por 90 min a 110V. Os géis foram previamente corados com 

solução para coloração de gel SYBR® Safe DNA (InvitrogenTM). As imagens dos géis 

foram capturadas em transiluminador UVP GelDoc-It Imaging System e analisadas 

utilizando-se o programa Vision Works LS. O peso molecular dos fragmentos foi 

estimado utilizando-se 5µl do marcador 1kb plusDNA Ladder (InvitrogenTM).  

 

3.4 Análise de dados 

 Para a análise de similaridade, os loci de ISSR foram codificados visualmente 

como presença (1) ou ausência (0) de uma banda para a construção de uma matriz 

binária de fenótipos. Foram consideradas homólogas todas as bandas de mesmo 

tamanho molecular em um mesmo primer (WILLIAMS et al., 1993). Os coeficientes de 

similaridade de Jaccard calculados para cada combinação de pares de acessos sendo 

utilizado para construir um dendrograma e os valores de bootstrap foram obtidos 

conforme o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) 

por meio do software NTSYS (ROHLF, 2000) e PAST (HAMMER, HARPER e RYAN, 

2001). 

 

4 RESULTADOS 

 

Os dez primers selecionados produziram um total de 82 bandas, 

correspondendo, em média, a 8,2 bandas por primer, com tamanho variando de 200 

a 950 pb. Todos os 82 loci obtidos neste estudo de ISSR foram considerados 

polimórficos. Os iniciadores UBC-835 e UBC-857 foram os que revelaram o maior 

número de bandas polimórficas (11), enquanto o UBC-859 foi o iniciador menos 

informativo, apresentando apenas seis bandas (Tabela 3). Os dez primers de ISSR 

empregados geraram fragmentos de DNA amplificados em todos os 91 indivíduos 

analisados. A figura 1 ilustra o perfil de amplificação do primer UCB-835, um dos mais 

polimórficos.  

 



103 
 

Tabela 3 – Sequência de nucleotídeos, temperatura de anelamento e número de bandas polimórficas 

para um conjunto de dez iniciadores utilizados no estudo da diversidade genética no complexo 

“Zygopetalum maculatum” 

 

Iniciador Sequência do iniciador (5'-3') T °C Bandas 

UBC-808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 48,8 7 

UBC-818 CACACACACACACACAG 51,0 10 

UBC-823 TCTCTCTCTCTCTCTCC 48,1 7 

UBC-835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 50,2 11 

UBC-842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 48,8 8 

UBC-847 CACACACACACACACARC 53,1 7 

UBC-850 GTGTGTGTGTGTGTGTYC 52,7 7 

UBC-851 GTGTGTGTGTGTGTGTYG 53,0 8 

UBC-857 ACACACACACACACACYG 54,3 11 

UBC-859 TGTGTGTGTGTGTGTGRC 54,5 6 

                            T°C = Temperatura de anelamento. 

 

 

Figura 1 - Perfil representativo de amplificação de marcadores ISSR (primer UBC-835) de um conjunto 

de indivíduos pertencentes a 22 populações de Zygopetalum, uma de Neogardneria murrayana, uma 

de Pabstia sp. E um indivíduo de Zygopetalum maxillare do Orquidário Colibri. M = marcador de 1Kb 

plus; B = branco; S. Bocaina=Serra da Bocaina; P. Garrafão=Pico do garrafão; P. Itambé=Pico do 

Itambé; P. Marins=Pico dos Marins; S. Cipó=Serra do Cipó; S. Pitengo=Serra do Pitengo; P. 

Andorinhas=Parque das Andorinhas; S. Thomé=São Thomé das Letras; Desbaranc=Serra do 

Desbarancado; Alferes=Paty de Alferes; Db=Pedra Dubois; P. Gado=Pedra do Gado; P. D'Água=Pedra 

D'Água; P. Ângelo; P. Pinhão; MC = Monte Crista; OQ=Orquidário Colibri; Curvas=Serra das Sete 

Curvas; SL = Serra das Lontras; Coroico=Coroico Bolívia; Garrafão=Pico do Garrafão; Neo= 
Neogardneria murrayana; P. Ibitipoca=Parque Estadual do Ibitipoca. 
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Por meio de um dendrograma de distâncias genéticas baseado no coeficiente 

de similaridade de Jaccard (Figura 2), observou-se que o menor valor de similaridade 

genética dentro do complexo “Z. maculatum” (0,208) foi observado entre os indivíduos 

BOL 2 de Coroico e ZM680 do Pico do Pinhão. Por outro lado, o maior valor (0,969) 

foi observado entre os indivíduos 205 e 198, ambos do Parque Estadual do Ibitipoca 

(PEI). O menor índice de similaridade geral foi entre ZM155 de Serra da Bocaina e 

ZM693 (Z. maxillare) do Orquidário Colibri. 

O maior valor de bootstrap (100%) foi para o ramo onde concentraram-se os 

indivíduos de maior ploidia (amarelo no dendrograma). No total foram identificados 31 

ramos com valores de bootstrap acima de 50%, ressalta-se que 5 desses ramos são 

sustentados por bootstrap acima de 90% (Figura 2).
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Figura 2 – Dendrograma de similaridade genética entre 91 indivíduos (89 do gênero Zygopetalum, 1 de 
Pabstia e 1 da espécie Neogardneria murrayana), obtido a partir de dez marcadores ISSR, pelo método 
de agrupamento UPGMA e coeficiente de Jaccard. As cores indicam as quantidades de DNA 
correspondentes aos números cromossômicos, como a seguir: azul = 7,36 pg (2n=48); vermelho = 
10,52pg (2n=72) e amarelo = 14,09pg (2n=96) . Nomes destacados pela cor laranja representam 
grupos externos ao complexo “Zygopetalum maculatum” e em roxo indicam a população da Bolívia, 
possível centro de origem de Zygopetalum. As estimativas de quantidade de DNA foram obtidas por 
citometria de fluxo. *representa valores de bootstrap acima de 50 e **valores de bootstrap acima de 90. 
 

A partir de dados obtidos por citometria de fluxo e descritos no capítulo II 

62,64% dos indivíduos amostrados apresentam 2C=7,36pg; 31,87% apresentam 

2C=14,09pg e apenas 4,39% apresentam 2C=10,52pd de DNA. A análise do 

dendrograma em associação com as informações sobre o de nível de ploidia indica a 

formação de dois grandes grupos, um composto quase exclusivamente por citótipos 

com 2C=14,09pg (bootstrap=100%) e um segundo grande grupo onde encontram-se 

principalmente os citótipos com 2C=7,36 e 10,52 pg, incluindo os 11 indivíduos 

considerados como grupo externo (GE) ao complexo “Z. maculatum” (Tabela 1). 

Salvo poucas exceções, indivíduos de mesma origem e da mesma espécie, 

agruparam-se mostrando mais similares entre si quando comparados a amostras 

coletadas em populações diferentes. Na localidade Pico do Garrafão, foram 

amostrados “Z. maculatum” e Z. pedicellatum (GE), sendo os primeiros agrupados 

entre os indivíduos com 2C=14,09pg, enquanto Z. pedicelatum foi posicionado no 

ramo onde ocorrem majoritariamente os citótipos com 2C=7,36 3 10,52pg de DNA. 

Duas populações destacaram-se por apresentarem os maiores índices de similaridade 

entre seus indivíduos e elevados valores de bootstrap: Pico dos Marins 

(bootstrap=98%) e Parque Estadual do Ibitipoca (PEI) (bootstrap=81%), nas quais os 

valores de coeficiente de similaridade variam de 0,702 a 1,00 e de 0,821 a 0,969, 

respectivamente. Para o citótipo mais raro amostrado, 2C=10,52pg, os valores de 

similaridade oscilaram entre 0,689 a 0,813 quando considerados apenas indivíduos 

com 2C=10,52pg, coletados na mesma população (Padre Ângelo). No entanto, um 

indivíduo 2C=7,36pg identificado nesta população, mostrou-se mais similar aos 

indivíduos 2C=10,52pg simpátricos do que aos indivíduos 2C=7,36pg das demais 

populações.  

Dentre os grupos externos, Neogardneria murrayana e Z. maxillare mostratram-

se como os mais distantes geneticamente dos indivíduos de “Z. maculatum”, 

aparecendo em ramos separados. Os demais grupos externos (Z. pedicellatum, Z. 

crinitum, Z. pabstii e Pabstia sp.) não foram agrupados em ramos isolados do 
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complexo “Z. maculatum”, mostrando-se mais similares aos indivíduos 2C=7,36pg e 

2C=10,52pg de DNA. Nenhum dos indivíduos utilizados, a priori como grupo externo, 

caiu no grupo formado majoritariamente pelo citótipo 2C=14,09pg de DNA. 

  

5 DISCUSSÃO 

Neste estudo o uso de dez primers gerou 82 bandas polimórficas que 

permitiram o agrupamento por similaridade de alguns dos indivíduos avaliados. 

Diversos estudos comprovam que o emprego de marcadores ISSR é capaz de avaliar 

a diversidade genética em populações de plantas. Jimenez et al. (2015), com um 

número de bandas polimórficas próximo ao obtido neste estudo (seis primers e 83 

bandas) discriminaram com sucesso genótipos de 38 indivíduos em populações 

naturais de mangaba (Hancornia speciosa Gomes). De acordo com Santana et al. 

(2016) os 71 loci obtidos a partir de 10 primers foram suficientes para avaliar a 

diversidade genética em uma população natural de cambui (Myrciaria tenella O. Berg). 

Em outro estudo, Silva et al. (2014b) analisaram a diversidade e estrutura genética de 

jenipapo (Genipa americana L.) com o uso de 12 primers. Santana et al. (2011) 

caracterizaram a variabilidade genética entre acessos umbu-cajazeira (Spondias sp) 

a partir da seleção de 15 primers.  

Para Orchidaceae, os ISSRs também podem ser ferramentas valiosas no 

estudo da diversidade genética intra e interespecífica como mostrado por Rodrigues 

et al. (2015) em um estudo taxonômico do gênero Cattleya, onde 253 bandas 

polimórficas obtidas a partir de 13 primers ajudaram esclarecer as relações entre C. 

coccinea Lindl. e C. mantiqueirae Van den Berg. Também no gênero Cattleya, 

Pinheiro et al. (2012) avaliaram a diversidade e estrutura genética de populações, 

principalmente da espécie C. labiata, contribuindo para o direcionamento de 

programas de conservação de modo a preservar a diversidade identificada nas 

populações. 

Embora o método utilizado para gerar o dendrograma não leve em conta 

aspectos evolutivos e possa ainda subestimar as diferenças devido à saturação na 

substituição de nucleotídeos ao longo do tempo, foi possível evidenciar a formação de 

grupos coerentes com dados previamente gerados e descritos nos capítulos I e II.  
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Os resultados relativos à diversidade genética no complexo “Z. maculatum” 

sugerem que, em sua maioria, os agrupamentos mostram alguma relação direta com 

a origem dos materiais, pois, conforme o esperado, indivíduos de mesma população 

mostraram maior similaridade genética entre si, evidenciando que indivíduos 

simpátricos são mais próximos geneticamente. Os dados, portanto indicam 

diversidade interpopulacional maior que a variação intrapopulacional. Esse padrão de 

agrupamento por localidade já foi observado em outro gênero de orquídeas, 

investigado por meio de marcadores ISSR. Qian, Wang e Tian (2013) mostraram 

maior nível de diferenciação genética entre seis populações Calanthe tsoongiana 

Tang & F. T. Wang do que dentro das mesmas populações, os autores então, 

associaram os resultados ao fluxo genético restrito devido à fragmentação do habitat 

e à redução do tamanho populacional. Tal justificativa também poderia aplicar-se ao 

presente estudo, uma vez que a maioria das populações encontram-se distantes 

geograficamente, dificultando possíveis cruzamentos interpopulacionais.  

Outro fator que parece estar relacionado à posição dos terminais no 

dendrograma é o nível de ploidia dos indivíduos. Percebe-se uma diferenciação do 

citótipo de maior nível de ploidia em relação aos outros citótipos. De acordo com 

dendrograma, a grande maioria dos indivíduos com 2C=14,09pg de DNA, que 

representam 62,64% de toda a amostragem, foram agrupados em um ramo único, 

indicando maior similaridade genética dentro deste grupo comparativamente aos 

demais citótipos avaliados. Esse fato pode relacionar-se ainda à distribuição 

geográfica das populações, uma vez que os indivíduos 2C=14,09pg concentram-se 

na região Sul e Sudeste do Brasil, enquanto os demais citótipos são oriundos de 

estados ao norte da região Sudeste e do Nordeste (Bahia). Essa disposição espacial 

pode dificultar o fluxo gênico entre os citótipos mais distantes geograficamente e 

acentuar as similaridades entre os indivíduos 2C=14,09pg. Sica et al. (2005) 

diferenciaram populações de Asparagus acutifolius L. de acordo com sua localidade 

de origem confirmando a influência da disposição geográfica na estruturação de 

populações geneticamente distinguíveis. Wang e Ruan (2012) também identificaram 

grau relativamente elevado de diferenciação entre populações diploides e poliploides 

de Camellia reticulata Lindl. 

Uma terceira explicação para a maior distância genética dos 2c=14,09pg em 

relação aos outros níveis de ploidia pode estar relacionada ao modo de reprodução. 

https://en.wikipedia.org/wiki/John_Lindley
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É plausível que, graças à complexidade meiótica comum a genomas poliploides 

(LEVIN, 2002; RAMSEY e SCHEMSKE, 2002; GAETA e PIRES, 2010; LARROSA, et 

al., 2012), os indivíduos de “Z. maculatum” estejam recorrendo a meios de reprodução 

assexuada, como propagação vegetativa e apomixia (ASKER e JERLING 1992, 

HÖRANDL e HOJGAARD, 2012). Dessa forma, a similaridade genética mantem-se 

mais conservada dentro de cada grupo de citótipos, justificando os agrupamentos 

observados no dendrograma.  

A população do Parque Estadual do Ibitipoca (PEI) merece uma análise mais 

detalhada. No PEI há a descrição da ocorrência de uma possível zona híbrida 

envolvendo as espécies Z. maculatum e Z. triste, ambas pertencentes ao complexo 

“Z. maculatum”. Além dessas duas espécies, observou-se grande número de 

indivíduos com várias formas e coloração diferenciadas nas flores dificultando a 

classificação dos mesmos (comunicação pessoal). Um ramo apenas com os 

indivíduos do PEI foi formado, no qual indivíduos com características de Z. maculatum 

(indivíduo 220) e de Z. triste (indivíduo 180) são mais distantes entre si, ocupando as 

extremidades do ramo. Os prováveis híbridos ocuparam posições intermediárias em 

relação aos possíveis parentais, sendo dois deles mais similares ao Z. triste e um mais 

próximo de Z. maculatum. Apesar desta disposição, os coeficientes de similaridade 

entres os indivíduos foram altos (em média 0,884), sendo 0,842 entre Z. triste e Z. 

maculatum, impossibilitando uma delimitação consistente das espécies com base nos 

dados obtidos. Um estudo focado na população do PEI e que abranja uma 

amostragem maior, seria de grande contribuição para o melhor entendimento sobre a 

formação e dinâmica desta possível zona de contato entre espécies de “Z. 

maculatum”.  

A população de Pico dos Marins foi a única para a qual observou-se possíveis 

clones. Dois dos seus indivíduos apresentaram coeficiente de similaridade igual a 1. 

Reconhecidamente orquídeas propagam-se por reprodução assexuada (CRIBB e 

GASSON, 1982), portanto é perfeitamente possível que durante a etapa de coleta 

tenham sido coletados dois indivíduos idênticos geneticamente, gerados por 

propagação vegetativa, mesmo tendo sido respeitado o espaçamento recomendado 

para estudos com espécies clonais (ARNAUD-HAOND, 2007). A ampliação do 

número de marcadores pode confirmar a homogeneidade genética observada.  
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A população da Bolívia, que representa a localidade tipo de Zygopetalum na 

região dos Andes, é constituída por indivíduos “Z. maculatum” com 2C=7,36pg de 

DNA. Todas as suas amostras agruparam-se em um único ramo demostrando maior 

relação de similaridade (em média 0,499) com os indivíduos de “Z. maculatum” 

(2C=7,36pg) da Serra do Pitengo. De forma mais abrangente, há também relação de 

similaridade da população de Coroico com outras populações brasileiras de 

Zygopetalum, como Z. crinitum, Z. pabstii, Z. pedicellatum (não incluídos no complexo 

“Z. maculatum”) e além de populações do complexo “Z. maculatum”. O menor nível 

de ploidia observado na população que provavelmente é o centro de origem dos 

demais citótipos é consistente com a hipótese de que genomas menores tendem a 

servir de base para genomas maiores (SOLTIS et al., 2003). Além disso, a relação de 

similaridade dos Zygopetalum bolivianos com uma população de “Z. maculatum” no 

Brasil, também com 2C=7,36pg, reforça a hipótese de que a população dos Andes 

tem participação na formação deste citótipo e possivelmente na origem dos outros 

citótipos de “Z. maculatum” estabelecidos no território brasileiro. Yang et al. (2006) 

observaram alta similaridade entre os perfis de marcadores moleculares ISSR, RAPD 

e de cpDNA entre os diploides e tetraploides do complexo poliploide “Chrysanthemum 

indicum” e sugeriram uma origem autopoliploide para os citótipos 2n=4x a partir dos 

citótipos 2n=2x. Tradicionalmente, a autopoliploidia foi considerada rara em 

populações naturais por reduzir a fertilidade devido à distribuição irregular dos 

cromossomos na meiose gerada pela disjunção desigual de multivalentes 

(STEBBINS, 1947). Entretanto, essa teoria vem perdendo força graças às sucessivas 

descrições de autopoliploides naturais (RAMSEY e SCHEMSKE, 1998, ver REIS et. 

al., 2014).  

A duplicação do material genético aumenta a diversidade genética (SOLTIS e 

SOLTIS, 2000) e oferece vantagens adaptativas aos poliploides, o que pode contribuir 

para a expansão desses genomas em locais onde os diploides, ou genomas 

progenitores são escassos ou inexistentes. Pode ser esta a explicação para 

populações exclusivamente 2C=14,09pg de DNA de “Z. maculatum” distribuídas 

principalmente na região Sul e Sudeste. Tetraploides do complexo “Chrysanthemum 

indicum” são amplamente distribuídos em regiões de média e baixa altitude na China, 

enquanto os diploides são estritamente limitados geograficamente. Esta diferenciação 
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adaptativa é provavelmente consequência da diversidade genética aumentada dos 4x 

em relação aos citótipos 2x (YANG et. al., 2006). 

É interessante ressaltar que os indivíduos 2C=7,36pg mais similares ao citótipo 

2C=14,09pg foram coletados em populações mistas (Pico do Itambé e Serra do 

Pitengo) da região de Minas Gerais onde parece haver uma zona de contato entre 

citótipos. Este cenário sugere que os 2C=7,36pg dessas populações podem ter 

envolvimento na formação dos 2C=14,09pg. De forma complementar, as amostras 

2C=14,09pg do Pico do Pinhão que mostram-se mais similares aos citótipos 

2C=7,36pg e 2C=10,52pg também são provenientes desta provável zona de contato. 

Com relação ao citótipo 2C=10,52pg, as inferências devem ser cautelosas, isso 

porque, esse citótipo - em decorrência da menor disponibilidade de material vegetal - 

foi amostrado em apenas uma população mista (Padre Ângelo). Conforme esperado, 

os quatro indivíduos 2C=10,52pg e o 2C=7,36pg agruparam-se no mesmo ramo, 

sugerindo similaridade entre os genótipos e a possibilidade de que o 2C=10,52pg 

tenha origem relacionada aos 2C=7,36pg desta população. Apesar da cautela na 

elaboração de hipóteses a cerca deste citótipo, sua menor ocorrência pode ser 

consequência também de sua menor frequência nas populações, evidenciando 

possivelmente uma combinação genética aparentemente mais recente ou menos 

vantajosa do ponto de vista adaptativo. 

Por fim, merece ser destacado o fato de que duas populações mistas (Pico do 

Pinhão e Serra do Padre Ângelo) e muito próximas geograficamente, compartilham 

importante similaridade entre seus indivíduos, de forma que os mesmos emergiram 

no único ramo onde foram registrados os três citótipos deste estudo. Essas 

localidades situam-se na possível zona de contato dos diferentes citótipos, e podem 

representar um ponto importante de cruzamentos entre citótipos, e a consequente 

expansão de linhagens poliploides. 

 

6 CONCLUSÕES 

• Foi comprovada a eficiência dos primers selecionados em permitir 

agrupamentos entre as populações estudadas. 
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• A variabilidade genética detectada ocorre predominantemente entre 

populações. 

•  Apesar de alguns agrupamentos e da detecção de variabilidade genética entre 

as localidades estudadas, em geral há baixa diversidade entre as populações. 

• Indivíduos com o mesmo nível de ploidia apresentaram tendência a formar 

grupos mais uniformes.  
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CAPÍTULO V – CONCLUSÃO GERAL 

 

O presente trabalho reuniu dados cromossômicos, de quantidade de DNA e de 

diversidade genética sobre o gênero Zygopetalum (Orchidaceae), possibilitando 

ampliar o conhecimento sobre aspectos genéticos deste grupo. Tomados em 

conjunto, os resultados de estimativa do valor 2C, morfometria e número 

cromossômico, números de marcas indicativas de genes ribossomais 5S e 45S, 

análise do comportamento meiótico e estimativa de similaridade genética, sugerem 

que a poliploidia provavelmente está envolvida na evolução das espécies de 

Zygopetalum e pode ser uma das responsáveis pela variação fenotípica dentro do 

complexo “Zygopetalum maculatum”.  

Os elevados índices de irregularidade na meiose são fortes indicativos de 

falhas no pareamento e na segregação cromossômica, fenômeno bastante comum 

em poliploides. É possível que cruzamentos envolvendo gametas não reduzidos e, ou 

eventos de poliploidização tenham ocorrido espontaneamente. Esta inferência suporta 

a hipótese de que os indivíduos com menor número cromossômico (2n=48), ainda que 

também sejam poliploides, por terem apresentado menores índices de anormalidade, 

sejam mais antigos que aqueles com 2n=72 e 96 cromossomos.  

A análise de similaridade genética evidenciou agrupamentos dos indivíduos 

conforme os níveis de ploidia e os locais de origem. Em linhas gerais, foi possível 

identificar que há maior variabilidade entre as populações do que dentro das mesmas. 

Todas as indicações sustentam, portanto, a hipótese de que o complexo 

“Zygopetalum maculatum” seja formado por uma série poliploide com distribuição 

geográfica não aleatória dos níveis de ploidia observados. O gênero Zygopetalum 

constitui um excelente modelo para estudo dos padrões de diversificação e 

especiação em ambiente tropical. 
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