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Resumo

Plantas possuem sistemas reprodutivos variados, e a evolugao e surgimento de novas
especies depende diretamente das caracteristicas reprodutivas de uma determinada
populagdo. Transi¢cdes entre sistemas autocompativeis e autoincompativeis podem
ser acompanhadas pela formagao de barreiras reprodutivas entre as populagdes com
caracteristicas reprodutivas distintas. O surgimento de barreiras reprodutivas entre
espécies de uma mesma populagao pode indicar os primeiros estagios de formagao
de novas espécies. O objetivo deste trabalho é testar a hipotese de que a depressao
por alogamia ocorre entre diferentes popula¢cdes de Epidendrum secundum, uma
espécie amplamente distribuida nas regides tropicais de altitude na América do Sul.
Experimentos de biologia reprodutiva foram conduzidos em individuos mantidos em
cultivo em casa de vegetagao com o objetivo de caracterizar o sistema de cruzamento,
fertiidade e compatibilidade reprodutiva entre individuos de E. secundum
provenientes de diferentes populagdes. A producao de frutos variou dependendo da
populacdo e do tratamento realizado. Nos autocruzamentos, os resultados de
producgéo de frutos variaram de 20% a 60%, e a viabilidade de sementes variou de
4,3% a 78%. Os valores baixos indicam depresséo por endogamia, enquanto os outros
valores maiores mostram que as popula¢des possuem um sistema de cruzamento
misto. Os cruzamentos intrapopulacionais seguiram o mesmo padrao, houveram
valores baixos e altos tanto de produgao de frutos quanto de viabilidade de sementes.
Ja os indices de isolamento populacional mostraram valores de isolamento total entre
alguns pares de populagdes, sugerindo a formacdo de barreiras que podem
desencadear processos de especiagao.

Palavras chave: Orchidaceae; Depressao por alogamia; Endogamia.
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INTRODUGAO

Sistemas de cruzamento distintos possuem grande impacto na morfologia
floral, e possuem implicagdes diretas na estrutura genética e biogeografia de espécies.
Em geral, espécies autocompativeis evoluem em cenarios onde existe uma limitagao
de polinizadores e em populagdes disjuntas em regides marginais da distribuicdo de
espécies, em areas de habitat contrastantes (BARRETT, 2013). Segundo Stebbins
(1974), a transicao para sistemas de reprodugéo autocompativeis também facilitaria a
colonizagdo de novos habitats, uma vez que os agentes polinizadores ndo seriam
necessarios. Os niveis de diversidade genética também s&o contrastantes entre
especies com sistemas reprodutivos distintos, podendo-se observar niveis de
diversidade maiores em espécies auto- incompativeis, devido as taxas maiores de
fecundagao cruzada, em relagdo a espécies autocompativeis (CHARLESWORTH,
2006).

O surgimento de barreiras reprodutivas pode estar associado a mudangas no
sistema reprodutivo entre espécies proximas. Num estudo recente, Pinheiro et al.
(2015) detectaram uma diminuicao significativa na compatibilidade reprodutiva entre
espécies que apresentavam sistemas de cruzamento distintos (autocompativeis e
autoincompativeis). Este padrao ja foi identificado para outros grupos de plantas
(BRANDVAIN; HAIG, 2005), indicando que a transicdo entre sistemas de
autocompatibilidade e autoincompatibilidade pode ser acompanhada pela formacgao
de barreiras reprodutivas. Os primeiros estudos sobre as transicbes de sistemas
reprodutivos apontavam para a existéncia de um padrao unico, onde espécies

autocompativeis teriam como ancestrais espécies autoincompativeis (STEBBINS,



1974). Porém, estudos recentes rejeitam esta hipdtese, revelando que as transigoes
entre sistemas reprodutivos distintos podem ocorrer em ambas as diregdes (BUSCH,;
DELPH, 2012). Portanto, segundo estes estudos recentes, espécies
autoincompativeis podem ter como ancestrais espécies autocompativeis (PINHEIRO
et al., 2015).

O conhecimento dos eventos que causam a especiagdao € um objetivo da
biologia evolutiva e, em principio, exigiria a investigacdodas barreiras reprodutivas que
podem ter sido responsaveis pela redug¢ao do fluxo genético entre populagdes que se
intercruzavam anteriormente (COYNE; ORR, 1989). Esse objetivo sé poderia ser
alcancado através da investigacdo de mecanismos de isolamento entre populagdes
distintas pertencentes a uma mesma espécie (ETTERSON et al., 2007, SCOPECE et
al., 2010, PINHEIRO et al., 2013), para que os estagios iniciais de diferenciacéo e
acumulo de incompatibilidades seja detectado. Nos estudos realizados com espécies
bem estabelecidas é muito dificil saber quais barreiras contribuiram para os estagios
iniciais de diferenciacao e quais foram adquiridas apds a formagcao das espécies,
mudangas que potencialmente podem mascarar as contribuicbes de diferentes
barreiras de isolamento (KAY, 2006).

A depresséo por alogamia € uma limitagdo da compatibilidade reprodutiva
entre populagdes de uma mesma espécie, diminuindo o fluxo génico e acelerando a
diferenciagcao genética (EDMANDS, 2002). Sua origem esta ligada a presenca de
incompatibilidades genéticas em populagdes distribuidas em regides geograficas
distintas. A distribuicdo disjunta destas populacbes facilita o acumulo destas
incompatibilidades, principalmente em situagdes onde o fluxo génico é baixo. O
acumulo destas incompatibilidades diminui a fertilidade dos cruzamentos entre

individuos de populagdes distintas, isolando reprodutivamente populagdes de uma



mesma espécie (PINHEIRO et al., 2013). Eventos de depresséo por alogamia s&o
dificilmente detectados em estudos de campo, uma vez que este fendmeno pode estar
presente em populagdes geograficamente distantes. Desta forma, estudos
experimentais baseados em cruzamentos manuais realizados de forma reciproca,
incluindo individuos em cultivo provenientes de diversas localidades, sdo um
procedimento eficiente para a detecgéo da depressao por alogamia (SCOPECE et al.,
2010).

Novas espécies evoluem a partir de desmembramentos de uma espécie
ancestral. Porém, nesses desmembramentos pode haver uma grande variagao entre
diferentes populagdes, o que dificulta o reconhecimento das espécies totalmente
separadas. (RIDLEY, 2006). De acordo com o conceito biolégico de espécie (MAYR,
1942), o processo de especiagao ocorre quando surgem barreiras de isolamento
reprodutivo entre populagbes previamente intercruzantes e reprodutivamente
compativeis entre si. E importante ressaltar que as barreiras de isolamento reprodutivo
observadas entre espécies distintas n&o correspondem diretamente aos mecanismos
envolvidos nas primeiras etapas de diversificagdo, uma vez que o isolamento
reprodutivo pode surgir apos a especiacao (COYNE; ORR, 2004, SCOPECE et al.,
2010). O estudo de barreiras reprodutivas entre populagées de uma mesma espécie
oferece a oportunidade de conhecer os mecanismos evolutivos envolvidos nas
primeiras etapas do processo de especiagcao, uma vez que nesta fase ele ainda nao
foi finalizado. Uma vez que as barreiras reprodutivas observadas entre populacdes de
plantas correspondem aos estagios iniciais de diferenciacao, o isolamento reprodutivo
ainda € incompleto e os padroes observados podem ser bastante complexos e de

dificil interpretacdo (LEXER; WIDMER, 2008).



As barreiras de isolamento reprodutivo podem atuar antes ou apos o
cruzamento, sendo classificados, respectivamente, como pré-cruzamento e poés-
cruzamento (COYNE; ORR, 2004). Dentre as barreiras pds-cruzamento, pode-se
destacar a distingdo entre os isolamentos pré-zigoético e pos-zigotico. No isolamento
pré-zigotico ndo ha formacgao de zigoto, seja por isolamento geografico, diferencas
morfologicas e fisiologicas que impegam a formagao do zigoto. Competi¢cao polinica e
interferéncias no crescimento do tubo polinico, impedindo a formagao dos frutos € um
exemplo de barreira pré-zigética comum em plantas. Ja no isolamento pds- zigatico,
as barreiras atuam apés a formacgao do zigoto, podendo se manifestar na prole hibrida,
a qual podera ser estéril ou inviavel (RIDLEY, 2006).

Dentre as espécies de Epidendrum que possuem uma grande distribuicao
geografica, E. secundum Jacq. pode ser destacada. Sua distribuicdo vai desde a
América Central até o sul do Brasil, sempre em regides montanhosas como a
Cordilheira dos Andes, Planalto das Guianas, Planalto Central Brasileiro e Serra do
Mar (PINHEIRO; COZZOLINO, 2013). Epidendrum secundum esta compreendida na
subfamilia Epidendroideae, tribo Epidendreae, subtribo Laellinae (VAN DEN BERG et
al., 2005, FREUDENSTEIN et al., 2004). E uma espéecie de orquidea de habito
terrestre e/ou rupicola (PINHEIRO; BARROS, 2007). Apresenta floragao durante todo
0 ano, o que, facilita sua identificacdo no campo (NOGUEIRA et al., 2005).

Apesar de sua ampla distribuicdo geografica e populacbes abundantes,
poucos estudos foram realizados diretamente com a espécie. A variagdo morfolégica
de espécimes distribuidos em populagdes distintas foi investigada por Pinheiro e
Barros (2007), confirmando as diferengas morfolégicas entre as populagdes: como
tamanho das folhas, das inflorescéncias, do pedicelo, entre outras estruturas, e
aspectos de biologia reprodutiva foram analisados em duas populagdes da espécie
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por Pansarin e Amaral (2008), relatando ha uma diferenga de formagao de frutos
advindos de autopolinizagao e polinizagdo cruzada, entre as populagdes. Todas as
populagbes de E. secundum investigadas até o momento se revelaram
autocompativeis, ndo ocorrendo eventos de autopolinizagdo espontanea, fato que
indica que polinizadores s&o necessarios para a transferéncia de pélen e formagéao de

frutos. (PANSARIN; AMARAL, 2008).



MATERIAL E METODOS

Os experimentos de biologia reprodutiva foram conduzidos utilizando plantas
de

E. secundum mantidas em cultivo ha pelo menos cinco anos. Foram utilizados
22 individuos provenientes de sete populag¢des naturais (Tabela 1), que apresentam
caracteristicas morfolégicas e genéticas contrastantes (Pinheiro, dados nao
publicados), totalizando 253 flores manipuladas. O numero de individuos usados por
populagdo variou de acordo com o numero de individuos que efetivamente produziu
inflorescéncias durante o periodo compreendido pelo relatorio. Detalhes sobre a

procedéncia dos individuos utilizados nos experimentos estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Popula¢ées de Epidendrum secundum que foram analisadas neste

projeto.
Populacgéo Procedéncia Numero de plantas
Pico do Desengano Santa Maria Madalena - RJ 7
Céanion Pirituba Bom Sucesso de ltararé - SP 2
Serra da Canastra Sao Roque de Minas - MG 3
Céanion Fortaleza Jacinto Machado - SC 4
Serra da Moeda Brumadinho - MG 2
Tronqueira Capara6 — MG 2
Mirante Serra do Japi - SP 2

Fonte: Bianchessi, 2017.

Em cada inflorescéncia foram realizados um ou dois tratamentos:

autopolinizagdo manual, e polinizagao cruzada (intra e/ou interpopulacional). Os



cruzamentos foram realizados de forma bidirecional, ou seja, ambos os individuos
atuaram como doadores e receptores de polen reciprocos. Utilizando um estilete
metalico, a polinia de uma flor foi removida e transferida para o estigma de uma flor
de outro individuo, e as flores foram marcadas com cores diferentes para identificar
os cruzamentos. Em cada tratamento foram utilizadas pelo menos duas flores de cada
par de espécimes. As polinizagdes cruzadas foram realizadas entre individuos de
uma mesma populagao e entre espécimes de populagdes distintas. Cruzamentos que
nao geraram frutos foram repetidos para uma confirmacao deste resultado, excluindo
a possibilidade de um possivel erro de manipulacéo do pélen. Se na segunda tentativa
ainda nao houvesse formacéao de frutos, a taxa de produgao seria considerada zero.
Porém, se na segunda tentativa houvesse formagao de frutos, o resultado da primeira
tentativa seria ignorado, usando apenas o da segunda tentativa.

Considerando os experimentos que visam detectar variagées no sistema de
cruzamento entre diferentes populagcbées de E. secundum, foram realizados 20
autocruzamentos (ndo considerando as repeticées), em 20 individuos provenientes de
7 populagdes diferentes, totalizando 45 flores manipuladas (Tabela 2).

Considerando os experimentos que tem por objetivo detectar barreiras de
isolamento reprodutivo entre populagdes de E. secundum, foram realizados 18
cruzamentos intrapopulacionais (descontando as repeticdes), totalizando 44 flores
manipuladas de 6 populagbes diferentes. (Tabela 3). E 45 cruzamentos
interpopulacionais (descontando as repeti¢des), totalizando 102 flores manipuladas de
7 populagbes diferentes (Tabela 4). Nos cruzamentos interpopulacionais, cada
populacdo atuou como doadora e receptora de pdlen com outras duas ou trés

populacdes diferentes.

Duas barreiras de isolamento reprodutivo foram analisadas, uma pré- zigotica,
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inferida através da formacgao de frutos, e uma pds-zigdtica inicial, examinada através
da viabilidade de sementes. A formacéao de frutos foi acompanhada apds a realizagao
dos experimentos de cruzamentos reciprocos. A porcentagem de frutos formados em
relagdo ao numero de flores polinizadas foi contabilizada. As sementes foram colhidas
a partir de capsulas maduras e armazenadas a 4-C, por até uma semana, para seu
posterior tratamento com tetrazélio. Taxas de viabilidade das sementes foram
avaliadas por meio do teste de tetrazoélio, seguindo o protocolo descrito por Pinheiro
et al. (2010). Amostras de 200 sementes por fruto foram analisadas com um
microscopio Optico. A percentagem de sementes viaveis foi calculada dividindo o
numero de embrides viaveis ao numero total de embrides marcados.

Os calculos das intensidades das barreiras reprodutivas foram realizados
utilizando as formulas usadas por Sobel e Chen (2014) e Pinheiro et al. (2016). O
indice de isolamento pré-zigdtico (l-pré) foi baseado na formacao de frutos, e foi
calculado através da equacgédo RI4A usada por Sobel e Chen (2014). De modo
semelhante foi calculado o indice de isolamento pds-zigético inicial (I-pds), que foi
baseado na formacédo de sementes viaveis, e calculado também através da equacéao
RI4A. Foi calculado um indice de isolamento total, combinando os indices pré e pds-
zigoticos iniciais obtidos, utilizando a equacéo RI4E proposta por Sobel e Chen (2014).
Usando essa mesma equacgao, também foram calculadas as contribui¢cdes relativa e
absoluta de cada barreira. Todos os indices de isolamento variam de zero (auséncia
de isolamento) a 1 (isolamento completo). Também foi feita uma analise das sementes
provenientes de autocruzamentos para detectar depressdo por endogamia ou
incompatibilidade tardia. Essa analise consistiu em contabilizar a propor¢cao de
embrides viaveis nos frutos formados por autocruzamento, verificando se as sementes

inviaveis se encontravam num mesmo estagio de inviabilidade (autoincompatibilidade)



ou se as sementes inviaveis se encontravam em diferentes estagios de inviabilidade,
como sementes sem embrido, embrides pouco corados ou deformados de diversas

formas (depressao por endogamia).



RESULTADOS

A média de produgao de frutos por populagao e por planta variou de acordo
com o tipo de tratamento, assim como a viabilidade das sementes. A produgao de
frutos por planta, e a viabilidade das sementes provenientes dos cruzamentos de
autopolinizagao, podem ser observadas na Tabela 2 (ver p. 8). Nos tratamentos de
autopolinizagdo, foi observada uma média de 43% na formacdo de frutos,
considerando todas as populacdes analisadas. Valores elevados foram observados
para as populagdes do Caparad (75%) e Pico do Desengano (60%). Por outro lado,
taxas de formacgao de frutos ao redor de 20% foram observadas nas populagdes de
Bom Sucesso e Sao Roque de Minas. Quanto a viabilidade de sementes, a média dos
valores variou de 4,3% a 78%, sendo o menor valor proveniente da populacdo de Sao
Roque, e o maior valor da populagao de Caparad.

A producgao de frutos por planta, e a viabilidade das sementes provenientes
dos cruzamentos de polinizacao intrapopulacional, podem ser observadas na Tabela
3 (ver p. 9). Nos tratamentos de polinizagao intrapopulacional, a populagdo de Bom
Sucesso obteve a maior média de producgao de frutos, 100%. A populacdo de Jacinto
Machado obteve a menor média, de 24,9% de produgao de frutos. O valor das médias
da viabilidade de sementes variou de 0%, encontrado na populagdo de Sdo Roque,
até a 95%, encontrado na populacédo do Caparad.

A producgao de frutos por planta, e a viabilidade das sementes provenientes
dos cruzamentos de polinizacao interpopulacional, pode ser observada na Tabela 4
(ver p. 10). Nos tratamentos de polinizagao interpopulacional, a média dos valores de

producao de frutos variou de 0% a 100%. Os cruzamentos da populagédo de Sao
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Roque (atuando como receptor de pdlen) com as populagdes de Bom Sucesso (0%),
do Pico do Desengano (0%), e da Serra do Japi (0%) obtiveram os menores valores,
assim como os cruzamentos da populagdo do Pico do Desengano (atuando como
receptor de pdlen) com as populagdes de Jacinto Machado (0%), Caparad (0%), e
Serra do Japi (0%). Os cruzamentos da populagéo da Serra do Japi (atuando como
receptor de pdlen), com individuos provenientes da populagédo do Pico do Desengano
nao produziram frutos, assim como a de Jacinto Machado (atuando como receptor de
polen) com a populagao do Caparad. Ja o cruzamento da populagdo de Brumadinho
com a populagdo do Caparad, e o da populacdo do Caparaé com a populagao de
Brumadinho, obtiveram as maiores médias de producédo de frutos, de 100%. O
restante das populagbes obteve uma média variada, que foi de 25% a 75% de
producao de frutos.

Quanto a viabilidade de sementes, as médias variaram de 18% a 92,25%. Os
menores valores s&do provenientes dos cruzamentos da populacdo de Jacinto
Machado (atuando como receptor de pdlen), com a populagao do Pico do Desengano
(18%), e da populagédo de Brumadinho (atuando como receptor de pdlen), com a
populagao de Jacinto Machado (49,5%). O maior valor € proveniente dos cruzamentos
da populagao do Caparad (atuando como receptor de pdlen), com a populacédo de
Brumadinho (92,5%). Na Tabela 5 é possivel observar a média de cada populagéo
nos trés tipos de cruzamentos (autocruzamentos, cruzamentos intrapopulacionais, e

cruzamentos interpopulacionais).
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Tabela 2 — Producao de frutos e viabilidade de sementes de cruzamentos de
autopolinizagao realizados em individuos de E. secundum provenientes de
populagoes distintas.

Tipo de Doador/receptor ~ Numerode ~ Numero ~ Razdon.  Viabilidade
cruzamento de pélen flores de frutos  frutos/n. das
flores sementes

SR (323) 5 3 60% 4,3%
SR (325) 2 0 0% -
SR (321) 2 0 0% ]
JM (306) 3 2 66,6% 58
JM (307) 2 1 50% 76,5%
JM (308) 2 1 50% 26%
JM (310) 4 2 50% 36%
PD (365) 2 0 0% ]
PD (372) 2 2 100% 73,5

Autopolinizaggo Lo (370) 2 2 100% 68,5%
PD (387) 2 1 50% 80,5%
PD (388) 2 1 50% 79.5%
SJ (348) 1 1 100% 39%
SJ (346) 2 0 0% -
BRU (340) 2 0 0% ]
BRU (336) 2 1 50% 38,5
BS (298) 2 1 50% 63%
BS (300) 2 0 0% -
CAP (358) 2 1 50% 66,5
CAP (360) 2 2 100% 89,5%

PD: Pico do Desengano; SR: Sido Roque; JM: Jacinto Machado; SJ: Serra do Japi; BRU:
Brumadinho; BS: Bom Sucesso de Itararé; CAP: Capara0; entre parénteses: codigo individual

atribuido a cada planta; traco (-): sem resultados.
Fonte: Produgao da propria autora.
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Tabela 3 — Producgao de frutos e viabilidade de sementes de cruzamentos de
polinizagao intrapopulacional realizados em individuos de E. secundum
provenientes de popula¢oes distintas.

NGmero Razao Viabilidade

Tipo de Receptor Doador de de NUumero n.frutos das
cruzamento de polen polen flores de frutos /n. sementes
flores

PD (365) PD (372) 3 1 33,3% 86%
PD (375) PD (387) 3 2 66,6% 90,75%
PD (387) PD (375) 3 0 0% -
PD (372) PD (365) 3 1 33,3% 94,5%
PD (370) PD (390) 2 1 50% 98,5%
PD (390) PD (370) 2 2 100% 48,5%
SR (323) SR (321) 2 0 0% .

Intrapopulacional SR (321)  SR(323) 2 1 50% 0%
SJ (348) SJ (346) 2 0 0% 49 5%
SJ (346) SJ (348) 2 1 50% 4%
JM (307) JM (310) 3 1 33,3% 86%
JM (310) JM (307) 3 2 66,6% )
JM (308) JM (310) 2 0 0% i
JM (310) JM (308) 2 0 0% 89,25%
BS (298) BS (300) 2 2 100% 83.25%
BS (300) BS (298) 2 2 100% 95.1%
CAP (358) CAP (360) 3 3 100% -
CAP (360) CAP (358) 3 0 0%

PD: Pico do Desengano; SR: Sao Roque; JM: Jacinto Machado; SJ: Serra do Japi; BS: Bom
Sucesso de ltararé; CAP: Caparad. O numero entre parénteses corresponde ao cédigo individual
de cada planta em cultivo; trago (-): sem resultados.

Fonte: Produgéo da prépria autora.
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Tabela 4 — Producao de frutos e viabilidade de sementes de cruzamentos de
polinizagao interpopulacional realizados em individuos de E. secundum provenientes
de populagodes distintas.

Tipo de Rece'ptor de Doagor de Ndumero  Numero de 5 ftzzo/ 2 Vla:glr?]aecriﬁe(ias
cruzamento polen polen de flores frutos flores
BRU (336) IM (307) 2 0 0% -
BRU (340) JM (310) 2 2 100% 49,5%
BRU (336) CAP (358) 2 2 100% 77%
BRU (340) BS (300) 2 0 0% .
BRU (340) BS (298) 2 1 50% 96,5%
BS (298) BRU (340) 2 1 50% 95 5%
BS (300) BRU (340) 2 2 100% 75%
BS (298) SR (321) 3 3 100% 82,1%
BS (300) SR (321) 2 2 100% 89%
BS (298) SR (323) 3 1 33,3% 83%
BS (300) SR (323) 2 0 0% }
CAP (358) PD (390) 2 2 100% 89 2%
CAP (360) PD (369) 2 0 0% i
CAP (360) IM (310) 2 0 0% )
CAP (358) BRU (336) 2 2 100% 92,25%
IM (310) SJ (346) 2 0 0% i
IM (307) SJ (348) 2 1 50% 57,5%
IM (307) PD (372) 3 0 0% i
IM (310) PD (365) 2 1 50% 0%
JM (310) PD (390) 1 1 100% 36%
JM (307) BRU (336) 2 1 50%
IM (310) BRU (340) 2 0 0% ]
Interpopulacional M (310) CAP (360) 2 0 0% -
PD (375) SR (321) 3 2 66,6% 77 5%
PD (370) SR (325) 3 2 66,6% 87'7%
PD (390) SR (321) 3 2 66,6% 92'5<y
PD (365) SR (323) 2 0 0% 270
PD (372) M (307) 3 0 0% )
PD (365) IM (310) 2 0 0% i
PD (390) CAP (358) 3 0 0% i
PD (369) CAP (360) 2 0 0% i
PD (390) SJ (348) 2 0 0% i
SJ (348) IM (307) 3 3 100% )
sJ (346) M (310) 2 1 50% 88,1%
0,
sJ (348) SR (323) 3 1 33,3% 64%
sJ (348) PD (390) 2 0 0% 53,5%
SR (321) PD (375) 3 0 0% i
SR (325) PD (370) 3 0 0% i
SR (321) PD (390) 2 0 0% i
SR (323) PD (365) 2 0 0% i
SR (323) BS (300) 2 0 0% i
SR (321) BS (298) 2 0 0% i
SR (323) BS (298) 2 0 0% i
SR (321) BS (300) 2 0 0% i
SR (323) SJ (348) 1 0 0% .

PD: Pico do Desengano; SR: Sdo Roque; JM: Jacinto Machado; SJ: Serra do Japi; BRU: Brumadinho;
BS: Bom Sucesso de ltararé; CAP: Caparaod; entre parénteses: cddigo individual atribuido a cada
planta; trago (-): sem resultados.

Fonte: Produgéo da prépria autora.
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Tabela 5 — Comparacgao entre as populacdes na média de produgao de
frutos, e na viabilidade das sementes nos trés cruzamentos.

Populacao Auto - PF/VS Intrapop - PF/VS Interpop — PF/VS
SR 20%/4,3% 25%/0% 0%/0%

BRU 25%/38,5% - 50%/74,3%

BS 25%/63% 100%/86,25% 63,8%/84,9%
CAP 75%/78% 50%/95,1% 50%/90,7%

M 54,1%/49,1% 24,9%/85% 31,2%/31,1%

| 50%/39% 25%/49,5% 45,8%/68,5%
PD 60%/75,5% 47,2%/83,65% 22,2%/85,9%

PD: Pico do Desengano; SR: Sao Roque; JM: Jacinto Machado; SJ: Serra do Japi; BRU:
Brumadinho; BS: Bom Sucesso de ltararé; CAP: Caparad; Auto:autocruzamentos;
Intrapop: cruzamentos intrapopulacionais; Interpop: cruzamentos interpopulacionais;
VS:viabilidade das sementes; PF: producdo de frutos trago (-): sem cruzamentos
realizados.

Fonte: Produgéo da prépria autora.

Diversos indices de isolamento apresentaram valores negativos (Tabela 6).
Estes valores s&o oriundos de experimentos onde a viabilidade de cruzamentos
intrapopulacionais foi menor do que aquela observada em cruzamentos entre
populagdes distintas. Estes resultados negativos indicam que cruzamentos entre
diferentes populag¢des sdo, em ultimo caso, viaveis. Desta forma, todos os indices que
apresentaram valores negativos foram considerados como sendo iguais a zero,
seguindo a recomendacgdo de Scopece et al. (2013). Os dados de isolamento
reprodutivo podem ser observados na Tabela 6. Os valores de isolamento pré- zigotico
variaram de -0,5 a 1. O valor de 0,5 é proveniente dos cruzamentos da populagao da
Serra do Japi (atuando como receptor de pélen), com a de Jacinto Machado. Ja o valor
de 1 é proveniente de uma série de cruzamentos, como por exemplo os da populacéo
de Sao Roque (atuando como receptor de pdlen), com a populagdo do Pico do

Desengano.
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Tabela 6 — indices de isolamento pré-zigético, pés-zigético, e isolamento total
entre populagodes.

I-pré I-pds
AC RC AC RC I-total
(PD)xS) 1 1 - - 1
(PD)xSR -0,027 0,675 -0,013 0,324 -0,04
(PD)xIM 1 1 - - 1
(PD)XCAP 1 1 - - 1
(SR)xPD 1 1 - - 1
(SR)xBS 1 1 - - 1
(SR)xSJ 1 1 - - 1
(SJ)xIMm -0,5 0,777 -0,143 0,222 -0,643
(SJ)xSR -0,14 0,827 -0,02 0,173 -0,169
(SJ)xPD 1 1 - - 1
(JM)xSJ -0,002 -0,01 0,192 1 0,190
(JM)xPD -0,33 0,81 0,737 1,8 0,407
(JM)xCAP 1 1 - - 1
(BS)xSR 0,26 0,972 0,007 0,02 0,267
(CAP)xPD 0 0 0,03 1 0,03
(CAP)xIM 1 1 - - 1

PD: Pico do Desengano; SR: Sdo Roque; JM: Jacinto Machado; SJ: Serra do Japi; BS:
Bom Sucesso de Itararé; CAP: Caparad; I-pré: isolamento pré-zigético; I-pds: isolamento
pés zigotico; I-total: isolamento total; AC: contribuicdo absoluta; RC: contribuicao relativa;
(): populacdes que atuaram como receptoras de pdlen.

Fonte: Produgao da propria autora.

Os valores do isolamento pos zigotico variaram menos do que os preé zigéticos,
sendo seus valores de -0,211 a 0,650. O menor valor (-0,211) é proveniente dos
cruzamentos da populacédo de Serra do Japi (atuando como receptor de pdélen), com
a populagdo de Jacinto Machado. Ja o maior valor (0,650) & proveniente dos
cruzamentos da populagao de Jacinto Machado (atuando como receptor de pélen),
com a do Pico do Desengano.

Quanto aos valores de isolamento total, o menor valor foi de -0,643 e o maior

foi 1. Os cruzamentos da populagao da Serra do Japi (atuando como receptor de
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polen), com a de Jacinto Machado obtiveram o menor valor. Ja o maior valor foi obtido
por varios cruzamentos, como por exemplo o da populagdo de Sdo Roque (atuando
como receptor de polen), com a populagdo de Bom Sucesso.

Os embrides provenientes de autocruzamentos da populagcdo de Brumadinho
foram abortados no mesmo estagio embrionario (Figura 1). Ja os das populagdes de
Sao Roque e Serra do Japi foram abortados em estagios diferentes, apresentando um
gradientes de fases embrionarias (Figura 2). Um exemplo de sementes viaveis pode

ser observado na Figura 3.

Figura 1 - Sementes sem embrido. Os abortos aconteceram todos no mesmo estagio,
representando sinais de autoincompatibilidade tardia.

Fonte: Produgao da prépria autora.
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Figura 2 - Sementes com embrides abortados em diferentes estagios, representando
depressao por endogamia.

Fonte: Produgao da propria autora.
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Figura 3 - Sementes de Epidendrum secundum mostrando coloragcéo vermelha intensa
devido a reagdo com o reagente tetrazdlio, indicando elevada viabilidade.

Fonte: Produgao da propria autora.
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DISCUSSAO

Os resultados de autocruzamentos foram bastante variados. Nenhuma
populagao obteve a produgao de frutos baixa o suficiente para caracterizar uma auto-
incompatibilidade classica (Tabela 1, ver p. 6), o que faz com que até o momento,
todas se encontrem em um sistema de cruzamento misto, onde podemos observar
diferentes niveis de fertilidade (BORBA, 2001). A analise de viabilidade de sementes,
mostrou que a baixa viabilidade de algumas populagdes, como a de Sdo Roque, € a
de Serra do Japi, é proveniente de uma provavel depressao por endogamia, ja que o
aborto dos embrides ocorreu em um gradiente de fases, onde é possivel notar
embrides com diferentes graus de viabilidade (Figura 2, ver p. 18). Geralmente,
acredita-se que a depressao por endogamia surge quando o grupo de genes de uma
populagdo ou espécie carrega uma carga genética e o acasalamento entre individuos
aparentados aumenta a incidéncia de homozigoze. Sob tais condi¢des, a chance de
que os alelos deletérios recessivos, ou parcialmente recessivos, sejam expressos
pode aumentar (CHARLESWORTH; CHARLESWORTH, 1987, CHARLESWORTH;
WILLIS, 2009). Essa endogamia
pode ser fruto de uma diminuicdo no tamanho da populagdo, assim como uma
possivel estratégia para evitar descendentes provenientes de autocruzamentos,

evitando assim uma perda drastica da variagdo genética (LIPOW, 1999).

Dois temas de importancia fundamental para muitas areas da biologia
evolutiva sdo as consequéncias da endogamia nas populagdes e do cruzamento entre
as populagcdes. Com quase nenhuma excecdo, estudos empiricos indicam que a

endogamia provoca uma mudanga nos fenétipos causando uma redugao no fitness
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(WRIGHT, 1977, SHIELDS, 1982, CHARLESWORTH; CHARLESWORTH, 1987,

RALLS et al., 1988, LYNCH, 1989). Além disso, o isolamento e o tamanho pequeno
das populagées, como resultado da destruicdo e fragmentacdo do habitat, por
exemplo, podem afetar negativamente a fertilidade das plantas através da limitagéo
do polinizador e aumento dos niveis de endogamia (FISCHER; MATTHIES, 1997). Em
populagdes pequenas e isoladas, o numero limitado de parceiros de acasalamento e
os niveis reduzidos de variabilidade genética como resultado da deriva genética pode
aumentar ainda mais a probabilidade de endogamia (LACY, 1987, ELLSTRAND;
ELAM, 1993). Isso pode levar a uma reducdo do sucesso reprodutivo das plantas, a
curto prazo devido a depressao da endogamia, que pode aumentar ainda mais pelo
acumulo de mutagdes prejudiciais (LANDE, 1994, LYNCH; CONER; BURGER, 1995)
e, a longo prazo, porque a diminui¢gao da variabilidade genética reduz o potencial de
adaptacdo as mudancas das condi¢des ambientais. Em Gentianella. germanica
(Gentianaceae) houve reducao do fitness por limitagdo do polinizador (FISCHER,;
MATTHIES, 1997). Porém uma meta-analise recente mostrou que, entre as espécies,
a magnitude da depressédo da endogamia aumenta com o tamanho da populagéo da
planta, conforme esperado se as espécies que ocorrem em pequenas populacdes

compartilharem uma histéria de endogamia (ANGELON!I et al., 2011).

De acordo com Becerra e Lloyd (1992), em algumas populagcdes acontece
um processo de competicdo, no qual as plantas “favorecem” a formacao de frutos
provenientes de fecundacbes cruzadas. Apenas a populacdo de Brumadinho
apresentou sinais de uma possivel incompatibilidade tardia, pois seus embrides foram
abortados no mesmo estagio embrionario, podendo indicar a presenga de um sistema

de cruzamento auto-incompativel (Figura 1, ver p. 17). Este padrao foi
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observado por Santos (2007) na espécie Acca sellowiana (Myrtaceae), e por Borba
(2001) através de um estudo realizado em espécies do género Pleurothallis
(Orchidaceae). A autocompatibilidade e a auto-incompatibilidade s&o dois extremos
de um gradiente continuo, e sdo poucas as espécies que se localizam nesses
extremos. Desta forma, a distingdo entre essas duas condi¢cdes pode ser arbitraria
(BORBA, 2001). Variagdes na fertilidade em autocruzamentos podem variar entre
populagcdes de uma mesma espécie, e € comum ocorrer em populagdes naturais,
como observado por Lipow (1999) e Schemske (1985).

Os resultados dos cruzamentos intrapopulacionais apresentaram diferengas
entre as populag¢des. Algumas populagdes como a do Caparad, e a de Bom Sucesso
apresentaram grande taxa de producgao de frutos, assim como alta taxa de viabilidade
de sementes (Figura 3, ver p. 19), o que gera a especulagdo de uma alta variabilidade
genética, que poderia ser confirmada através de analises moleculares futuras. Ja as
da Serra do Japi, e as de Sao Roque, apresentaram as menores taxas, o que pode
caracterizar depressao por endogamia nessas populagdes, no caso dos individuos
serem muito parecidos, o que também explica a baixa taxa de producao de frutos
provenientes de autopolinizacdes na populacao da Serra do Japi. Situacdes como esta
ja foram observadas em outro género de Orchidaceae (BORBA, 2001, BRYS;
JACQUEMYN, 2015, SLETVOLD, 2012). Em geral, a depressdo por endogamia
também pode se manifestar em cruzamentos envolvendo individuos semelhantes
geneticamente, com elevado grau de parentesco. Este alto grau de similaridade entre
individuos de uma mesma populacéo pode ter sido provocado por eventos historicos
que resultaram numa drastica diminuicdo populacional, como incéndios ou periodos

prolongados de seca. Nestes casos, as populagdes envolvidas
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correm risco de extingdo, uma vez que a persisténcia da endogamia ao longo das
geragdes pode comprometer os ciclos reprodutivos da espécie (SCHEMSKE, 1985).
Quanto aos cruzamentos interpopulacionais é possivel observar resultados
que indicam diferentes niveis de isolamento reprodutivo. A populagao de Sao Roque
foi a que menos apresentou compatibilidade com o restante das populagdes, e isso
pode apontar o inicio da formag¢ao de uma barreira de isolamento reprodutivo nessa
populagdo, como ja observado em E. denticulatum (PINHEIRO, 2013). A populagéo
do Pico do Desengano também apresentou alto grau de isolamento reprodutivo com
as outras populagdes. Como as populagdes de Epidendrum secundum ocorrem em
regides montanhosas, elas acumulam diferencas genéticas por um longo periodo de
tempo, o que pode gerar barreiras reprodutivas entre elas, causando o isolamento
reprodutivo. A fragmentagcdo e o aumento do isolamento podem limitar o fluxo de
genes entre as populagcdes e promover a diferenciagdo genética entre populagdes.
Essa diferenciacdo poderia evoluir tanto por deriva genética quanto por selegcao
divergente, devido a adaptacao local (LINHART; GRANT, 1996). Se a divergéncia
genética for substancial, os cruzamentos entre as populagdes podem sofrer depressao
alogamica (DUDASH; FENSTER, 2000). Nao se espera que as espécies que se
propaguem e dispersem suas sementes em grandes distancias expressem depressao
por alogamia apds cruzamentos entre populagdes proximas em habitats similares,
porém Sletvold (2012) obteve resultados contrarios a essa ideia previa. Algumas
populagdes podem acumular essas diferengas mais rapidamente do que as outras, o
que explica os diferentes graus de isolamento entre essas populacdes. Resultados
como esse fora observados por Frankham (2011), Ostevik (2016), Sletvold (2012) e
Brys e Jacquemyn (2015). No entanto, existem apenas alguns estudos que

relacionaram a magnitude da depressao por endogamia ou por
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alogamia com a variedade dos sistemas de acasalamento nas orquideas

(JOHNSON et al., 2009, PETER; JOHNSON, 2009).

Entretanto, outras populagdes, como a da Serra do Japi, apresentaram baixo
isolamento reprodutivo com outras populacdes, o que afirma que a compatibilidade
entre elas ainda é alta. Em alguns resultados foi possivel observar as barreiras pré
zigoticas mais intensas do que as pos zigodticas, isso confirma a hipétese de que o
isolamento pds zigdtico evolui gradualmente, enquanto o pré zigético ocorre mais

rapidamente (PINHEIRO et al., 2015).
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CONCLUSAO

E evidente que as populacdes de Epidendrum secundum estio passando por
diferentes situacdes de mudangas em seus sistemas de cruzamento. Essas diferencas
podem ser consequéncias dos diferentes estimulos e impactos ambientais que essas
populagdes estao suscetiveis, o que faz com que elas acumulem diferengas enquanto
se adaptam a diferentes condigcdes do ambiente. O acumulo dessas diferengas é
responsavel por gerar barreiras em algumas dessas populacdes, fazendo com que
elas percam a capacidade de se intercruzarem, caracterizando os primeiros passos
de um isolamento reprodutivo total, e da formacao de novas espécies. O esperado é
que com o tempo essas barreiras se tornem mais fortes, e as definicdes mais
evidentes. Futuramente é interessante que se realize analises moleculares dessas
populagdes, para confirmar as supostas variabilidades genéticas e compatibilidades
entre elas. Além disso, analises dos tubos polinicos também seriam importantes para
observar melhor os processos de aborto dos embrides, seja por endogamia ou por

incompatibilidade tardia.
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