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INTRODUCAO:

O fendomeno do isolamento reprodutivo dentro de uma linhagem tem sido intrinsecamente
ligado ao delineamento de varias espécies desde as contribui¢des de Dobzhansky (1937) e Mayr
(1942). Tem-se que, de acordo com Coyne & Orr (2004), espécies distintas sdo caracterizadas por
um isolamento reprodutivo substancial mas ndo necessariamente completo, de modo a provar a
importancia desse fenomeno no acimulo de diferengas - provenientes da diminuigdo ou até
interrupgao total do fluxo génico entre populacdes - por meio de barreiras pré-zigoticas, que podem
se dar devido ao isolamento geografico ou diferentes polinizadores, levando a diminuicao de frutos
produzidos, e poOs-zigdticas gracas a divergéncias genéticas acumuladas o que diminui a
viabilidade de sementes produzidas (Gouveia & Pinheiro, 2015). Desse modo, vé-se a importancia
do estudo do isolamento reprodutivo na delimitagdo de novas espécies assim como na anélise de
fendmenos de especiagdo em populagdes continentais e insulares, por exemplo.

Sendo um fendmeno importante, o isolamento reprodutivo tem como ser avaliado através
de cruzamentos reciprocos entre populagdes (Gouveia & Pinheiro, 2015). Esses cruzamentos, para
além da avaliag¢do do isolamento, também sdao importantes para identificagdo de incompatibilidade
dos sistemas reprodutivos entre os individuos participantes, que fazem parte das barreiras pré-
zigodticas possiveis. Para além disso, a depressdo por alogamia,definida pela reducdo na aptidao
reprodutiva, capacidade de acasalar ou polinizar, fertilizar, produzir descendentes, sobreviver ou
se reproduzir, na primeira ou nas Ultimas geragdes apds o cruzamento de populagdes diferentes
(Ralls, Frankham, Ballou, 2013, p. 250) e a depress@o por endogamia - fendmeno que se da pelo
aumento significativo de cruzamentos entre parentes e, portanto, mais comum em populagdes
pequenas e isoladas, o que leva a uma menor viabilidade da prole no que diz respeito a
sobrevivéncia e reproducao destes também podem ser identificadas e medidas através de
experimentos que partem de autofecundagdes. Sua origem relaciona-se a presenca de
incompatibilidades genéticas em populacdes distribuidas em regides geograficas distintas. A
distribuicdo dispersa destas populagdes colabora para o acimulo destas incompatibilidades,
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sobretudo em situagdes onde o fluxo génico ¢ reduzido. O acimulo destas divergéncias diminui a
fertilidade dos cruzamentos entre individuos de populagdes distintas, isolando reprodutivamente
populagdes de uma mesma espécie (Pinheiro et al., 2013), o que serd observado no presente
trabalho.

O género Epidendrum conta com cerca de 1500 espécies, sendo possivel observar o efeito
dos cruzamentos reciprocos, além de diversos mecanismos evolutivos entre populagdes. Dentre
elas, Epidendrum denticulatum (Pinheiro & Cozzolino, 2013)¢é um exemplo de espécie utilizadas
em estudos acerca da importancia do isolamento reprodutivo para ocorréncia de especiacdo. Nas
pesquisas envolvendo E. denticulatum foram observadas barreiras de isolamento reprodutivo entre
as populacdes analisadas, com uma assimetria significativa na viabilidade de sementes em
cruzamentos entre determinadas populacdes, além de que, majoritariamente, nos cruzamentos
interpopulacionais houveram padrdes assimétricos de compatibilidade reprodutiva, indicando
barreiras incompletas entre as populacdes (Pinheiro & Cozzolino, 2013).

Epidendrum orchidiflorum ¢ uma espécie herbacea da familia Orchidaceae, rupicola, com
crescimento simpodial, caule tipo cauloma, folhas com nervacdo paralela, disticas, ovadas,
lanceoladas e coridceas, inflorescéncia apical, e flores monoclinas, sépalas eretas, ovadas e glabras,
e lanceoladas (Bastos; Van Den Berg, 2012). E. orchidiflorum possui flores de antese noturna,
coloracdo verde, podendo apresentar manchas marrons, nectarios nupcial (do tipo cuniculo) e
extranupcial, com labelo ressupinado, verticilos florais robustos e osmoéforos. E uma espécie de
polinizacdo generalista que, quando cruzada, ¢ realizada, principalmente, por insetos da ordem
Lepidoptera e autocompativel, mas necessita dos polinizadores para a efetiva transferéncia de
polen. A espécie possui ampla distribuicao de populagdes no territdrio brasileiro - presente nas
regides Norte (Amazonas, Pard e Roraima), Nordeste (Alagoas, Bahia e Sergipe) e Sudeste (Rio
de Janeiro) - as quais, de acordo com ROBLES, 2016, - apds analises de variancia molecular -
possuem diferenciacdo genética significativa entre si, podendo indicar a existéncia de algum tipo
de barreira reprodutiva. Dado seu padrdo vasto de distribui¢do, estudos prevendo analise de
desenvolvimento de barreiras pré e pds zigoticas sdo possiveis a partir das populagdes dessa
espécie.

MATERIAL E METODOS:

Serdo conduzidos experimentos de biologia reprodutiva com individuos das diferentes
populagdes da espécie, que se encontram em cultivo em casa de vegetacdo, sob condi¢des
controladas, no Jardim Experimental do campus da Universidade Estadual de Campinas, Campinas
- SP, para avaliar o sistema de cruzamento, a fertilidade e compatibilidade reprodutiva entre elas.
Serdo utilizados cerca de 15 individuos das populagdes advindas dos estados de Alagoas,
Amazonas e Rio de Janeiro (Figura 1; Tabela 1). Serdo realizados tratamentos de autopolinizagdo
e polinizagdo cruzada entre individuos das diferentes populagdes, utilizando um alfinete para
remogao da polinia da flor que atuara como doadora de polen, e da sua introdugdo no estigma da
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flor que atuara como receptora. Cada cruzamento sera realizado de forma bidirecional, ou seja,
ambos os individuos atuardo como doadores e receptores de polen de forma reciproca. Duas
barreiras de isolamento reprodutivo serdo analisadas, uma pré-zigdtica, inferida através da
formagao de frutos (a porcentagem de frutos formados serd contabilizada e utilizada para mensurar
a intensidade do isolamento) e uma pos-zigotica
(examinada através da viabilidade de sementes,
com uma amostra de duzentas sementes por fruto;
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informacao sera utilizada para medir a
intensidade do isolamento). A formagao de frutos
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colhidos quando estiverem com capsulas
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frutos e a viabilidade de sementes resultante de Figura 1: Mapa de distribuicdo de Epidendrum
orchidiflorum indicando as populagbes que serdo

experimentos de auto fecundagdo, fecundagdo cruzada j, stigadas neste estudo.

intraespecifica e fecundagdo cruzada. O indice de

isolamento reprodutivo entre as espécies sera calculado utilizando a metodologia descrita por
Pinheiro et al. (2016). Os valores de producao de frutos e viabilidade de sementes serdo utilizados,
respectivamente, para os célculos do indice de isolamento pré-zigdtico e indice de isolamento pos-
zigotico. Os dois indices serdo combinados para produzir um valor total de isolamento entre cada
par de espécies, utilizando a formula RI4E descrita por Sobel & Chen (2014). Os resultados obtidos
poderao variar entre 0 (indicando que ndo hé isolamento) e 1 (indicando isolamento completo).

Populacio Procedéncia
AL Piacabucu
RJ Restinga de Massambaba
AM Borba

Tabela 1 Localidade de populacbes da espécie:
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RESULTADOS:

O presente projeto visa investigar os sistemas de cruzamento e os mecanismos de isolamento
reprodutivo entre populagdes geograficamente distintas de Epidendrum orchidiflorum
(Orchidaceae). Espera-se identificar a ocorréncia de barreiras pré-zigoticas, evidenciadas por
diferengas na producdo de frutos entre cruzamentos manuais intra e interpopulacionais, o que
indicaria a presenca de barreiras que impedem a fertilizagdo e implicam isolamento reprodutivo
inicial entre as populagdes estudadas. Além disso, pretende-se analisar barreiras pds-zigoticas por
meio da viabilidade das sementes resultantes dos cruzamentos, avaliando possiveis limitagdes
genéticas que comprometam a sobrevivéncia e o desenvolvimento dos descendentes, refletindo
divergéncias genéticas acumuladas. Os cruzamentos reciprocos entre populacdes distintas devem
permitir a deteccdo de depressdo por alogamia, manifestada pela reducdo da aptidao reprodutiva
devido a incompatibilidades genéticas que limitam a fertilidade e reforcam o isolamento
reprodutivo, resultado da divergéncia e do fluxo génico restrito entre essas populagdes. Também
sera investigada a ocorréncia de variagdes no sistema de cruzamento, incluindo possiveis
evidéncias de depressdo por endogamia dentro das populagdes, o que contribuiria para o
entendimento dos impactos do sistema reprodutivo na manuten¢do da diversidade genética. Ao
caracterizar os niveis e mecanismos de isolamento reprodutivo, tanto pré quanto pos-zigoticos, os
resultados obtidos deverdo ampliar o conhecimento sobre os processos evolutivos que levam a
especiacdo e a manuten¢do da diversidade genética em populagdes continentais de orquideas.
Dessa forma, o estudo fornecerd importantes subsidios para a compreensdao dos fatores que
restringem o fluxo génico e promovem a divergéncia genética entre populacdes de E.
orchidiflorum, contribuindo para a biologia evolutiva e a conservagao da espécie.
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