Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Biologicas

Pds-graduacéo em Biologia Vegetal

Deteccao de zona hibrida entre Cattleya
coccinea e C. brevipedunculata (Orchidaceae)
no Parque Estadual do Ibitipoca, Minas
Gerais, utilizando microssatélites e analise
morfometrica

BARBARA SIMOES SANTOS LEAL

Belo Horizonte

2013



Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Biologicas

Pds-graduacéo em Biologia Vegetal

Deteccdo de zona hibrida entre Cattleya
coccinea e C. brevipedunculata (Orchidaceae)
no Parque Estadual do Ibitipoca, Minas
Gerais, utilizando microssateélites e analise
morfometrica

BARBARA SIMOES SANTOS LEAL

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
graduacdo em Biologia Vegetal da Universidade
Federal de Minas Gerais como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestre em
Boténica.

ORIENTADOR: Dr. Eduardo Leite Borba

CO-ORIENTADORA: Dra. Samantha Koehler

Belo Horizonte

2013



“There is grandeur in this view of life.”

Charles Darwin
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RESUMO GERAL

Embora a expressdo de caracteres morfologicos em hibridos seja imprevisivel,
resultando muitas vezes em um mosaico de caracteres parentais, caracteres
intermediarios e novos caracteres, muitos hibridos naturais de Orchidaceae tém sido
descritos somente a partir da observacdo de fen6tipos intermediérios a de dois taxons
aceitos. Marcadores moleculares tém se mostrado uma boa ferramenta para checar tais
predicdes feitas a partir da morfologia e para caracterizar a arquitetura de zonas hibridas
naturais em plantas, inclusive na familia Orchidaceae. Neste trabalho, utilizamos
analises morfométricas multivariadas com 24 caracteres florais e vegetativos e analises
genéticas moleculares, a partir de sete loci microssatélites, para investigar uma possivel
zona hibrida entre Cattleya coccinea Lindl. e C. brevipedunculata (Cogn.) Van den
Berg (Epidendreae: Laeliinae), localizada no Parque Estadual do Ibitipoca (PEI), Minas
Gerais, Brasil. Ambas espécies sdao distinguidas principalmente a partir do formato de
folha e pseudobulbo e do comprimento do pedunculo floral, além da distribuicdo
geogréfica e periodo de floracdo. Analises morfométricas sustentam as diferencas entre
a C. coccinea e C. brevipedunculata e indicam um continuo de variacdo no PEI, sendo
que os extremos desse continuo se sobrepdem as populacdes alopatricas utilizadas como
referéncia. Os dados de variabilidade e estrutura genética, porém, ndo confirmam a
hipdtese de hibridacdo e/ou introgressdao no PEI, sendo que evidéncias acumuladas a
partir da analise bayesiana da estrutura genética, analise de agrupamento e distribuicao
das frequéncias alélicas brutas apontam que essa seja uma populacdo pura de C.
brevipedunculata. Diferentemente de outras populacdes conhecidas dessa espécie, onde
os individuos ocorrem em ambiente aberto, parte dos individuos da populacdo do PEI
ocorrem na mata, sob condicGes de sombreamento. A variagdo morfoldgica observada
no PEIl pode, assim, estar relacionada a plasticidade fenotipica de caracteristicas
vegetativas em resposta as variacdes na incidéncia de luz, como foi indicado pelas
diferencas significativas em variaveis de folha e pseudobulbo entre individuos
localizados em campo rupestre e mata. Esses resultados tém importantes implicacdes,
pois evidenciam a baixa confiabilidade da morfologia para deteccdo de hibridos naturais
e o potencial de caracteres vegetativos como fator de confusdo na distingcdo de taxons

proximamente relacionados. A variagdo morfoldgica associada a plasticidade sugerida



neste trabalho pode ser futuramente investigada, inclusive quanto a ser ou n&o

adaptativa, por meio de experimentos controlados.



GENERAL ABSTRACT

Although the expression of morphological traits in hybrid is unpredictable, often
resulting in a mosaic of parental, intermediate, and new characters, many natural
hybrids of Orchidaceae have been reported only through the observation of intermediate
phenotypes to its putative parental. Molecular markers have been shown to be a good
tool to test such morphological hypotheses and to characterize the architecture of natural
hybrid zones in plants, including in Orchidaceae. In this study, we used multivariate
morphometric analyses of 24 floral and vegetative characters and molecular genetic
analysis, based in seven microsatellite loci, to investigate a supposed hybrid zone
between Cattleya coccinea Lindl. and C. brevipedunculata (Cogn.) Van den Berg
(Epidendreae: Laeliinae), located at Parque Estadual do Ibitipoca (PEI), Minas Gerais
state, Brazil. Both species are mainly distinguished by leaf and pseudobulb size and
form and peduncle length, and also by geographical distribution. Morphometric
analyses support differences between C. coccinea and C. brevipedunculata and indicate
a continuum of variation at PEI, with the extremes of this continuum overlapping the
morphology of allopatric populations used as reference. The variability and genetic
structure data, however, do not confirm the hypothesis of hybridization nor
introgression at PEI, and accumulated evidences from bayesian analysis of genetic
structure, cluster analysis and distribution of allelic frequencies indicate that it is a pure
population of C. brevipedunculata. Unlike other known populations of this species,
where individuals occur in open sunny sites, the individuals of PEI’s population also
occur in the woods, under shaded conditions. The morphological variation observed
may thus be related to phenotypic plasticity of vegetative traits in response to changes
of light incidence, as indicated by significant differences in leaf and pseudobulb
characters between individuals located at rock outcrops and woods. These results
demonstrate the unreliability of morphology for detecting natural hybrids and the
potential of vegetative characters as a confounding factor in distinguishing closely

related taxa.



INTRODUCAO GERAL

A FAMILIA ORCHIDACEAE E O GENERO CATTLEYA

A familia Orchidaceae possui cerca de 24.500 espécies distribuidas por todo o
planeta, exceto Antartida, e apresenta alta diversidade na regido Neotropical, onde séo
particularmente numerosas como epifitas (Dressler, 2005). Esse representativo grupo de
plantas tem fascinado bidlogos ha tempos devido a notavel variedade de estratégias de
vida, caracteristicas florais e vegetativas e sindromes de polinizacdo (Fay & Chase,
2009). Ainda que a enorme diversidade de orquideas possa oferecer muitas
oportunidades de explorar questdes evolutivas, a familia esta, surpreendentemente, sub-
representada em estudos de especiagéo, evolucédo e isolamento reprodutivo, assim como
no desenvolvimento de marcadores moleculares, quando comparadas a familias com
riqueza comparavel (Peakall, 2007). Por muitos anos, essa escassez de estudos esteve
relacionada as incertezas de parentesco filogenético, que inibia projetos de pesquisa em
diversas areas da biologia de orquideas devido a dificuldade em formular hipdteses
evolutivas (Fay & Chase, 2009). A partir dos anos 90, porem, houve um crescente
numero de estudos filogenéticos, o que tem possibilitado o desenvolvimento de outras
areas de estudo relacionadas (Fay & Chase, 2009).

As orquideas subdividem-se em cinco subfamilias (Apostasioiodeae,
Cypripedioideae, Vanilloideae, Orchidoideae e Epidendroideae), sendo Epidendroideae
a mais diversa, com cerca de 650 géneros e 18.000 espécies (Pridgeon et al., 2005).
Laeliinae (Epidendreae; Epidendroideae) é a terceira maior subtribo de Orchidaceae,
possuindo aproximadamente 40 géneros e 2080 espécies distribuidas exclusivamente no
Neotropico (Pridgeon et al., 2005). Essa subtribo inclui alguns dos mais importantes
géneros de plantas ornamentais, como Laelia e Catlleya, e géneros representativos na
flora de orquideas neotropicais, como Epidendrum, Encyclia e Prostechea (van den
Berg et al., 2000). Devido a grande variacdo das caracteristicas morfoldgicas e do
grande numero de espécies e grupos genéricos e infragenéricos, essa subtribo constitui
um grupo de interesse em relacdo aos padrdes de diversificacdo (van den Berg et al.,
2009).

O género Sophronitis (Laeliinae) incluia apenas nove espécies brasileiras de

orquideas de pequeno porte com flores laranja-avermelhadas a vermelhas,



caracterizadas por possuirem pseudobulbos agrupados, labelo séssil na base da coluna,
pequenas asas nas laterais da cavidade estigmatica, coluna curta e espessa e 0ito
polineas (Withner, 1990). A partir dos resultados de estudos filogenéticos com dados
moleculares, o género foi recircunscrito e passou a englobar também todas as espécies
brasileiras anteriormente incluidas em Laelia Lindl. (van den Berg & Chase, 2000).
Mais tarde, baseando-se em caracteres morfologicos, Chiron & Castro (2002)
propuseram uma nova circunscricdo de Sophronitis, dividindo-o em cinco géneros:
Hadrolaelia, Hoffmannseggella, Microlaelia e Dungsia, além de Sophronitis.
Recentemente, porém, todas as espécies de Sophronitis (sensu van den Berg & Chase,
2000) foram transferidas para o género Cattleya, de forma a manter a monofilia deste e
de evitar a criacdo de varios géneros menores que incluissem as espécies de Cattleya
(van den Berg et al., 2009). Atualmente, o género Cattleya Lindl. compreende cerca de
100 especies, distribuidas na América Central (Costa Rica e Panama) e América do Sul
(Govaerts et al., 2011), usualmente como epifitas. Grande parte dessas espécies ocorre
no Planalto Brasileiro, regido geogréafica que cobre a maior parte das porgdes leste, sul e
central do Brasil (Pridgeon et al., 2005).

Em analises filogenéticas recentes, van den Berg et al. (2000), van den Berg et
al. (2009) e Rodrigues (2010) observaram que 0 antigo género Sophronitis (stricto
sensu) era parafilético ou polifilético, uma vez que C. cernua, espécie formalmente
colocada nesse género, forma uma linhagem distinta, estando agrupada com espécies
antes circunscritas como Laelia. Outra espécie desse grupo, C. pterocarpa, foi
recentemente sinonimizada (van den Berg, 2008). As sete espécies restantes
reconhecidas como Sophronitis (stricto sensu) compreendem um grupo monofilético
(van den Berg et al., 2009) denominado por Rodrigues (2010) como “clado Cattleya
coccinea”, que é definido pela presenca de flores grandes e solitarias com pétalas muito
maiores que as sépalas (Fowlie, 1987). Algumas dessas espécies foram inicialmente
descritas em categorias infraespecificas, depois, elevadas ao nivel de espécie por Fowlie
(e.g., 1972). Trés das espécies desse clado, C. acuensis, C. bicolor e C. pygmaea, sdo
raras, sendo as duas primeiras duvidosas e conhecidas somente pelo material tipo
(Rodrigues, 2010). A morfologia das espécies do “clado Cattleya coccinea” é bastante
homogénea e pode-se considerar que elas formam um complexo cuja delimitacdo ainda
é imprecisa. Pelo fato das flores serem tdo similares entre essas espécies, caracteristicas
relacionadas ao habitat, floracdo e morfologia vegetativa sdo requeridas para diferencia-
las (Withner, 1990).

10



HIBRIDACAO NATURAL EM PLANTAS

A ocorréncia de hibridacdo natural € um evento comum em Orchidaceae
(Dressler, 1993) e alguns hibridos naturais ja foram descritos para espécies da subtribo
Laeliinae, inclusive do género Cattleya (e.g. Pabst & Dungs 1975; 1977; Silva, 2008).
Barreiras genéticas ndo sdo bem desenvolvidas nessa familia, e especialmente nesse
género (Silva-Pereira et al., 2007), onde hibridos artificiais sdo frequentemente obtidos.
As topologias contrastantes entre ITS e marcadores plastidiais, obtidas em analises
filogenéticas recentes, sugerem que hibridacdo seja um processo importante na evolucao
da “alianca Cattleya”, que inclui os géneros Cattleya, Brassavola, Guarianthe e
Rhyncholaelia, e enfatizam a necessidade de estudos detalhados desse processo (van
den Berg et al., 2009). Além disso, a hibridag&o natural ja foi detectada através do uso
de marcadores moleculares em Cattleya (Silva, 2008), e € tida como uma das possiveis
fontes de diversidade morfologica do complexo C. coccinea, tendo sido evidenciada a
origem hibrida de uma populacédo localizada no Alto Caparad (MG) em um estudo
recente empregando marcadores ISSR (Rodrigues, dados ndo publicados).

De um ponto de vista conservador, que atribui um pequeno papel evolutivo a
hibridacdo, esse processo pode influenciar a especiacdo somente pelo reforco de
barreiras reprodutivas desenvolvidas a partir da selecdo contra hibridos inaptos
(Dobzhansky, 1940; Mayr, 1992; Schemske, 2000). Outras posicdes, porém,
reconhecem a hibridacdo natural como uma potente forca evolutiva, relacionada aos
fendmenos de especiacdo e adaptacdo, em particular no reino vegetal (Anderson, 1949;
Stebbins, 1959). A especiacdo por hibridacdo atraves da alopoliploidia é tido, por
exemplo, como o mecanismo mais comum de especiacdo rapida em plantas (Soltis &
Soltis, 1999). Nesse caso, alopoliploides sdo, em geral, reprodutivamente isolados dos
parentais pelas diferencas nos niveis de ploidia, que geram uma elevada proporc¢do de
prole triploide inviavel ou estéril (mas ver e.g. Aagaard et al., 2005; Pinheiro et al.,
2010). Apesar de ser mais dificil de ser identificada e investigada, a hibridacdo sem
alteracdo de ploidia (homoploidia) também pode levar a especiacdo (Arnold, 1997;
Hegarty & Hiscock, 2005). Entretanto, para que a especia¢do por homoploidia ocorra,
os hibridos devem estar isolados dos parentais pela selecdo de um novo ambiente, pois o

sucesso da hibridacdo em si depende dos hibridos gerados serem parcialmente férteis ou
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vidveis e, como consequéncia disso, retrocruzamentos com parentais Sao
frequentemente possiveis (Rieseberg & Carney, 1998).

A introgressdo, ou fluxo génico interespecifico, pode resultar no aumento da
diversidade genética, na origem e transferéncia de caracteristicas adaptativas, na origem
de ecétipos ou espécies e na ruptura ou reforco das barreiras de isolamento reprodutivo
entre as espécies (Abbott, 1992; Rieseberg & Wendel, 1993). Embora muitos genotipos
hibridos tenham menor fitness, é possivel que em alguns deles ocorra o inverso, e
consequentemente, contribuam para a adaptacao através da introgressao de alelos ou do
estabelecimento de um gen6tipo recombinante (Barton, 2001). Véarios exemplos de
introgressdo de caracteristicas adaptativas tem sido hipotetizados em plantas (e.g.
Martinsen et al., 2001; Bradshaw Jr & Schemske, 2003), mas em muitos desses o valor
adaptativo dessas caracteristicas ndo sé@o claros, sendo dificil a distin¢do entre os efeitos
da introgressdo e aqueles provenientes da retencdo de estados de caractere ancestrais
e/ou da convergéncia (Martin et al., 2006). Trabalhos recentes, porém, fornecem
evidéncias de que o aumento da diversidade genética e as novas combinagdes génicas
resultantes da hibridacdo promovem o desenvolvimento e aquisicdo de adaptacdes
(Arnold et al., 2003, Rieseberg et al., 2003; Martin et al., 2006). Para que a hibridacao
contribua na adaptacdo, gendtipos hibridos aptos devem escapar da “massa de
recombinantes ndo-aptos” de uma populacéo hibrida por mecanismos como reproducéo
assexuada, especiacdo por homoploidia e introgressdo de alelos vantajosos (Barton,
2001; Rieseberg et al., 2003).

A importancia da hibridacdo como fendmeno evolutivo contrasta com a Vvisdo
geral do impacto que esse processo possa ter sobre a conservacdo (Wolf et al. 2001;
Cozzolino et al., 2006). Processos de hibridacdo e introgressdo tém sido associados a
promoc¢do da invasdo de plantas (Ellstrand & Schierenbeck, 2000; Schierenbeck &
Ellstrand, 2009) e a extincdo de taxons raros devido a assimilacdo genética por uma
espécie comum (Levin et al., 1996; Rhymer & Simberloff, 1996; Arnold, 1997;
Allendorf et al., 2001). A hibridacdo entre espécies introduzidas e nativas também séo
consideradas um problema para a conservacao (Abbott, 1992; Rhymer & Simberloff,
1996; Allendorf et al., 2001) e se tornou um importante tdépico em debate apds o
desenvolvimento dos transgénicos (Hails & Morley, 2005).

A hibridagdo também € de interesse devido ao seu impacto em reconstrugdes
filogenéticas, tanto no reconhecimento dos taxa de origem hibrida, quanto em termos da

disrupcgdo topoldgica entre taxas ndo-hibridos (Funk, 1985; Rieseberg & Wendel, 1993).

12



A especiacdo de origem hibrida é tida como uma das causas de incongruéncias
topoldgicas entre arvores de genes (Rieseberg, 1991), e essas incongruéncias podem ter
utilidade para a deteccdo de hibridos. Para isso, porém, € necesséario que seja feita a
devida distingdo entre o impacto da hibridacdo na topologia e o impacto advindo de
outros processos biolégicos — tais como ordenacdo aleatéria de polimorfismo ancestral
(lineage sorting), paralogia e transferéncia lateral de genes (Sang & Zhong, 2000).
Embora a introgressdo possa resultar na transferéncia de adaptages, barreiras ao
fluxo génico podem prevenir que esse processo ocorra, mantendo as zonas hibridas
estaveis (Barton, 2001; Martin et al.,, 2006). Pares de espécies desenvolvem
frequentemente inlmeros mecanismos de isolamento que reduzem, em muitos casos, a
chance de formacdo de hibridos (Martin et al., 2006). Em orquideas, barreiras pré-
polinizacdo, relacionadas a especializacdo floral em resposta as caracteristicas do
polinizador, tém sido historicamente associadas a manutencdo da integridade das
espécies (Van der Pijl & Dodson, 1966; Steiner et al., 1994; Ellis & Johnson, 1999;
Borba et al., 1999, 2001; Tremblay et al., 2005). Estudos recentes, porém, tém chamado
atencdo para a prevaléncia de barreiras pds-polinizacdo em orquideas com menor nivel
de especializagdo do polinizador, como naquelas que exibem mecanismos de
polinizacdo por engodo (e.g. Moccia et al., 2007; Scopece et al., 2008; Cortis et al.,
2009). A adaptacdo de espécies parentais a habitats especializados pode ser, em alguns
casos, a unica barreira reprodutiva entre pares de espécies de orquideas (Smidt et al.
2006). Em muitos casos, porem, a ndo ocorréncia ou escassez de hibridos e/ou de
retrocruzamentos estd associada a uma combinacdo de mecanismos pré- e pos-
polinizacéo (e.g. Borba & Semir, 1998; Borba et al., 1999; Silva-Pereira et al., 2007).
Muito do entendimento atual a respeito da biologia das diferentes classes de
hibridos provem de estudos de hibridos experimentais e da manipulacdo experimental
de zonas hibridas ja descritas. Mas, a utilizacdo de zonas hibridas naturais como modelo
de estudo de processos evolutivos tem somado muito ao conhecido acerca do potencial
evolutivo de hibridos (Rieseberg & Carney, 1998). Esses sistemas naturais funcionam
como laboratérios onde processos fundamentais como isolamento reprodutivo e
manutencdo ou ruptura de barreiras entre espécies podem ser investigados, fornecendo
ideias a respeito de processos evolutivos que influenciam as interacbes genéticas e
ecoldgicas entre populacdes divergentes (Barton & Hewitt, 1989; Minder et al., 2007;
Moccia et al., 2007). Com a utilizacdo de marcadores moleculares, a ocorréncia de

hibridacdo e/ou introgressdo vém sendo evidenciada e caracterizada em varios trabalhos
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recentes com orquideas do Velho Mundo (e.g. Soliva & Widmer, 2003; Moccia et al.,
2007; Pellegrino et al., 2009). Nos neotropicos, porém, ainda sdo escassos 0s estudos
que utilizam essa abordagem para a investigacdo de zonas hibridas naturais (ver
Pinheiro et al., 2010).

Marcadores moleculares co-dominantes fornecem ferramentas valiosas para o
estudo da hibridacdo porque permitem a caracterizacdo de individuos como puros e
hibridos, o que é essencial para a documentacdo de fluxo génico entre espécies
(Anderson & Thompson, 2002). A preponderancia de hibridos F1, por exemplo, pode
indicar hibridacéo restrita e baixo potencial de fluxo génico entre os parentais, enquanto
a elevada frequéncia de retrocruzamentos e a detecgdo de introgressdo pode indicar alto
potencial de fluxo génico. As vantagens da utilizagdo de marcadores moleculares em
estudos de hibridacdo s@o reconhecidas ha algumas décadas e estdo relacionadas ao fato
de esses serem presumivelmente neutros e independentes, estarem disponiveis em
grande quantidade e apresentarem apenas pequenos niveis de variacdo ndo-herdada
(Rieseberg & Wendel, 1993). Em contraste com os caracteres morfologicos, a expressao
de caracteres moleculares é elaborada e previsivel e, quando usados corretamente, 0s
marcadores moleculares podem fornecer informacdes detalhadas sobre os hibridos,
verificando as predigdes feitas a partir da morfologia (Rieseberg & Ellstrand, 1993).
Atualmente, a disponibilidade de marcadores hipervariaveis, como 0s microssatélites, e
de procedimentos estatisticos mais poderosos, como a analise bayesiana (Pritchard et
al., 2000; Anderson & Thompson, 2002), tem facilitado a detec¢do de hibridos e
introgressantes (Vaha & Primmer, 2006; Burgarella et al., 2009; Marie et al., 2011).
Microssatélites sdo marcadores co-dominantes altamente polimérficos e abundantes no
genoma, estando uniformemente distribuidos na eucromatina (Schlétterer, 2004). Esses
marcadores tém se tornado mais populares em estudos com abordagem populacional
devido a possibilidade de combinacdo eficiente de muitos loci no processo de
genotipagem, fornecendo uma rapida e barata amostragem do genoma (Selkoe &
Toonen, 2006).

A utilizacdo de marcadores genéticos moleculares tem contornado algumas
limitacGes relacionadas a baixa acuracia na distingdo de individuos puros e hibridos a
partir de caracteristicas morfologicas e fisioldgicas (Cattell & Karl, 2004). Em uma
revisdo de 46 estudos de morfologia de hibridos, na maioria artificiais, Rieseberg &
Wendel (1993) concluiram que individuos de origem hibrida ndo sdo mais propensos a

ter caracteres intermediarios e que boa parte dos caracteres encontrados nesses sdo, na
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verdade, novos ou extremos em relacdo ao dos parentais. Essa pouca relagdo entre
hibridacdo e morfologia intermediéria se acentua quando a introgressdo é extensiva e/ou
quando a hibridacdo é histérica. Reed & Frankham (2001) também mostraram que ha
pouca correlacdo entre os resultados de analises moleculares, que utilizam marcadores
seletivamente neutros, e medidas quantitativas, que sao influenciadas pelo ambiente (ou
submetidos a selecdo) e estdo supostamente sob controle poligénico. Apesar disso,
caracteres morfoldgicos intermediarios, assim como incongruéncias nas topologias de
arvores filogenéticas, sdo Uteis para levantar hipoteses a respeito da hibridacdo entre
taxons e, quando associados aos dados moleculares, podem fornecer um quadro mais
informativo da natureza e historia evolutiva das populacGes envolvidas nesse processo
(Blackstock & Ashton, 2010).

Ferramentas estatisticas multivariadas tém sido usadas para examinar conjuntos
de dados morfoldgicos (em geral, caracteres de distancias e angulos) e, assim, investigar
variacdes a nivel populacional em um contexto evolutivo (Stuessy, 2009). Em plantas,
técnicas morfométricas tradicionais (e.g. analise de agrupamento, andlise de
componentes principais, analises de discriminantes) sdo as mais empregadas em estudos
que lidam com variagdes entre populacdes ou entre tdxons relacionados, incluindo os
realizados com espécies de Orchidaceae. Essas analises permitem interpretar um
conjunto extenso de informacdes, sendo Uteis para investigar padrées morfoldgicos
intraespecificos (e.g., Pinheiro & Barros, 2007; Warghat et al., 2012), delimitar espécies
pertencentes a um complexo (e.g., Romero & Real, 2005; Ribeiro et al., 2008; Pinheiro
& Barros, 2009; Kaplan & Marhold, 2012) e identificar indicios de hibridacdo (e.g.,
Ellis & Johnson, 1999; Knyasev et al., 2000; Lambert et al., 2006). Nesse ultimo caso,
os dados morfolégicos podem ajudar a esclarecer as causas da variacéo, distinguindo o
quanto da variagdo morfologica € proprio da espécie e o quanto pode ser devido a
hibridacdo e/ou introgressdo (Ellis & Johnson, 1999; Lambert et al., 2006). Dados
morfologicos tém sido combinados aos dados fornecidos por marcadores moleculares
em diversas investigaches de hibridacdo em orquideas (e.g. Peakall et al., 1997
Nielsen, 2000; Bateman et al., 2008; Stahlberg, 2009; De Hert et al., 2012).

O presente estudo utiliza uma abordagem combinada de analises morfométricas
e genética molecular para identificar e caracterizar a provavel ocorréncia de hibridagédo
e introgressao entre duas espécies de orquideas proximamente relacionadas e ocorrentes
em fisionomias vegetacionais distintas, Cattleya coccinea e C. brevipedunculata

(Laellinae), em uma é&rea localizada no Parque Estadual do Ibitipoca (PEI), Minas
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Gerais. Apesar de ser reconhecida por alguns autores como uma populagdo de C.
coccinea (Neto et al., 2007), observacdes acerca da morfologia e ecologia dos
individuos e da localizagdo intermediaria do PEI em relacdo a distribuicdo de C.
coccinea e C. brevipedunculata sugerem que ambas as espécies ocorrem nesse local e
que ha hibridacdo e/ou introgressdo entre as mesmas. Tal hipdtese é também sugerida
por Rodrigues (2010) a partir dos resultados de anéalises filogenéticas que posicionaram
essa populacdo como grupo irmdo do clado formado por C. brevipedunculata e C.
wittigiana. Neste trabalho, dados morfométricos e genéticos sdo discutidos a luz de
observacdes ecoldgicas, relacionadas as diferencas de habitat entre as espécies, na
tentativa de obter uma melhor compreensdo dos mecanismos que geram a ampla

variacdo morfoldgica observada nos individuos do Parque Estadual do Ibitipoca.
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CAPITULO 1

Relacdes entre morfologia intermediaria e hibridacdo natural
em plantas: desvendando uma possivel zona hibrida entre

Cattleya coccinea e C. brevipedunculata (Orchidaceae)
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RESUMO

Cattleya coccinea e C. brevipedunculata (Orchidaceae) sdo espécies proximamente
relacionadas distinguidas, principalmente, pela distribuicdo geogréafica, morfologia
vegetativa e periodos de floracdo. Ambas as espécies habitam regides de elevada
altitude no sudeste e sul do Brasil, e estéo associadas a habitats distintos, localizados em
florestas de altitude e campos rupestres, respectivamente. Neste trabalho, utilizamos
analises morfométricas multivariadas e analises genéticas moleculares, empregando
marcadores microssatélites, para testar a ocorréncia de uma zona hibrida entre as duas
espécies, localizada no Parque Estadual do Ibitipoca, Brasil. Apesar da morfometria
indicar um continuo de variacdo morfoldgica, intermediario a dos dois taxons e
influenciado principalmente por caracteres de folha, pseudobulbo e pedunculo floral, os
dados de variabilidade e estrutura genetica ndo suportam a ocorréncia de hibridagéo
e/ou introgressdo, evidenciando que se trata de uma populagdo pura de C.
brevipedunculata e ndo de uma zona hibrida. As diferencas quanto aos caracteres
vegetativos entre individuos localizados em campo rupestre e mata indicam que a
variacdo morfologica observada pode estar relacionada a plasticidade fenotipica em
resposta as variacfes de luz do ambiente, uma situacdo desconhecida para a espécie.
Nossos resultados enfatizam, assim, a possibilidade de inconsisténcia da morfologia
para determinacdo de hibridos e chamam atencdo para o papel dos caracteres
vegetativos como um possivel complicador na taxonomia dessas espécies, por serem

passiveis de influéncia ambiental.

Palavras-chave: Morfometria, Microssatélites, Orchidaceae, Plasticidade fenotipica,

Variacdo morfoldgica, Zonas hibridas naturais.
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INTRODUCAO

Hibridacdo natural € um processo largamente difundido em plantas e de
crescente interesse devido a sua importancia na evolugdo (Stebbins, 1959; Arnold,
1992; Rieseberg, 1995). Eventos de hibridagio natural sdo frequentes em Orchidaceae,
sendo grande parte desses interespecificos, mas ndo raramente intergenéricos (Adams &
Anderson, 1958); van der Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1981). Embora a expresséo de
caracteres morfologicos em hibridos seja imprevisivel, resultando muitas vezes em um
mosaico de caracteres parentais, caracteres intermediarios e novos caracteres (Rieseberg
& Ellstrand, 1993), muitos hibridos naturais dessa familia vém sendo descritos somente
a partir da observacéo de fenotipos intermediarios a de dois taxons aceitos (e.g., Pabst &
Dungs, 1975; 1977). Apenas algumas vezes a origem hibrida de tal variagdo
morfologica tem sido testada e os padrdes investigados através de técnicas de
citogenética, morfometria, cromatografia (e.g., Kallunki, 1976; Nilsson, 1983; Ellis &
Johnson, 1999) e, mais recentemente, através de marcadores genéticos moleculares, tais
como alozimas, AFLP e microssatélites (e.g., Hedrén, 1996; Peakall et al., 1997;
Nielsen, 2000; Soliva & Widmer, 2003; Aagaard et al., 2005; Azevedo et al., 2006;
Moccia et al., 2007; Bateman et al., 2008; De Hert et al., 2011).

Marcadores moleculares tem se mostrado uma boa ferramenta para caracterizar a
arquitetura de zonas hibridas naturais. O desenvolvimento e a disponibilidade crescente
desses tém facilitado os estudos sobre hibridacdo natural e introgressdo devido ao poder
em detectar até mesmo pequenos niveis de introgressdo (Rieseberg & Ellstrand, 1993;
Martinsen et al., 2001, Moccia et al., 2007). A caracterizacdo da composicdo de zonas
hibridas em diferentes classes (F1, F2, hibridos de geracGes posteriores e
retrocruzamentos) fornece informacbes acerca do fluxo génico potencial, podendo
ajudar a esclarecer os processos que mantém ou dissolvem as barreiras reprodutivas
entre as espécies (Lexer et al., 2005, Minder et al., 2007; Moccia et al., 2007). Embora
dados morfoldgicos, quando analisados sozinhos, ndo parecam ser suficientes para
reconhecer hibridos acuradamente, em adi¢do aos dados genéticos, eles podem oferecer
informacGes a respeito de fenbmenos evolutivos e ecoldgicos relacionados a hibridacédo
(Minder et al., 2007), especialmente quando espécies ecologicamente divergentes estdo

envolvidas nesse processo.
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Zonas hibridas naturais bem documentadas envolvendo orquideas existem e
outras séo sugeridas (e.g., Cozzolino et al., 2006; Pinheiro et al., 2010), mas nem toda a
variagdo morfologica pode ser atribuida a hibridagdo entre téxons, podendo,
alternativamente, estar relacionada a deriva genética ou a sele¢do disruptiva (Ackerman
et al., 2011). Outra possivel fonte de variacdo morfoldégica a nivel populacional é a
plasticidade fenotipica, definida como a habilidade de um individuo alterar sua
fisiologia/morfologia em resposta as condicBes ambientais. Esta habilidade &
particularmente importante em plantas, devido a forma de vida séssil (Bradshaw, 1965;
Schlichting, 1986; Sultan, 2000), representando uma importante estratégia para lidar
com a heterogeneidade ambiental (van Kleunen & Fischer, 2005). Ainda que nem toda
plasticidade seja adaptativa, algumas mudancas na morfologia e fisiologia podem
aumentar o sucesso individual (Bradshaw, 1965; Schlichting, 1986). A heterogeneidade
espacial pode resultar na selecdo da plasticidade dependendo da escala da
heterogeneidade em relacdo ao tamanho da unidade de resposta, do tamanho do
individuo genético e do alcance da dispersao da prole (Alpert & Simms, 2002). Embora
a hibridacdo seja uma das principais fontes de variagcdo morfolégica em Orchidaceae
(Nazzaro et al., 1999), variacdes fenotipicas ndo usuais em uma espécie podem estar
relacionadas a outros processos. A analise direta da morfologia, acoplada a observacao
das condi¢cdes ambientais na mesma escala em que ocorrem essas variagdes, pode ajudar
a reconhecer tais processos.

Neste trabalho, investigamos uma possivel zona hibrida entre Cattleya coccinea
Lindl. e C. brevipedunculata (Cogn.) Van den Berg (Epidendreae: Laeliinae), espécies
associadas usualmente a habitats divergentes. Uma ampla variacdo morfologica foi
observada em uma populacéo reconhecida por Neto et al. (2007) como de C. coccinea,
localizada no Parque Estadual do Ibitipoca, estado de Minas Gerais, Brasil. Nesse local,
a maior parte dos individuos que ocorrem no interior de matas possui fenétipo similar
ao de C. coccinea, enguanto individuos que estdo em afloramentos rochosos sdo
similares morfologicamente a outra espécie relacionada, C. brevipedunculata.
Geograficamente, a populacdo do Parque Estadual do Ibitipoca ocorre em posicdo
intermediaria a Serra do Espinhaco, area de ocorréncia de C. brevipedunculata, e a
Serra da Mantiqueira e Serra do Mar, areas de ocorréncia de C. coccinea, podendo ser
um sitio de extremo de distribuicdo e contato das duas espécies. Tais observagdes
sugerem que C. coccinea e C. brevipedunculata poderiam ocorrer no local e a ampla

variagdo intermediaria a dos dois tdxons seria, entdo, um indicativo de hibridagdo e
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introgressdo entre 0s mesmos. Essa hipdtese foi também levantada por Rodrigues
(2010) a partir de analises filogenéticas recentes que posicionaram essa populacdo como
grupo irmé&o do clado formado por C. brevipedunculata e C. wittigiana. A ocorréncia de
diversos hibridos naturais (Pabst & Dungs, 1975) e artificiais obtidos a partir de
cruzamentos entre espécies de Cattleya sugere que a compatibilidade genética
interespecifica é extremamente comum no género.

Nos Neotropicos, trabalhos que investigam possiveis zonas hibridas envolvendo
orquideas ainda sdo escassos (e.g. Pinheiro et al., 2010), embora esse processo possa ter
um papel significativo na evolucdo de grupos exclusivamente neotropicais, como na
“alianca Cattleya” (Laeliinae), da qual C. coccinea e C. brevipedunculata fazem parte
(van den Berg et al., 2009). Neste trabalho, objetivamos (a) verificar se Cattleya
coccinea e C. brevipedunculata ocorrem em simpatria na area localizada dentro do
Parque Estadual do Ibitipoca, (b) investigar a ocorréncia de hibridacdo natural e/ou
introgressao entre as espéecies, descrevendo a intensidade e direcdo em que se da o fluxo
génico e (c) correlacionar os dados morfologicos e genéticos com a ecologia dos
possiveis parentais e hibridos. Para isso, utilizamos analises morfométricas

multivariadas e analises moleculares, empregando marcadores microssatélites.

21



MATERIAL E METODOS

ESPECIES ESTUDADAS

Cattleya coccinea e C. brevipedunculata sdo orquideas epifitas encontradas em
regides de elevada altitude (acima de 800m) no sudeste e sul do Brasil. Enquanto C.
coccinea cresce em florestas de altitude da Serra do Mar e da Serra da Mantiqueira, C.
brevipedunculata ocorre nos campos rupestres da Serra do Espinhago, sendo uma
epifita especializada em Vellozia (Fowlie, 1987; van den Berg, 2005). As populacfes de
C. coccinea da Serra da Mantiqueira tém sido tratadas como uma espécie distinta, C.
mantiqueirae (Fowlie, 1972, 1987), porém esta segregacdo nao € corroborada por
estudos filogenéticos, sendo sugerida a sua sinonimizacdo (Rodrigues, 2010). Desta
forma, neste trabalho estamos adotando a inclusdo de todas estas populagdes em C.
coccinea.

Além da distribuicdo geografica disjunta e do habitat diverso, caracteristicas
morfologicas e periodo de floragdo tém sido usados na distingdo de C. coccinea e C.
brevipedunculata. Enquanto C. coccinea apresenta pseudobulbos mais cilindricos sem
arranjo definido e folhas mais estreitas, eretas ou curvadas, com ou sem nervura central
vermelha e pigmentacdo vermelha marginal (figura 1A), C. brevipedunculata apresenta
pseudobulbos globosos, dispostos em fila dupla, folhas ovaladas, paralelas ao substrato
e pedunculo curto (figura 1B) (Fowlie, 1987). Caracteristicas florais tem se mostrado
pouco consistentes para a distingdo destas espécies (Withner, 1990), sendo observada
grande variacdo dentro das populacdes. Cattleya coccinea tem picos de floracdo em
janeiro-fevereiro, abril-maio e agosto-outubro (variavel entre populacdes da Serra da
Mantiqueira e Serra do Mar) e C. brevipedunculata tem um pico de floracdo em abril-
maio (Fowlie, 1987).

No Parque Estadual do Ibitipoca (PEI), foram observados individuos habitando
os dois ambientes tipicos das espécies: mata e campo rupestre, sendo os fendtipos
compativeis com o descrito para as duas espécies (C. coccinea e C. brevipedunculata,
respectivamente). Sao encontrados, porém, varios individuos intermediarios em relacéo
a combinacdo de caracteres relacionados ao formato de folha e pseudobulbo e ao arranjo
do pseudobulbo. A existéncia de um continuo entre individuos de mata e campo

rupestre sugere a existéncia de uma zona hibrida, com ocorréncia de hibridagdo e
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introgressao por retrocruzamento dos hibridos com ambos os parentais. Por esse motivo,
todos individuos amostrados nessa area foram previamente classificados em trés
subgrupos, com base nas caracteristicas de folha e pseudobulbo, em: morfo C. coccinea
e supostos introgressantes (Cib), morfo C. brevipedunculata e supostos introgressantes
(Bib), e possiveis hibridos (Hib) (figura 1C-G).

AREA DE ESTUDO E AMOSTRAGEM

O Parque Estadual do Ibitipoca (PEI) esta localizado nos municipios de Santa
Rita de Ibitipoca e Lima Duarte, Minas Gerais, ocupando uma &rea total de 1923,5 ha da
Serra do Ibitipoca. O Parque faz parte do Complexo da Mantiqueira, uma cadeia
montanhosa inserida no dominio da Mata Atlantica proxima ao limite com o Cerrado, e
apresenta um mosaico de formacOes vegetais composto por matas ombrofilas, matas
ciliares, capdes de mata, campos de altitude e, predominantemente, campos rupestres
(Rodela, 1998; Dias et al., 2002). A area do PEI amostrada neste estudo (ca. 40m X
200m) é caracterizada por apresentar um gradiente de luminosidade e umidade, que
varia da porcdo de campo rupestre a sudeste, onde had maior disponibilidade de luz e
menor umidade, em direcdo a porcdo de mata a noroeste, onde o contrario prevalece
(figura 2).

Todos os individuos floridos da possivel zona hibrida entre Cattleya coccinea e
C. brevipedunculata, localizada no PEI, foram amostrados por varredura de abril a maio
de 2011, abrangendo a variagdo morfologica encontrada na area (46 individuos do
morfo C. coccinea e supostos introgressantes, 87 supostos hibridos e 47 individuos do
morfo C. brevipedunculata e supostos introgressantes) (tabela 1, figura 2). Os
individuos foram marcados, fotografados e mapeados com auxilio do GPS
MobileMapper 6 (Ashtech) (figura 2) e anotagdes acerca do microambiente foram feitas
em campo, de modo a facilitar as associacGes entre os dados morfologicos, genéticos e
ambientais. A fenologia dos individuos foi acompanhada de janeiro a setembro do
mesmo ano, cobrindo o periodo de floracdo de ambas as espécies em suas areas de
ocorréncia.

Duas populacbes de cada uma das espécies ocorrendo em alopatria foram
amostradas para servir como referéncia nas analises morfométricas e genéticas (tabela 1,
figura 2). Sempre que possivel, foram amostrados em campo ao menos 30 individuos,

localizados em foroéfitos distintos, de modo a evitar a coleta de clones. Os individuos da
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populacdo de Petrépolis-RJ (Cpe) foram amostrados a partir de plantas cultivadas que

haviam sido coletadas na mesma localidade e em uma Unica populacéo.

ANALISES MORFOMETRICAS

Foram medidos 24 caracteres continuos florais e vegetativos dos individuos
amostrados (tabela 2, figura 3). Para isso, uma flor e um pseudobulbo com folha de cada
individuo foram coletados e conservados em etanol 50%. Foi padronizada a utilizagdo
do pseudobulbo anterior ao pseudobulbo terminal, que ja apresenta desenvolvimento
completo, tendo sido usualmente formado no ano anterior. Todos o0s caracteres
vegetativos e parte dos caracteres florais (comprimentos do pedinculo, da coluna e do
cuniculo) foram medidos com auxilio de paquimetro e estereomicroscopio. Para a
medicdo dos demais caracteres florais, as partes florais distendidas foram digitalizadas
com escala fixa e medidas com o auxilio do programa AxioVision 4.7.2.0 (Zeiss).

Uma anélise de componentes principais (PCA) empregando a matriz de
correlacdo foi conduzida para examinar a estrutura geral dos dados obtidos e detectar
individuos outliers e correlacdo entre as variaveis. O numero de eixos interpretados foi
determinado pelo critério de Kaiser (autovalor > 1). Em seguida, foi feita uma anélise
de variaveis canonicas (CVA) utilizando como variavel de grupo os grupos definidos a
priori pelas populacdes alopéatricas de C. coccinea (Ccj e Cpe) e C. brevipedunculata
(Bob e Bsc) e pelos trés subgrupos do PEI classificados com base na morfologia
vegetativa (Cib, Hib e Bib). Na CVA, foram usadas 17 variaveis florais e vegetativas,
sendo excluidas aquelas que apresentaram correlacéo entre variaveis superior a 0,8. Tal
andlise foi utilizada com a finalidade de explorar a particdo dos subgrupos do PEI (Cib,
Hib e Bib) em relacdo as populacbes utilizadas como referéncia de ambas espécies,
observando se os subgrupos Cib e Bib se enquadram nos padrdes de cada espécie e se
0s supostos hibridos (Hib) ocupam posicéo intermediaria ou mais proxima a alguma das
espécies. Além disso, a analise também foi usada para identificar, a partir dos
coeficientes padronizados para as variaveis candnicas, 0S caracteres que mais
contribuem para a discriminacdo das espécies. Para evitar um viés interpretativo,
causado pela utilizacdo dos mesmos caracteres morfoldgicos que foram usados
previamente para classificar os subgrupos do PEI, a CVA também foi feita excluindo-se

0s caracteres vegetativos # 1, 2, 5 e 6, para verificar demais caracteres sustentam as
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diferencas observadas. As analises de PCA e CVA foram realizadas no pacote Statistica
6.0 (StatSoft, 2003).

Foram feitas andlises de agrupamento utilizando neighbor-joining (NJ) como
algoritmo de agrupamento e matrizes de distancia generalizada de Mahalanobis (D2)
entre os centroides dos grupos como coeficiente de distancia, que foram obtidas a partir
das Analises de Discriminantes das CVAs feitas com a matriz completa e com a matriz
de caracteres florais. A andlise de agrupamento foi realizada no programa Mega 5.1
(Tamura et al., 2011). Uma Analise de Variancia (ANOVA um critério) foi conduzida
para comparar as médias das varidveis que foram apontadas como discriminantes a
partir da CVA (ver Resultados) entre as populacdes alopatricas de ambas as espécies. O
contraste entre as médias par a par foi testado através do teste de Tukey (p<0,05) no
pacote estatistico R 2.15.2 (Ihaka & Gentleman, 1996).

ANALISES MOLECULARES

Extracéo de DNA e deteccéo da variabilidade genética

A extracdo do DNA total dos individuos foi feita a partir de folhas frescas,
utilizando o método do brometo de cetilmetilaménio (CTAB), de acordo com Doyle &
Doyle (1987). Cinco dos sete marcadores microssatélites selecionados para este estudo
foram desenvolvidos anteriormente a partir de uma biblioteca genémica enriquecida de
Cattleya coccinea (Novello et al., no prelo) (tabela 3). Outros dois marcadores
adicionais foram desenhados a partir de sequéncias dessa biblioteca que ndo foram
utilizadas previamente para desenho de pares de iniciadores (tabela 3). Para isto, foram
identificadas e descartadas sequéncias de nucleotideos pertencentes ao vetor de
clonagem utilizando a opcao Vecscreen do Blast
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e, posteriormente, foi verificada a existéncia de
repeticdes microssatélites nas sequéncias clonadas utilizando o programa WebSat
(Martins et al., 2009). Os iniciadores para as regides adicionais foram desenhados com
0 auxilio do programa Primer 3 (Rozen & Skaletsky, 2000).

A deteccdo da variabilidade dos loci microssatélites foi feita por meio da analise
de fragmentos em sequenciador automatico ABI 3730XL (Applied Biosystems)
utilizando 400HD ROX™ (Applied Biosystems) como padréo de tamanho em pares de
base (pb). As reacdes para genotipagem dos sete loci microssatélites foram feitas de

acordo com o protocolo desenvolvido por Schuelke (2000) modificado, utilizando pares
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de iniciadores especificos ndo marcados com fluorescéncia, sendo o forward com cauda
M13 na extremidade 5°, € um terceiro iniciador universal M13 marcado com
fluorescéncia 6-FAM ou HEX. As amplificacdes por PCR foram realizadas em um
volume final de 25 pL, contendo 1-10 ng de DNA, tampéo IB Proneutria 1X, 0,2 mM
de dNTP, 0,04 uM do iniciador forward, 0,16 uM do iniciador reverse e do iniciador
M13 marcado com fluorescéncia, 1 u de Tag DNA polimerase Phoneutria e 0,2 mg/mL
de albumina sérica bovina (BSA). Os produtos obtidos foram verificados em
eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5% e corados com GelRed™ (Biotium).
Para visualizagcdo dos picos correspondentes aos alelos, foi utilizado o software Peak
Scanner™ (Applied Biosystems). Todos os individuos que ndo apresentaram picos
consistentes ou apresentaram picos de dificil interpretacdo para algum locus foram
reamplificados. Individuos com dados faltantes para trés ou mais locus, bem como
individuos com dados faltantes para dois locus e homozigotos para dois ou mais locus,
foram excluidos das analises.

Para a nomeacdo e verificacdo de erros de anotacdo de tamanhos dos alelos,
foram utilizados as macros para Excel Flexibin
(http://www.zoo.cam.ac.uk/zoostaff/meg/amos.htm) (Amos et al., 2007) e Autobin
(http://www4.bordeaux-aquitaine.inra.fr/biogeco/Ressources/Logiciels/Autobin)
(Ghichoux et al., 2011). Os resultados da nomeacéo de alelos fornecidos por ambos as
macros foram confrontados a fim de resolver problemas especificos de nomeacdo. O
programa MICRO-CHECKER 2.2.3 (Oosterhout et al.,, 2004) foi utilizado para
verificar a existéncia de erros de analise das amplificacbes, por locus e populacéo,
devido a presenca de alelos nulos, stuttering ou eliminacdo do maior alelo e 0 macro
Excel Microsatellite Toolkit (Park, 2001) foi utilizado para verificar a existéncia

genotipos idénticos (Dewoody et al., 2006).

Analise da mistura nuclear

O namero de agrupamentos genéticos e a mistura nuclear foram estimados a
partir do método de atribuicdo bayesiana implementado no programa Structure 2.3
(Pritchard et al., 2000), sob o critério de admixture model para frequéncias alélicas
correlatas (correlated model) (Falush et al., 2003). Diferentes modelos e combinac6es
de nimero de interacbes da Cadeia de Markov Monte Carlo e de burn-in foram
anteriormente testados, como indicado no manual, sendo selecionados os valores de

500.000 iteragdes com burn-in de 100.000 itera¢cdes como suficientes para convergéncia
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da cadeia. O nimero de agrupamentos presumidos (K) foi extraido de K=1 a K=7, em
10 corridas independentes por valor K, e 0 numero de agrupamentos 6timo foi inferido a
partir do método de Evanno et al. (2005), que emprega a estatistica AK baseada na taxa
de mudancas de Pr(X|K) entre sucessivos valores de K, implementado no programa
HARVESTER (Earl & vonHoldt, 2011).

Analise da variabilidade genética

Para a caracterizacdo da variabilidade genética, foram utilizados os seguintes
estimadores: namero de alelos observados (A), variagdo do tamanho do alelo (var),
heterozigosidade observada (Ho) e heterozigosidade esperada (Hg) (Nei, 1987), que
foram fornecidos pelo programa FSTAT 2.9.3 (Goudet, 1995). Este programa também
foi utilizado para testar o desequilibrio de ligacéo entre os pares de loci. A frequéncia
média de alelos nulos (r) por locus foi estimada pelos métodos de Brookfield 1
(Brookfield, 1996) implementado no MICRO-CHECKER 2.2.3 (Oosterhout et al.,
2004). Tal estimador foi utilizado por ser mais adequado para locus em que bandas
visiveis sdo detectadas em todos os individuos ou para locus em que a ndo-amplificacéo
ndo pode ser atribuida somente a presenca de alelos nulos, mas também a ocorréncia de
erros técnicos (Brookfield, 1996). Desvios nas proporcdes genotipicas em relagdo ao
esperado em equilibro de Hardy-Weinberg (EHW) em cada locus foram testados através
de teste exato (Guo & Thompson, 1992) no programa GENEPOP on the web, versédo
4.0.10 (Raymond & Rousset, 1995) e a combinacdo das probabilidades de todas as
populacdes em cada locus foi realizada pelo método de Fisher. A variabilidade genética
das populacdes alopatricas, da suposta zona hibrida do PEI, com seus subgrupos
morfologicos definidos a priori, bem como das espécies foi estimada a partir dos
seguintes parametros: numero médio de individuos genotipados (N), nimero de alelos
observados (A), numero de alelos exclusivos (PA), Riqueza alélica (RA),
heterozigosidades média observada (Ho) e esperada (He) (Nei, 1987) e indice de fixacao
(F). O programa GENALEX 6.4 (Peakall & Smouse, 2006) foi utilizado para calcular
os valores de N, A, PA, Ho, He e F (Weir & Cockerham, 1984), enquanto o programa
MSA (Dieringer & Schlétterer, 2003) foi utilizado para estimar a RA baseada em 22
individuos. Desvios nas propor¢des genotipicas em relacdo ao esperado EHW em cada
populacdo e nos subgrupos do PEI também foram testados atraves de teste exato (Guo
& Thompson, 1992) no programa GENEPOP on the web, 4.0.10.
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Analise da estrutura genética

A particdo da variabilidade genética entre as espécies, entre as populacdes
dentro das espécies e dentro das populagdes foi investigada através de Anélise de
Variancia Molecular (AMOVA) locus por locus no programa Arlequin (Excoffier et al.,
2005). Duas AMOVAs foram feitas separadamente sob o modelo 1AM (infinite alleles
model), que utiliza Fg, uma medida mais conservadora e com menos suposigdes
relativas a evolugdo da variacdo dos loci, para estimar a diferenciacdo genética. Para a
primeira AMOVA considerou-se os trés grupos morfoldgicos: morfo C. coccinea (Ccj,
Cpe e Cib), possiveis hibridos (Hib) e morfo C. brevipedunculata (Bib, Bob e Bsc).
Para a segunda AMOVA considerou-se os dois agrupamentos genéticos resultantes da
analise bayesiana (considerando todos os individuos do PE Ibitipoca como uma
populacdo de C. brevipedunculata; ver Resultados). A significancia dos componentes
da variancia foi calculada utilizando 10.000 permutacfes dos dados. Além disso, um
teste de diferenciacdo populacional, com base nas frequéncias genotipicas e néo
assumindo acasalamento aleatorio dentro das amostras, foi conduzido no programa
FSTAT.

Para representar graficamente as relacbes genéticas entre as populacdes
alopatricas e os subgrupos do PEI, foram utilizadas as distancias genéticas de Nei
(1978) (Dn, unbiased genetic distance) e de Cavalli-Sforza & Edwards (1967) (Dc),
com e sem correcdo para alelos nulos (INA), e o algoritmo neighbor-joining (NJ) em
analises de agrupamento distintas. A matriz de Dy foi fornecida pelo programa
Genealex, enquanto as matrizes de Dc com e sem correcdo INA foram fornecidas pelo
FreeNA (Chapuis & Estoup, 2007). O programa MSA (Dieringer & Schldtterer, 2003)
foi utilizado para obtencdo de 1000 replicatas de bootstrap da matriz de distancia D¢
sem correcdo para alelos nulos. Essas replicatas foram utilizadas no pacote Phylip
(Felsenstein, 1989) para gerar arvores de NJ (programa NEIGHBOR) e, posteriormente,
para criar arvores de consenso de maioria (programa CONSENSE). O suporte dos
ramos foi, entdo, acrescido as arvores nao-enraizadas construidas no programa Mega 5.1
(Tamura et al., 2011).

RELACOES ENTRE MORFOLOGIA E AMBIENTE

Todos os individuos do PEI foram classificados, com base em anotages de

campo tomadas individualmente, em quatro grupos com incidéncia decrescente de
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luminosidade, inversamente proporcional a cobertura vegetal presente, denominados:
campo rupestre (CR), campo rupestre arborizado (CRA), borda da mata (BM) e mata
(M). Uma ANOVA um critério, seguido de um teste de comparacGes de média par a par
(Tukey, p<0,05), foi conduzido no pacote estatistico R 2.15.2 (lhaka & Gentleman,
1996) para testar a possivel influéncia do ambiente sobre as varidveis morfoldgicas
vegetativas (# 1, 2, 5, 6, tabela 2) e sobre o comprimento do peddnculo (#7, tabela 2).
Tais caracteres foram 0s mais associados ao eixo 2 das CVAs, que estd mais envolvido

na discriminacdo das espécies (ver Resultados).
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RESULTADOS

MORFOMETRIA MULTIVARIADA

Os cinco primeiros eixos da Analise de Componentes Principais (PCA) foram
significativos (autovalor >1), mas apenas os eixos 1 e 2 da PCA foram informativos
quanto aos padrées morfoldgicos associados as espécies envolvidas. De uma maneira
geral, pode ser observado um gradiente ao longo do eixo 2 (16,19% da variancia), com
as populagdes de C. brevipedunculata se localizando principalmente no extremo
positivo do eixo e 0s de C. coccinea no extremo negativo, e os individuos
intermediarios do PEI situados entre estes (figura 4). Nao foram observados outliers. A
tabela 4 mostra a correlagdo das variaveis com os eixos significativos da PCA. As
variaveis de perianto (tais como, comprimento e largura da sépala dorsal, da sépala
lateral, da pétala e do labelo; #8, 9, 11, 12, 14; 15, 17 e 18) s&o as mais correlacionadas
ao primeiro eixo, enquanto as variaveis vegetativas (tais como, comprimento e larguras
medial, apical e basal de folha e comprimento de pseudobulbo; # 1-5) sdo as mais
correlacionadas ao eixo 2.

Foi encontrada elevada correlacdo (>0,8) entre as larguras da folha, bem como
entre alguns caracteres das partes florais, o que justificou a remocéo das variaveis #3, 4,
8,9, 12, 14 e 17 (tabela 2) da analise de variaveis canbnicas (CVA). Na CVA utilizando
os caracteres florais e vegetativos, apenas 0s dois primeiros eixos apresentaram
autovalor superior a 1. O eixo 1 explica cerca de 48,60% da variancia, discriminando a
populacdo Ccj das demais de C. coccinea, e mostrando um gradiente de sobreposicao
parcial das populacdes Bsc, Bob e Bib de C. brevipedunculata (figura 5A). Neste
mesmo eixo, ocorre sobreposicdo completa entre os trés morfos do PEI (Cib, Hib e
Bib). As populacBes alopatricas de C. coccinea sdo discriminadas das populacbes
alopatricas de C. brevipedunculata especialmente no eixo 2 (33,82% da variancia) da
CVA, que esta mais associado ao comprimento e largura medial da folha (#1 e 2) e ao
comprimento do pedunculo (#7). Dessas trés variaveis, apenas o comprimento da folha
(#1) se mostrou significativamente diferente entre todas populacbes alopatricas
amostradas (teste de Tukey, p<0,05), sendo que os valores das médias de Ccj e Cpe sdo
mais elevados do que os valores das médias de Bob e Bsc (figura 6A). Comprimento do
pedunculo, por sua vez, foi diferente entre as populagdes conspecificas de C. coccinea e

as conspecificas de C. brevipedunculata (figura 6C). A CVA também indicou um
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continuo de variagdo entre os morfos Cib, Hib e Bib no PEI, sendo que os extremos
desse gradiente se sobrepdem as populacGes alopétricas das duas espécies (figura 5A)
Desta forma, a dispersdo ao longo dos dois primeiros eixos mostra um gradiente em
arco das populagbes Bsc>Bob>Bib>Hib>Cib>Cpe>Ccj. Quando excluidas as variaveis
vegetativas, um padrdo semelhante é encontrado, em que as populagdes alopétricas das
duas espécies continuam sendo discriminadas pelo eixo 2 da CVA (34,75% da
variancia), que esta fortemente associado ao comprimento do peddnculo (#7). O
gradiente de variacdo entre C. coccinea, subgrupos morfolégicos do PEI e C.
brevidunculata, apesar de maior sobreposicdo, ainda pode ser observado (figura 5B).

A distancia de Mahalanobis, obtida a partir da analise de discriminantes da CVA
utilizando 17 caracteres florais e vegetativos, foi maior entre 0s centroides das
populacdes Bob e Cpe (D2=41,14) e menor entre 0s centroides dos subgrupos do PEI
(D2=6,59 entre Bib e Cib; D2=2,28 entre Cib e Hib e D2=1,53 entre Bib e Hib). Essa
analise sustenta diferencas significativas entre todos 0s grupos, exceto entre Bib e Hib
(p>0,001). O percentual de classificacbes corretas dentro dos grupos variou de 75%
(Cpe) a 100% (Ccj) nas populacdes alopatricas de C. coccinea e C. brevipedunculata.
Individuos dessas populacbes s6 foram classificados erroneamente entre populacdes
conspecificas ou em relacdo a um dos subgrupos do PEI (tabela 5). O percentual de
classificagdes corretas nos subgrupos do PEI foi menor, variando de 48,9% (Bib) a
74,7% (Hib). A maior parte das classificacGes erréneas ocorre entre 0s subgrupos do
proprio PEI (tabela 5).

A analise de discriminantes da CVA utilizando 13 caracteres florais apresenta
valores mais baixos de distancias de Mahanolabis (D2) entre todos os grupos, sendo
maior entre os centroides de Cpe e Bsc (27,58) e menor entre os centroides dos
subgrupos do PEI (0,54-1,50). A distancia foi significativa entre todos os pares de
populacdes (p<0,001), exceto entre os subgrupos do PEI. O percentual de classificacdes
corretas foi, em geral, menor, variando de 20,51 % (Cib) a 100% (Ccj) (tabela 6). Assim
como na analise de discriminantes com a matriz completa, ndo ha classificacfes
incorretas entre uma populacao alopatrica de C. coccinea com uma populacao alopatrica
de C. brevipedunculata, e a muitas classificacdes incorretas ocorrem entre 0s subgrupos
do PEI (tabela 6).

Na analise de agrupamento, foram observados trés grupos: o primeiro formado
pelas trés subpopula¢bes da suposta zona hibrida do PEI (Cib, Hib e Bib), o segundo

formado pelas populagdes alopétricas de C. coccinea (Ccj e Cpe) e o terceiro formado
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pelas populacdes alopéatricas de C. brevipedunculata (Bob e Bsc) (figura 7A). Os
mesmos grupos sdo observados quando utiliza-se a matriz de apenas caracteres florais
(figura 7B).

VARIABILIDADE E ESTRUTURA GENETICA

A estrutura populacional inferida pela analise bayesiana foi bastante estavel, ndo
alterando conforme os modelos escolhidos ou conforme o nimero de iteracdes da
Cadeia de Markov Monte Carlo e de burn-in. 0s valores de L(K) e AK obtidos para o
modelo implementado indicam K=2 como o nimero étimo de agrupamentos genéticos
(figura 8A-B). Um dos agrupamentos genéticos inferidos pela anélise bayesiana inclui
as duas populaces conspecificas de C. coccinea (Ccj e Cpe), enquanto o outro
agrupamento contém as populacdes alopatricas conspecificas de C. brevipedunculata
(Bob e Bsc) e os 3 subgrupos morfolégicos do PEI definidos a priori (Cib, Hib e Bib)
(figura 8C). Todos os 180 individuos do PEI (Cib, Hib e Bib) apresentam probabilidade
posterior alta (>0,9) de pertencerem ao agrupamento genético de C. brevipedunculata,
ndo sendo evidenciados individuos com probabilidade posterior de pertencer ao
agrupamento de C. coccinea ou individuos com mistura nuclear caracteristica de
hibridacdo entre os taxons. Por este motivo, a quantificacdo da variabilidade genética
por locus para C. brevipedunculata esta descrita abaixo com todos os individuos do PEI
incluidos na espécie. Apenas um individuo da populacdo Cpe (C. coccinea) tem
probabilidade posterior maior que 0,3 de pertencer ao agrupamento de C.
brevipedunculata, o que pode ser devido a este individuo ter sido coletado a partir de
cultivo. Dentre as populagdes do grupo C. brevipedunculata, a populacdo Bob foi a que
apresentou maior nimero de individuos com probabilidades posteriores menores que
0,9 de pertencer ao agrupamento, mas nenhum deles apresenta probabilidade posterior
maior que 0,5 de pertencer ao outro agrupamento genético (figura 8C).

Desvios significativos do EHW foram evidenciados para a maior parte dos loci
em ambas as espécies, 0 que pode estar diretamente relacionado a ocorréncia de alelos
nulos em uma ou mais populacbes em cada um desses, conforme indicado pelo
Microchecker. A frequéncia média de alelos nulos (r mepia) por locus variou de -0,015
(Cac27) a 0,202 (Cacl8), para C. coccinea, e de 0,009 (Cac26) a 0,096 (Cacll), para C.
brevipedunculata (tabela 7). Evidéncias de erros devido a stuttering s6 ocorreram na

regido SC11 para a populacdo Bob e para a populagdo Cib/Hib/Bib e na regido SC18
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para a populacdo Cpe. Todos os sete loci apresentaram-se polimorficos e o numero de
alelos observados (A) por locus variou de 9 a 24 em C. coccinea e de 4 a 23 em C.
brevipedunculata (tabela 7). A heterozigosidade observada em cada locus variou de
0,519 a 0,860 em C. coccinea e 0,380 a 0,782 em C. brevipedunculata, enquanto a
heterozigosidade esperada variou de 0,664 a 0,929 em C. coccinea e 0,450 a 0,869 em
C. brevipedunculata (tabela 7). Nao foi constatado desequilibrio de ligacdo entre os loci
(p valor ajustado a 0=0,05, baseado em 420 permutagdes).

A tabela 8 mostra a caracterizacdo genética das quatro populacdes amostradas
neste trabalho e da suposta zona hibrida do PEI, com seus subgrupos morfolégicos. O
namero de alelos observados (A) variou de 61 (Bsc) a 83 (Cpe) e o nimero de alelos
exclusivos (PA) foi maior para as populacdes de C. coccinea (Ccj e Cpe), intermediario
no PEIl e menor nas populacdes de C. brevipedunculata (Bsc e Bob). Nota-se que
apenas dois dos 13 alelos exclusivos da suposta zona hibrida sdo exclusivos de algum
dos subgrupos pré-definidos a partir da morfologia e que o numero de alelos exclusivos
das espécies é alto (PA=52 em C. coccinea e PA=40 em C. brevipedunculata). A
riqueza alélica (RA), calculada para 22 individuos, variou pouco entre as amostras,
sendo a média para C. coccinea (10,5) maior que para C. brevipedunculata (8,8). No
PEI, RA ¢ ligeiramente maior para os individuos definidos a priori como supostos
hibridos. A heterozigosidade observada (Ho) foi muito similar entre as populacGes
[médias entre loci e populacdes de 0,658 (C. coccinea) e 0,629 (C. brevipedunculata)],
enquanto a heterozigosidade esperada (Hg) foi menor em Bsc (0,684) e maior em Ccj
(0,805). Ambos os parametros (Ho e Hg) sdo bastante similares entre os subgrupos da
suposta zona hibrida. O indice de fixacdo (F) variou, por sua vez, de 0,089 a 0,202 nas
amostras. Nenhuma populacdo encontra-se em EHW para os sete loci combinados
(p<0,05). Esses desvios foram causados pelo excesso de homozigotos em dois (Ibitipoca
e Bob) ou mais loci (Ccj=3, Bsc=4 e Cpe=6) em cada populacéo.

As AMOVAs revelam que a maior parte da variancia (91,74 e 85,54%) esta
dentro das populacdes e que a variacdo entre os grupos € ligeiramente menor do que
entre as populacbes dentro dos grupos (tabela 9). Ndo ha diferenciacdo significativa
entre os trés grupos morfoldgicos definidos a priori, porém esta € significativa quando
sdo considerados os dois agrupamentos genéticos definidos pela analise bayesiana
(6,68% da variagdo, p<0,001; tabela 9). Todos os pares de populagbes diferiram
significativamente entre si no teste de diferenciagdo populacional, mas o mesmo néo

ocorreu para nenhum dos pares formados pelos subgrupos do PEI definidos a priori (p
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valor ajustado a 0=0,05, baseado em 420 permuta¢des). Em todas as Andlises de
Agrupamento utilizando NJ como algoritmo de agrupamento, os subgrupos Cib, Hib e
Bib estdo agrupados com as populacbes de C. brevipedunculata (Bob e Bsc). A
topologia dos dendrogramas gerados com matrizes de distancia Dc com e sem corre¢ao
INA é idéntica, com poucas alteragdes nos comprimentos dos ramos. Apenas 0
resultado gerado com a matriz Dc sem corre¢do é mostrado no dendrograma nao-
enraizado com suporte bootstrap (figura 9). O dendrograma construido mostra que
todos os subgrupos morfolégicos do PEI se agrupam com alto suporte (100) e que esses
estdo agrupados com o grupo formado pelas populagdes conspecificas de C.
brevipedunculata com alto suporte (99,7).

Uma tabela com as frequéncias alélicas calculadas por locus e populacdo
(considerando os subgrupos da suposta zona hibrida) ¢ mostrada no Apéndice 1. As
frequéncias de diversos alelos marcam a estreita relacdo existente entre a populacédo do
PEI e as populagdes de C. brevipedunculata amostradas neste trabalho. Este é o caso
dos alelos 203 (locus Cacll), 231 (locus Cacl16), 180 (locus Cac26) e 213, 215 e 233
(locus Cac27), que séo frequentes nas populacdes de C. brevipedunculata (Bob e Bsc) e
do PEI (Cib/Hib/Bib) e poucos frequentes, raros ou ausentes nas populacdes de C.

coccinea (Ccj e Cpe).

MORFOLOGIA E AMBIENTE

Das variaveis testadas, apenas a largura do pseudobulbo (#6) e o comprimento
do peddnculo (#7) ndo foram significativamente diferentes entre os microambientes do
PEI (ANOVA, p<0,01). As médias das variaveis comprimento e largura da folha (# 1 e
2) e comprimento do pseudobulbo (#5) sdo, por sua vez, significativamente diferentes
entre os grupos formados por individuos do PEI amostrados em campo rupestre (CR) e
mata (M), os extremos do gradiente ambiental observado na area, sendo as medias de
todas variaveis maiores para individuos localizados na mata (p<0,05; teste de Tukey)
(figura 10). Individuos classificados como morfo C. coccinea representam apenas 9%
dos localizados em campo rupestre, enquanto individuos classificados como morfo C.
brevipedunculata representam aproximadamente 5% dos localizados na mata. Aqueles
identificados a priori como possiveis hibridos foram representativos em todos o0s

microambientes (figura 10). A maior parte dos individuos da area encontram-se na faixa
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entre a mata (M) e o campo rupestre (CR), onde a disponibilidade de luz e a umidade

sdo intermedidrias.
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Figura 1. Aspectos gerais da morfologia de Cattleya coccinea e C. brevipedunculata.
A. C. coccinea de Petropolis, RJ. B. C. brevipedunculata de Morro do Pilar, MG. C-G.
Variacdo morfoldgica na suposta zona hibrida do Parque Estadual do Ibitipoca:
individuos identificados como morfo C. coccinea com introgressdo (C) e puro (F),
individuo identificado como possivel hibrido (D), individuos identificados como morfo

C. brevipedunculata com introgresséo (E) e puro (G).
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Figura 2. A. Localizacdo das populacdes de Cattleya coccinea e C. brevipedunculata
amostradas. B. Ampliacdo da area amostrada no PEI, mostrando a distribuicdo dos
individuos pertencentes aos subgrupos definidos conforme a morfologia vegetativa.
Para nomes das populacées, ver tabela 1. Acrénimos para os estados brasileiros: MG =

Minas Gerais, RJ = Rio de Janeiro, SP = Sao Paulo.
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Figura 3. Partes do perianto, indicando as varidveis utilizadas nas analises
morfomeétricas de populacdes de Cattleya coccinea, C.brevipedunculata e de subgrupos
da suposta zona hibrida de ambas as espécies no Parque Estadual do Ibitipoca. Para

nomes das variaveis, ver tabela 2.
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Figura 4. RepresentacOes dos escores nos eixos 1 e 2 da PCA de 24 caracteres florais e
vegetativos de populacdes de Cattleya coccinea (Ccj e Cpe) e C. brevipedunculata (Bob
e Bsc) e de subgrupos de uma suposta zona hibrida entre ambas as espécies

(Cib/Hib/Bib). Para nome das populagdes, ver tabela 1.
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Figura 5. Representacao dos escores nos eixos 1 e 2 da CVA de 17 caracteres florais e
vegetativos (A) e de 13 caracteres vegetativos (B) de populacdes de Cattleya coccinea
(Ccj e Cpe) e C. brevipedunculata (Bob e Bsc) e de subgrupos de uma suposta zona

hibrida entre ambas as espécies (Cib/Hib/Bib). Para nomes das populacdes, ver tabela 1.
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Figura 6. Comparacdo das médias de comprimento da folha (A), largura da folha (B) e
comprimento do pedunculo (C) nas populacdes alopatricas de Cattleya coccinea (Ccj e
Cpe) e C. brevipedunculata (Bob e Bsc), com 0s respectivos erros-padrdo. Letras
minusculas distintas indicam médias estatisticamente diferentes (teste de Tukey,

p<0,05). Para nome das populacdes, ver tabela 1.
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Figura 7. Dendrogramas ndo-enraizados mostrando as relacbes fenéticas entre

populacdes de Cattleya coccinea (Ccj e Cpe), C. brevipedunculata (Bob e Bsc) e

subgrupos morfologicos de uma suposta zona hibrida entre ambas as espécies

(Cib/Hib/Bib). Os dendrogramas foram construidos a partir de uma matriz de distancia

generalizada de Mahalonabis (D2) da CVA utilizando 17 caracteres florais e vegetativos

(A) e da CVA utilizando 13 caracteres florais (B), com neighbour-joining como

algoritmo de agrupamento. Para nome das populagdes, ver

tabela 1.
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Figura 8. Analise Bayesiana de sete loci microssatélites em 298 individuos de
populacdes de C. coccinea (Ccj e Cpe), C. brevipedunculata (Bob e Bsc) e subgrupos
de uma suposta zona hibrida entre ambas as espécies (Cib/Hib/Bib). A. Grafico da
média £ desvio padrdo de LnP(D) para sete corridas independentes. B. Grafico de AK
para sete corridas independentes. C. Representacdo grafica da estruturacéo genética para
K=2 com a probabilidade posterior de cada individuo pertencer a cada um dos
agrupamentos, utilizando o programa Structure 2.3. Para nome das populacdes, ver

tabela 1.
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Figura 9. Dendrograma ndo-enraizado mostrando as relacdes fenéticas entre as
populacdes de C. coccinea (Ccj e Cpe), C. brevipedunculata (Bob e Bsc) e subgrupos
da suposta zona hibrida localizada no PEI (Cib/Hib/Bib), baseada em sete loci
microssatélites e construida a partir da matriz de distancia genética de Cavalli-Sforza
(1967) utilizando neighbour-joining como algoritmo de agrupamento. As caixas
mostram os resultados de bootstrap maiores que 50. Para nomes das populacdes, ver
tabela 1.
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Figura 10. Comparagdo das meédias de comprimento da folha (A), largura da folha (B) e
comprimento do pseudobulbo (C) entre os grupos formados por individuos do PEI localizadas
no campo rupestre (CR), campo rupestre arborizado (CRA), borda da mata (BM) e mata (M),
com os respectivos erros-padrdo. A area das barras estd subdividida conforme a proporcéo dos
morfos Bib, Hib e Cib amostrados em cada microambiente. Letras minisculas distintas indicam
médias estatisticamente diferentes (teste de Tukey, p<0,01). Para nomes dos morfos, ver tabela
1.
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Tabela 1. Localizagdo geografica e nimero de individuos utilizados nas analises morfométricas e moleculares das populac@es alopatricas

de Cattleya coccinea (Ccj e Cpe), C. brevipedunculata (Bob e Bsc) e da suposta zona hibrida localizada no Parque Estadual do Ibitipoca,

subdivida em trés grupos morfolégicos: morfo C. coccinea (Cib), morfo C. brevipedunculata (Bib) e possiveis hibridos (Hib). O material

testemunho de cada populacéo foi depositado no herbario BHCB?, da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), ou no herbario
ESA?, da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ).

N° individuos
Populagéo Localidade Localizagéo Anélise Anélise Voucher
morfolégica molecular
C. coccinea
) 3 PE de Campos do )
Ccj Campos do Jorddo (SP) 3 S 22°42'27", W 45°28'04" 12 30 S Koehler s/n
Jordéo
Cpe Petropolis (RJ) Fazenda do Facdo S 22°26'39", W 43°13'41" 9 29 JF Rodrigues 761 2
C. brevipedunculata
Bsc Morro do Pilar (MG) PN da Serra do Cipo S 19°14'52", W 43°30'37" 26 26 BSS Leal 011 *
Bob Ouro Branco (MG) Serra de Ouro Branco S 20°30'42", W 43°42'35" 16 33 BSS Leal 013 *
Suposta Zona Hibrida* _ N BSS Leal 007 *
o Lima Duarte (MG) PE do Ibitipoca S 21°42'50", W 43°53'50" 167 180
Cib/Hib/Bib BSS Leal 008 *
Total 230 298

* Cib = morfo C. coccinea e supostos introgressantes, Hib = possiveis hibridos (Hib), Bib = morfo C. brevipedunculata e supostos

introgressantes
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Tabela 2. Lista dos caracteres florais e vegetativos utilizados nas anélises morfométricas multivariadas das populagdes de Cattleya

coccinea (Ccj e Cpe), C. brevipedunculata (Bob e Bsc) e da suposta zona hibrida localizada no Parque Estadual do Ibitipoca, subdivida em

trés grupos morfoldgicos: morfo C. coccinea (Cib), morfo C. brevipedunculata (Bib) e possiveis hibridos (Hib). Para nomes das

populacdes, ver tabela 1. Medidas em milimetros (mm), exceto angulos (em graus). Dados mostrados como média + desvio-padréo

(minimo—méaximo).

Caractere Ccj Cpe Cib Hib Bib Bob Bsc

Folha

1. Comprimento  39+12 (26-56) 53+10 (35-76) 48+11 (22-73) 38+9 (19-67) 31+7 (20-49) 17+4 (12-29) 24+5 (16-36)
2. Larg. 1/2* 12+2 (10-15) 1442 (12-17) 19+4 (11-27) 1743 (11-24) 1743 (11-25) 13+3 (10-18) 15+2 (12-20)
3. Larg. 1/3* 1142 (9-14) 13+2 (10-16) 1843 (11-24) 1642 (10-22) 1543 (10-22) 11+2 (8-16) 13+2 (10-19)
4. Larg. 2/3* 1142 (9-15) 13+2 (11-17) 18+4 (10-26) 1643 (10-22) 1643 (10-23) 12+3 (9-18) 14+2 (10-20)
Pseudobulbo

5. Comprimento 142 (10-18) 2145 (10-29) 20+4 (13-30) 17+4 (8-25) 14+3 (7-21) 8+2 (6-12) 11+2 (7-16)
6. Largura 6+1 (5-8) 6+1 (4-8) 7+1 (5-10) 741 (4-11) 8+1 (5-11) 742 (4-9) 8+2 (5-11)
Pedunculo

7. Comprimento  11+3 (6-16) 1446 (5-24) 742 (3-14) 6 +2 (2-12) 5+1 (3-9) 4+1 (2-6) 5 +1 (2-9)

Sépala dorsal
8. Comprimento 17+2 (14-20)
8+1 (7-10)

92+8 (80-109)

9. Largura

10. Angulo &pice
Sépala lateral

11. Comprimento 1542 (12-18)

12. Largura 7+1 (6-8)

2245 (15-31)
10%2 (7-15)

89+18 (68-126)

215 (16-32)
9+2 (6-12)

24+4 (18-33)
11#2 (8-15)

92+11 (71-117)

21+4 (15-31)
9+1 (7-12)

23+4 (17-35)
10+2 (6-15)

89+10 (63-115)

21+3 (15-31)
9+2 (6-13)

24+4 (17-33)
11#2 (7-15)

91+12 (67-118)

21+4 (16-32)
9+2 (6-13)

205 (13-29)
9+2 (6-13)

88+11 (73-112)

18+4 (11-26)
8+2 (4-12)

23+2 (18-28)
11+2 (8-15)
97+12 (72-117)

20+2 (17-24)
10+1 (8-13)
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13. Angulo épice
Pétala

14. Comprimento
15. Largura

16. Angulo épice
Labelo

17. Compr. total
18. Larg. total
19. Compr. lobo
medial

20. Larg. lobo
medial

21. Angulo é&pice
do lobo medial
22. Angulo entre
ponto mediano
basal e ponto
lateral

Coluna

23. Comprimento
24. Compr.

cuniculo

118+27 (83-163)
20+2 (15-22)
14+2 (12-17)

134+17 (115-169)

14+1 (13-16)
14+1 (13-16)

5+1 (4-6)

520,4 (5-6)

89+16 (47-101)

3643 (32-41)

60,3 (5-6)

8+1 (7-10)

88+17 (63-130)
25+6 (18-37)
20%5 (12-29)

128+24 (95-169)

19+4 (12-24)
18+3 (12-23)

8+2 (5-10)

5+0,9 (4-7)

77+20 (57-133)

363 (32-40)

7+0,5 (6-8)

9+2 (5-11)

100+19 (62-140)
29+4 (23-40)
23+3 (17-32)

128+17 (91-170)

17+2 (14-24)
18+2 (14-25)

7+1 (5-11)

5+0,9 (4-8)

74+17 (40-112)

38+3 (30-46)

7+0,5 (6-8)

9+2 (5-14)

95+17 (62-139)
27+5 (19-39)
2145 (12-37)

128+18 (92-174)

1742 (13-22)
18+2 (13-24)

7+1 (5-11)

5+0,8 (3-7)

69+11 (43-103)

38+4 (29-45)

7+0,7 (6-9)

9+2 (6-14)

93+18 (66-134)
28+5 (19-41)
2145 (10-34)

127+19 (93-172)

1742 (13-24)
18+2 (12-23)

7+1 (5-11)

5+0,9 (3-7)

7013 (48-102)

38+4 (31-47)

7+0,6 (6-9)

9+2 (6-13)

101+16 (69-126)
245 (15-34)
1945 (9-30)

140+21 (103-173)

1623 (11-20)
1743 (11-22)

621 (4-8)

51,0 (3-7)

79+11 (56-100)

36+3 (30-41)

7+0,7 (5-9)

8+2 (6-11)

105221 (64-154)
28+3 (22-34)
23+3 (18-31)

150+19 (121-180)

18+1 (15-21)
20+2 (15-23)

7+1 (6-10)

7+1,2 (6-9)

98216 (55-122)

3244 (22-41)

7+0,9 (6-9)

11+2 (5-13)

* Larguras medidas a 1/3, 1/2 e 2/3 do comprimento, a partir da base da folha.
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Tabela 3. Caracterizacdo dos iniciadores para os sete loci microssatélites utilizados para

a determinacdo da variabilidade genética de populacGes de Cattleya brevipedunculata e

C. coccinea, incluindo os cinco pares de iniciadores desenvolvidos por Novello et al (no

prelo) (Cac01 a Cacl8) e dois iniciadores adicionais (Cac26 e Cac27) desenhados a

partir da biblioteca enriquecida de C. coccinea desenvolvida por Novello et al. (no

prelo).
Tam.
TA
Locus Sequencia iniciadores (5°-3°) °) Motivo esperado
( (pb)
Cac01 F:M13-TACAACGCCCAATTTGAATG 58 (GA)17 108
R: CCATCATTTGCCTTTTCACA
Cac02 F:M13-CAGGATTTCTCCTCGTGCTC 58 (AG)1s 173
R:GCAGAGCGGAACAAGGATAG
Cacll F:M13-TCAAGGCCTGCACATAGAGA 60 (AG)s 167
R: AAGAGGAAGGCTTCGTTGC
Caclé F:M13-AACAGGCATTTGGAGCTTTT 60 (AG),3 250
R: CCTCATTTCTCTCACCCTCTTT
Cacl8 F:M13-CTGGTGAGGGAGAAGAAAAACA 60 (GA)11IN(AG)2 224
R: CCCTCTCCCTCTCTTTTCCA
Cac26 F: M13-TGGCTTGGTGTTGCATTTAT 60 (GA)(GT)s 167
R: TGTGAGCCTCAATAAGCCAAT
Cac27 F:M13-TGGATCTTACCTTGGGCTTCTA 64  (GT);GC(GT)4(GA)1 209
R: CCCTGCTCTCTTTCTCACTCAT

Cauda M13: TTTTCCCAGTCACGAC
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Tabela 4. Correlacdo entre variaveis e eixos significativos (autovalor >1) da analise de

componentes principais (PCA) de 24 caracteres morfoldgicos florais e vegetativos de

populacdes de C. coccinea e C. brevipedunculata e de subgrupos da suposta zona

hibrida entre ambas as espécies. Para nome das variaveis, ver tabela 2.

Cod. Variavel Eixo 1 Eixo 2 Eixo 3 Eixo 4 Eixo 5
1 -0,194184 0,746726 -0,120196 -0,487870 0,152917
2 -0,500853 0,719652 -0,385521 0,212869 0,021379
3 -0,451350 0,736844 -0,390714 0,178245 0,026507
4 -0,517408 0,680692 -0,388527 0,235954 0,055919
5 -0,280782 0,766785 -0,110552 -0,410898 0,107447
6 -0,520178 0,039503 -0,280447 0,461993 0,127225
7 -0,112523 0,142354 0,155316 -0,830181 0,170175
8 -0,899171 0,049152 0,315036 0,021003 -0,133594
9 -0,918714 -0,184859 -0,014196 -0,008139 -0,136467
10 -0,300507 -0,251049 -0,616189 -0,177883 -0,325394
11 -0,885943 0,044555 0,345193 -0,048284 -0,104686
12 -0,924132 -0,215654 0,008485 -0,041355 -0,072978
13 -0,305790 -0,305778 -0,561980 -0,318412 -0,390332
14 -0,905412 0,029394 0,230321 -0,016527 -0,177471
15 -0,897271 -0,117462 0,046094 -0,025639 -0,138229
16 -0,236662 -0,434439 -0,575045 -0,133788 -0,114673
17 -0,871155 -0,138865 0,317834 -0,072713 0,103540
18 -0,866196 -0,291731 -0,018002 -0,019922 0,183323
19 -0,750300 -0,072770 0,401196 -0,056995 0,189545
20 -0,619513 -0,497424 -0,166351 -0,013082 0,270678
21 0,038200 -0,432639 -0,585883 -0,149106 0,304289
22 0,247807 0,436625 0,265296 0,016442 -0,618539
23 -0,684061 0,090032 -0,002633 0,260319 0,185729
24 -0,571607 -0,069218 -0,002649 -0,007233 -0,156953

50



Tabela 5. Matriz de classificacdo obtida a partir da Analise de Discriminantes da CVA
de 17 caracteres florais e vegetativos de populacdes de C. coccinea (Ccj e Cpe) e C.
brevipedunculata (Bob e Bsc) e de subgrupos de uma suposta zona hibrida entre ambas
as especies (Cib/Hib/Bib). Para nome das populagdes, ver tabela 1.

Classificagdes  C. coccinea Suposta zona hibrida  C. brevipedunculata
Populacéo

Corretas (%) Ccj Cpe Cib Hib Bib Bsc Bob

C. coccinea

Ccj 100,00 9 - - - - - -

Cpe 75,00 - 9 2 1 - - -
Suposta zona hibrida

Cib 51,28 - 2 20 17 - - -

Hib 74,70 - - 14 62 6 - 1

Bib 48,89 - - 1 20 22 - 2
C. brevipedunculata

Bsc 76,92 - - - - 3 20 3

Bob 81,25 - - - - 3 - 13
Total 67,39 9 11 37 100 34 20 19

* Cib = morfo C. coccinea e supostos introgressantes, Hib = possiveis hibridos (Hib),
Bib = morfo C. brevipedunculata e supostos introgressantes
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Tabela 6. Matriz de classificacdo obtida a partir da Analise de Discriminantes da CVA
de 13 caracteres florais de populac6es de C. coccinea (Ccj e Cpe) e C. brevipedunculata
(Bob e Bsc) e de subgrupos de uma suposta zona hibrida entre ambas as espécies
(Cib/Hib/Bib). Para nome das populagdes, ver tabela 1.

Classificacgdes C. coccinea Suposta zona hibrida  C. brevipedunculata
Populacéo . . . .
Corretas (%) Ccj Cpe Cib Hib Bib Bsc Bob
C. coccinea
Ccj 100,00 9 - - - - - -
Cpe 66,67 - 8 1 2 1 - -
Suposta zona hibrida
Cib 20,51 - 1 8 24 3 1 2
Hib 81,93 - - 5 68 7 - 3
Bib 28,89 - - 2 29 13 - 1
C. brevipedunculata
Bsc 50,00 - - 1 2 1 20 2
Bob 76,92 - - - 6 2 - 8
Total 58,26 9 9 17 131 27 21 16

* Cib = morfo C. coccinea e supostos introgressantes, Hib = possiveis hibridos (Hib),

Bib = morfo C. brevipedunculata e supostos introgressantes

52



Tabela 7. Variabilidade genética em sete loci microssatélites em populagdes de C.
coccinea (Ccj e Cpe) e C. brevipedunculata (Bob, Bsc e Cib/Hib/Bib). Os subgrupos do
PEI foram incluidos em C. brevipedunculata devido ao resultado obtido na analise
bayesiana de estruturacdo genética a partir do programa Structure. N = nimero de
individuos amostrados. A = nimero de alelos observados, Var = variacdo do tamanho de
alelos, He = heterozigosidade esperada, Ho = heterozigosidade observada, r mepia =

frequéncia média de alelos nulos por locus.

Locus N A Var He Ho I MEDIA
C. coccinea
Cac01 59 13 111-145 0,792 0,638* 0,077
Cac02 59 12 171-193 0,880 0,707* 0,084
Cacll 60 15 175-209 0,799 0,780 0,001
Cacl6 60 24 207-277 0,836 0,648* 0,098
Cacl8 46 24 185-277 0,929 0,519* 0,202
Cac26 54 9 180-202 0,664 0,453* 0,108
Cac27 56 19 197-237 0,846 0,860 -0,015
C. brevipedunculata
Cac01 240 18 111-143 0,790 0,654* 0,070
Cac02 239 16 169-201 0,836 0,721* 0,056
Cacll 240 20 175-217 0,869 0,677* 0,096
Cacl6 236 4 231-245 0,523 0,380* 0,090
Cacl8 231 23 183-229 0,897 0,782* 0,054
Cac26 238 10 178-204 0,450 0,429 0,009
Cac27 227 15 199-233 0,832 0,758* 0,035

*Desvios significativos em relacdo ao EHW (p<0,05).
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Tabela 8. Variabilidade genética das populagdes alopétricas de C. coccinea (Ccj e Cpe)

e C. brevipedunculata (Bob e Bsc) e da suposta zona hibrida localizada no PEI

(Cib/Hib/Bib) a partir de sete loci microssatélites. Para nomes das populacbes, ver

tabela 1, N = nimero médio de individuos genotipados por populacdo, A = nimero de

alelos observados, PA = nimero de alelos exclusivos, RA = riqueza alélica calculada

sobre 22 individuos, He = heterozigosidade média esperada, Ho = heterozigosidade

média observada e F = indice de fixacdo (Fis para populacdes e F para a espécie). O

erro padrdo esta representado entre parénteses.

Populac6es N A PA RA He Ho F
C. coccinea
Ccj 276 73 18 9,85  0,805(0,027)  0,641(0,064) 0,202(0,080)
Cpe 27,7 83 23 11,07 0,800(0,060) 0,674(0,106) 0,150(0,112)
Média 276 78 - 10,5 0,803(0,032) 0,658(0,060) 0,176(0,066)
Espécie 553 116 52 - 0,874(0,020)  0,655(0,053) 0,086(0,018)
C. brevipedunculata
Bsc 256 61 3 8,36  0,684(0,081) 0,615(0,083) 0,089(0,053)
Bob 323 76 5 9,73  0,757(0,071)  0,609(0,052) 0,187(0,028)
Suposta zona hibrida
Cib 453 63 1 7,93  0,745(0,065) 0,670(0,087) 0,127(0,070)
Bib 46,4 65 1 7,98  0,751(0,064) 0,666(0,083) 0,127(0,062)
Hib 853 77 0 8,39  0,748(0,068)  0,655(0,084) 0,150(0,066)
agrupados 1770 82 13 8,25  0,754(0,065) 0,662(0,083) 0,144(0,063)
Média 783 73 - 8,8 0,732(0,041)  0,629(0.041) 0,140(0,029)
Espécie 2349 104 40 - 0,770(0,066)  0,650(0,072) 0,055(0,010)

* Cib = morfo C. coccinea e supostos introgressantes, Hib = possiveis hibridos (Hib),
Bib = morfo C. brevipedunculata e supostos introgressantes
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Tabela 9. Andlise da Variancia Molecular (AMOVA) média para sete loci
microssatélites em diferentes niveis hierarquicos, considerando-se 0s trés grupos
morfoldgicos (trés pops. de C. brevipedunculata, trés pops. de C. coccinea e uma pop.
de supostos hibridos) e os dois grupos genéticos (trés pops. de C. brevipedunculata,
considerando todos os individuos do PE Ibitipoca como uma Unica populagcdo da
espécie, e duas pops. de C. coccinea) resultantes da analise bayesiana de estruturacao
genética a partir do programa Structure. Fcr = diferenciacdo genética entre grupos em
relacdo ao total, Fsc = diferenciacdo genética entre populac@es dentro dos grupos; Fst =
diferenciacdo genética entre populacfes em relacdo ao total.

Fonte de variacéo Variacdo (%) Estatistica F P

Grupos morfoldgicos

Entre grupos -2,76 Fcr=-0,02758 0,8699

Entre popula¢des do mesmo grupo 11,02 Fsc=0,10726 <0,001

Dentro das populac6es 91,74 Fsr=0,08263 <0,001
Grupos genéticos

Entre grupos 6,68 Fer =0,06682 <0,001

Entre popula¢des do mesmo grupo 7,78 Fsc = 0,08336 <0,001

Dentro das populacbes 85,54 Fsr =0,14461 <0,001
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DISCUSSAO

HIBRIDACAO, DELIMITACAO DAS ESPECIES E PLASTICIDADE FENOTIPICA

Os dados de variabilidade e estrutura genética deste trabalho indicam que a
populacdo amostrada no Parque Estadual do Ibitipoca é exclusivamente composta por
individuos de C. brevipedunculata e que ndo ha hibridacdo e/ou introgressdao com C.
coccinea, embora essa populacdo exiba ampla variacdo morfolégica, com a maioria dos
individuos apresentando morfologia intermediéria a dos dois taxons. Uma andlise
filogenética utilizando marcadores ISSR ja havia evidenciado a relacdo mais proxima
dessa populacdo com um clado formado por C. brevipedunculata e C. wittigiana do que
com outras popula¢fes do complexo C. coccinea — C. mantiqueirae (Rodrigues, 2010).
Este padrdo filogenético foi hipoteticamente associado a retencdo de polimorfismos
ancestrais causada por eventos de especiacdo recente ou a ocorréncia de eventos de
hibridacdo (Rodrigues, 2010). Diferentemente do esperado para zonas hibridas, e
observado em alguns trabalhos de hibridacéo e introgressdo em plantas (e.g., Lexer et
al., 2005; Azevedo et al., 2006; Pinheiro et al., 2010), ndo foram constatados aumento
dos niveis de diversidade genética da populacdo do PEI em relacdo as populacdes
utilizadas como referéncia e nem diferencas nas frequéncias alélicas marcantes entre 0s
subgrupos do PEI classificados conforme a morfologia. Além disso, a analise de
agrupamento e a frequéncia de diversos alelos diagnosticos sdo congruentes com os dois
agrupamentos genéticos inferidos pela analise bayesiana de estruturacdo genética,
confirmando a uniformidade genética dos trés grupos definidos conforme a morfologia
(Cib, Hib e Bib) e a relacdo proxima destes com as populac6es de C. brevipedunculata
(Bob e Bsc).

Caracteres morfoldgicos intermediarios tém se mostrado Uteis para o
reconhecimento de hibridos, mesmo em familias onde esse ndo € um fendmeno comum
(‘e.g., Fabaceae: Conceicdo et al., 2008). Ainda que a morfologia possa fornecer pistas
sobre esse processo, a imprevisibilidade da expressdo de caracteres morfoldgicos
diminui, em muitos casos, a sua utilidade na identificacdo de hibridos (Rieseberg &
Ellstrand, 1993). Em Orchidaceae, apesar de um grande nimero de trabalhos reportarem
hibridos com caracteristicas morfoldgicas intermediarias a dos parentais (e.g., Caputo et
al., 1997; Peakall et al., 1997; Nielsen, 2000; Aagaard et al., 2005; Azevedo et al.,
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2006, Cozzolino et al., 2006; Moccia et al., 2007), inclusive no género Cattleya (Silva,
2008), outros trabalhos demonstram a falta de consisténcia da morfologia na
identificacdo de hibridos (e.g., Wallace, 2006; Bateman et al., 2008; Stahlberg, 2009;
De Hert et al., 2011). A existéncia de espécimes com fendtipo intermediario em que a
suposta hibridacdo ndo foi confirmada por dados moleculares, bem como de hibridos
em nimero bastante inferior ao previsto a partir de observa¢es morfoldgicas, também
séo relatadas na literatura (e.g. Nazzaro et al., 1999; Wallace, 2006; De Hert et al.
2011). Como extremo da inconsisténcia da morfologia para determinacdo de hibridos,
nossos dados mostram que a variacao intermediaria a C. coccinea e C. brevipedunculata
encontrada no PEI ndo pode ser atribuida a ocorréncia das duas espécies na area e a
hibridagdo e/ou introgressdo entre as mesmas. Ao contrario da hipotese inicial, outro
processo deve ser o responsavel por essa variagdo morfoldgica.

Diferentemente de outras populacdes conhecidas de C. brevipedunculata , onde
os individuos ocorrem exclusivamente em ambiente aberto, parte dos individuos da
populacdo do PEI ocorrem na mata, sob condi¢des de sombreamento. A ampla variacao
morfologica observada nessa populacdo pode, assim, estar associada a plasticidade
fenotipica em resposta as variacdes de luz. A plasticidade é favoravel se o ambiente é
heterogéneo, se estimulos ambientais sdo suficientes para que os individuos possam
expressar 0 fenotipo apropriado em cada ambiente, e se ha custos para fenotipos
especializados inapropriados (Callaway et al., 2003). Na area amostrada no PEI, tais
condicdes parecem ser atendidas, e individuos de C. brevipedunculata localizados na
mata, sob baixa disponibilidade de luz, apresentam fendtipo apropriado caracterizado
pelo maior comprimento e largura da folha e maior comprimento do pseudobulbo em
comparacdo as plantas de sol. Dos fatores que induzem respostas plasticas em plantas, a
variacdo de luz é provavelmente o mais reconhecido (Morales et al., 2010) e aumento
da area foliar e alongamento de internds em resposta ao sombreamento sdo 0s dois mais
bem documentados exemplos de plasticidade adaptativa (Alpert & Simms, 2002; van
Kleunen & Fischer, 2005). Apesar da plasticidade ndo ter sido testada nesse trabalho,
nossas comparacgdes entre individuos localizados em campo rupestre e mata, fornecem
uma indicacdo desse processo, que necessita ser futuramente investigado. As diferencas
entre os individuos devido ao efeito ambiental ndo podem, porém, ser devidamente
interpretadas, pois ndo foram isoladas das possiveis diferencas causadas pela influéncia
do crescimento e desenvolvimento dos individuos sobre a plasticidade (Coleman et al.,
1994; Wright & Mcconnaughay, 2002; Valladares et al., 2007).
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Embora ndo exista na literatura relatos da variagdo morfoldgica infraespecifica
ou intrapopulacional para C. brevipedunculata, alguns ecotipos de C. coccinea sdo
reconhecidos. Segundo Fowlie (1987), variagdes morfologicas entre esses diferentes
ecotipos estariam sob controle genético e ndo simplesmente sob controle fisioldgico
motivado pela disponibilidade de luz, uma vez que as caracteristicas distintivas dos
ecotipos sdo mantidas quando cultivados. Em cultivo sob sombreamento, observamos
que individuos das popula¢bes de C. brevipedunculata da Serra do Espinhaco ndo
apresentam notavel aumento da area foliar e alongamento do pseudobulbo, como foi
observado em individuos localizados na mata da &rea amostrada no PEI. Isso pode ser
um indicativo de que a amplitude da plasticidade varia entre essas populagdes, sendo de
maior magnitude em plantas cujo habitat é mais heterogéneo (Bradshaw & Hardwick,
1989; Alpert & Simms, 2002). Relagdes entre a incidéncia de luz e morfologia nunca
foram, porém, testadas em condicOes artificiais em nenhuma dessas populacdes e,
portanto, pouco se pode concluir a partir dessas observacdes.

Apesar de bem conhecidas em plantas, as respostas fenotipicas a
microgradientes ambientais tém recebido escassa atencdo em orquideas (Ackerman et
al., 2011). A hipdtese de plasticidade levantada neste trabalho pode ser futuramente
testada por meio de experimentos controlados utilizando proles geneticamente
homogéneas sob regimes de luz contrastantes (simulagdo de ambiente com sol pleno e
sombreado) ou por meio de experimentos de transplantes reciprocos entre plantas de sol
e sombra em ambiente natural (ver Morales et al., 2010). Para testar se essa variagdo
fenotipica apresentada é adaptiva, pode-se também utilizar a producdo de frutos como
estimativa do fitness dos individuos. Caracteristicas envolvidas na aquisi¢cdo de
recursos, frequentemente mostram padrdes de plasticidade que permitem que um dado
individuo genético cresca e se reproduza com sucesso em ambientes contrastantes
(Sultan, 2000, 2003). Mas, determinados caracteres plasticos podem, por outro lado, ndo
ser adaptativos, se desenvolvendo devido a correlacdo genética com caracteristicas sob
selecdo, a deriva genética ou como uma resposta passiva a escassez de recursos (van
Kleunen & Fischer, 2005).

VARIABILIDADE E ESTRUTURA GENETICA

Os niveis moderados a altos de variabilidade genética detectados em ambas

espécies estd em concordancia com o descrito para plantas em que a alogamia é
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predominante (Hamrick & Godt, 1996; Nybom, 2004). Ambas as espécies estudadas
apresentam caracteristicas florais associadas a ornitofilia, sendo que raras visitas por
beija-flores, com ou sem remocdes de polineas, foram observadas em diferentes
populacdes (Sazima et al., 1996; Singer & Sazima, 2000). Estudos sobre biologia floral
dessas espécies ainda sdo escassos, mas sugere-se que C. coccinea e C.
brevipedunculata apresentem um mecanismo de polinizacdo por engodo, uma vez que
as espécies tém flores vistosas com grande variacdo de tamanho e ndo oferecem
recompensa (Buzato, 1995).

A deficiéncia de heterozigotos observada em todas as populacbes pode ser
explicada pela ocorréncia de alelos nulos em dois ou mais loci em cada populagédo
(Dewoody et al., 2006). Porém, a reducdo da heterozigosidade observada ndo pode ser
completamente distinguida da reducdo indicativa de endogamia, causada por eventos
demogréaficos ou caracteristicas reprodutivas na populacdo Cpe, onde seis dos sete loci
apresentam desvios significativos do EHW devido ao excesso de homozigotos (van
Oosterhout et al., 2006). A heterozigosidade esperada nas populacdes estudadas é
proxima a média para trabalhos com plantas cuja as estimativas foram baseados em
microssatelites (Nybom, 2004), sendo superior ou similar aos valores encontrados em
outras espécies de orquideas com esse marcador (e.g., Gustafsson, 2000; Pellegrino et
al., 2006; Swarts et al., 2008; Pinheiro et al., 2010).

A baixa divergéncia genética entre as populaces, mesmo entre populacdes de
espécies distintas, com a maior parte da variacdo genética encontrada dentro das
populacdes, foi também observada em espécies de Ophrys utilizando marcadores
microssatelites (Soliva & Widmer, 2003; Mant et al., 2005). Esse resultado, entretanto,
contrasta com os resultados de um estudo recente de variabilidade e estrutura de seis
populacdes de C. coccinea da Serra do Mar e da Serra da Mantiqueira, em que foram
descritos altos niveis de variacdo entre populacbes e menores niveis dentro das
populacdes, empregando marcadores ISSR (Rodrigues, 2010). Em comparacdo aos
marcadores dominantes, microssatélites geralmente estimam menores niveis de varia¢do
entre populacdes, 0 que é consequéncia direta dos altos niveis de heterozigosidade
comumente detectados com esses marcadores (Hedrick, 1999; Nybom, 2004).

Em geral, a estrutura genética dentro e entre populacdes é determinada pelo
sistema de acasalamento e pelos mecanismos de polinizagdo e dispersdo. Plantas de vida
longa, sistemas de acasalamento que favorecem o exocruzamento e com dispersdo de

sementes a longas distancias expressam maior diversidade genética dentro do que entre
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populagbes (Hamrick et al., 1991). Evidéncias recentes indicam que as orquideas,
comparadas a plantas de outras familias, sdo tipicamente caracterizadas por baixos

niveis de diferenciacdo genética populacional (Phillips et al., 2012).

IMPLICACOES TAXONOMICAS

Cattleya coccinea e C. brevipedunculata fazem parte de um clado com
morfologia muito homogénea, que pode ser considerado um complexo de espécies
(Rodrigues, 2010). Os dados de estrutura genética obtidos a partir da analise bayesiana
demonstram que ha diferenciacdo entre as populac@es de C. coccinea e as populacbes de
C. brevipedunculata estudadas, incluindo nesta a populacdo localizada no PEI, ainda
que a AMOVA indique uma separacdo incipiente, provavelmente resultante da recente
divergéncia entre esses grupos ou da manutencdo do fluxo génico. Além disso, esses
dados corroboram com a os resultados obtidos por Rodrigues (2010) que ndo sustentam
a distingdo entre C. coccinea e C. mantiqueirae, como proposta por Fowlie (1972,
1987).

Alguns trabalhos tem evidenciado que, em orquideas, certas caracteristicas
vegetativas sdo melhores indicadores das relagdes filogenéticas que caracteres florais,
em diferentes niveis hierarquicos (e.g., Chase & Palmer, 1992; van den Berg et al.,
2000; Borba et al., 2002; Cameron, 2005). Mas, a distincdo a partir de caracteres
vegetativos, passiveis de influéncia ambiental, pode ser um complicador para a
taxonomia das espécies aqui estudadas. Formato de folha e pseudobulbo sdo alguns dos
caracteres diagndsticos de Cattleya coccinea e C. brevipedunculata e, na pratica, sdo 0s
mais usados na distincdo destas espécies, uma vez que caracteres florais, como 0s
relativos ao formato da pétala e do labelo, variam amplamente dentro das populacdes.
Porém, nossos dados mostram que tais caracteristicas vegetativas sdo plasticas na
populacdo de C. brevipedunculata do PEI, o que faz com que individuos localizados na
mata tenham morfologia similar a descrita para C. coccinea. A utilizacdo da distribuicéo
geogréfica na distincdo destas espécies € também dificultada pela constatacdo de que a
populacdo estudada, situada na Serra do Ibitipoca, trecho da Serra da Mantiqueira, é de
C. brevipedunculata, pois Fowlie (1987) reconhece a Serra da Mantiqueira como habitat
tipico de C. coccinea (como C. mantiqueirae). A Serra do Ibitipoca pode, porém, ser
considerada um ambiente peculiar da Mantiqueira por apresentar formacdes quartziticas

(e ndo predominantemente cristalinas) (Vasconcelos, 2011) e similaridades floristicas
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entre essa regido e areas da Serra do Espinhago ja foram descritas (e.g., Abreu et al.,
2011). Diante da dificuldade em separar as espécies, considera-se que a delimitagcdo
atual deve ser testada com um maior nimero de populacGes e reavaliada quanto a sua
aplicabilidade, uma vez que caracteristicas apontadas como diagnosticas ndo sao
capazes de separar C. coccinea de C. brevipedunculata quando esta ultima se encontra
em ambiente distinto aos campos rupestres da Cadeia do Espinhaco.
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CONSIDERACOES FINAIS

Marcadores moleculares sé&o considerados grandes aliados na investigagdo de
Varios processos evolutivos que atuam em nivel populacional. Devido ao fato de serem
co-dominantes e apresentarem altos niveis de polimorfismos, microssatélites sdo muito
informativos, sendo, por isso, escolhidos como ferramenta para as investigacoes
propostas neste trabalho. De um total de nove marcadores microssatélites desenvolvidos
por Novello et al. (no prelo) para Cattleya coccinea, cinco foram selecionados por
apresentarem sucesso na amplificacdo, polimorfismos em todas as populagdes estudadas
e por permitirem acurdcia na interpretacdo de picos na analise de fragmentos. Esse
baixo niUmero de marcadores disponiveis tornou necessario o esgotamento da busca por
regibes microssatélites nas sequencias obtidas a partir da biblioteca enriquecida
anteriormente desenvolvida por Novello et al. (no prelo). Um total de nove novos pares
de iniciadores foram, entdo, desenhados e testados, mas apenas dois desses puderam ser
empregados com sucesso neste trabalho. Essas regides adicionais ampliam o nimero de
microssatelites isolados a partir dessa biblioteca, elevando as chances de
transferabilidade de um ndmero suficiente de regides polimdrficas para estudos com
outras espécies do género. A transferéncia de iniciadores entre espécies congenéricas de
plantas tem sido realizada com boa margem de sucesso e pode poupar esforco, tempo e
recursos que seriam requeridos para isolamento de microssatélites (Squirrell et al.,
2003; Barbara et al. 2007).

Em conjunto, os marcadores microssatélites empregados se mostraram bastante
Uteis para descrever a variabilidade e estrutura genética das populacbes de C. coccinea e
C. brevipedunculata estudadas, bem como para investigar a possivel hibridacdo e
introgressao entre essas espécies. Com a utilizacdo dessa ferramenta, foi possivel testar
e rejeitar a hipdtese de hibridacdo entre os taxons, que foi levantada a partir de
observacOes relacionadas a variacdo morfoldgica encontrada no Parque Estadual do
Ibitipoca (PEI). Apesar de a hibridacdo natural ser comum na familia e ter sido
evidenciada recentemente entre espécies do género Cattleya (Silva, 2008; Rodrigues,
dados ndo publicados), esse fendmeno ndo explica a ampla variacdo fenotipica
observada na populacéo do PEI, que esta provavelmente sob influéncia ambiental.

Individuos podem alterar sua morfologia em funcdo do ambiente, principalmente

em situacGes em que a heterogeneidade ambiental € imprevisivel (Alpert & Simms,
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2002). Apenas recentemente, porém, a plasticidade foi amplamente reconhecida como
um modo significativo de diversidade fenotipica e, consequentemente, como um
importante aspecto de como organismos se desenvolvem e evoluem em seus ambientes
(Sultan, 2000). Embora a plasticidade fenotipica possa, em muitos casos, explicar ou
complementar as explicagdes a respeito da variagdo morfologica encontrada em
orquideas, esse processo tem sido pouco estudado na familia e seus efeitos sobre a
morfologia raramente testados (ver Morales et al., 2010).

Apesar da plasticidade ndo ter sido testada neste trabalho, as diferengas
encontradas entre individuos localizados na mata e em campo rupestre no PEI sugerem
o efeito do sombreamento sobre a morfologia vegetativa de C. brevipedunculata. Essas
diferencas foram significativas para o comprimento e largura da folha e comprimento do
pseudobulbo, que sdo plausiveis de serem influenciados pela luz por estarem associados
a captacdo desse recurso. Essas caracteristicas supostamente plasticas sdo, entretanto,
importantes para o reconhecimento de C. brevipedunculata e C. coccinea, devido a
dificuldade de distingui-las somente a partir de caracteres florais. E isso pode ser
considerado um fator de confuséo para o reconhecimento da populacdo estudada, que
tem sido frequentemente identificada como C. coccinea (e.g., Neto et al., 2007;
Rodrigues, 2010). Apesar da escassez de caracteristicas distintivas entre essas espécies,
os resultados deste trabalho, obtidos a partir de uma amostragem limitada de
populacdes, indicam a existéncia de duas linhagens distintas correspondentes as
espécies. Estudos de filogeografia e genética de populacbes do complexo C. coccinea,
incluindo uma amostragem ampla de populacdes e taxons, estdo em andamento por
Rodrigues et al. (dados ndo publicados) e deverdo auxiliar a delimitacdo das espécies
desse clado.

A heterogeneidade ambiental, principalmente em relagcdo a incidéncia de luz, é
notavel no PEI. No entanto, variacdes da luminosidade a curtas distancias e flutuacdes
temporais dessa variacdo podem dificultar a deteccédo de relaces de causalidade entre o
fator luz e a morfologia dos individuos em ambiente natural. Por isso, sugere-se que a
hipdtese de plasticidade fenotipica possa ser mais bem investigada através de
experimentos onde a variavel preditora possa ser controlada e seus efeitos isolados dos
demais. Ademais, estudos comparativos entre populacdes de C. brevipedunculata que
diferem quanto a heterogeneidade ambiental a que estdo submetidas podem ajudar a

esclarecer a base funcional da plasticidade fenotipica nessa espécie.
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Apéndice 1. Frequéncias alélicas de sete locus microssatélites em populacdes de C.

coccinea (Ccj e Cpe), C. brevipedunculata (Bob e Bsc) e na suposta zona hibrida do

Parque Estadual do Ibitipoca, subdividida conforme a classificacdo morfoldgica (Cib,

Hib e Bib). Para codigos das populacGes, ver tabela 1. N=numero de individuos

amostrados por locus.

C. coccinea Suposta zona hibrida C. brevipedunculata
Locus Alelo - . - -
Cj Cpe Cib Hib Bib Bob Bsc
N 29 29 46 87 47 33 26
111 - 0,362 - - - - 0,019
113 0,190 0,172 0,185 0,149 0,170 0,212 0,058
115 - 0,052 0,207 0,207 0,170 0,167 -
117 0,224 0,017 0,293 0,236 0,255 0,167 -
119 0,034 0,345 0,130 0,115 0,064 0,045 0,019
121 0,121 0,052 - 0,011 - - 0,135
123 0,086 - - - - 0,167 0,577
125 0,224 - - - - 0,015 -
Cac01 127 - - 0,011 0,023 0,043 0,015 0,038
129 - - 0,033 0,052 0,053 0,076 0,038
131 0,017 - 0,043 0,103 0,096 0,015 0,038
133 - - 0,054 0,063 0,128 - -
135 - - 0,011 0,011 0,021 - -
137 0,017 - 0,033 0,029 - 0,015 -
139 0,017 - - - - 0,076 0,038
141 - - - - - 0,015 0,019
143 0,034 - - - - 0,015 0,019
145 0,034 - - - - - ,
N 29 29 46 86 47 33 26
169 - - 0,065 0,029 0,032 - -
171 0,086 0,034 - 0,006 - 0,030 -
173 - 0,034 - 0,006 - 0,030 -
175 - 0,052 - 0,041 0,021 0,015 0,115
177 0,224 0,069 0,033 0,052 0,043 0,076 -
179 0,190 0,017 0,022 0,058 0,032 0,121 -
Caco? 181 0,069 0,155 0,076 0,058 0,074 0,106 0,096
183 - 0,172 0,163 0,180 0,128 0,061 0,038
185 0,052 0,052 0,076 0,093 0,117 0,136 0,327
187 0,121 0,172 0,359 0,291 0,319 0,197 0,327
189 0,052 0,103 - 0,017 - 0,182 0,058
191 0,190 0,121 0,109 0,076 0,096 0,015 0,019
193 0,017 0,017 0,054 0,035 0,074 - -
197 - - 0,033 0,035 0,032 0,030 0,019
199 - - 0,011 0,006 - - -
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201 - - - 0017 0,032 - -

N 30 29 46 87 47 33 26
175 0,150 - - 0023 0,011 - -
177 0,450 - - 0,006 - 0,045 0,019
179 0250 0017 0109 0040 0138 0,030 -
181 0,050 0,034 - - - 0,030 -
183 - 0,121 - - - - -
185 0,017 0,138 - - - 0,045 -
187 - 0,207 - 0,006 - 0,015 -
189 0033 0155 0272 0259 0170 0212 0,404
191 - 0121 0054 0069 0,085 - 0,096
193 - 0138 0076 0080 0128 0045 0,038

Cacll 195 - - 0054 0109 0043 0091 0,077
197 - - 0141 0132 0106 0061 0,077
199 0,017 - 0011 0006 0011 0061 0,019
201 0017 0017 0076 0046 0085 0076 0,077
203 - - 0043 0052 0128 0152 0,058
205 - 0034 0022 0006 0011 0061 0115
207 - 0017 0098 0121 0053 0,030 -
209 0,017 - - - - - -
211 - - 0011 0040 0,011 - -
213 - - - - - - 0,019
215 - - 0022 0006 0,021 - -
217 - - 0,011 - - 0,045 -

N 30 29 44 86 47 33 25
207 0,033 - - - - - -
211 0,167 - - - - - -
213 0,383 - - - - - -
215 0,017 0,034 - - - - -
231 - 0034 0250 025 0383 0409 0,200
235 0283 0,069 0739 0727 059 0591 0,480
237 0,083 - 0011 0006 0,021 - 0,320
239 0,033 - - - - - -
243 - 0,034 - - - - -

cacls 245 - 0,034 - 0,012 - - -
247 - 0,017 - - - - -
249 - 0,017 - - - - -
253 - 0,086 - - - - -
255 - 0,103 - - - - -
257 - 0,224 - - - - -
259 - 0,103 - - - - -
261 - 0,017 - - - - -
263 - 0,034 - - - - -
265 - 0,034 - - - - -
267 - 0,052 - - - - -
269 - 0,034 - - - - -
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273
275
277

0,017
0,034
0,017

Cacl8

183
185
187
189
193
195
197
199
201
203
205
207
209
211
213
215
217
219
221
223
225
227
229
231
233
235
237
239
241
243
245
247
249
251
253
255
257
259
263
265
267

22

0,045

23

0,130
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269 0,159 - - - - - -
277 0,045 - - - - - -

N 24 29 46 85 47 33 26
178 - - 0098 0059 0,011 - -
180 0021 0121 0533 0582 0660 0682 0,865
182 0104 0707 0120 0171 0138 07212 0,038
184 - 0103 0054 0029 0011 0,00 -
188 - - 0,011 - 0,021 - -

Cac26 192 0,208 - - - - - -
194 0271 0017 0185 0153 0149 0015 0,019
196 0,125 - - 0,006 - 0,061 0,019
198 0,167 0,052 - - - - 0,019
200 0,063 - - - 0,011 - -
202 0,042 - - - - - -
204 - - - - - - 0,038

N 29 26 44 82 43 31 26
197 0328 0,038 - - - - -
199 - - 0,011 - - - -
201 - - - - - - 0,038
203 0,017 - - - - - -
205 0310 0,038 - - - 0,016 -
207 0,034 - - - - 0,048 0,212
200 0017 0,038 - - - - -
211 0121 0077 0227 0250 0256 0032 0212
213 - 0019 0227 0287 0221 0161 0,154

cacyy 215 0017 0019 0216 0232 0163 0161 0096
217 0052 0,019 - 0,006 - 0032 0,077
219 0,069 0,096 - - - 0,016 0,019
221 - 0,115 - - - 0,032 -
223 0017 0115 - - - - -
225 0017 0,077 - - - - -
227 - 0019 0080 0073 0070 0323 0,038
229 - 0,231 - 0,006 - 0,032 -
231 - 0,038 - - - 0032 0,077
233 - 0019 0239 0146 0291 0113 0,077
235 - 0,019 - - - - -
237 - 0,019 - - - - -

* Cib = morfo C. coccinea e supostos introgressantes, Hib = possiveis hibridos (Hib),

Bib = morfo C. brevipedunculata e supostos introgressantes
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