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“Nunca o homem inventara nada mais simples nem mais belo do que uma
manifestacao da natureza. Dada a causa, a natureza produz o efeito no modo

mais breve em que pode ser produzido.”

Leonardo da Vinci
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Resumo

Zonas de hibrida¢do natural tem sido alvo de estudos para melhor compreender os
fendomenos de especiagdo, hibrida¢do e introgressdo. Diversas espécies da familia
Orchidaceae apresentam fracas barreiras reprodutivas pré-cruzamento, especialmente
quando realizam polinizagdo por engodo alimentar. A baixa especificidade do
polinizador permite transferéncia de podlen entre espécies diferentes, o que leva a
formacdo de hibridos. Neste contexto, o isolamento reprodutivo entre espécies distintas
envolve diversas barreiras, que atuam em diferentes etapas da reprodugdo. A
intensidade de tais barreiras ¢ muito variavel de grupo para grupo, podendo nenhuma
delas ser completa, mas o conjunto delas pode determinar um grau de isolamento
reprodutivo suficiente para garantir a coesdo das espécies. Em muitos casos a existéncia
de hibridos ndo significa que exista fluxo gé€nico entre as espécies, porque outras
barreiras podem atuar mantendo a coesdo das espécies parentais. Marcadores
moleculares de regides neutras do DNA nuclear e plastidial t€ém sido frequentemente
empregados para caracterizar a estrutura genética e padroes de diversidade em zonas de
hibridacdo natural. Neste estudo, uma extensa zona de hibridacdo natural entre duas
espécies de orquideas, Epidendrum secundum e E. xanthinum foi investigada, localizada
na Serra dos Orgios, regifo serrana do Rio de Janeiro. Individuos de ambas as espécies
parentais e supostos individuos hibridos foram analisados utilizando marcadores
microssatélites nucleares e plastidiais, e cruzamentos reciprocos foram conduzidos com
espécimes em cultivo. Foi observada uma grande viabilidade nos cruzamentos
interespecificos utilizando individuos de E. secundum e E. xanthinum. Porém, a
presenca de barreiras pré-zigéticas (auséncia de formacdo de frutos) e pos-zigoticas
(inviabilidade de sementes) foi observada nos cruzamentos envolvendo apenas hibridos,
e entre espécimes parentais e hibridos. O teste de atribui¢do Bayesiana do programa
STRUCTURE revelou a natureza hibrida dos individuos com caracteres intermediarios
e também de alguns individuos classificados morfologicamente como pertencentes as
espécies parentais. Foram identificados 42 hibridos com haplotipos do DNA plastidial
tanto de E. secundum quanto de E. xanthinum, indicando que a hibridagdo ¢ bastante
comum e ocorre de forma bidirecional. A auséncia de compartilhamento de haplétipos
entre as espécies parentais, ¢ a baixa fertilidade dos cruzamentos envolvendo hibridos
sugere que a hibridacdo entre E. secundum ¢ E. xanthinum se restringe a formacao de
individuos Fj, e que a introgressdo entre as espécies € pouco provavel. Isto indica que
barreiras reprodutivas pos-zigdticas de acdo tardia, podem desempenhar um papel

importante na coesao destas espécies.



Abstract

Hybrid zones have been investigated to better understand the phenomena of speciation,
hybridization and introgression. Several species of Orchidaceae show weak pre-mating
reproductive barriers, especially those with food deceptive pollination mechanism. The
low pollinator specificity enables pollen transfer between species, leading to formation
of hybrids. The reproductive isolation (RI) involves several barriers acting at different
stages of reproduction. The strength of these barriers varies widely among taxa,
although none of them needs to be complete, combined they can determine reproductive
isolation. In many cases the existence of hybrids does not mean that there is gene flow
across species barriers, because alternative components of RI can act as complementary
barriers, keeping species cohesion. Neutral molecular markers from nuclear and plastid
DNA regions have been frequently used to characterize the genetic structure and
diversity patterns in natural hybrid zones. In this study, an extensive area of natural
hybridization between two species of orchids, Epidendrum secundum and E. xanthinum
was investigated, located in Serra dos Orgfos, Rio de Janeiro state. Individuals of both
parental species and putative hybrid were analyzed using nuclear and plastid
microsatellite markers. Additionally, reciprocal hand pollination was conducted in
specimens at controlled conditions. High viability was observed in interspecific crosses
using individuals of E. secundum and E. xanthinum. However, the presence of
prezygotic barriers (low fruit set) and postzygotic (low seed viability) was observed in
crosses between hybrid individuals, and between parental and hybrid crosses. The
Bayesian assignment tests, performed on STRUCTURE program, revealed the hybrid
nature of individuals with intermediate characters and some individuals classified
morphologically as belonging to the parental species. Forty-two hybrids were identified,
with plastid DNA haplotypes of both parental species, thus indicating that the
hybridization is very common and occurs in a bidirectional pattern. The absence of
shared haplotypes between parental species and low fertility of hybrid plants suggests
that hybridization between E. secundum and E. xanthinum is restricted to the formation
of F; individuals, suggesting that introgression is absent or rare. This indicates that late
postzygotic reproductive barriers, such as hybrid sterility, may play an important role in

maintaining the cohesion of these orchid species.
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1. Introducao

O isolamento reprodutivo desempenha um papel fundamental no processo de
especiacdo, ou seja, a forma como novas espécies sdo formadas na evolucdo dos
sistemas bioldgicos (Mayr 1942; Dobzhansky 1970; Coyne & Orr 2004). Embora
existam controvérsias sobre a melhor forma de definir o que ¢ uma espécie, a grande
maioria das defini¢cdes considera a existéncia de alguma limitacdo do fluxo génico entre
linhagens relacionadas que compartilham um ancestral em comum (Queiroz 1996). A
limitagao do fluxo génico ¢ imposta, em geral, pela existéncia de barreiras reprodutivas
entre as espécies. Tais barreiras podem atuar em diferentes etapas da reprodugdo e
podem envolver diversas particularidades da biologia reprodutiva dos organismos que
os tornam reprodutivamente incompativeis. No caso de populagdes de plantas podem
ser destacados alguns fatores que afetam a intensidade das barreiras reprodutivas, tais
como sobreposicdo do periodo de floragdo, o compartilhamento de agentes
polinizadores, compatibilidade do polen com o gineceu, viabilidade das sementes,
capacidade de germinacdo, capacidade de desenvolvimento e viabilidade dos
descendentes produzidos nas geragdes seguintes etc (Ramsey et al. 2003). As barreiras
reprodutivas s3o separadas em duas categorias: a) barreiras pré-zigética, que atuam
prevenindo o encontro dos gametas e a formacdo do zigoto; b) barreiras pos-zigoticas,
que atuam apds a unido dos gametas. A importincia relativa das diversas barreiras
difere muito de taxon para taxon (Lowry et al. 2008; Widmer et al. 2009) e a atual
importancia de cada barreira pode nao refletir a sua importancia histérica (Coyne & Orr
2004). Isto significa que duas linhagens que hoje estdo isoladas devido a divergéncia de
agentes polinizadores, por exemplo, podem ter inicialmente compartilhado
polinizadores e seu processo de isolamento pode ter se iniciado com a adaptagdo
diferencial a diferentes habitats, ou com a incompatibilidade do pdlen com o gineceu ou

qualquer outro fator que gere isolamento reprodutivo.

As Dbases genéticas e moleculares do isolamento reprodutivo tém sido
amplamente estudadas em animais e plantas. Grande parte da investigagdao conduzida
até o momento busca por genes que contribuam majoritariamente com a formacao de
barreiras reprodutivas, tais como genes que determinem morfologia foral, produgdo de
feromonios, adaptagdo diferencial ao ambiente dentre outros que também sejam
passiveis de sofrer sele¢do natural (Bradshaw ef al. 1995; Lowry et al. 2008; Schluter

2009; Widmer et al. 2009). Entretanto, mudangas recentes nos paradigmas da Biologia



Evolutiva e da Genética de Populagdes tém impulsionado novos estudos e novas
maneiras de direcionar questionamentos evolutivos. Impulsionada inicialmente pelo
advento da Teoria Neutra para Evolugdo Molecular (Kimura 1983) e posterior
desenvolvimento da mesma teoria pela comunidade cientifica (Ohta 1992; Ohta &
Gillespie 1996; Fay et al. 2002; Nei et al. 2010), a mudanga na visdo de que os genomas
de duas espécies proximamente relacionadas podem coexistir em simpatria e manter sua
integridade, mesmo que ocorra fluxo génico entre estas espécies, teve um forte impacto
no estudo da Evolugdo (Wu 2001; Coyne & Orr 2004). O uso de marcadores
moleculares neutros, tais como microssatélites, ALFP (Amplified Lenght Fragment
Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) dentre outros sdo importantes ferramentas para a
caracterizacdo da estrutura genética das populagdes naturais de plantas e animais
(Zhang & Hewitt 2003; Schidtterer 2004; Holderegger et al. 2006; Pessoa et al. 2012).
Desta forma, abordagens multidisciplinares sdo fundamentais para o estudo de zonas de
hibridacdo, uma vez que altos niveis de misturas genéticas entre espécies ndo indicam,
necessariamente, que as barreiras reprodutivas sao fracas ou inexistentes (Widmer et al.
2009). Nestes casos, o isolamento reprodutivo pode estar ligado a um niimero limitado
de regides do genoma, as quais ndo sao detectaveis através da utilizagdo de marcadores
neutros, sendo necessaria a realizagdo de testes complementares, como experimentos de
compatibilidade reprodutiva, andlise da viabilidade de hibridos e transplantes
reciprocos. Como o processo de especiagdo ¢ complexo, diversos passos, ou sub-
processos, estdo envolvidos na separacdo e manutencdo dos genomas de linhagens que
venham a constituir novas espécies. As barreiras reprodutivas que se instalam nem
sempre sdo completas, especialmente em certos géneros de plantas. Portanto, linhagens
que estejam em especiagdo ou que tenham passado por uma divergéncia recente devem
apresentar entre si algum grau de isolamento reprodutivo, mas também algum grau de
fluxo genético interespecifico (Queiroz 1996; Coyne & Orr 2004; Widmer et al. 2009;
Xu et al. 2011). Desde que o fluxo genético ndo seja substancial, e mais importante,
desde que a possibilidade de fusdo dos genomas em um s6 tenha sido perdida a hipotese
de existéncia de duas espécies deve encontrar grande suporte. Desta forma o limite entre
os genomas de espécies proximamente relacionadas, com ancestral comum recente pode
ser poroso e certas regides gendmicas podem atravessar o limite da espécie (Wu 2001).

Neste cendrio, as regides gendmicas ligadas ao surgimento e manutengdo de barreiras



reprodutivas seriam menos sujeitas ao fluxo génico entre espécies distintas, revelando

uma maior diferenciagdo genética.

Zonas de hibridacdo naturais, localidades onde ocorre o contato entre duas
espécies e potencialmente o seu intercruzamento gerando descendentes de natureza
hibrida, oferecem uma excelente oportunidade para a investigagdo do processo de
especiacdo e para a avaliagdo das barreiras reprodutivas que estdo atuando na
manuten¢do do limite entre espécies. A investigacdo da composi¢do genética de tais
populagdes permite formular hipoteses sobre os eventos e mecanismos que fazem com
que o limite entre as espécies surja e seja mantido (Boecklen & Howard 1997;

Cozzolino et al. 2006; Baack & Rieseberg 2007; Moraes et al. 2013).

Processos de hibridagdo sdo comuns em Orchidaceae, havendo frequentes
relatos em diversos continentes, ¢ envolvendo varios géneros da familia (Pansarin &
Amaral 2008; Cortis et al. 2009; Pinheiro et al. 2010; Hu ef al. 2011; Marques et al.
2014). Os diversos mecanismos de poliniza¢do que ocorrem na familia parecem divergir
muito na prevengdo de polinizagdes interespecificas. Espécies de plantas que exibem
sobreposi¢do do periodo de floragdo, ocorréncia em simpatria ¢ compartilhamento de
polinizadores, tem um enfraquecimento das barreiras reprodutivas pré-cruzamento
(Scopece et al. 2007; Scopece et al. 2008). Em Orchidaceae ¢ bastante comum a
polinizagdo por engodo, neste caso as flores ndo secretam nenhum tipo de substancia de
recompensa para o polinizador, porém sua visita ¢ efetiva na transferéncia de polen de
uma flor para outra. Possivelmente, a sindrome floral da orquidea em questao, mimetiza
a sindrome floral de alguma outra espécie que ofereca recompensa, da qual o
polinizador possa retirar recursos para sua sobrevivéncia. A presenc¢a de tal polinizador
inespecifico enfraquece as barreiras reprodutivas pré-cruzamento, uma vez que ele pode
visitar flores de espécies diferentes, transferindo o pélen de uma para a outra (Cozzolino
& Widmer 2005). Orquideas que sdo polinizadas por engodo sexual, isto ¢é, a flor
mimetiza o parceiro sexual do polinizador e a transferéncia de polen ocorre durante a
tentativa de copula, tem fortes barreiras reprodutivas pré-cruzamento (Scopece et al.
2007). Controversamente, orquideas com polinizagdo por engodo alimentar, tem fracas
barreiras reprodutivas pré-cruzamento, neste caso mecanismos de isolamento pods-

cruzamento sao essenciais para manter a coesdo das espécies (Coyne & Orr 2004).



Os principais mecanismos aceitos de isolamento reprodutivo pos-zigotico
consistem na inviabilidade ou no baixo sucesso reprodutivo dos hibridos formados.
Existem varias hipoteses para explicar esta inviabilidade dos hibridos, como por
exemplo, a incompatibilidade citonuclear, o modelo de Bateson-Dobzhanski-Muller,
conflitos gendmicos, falhas no emparelhamento de cromossomos na meiose, formagao
de polen e oOvulos inviaveis etc (Coyne & Orr 2004; Johnson 2010). O sucesso
reprodutivo dos hibridos pode ser avaliado objetivamente em termos de frutos formados

apos a polinizacdo e formagdo de sementes vidveis (Scopece ef al. 2008).

Existem diversos relatos em que hibridos podem ser viaveis e férteis, ainda que
sua fecundidade seja reduzida. Tais hibridos férteis ou sub-férteis podem funcionar
como elos que interligam os genomas de duas espécies, permitindo fluxo génico. Neste
caso ¢ esperado encontrar algum grau de introgressdo, ou seja, regides genOmicas
caracteristicas de uma espécie presentes no genoma da espécie com a qual a hibridac¢ao
¢ possivel (Baack & Rieseberg 2007; Pinheiro et al. 2010; Palma-Silva et al. 2011;
Vega et al. 2013).

O processo de hibridacdo em Orchidaceae foi intensamente investigado em
espécies que ocorrem na regido do Mediterraneo. Nestes trabalhos, foi possivel verificar
que a utilizagdo de marcadores moleculares para a caracterizagdo do processo de
hibridagao foi fundamental para um correto entendimento das consequéncias deste
fenomeno evolutivo (Cozzolino et al. 2006; Moccia et al. 2007; Cortis et al. 2009).
Nestes estudos, € possivel notar que os eventos de hibridacdo podem promover (Soliva
& Widmer 2003; Cortis et al. 2009) ou ndo (Moccia et al. 2007) o fluxo génico entre
espécies distintas, sendo fundamental para a conservacao das espécies e das areas onde
os eventos de hibridacdo ocorrem (Cozzolino et al. 2006). O surgimento de novas
linhagens e espécies através da hibridacdo natural também foi verificada (Vereecken et
al. 2010), indicando que os processos de hibridacdo podem desencadear eventos de
especiacdo em Orchidaceae, contribuindo para a elevada diversidade que se observa na
familia. Devido a importancia das pesquisas em zonas de hibridacdo natural realizadas
em regides temperadas, crescentes esforcos tem sido realizados na regido Neotropical,
embora ainda existam poucos estudos deste tipo na regido (Pinheiro et al. 2010;

Pinheiro et al. 2013; Vega ef al. 2013; Marques et al. 2014).



Epidendrum L. ¢ um dos maiores géneros de orquideas da regido Neotropical,
com cerca de 1150 espécies que ocorrem na maior parte da América do Sul, desde a
Argentina até a Colombia (Hagsater & Soto-Arenas 2005). Espécies do género podem
ser encontradas numa grande variedade de habitats e apresentam grande variagdo
morfoldgica, fato que dificulta a delimitacdo tanto de grupos infragenéricos como de
espécies proximas. Como exemplo, podemos citar as espécies que integram o complexo
Epidendrum secundum, um dos grupos de espécies de orquideas que apresentam as
maiores incertezas taxondmicas, uma vez que O grupo possui uma ampla varia¢do
morfologica (Pinheiro & Barros 2007). Eventos de hibridacdo entre espécies deste
grupo sao descritos na literatura (Dunsterville 1979; Dressler 1989; Héagsater & Soto-
Arenas 2005) e podem ter um papel importante na variagdo morfoldogica e na

delimitag¢do de espécies no grupo.

Evidéncias de hibridacdo e introgressao foram relatadas numa extensa zona de
hibridagdo com vegetacdo de restinga ao longo do litoral sul do estado de Sdao Paulo
(Pinheiro et al. 2010; Moraes et al. 2013). Neste caso a introgreesao foi detectada sobre
a espécie poliploide Epidendrum puniceoluteum (2N = 52) quando em contato com a
espécie diploide E. fulgens (2N = 24). Extensa introgressdo foi detectada entre F.
madsenii, E. rhopalostele e E. falcisepalum no Equador (Marques et al. 2014), estes
resultados exibem tamanha fraqueza nos mecanismos de isolamento pré e pds-zigdticos
que trouxeram duvidas a respeito de quantas e quais espécies tem suporte nesta regido.
Em outro trabalho, também no Equador, eventos de hibridacdo e introgressdo entre E.
calanthum, E. cochlidium e E. schistochilum, determinam extenso compartilhamento
gendmico, e semelhancgas fenotipicas que sustentam a hipotese de formagao de espécies
cripticas (Vega et al. 2013). Alguns produtores de orquideas, com finalidade comercial,
exploram a grande capacidade hibridagdo, que ocorre no género Epidendrum, para a
producdo de variedades hibridas para enriquecimento de variabilidade genética ou com

valor ornamental (Devadas et al. 2010).

Duas espécies irmas do género Epidendrum, que ja foram alvo de muitas
incertezas sdo Epidendrum secundum Jacq. e Epidendrum xanthinum Lindl.,
anteriormente consideradas como sinénimos (Dunsterville & Garay 1961). Ambas as
espécies apresentam um numero muito varidvel de cromossomos, inclusive sendo
encontradas variagdes intrapopulacionais importantes (Assis et al. 2013), E. secundum

apresenta a maior diversidade com numero de cromossomos, entre 28 e 84 com muitos



valores intermedidrios, enquanto E. xanthinum tem de 28 a 80. A contribui¢do desta
variagdo no numero cromossdmico para a constitui¢do de barreiras reprodutivas €
incerto, assim como a importancia dos eventos de hibridagcdo na origem de individuos e
populagdes poliploides. Estudo utilizando marcadores moleculares e morfologicos, com
o intuito de revisar os limites interespecificos e infragenéricos do complexo E.
secundum, deu suporte a um grupo monofilético formado por E. secundum e E.
xanthinum, sendo estas, entdo, consideradas como espécies irmas (Pinheiro et al.
2009a). Em regides onde estas espécies ocorrem em simpatria (estados do Rio de
Janeiro e Minas Gerais) podem ser encontradas formas com caracteristicas morfologicas
intermediarias, que podem ser hibridos entre E. secundum e E. xanthinum. Na Serra dos
Orgfios, no municipio de Nova Friburgo, regido serrana do estado do Rio de Janeiro,
ocorre uma possivel zona de hibridagdo entre E. secundum e E. xanthinum. Ambas as
espécies ¢ uma terceira variedade com caracteristicas intermedidrias sdo encontradas
crescendo em habitat terricola ou rupicola, inclusive em bancos de areia a beira da

estrada.

Os principais objetivos deste trabalho sao:

1. Caracterizar a estrutura genética de uma populagdo simpatrica composta por
individuos de E. secundum, E. xanthinum e supostos hibridos naturais, os quais
apresentam caracteristicas morfoldgicas intermedidrias entre as espécies
mencionadas.

2. Verificar se existe hibridacdo e fluxo génico entre estas duas espécies;

3. A partir da estrutura genética obtida e da andlise de diversidade genética,
determinar os processos envolvidos na formagdo dos padrdes de variagdo
observados, como endocruzamento, fluxo génico, introgressdo, hibridagao,
deriva genética e desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg;

4. Verificar a existéncia de diferentes linhagens, sua provavel origem e sua
importancia na formacao de novas espécies;

5. Quantificar a intensidade de barreiras reprodutivas pos-cruzamento pré-zigoticas
(formacao de frutos) e pos-zigoticas (viabilidade de sementes formadas) entre E.
secundum, E. xanthinum e supostos hibridos naturais, utilizando cruzamentos

manuais.



2. Materiais e métodos

2.1. Espécimes

Foram utilizados 89 espécimes de E. secundum, E. xanthinum e supostos
hibridos. Os individuos coletados foram identificados visualmente pela morfologia
floral: E. secundum apresenta flores em tons de violeta variando até lilas, com
pigmentacdo amarela na regido do calus; E. xanthinum apresenta flores amarelas;
individuos hibridos apresentam flores variando desde tons de laranja até creme, com
pigmentacdo violeta na base da coluna. Os fenétipos exibidos nas populacdes sdo
variaveis e pode ser detectado um gradiente continuo de variacdo, fato que dificulta a
identificacdo de hibridos no campo. Por este motivo o status de hibrido sé foi atribuido
apos conduzidas as analises genéticas. Destes, 23 foram mantidos em cultivo na colegao
do Nucleo de Pesquisas do Orquidério, Instituto de Botinica de Sao Paulo. Todos os
espécimes foram coletados na Regido da Serra dos Orgdos no municipio de Nova
Friburgo — RJ. Os individuos foram amostrados aleatoriamente com distancia minima
de 5 metros entre si. Espécimes crescendo muito proximos uns aos outros ou com
diversos caules partindo de pontos proximos do solo forneceram uma tUnica amostra
para evitar amostragem de clones. De cada individuo amostrado foram coletadas folhas
frescas, imediatamente desidratas em silica gel e acondicionadas a temperatura
ambiente até processamento em laboratdrio para extragdo de DNA. A extragdo de DNA

seguiu o protocolo de Pinheiro ef al (2008a).

2.2. Marcadores Microssatélites Nucleares e Plastidiais

No total, foram genotipados oito loci nucleares (LSPE03, EFF26, EFF45,
EFF48, EFF49, EPP56, EFF70 ¢ EPP96) isolados por Pinheiro et al. (2008a, 2008b) e
cinco loci plastidiais (EPCP02, EPCP04, EPCP07, EPCP08 ¢ EPCP09) isolados por

Pinheiro et al. (2009b) em 89 individuos, distribuidos entre as espécies parentais (E.
secundum e E. xanthinum) e os supostos hibridos. A amplificacdo dos loci e a
caracterizacdo dos alelos foram realizadas de acordo com a metodologia descrita por

Pinheiro et al. (2010).

2.2.1. Analise dos dados — teste de atribuicao a partir de marcadores
nucleares
O teste de atribuicdo implementado no programa STRUCTURE 2.3.3 (Hubisz et

al. 2009) permite verificar a populacdo de origem de individuos com procedéncia



desconhecida por andlise Bayesiana, ¢ ¢ especialmente util para comparar individuos de
espécies distintas que ocorrem em simpatria. O programa identifica o mais provavel
nimero de agrupamentos genéticos presente no conjunto de dados. Comparando o
genoétipo de cada individuo com os grupos ja identificados ele atribui um valor de
probabilidade posterior (admixture ou g) de aquele individuo pertencer a cada um dos
agrupamentos genéticos, dentre aqueles identificados pelo programa. A matriz de dados
com os genotipos dos 89 individuos amostrados foi analisada pelo programa
STRUCTURE 2.3.3 com os seguintes parametros: nimero de populacdes assumida
igual a dois (k = 2), nimero de interagdes igual a 2.000.000 e burn in de 500.000 (Nota:
burn in corresponde ao numero de interacdes iniciais descartadas da analise: no
principio da andlise a probabilidade de atribui¢des erradas ¢ grande devido a pequena
quantidade de informacdo acumulada). Os individuos com ¢ igual ou superior a 0,90
foram classificados como espécimes puros de E. secundum, g igual ou inferior a 0,10
foram classificados como espécimes puros de E. xanthinum, individuos com valor de ¢

superior a 0,1 e inferior a 0,9 foram classificados como hibridos.

2.2.2. Analise dos dados — diversidade genética dos marcadores nucleares

A diversidade genética para os loci nucleares analisados foi caracterizada pela
determinagdo de parametros descritivos tais como ntimero de alelos por l16cus, riqueza
alélica, heterozigosidade esperada, heterozigosidade observada e coeficiente de
endocruzamento f (Wright 1965; Weir & Cockerham 1984). Estes pardmetros foram
calculados utilizando o programa MSA (Dieringer & Schlétter 2003). Desvios do
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foram calculados usando o programa GENEPOP
(Raymond & Rousset 1995).

As populagdes de E. secundum, E. xanthinum e hibridos foram caracterizadas
pelo niamero de alelos, riqueza alélica, heterozigosidade esperada e observada, além do
coeficiente de endocruzamento f. Para os célculos populacionais foi utilizado o

programa FSTAT (Goudet 1995).

2.2.3. Analise dos dados — rede de haplétipos de marcadores plastidiais

Os alelos dos cinco loci de marcadores microssatélitas plastidiais foram
combinados em diferentes haplotipos, onde cada haplotipo tem uma composi¢ao Unica
de alelos. Utilizando o programa NETWORK (Bandelt ef al. 1999) foi construida uma

rede de haplotipos com o método de maxima parciménia de forma a obter a rede mais



simples ¢ mais informativa da relacao filogenética entre os diferentes haplotipos. Para
diminuir o nimero de homoplasias e simplificar a interpretagdo dos resultados, os
haplotipos exclusivos de um tnico individuo (singletons) foram removidos (Excoffier &

Smouse, 1994).

2.3. Simulacoes para avaliacao de performance do programa STRUCTURE

O programa HYBRIDLAB (Nielsen ef al. 2006) permite construir matrizes com
dados de populagdes simuladas tendo como ponto de partida dados obtidos de
populagdes reais. E possivel requisitar ao programa que ele realize cruzamentos
aleatorios entre os individuos presentes em uma matriz de dados genéticos, como por
exemplo, gendtipos identificados para marcadores de microssatélites. Ao realizar estes
cruzamentos virtuais, o programa gera uma nova matriz de dados genéticos composta

pelos virtuais descendentes dos individuos da matriz original.

Inicialmente foram utilizados os individuos classificados com admixture maior
que 0,90 para compor uma matriz com individuos considerados puros de E. secundum e
individuos com admixture menor que 0,10 para compor uma segunda matriz com
individuos puros de E. xanthinum. Estes sdo espécimes coletados no campo, reais. No
programa HYBRIDLAB foi produzida uma populagdo virtual de 10.000 individuos
cruzando apenas individuos puros de E. secundum entre si, esta populagdo virtual
fornece individuos parentais de E. secundum (PBsec) para as simulagdes realizadas. O
mesmo procedimento foi realizado com os individuos puros de E. xanthinum,
produzindo uma populagdo virtual de 10.000 individuos parentais de E. xanthinum
(PBxan). Cruzando individuos puros de E. secundum com os puros de E. xanthinum foi
produzida uma populagao virtual com 10.000 individuos hibridos de primeira geracao
(HF1). Cruzando a populacdo HF1 consigo mesma foi produzida uma populacdo com
10.000 individuos hibridos de segunda geracdo (HF2). Populagdes representando
resultados de retrocruzamentos foram produzidas cruzando a populagdo HF1 com os

puros de E. secundum (BCsec) e com puros de E. xanthinum (BCxan).

Em suma foram produzidas seis populagdes virtuais, cada uma composta de

10.000 individuos, como especificado abaixo:

1. PBsec: Populagao de individuos puros de E. secundum.



2. PBxan: Populagdo de individuos puros de E. xanthinum.

3. HF1: Populagdo de hibridos de primeira geracdo, descendentes do

cruzamento de PBsec X PBxan.

4. HF2: Populacdo de hibridos de segunda geracdo, descendentes do
cruzamento de HF1 X HF1.

5. BCsec: Populagdo de retocruzantes sobre E. secundum, descendentes do

cruzamento PBsec X HF1.

6. BCxan: Populacdo de retocruzantes sobre E. xanthinum, descendentes do

cruzamento PBsec X HF1.

Para avaliar como os individuos simulados seriam classificados pelo programa
STRUCTURE, foram construidas vinte matrizes de dados diferentes. Cada uma das
vinte matrizes foi analisada em separado pelo programa STRUCTURE. Dentre estas
vinte matrizes, dez foram compostas apenas por individuos parentais (populagdes PB de
1 a 10) e dez matrizes foram compostas com individuos parentais ¢ hibridos de diversas
categorias (populacdes HYB de 1 a 10), seguindo a metodologia proposta por Vdhd &
Primmer (2006) e Burgarella e al. (2009). As matrizes sem hibridos tem 60 individuos
cada, sendo 30 retirados aleatoriamente da populacdo PBsec ¢ 30 da PBxan. As matrizes
com hibridos tem 100 individuos, 30 de PBsec, 30 de PBxan, 10 de HF1, 10 de HF2, 10
de BCsec e 10 de BCxan. Cada individuo usado para compor tais matrizes foi excluido
de sua populagdo virtual original para evitar repeticdo dos individuos nas anélises. Cada
uma das 20 populagdes simuladas, PB e HYB, foi analisada no programa STRUCTURE
realizando 200.000 interagdes com 50.000 de burn in. Foi possivel, entdo, comparar a
probabilidade posterior (g) atribuida a cada individuo pelo programa com a sua

verdadeira natureza ancestral, se parental ou hibrido.

Para cada uma das 20 populagdes simuladas analisadas no STRUCTURE foram
calculados os seguintes parametros: propor¢do de hibridos detectada (numero de
hibridos/populagdo total), poder de deteccdo de hibridos (nimero de hibridos
corretamente detectados/total de hibridos), poder de deteccao de parentais (nimero de
parentais corretamente detectados/total de parentais), acuracia de hibridos (nimero de
hibridos corretamente detectados/total de hibridos detectados), acurdcia de parentais

(nimero de parentais corretamente detectados/total de parentais detectados), erro tipo 1
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(nimero de parentais classificados como hibrido/total de parentais), erro tipo 2 (numero
de hibrido classificados como parentais/total de hibridos). Os parametros poder de
deteccao de hibridos, acuracia de hibridos e erro tipo 2 foram calculados apenas para as

dez simulacdes com hibridos.

Todos os parametros supracitados foram calculados separadamente para quatro
cenarios diferentes. Em cada cendario a nota de corte (zg) assumida para classificar um
individuo como parental ou hibrido era diferente. As #q’s utilizadas foram de 0,9; 0,85;
0,8 e 0,75. Podemos assumir que utilizar a nota de corte 0,9 ¢ um cenario menos
conservador, onde teremos muita seguranga ao afirmar que um individuo pertence a
uma espécie parental, entretanto o numero de hibridos pode ser superestimado.
Enquanto assumir uma nota de corte de 0,75 é um cenario mais conservador, onde
alguns hibridos de geracdo tardia, possiveis introgressantes, podem ser considerados
como pertencentes as espécies parentais puras, reduzindo o nimero total de hibridos

detectados.

2.4. Biologia Reprodutiva

2.4.1. Cruzamentos

No total 23 espécimes de E. secundum, E. xanthinum ¢ hibridos, mantidos em
cultivo no Nucleo de pesquisas do Orquidario do Estado, foram utilizados em
cruzamentos manuais. Os cruzamentos foram realizados de forma reciproca, ou seja,
cada individuo de um par de espécimes atuou como doador € como receptor de polen do
outro individuo. Trés flores foram polinizadas manualmente em cada caso. Utilizando
um estilete metalico, a polinia de uma flor foi removida e transferida para o estigma de
outra flor. As flores foram marcadas e seu desenvolvimento acompanhado nos meses

subsequentes.

Os cruzamentos foram realizados com todas as combinagdes possiveis entre
individuos das espécies parentais e hibridos: E. secundum X E. secundum (i), E.
secundum X E. xanthinum (ii), E. secundum X hibrido (iii), E. xanthinum X E.

xanthinum (iv), E. xanthinum X hibrido (v) e hibrido X hibrido (vi).
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2.4.2. Analise de frutos e sementes

As flores polinizadas tiveram seu desenvolvimento acompanhado nos meses
subsequentes. Os frutos formados, quando maduros, foram coletados, abertos ¢ as
sementes foram mantidas sob refrigeracdo a 4°C. Para determinar a viabilidade das
sementes foi usado o teste do tetrazdlio. As sementes foram imersas em solucao 1% de
2,3,5-trifenil tetrazolio e mantidas por 24 horas em temperatura de 30°C. Neste teste
embrides viaveis apresentam uma forte coloracdo vermelha. Amostras de pelo menos
300 sementes de cada fruto foram analisadas sob estereomicroscopio, dispersas em
solugdo de glicerina 50% para facilitar a individualizagdo de cada semente. De cada
fruto foram retiradas trés amostras para contagens independentes. A porcentagem de
embrides vidveis foi determinada pela divisdo do numero de sementes com embrido

viavel pelo nimero total de sementes.

2.4.3. Calculo dos indices de isolamentos
Todos os calculos descritos nesta secdo foram realizados utilizando a

metodologia descrita por Scopecce et al (2008).

Dois importantes estagios da reprodugdo foram avaliados neste estudo: a
formacao de frutos e a viabilidade dos embrides formados. Estes dois estagios foram
combinados em um unico indice de isolamento que pode ser atribuido a um individuo
ou a uma categoria de individuos. Em cruzamentos de individuos de diferentes
categorias (cruzamentos interespecificos ou cruzamentos de hibridos com uma das
espécies parentais — retrocruzamentos) os componentes masculino e feminino sao
analisados separadamente, a fim de se identificar possiveis assimetrias de isolamento e
depois combinados. O componente masculino ¢ definido como a capacidade do polen
de induzir a formagdo de fruto e fecundar os dvulos que se desenvolvem em sementes
com embrido viavel. O componente feminino ¢ definido como a capacidade do ovario
de se desenvolver em fruto e produzir sementes portadoras de embrido viavel quando
polinizado (Scopecce et al. 2008). Em cruzamentos intraespecificos os componentes

masculino e feminino nao sdo separados.

O indice de isolamento masculino ¢ calculado usando os dados provenientes das
polinizagdes em que foi utilizado o pdlen daquele individuo ou daquela categoria de
individuos. No estagio de formagao de fruto o indice de isolamento (Fm) ¢ definido por

1 menos a razdo do numero de frutos formados pelo nimero de flores que receberam
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polen daquele individuo, ou seja, a porcentagem de polinizagdes falhas [Fm = 1 -
(nimero de frutos formados/numero de flores polinizadas)]. No estagio de formagao de
semente o indice de isolamento ¢ definido por 1 menos a razdo do numero de sementes
portadoras de embrido viadvel pelo total de sementes contadas [Sm = 1 - (nimero de
sementes com embrido viavel/nimero total de sementes contadas)]. Os indices de
isolamento femininos nos estagios de formacao de frutos Ff e de formagao de sementes
St sdo calculados da mesma forma, porém utilizando os dados provenientes de
cruzamentos em que o individuo ou categoria de individuos em questdo atuaram como

receptores de polen.

Os dois estagios foram combinados em um tunico indice para cada componente,
masculino ou feminino, pela seguinte férmula: FSm = Fm + [(1 - Fm) x Sm], para
componente masculino e FSf = Ff + [(1 - Ff) x Sf], para componente feminino. Caso
nenhum fruto tenha sido formado os indices Sm ¢ Sf nao sdo calculados, entio FSm e
FSf sdo automaticamente considerados iguais a Fm e Ff respectivamente e sdo iguais a
um. Os indices Fm, Sm, FSm, Ff, Sf ¢ FSf calculados podem assumir valores entre zero
e um, sendo que zero representa auséncia de isolamento, ou seja, total fertilidade
daquele componente (masculino ou feminino) naquele estagio (formacao de fruto ou de
semente vidvel) da reprodugdo, enquanto um significa isolamento total, completa
esterilidade daquele componente naquele estigio da reprodugdo. Para combinar os
indices masculino e feminino de isolamento é calculada a média entre FSm e FSf, FS =

(FSm + FSf)/2.

Ao avaliar cruzamentos realizados entre individuos de mesma categoria, como
parentais da mesma espécie ou hibridos entre si, a separacdo dos componentes
masculino e feminino perde o sentido, portanto as formulas sdo ligeiramente
simplificadas. O calculo ¢ realizado usando as mesmas formulas para o estagio de
formagdo de frutos (F), de sementes viaveis (S) e dos dois estdgios combinados (FS),
mas sdo usados os dados de todas as flores polinizadas que estdo naquela categoria de

cruzamento.

Os indices de isolamento foram inicialmente calculados separadamente para
cada individuo utilizado nos cruzamentos experimentais. Em seguida os indices de
isolamento foram calculados para as diferentes combinag¢des de cruzamentos (de i a vi)

em dois possiveis cenarios, representados por diferentes notas de corte para considerar
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individuos como parentais ou hibridos. Em um cenario menos conservador foi assumida
como nota de corte tq = 0,9, individuos com ¢ maior ou igual a 0,9 de probabilidade
posterior atribuida pelo programa STRUCTURE foram considerados como parentais de
E. secundum, individuos com ¢ inferior ou igual a 0,1 foram considerados como
parentais de E. xanthinum e individuos com ¢ inferior a 0,9 e superior a 0,1 foram
considerados hibridos. Em outro cenario mais conservador foi assumida uma nota de
corte tq = 0,75, neste caso individuos com ¢ igual ou superior a 0,75 foram
considerados como parentais de E. secundum, individuos com ¢ igual ou inferior a 0,25
foram considerados parentais de E. xanthinum e individuos com ¢ inferior a 0,75 e
superior a 0,25 foram considerados hibridos. Em ambos os cenarios os individuos na
categoria hibridos ndao foram diferenciados em diferentes classes como F1, F2 ou

retrocruzantes.
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3. Resultados

3.1. Marcadores Microssatélites Nucleares e Plastidiais

3.1.1. Analise dos dados — teste de atribuicio a partir de marcadores

nucleares

A partir dos resultados obtidos nas simulagdes realizadas para avaliar a
performance do programa STRUCTURE, foi escolhida uma nota de corte (zg) de ¢ > 0,9
para identificacdo de individuos de E. secundum e q < 0,1 para E. xanthinum, sendo os
individuos com 0,1 < g < 0,9 considerados hibridos. Com esta nota de corte o programa
teve o melhor desempenho observado (Tabela 3), com os menores valores de erro do
tipo 2 (classificar erroneamente individuos hibridos como parentais). Esta analise
Bayesiana revelou resultados consistentes em diversas repeti¢des com a presenca de 42
individuos hibridos (0,1 < ¢ < 0,9) dentre os 89 amostrados. Foram identificados 24
individuos puros de E. secundum (¢ > 0,9) e 23 individuos puros de E. xanthinum (q <
0,1) (Tabela 1 e Figura 1). Diversos individuos classificados visualmente, pela
morfologia e coloragdo de flores, como pertencentes as espécies parentais foram

reclassificados como hibridos.

3.1.2. Analise dos dados — diversidade genética dos marcadores nucleares

Os oito loci utilizados se mostraram polimorficos nas populagoes de E.
secundum, E. xanthinum ¢ hibridos, apresentando até nove alelos por l6cus. Em E.
xanthinum foram observados menor nimero de alelos por l6cus e menor riqueza alélica
que em E. secundum e hibridos, tanto na analise por locus (Tabela 2) quanto na analise
populacional (Tabela 1). A heterozigosidade esperada (H.) variou entre 0,042 e 0,851
enquanto a heterozigosidade observada (H,) variou entre 0,042 e 0,875 (Tabela 2). A
riqueza alélica e numero de alelos no grupo dos hibridos revelaram valores
intermediarios quando comparados com as duas espécies parentais. Trés loci
apresentaram significativos desvios do EHW em E. secundum, trés em E. xanthinum e
surpreendentemente cinco nos hibridos, destes apenas dois 16cus apresentaram desvio
significativo nos trés grupos simultaneamente. O indice de endocruzamento f foi baixo
em E. secundum e nos hibridos, porém foi significativamente elevado em E. xanthinum.

(Tabelas 1 e 2).
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O indice de diversidade, Fsr, calculado par a par entre os trés grupos revelou
maior divergéncia entre as duas espécies parentais do que entre os hibridos e cada uma

das espécies parentais (Tabela 4).

3.1.3. Analise dos dados — rede de haplétipos de marcadores plastidiais

No total 22 haplotipos diferentes foram identificados considerando os cinco loci
utilizados (Tabela 5). Destes, trés foram removidos para a construcdo da rede de
haplétipos, pois estavam presentes em apenas um individuo cada (singletons). Embora
haja um surpreendentemente grande nimero de haplotipos, dois grupos principais
podem ser reconhecido, um deles pertencente a E. secundum e o outro a E. xanthinum.
Tais grupos estdo separados por pelo menos seis passos mutacionais um do outro,
enquanto os haplotipos de um mesmo grupo sdo separados por apenas um ou dois
passos mutacionais (Figura 2). Dos 19 haplotipos na rede 10 pertencem a E. secundum e
sao também encontrados em individuos hibridos e 9 pertencem a E. xanthinum e
individuos hibridos. Apenas um individuo classificado como E. xanthinum possui um
haplotipo tipico de E. secundum, em suma a rede revela que os haplotipos ndo sdo
compartilhados pelas espécies parentais, ou seja, cada espécie conserva seu conjunto
especifico de haplotipos. Ja os individuos classificados como hibridos apresentam uma
grande diversidade de haplotipos e podem possuir tanto os hapldtipos tipicos de E.

secundum quanto os de E. xanthinum.

3.2. Simulacoes para avaliacao de performance do programa STRUCTURE

Os resultados obtidos nas 20 simulagdes realizadas foram resumidos em tabela
(Tabela 3). A proporcao de hibridos estimada pelo programa foi inferior a 2% em todos
os cenarios (diferentes #g’s) nas simulagdes sem hibridos. Nas simula¢des com hibridos,
em que a proporcdo de hibridos na amostra era conhecida de 40%, as proporc¢des
estimadas de hibridos foram de 37,9% (zg = 0,9), 30,2% (tg = 0,85), 23,9% (tg = 0,8) ¢
20,3% (tq = 0,75) (Tabela 3).

Nas simulagdes realizadas sem a presenca de individuos hibridos, os pardmetros
poder de detecg¢do e acuracia de parentais tiveram sempre valores elevados, de 97,2%
(tg=10,9) a 99,5% (tq = 0,75) para poder de deteccao e 100% para acuracia de parentais,
o erro tipo 1 ficou sempre abaixo de 3% em todos os cenarios (Tabela 3). Isto revela que

o programa ¢ bastante confiavel para classificar individuos como parentais de F.
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secundum ¢ de E. xanthinum quando nao existem hibridos na amostra,

independentemente da nota de corte assumida.

Quando hibridos de diferentes categorias estdo incluidos nas amostras os valores
de poder de detec¢do de e acurdcia para parentais sdo ligeiramente diminuidos, sendo de
89,3% (tg = 0,9) a 99% (tq = 0,75) para poder de detec¢ao de parentais e de 86,6% (tq =
0,9) a 74,6% (tq = 0,75) para acuracia de parentais; ¢ o valor do erro tipo 1 foi
ligeiramente aumentado variando de 10,7% (t¢ = 0,9) a 1% (g = 0,75). Nestas
simulagdes foram calculados os valores de poder de deteccdo e de acurdcia para
hibridos e também de erro tipo 2. O valor de poder de deteccao de hibridos foi de 78,8%
(tg = 0,9) a 49,3% (tqg = 0,75), acuracia para hibridos foi de 84% (tg = 0,9) a 97,5% (tq
=0,75), o erro tipo 2 foi de 21,2% (tg = 0,9) a 50,7% (tg = 0,75) (Tabela 3).

Neste conjunto de dados simulados, com a presenga de hibridos de diversas
categorias, o erro tipo 2 apresentou valores elevados (Tabela 3), sendo de 21,2% (tg =
0,9) a 50,7% (g = 0,75). Convém ressaltar que as diferentes classes de hibridos Fy, F, e
produtos de retrocruzamentos foram todos alocados em uma mesma categoria: hibridos.
Ao discriminar a categoria de cada hibrido nota-se que os erros sdo mais frequentes ao
classificar individuos hibridos produtos de retrocruzamento (Tabela 6) em todos os

cenarios propostos.

3.3. Biologia reprodutiva

Em ambos os cenarios de atribui¢do propostos (fg = 0,9 e tg = 0,75), os individuos
classificados como hibridos apresentam um baixo sucesso reprodutivo, caracterizado
por valores de indice de isolamento reprodutivo préoximos a 1,0. Hibridos, quando
cruzados entre si, apresentam FS de 0,83 (tg = 0,9) e 0,74 (tg = 0,75). Quando cruzados
com E. secundum apresentam FSm de 0,80 (tg = 0,9) e 0,73 (g = 0,75); e FSf de 0,74
(tg = 0,9) e 0,83 (tg = 0,75). Cruzamentos entre hibridos e E. xanthinum apresentam
baixo valor de indice de isolamento no cendrio menos conservador (g = 0,9), isto indica
possibilidade produgdo de descendentes nestes cruzamentos, tanto quando os hibridos
sdo doadores de pdlen (FSm = 0,13) quanto quando os hibridos atuam como receptores
de polen (FSf = 0,31); ja no cendrio com tq = 0,75 os hibridos tem elevado indice de
isolamento também com E. xanthinum (FSm = 0,80 ¢ FSf=0,78) (Tabela 8).

Os cruzamentos intraespecificos, entre individuos da mesma espécie parental,

apresentaram valores de isolamento relativamente baixos em ambos os cenarios, com
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0,32 (tg = 0,90) e 0,49 (tg = 0,75). Os cruzamentos interespecificos apresentaram
valores proximos aos dos cruzamentos intraespecificos no cendrio menos conservador
tg=0,9 (FS=0,45 quando polen de E. secundum polinizou flores de E. xanthinum e
FS=0,58 na dire¢do inversa), e valores ligeiramente mais elevados no cenario mais
conservador #tq=0,75 quando pdlen de E. secundum foi transferido para flores de F.
xanthinum (FS=0,64). Neste ultimo cenario, quando polen de E. xanthinum foi

transferido para flores de E. secundum o indice de isolamento foi elevado (FS=0,85).
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4. Discussao

4.1. Hibridacao entre populacoes simpatricas de E. secundum e E. xanthinum na

Serra dos Orgﬁos

A presenca de hibridos foi detectada entre os individuos analisados, provenientes
da Serra dos Orgaos. Diversos autores tém sugerido que a grande variagio morfolégica
e cromossOmica observada entre as espécies do subgénero Amphyglottium tenha sido
gerada por eventos de hibridacdo (Dunsterville 1979, Dressler 1989, Hagsater & Soto
Arenas 2005, Pansarin & Amaral 2008). De fato, a utilizagdo de marcadores
moleculares e experimentos de biologia reprodutiva tém confirmado a existéncia de
hibridacdo entre diversas espécies no grupo (Pinheiro et al. 2010, Vega et al. 2013),
indicando que tanto a variagdo morfoldgica como cromossOmica aumentam nas zonas
de contato entre espécies distintas. Provavelmente grande parte das incertezas
taxonomicas no grupo sdo produzidas pela presenga de um grande numero de hibridos
nas populagdes naturais, confundindo a dificultando a delimitagdo de espécies no grupo
(Hagsater & Soto Arenas 2005, Pinheiro et al. 2010, Vega et al. 2013). Os célculos de
intensidade de isolamento reprodutivo revelaram que cruzamentos interespecificos entre
as duas espécies parentais apresentam viabilidade semelhante aquela observada em
cruzamentos intraespecificos de cada espécie (Tabela 8), confirmando a possibilidade
de producdo de hibridos de primeira geragdo (F;). A estrutura genética revelada pela
analise de atribuicdo, utilizando o programa STRUCTURE, ¢ compativel com um
cenario de hibridagdo (Figura 1). Eventos de hibridagdo sdo frequentes e o numero de
hibridos encontrados na amostra ¢ bastante expressivo, no total, foram classificados
como hibridos 42 em 89 individuos amostrados, uma propor¢do de hibridos de 47%.
Porém, apesar do nimero elevado de hibridos e da alta compatibilidade reprodutiva
entre E. secundum e E. xanthinum, o compartilhamento de haplotipos entre as espécies
(Figura 2) e a fertilidade de cruzamentos envolvendo hibridos foi baixa (Tabela 8),
indicando que barreiras reprodutivas estdo presentes e atuam mantendo a coesdo das
espécies, como observado em diversos estudos com orquideas (Moccia et al. 2007,

Cortis et al. 2009).

A hibrida¢ao ocorre de forma bidirecional, isto €, hibridos sao formados quando
polen de E. secundum ¢ transferido para flores de E. xanthinum e também na dire¢ao

oposta. Foram identificados 10 individuos hibridos portando haplotipos do DNA
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plastidial tipicos de E. secundum e 32 hibridos portando haplétipos tipicos de E.
xanthinum (Tabela 5). Esta maior frequéncia de haplotipos de E. xanthinum entre os
hibridos ¢ condizente com os resultados dos cruzamentos manuais que mostram ser
menor o indice de isolamento entre hibridos e E. xanthinum (Tabela 8), provavelmente a

hibridacdo tendo E. xanthinum como parental materno ¢ mais frequente.

A existéncia de hibridos de segunda geracdo e/ou de geragdes mais tardias nao
pode ser confirmada, embora seja provavel. Dentre os 42 individuos classificados como
hibridos pelo teste de atribuigdo do programa STRUCTURE, 6 tinham sido
classificados morfologicamente como E. secundum e 14 como E. xanthinum. Estes
individuos podem ser hibridos de geracdo tardia, possiveis introgressantes resultantes
um cruzamento ancestral envolvendo um hibrido e uma das espécies parentais, seguindo
diversas geracdes de cruzamentos com a mesma espécie parental. Hibridos de primeira
geracdo usualmente tem seu genoma composto com igual contribui¢do das espécies
parentais e tendem a apresentar valor de g proéximo a 0,50, como relatado em estudos
com géneros de Orchidaceae do Mediterraneo (Moccia et al. 2007; Cortis et al. 2009).
Apenas 3 individuos amostrados tiveram ¢ proximo a 0,50 (maior que 0,40 ¢ menor que
0,60), embora este dado requeira uma avaliagdo conservadora e nao permita tirar
conclusoes definitivas, aumenta a davida sobre a real natureza ancestral dos individuos
classificados com hibridos neste estudo. Porém, a aparente auséncia de
compartilhamento de haplotipos entre as espécies parentais ¢ a baixa fertilidade dos
cruzamentos envolvendo hibridos indicam a existéncia de barreiras reprodutivas que
impedem a producdo de geragdes avancadas de hibridos (F, e introgressantes). A analise
de um nimero maior de locus, utilizando técnicas como AFLP (Vega et al. 2013,

Marques et al. 2014) pode vir a esclarecer esta questao no futuro.

4.2. Apesar da hibridacio detectada, nio ha evidéncia de introgressio entre E.

secundum e E. xanthinum

A estrutura genética obtida pela andlise do DNA plastidial e nuclear ndo sustenta
a hipdtese de introgressdo entre as duas espécies. Na rede de haplotipos do DNA
plastidial observam-se dois conjuntos de hapldtipos bastante segregados entre si, um
deles pertencendo a E. secundum e o outro a E. xanthinum. Nao foram identificados
individuos de E. secundum portadores de haplétipo de E. xanthinum nem a situagao
invertida (Figura 2). Tal identificacdo suportaria a hipdtese de introgressdo sobre a

espécie portadora de haplotipos tipicos da outra espécie. Apesar da extensa hibridagao
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detectada, o fluxo genético entre as espécies parentais parece pouco provavel, e a
existéncia de barreiras reprodutivas impedem que regides gendmicas tipicas de uma
espécie sejam efetivamente transferidas para a espécie irma. Barreiras reprodutivas
atuando de forma tardia devem prevenir o fluxo genético e devem consistir em
importantes fatores que preservam o limite entre as espécies neste caso, como ja foi
relatado em diversos géneros de orquideas que realizam polinizagdo por engddo na

regido mediterranea (Cozzolino & Widmer 2005, Scopece et al. 2007).

O resultado obtido nos cruzamentos manuais ndo ¢ compativel com a estrutura
genética das populagdes simpétricas da Serra dos Orgdos. Os cruzamentos manuais
mostram alta producdo de frutos e presengca de sementes vidveis nos cruzamentos
interespecificos entre individuos das espécies parentais e, portanto, a alta probabilidade
de formagdo de hibridos F;. Cruzamentos envolvendo hibridos e E. xanthinum
apresentam grande viabilidade, semelhante ou superior aquela observada nos
cruzamentos intra e interespecificos, sugerindo uma grande probabilidade de formagao
de introgressantes sobre E. xanthinum, fato que ndo foi comprovado pela estrutura
genética obtida. Os cruzamentos envolvendo hibridos entre si e envolvendo hibridos
com E. secundum sao os que apresentam menor viabilidade com indice de isolamento
proximo a 0,8 (Tabela 8). Neste caso a viabilidade ¢ baixa, porém nao representa uma
barreira reprodutiva completa e, mesmo em pequena propor¢do os descendentes destes
cruzamentos poderiam estar presentes na popula¢do. Desta forma, foi detectado um
contraste nos resultados obtidos, onde a introgressdo entre as espécies € possivel em
condi¢des controladas, porém ndo foi observada em condi¢des naturais, sugerindo a
existéncia de barreiras de isolamento reprodutivo extrinsecas, ou combinagao de outras

barreiras de agdo mais tardias estejam limitando o fluxo genético.

4.3. O isolamento reprodutivo entre populacoes simpatricas de E. secundum e E.

xanthinum pode existir devido a contribuicao cumulativa de diversas barreiras,

sem que nenhuma delas seja completa

Nenhuma das barreiras reprodutivas testadas se mostrou suficiente para
determinar, por si s6, o isolamento reprodutivo entre E. secundum e E. xanthinum na
Serra dos Orgdos. A visdo de que, espécies de orquideas que simulam a existéncia de
recursos alimentares possuem barreiras reprodutivas pré-cruzamento fracas (Cozzolino
& Widmer 2005; Scoppece et al. 2007; Pinheiro et al. 2010) foi corroborada, as

proporgdes de frutos e sementes viaveis produzidos em cruzamentos interespecificos foi
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semelhante a propor¢do obtida em cruzamentos intraespecificos (Tabela 8). Frente a
este cendrio a inviabilidade ou esterilidade dos hibridos de geragdes mais avancadas
podem constituir importantes barreiras reprodutivas pos zigoticas tardias. A menor
propor¢ao de frutos e sementes viaveis produzidos por individuos hibridos podem ser
somados em campo a uma menor aptiddo e desvantagem na competicdo com 0s
parentais no ambiente natural. Por exemplo, a germinagdo de sementes hibridas, sob
condigdes naturais, pode ser desfavoravel quando comparada com a capacidade de
germinagdo das sementes das espécies parentais. A existéncia de tais barreiras ndo foi
testada neste estudo, mas sua existéncia pode ser testada no futuro, uma vez que nem
fluxo genético nem introgressao entre as espécies parentais foram detectados utilizando
marcadores moleculares. Segundo Coyne & Orr (2004), trabalhos multidisciplinares sdo
necessarios para a identificagdo das barreiras reprodutivas responsaveis pela
manuten¢do da integridade de espécies na natureza. Transplantes reciprocos (Johnston
et al. 2001, Sambatti et al. 2008) e experimentos de biologia reprodutiva envolvendo
geracdes de hibridos avancadas (Widmer et al. 2009) podem ser importantes passos

para investigar a origem do isolamento reprodutivo entre E. secundum e E. xanthinum.

Diversos mecanismos de isolamento podem contribuir para o isolamento
reprodutivo entre as espécies analisadas. Incompatibilidade citonuclear pode ser um
mecanismo de isolamento envolvido na coesdo de diversas espécies de plantas
(Sambatti et al. 2008, Palma-Silva et al. 2011). A rede de haplotipos recuperada na
analise do DNA plastidial, mostra claramente dois agrupamentos distintos, um
pertencente a E. secundum e outro pertencente a E. xanthinum, praticamente sem
compartilhamento de haplétipos. Em geral individuos com genoma nuclear de E.
secundum tem haplétipos de E. secundum e o mesmo vale para E. xanthinum. Logo
individuos portadores de genoma nuclear com elementos de uma espécie e genoma
plastidial com elementos da outra podem ser invidveis ou sub-férteis devido a

incompatibilidade entre estes dois genomas (Greiner et al. 2011).

Outro mecanismo que deve ser considerado como possivel neste caso € o
proposto pelo modelo de Bateson-Dobzhansky-Muller. Em uma zona de hibridacdo
individuos de natureza hibrida devem apresentar maior diversidade genética que os
parentais, devido a seus genomas serem compostos por elementos das duas espécies
parentais (Coyne & Orr 2004). Entretanto, os individuos hibrido detectados na Serra dos

Orgdos, apresentam desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg em
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diversos locus (Tabela 2), tais desvios pode ser decorrentes de cruzamentos ndo

aleatorios ou selegdo contra os heterozigotos, ou viés amostral.

4.4. Depressao por alogamia em E. secundum e E. xanthinum

Os cruzamentos manuais realizados revelaram um valor surpreendentemente alto
para os indices de isolamento reprodutivo intraespecificos calculados. O valor de Indice
de isolamento em E. secundum foi de 0,44 (Tabela 8), o que significa uma viabilidade
de apenas 0,56. Este valor contrasta com aqueles obtidos em trabalhos com outras
pulagdes de Orchidaceae e com trabalhos realizados com o género Epidendrum, que
revelam uma alta viabilidade em cruzamentos intraespecificos, usualmente préxima a
80 ou 90% (Pansarin & Amaral 2008; Pinheiro et al. 2010; Vega et al. 2013). Em E.
xanthinum o indice de isolamento foi de 0,33, ou seja 0,64 de viabilidade. E. xanthinum
foi a unica populacao que apresentou coeficiente de endocruzamento significativamente
diferente de zero (Tabela 1). Possivelmente este maior indice de endocruzamento esta
relacionado com a maior fertilidade observada nesta espécie quando comparada com E.
secundum nesta regido. O aumento na frequéncia de endocruzamentos possivelmente

compensa a depressao por alogamia.

A rede de haplotipos revelou um numero surpreendentemente grande de
haplotipos, 22 no total (figura 2), especialmente se considerada a pequena area de
amostragem, uma faixa de 8 x 20 km. Estudos anteriores realizados com o género
Epidendrum revelaram um nimero expressivamente menor de haplotipos, 14 haplotipos
numa espécie amostrada em diferentes habitats desde o sul da Bahia até o Parana
(Pinheiro et al. 2013), 6 haplotipos identificados em duas espécies que hibridizam
coletadas no litoral do Brasil desde Sao Paulo até o Rio Grande do Sul (Pinheiro et al.
2010). A grande diversidade de hapldtipos identificada pode ter influenciado os
resultados de incompatibilidade reprodutiva identificados entre as espécies e também
nos cruzamentos intraespecificos. A Serra dos Orgdos ¢ uma regidio montanhosa
bastante acidentada, ¢ provavelmente os diversos haplotipos observados na populagao
de Nova Friburgo se originaram em periodos onde a distribui¢do das espécies foi
descontinua ao longo destas cadeias de montanhas. Uma analise filogeografica
detalhada de populagdes de E. secundum e E. xanthinum ao longo da Serra dos Orgaos,
associado a um estudo de modelagem de nicho pode esclarecer a origem da diversidade
haplotipica destas espécies. Em regides semelhantes, como na Cordilheira dos Andes

(Vega et al. 2013, Marques et al. 2014) e em inselbergs préximos ao litoral (Palma-
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Silva et al. 2011), foram observados haplotipos altamente diferenciados em populacdes
bem préximas, sugerindo que o processo de deriva genética associado ao baixo fluxo
génico dentro das espécies podem ser determinantes no surgimento ¢ manuten¢do de
uma grande diversidade haplotipica. O papel deste tipo de incompatibilidade
intraespecifica na formagdo de novas espécies ¢ um tema ainda pouco explorado na
literatura (Scopece et al. 2010), ¢ um niimero maior de estudos com este enfoque sdo

necessarios na regido Neotropical (Pinheiro et al. 2013).
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Tabelas e Figuras

Tabela 1. Caracterizacao das populacdes simpatricas de E. secundum, E. xanthinum e
hibridos, a partir de oito loci nucleares de marcadores microssatélites. Numero de alelos
(A), riqueza alélica (AR), heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) e

coeficiente de endocruzamento (f).

Espécies (nimero amostrado) A AR He Ho f
E. secundum (24) 43 4,827 0,611 0,539 0,115
Hibridos (42) 41 4,345 0,603 0497 0,177
E. xanthinum (23) 25 3,049 0465 0375 0,280%*

* Valor significativamente diferente de zero (P < 0,05)
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Tabela 2. Variabilidade genética em oito loci nucleares de marcadores microssatélites em E. secundum, E. xanthinum ¢ hibridos. Nome do

locus, namero de alelos (A), riqueza alélica (AR), riqueza de alelos privados (P), heterozigosidades esperada (He) e observada (Ho) e

coeficiente de endocruzamento (f) para cada locus.

E. secundum Hibridos E. xanthinum
Locus A AR P He Ho f AR P He Ho f AR P He Ho f
LSPEO3 3 3,00 0,03 0,613 0417 0,33 297 0,00 0,587 0,310% 0,48 2,00 0,00 0,433 0,174* 0,60
EFF26 3 3,00 0,00 0,600 0,875% -047 3,64 0,64 0,671 0,771*% -0,15 3,00 0,00 0,647 0,529*% 0,19
EFF45 4 3,57 0,27 0,575 0,667 -0,16 3,55 0,23 0,624 0,548 0,12 2,00 0,00 0414 0304 0,27
EFF48 2 1,58 0,16 0,042 0,042 0,00 1,72 0,30 0,066 0,000% 1,00 1,00 0,00 0,000 0,000 -
EFF49 8 6,53 1,51 0,745 0,739 0,01 584 0,60 0,700 0,738  -0,06 568 0,19 0,746 0,826 -0,11
EPPS6 5 4,60 0,19 0,614 0375% 0,40 4,62 0,13 0,706 0486* 0,31 4,00 0,01 0,711 0,176* 0,76
EFF70 9 8,00 1,84 0,851 0,792 0,07 6,78 0,39 0,781 0,634 0,19 497 027 0,714 0,565 0,21
EPP96 9 834 2,84 0851 0,409* 0,53 564 0,12 0,687 0,486* 0,30 1,74 0,00 0,053 0,053 0,00

* Desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg (P < 0,05); - = 16cus monomaorfico.
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Tabela 3. Resultados das analises realizadas com o programa STRUCTURE utilizando as populagdes virtuais compostas por individuos parentais
(P) e hibridos (H) simuladas com o programa HybridLab. O valor de corte (tq), o numero de hibridos nas analises (NH), o nimero de individuos
parentais (NP), a propor¢do de individuos hibridos detectados nas populacdes virtuais (PH), o poder de detec¢ao de um individuo numa
determinada categoria (power), a propor¢ao de individuos corretamente classificados numa determinada categoria (accuracy), a propor¢ao de
parentais identificados erroneamente como hibridos (erro tipo I) e a propor¢ao de hibridos classificados erroneamente como parentais (erro tipo

IT) sdo detalhados a seguir.

Prop. de hibridos simulada Tg  repeticbes NH NP  Total PH Power H PowerP  Accuracy H Accuracy P Errotipol  Erro tipo II

0 0,9 10 0 60 60 0,017 - 0,972 - 1,000 0,028 -
0,85 10 0 60 60 0,011 - 0,982 - 1,000 0,018 -
0,8 10 0 60 60 0,006 - 0,990 - 1,000 0,010 -
0,75 10 0 60 60 0,003 - 0,995 - 1,000 0,005 -

0,4 0,9 10 40 60 100 0,379 0,788 0,893 0,840 0,866 0,107 0,212
0,85 10 40 60 100 0,302 0,675 0,947 0,901 0,816 0,053 0,325
0,8 10 40 60 100 0,239 0,563 0,977 0,947 0,772 0,023 0,437
0,75 10 40 60 100 0,203 0,493 0,990 0,975 0,746 0,010 0,507

NH = numero de individuos hibridos; NP = numero de individuos parentais; PH = proporc¢ao de hibridos estimada; Power H = poder de detecc¢ao
de individuos hibridos; Power P = poder de detec¢ao de individuos parentais; Accuracy H = acurécia para a identificacao de individuos hibridos;

Accuracy P = acurécia para a identificagdo de individuos parentais.
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Tabela 4. indice de diversidade (Fsr) calculado par a par para Epidendrum secundum, E.

xanthinum e hibridos.

E. secundum Hibridos E. xanthinum
E. secundum 0
Hibridos 0,073 0
E. xanthinum 0,218 0,057 0
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Tabela 5. Haplotipos (H) dos microssatélites plastidiais encontrados na zona de
hibridagio da Serra dos Orgdos. Grupo tipico, valor médio de q e frequéncia absoluta de
cada haplotipo, frequéncia em cada espécie parental e hibridos, considerando as

atribuicdes feitas pelo programa STRUCTURE.

Frequéncia por grupo (atribuicao feita

pelo STRUCTURE)

H Grupo Valor Frequéncia  E secundum Hibridos E. xanthinum
médio de g do haplotipo
H21 E. secundum 0,966 1* 1 0 0
H16  E. secundum 0,960 4 4 0 0
H10  E. secundum 0,944 3 2 1 0
H18  E. secundum 0,936 2 2 0 0
H8 E. secundum 0,928 3 2 1 0
H14  E. secundum 0,927 2 2 0 0
H11 E. secundum 0,915 7 5 2 0
H15 E. secundum 0,895 4 3 1 0
H22  E. secundum 0,786 1* 0 1 0
H9 E. secundum 0,677 3 2 1 0
H17  E. secundum 0,556 2 1 1 0
H19  E. secundum 0,321 3 0 2 1
H12  E. xanthinum 0,347 6 0 6 0
H6 E. xanthinum 0,245 20 0 11 9
H13  E. xanthinum 0,245 2 0 1 1
H1 E. xanthinum 0,240 6 0 3 3
H7 E. xanthinum 0,213 6 0 2 4
H5 E. xanthinum 0,211 6 0 4 2
H3 E. xanthinum 0,180 3 0 2 1
H4 E. xanthinum 0,129 2 0 2 0
H20  E. xanthinum 0,123 1* 0 1 0
H2 E. xanthinum 0,045 2 0 0 2

* Haplotipos com frequéncia igual a 1 (singletons)
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Tabela 6. Porcentagem de individuos classificados erroneamente como hibridos ou
parentais em 10 simulagdes realizadas no programa STRUCTURE. Tq: nota de corte
assumida. Populag¢des de origem dos individuos classificados erroneamente PBsec:
parentais de E. secundum, PBxan: parentais de E. xanthinum, HF1: hibridos de primeira
geracdo, HF2 hibridos de segunda geragdo, BCsec: retrocruzamentos de hibridos com E.

secundum, BCcan: retrocruzamentos de hibridos com E. xanthinum.

parentais Hibridos
Tq PBsec PBxan HF1 HF2 BCsec  BCxan
0,9 14,7% 6,7% 2,0% 10,0%  44,0%  29,0%
0,85 8,0% 2,7% 9,0% 20,0%  59,0%  42,0%
0,8 3,3% 1,3% 19,0% 29,0%  72,0%  55,0%
0,75 1,3% 0,7% 25,0% 36,0%  81,0%  61,0%
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Tabela 7: Indices de isolamento calculados para cada individuo utilizado nos
cruzamentos experimentais. Indices de isolamento nos estagios de formagao de fruto
(F), de formagdo de sementes (S) e combinado nos dois estagios (FS). Indices de
isolamento nos componentes masculino (m) e feminino (f). Probabilidade posterior

atribuida pelo STRUCTURE (g).

componente masculino componente feminino

individuo Fm Sm FSm Ff St FSf  FS q *

17841 0,33 0,49 0,66 0,53 0,31 0,68 0,67 0,960
17840 0,67 0,78 0,93 033 0,89 093 093 0,951 c
17835 0,20 0,69 0,75 0,67 033 0,78 0,77 0,940
17879 0,08 0,26 0,32 0,42 0,13 049 0,41 0,900
17649 0,08 0,52 0,56 0,42 023 055 0,56 0,900

17598 0,00 041 0,41 1,00 - 1,00 0,70 0,900 b
17597 0,00 0,08 0,08 0,00 0,16 0,6 0,12 0,900
17669 1,00 - 1,00 0,00 041 041 0,70 0,900 a
13 0,67 0,77 0,92 0,17 1,00 1,00 0,96 0,841 c
19 0,48 094 0,97 0,62 081 093 095 0,730 c
15 0,80 0,14 0,83 0,20 0,99 099 091 0,727
17834 0,00 0,17 0,17 0,33 1,00 1,00 0,59 0,498 b
17 0,11 0,31 0,38 0,00 0,09 0,09 0,24 0,365
18 0,50 0,80 0,90 0,00 055 055 0,73 0,295 a
16 0,50 0,13 0,57 0,17 023 036 046 0,245
17837 0,33 091 0,94 0,78 0,85 097 0,95 0,140 c
21 0,33 0,62 0,75 0,33 0,29 053 0,64 0,122
17839 1,00 - 1,00 0,60 095 098 0,99 0,106 c
12 1,00 - 1,00 0,67 0,74 091 096 0,064 c

17833 0,00 0,08 0,08 0,00 020 0,20 0,14 0,044
17832 0,00 0,19 0,19 0,00 0,12 0,2 0,15 0,028
20 0,00 0,20 0,20 0,00 0,12 0,2 0,16 0,026

* a: elevado valor de indice de isolamento apenas no componente masculino, b: elevado
valor de indice de isolamento apenas no componente feminino, c: elevado valor de

indice de isolamento em ambos os componentes masculino e feminio.
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Tabela 8: Indice de isolamento reprodutivo entre E. secundum, E. xanthinum e hibridos,

utilizando diferentes valores de atribui¢do (#g=0,90 e tg=0,75) para a classificacdo de

individuos parentais e hibridos

Valor de atribuigao

Doador de polen

Receptor de polen E. secundum Hibridos

E. xanthinum

0,90
0,90
0,90
0,75
0,75
0,75

E. secundum
hibridos
E. xanthinum
E. secundum
hibridos

E. xanthinum

0,44
0,74
0,45
0,44
0,83
0,64

0,80
0,83
0,13
0,73
0,74
0,80

0,58
0,31
0,32
0,86
0,78
0,49
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Figura 1. Probabilidade posterior (¢) atribuida pelo programa STRUCTURE para as populagdes simpatricas da Serra
dos Orgaos. Cada barra vertical representa um individuo, a proporcio das cores de preenchimento corresponde a
probabilidade de pertencer a um agrupamento ou ao outro.
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Figura 2: Rede de hapldtipos do DNA plastidial das populactes da Serra dos Orgdos. Cada hapldtipo é representado por um circulo, ©
diametro de cada circulo indica a frequéncia relativa do haplotipo, o preenchimento em cores indica a proporgao de individuos classificados
de acordo com o programa STRUCTURE como parentais (preto para E. secundum e cinza para E. xanthinum) ou hibridos (branco). Cada
trago negro ao longo da rede indica um passo mutacional na relagao entre os hapldtipos. Os quadrados listrados indicam haplatipos que

nao foram amostrados entre os individuos analisados,



