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RESUMO GERAL

Masdevallia scanden$/. solomoniie M. yungasensisao orquideas endémicas das
florestas Umidas montanas dos Yungas da Bolivia. é3sas espécies apresentarem
populacdes pequenas e hébitats restritos, a fragg@ne perda das florestas primérias nos
Yungas constituem-se em um fator de ameaca paa &stons. Considerando que 0 éxito
na conservacao das espécies raras, ameacadaspmrigomndepende da manutencéo de sua
diversidade genética e que esta informacado namamea disponivel para a maioria das
orquideas nativas, o presente estudo teve poridamed desenvolver marcadores
moleculares microssatélites paia solomoniie determinar o potencial de transferabilidade
em M. scandense M. yungasensjspermitindo desta maneira, avaliar a diversidade e
estrutura genética das populacdes ocorrentes moidhiacional e Area Natural de Manejo
integrado (PN-ANMI Cotapata), Bolivia. Dez parespdieners microssatélites desenhados
paraM. solomoniiforam utilizados com sucesso &h yungasensi® M. scandensAs
populacdes das trés espéecies apresentaram eldvadadhde genética com numero médio
de alelos por locos de 13,7 evh solomonij 12, 9 emM. yungasensie 9,2 emM.
scandens A heterozigosidade esperada foi maior do que serehda na maioria das
populacdes, encontrando-se desvios significativos Edjuilibrio Hardy Weinberg. O
coeficiente de endogamia foi alto évh solomonii(Gis = 0,270 + 0,101) &1. yungasensis
(Gis = 0,203 + 0,069), comparadas ctin scandengG;s = 0,121 + 0,088). Os valores de
divergéncia genética mostraram uma maior estriioratas populacdes dédasdevallia
solomoniie M. yungasensiem compara¢do coi. scandensAs populacdes simpéatricas
apresentaram individuos com ascendéncia mista, larelee que processos de
hibridacao/introgressao entre estas espécies témemido. Nessa perspectiva, 0 presente
estudo mostrou que em tais populagdes, o conteokendogamia local e a preservacao da
integridade genética dos individuos néo introgreslidoderiam ser algumas das medidas

prioritarias para a conservacao das espécies.

Palavras - chave: Conservacdo, diversidade genétiddasdevallia microssatélites,
Orchidaceae.



RESUMEN

Masdevallia scanden#. solomoniiy M. yungasensison orquideas endémicas de
los bosques montanos humedos dos Yungas de Bole¢hido a que estas especies
presentan poblaciones pequefias y habitats restosigia fragmentacion y pérdida de los
bosques primarios en los Yungas se constituye daator de amenaza para estos taxones.
Considerando que el éxito en la conservacion decesp raras, amenazadas o0 en peligro
depende del mantenimiento de su diversidad gengticue esta informacion no se
encuentra disponible para la mayoria de las orgsidativas, el presente estudio tuvo por
objetivo el desarrollo de marcadores molecularesrassatélites pardl. solomoniiy
determinar el potencial de transferabilidadirscandeny M. yungasensjgermitiendo de
este modo evaluar la diversidad y estructura geméte las poblaciones presentes en el
Parque Nacional y Area Natural de Manejo integréRld-ANMI Cotapata), Bolivia. Diez
pares dg@rimersmicrossatélites disefiados pMasolomoniifueron transferidos con éxito a
M. yungasensiy M. scandenslLas poblaciones de las tres especies presensdegada
diversidad genética con un promedio de aleloslgmrsde 13.7 erM. solomonij 12. 9 en
M. yungasensig/ 9.2 enM. scandenslLa heterozigosidad esperada fue mayor que la
observada en la mayoria de las poblaciones, edrmutse desvios significativos del

Equilibrio Hardy Weinberg. El coeficiente de endwmga fue alto enVl. solomonii(Gs
0.270 + 0.101) WM. yungasensifG;s = 0.203 + 0.069), comparadas ddnscandeng$Gs

0.121 + 0.088). Los valores de divergencia gendtioatraron una mayor estructuracion de

las poblaciones déMasdevallia solomoniiy M. yungasensisen comparaciéon coml.
scandens Las poblaciones simpatricas presentaron indigdaon ascendencia mixta,
revelando que procesos de hibridacidn/introgresi@n ocurrido entre las mencionadas
especies. En ese contexto, la informacion generaddh presente estudio indica que en éstas
poblaciones subdivididas, el control de la endogdotal y la preservacion de la integridad
genética de los individuos no introgredidos puesiemalgunas de las medidas prioritarias

para la conservacion de estas especies.

Palabras claves: Conservacion, diversidad genéticdasdevallia microsatélites,

Orchidaceae.



INTRODUCAO GERAL

A Bolivia € um dos 11 paises com maior biodivedgdalo planeta, devido
principalmente a variedade de nichos ecoldgicodtoeos e heterogeneidade de habitats
(Ibisch, 1998). Estas caracteristicas contribuera gae o pais tenha a sua riqueza floristica
estimada em aproximadamente 20.000 espécies (B988), sendo 1.500 apenas em
Orchidaceae (Vasquez & lbisch, 2004).

A regido com a maior diversidade de orquideas raviBacorresponde as florestas
montanhosas dos Yungas, que apesar de ocuparerasageén do territério nacional,
concentram 60% das espécies, com uma taxa de esmdendie 80% (Vasquez & Ibisch,
2004). A subtribo Pleurothallidinae € a que possmaior nUmero de espécies na regiao,
das quais 47% s&o endémicas e destas, 40% encesdgrameacadas (Vasquez & lIbisch,
2000).

Masdevallia Ruiz & Pav. é um dos géneros mais diversos der®lallidinae,
superado sO potephantesSw., Pleurothallis R.Br. e Stelis Sw. Na Bolivia foram
registradas 49 espécies, sendo 80% destas endgmasapiez & Ibisch, 2000). Estima-se
gue o numero de espécies seja ainda maior na gi@dmréos Yungas, uma vez que esta é

considerada centro de diversidade de orquideasiagem geral (Kromeet al, 2007).

A grande riqueza de orquideas epifitas nas fleestentanas Umidas tropicais €
resultado de uma intensa especiacdo devido a ¢aterde multiplos fatores (Ackerman,
1998), principalmente: 1) a fragmentacédo do hljia¢ promoveria a especiacdo alopatrica
(Templeton, 198)1 2) o particionamento do nicho (Gentry & Dodson, 298ma vez que a
superficie total disponivel nas arvores hospedé@rasiito maior do que no solo, e que as
diferentes zonas da arvore apresentam um conjugtErdgéneo de ambientes, onde a
especiacdo pode ser acrescentada pelas adaptagfeddgicas que permitiiam uma
vantagem para a sobrevivéncia em cada um desteshdiiitats; e 3) a especificidade pelo
polinizador (Gentry & Dodson, 1987).

Estudos recentes mostram que as florestas montaclagdas dentro do Parque
Nacional e Area Natural de Manejo Integrado CotagRN-ANMI Cotapata) nos Yungas
de La Paz constituem um dos ecossistemas com nfieza de espécies de orquideas do
mundo (Kromeret al., 2005). A elevada riqueza de orquideas nesta regidle ser

explicada pela interacdo entre a heterogeneidguegtafica e gradiente altitudinal, que



deram lugar a uma variedade de climas e diferaijjtes de microhabitats capazes de
suportar uma vegetacao diversa (Jiménez & Mira@@y).

Uma avaliacdo do estado de conservacado das edmsetprrestres da América
Latina e Caribe (Dinersteiat al, 1995) mostrou que os Yungas bolivianos enconsam-
entre as cinco ecorregides consideradas de “Pambeidim” para a conservacéo. Entretanto,
a regido é também uma das mais afetadas pela miespeessdo humana na Bolivia
(Hanagarth & Arce, 1986; Ribera, 1995) tendo sidostderada em estado de conservacéo
critico (Araujo & Ibisch, 2000).

As florestas nos Yungas estdo sendo rapidaments@elas, devido principalmente
a utilizacdo das florestas primérias para o esabménto de praticas agricolas e de
pastoreio, as quais frequentemente envolvem a @a@imao controlada, além dos
assentamentos humanos ilegais e atividades deragéei O desmatamento originado pelo
continuo uso da floresta desde tempos pré-colorobiané a atualidade vem tendo um
impacto negativo sobre a diversidade de espéciesrgigdeas, principalmente epifitas
(Krémer, 2003).

A diminuicao da riqueza de orquideas epifitas, die@ perda de florestas primarias,
poderia afetar aproximadamente 90% das espécigamg@dret al, 2007). Além disso,
algumas orquideas com potencial ornamental sdoaidaf indiscriminadamente,
ocasionando uma diminuicdo das populacdes, o queripdeva-las a um estado critico de
conservacao. Por esta razdo, a maioria das esgéclémicas sofre algum grau de ameaca.
E o caso déMasdevallia scandenBolfe, M. solomoniiLuer & Vasquez é. yungasensis
Hashimoto subspungasensisque se encontram na Lista Vermelha de espécieagatas
da flora boliviana (Meneses & Beck, 2005). Estagées foram categorizadas como
vulneraveis (VU), segundo critérios da IUCN (19999r serem endémicas em nivel local,
com populacbes muito pequenas e frageis, de habitstritos e ameacados para a
sobrevivéncia em curto ou médio prd¥@squez & Ibisch, 2000).

Devido ao fato das espécies raras e/ou ameacaddsgete caracterizarem-se por
apresentar tamanhos populacionais pequenos e rastgeegraficamente isoladas, a
fragmentacdo natural ou antropica dos habitats peafundos impactos sobre elas,
principalmente na perda da diversidade genéticag®a, 2001) e consequente diminui¢ao
do seu potencial adaptativo (Frankhainal, 2002).

Em populacdes pequenas o0s processos de derivaicgergtendogamia séo

aumentados, influenciando em conjunto, os padr&eslidersidade genética e sucesso



reprodutivo fitnesg. A deriva genética muda a distribuicdo da vapvagénética de duas
maneiras: i) diminuindo a variacdo dentro da pagda(perda de heterozigosidade e
eventual fixacdo de alelos), e ii) aumentando erdifciacdo entre populacdes. A reducao na
reproducao e sobrevivéncia, devido a processosradels de endogamia, acrescenta o risco
de extingédo das populagdes naturais (Frankham,)1995

Considerando que o0 éxito na conservacdo de pomdacie espécies raras,
ameacadas ou em perigo depende da manutencédo deexsidade genética (Frankhah
al., 2002), e que tal informacdo ndo esta disponiaeh @ maioria das espécies nativas,
durante os ultimos anos tem se dado maior énfaseesinidos genéticos destinados a
conservagdo. Estes estudos sdo muito Uteis pa&eiser populacbes que devem receber
prioridade para a conservacao e na proposta aedggts de maneja situ e ex situ(Avila-
Diaz & Oyama, 2007).

Conhecer como esta distribuida a variabilidade tggnélentro de populacdes
naturais nos fornece uma perspectiva historicardatancgas evolutivas que caracterizam as
espécies, permitindo predizer como as populacodsrigon responder a futuros eventos de
origem natural ou antropico. A informacéo da estaigenética populacional, em conjunto
com o conhecimento dos sistemas reprodutivos dagcies e seus requerimentos
ecoldgicos, constitui a base para a conservacdareejm de unidades evolutivamente

significativas (Avila-Diaz & Oyama, 2007).

Estudos recentes eMasdevallia yungasensis M. solomonii(Moya, com. pess.)
tém relatado a existéncia de individuos que corfipam caracteristicas fenotipicas de
ambas as espécies (morfotipos intermediarios), reutpe a possibilidade de hibridagéo
natural entre estas. Embora a hibridacdo naturabtsido demonstrada para varias espécies
de orquideas, por exemplo, &wgpripediumL. (Case, 1993DactylorhizaNeck. ex Nevski
(Hedrén, 1996)Ophrys L. (Nielsen & Siegismund, 1999FRlatantheraRich. (Soliva &
Widmer, 2003) eLiparis Rich. (Chunget al, 2005), a determinacdo da ocorréncia de
hibridacdo exige uma analise em nivel genéticomAdésso, muitas vezes a hibridacédo pode
ter ocorrido em um passado recente e atraves mengtamentos permanece na populacéo
uma quantidade de individuos introgredidos, cugatificacdo € dificil e s6 pode ser feita

com seguranca através de dados moleculares.

Com base no anteriormente exposto, para conheceo estdo se desenvolvendo
estes processos genéticos nas populacbes de seter@snecessaria a utilizacdo de

marcadores moleculares altamente informativos.



Os microssatélites tém sido relatados como os mares moleculares mais efetivos
para a estimativa de parametros populacionais @ aaalise da estrutura populacional,
fluxo génico, estruturas qeedigreee a incidéncia da deriva genética (Heywood & llimn
2003; Oliveiraet al, 2006). Isto se deve ao fato destes marcadoremeamEm-se bem
distribuidos no genoma vegetal, podendo detdéotars simples, altamente polimorficos e
de natureza codominante (Morgante & Olivieri, 19%8ncock, 1999). Além disso,
diferentes estudos tém mostrado que, devido a logiaotas sequéncias de genomas de

espécies proximas, a transferabilidade de marcadooteculares microssatélites € viavel.

A capacidade de transferir e aplicar de um conjue@rimers para amplificar
determinados locos microssatélites pode facilitgniicativamente os estudos entre
espécies estreitamente relacionadas. Isso se tauita importante quando se conta com
orcamentos limitados para estudos genéticos dasgédconservacao de taxons endémicos,
reduzindo o custo para desenvolver microssatédisgecificos para espécies do mesmo
género (Pinheiret al, 2009).

Em este contexto, o presente estudo teve a finkdidie avaliar a diversidade e
estrutura genética em populacbedvtisdevallia scandendl. solomoniie M. yungasensis
presentes dentro do PN-ANMI Cotapata, mediante serdelvimento de marcadores
moleculares microssatélites, de modo a gerar sioBgéra o estabelecimento de medidas

de conservacao efetivas.



OBJETIVOS

Objetivo geral:

Avaliar a diversidade e estrutura genética em @Emids deMasdevallia scandensV.
solomoniie M. yungasensi®correntes no PN-ANMI Cotapata Bolivia, a modogeear

subsidios para o estabelecimento de medidas dergagéo efetivas.

Os objetivos especificos:

» Desenvolver marcadores moleculares microssatglaesMasdevallia solomonie

determinar o potencial de transferabilidadeMnscanden® M. yungasensis.

» Avaliar a diversidade e estrutura genética em @Emdds déMasdevallia scandens
M. solomoniie M. yungasensiao longo de um gradiente altitudinal de 2.50020@3.
m.s.n.m no PN-ANMI Cotapata, Bolivia.

e Determinar o grau de endogamia é&fnasdevallia scandendV. solomoniie M.

yungasensis.

» Verificar a existéncia de hibridos interespecificasindividuos introgredidos nas

populacdes estudadas.

* Delinear medidas para a conservacao e/ou manejoopasacoes avaliadas.



MARCO REFERENCIAL

NIVEL E DISTRIBUICAO DA DIVERSIDADE GENETICA

A diversidade genética pode ser analisada em diseniveis: individuos,
populacdes e espécies. Nos individuos, esta érevidia pela presenca de homozigotos ou
heterozigotos. Dentro das populacdes, interessaecen que individuos apresentam alelos
diferentes, uma vez que nas espécies diploidepodem ocorrer mais de dois alelos por
loco, portanto nenhum individuo pode apresentaa todiversidade existente na populacéo.
No nivel especifico, a diversidade pode ser evideac observando a variacdo das

frequéncias alélicas entre as populacdes (Letvet, 2005).

Caracteristicas diversas da historia de vida de wespécie determinam a
manutencao de diferentes niveis de diversidadetigarea distribuicdo desta entre as suas
populagcdes (Hamrick & Godt, 1996). A maneira a qaalariabilidade genética esta
distribuida entre e dentro das populacfes é coheximo estruturacdo genética. Esta se
refere a distribuicdo heterogénea (ndo aleaténa)atelos e gendtipos no espaco e tempo,
como resultado da acéo das forcas evolutivas (r&otagigracao, selecéo e deriva genética)

que atuam de diferentes modos em cada espéciauapdp (Hamrick, 1982).
Medidas da variabilidade e estrutura genética

Diferentes parametros tém sido descritos para wdestla variabilidade e estrutura
genética dentro e entre as populacdes naturaig (aHamrick, 1997, Cole, 2003). Os
principais séo:

- Porcentagem de locos polimoérficosR). Definido como a porcentagem digci
amostrados que sao polimérficos. Um loco € conadiepolimorfico se apresenta
mais de um alelo. No entanto, para um loco semofico, o alelo mais comum
dentro deste, deveria se apresentar em frequemsgasores a 95% ou 99,

dependendo do critério a ser utilizado.

- Riqueza alélica AR). Medida do nimero médio de alelos independentamartho

da amostra.
- Alelos por loco (Na). Numero de alelos por loco polimoérfico.

- Heterozigosidade total He). Denominado também como diversidade génica ou

diversidade genética total. E calculada de acoodo & seguinte equagio:



2
H,=1->(p)
Ondep € a frequéncia de cada alelo encontrado em unmmuetalo loco.

Heterozigosidade médiaH_e). Conhecido também como diversidade génica média

ou indice de polimorfismo. Corresponde a proporgéolocos heterozigotos por
individuo assumindo o equilibrio de Hardy-Weinbétglefinida como:

o=y

n

Onden é o numero total de locos analisados.

Heterozigosidade observada Ho). E a freqiiéncia observada de individuos

heterozigotos na populacéo.

Coeficiente de endogamiaFs, Gis). Conhecido como indice de fixacdo, mede a
probabilidade de que os individuos sejam idéntimrsascendéncia. Este parametro

€ amplamente utilizado para descrever a estrutu@odulacédo (Nagylaki, 1998).

Proporcéo da diversidade genética entre populacd€Bst, Rst, Gst, G’st, G”s1 €

D). Refere-se ao nivel de diferenciacdo genética exstrpopulacdes estudadas. O
calculo de cada uma dessas estimativas consideraagielo que explica a evolucao
dos locos microssatélites. O coeficieRtg € baseado no modelo “Alelos Infinitos”
(Kimura & Crow, 1964) e estimado pela estatistitade Wright (Weir &
Cockerham, 1984); enquanto o coeficieRtg, considera o modelo “Mutacdo aos
Passos” (Ohta & Kimura, 1973), estimado pela esiediRst de Slatkin (Slatkin,
1995).

O coeficienteGst (Nei, 1987) € uma extensao direta do trabalho dighw
(1943), baseado na comparacédo da heterozigosidadsidade génica) dentro e
entre as populacdes; deste derivam-s&’gr (Hedrick, 1999) eG” st (Hedrick,
2005). Mais recentemente, tém-se proposto o inBicglost, 2008) baseado no

numero efetivo de alelos.

Fluxo génico (\m). Refere-se ao numero de migrantes por geragadoogufar do
tamanho populacional\, e a propor¢do de imigracam). O numero efetivo de
migrantes Kem) pode ser calculado a partir da estatistiea uma vez que o fluxo
génico encontra-se inversamente relacionado coiwed de diferenciacéo entre as

populacdes.



- Numero total de alelos A).

A porcentagem de locos polimérfic@B), o numero total de aleld®) e a diversidade
genética(He) podem ser calculados como valores totais para@écies ou como a média
das populagbes individuais, designadas cdPamu P,, respectivamente (Cole, 2003).
Ambas as medidas sdo importantes para o desenwitontle estratégias de conservacao
(Hamricket al, 2006).

A frequéncia de heterozigotos pode também ser dersgla como um indicador da
diversidade genética (Weir, 1996), uma vez que batierozigoto carrega alelos diferentes,
representando melhor a variacdo existente. No &ntanheterozigosidade esperada ou
diversidade génica (Nei, 1973) é considerada undidaenais apropriada para representar
a variacdo nas populagbes naturais. O numero des gher loco e a heterozigosidade
esperada sdo muito influenciados pela deriva genéém razdo dos alelos raros (com

freqUéncia inferior a 0,05) ndo serem retidos equeeas amostras (Rapasal.,2007).
FATORES QUE INFLUENCIAM A DIVERSIDADE E ESTRUTURA G ENETICA

Devido a seu carater sedentario, as plantas ddsenvama forte estrutura genética
em uma variedade de escalas espaciais (Vekemansr&yH2004). Em determinadas
circunstancias, por exemplo, a colonizacao de nbvadstats a estrutura genética espacial

(SGS) pode se desenvolver rapidamente e ser mensstente (Epperson, 1990).

Dentro de uma populacéo, a reparticdo da variagkviéa em grande parte a forma
de vida e ao sistema de reproducédo. A esse restaitese identificado algumas tendéncias,
como por exemplo, espécies autdbgamas geralment&mama forte estrutura genética em
comparacdo com as espécies alogamas (Hamtiak, 1992); um padréo similar acontece
com plantas cuja dispersédo de sementes € meditalgrpgidade em comparacdo aquelas
espécies zoocoricas (Degenal, 2004). Isso denota que, além da possivel infiaéde
fatores altamente localizados, como a variacao cedpaa distribuicdo das espécies e
selecdo por variacdo do microhabitat (Epperson,3Y198 SGS é fundamentalmente
correlacionada com o grau de limitacdo na dispedeiisementes e poélen (Degenal,
2004; Vekemans & Hardy, 2004; Cavetsal, 2005).
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Sistemas reprodutivos

Os sistemas reprodutivos sao considerados, em detafminantes na composicao e
distribuicdo da variabilidade genética em populag@egetais (Lande & Shemske, 1985).
Em interacdo com o tipo de sistema reprodutivarend de vida tem uma forte influéncia
na diversidade genética de uma espécie. Assinexaonplo, alguns estudos revelam que as
espécies anuais autdgamas apresentam menos ldoosrficos e diversidade genética
(He), a qual se encontra partilhada entre as suaslggdims; em contraste, as espécies
perenes e alégamas apresentam uma alta diversigadética relativa e pequena

diferenciagao entre as suas populagdes (Haratiak, 2006).

A estrutura floral das orquideas é altamente ealiemila para a polinizacao cruzada
mediada por insetos (Dressler, 1981). A diversidaelenorfologias florais e estratégias
reprodutivas (por exemplo, o engodo sexual e aliamenevitam a ocorréncia de
autopolinizagdo espontanea em orquideas. Contudo,alguns casos, quando estes
mecanismos sao ineficientes ou inexistentes, bbasrgenéticas, como a presenca de alelos
recessivos, podem evitar que frutos sejam formattasés de autopolinizacao (Tremblay,
1992).

As orquideas sao tipicamente autocompativeis, eigsar as barreiras genéticas
frequentemente se apresentam em espécies polisipadansetos que permanecem sobre
as flores e inflorescéncias por longo tempo e quereécem a geitonogamia (dipteros, por
exemplo; Christensen, 1994; Borlea al, 2001). Dessa maneira, 0S cruzamentos nao-
aleatorios podem resultar de autogamia mediadapetos, autopoliniza¢do geitonogamica
e endogamia biparental (Wong & Sun, 1999).

Em plantas a endogamia acontece principalmentedpes vias: i) através de
autofecundacéo, e ii) através de cruzamentos smtndduos emparentados ou endogamia
biparental (Ellstrand & Elam, 1993). A autofecur@tacé a forma mais extrema de
endogamia. Esta pode ser evitada por mecanismasitdeompatibilidade ou por dioecia
(Barret & Kohn, 1991). Entretanto, a endogamia t@ptal parece ocorrer principalmente
quando as populacdes sdo pequenas, ou quando ieluod apresentam agrupamento

espacial, resultado da disperséo restrita de motementes (Turnet al.,1982).

11



Depressao endogamica

A depressao endogamica ocorre quando a autofecimgagduz uma descendéncia
menos viavel ou menos fértil em relacdo a derivdadecundacédo cruzada na média da
populacdo (Slateet al, 2004). A reducdo na fertilidade deve-se a egdesle alelos
recessivos letais na progénie, que ocorre quandécies que sdo de natureza albgama
passam a experimentar processos endogamicos. Bmssa, a depressdo endogamica
parece explicar a evolucdo e manutencdo dos sisteepaodutivos que favorecem a

fertilizacdo cruzada (Husband & Schemske, 1996).

A magnitude de depressao endogamica experimentadaya espécie € fortemente
influenciada pelas caracteristicas demograficapaaulacdo e sistema de cruzamentos
dentro dela. Os modelos classicos de depressa@@&mdm prevém que uma populacéo
com uma historia longa de efeitos gargalo e isolmdeixaria de ser severamente afetada
pela endogamia porque os alelos deletérios na g¢dmdnomozigotica sdo eliminados
através da exposicdo repetida a sele¢do natutahgo das geracdes (Lande & Schemske,
1985).

Fluxo génico

A estruturacdo genética reflete o nimero de alelmsados entre as populagdes,
sendo o maior efeito deste fluxo génico, a alteratsi composicdo genética dos proprios
individuos ao introduzinova variacéo, gerando novas combina¢es génibas 8s quais a
selecédo pode potencialmente atuar (Stalkin, 19&8p&x & Moulin, 2002). Em interacéo
com os sistemas de reproducéo cruzada, o fluxcgémtre as populagdes incrementa o
tamanho populacional efetivo providenciando a calpae de resistir as mudancas
aleatdrias nas frequéncias alélicas (deriva ga)étpreservando a diversidade genética e

reduzindo a endogamia (Ellstrand, 1992).

O fluxo génico homogeneiza as frequéncias alékcdie as populacdes (Balloux &
Moulin, 2002). Quando este é elevado, ople-se ptagho local (ou seja, a fixacdo de
alelos, que é favorecida em condi¢cOes locais) gamiw, também impede o processo de

especiacao (Barton & Hewitt, 1985).

A disperséao e o estabelecimento de genes dentmoviespools génicos através do
fluxo génico é o fator evolutivo que modela a cosigéo genética das espécies (Hamrick,
1987). Este aspecto é especialmente importantecparpareender os limites do fluxo génico

em habitats que sofrem fragmentacdo antropica, omdéamanho populacional €
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drasticamente reduzido em comparacdo as condigfies dos disturbios (Trapnedt al,
2005.

Em orquideas, o nivel de estruturacdo genéticaandgmente influenciado pelo
comportamento do polinizador, uma vez que sob c¢oedi naturais a propor¢gédo de
sementes por fruto é predominantemente dependemiselishizador (Cozzolino & Widmer,
2005; Tremblayet al, 2005). Na maioria dos casos, 0 intercambio gémntre as
populacdes, gerado pelo movimento das sementes,g@odhinda mais importante do que o
polen (Peakall & Beattie, 1991). Isso se deve &0 @las orquideas possuirem sementes
muito pequenas, as quais podem ser dispersas peto & longas distancias (Dressler,
1993; Ackerman & Ward, 1999), promovendo, assirhpmogeneidade genética entre as

populacdes.

No entanto, alguns estudos tém mostrado que aimd@s sementes de orquideas se
estabelece perto e embaixo da planta mée, dandodugma estrutura genética espacial em
fina escala (entre individuos dentro das populgc¢f@sunget al, 2004; Trapnelket al,
2004; Alcantaraet al, 2006).

EPIFITISMO E DIVERSIDADE GENETICA

Embora a maioria das orquideas sejam epifitas 2G8pécies, aproximadamente),
grande parte dos estudos da diversidade genétitait dirigida a orquideas terrestres
(Forrestet al, 2004), existindo poucos trabalhos publicadoseselpifitas (Murren, 2003;
Trapnellet al, 2004; Alcantarat al, 2006, Vargast al, 2006).

Considerando que as orquideas epifitas encontralistsbuidas em trés dimensdes,
um individuo pode estar rodeado por mais individimsgjue se fosse terrestre. Isto afetaria
a distribuicdo espacial da variagcdo genética dentms populacbes. Desta maneira,
dependendo do modo predominante de reproducadydues genética de uma orquidea
epifita poderia diferir entre o plano vertical eihontal dentro da arvore, (Trapnel al,
2004).

Em epifitas que tém especificidade pelo foréfitosfedeiro), a acdo da deriva
genética e os eventos fundadores podem determieatratura genética das populagdes
(Tremblay & Ackerman, 2001). Em um nivel biogeogréf a distribuicdo descontinua das

epifitas patche$ tem sido sugerida como uma forca que induz ocamehto entre as

13



populacdes e promove uma rapida evolucdo (Gentr{pdson, 1987; Tremblay &
Ackerman, 2001).

O fluxo génico em espécies epifitas tem sido meaclo como podendo ser mais
susceptivel a mudancas ambientais do que em datraas de vida, principalmente devido
as caracteristicas do habitat, a distribuicdo patthese as estratégias de polinizacédo
especificas das espécies envolvidas (Ackerman &IWEI99; Tremblay & Ackerman,
2001; Gonzalez-Astorgat al, 2004; Trapnellet al, 2005). Além disso, mudancas na
dindmica do polinizador afetariam mais intensameast@equenas populacdes restritas aos
remanescentes de vegetacdo, quando comparadas gyandes populagdes (Alcantaes,
al., 2006).

Alguns estudos em orquideas epifitas tém mostrado em geral, elas “guardam”
alta diversidade genética e uma baixa estruturalpojpnal (Borbaet al, 2001; Trapnelét
al., 2005; Avila-Diaz & Oyama, 2007), constituindo-sste fato em uma vantagem
adaptativa para viver em habitats descontinuosvefoequentes mudancas (Avila-Diaz &
Oyama, 2007).

Tudo o anteriormente mencionado mostra que astapifepresentam um modelo
ideal para estudar a estrutura genética populdcere especiacdo genética, devido ao
hébito de colonizacdo, os padrfes desiguais debdigfio ecoldgica e geografica, assim

como as estratégias especificas de polinizacaagpesentam (Ackerman & Ward, 1999).

HIBRIDACAO NATURAL EM ORCHIDACEAE

A hibridacdo € um processo que acontece predoneimemte em plantas (Anderson,
1949; Stebbins, 1959; Arnold, 1992), nas quais patdar como um rapido processo de
evolucéo (Arnold, 1997) que promove a especiacsipe(@acao hibrida), ou como uma via
gue incrementa a variabilidade em espécies paseatavés da introgressao (Klier al.,
1991).

A ocorréncia de hibridacao introgressiva.(introgressao) tem sugerido a hipétese
que esta € tanto o resultado de uma hibridacdorahatporém também um passo
intermediario para outros eventos evolutivos. Nestetido, Arnold (1992) indica que a
introgresséo poderia ocasionar: a) a reducao deitzer para a reproducéo sexual, b) uma

mudanca no valor adaptativo no taxon que € intcbdog c) um mecanismo de expansao

14



das linhagens geradas em habitats que diferemdltigons parentais, ou d) um evento de

especiacao hibrida.

A especiacdo hibrida pode ocorrer por uma de dizss gspeciacdo homoploide,
que envolve a hibridacdo entre dois taxons sem ngpadaa ploidia, e a especiacao
alopolipldide, quando os descendentes da hibridagiem posterior poliploidizacdo para
restauracdo da fertilidade (Hegarty & Hiscock, 200@s hibridos derivados podem se
estabelecer por diferentes mecanismos: apomixiaagdo de barreiras de esterilidade
cromossOmica, isolamento ecoldgico como resultadoalonizacdo de novos habitats, ou
formacdo de barreiras reprodutivas extrinsecas tammo adaptacdo a diferentes
polinizadores em relacdo as espécies parentaig(BarHewitt, 1985).

Embora a maioria dos hibridos naturais apresent® ne@siucdo na viabilidade do
polen e sementes, os individuos hibridos férteiepoatuar como vias para a introgressao e
fluxo génico entre parentais (Anderson, 1949) oegeh a serem novas espécies se estes
estiverem reprodutivamente isolados de ambos @ase(Arnold, 1992, Ungereet al.,
1998). Enquanto os hibridos alopolipléides gerabm@do dao lugar a introgressdo com 0s
seus parentais, devido as diferencas na ploidi# @el, 1999), nos hibridos homoploides

outros fatores devem influenciar o isolamento ggético dos parentais.

A especiacdo hibrida homopléide € mais dificil defilr uma vez que se
retrocruzamentos estiverem envolvidos, a fracaocada parental raramente vai ser de 50%.
Os hibridos homoploides podem estar apenas fracansatados reprodutivamente, sendo
dificeis de distinguir das espécies parentais @e@od ganho de alelos por hibridacdo e
introgresséao, ou a persisténcia de polimorfismagstnais (Mallet, 2007).

Hibridacdo em orquideas

As barreiras que evitam a hibridacdo dentro dasosp de orquideas séo
geralmente mecanicas ajudando a que espécies @®xarem potencialmente inter-férteis
(van der Pijl & Dodson, 1966; Borba & Semir, 19®nhrbaet al, 2001). Os principais
fatores que previnem a hibridacdo em Orchidacea®s&necanismos pré-polinizacao, tais
como: a especificidade pelo polinizador, fenologiaparadas e barreiras mecanicas (van
der Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1981; Gill, 1988nquanto as barreiras genéticas (pés-
polinizagdo) entre espécies proximas com frequ&dmadébeis ou ausentes (van der Pijl &
Dodson, 1966, Dressler, 1981).
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Em Orchidaceae, os hibridos naturais sdo esposadiatsualmente ocorrem entre
espécies proximas que crescem em simpatria. Etpser encontrados como individuos
isolados ou dentro de populagdes hibridogénicagtqBa& Hewitt, 1985). Hibridos
interespecificos tém sido reportados em diferegpéeeros de Orchidaceae correspondentes
a espécies de regibes temperadas, c@&tavostylis (Sharma & Jones 19990rchis
(Pellegrinoet al, 2000),Cypripedium(Klier et al, 1991) eDactylorhiza(Hedrén, 1996);
existindo poucos casos bem documentados em gémepisais (Nielsen & Siegiesmund,
1999), BulbophyllumThouars (Azevedet al, 2006), eEpidendrumL. (Pinheiroet al,
2010).

Poucos hibridos naturais tém sido reportadosMamsdevallia (Luer, 2000; Luer
2003 apud Abdele, 2007), entre eleMasdevalliaxsplendida proveniente do cruzamento
entre eM. veitchianae M. barleana Entre os possiveis hibridos naturais encontrai-se

xalvaroi, M. xligiae, M. xmysticg M. xparlatoreana

A identificacdo de hibridos naturais através daenls;do dos caracteres
morfologicos eventualmente cria problemas na sasiefio dos caracteres hibridos com
aqueles das espécies parentais, ja que os hibresndtantes de retrocruzamento ou
introgressao sao dificeis de identificar (Malle§02). Este problema é agora resolvido
através do uso de técnicas moleculares tais coatrdes de bandeamento de isoenzimas,
DNA polimorfico amplificado aleatoriamente (RAPD¥jequenciamento de DNA e

microssateélites (SSRs).
MARCADORES MICROSSATELITES

Os microssatélites sdo sequéncias simples repgifiRs) dispostos etandem,
observados principalmente no genoma nuclear danmmos eucaridticos (Powelt al,
1996, Li et al, 2002); em plantas os microssatélites estdo tampéssentes nos
cloroplastos (Cato & Richardson, 1996; Proeaml, 2001) e mitocondrias (Sorangbal,
1999).

Os SSRs nao estao regularmente distribuidos deotrgenoma vegetal, existindo
padrdes especificos de distribuicdo nas sequéootiicantes e nao-codificantes, introns e
regides intergénicas. A frequéncia diferencial nalg@s SSRs se apresentam dentro das
mesmas parece se relacionar com as suas possineies$. Nesse sentido, alguns estudos
indicam que os SSRs estdo associados com a reguwégd o funcionamento de genes
(Kashi & Soller, 1999; Taétlet al, 2000; Zaneet al, 2002) e outras funcdes celularesdtLi
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al., 2002), razdo pela qual tém sido encontrados aeptr proximos a genes,
particularmente dentro de regides nao-codificabtg$ujimori et al, 2003; Zhanget al.,
2004).

As regides que flanqueiam os microssatélites poalemsentar sequéncias de DNA
geralmente conservadas entre os individuos da mesp#ie, 0 que permite a selecdo de
iniciadores especificospiimery que amplificam por PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) os fragmentos que contém as sequé&epiaiitivas (Oliveiraet al, 2006). Esta
técnica revela o polimorfismo de um loco com base diferencas no numero de repeticdes

do motivo microssatélite naquele loco (Tautz, 1984)
Caracteristicas

As sequéncias de microssatélites podem estar ttddas por 1-6 nucleotideos
repetidos, sendo denominados de acordo com o @pepkticdo: mono-, di-, tri-, tetra-,
penta- e hexa- nucleotideos (motivo microssatéli®) numero de repeticbes varia
aleatoriamente (frequentemente 5-20 vezes) comaomartho minimo de 12 pares de bases
(Ellegren, 2004).

Um loco microssatélite homozigoto tem 0 mesmo nonaer repeticées em ambos
0s cromossomos homodlogos, enquanto um loco hegetozapresenta diferente nimero de
repeticbes para cada alelo (por exemplo, um alette gonter 10 repeticdes e o outro 12).
Dentro da populacdo, um mesmo loco pode conter @murmtto diferentes alelos com

diferentes numeros de repeticdes (Oliveiral, 2006).

Os alelos microssatélites podem ser visualizadosngtodos electroforéticos. Estes
podem ser idénticos em estado (por exemplo, teartam idéntico), embora ndo séo
necessariamente idénticos por descendéncia (hosmpldevido a mutacdes convergentes

que se produziram nas linhagens (Oliveiral, 2006).

Segundo o tipo sequéncias repetidas, os microgsatpbdem ser classificados em:
() motivos simples perfeitos, consistentes em useguéncia simples repetida (por
exemplo: [AGG)); (i) simples imperfeitos, quando se apresentam wma ou mais
unidades repetidas de diferentes tamanhos (exemplC]JACT] [AAC] n+1); (iii)
compostos perfeitos, quando apresentam dois ou mmatisos repetitivos diferentes e do
mesmo tamanhoe(g, [AGG],[AATC],); (iv) e compostos imperfeitos, quando sao
interrompidos por uma ou mais repeticbes de difeeentamanhos (por exemplo,
[GGAT][ACT][GTAA] n+1).
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Mecanismos mutacionais

Os marcadores microssatélites apresentam umaaitale mutacao, variando de®1®
102 por geracdo, constituindo-se, desta forma, naelasais polimérfica de marcadores
moleculares conhecidos na atualidade (Eisen, 19A88).mutacfes sao causadas por
alteracdes no numero das unidades de repeticddp spre a maioria dessas alteracdes
resulta de mudancas no numero integral de copmsinidades de repeticdo (Eisen, 1999).
Diferentes mecanismos tém sido propostos paraocaxpdl elevada taxa de mutacédo e a
variabilidade dos microssatélites, as mais acdieasm descritas por Eisen (1999), da

seguinte maneira:

- Crossing-overdesigual entre as croméatides, resultante da rdoagén entre

cromossomos homadlogos que néao foram alinhadostaoreate.

- O deslizamento da DNA-polimerase durante a reglicado DNA, que ocorre em
regides do DNA que contém sequéncias curtas reggetith série, ocasionado por

uma elevada taxa de erros de pareamento decordmtEscorregamento” da fita

durante a replicacéo.

Em células pré-germinativas, as mencionadas aftesapodem ser transmitidas aos

descendentes (Ellegren, 2004).

Diferentes modelos mutacionais sao utilizados miEerminar o namero de alelos
esperados em uma populacado a partir de dados eletigbtos observados e também para a

andlise estatistica da variacédo genética. Os rikiados sao:

- Modelo “Alelos Infinitos” IAM (Kimura e Crow, 1964) . Propde que cada
mutagcdo em um loco microssatélite cria aleatoridepanm novo alelo sem relagéo
conhecida com outros alelos criados, ndo existipelo tanto, uma relacdo de

ancestralidade entre eles.

- Modelo “Mutacdo aos Passos” MMP (Ohta e Kimura, 193). Sugere que cada
aumento ou diminuicdo de uma unidade de repetigiiaum alelo microssatélite
corresponde a passos evolutivos na formacdo ddss;aleendo possivel desta

maneira, considerar uma relacdo de ancestralidade ales.

Considerando o processo de mutacdo em locos matétitss tipicamente ocorrendo a
taxas elevadas e com alteracdes em etapas (Moglduihcdo aos Passos) no tamanho dos
alelos, poderiam-se introduzir desvios quando s#izarh medidas classicas de
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diferenciagdo populacional baseadas na identidadeatklos, por exemplo, Bst e a
distancia genética de Nei (1978).

A taxa de mutacdo € um parametro critico nos mediddogenética populacional, uma
vez que permite relacionar a variabilidade em locdsrossatélites e a historia de uma
populacdo ou a histéria de uma porcao do genonmmaxemplo, considerando a hipétese do
modelo geral de mutacéo por passos, 0 conhecindantaxa de mutacao permitiria estimar
o tempo de divergéncia entre as espécies (Goldsteal, 1995) e o tamanho efetivo

populacional destas espécies (Slatkin, 1995).
Transferabilidade

A probabilidade de sucesso de uma amplificacdadietg para uma sequéncia de
DNA via PCR esta inversamente relacionada a digtaecolutiva entre duas espécies
(Zucchi, 2003). Nesse sentido, Barbarda e colaboesdq2007) relataram que a
transferabilidade parece bem sucedida, principainan nivel infra-genérico, com uma
estimativa de sucesso de até 60% em dicotiledoaeds 40% em monocotiledéneas

estreitamente relacionadas.

No entanto, se estima que entre géneros as taxémrdderabilidade alcancadas
sejam apenas ao redor de 10% em eudicotiledonalas,que € pouco provavel de se obter
em algumas monocotiledbneas como as orquideas, teengue desenvolver novos
marcadores. Uma excecao entre as monocotiledodeasss radiacdes adaptativas com
baixos niveis de divergéncia em Bromeliaceae, ooslemarcadores sao facilmente
transferidos tanto entre as espécies da mesmansilibfguanto fora dela (Palma-Siled
al., 2006; Barbarét al, 2007).

Em orquideas, tém-se relatado o0 sucesso na triviglade de primers
microssateélites desenvolvidos para espécies pertege a0 mesmo género (Swaetsal,
2007; Pinheircet al, 2008) ou até entre diferentes géneros (Cortésialet al, 2008;
Pinheiroet al, 2009).
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METODOLOGIA GERAL

Area de estudo

O "Parque Nacional y Area Natural de Manejo Integr@apata (PN-ANMI
Cotapata) encontra-se localizado na Cordilheiraian@®riental, entre a vertente oriental da
Cordilheira Real e os Yungas de La Paz, (16° S8 entre as provincias Murillo e Nor
Yungas do Departamento de La Paz (Bolivia). Abranga area de 61.000 ha em altitudes
que variam de 1100 a 5600.s.n.m.(Sevilla-Callejo & Mata-Olmo, 2007). Este amplo

gradiente de altitude origina uma grande varieddglelimas e de tipos de vegetacdo. A
heterogeneidade topografica também foi afetadapiigas e recentes atividades humanas,
como a construcdo de trilhas pré-colombianas adzstr

PN-ANMI Cotapata
La Paz, Bolivia

f/-:’ Nl . 7ws

é;é \\‘:. 195
S Boalivia & |ws

i ra

Y Area: 61.600 ha
— Limites

" Limites da proposta de
ampliag&o.

Figura 1: Parque Nacional e Area Natural de Manejo Integr@dtapata (PN-ANMI Cotapata), La Paz,
Bolivia; Cortesia: Sevilla-Callejo (2010).
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Segundo critérios de estrutura da vegetacdo e gdmofloristica de espécies,

Geroldet al.(2008) nos Yungas podem ser reconhecidos trés dpdormacdes vegetais:
Floresta montana inferior

Com um limite superior de 2.150 m, possui um doskele denso (20 m de altura)
com arvores emergentes de até 39yrsine coriacegdSw.) R.Br. ex Roem. & Schult. € a
espécie arborea dominante, enqudlechnum ensiformeiebm. ePhilodendron ornatum

Schott prevalecem no sub-dossel.
Floresta montana nebular superior

Este tipo de floresta se caracteriza pela inci@éparsistente de ndvens, o que
ocasiona um clima umido e frio. Predomin&adocarpus oleifoliu®. Don ex Lamb.,
Weinmannia crassiflor&Ruiz & Pavon, eClusia multiflora Kunth. O dossel é fechado e
mais baixo do que a floresta montana inferior, ahdg até 15 m. A abundancia de epifitas,
principalmente bridfitas € de ser ressaltada, estilto-se uma capa briofitica sobre o solo

de quase 45%.
Floresta nebular sub-andina

Apresenta-se acima de 2.800 m, com predominio w&e® deMyrsine coriacea
(Sw.) R. Br. ex Roem. & Schult. Bodocarpus rusbyd.Buchholz & N.E.Gray. O dossel
aberto chega até 10 m. Arbustos escleromorficosocbtitonia spp. Ruiz & Pav.,
Gaultheria pernettyoideSleumey Gynoxysspp. Casdlex spp. L. eEscallonia myrtilloides
L.f. sdo abundantes. A cobertura briofitica na dige do solo aumenta até 75%, com

dominio de diferentes espéciesSfghagnuni..

Nos Yungas, Orchidaceae encontra-se principalm&Emeesentada pdstelis Sw.,
PleurothallisR.Br., EpidendrumL. e Maxillaria Ruiz & Pav. (Vasqueet al, 2003, 2004;
Jiménez & Miranda, 2007), sendo que 314 espéciasar entre 350 a 4.000 m (Kromer
et al., 2005), e aproximadamente 255 entte800 a 3.400 m.s.n.m. (Jiménez & Miranda,
2007).

No sudeste do PN-ANMI Cotapata encontram-se dulisadr pré-colombianas:
Chojllapata e Sillutinkara, as quais foram consdt@sgiatravessando os mencionados tipos de

florestas (Figura 2).
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Figura 2: Floresta nebular montana e floresta montana orfecbrrespondentes ao PN-ANMI Cotapata.
A trilha pré-colombiana Chojllapata esta localizata parte alta das montanhas
(1.300 — 3.400 m.s.n.m) e se caracteriza por ap@Eseonas pouco antropizadas, com

vegetacdo bem preservada, e a presenca de gramdess&eClusiaspp. L., que expdem
80% de cobertura de bridfitas (Figura 3). Algunwes da trilha atravessam também as
florestas secundarias, onde se observa um subplmged denso com presenca dominante

deChusqueapp. Kunth. e espécies de Ericaceae, com muiaseércaidas.

No caso da Sillutinkara, esta se encontra atramdesa vale do rio Coscapa (2000 -
3400m.s.n.m. A vegetacédo é predominantemente floresta seciandé@ entanto, apresenta
também ladeiras de floresta primaria (Jiménez &ahftila, 2007). O acceso as mencionadas
trilhas pré-colombianas € possivel desde a loadidienominada Chuspipata, a qual se
encontra entre os 3.200 - 3.300 m.s.n.m. Estaittacd apresenta elevada umidade e

multiplos estratos de vegetacao.

Figura 3: Caracteristicas do microhabitat em uma das popesag@asdevalliaocorrente na trilha pré-
colombiana Chojllapata do PN-ANMI Cotapata.
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Espécies em estudo
MasdevalliaRuiz & Pav.

Masdevalliainclui aproximadamente entre 500 a 600 espécieer(L2003apud
Abdele, 2007), distribuidas desde México ao suBdasil, com o centro de diversidade nos
Andes sulamericanos da Venezuela, Colémbia, Equétou e Bolivia; estimando-se que
apenas 50 espécies se encontram na América Centnanos de 15 espécies no Brasil
(Abdele, 2007). A maioria das espécies apresertabdo epifitico e cresce nas florestas
umidas montanas, entre os 1500 e 3508n.m(Vasquez & Ibich, 2000; Abdele, 2007).

Na Bolivia, a maior parte das espéciedvidsdevalliacresce nas florestas montanas
Uumidas dos Yungas, florestas de neblina, e floseddgpiemonte da Cordilheira Oriental dos
Andes, sendo poucas as espécies que se encontsaiereatas caducifélias da formacao

boliviana- tucumano (Vasquez & lbich, 2000).
Morfologia

As espécies em estudMdsdevallia solomoniiM. scandense M. yungasens)s
caracterizam-se por serem plantas pequenas e pewm ramicaules curtos produzidos
sucessivamente a partir de um rizoma grosso. @nezé significativamente alongado em
M. scandensOs ramicaules sédo eretos, mais curtos do que laasfotobertos parcial ou
totalmente por bainhas, imbricadas.

As folhas séo finas e elipticas, com nervuras pk®l sub-pecioladas, e de apices
agudos, levemente decotados com um mucro no sdraseafoliar € estreitamente cuneada,

com um peciolo canalizado (Abdele, 2007).

Possuem flores simples, sustentadas por um peddsablcilindrico que emerge
lateralmente a partir de um anel pouco definidxipnd ao ramicaule. As flores zigomorfas
encontram-se protegidas por uma bractea subterifibdele, 2007) e apresentam sépalas
conspicuas, conadas; carnosas, glabrapestdevallia yungasensie pubescentes eM.
solomoniie M. scandensO apice das sépalas apresenta segmentos alordgmmeinados
caudas, as quais sdo mais compridas Mmscandensem comparagdo com as outras

espécies (Figura 4).
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Figura 4: Caracteristicas florais: AJlasdevallia scanden8) M. solomonij C) M. yungasensis

As pétalas sdo pequenas e inconspicuas, mais dartgise as sépalas, e apresentam
consistencia cartilaginosa, com um dente retroeso desenvolvido a partir do calo, perto da
base na margem do labelo. O labelo é carnoso erndenque as pétalas laterais, sendo o
disco do labelo liso ou com um par de calos paalela parte inferior. A coluna é
subcilindrica com uma base prolongada, formandgérengrossado no apice do ovario. O
rostelo é retrorso, e a antera ventral contém taas golinias amarelas (Vasquez, 2000;

Abdele 2007).
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Ecologia

Masdevallia yungasensi#l. solomoniie M. scandensncontram-se distribuidas em
um gradiente altitudinal de 2.500 — 3.160s.n.m.Em altitudes elevadas, o microclima
caracteriza-se por apresentar temperaturas osslamtre 5° e 14 °C, podendo estas serem
mais extremas em alguns meses. A umidade relaiva e 60 - 95%, chegando até 95% nos
meses chuvosos. Entre 2.800 e 3.408.n.m£ possivel encontrar as trés espécies crescendo
em simpatria, inclusive sobre a mesma arvore hes@edforofito). Aparentemente, as
espécies ndo apresentam especificidade pelo fr&firém, Moya (com. pess.) observou que
os individuos encontram-se associados com maiayuérecia aWeinmanniae Clusia,
distribuindo-seorincipalmente nas zonas inferiores de Johans$f#jlentre 1 - 1,5 m sobre

a superficie do solo, onde a coberta de bridfitasundante.

Dentro da zona de estudblasdevallia yungasensis M. solomoniiflorescem nos
meses de maior precipitacdo (outubro a fevereiapresentando a frutificacdo desde
dezembro até maidd. scandensomeca a floragdo em agosto, frutificando desderéiro
até maio. Ressalta-se que os padroes de floradadtiftcacdo emM. yungasensie M.
solomoniiséo similares. Contud®]. scandengjue inicia a floracdo antes, e coincide com as

outras espécies na época de frutificacdo (Figura 5)
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Distribuicdo das espécies em estudo

Dentro do PN-ANMI Cotapata, tém sido relatadas fepies deMasdevallia
scandens, M. solomorgéiM. yungasensigso longo das trilhas pré-colombianas Chojllapata e
Sillutinkara em um gradiente de 2.800 a 3.206.n.m(Moya, com. pess), e na localidade de
Chuspipata (Figura 6). Em alguns casos, as espeémiegartiham do mesmo tipo de micro-
hébitat.M. solomoniie a espécie melhor distribuida altitudinal e gafiggmente, seguida por
M. yungasensjsa qual, no entanto, possui algumas populacdesagresentam um maior
namero de individuosM. scandensapresenta populacbes menores com distribuicao
altitudinal mais restrita. Também foram registraohmlviduos isolados dil. solomoniie M.
yungasensigntre algumas das populacdes e ainda a 2500.m.

617000.000000 618000.000000 619000.000000 620000.000000 621000.000000 622000.000000 IiZS(I()I)iGII)[IBDU 6240I)U.IIJ[I[ID|][I 625000000000
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Figura 6: Localizacdo das populacdes Masdevallia scandendSC), M. solomonii(MSO) eM. yungasensis
(MY) ocorrentes nas trilhas pré-colombianas Chpdta, Sillutinkara, e na localidade de Chuspipatatrd do
PN-ANMI Cotapata.
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Mapeamento e coleta

Em cada uma das populacdes, os individuos corrdeptes as espécies em estudo
foram codificados e quantificados para ter umanegiva do tamanho populacional, em

funcado da qual foi feita a coleta de amostrasriedia

Pela necessidade de obter uma amostra represardasvpopulacdes para realizar as
andlises da diversidade e estrutura genética,uesgoncluir uma maior quantidade possivel
de individuos. No entanto, considerando que ascespém estudo sdo raras, o0 numero de
individuos coletados por populacdo variou de 106;-Wna vez que foram coletados s6
individuos adultos que apresentavam mais de tldasoEm alguns casos, os individuos
encontravam-se agrupadasuterg, e para evitar confundnametspor genetsfoi coletada
apenas uma folha petuster As amostras foliares foram desidratadas em giktae depois

conservadas a -20.

Extracdo equantificacdo do DNA

O DNA foi extraido a partir de folhas secas utiida o protocolo descrito por Doyle
& Doyle (1987) com algumas modificacdes. A quacdifido do DNA foi realizada mediante
a eletroforese em gel de agarose (1%) corado eméboode etidio, e as concentragcfes foram
estimadas pela intensidade de fluorescéncia emitida

Desenvolvimento de microssatélites ervasdevallia solomonii,(Método de Provan &
Wilson, 2006)

Foi realizada uma reacdo em cadeia da polimeraS®)(Ritilizando os seguintes
primers de ISSR: GGCC(AG) GGCC(AC), CCGG(AG}), CCGG(AC}), GCGC(AG) e
GCGC(AC). A amplificacdo foi realizada em um volume finaé ®0 ul contendo
aproximadamente 60 ng DNA gendmico, 20 pmol de gadaer, 1x PCR buffer [5 mM
Tris-HCI (pH 9.1), 1.6 mM (N&),SOq, 15pug/ul BSA], 200uM de dNTP, 2.5 mM de Mg¢gl
e 1.0 U Taq polimerase. As condi¢cbes da PCR fodasnaturacao inicial a 94 °C por 3 min,
seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C mpoin,lanelamento a 60 °C por 1 min e

extensdo a 72 °C por 1 min, com uma extensaodifal °C por 5 min.

Do produto obtido da PCR, 1d foram utilizados para a eletroforese em géis de
agarose (2%) para visualizacdo dos fragmentos geradremanescente de cada reacao (10
ul) foi purificado em colunas de silica QIAQUICK (&den), para uma posterior ligacdo no

vetor plasmidial usando o KIGEM-T Easy Vector Systgffdiromega) segundo as instrucdes
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do fabricante. Em seguida, foi feita a clonagemagétulas competentes de alta eficiéncia
JM109 (Promega). As células transformadas foramugladas em meio seletivo (Agar LB +
IPTG + X-Gal) e incubadas a 37 °C por 24 horas.

A cultura dos clones positivos foi realizada uéihido placasleep wellde 96 pocos.
Cada colonia isolada foi repicada para um pocoecwiat 150 pl do meio liquido 2YT-HMF +
ampicilina (100ug/ml). As placas foram incubadas a 37°C durantdhdids e em seguida

levadas ao freezer (-20 °C) por 30 min, para firalte serem armazenadas a -80 °C.

Amplificacdo e sequenciamento de regides microsshies e desenho derimers

A PCR dos clones positivos foi feita utilizandopémersT7 e SP6 proprios para o
vetor pGEM-T Easy (Promega, USA), utilizando para cada reded?3 pl: 2,511 de tampao
10x, 2 mM MgC}, 0,2 mM dNTPs, 0,75 uM de cagamer, 2 U Taq, 3,7ug BSA, Betaina
(1M) e aproximadamente 40 ng de DNA. Foram utilégads seguintes condicfes da PCR: 95
°C por 5 min, 35 x (94 °C por 15 s, 55 °C por 3582 °C por 90 s), e extenséo final 72 °C

por 7 min.

Como preparo para a reacdo de sequenciamentopdst@s da PCR foram limpos
com PEG 10 % (Polietilenoglicol 8000/NaCl 2,5 M) pesteriormente, quantificados por
comparacdo com o marcador de peso moletuar Mass DNA Laddefinvitrogen) em géis
de agarose (1%).

A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizasjwimersT7 e SP6 com o kit de
reacdo de sequenciamento Big Dye terminator 3.Jpl{égh Biosystems). Para um volume
total de 10 pl foram usados: 2 ul do Tampéao pagaeseiamento (5x), 0,5 ul de BigDye e
0,75 pl de cadarimer (5 uM), 0,5- 2 ul da PCR purificada contendo aproximadamente de
25 a 30 ng/ul de DNA. O programa de sequenciamentoonstituido por 35 ciclos (96 °C
por 10 s, 50 °C por 5 s, 60°C por 4 min).

Apos a purificacdo, os clones foram sequenciadosusmequipamento 3130XL
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As sequénbéimam analisadas e editadas utilizando
o STADEN PACKAGE (Staden, 1998) e a deteccéo dogslanicrossatélites foi realizada
com auxilio dos programas PERFECT MICROSATELLITENBER (Leach, 2000) e
IMPERFECT MICROSATELLITE EXTRACTOR (Suresht al, 2007). Osprimers para
amplificar regides contendo microssatélites foramsethados utilizando o programa
PRIMERS3 PLUS (Rozen & Skaletsky, 2000).
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PCR dos microssatélites

Os primers sintetizados foram testados em individuos das lpgpes estudadas,
padronizando as condi¢Bes de amplificacdo e pe&iselando os locos mais polimorficos. A
temperatura de anelameniy)(para cada par derimer foi determinada mediante PCR em
gradiente. Quando néo foi possivel determifarforam utilizados programabBouchdown
conforme Tabela 1.

Tabela 1: Programas de PCR para amplificacéo de locos nsatélites enMasdevallia

Programa basico Progranfamuchdowr60-54 Programatouchdowrb8-48
Step 1 94° x 3 min Stepl _95°x 3 min
Step 2 94° x 30 seg Step2 _94°x 30 seg
Step 1 94°x 1 min Step 3 60° x 30 segt% n°de ciclos: 2 Step 3 _58% x 30 seg n° de ciclos: 10
Step 2 94°x 1 min Step4  72°x 30 se Step4  _72°x 30 seg
Step 3Ta x 45 seg n° de ciclos: 35Step 5 94° x 15 seg Step5 _94°x 30 seg
Step 4 72°x 1 min Step 6 60% x 15 seg n°de ciclos: 11 Step 6 _48° x 30 seg n° de ciclos: 40
Step 594° x 1 min Step7  72°x 15 se Step 7 _72°x 30 seg
Step 6 53°x 1 min n° de ciclos: 8 Step 8 94° x 15 seg Step 8 _94°x 1 min
Step 7 72°x 1 mi Step 9 54° x 15 seg n° de ciclos: 275tep 9 _53° x 1 min n° de ciclos: 8
Step 8 72° x 30 min Step 10 72°x 15 se Step 10 _72° x 1 min

Step 9 4° xo Step 11 94°x 1 min Step 11 _72° x 30 min
Step 12 53°x 1 min n°de ciclos: 8 Step 12 4° xo
Step 13 72°x 1 min
Step 14 72°x 30 min
Step 15 4°xo

Para verificar o potencial de transferabilidade dwsmers desenhados para
Masdevallia solomonjiestes foram testados em individuosvilescanden® M. yungasensis

Os produtos foram visualizados em géis de agafds (

Genotipagem

A genotipagem dos locos microssatélite foi reakbzadilizando o método de
amplificacdo desenvolvido por Schuelke (2000), mgerpora tréprimers o primer direto
especifico para esse loco acrescentado com umaa calad sequéncia M13 (5
CACGACGTTGTAAAACGAC 3'), oprimer reverso especifico e primer M13 marcado
com um dos quatro fluoréforos do sistema DS-33 plplidd Biosystems (6-FAM, VIC, NED
e PET). As reagOes de amplificacdo foram realizaassolume final de 1@l com o kit
TopTaq Master Mix (QIAGEN Inc., Hilden, Germanysando 0,7M do primer F, 1,54M
do primer R e 0,3QM da cauda fluorescente M13, com aproximadamentg 4o DNA
gendmico. O programa utilizado constou de trésastaftapa 1 (94 °C por 3 min, 30 ciclos
de 94 °C por 1 minl, por 1 min), etapa 2 (8 ciclos de 94°C por 1 mB/’6 por 1 min, 72
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°C por 1 min), e etapa 3 de extensao final (72 8€3® min); em alguns casos foi necessaria
a utilizacédo de programd@®uchdown60-54°C e 58-48°) seguidos pelas etapas 2 e 3.

Os produtos das PCRs foram misturados na segumpengao: 0,5 ul da PCR de cada
primer, formamida e marcador de peso GS-LIZ-500 (AppB2dsystems) antes de serem
visualizados no sequenciador. Os fragmentos foramlisados usando o software
GENEMAPPER v. 4.0 (Applied Biosystems).

Andlise genética

A variabilidade genética inter e intra-populacioesh cada uma das espécies foi
determinada a partir do calculo das frequéncidga$te dos indices de diversidade: nimero
de alelos por loca\@a), numero de alelos efetivoN€), herozigosidade média observatig)(

e esperadaHg). Estes ultimos foram comparados para avaliar svideem relacdo ao
equilibrio de Hardy—Weinberg (EHW) utilizando p#st o teste de X(Levene, 1949). Estes
parametros foram calculados com o programa GENANEPSG0 6.4.1 (Peakall & Smouse,
2006). Adicionalmente, o programa MICROCHECKER #@er2.2.3 (Van Oosterhoet al,
2004), foi utilizado para inferir a presenca delaslenulos que pudessem influenciar nos
valores dos desvios de EHW. Também foi utilizagowagrama BOOTLENECK 1.2.02 (Piry

et al, 1999) para detectar possiveis efeitos de garga@opulagdes.

Com o programa GENEALEX determinou-se também o gtauendogamidrs
(Wright, 1978) dentro das populacfes. Este progrmineambém utilizado, para determinar
como se encontrava distribuida a variabilidade tiEmélas espécies, utilizando para isso a
andlise de variancia molecular (AMOVA, Excoffiet al, 1992). Complementariamente
utilizou-se o Software GENODIVE versdo 2.0b20 (M&ns & Tienderen, 2004) para o
calculo dos indices de divergéncia genétiga (Nei, 1986),G st (padronizado, Hedrick,
2005),G” st (padronizado e corrigido para pequeno numero gelpgdes) & (Jost, 2008).

O valor deG” st foi utilizado para a estimativa indireta do flug@nico efetivo lem),

conforme a equacédo de Wright (1951).

A partir do célculo das distancias genéticas (8% 8) entre as populacfes das trés
espécies, foi construida um dendrograma usandaitaigode neighbor-joining (Saitou &
Nei, 1987) implementado no pacote NEIGHBOR do mog PHYLIP (Felsenstein, 1993).
Para avaliar o suporte dos ramos, foram utilizad@s1000 matrizes de bootstrap com
reamostragem de locos, com os pacotes SEQBOOT, GENDEIGHBOR e CONSENSE
do PHYLIP. O dendrograma foi visualizado e editadofREEVIEW (Page, 1996).
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Para inferir o numero de agrupamentos genéticoresmondentes as populacdes
amostradas foi realizada uma anélise Bayesianaagrgma STRUCTURE v. 2.3.3 (Hubisz
et al, 2009). O numero de populacdes presumidaddi estimado por corridas sucessivas
comK =1 aK = 12, com 10 corridas independentes para cada dal&. Cada corrida
consistiu de 500.000 iteracdes de Cadeia de Mavkawve Carlo (MCMC), com urburn-in
inicial de 100.000 iteracdes, assumindo modelo dsstuna @dmixturg e alelos
correlacionados entre populacdes. Os coeficiengesnidtura e correlacdo também foram
inferidos pelo MCMC. O numero d¢€ ideal foi estimado usando o software STRUCTURE-
HARVESTER (Earl, 2011), sendo calculada a médiaatia valor de probabilidadg “log
da probabilidade” [Ln P(D)], através de todas asidas, segundo o método de Evamnal,
(2005). Para verificar a existéncia de possivedividuos hibridos ou introgredidos foi
calculado dndex Hybrid(Buerkle, 2005) no software GENODIVE.

Dados filogenéticos

Para verificar as relacdes filogenéticas eMasdevallia solomoniiM. scandeng M.
yungasensisdentro do género, foram obtidas sequéncias ITSegpondentes a 2 - 3
individuos de cada uma das popula¢gdes. A PCR &bizegla utilizando oprimers 17SE e
26SE (Suret. al.,1994), em cada reacéo de 30 pl utilizou-sgt @e tampéo 10x, 2,5 mM
MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,15 uM de cagamer, 0,75 U Taq, lug BSA, Betaina (1M), 2%
DMSO e aproximadamente 40 ng de DNA. As condic@B@R foram: 94 °C por 3 min, 35
X (94 °C por 1 min, 53 °C por 1 min e 72 °C por iB)ne extensao final 72 °C por 7 min.

Para a reacédo de sequenciamento se utilizargmmers92 (Desfeawet al.,1996) e
ITS4 (Whiteet al.,1990) com 0 mesmo protocolo de sequenciamentoi@mente descrito.
As sequéncias foram analisadas e editadas utilizangrograma STADEN PACKAGE
(2003); posteriormente, estas foram adicionadasremmatriz elaborada com 45 sequéncias
ITS do género obtidas no GenBank. A arvore filogjenéfoi gerada através da analise
Bayesiana no programa MR BAYES v. 2.01 (RonquisHéelsenbeck, 2003). O software
MR MODELTEST v. 3.0 (Pousada & Crandall, 1998) tilizado na escolha do modelo:
GRT+GAMMA. Foram realizadas duas corridas com 4ece (3 quentes e uma fria) por
10.000.000 geracbes, coletando uma arvore a cdifa C0consenso de maioria das arvores
salvas, descartando as primeiras 2200 arvoresdi#ecwarida comdourn in, foi realizado no
programa PAUP v. 4.0. (Swofford, 2002).
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ABSTRACT
* Premise of the studlicrosatellite markers foMasdevallia solomoniwere developed to
serve as a tool in future population genetic swdiehis threatened species from the Bolivian
Yungas.
* Methods and Result3 hirteen microsatellite primers were charactetibg cloning an inter
simple sequence repeats (ISSRs) library. From thesdoci presented considerable variation
in allele number (4-16), expected heterozygosity58-0.865) and polymorphic information
content per locus (0.500-0.848).
 Conclusions:The markers obtained fdd. solomoniiare the first in the genus and subtribe.
The observed polymorphism will allow to assess gem#versity and structure of this species
and will serve to propose effective conservatiaimas.

Key words: Endemic species; genetic diversity; SSR; Yungas.
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Despite the fact that Orchidaceae is one of thgerAngiosperm families, very few studies
have described microsatellite loci from orchid spede.g. Campbell et al., 2002, Cortés-
Palomec et al.2008; Pinheiro et g12008) Masdevalliais a genus of over 400 primarily
Andean species (Pridgeon et al., 2005), and belungsbtribe Pleurothallidinae, which is the
largest Neotropical subtribe with ca. 4,100 speiie®7 genera. Until now, no microsatellites
were characterized for any species within this gesrun the subtribe.
Masdevallia solomoniLuer & Vasquez is endemic to the humid montanestsren the
Bolivian Yungas. Plants are small, perennial epiptyvhich grow from 2,000-3,100 meters
above sea level. This species is included in tddiseof threatened plants from Bolivia in the
vulnerable (VU) IUCN category. However, until 1988vas considered endangered, because
they are local endemics with small populations ®stricted habitats, the ongoing
fragmentation and loss of primary forest is an ingoat threat, and proposing a management
plan is urgent. Considering that the success is@mng populations of rare species depends
on the maintenance of genetic diversity in theibitss, and that information about
population genetic parameters is not availablerfost orchid species, our aim was to develop
a set of microsatellite markers as tools to asti@sgyenetic diversity and structure Mgt
solomoniipopulations, in order to propose effective conssomaactions.

METHODS AND RESULTS
Microsatellite markers were developed using thehaddt described by Provan and Wilson
(2007). They are based on the amplification of rimae sequences between microsatellites
(inter-simple sequence repeats or ISSRs) usingnilse Chain Reaction (PCR) and then
looking for microsatellite loci contained withindbe sequences, taking into account that
microsatellites are generally clustered within pleent genome.
Genomic DNA was isolated from one individual andrasted with the CTAB 2x protocol

(Doyle and Doyle, 1987). We then performed PCR treas with following ISSR primers:
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GGCC(AG), GGCC(AC}), CCGG(AG), CCGG(AC}), GCGC(AG) e GCGC(AC). The
reactions were carried out in 2Q, with ca. 30 ng of template DNA, 20 pmol eachper, 1x
PCR buffer [5 mM Tris-HCI (pH 9.1), 1.6 mM (NMSO,, 15 pg/ul BSA], 200 uM each
dNTPs, 2.5 mM MgGl and 1.0 unit Tag DNA polymerase (Phoneutria, Belwrizonte,
Brazil). Thermal profile consisted of an initialrdguring step of 94°C for 3 min, followed by
35 cycles of 94°C for 1 min, 60 °C for 1 min and@Zor 1 min; and final extension of 72°C
for 5 min. To check amplification success, dl0 of each PCR product were quantified in
ethidium bromide stained 2% agarose gels, andaifmaining products were pooled and then
purified in a QIAQuick column (Qiagen Inc., Hildegermany), and then cloned using
pPGEM-T Easy Vector System kit and JM109 competefis §Promega, Sao Paulo, Brazil). A
library was constructed with the positive clone€RPamplification of clones followed an
initial denaturation step of 9€ for 5 min followed by 35 cycles of: denaturati@n94°C for
15 seconds, annealing at 55°C for 35 seconds amhsan at 72°C for 90 seconds. Final
extension was at 72°C for 7 min. Clones were batioeally sequenced with the T7 (5'
TAATACGACTCACTATAGGG 3') and SP6 (5 ATTTAGGTGACACATAGAA 3)
primers using the Big Dye Terminator 3.1. kit (Aol Biosystems, Sao Paulo, Brazil) in a
ABI3130XL Genetic analyzer (Applied Biosystems). eTltycle sequencing of clones
followed a program of 35 cycles of denaturatioQ&iC for 10 seconds, annealing at60for

5 seconds and elongation af6dor 4 min.

The detection of microsatellite loci was performedth aid of the software Perfect
Microsatellite Finder (Leach, 2000) and Imperfecicidsatellite Extractor (Mudunuri and
Nagarajaram, 2007). Microsatellite primers werentdesigned using Primer 3 Plus (Rozen
and Skalestky, 2000). Loci were then genotyped &ingithe three primers in the same
reaction: a forward primer with addition of a M18H(5' AGGAAACAGCTATGACCAT 3))

at the 5’ end, the reverse primer and the M13¢aijuence labeled with one of four
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fluorescent dyes (6-FAM, VIC, NED and PBT Genotyping reactions were performed in 6
uL with the Top Taq Master Mix kit (Qiagen), and @M of the forward primers, 0.8M of
the reverse primer and 0.16/1 of a M13-labeled tail, and approximately 4 nggenomic
DNA. Optimal annealing temperature for each prinvas established in gradient PCRs from
60-45°C, and in some cases touchdown (60-54°C 8&nrd88) programs were needed. For
polymorphism assessment, were genotyped 24 indilsdof one of theM. solomonii
populations of the National Park and Integrated &gment Natural Area Cotapata (PN-
ANMI Cotapata), Bolivia. Because this species ig/vare and threatened, only two vouchers
were made for this population. In the Appendix 1shew the field and laboratory codes of
these samples. Microsatellite profiles were analyzeith Genemapper 4.0 (Applied
Biosystems). The estimates of allelic diversity addviations from Hardy-Weinberg
Equilibrium were carried out using Genalex 6.4.égall and Smouse, 2006).

From 192 positive clones included in the library8were amplified and sequenced, and 160
contained microsatellite loci. The most common fsotvere dinucleotides (47%) and
trinucleotides (29%), and tetranucleotides (18%@ntpnucleotides (6%). The number of
repetitions varied from 5-14 in dinucleotides, 3—41i trinucleotides and 3-4 in
tetranucleotides. We designed 26 primer pairs, frehrich 13 presented amplification
patterns compatible with the expected fragmentss{(Zable 1). Ten loci were polymorphic
(Table 2), displaying an average allele number.8f(3 to 10). The observed heterozygosity
(Ho) ranged from 0.500 to 0.957 and the expected ¢twtgosity He) ranged from 0.553 to
0.865. The polymorphic information content (PIC) pecus varied from 0.500 to 0.848.
Significant valuesR < 0.01) of deviation from Hardy-Weinberg equilibmuvere found in 4
loci, where levels of observed heterozygosity an@er than expected. This heterozygote
deficiency could be related to inbreeding withie fopulation due to the small number of

individuals.
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CONCLUSIONS

A large number of clones with microsatellite seque=nand the overall amplification success
and polymorphism with most primers designed indidatigh efficiency of the ISSR library
method, which is much less laborious and producere rdiverse motifs than the traditional
enriched-library protocol. The microsatellites nekdescribed in this paper are the first in
the genus and subtribe and showed sufficient palghism to be useful for the study of
diversity and genetic structure M solomonii
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Table 1. Characterization of thirteen microsatellite maskeeveloped foMasdevallia solomoniiFor each primer pair we show the forward and
reverse sequences (5’ to 3’), expected size basdteocloned fragment*, repeat motif, optimal PQRpéfication conditions, and GenBank

access number.

Marker Size  Primer Sequence (8- 3") M13 Repeat motif Ta °C GenBank
5 Pigtail

MSO5Y 250 F: GCCATGTTTAACCCGTTATG NED (CTT)s TD 60-54  JN375719
R: GGAGGGATGATTTTGCAGAT

MSO6_2 267 F: GAAGGAAGAAGAAAGGTGGAGA VIC (AG)q 56 JN381506
R: ACACAAAGAGGGATGGAGGA

MSO9Y 108 F: AGAACACCCCACAAACCCTA 6-FAM  (TACA); TD 60-54  IN375717
R: AGGGGTAGGAGGTGTATGGA

MSO12Y 231 F: CCCAACATTTGCAAGTCATC VIC (TTC), GAT (TGT), 52 JN375718
R: GAGATTTGTTGCCCATTCAC

MSO18 111 F. GAGAGCTGTCTTTTCTTGA PET (TTGA), TD 60-54 JN375723
R: GCACTAAAAACTCCTGTT

MSO65 159 F: CTGGCAACCCAAAACAAGA VIC (GA)sN(TGGA), 54 JN375716

R: GCACTGGGCACTTGTGTAGA
MSO66_8 214 F: GGAGGGCAGAAGAAAGAGAG NED (GAAA), TD 60-54  JN375721

R: GGTACAGAAAGAAGGGAAAGGA
MSO68 153 F: GGATTCCCTGACAAGTTGGA PET (CT), CCTT(CT) ACCTT(CT) 54 JN375713

R: GGTCTCTGTTCCCCAAATGA
MSO70 218 F:TGTGTATTTGGGAAGCTC 6-FAM (TG)14 56 JN375712
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MSO103_1 103

MSO103_2 300

MSO105_1 106

MS0105 2 122

R: CACTTAATTGTTACGGCATC
F: GAAGTGTGAGAGACAGGGAGA PET

R: GGAAGAAGAAAGGTGGAGAAA
F: AGTGTGAGAGACAGGGAGAGAT 6-FAM

R: GAGTGGTGAAGGGAACAAGA
F: GAAGGAAGAAGAAAGGTGGAG  VIC

R: GAAGTGTGAGAGACAGGGAGA
F: CCTCCATCCCTCTTTGTGTT NED

R: AGATGGTGGGACAAGAGAGA

(CTo

(CTe

(AG)10

(AG)10

TD 60-54

52

TD 60-54

56

JN375714

JN375715

JN375711

JN381507

* Expected size excludingM13 universal sequence. TD = Touchdown progranme Aanealing temperature.
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Table 2. Results of initial microsatellite marker screeniimg one population ofM.
solomonii(N=24) in the PN-ANMI Cotapata, Bolivia. For eatiarker, we present number
of alleles @), observed heterozygositif), expected heterozygositifl€), polymorphism

information content (PIC) and values for the Hardy-Weinberg equilibrium (HWE3tte

Marker A Ho He PIC P(HWE)
MSO5Y 10 0.957 0.865 0.848 0.430
MSO6 2 8 0.565 0.798 0.770 0.006*
MSO9Y 1 - - - -

MSO12Y 3 0.500 0.609 0.538 0.317
MSO18 1 - - - -

MSO65 8 0.542 0.553 0.531 0.949
MSO66 8 1 - - - -

MSO68 10 0.792 0.731 0.709 0.865
MSO70 8 0.917 0.745 0.712 0.012
MSO103 1 7 0.435 0.775 0.741 0.000*
MSO103 2 10 0.222 0.847 0.833 0.000*
MSO105 1 7 0.304 0.749 0.714 0.000*
MSO105 2 5 0.583 0.537 0.500 0.550

*Significant valuesP < 0.01).
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Appendix 1: Voucher information of reference and geotyped individuals of
Masdevallia solomonii

The following are reference collections from theplation described in the present study.
They are deposited in the National Herbarium ofiBal(LPB): Masdevallia solomonii
Luer & Vasquez. BOLIVIA. La Paz: Nor Yungas, Jimene 3742 (LPB, registration
number 11276) and Jiménez I. 3823 (LPB, registmatiamber 118346).

Field and laboratory codes of individuals genotypedMSO 2, 1 MSO_4, 1 MSO_9,
1_MSO 10, 1. MSO_11, 1. MSO_16, 1. MSO_17, 1. MSO_18&)90 23, 1_MSO_26,
1_MSO 28, 1. MSO 40, 1. MSO_46, 1. MSO_31, 1. MSO_3®/90 41, 1_MSO_42,
1_MSO 43, 1. MSO 44, 1._MSO 48, 1. MSO 51, 1 MSO 530 56, 1_MSO_59.
Chojllapata PN-ANMI-Cotapata, La Paz, Bolivia. Gexghic coordinates of sample

populations are available from the authors uponesty
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Capitulo 2

Diversidade e estrutura genética envlasdevallia
solomonii Masdevallia yungasensis Masdevallia
scandensorgquideas endémicas dos Yungas da

Bolivia, implicacOes para a conservacao.

Formatado para ser submetido para publicacao mnstaev

Conservation Geneticap0s traducéo para o inglés.

57



Diversidade e estrutura genética erMasdevallia solomonjiMasdevallia
yungasensi® Masdevallia scandensrquideas endémicas dos Yungas da

Bolivia: implicacdes para a conservagao.

M. Cristina Lépez-RobertsJorge Gonzéales-Astorgd&Eddy J. F. Oliveirde Céssio van den Bérg

! Programa de Pés-Graduacao em Botanica, Universiisthdual de Feira de Santana,
Av. Transnordestina s.n., 44036-900, Feira deg®antBahia, Brazil.
?Instituto de Ecologia A. C. Carretera antigua at§oec 351, El Haya, Xalapa 91070,
Veracruz, México.
3 Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Universidastadual de Feira de Santana,
Av. Transnordestina s.n., 44036-900, Feira de Santahia, Brazil.

Este trabalho foi financiado pela suvencdo PNX(B1@9 (FAPESB/CNPq, Brazil), a
bolsa de produtividade CNPq (PQ-1D) para CvdB,Isdbde estudos CNPq (PEC-PG
190107/09-0) parMCLR.

RESUMO

Masdevallia scandensM. solomoniie M. yungasensisao orquideas raras e
ameacadas, endémicas das florestas montanas (dosl¥singas da Bolivia. Para acessar
a diversidade e estrutura genética destas espémias) transferidos dez pares gmers
desenhados paM. solomonii Elevada diversidade genética foi observada npalagdes
das trés espécies, com um valor médio de alelosoporde 13,7 enM. solomonij 12,9
emM. yungasensje 9,2 enM. scandensA heterozigosidade média esperada e observada
foi de 0,678 e 0,519 em. solomonij 0,580 e 0,701 erl. yungasensjs 0,528 e 0,586
em M. scandensrespectivamente; observando-se desvios signiftatdo Equilibrio
Hardy Weinberg em varios locos. O coeficiente déogamia foi alto enM. solomonii
(Gis = 0,270 + 0,101) &1. yungasensi$G;s = 0,203 + 0,069), comparadosva scandens
(Gs=0,121 + 0,087). Devido a estruturacdo genétirservada, cada uma das populacdes

avaliadas constitui em importante reservatorioidardidade genética nestas espécies.

Palavras chaveEspécies endémicas, microssatélites, Yungas.
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INTRODUCAO

Os estudos em genética da conservagdo sdo negsgsdtia 0 estabelecimento de
planos de gestdo para preservar a biodiversidadiéa{Riaz & Oyama 2007), sendo a
manutencdo da variabilidade genética, dentro e exsrpopulacdes, uma questéo critica
em programas de conservagao ao longo prazo (Bo@89).10 conhecimento sobre a
diversidade genética é fundamental na conservaciéajpalmente de espécies ameagadas
(Wong & Sun 1999).

Apesar de Orchidaceae se constituir em uma das resaifamilias das
Angiospermas compreendendo aproximadamente 10%gpexies deste grupo (Roberts
& Dixon 2008), a informacdo sobre os niveis e pasrde diversidade genética em
espécies de orquideas ainda € escassa. Os esindtigeesidade genética de orquideas
tém sido desenvolvidos principalmente em espéeisstires, como mostra a revisao de
Forrestet al. (2004). Embora as orquideas epifitas representapoximadamente 70%
das espécies dentro de Orchidaceae (Dresser 1@®3)oucos trabalhos realizados com
espécies de habito epifitichgelia rubescenkindl., Trapnellet al. 2004,Gomeza hookeri
Rolfe M.W.Chase & N.H.WilliamsAlcantaraet al. 2006).

As florestas montanas dos Andes sulamericanos tdm reconhecidas como
hotspotsde diversidade em orquideas epifitas (Cabhl. 2003; Kromeret al. 2007). Esta
grande riqueza é o resultado de uma intensa especdevido a interacdo de multiplos
fatores (Ackerman 1998), principalmente: 1) a fragtacédo do habitat, que promoveria a
especiacao alopatric&lempleton 1981)2) especializacdo ao microhabitat dentro do
fordfito que promove particionamento do nicho, ea3gspecificidade pelo polinizador
(Gentry & Dodson 1987).

Na Bolivia, as florestas montanas incluidas dedwoParque Nacional e Area
Natural de Manejo Integrado Cotapata (PN-ANMI Catap nos Yungas de La Paz
(Bolivia) constituem um dos ecossistemas com majoeza de espécies de orquideas do
mundo (Kromeret al. 2007). Contraditoriamente, a regido € também ums rais
afetadas pela crescente pressao humana (Hanagante& 986, Ribera 1995), e tem sido
considerada em estado de conservacao critico @&upisch 2000). As florestas nos
Yungas estdo sendo rapidamente devastadas, deuidcjpalmente, a utilizacdo das
florestas primarias para o estabelecimento decasatagricolas e de pastoreio, as quais

frequentemente envolvem a queimada n&o controlada.
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A diminuicdo da riqueza de orquideas epifitas, deva perda de florestas
primérias, poderia afetar aproximadamente 90% gpécies (Krémeet al. 2007). Além
disso, algumas orquideas com potencial ornameétalegtraidas indiscriminadamente,
ocasionando uma diminuicdo das populacdes, o gqde lgva-las a um estado critico de
conservacao. E o caso Masdevallia scanderRolfe, M. solomoniiLuer & Vasquez é.
yungasensisHashimoto subspyungasensisque se encontram na Lista Vermelha de
espécies ameacadas da flora boliviana (Meneses & B@05). Estas espécies foram
categorizadas como vulneraveis (VU), segundo m#&éda IUCN (1997), por serem
endémicas em nivel local, com popula¢cdes muito geagie frageis, de habitats restritos e
ameacados para a sobrevivéncia em curto ou méaito fdsquez & Ibisch 2000).

Masdevallia scandend$/l. solomoniie M. yungasensigaracterizam-se por serem
epifitas pequenas e perenes, com ramicaules quudsizidos sucessivamente a partir de
um rizoma grosso (Vasquez & Ibisch 2000). Estag@ep encontram-se distribuidas no
gradiente altitudinal de 2.500 — 3.16@s.n.m Entre 2.800 — 3.10fn.s.n.m.€ possivel
encontrar populacdes simpatricas, onde individuas tdes espécies crescem inclusive
sobre o mesmo forofito, distribuindo-geincipalmente, nas zonas inferiores de Johansson
(1974) de 1 — 1,5 m sobre o soM. solomoniie M. yungasensi$lorescem de outubro a
fevereiro, com frutificagdo durante os meses devzhardia e inicio da época de seca
(dezembro a maio). EnMM. scandensa floracdo compreende o periodo de agosto a

novembro, e a frutificacao de fevereiro a maio (Rlayom. pess.).

Nas populagbes simpatricas dentro do PN-ANMI Cdtagam se observado
variabilidade na morfolgia floral dMasdevallia solomonie M. yungasensi® ainda a
existéncia de individuos que compartilham carastiesis morfoldgicas intermediarias

entre ambas as espécies sugerindo a possibiligakidridacdo ou introgressao natural.

Considerando que o0 éxito na conservacdo de pomdad@ espécies raras,
ameacadas ou em perigo depende da manutencéo dieensédade genética (Frankhain
al. 2002) e que esta informacdo ndo se encontrardigggpara estas espécies nativas da
Bolivia, o presente estudo teve por finalidadeiaval diversidade e estrutura genética em
populacdes déMasdevallia scandensvl. solomoniie M. yungasensigresentes no PN-
ANMI Cotapata, de modo a gerar subsidios para abekicimento de medidas de

conservagao efetivas.
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METODOLOGIA
Espécies e populagbes

Populacdes deMasdevallia solomonji M. yungasensise M. scandensforam
localizadas nas trilhas pré-colombianas Chojllamat&illutinkara, e na localidade de
Chuspipata dentro do PN-ANMI Cotapata do Departameéa La Paz, Bolivia (Figura 1).
O numero de populacdes amostradas foi de seid.esolomonij trés emM. yungasensjs

e duas enM. scandengTabela 1).
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Figura 1: Localizacdo das popula¢gbes tasdevallia scandengMSC), M. solomonii (MSO) e M.
yungasensigMY) ocorrentes nas trilhas pré-colombianas Chpdla, Sillutinkara, e na localidade de
Chuspipata dentro do PN-ANMI Cotapata.
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Por se tratarem de populagbes raras e ameacadafradm amostrados todos 0s
individuos encontrados. Os tamanhos amostrais m@&sentados na Tabela 1. Para cada
individuo, foi coletada uma folha jovem a qual desidratada em silica gel, sendo depois

todas as folhas conservadas £€0

Tabela 1: Popula¢gBes d&lasdevallia solomoniiM. yungasensi® M. scandencorrentes no PN-ANMI
Cotapata (Bolivia).

TAMANO POPULACIONAL

Chojllapata Sillutinkara Chuspipata
ESPECIE Cho_1 Cho_2 Cho 3 Cho 4 Cho5 S11 Si_2 Chu_1 Chu_2
M. solomonii 29 17 11 11 13 16
M. yungasensis 78 11 13
M. scandens 37 19

Apresentam-se o nimero de individuos amostradesetipados.
Extracdo de DNA, amplificacédo e genotipagem

O DNA foi extraido de acordo com o protocolo mauitio descrito por Doyle &
Doyle (1987). Dez pares dprimers microssatélites desenvolvidos paviasdevallia
solomonii(Capitulo 1) foram previamente testadosMnyungasensie M. scandenspara
verificar o potencial de transferabilidade. Postenente, as reacdes de amplificacdo de
cada loco microssatélite foram realizadas utilizandmétodo de Schuelke (2000), que
incorpora trés primers: primer forward (F) especifico para esse loco acrescentado com
uma cauda da sequéncia M13 (5' AGGAAACAGCTATGACCR) oprimer reversgR)
especifico, e o primer M13 marcado com um dos quatoroforos do sistema DS-33 da
Applied Biosystems (6-FAM, VIC, NED e PET). Cadaagéo de amplificacdo foi
realizada em volume final de 10 com o kit TopTagMaster Mix(QIAGEN Inc., Hilden,
Germany); usando 0,7pM do primer F, 1,50uM do primer R e 0,3QuM da cauda
fluorescente M13, com, aproximadamente, 4 ng do @EAOmMIco. O programa utilizado
constou de trés etapas: Etapa 1 1@4oor 3 min, 30 ciclos de L€ por 1 min, T, — onde
Ta é a temperatura de anelamento particular para maoher — por 1 min), etapa 2 (8
ciclos de 94C por 1 min, 53C por 1 min, 72C por 1 min), e etapa 3 de extenséo final
(72 °C por 30 min); em alguns casos foi necessarialiaagfio de programaBouchdown

(60-54°C e 58-48°) seguidos pelas etapas 2 e hdddduos correspondentes a cada uma
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das populagées amostradas foram genotipados enésges dos locos de microssatélites
analisados com o software GENEMAPPER v. 4.0 (AppBeosystems).

Andlise genética

A variabilidade genética inter e intra-populacioeal cada uma das espécies foi
determinada a partir do célculo das frequénciabcate e de indices de diversidade:
namero de alelos por loco polimérficoNd), numero de alelos efetivosNé),
herozigosidade média observadi)) e esperadaHg). Estes ultimos foram comparados
para avaliar o desvio em relacdo ao equilibrio dedi#Weinberg (EHW) utilizando para
isto o teste de X (Levene 1949). Todos estes parametros foram ealosl com o
programa GENALEX v. 6.4.1 (Peakall & Smouse 2006).

Adicionalmente, o programa MICROCHECKER v. 2.2.&r(vOosterhoutt al,
2004), foi utilizado para inferir a presenca ddaaenulos que pudessem influenciar nos
valores dos desvios de EHW. Também foi utilizadpragrama BOOTLENECK 1.2.02
(Piry et al. 1999) para detectar possiveis efeitos de gargeqopulacdes. A analise foi
realizada considerando o modelo TPM de evolucao ndicsossatélites com 95 % de
contribuicdo do modelo SMM e 5 % do modelo IAM, siolerando uma variancia na taxa

de mutacgdo igual a 12, segundo o sugerido por Pmnéeal. (2011).

Com o programa GENEALEX determinou-se também oiceefte de endogamia
Fis (Wright 1978) dentro das populacdes. Este progrémnatambém utilizado para
determinar como se encontra distribuida a var@ddmde genética das espéciesilizando
para isso a analise de variancia molecular (AMOVA, Excoffiat al 1992).
Complementariamente se utilizou o Software GENODMN4Es&o 2.0b20 (Meirmans &
Tienderen 2004) para o célculo do indice de end@é8is) e dos indices de divergéncia
genética: Gst (Nei 1987), G'st (padronizado, Hedrick 200555”"st (padronizado e
corrigido para pequeno numero de populacbes, Mesn& Hedrick 2011) eD (Jost
2008). Os valores dG"st foram utilizadas para o célculo da quantidadelaofgénico
efetivo, a través da equacgdo de Wright (1931).

Foi determinada a matriz de distancias genéticas{8l78) entre as populacdes das
trés espécies para construir um dendrograma usdgoiotmo deneighbor-joining(Saitou
& Nei 1987) implementado no pacote NEIGHBOR do paoga PHYLIP (Felsenstein
1993). Para avaliar o suporte dos ramos, foranzadihs de 1000 matrizes Heotstrap
com reamostragem de locos, com os pacotes SEQB@GENDIST, NEIGHBOR e
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CONSENSE do PHYLIP. O dendrograma foi visualizadsdi#gado no TREEVIEW (Page
1996).

Para inferir o niumero de agrupamentos genéticogsmondentes as populacdes
amostradas foi realizada uma analise Bayesianaagrgma STRUCTURE 2.3.3 (Hubisz
et al 2009). O numero de populagbes presumidagdi estimado por corridas sucessivas
comK =1 aK = 12, com 10 corridas independentes para cada siald. Cada corrida
consistiu de 500.000 iteracdes de Cadeia de Maviamuwe Carlo (MCMC), com urburn-
in inicial de 100.000 iteracdes, assumindo modelomdstura @dmixturg e alelos
correlacionados entre populagdes. Os coeficierdemidtura e correlacdo também foram
inferidos pelo MCMC. O numero dé& ideal foi estimado usando o software
STRUCTURE-HARVESTER (Earl 2011), sendo calculadanédia de cada valor de
probabilidadeK, “log da probabilidade” [Lh P(D)], através de tedss corridas, segundo o
método de Evannet. al (2005). Para verificar a existéncia de possivedividuos
hibridos ou introgredidos foi calculado ladex Hybrid (Buerkle 2005) no software
GENODIVE.

O numero de populacbes que se necessitariam paeseatar uma determinada
proporcao IP) da diversidade genética em cada espécie foi ledlowa partir da equacéao
modificada de Ceskat al. (1997): P = 1 -Ks7)", onde n é o nimero de populacGes. Para
nossa analise o indice de fixagég foi substituido pelo indice de diferenciagaqJost
2008).
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RESULTADOS

Diversidade Genética

As populacdes das trés espécies avaliadas apneseratios valores de diversidade
genética (Tabela 2) na maioria dos locos microbsstéamplificados. O grau de
polimorfismo foi variavel entre as espécies com unéaia deNa= 13,7 enM. solomonij
12,9 emM. yungasensjs 9,2 enM. scandensO Ne foi maior emM. yungasensi§4,230)

e menor emM. scandeng3,055). A diversidade total foi alta e semelhaetdre M.
solomonii e M. yungasensjsnestas, 0s locos mais polimorficos foram MS0108 2
MSO65. M. scandensapresentou uma diversidade menor, correspondergelagos
MSO5Y e MSO65.

Tabela 2: Caracterizagdo da variabilidade genética de depslamicrossatélites em populagbes de
Masdevallia solomoniiM. yungasensie M. scandenscorrentes no PN-ANMI Cotapata, Bolivia.

Locos M. solomonii M. yungasensis M. scandens
microssatélites (N=94) (N=61) (N=49)

Na Ne Hr Na Ne Hr Na Ne Hr
MSO70 12 3,232 0,763 9 2,591 0,638 8 2,381 0,594
MSO0103_2 18 3,005 0,773 20 4,557 0,885 6 1,985 0,804
MSO105 1 16 3,042 0,765 16 5,400 0,893 9 1,544 0,370
MSO65 18 2,826 0,793 18 7,039 0,907 17 6,200 0,880
MSO12Y 4 2,040 0,533 4 1,382 0,307 2 1,243 0,215
MSO6_2 16 3,103 0,778 16 5,390 0,870 9 2,785 0,678
MSO105 2 11 3,285 0,785 7 2,853 0,684 10 3,152 0,726
MSO5Y 14 6,247 0,893 13 5,201 0,873 12 3,447 0,755
MSO103_1 16 3,126 0,779 17 5,564 0,891 7 3,200 0,713
MSO68 12 3,186 0,736 9 2,320 0,689 12 4,616 0,815
Média 13,7 3,309 0,760 129 4,230 0,764 9,2 3,055 0,655

N = tamanho amostraNa= nimero de alelos por loco polimorfidée = Nimero de alelos efetivad; =
heterozigosidade total.

Um resumo dos parametros de diversidade genétiaiados por espécie e
populacao € apresentado na Tabela 3. Os valoteste®zigosidade esperada e observada
nas populagcbes ddasdevallia solomonioscilaram entre 0,598 a 0,749 e de 0,489 a 0,577,
respectivamente. A heterozigosidade foi maiotnyungasensigle 0,671 — 0,754H) e
de 0,500 — 0,673H(p). As populacbes del. scandenspresentaram valores médiosHie

eHode 0,528 e 0,586, respectivamente.
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Tabela 3: Caracterizacdo da variabilidade genética das popesa de Masdevallia solomonii M.
yungasensis M. scandenscorrentes no PN-ANMI Cotapata, Bolivia.

Populacdes N Na Ne A Ag RA Ho He Fis Gs
M. solomonii
MSO_Chol 26 77 41 12

6 4,202 0,524 0,732 0,277 0,303
MSO_Cho2 17 77 46 15 3 4,421 0,514 0,749 0,283 0,344
MSO_Cho3 11 36 27 1 0 3,043 0,489 0,612 0,227 0,256
MSO_Sil 11 55 29 5 4 3,609 0,515 0,598 0,146 0,196
7
4

MSO_Si2 13 65 43 12 4,257 0,577 0,732 0,187 0,239
MSO_Chu2 16 60 31 9 3,642 0,493 0,643 0,231 0,261
Média 0,229 0,270
M. yungasensis
MY_Chol 35 110 60 47 27 6,443 0500 0,754 0,316 0,350
MY_Cho4 15 64 38 5 4 4,744 0,673 0,671 -0,001 0,031
MY_Cho5 11 59 39 11 5 5195 0,568 0,677 0,139 0,209
Média 0,150 0,203
M. scandens

MSC_Chol 30 74 27 40 20 3,573 0,529 0,617 0,144 0,160
MSC_Chul 19 52 29 18 5 5,039 0,526 0,554 0,025 0,077

Média 0,085 0,121

N = tamanho amostrala= nimero de alelos por loco polimorficogAalelos exclusivos, A= alelos raros,
RA =riqueza alélicaNe = Numero de alelos efetivddg = heterozigosidade observadty,=
heterozigosidade esperaéfg;e Gis = coeficiente de endogamia dentro das sub-popetacd

Observou-se elevada quantidade de alelos exclugiacs as trés espécies nas
populacdes Chol (12 paMasdevallia solomonii47 emM. yungasensjse 40 emM.
scandeng a maioria deles raros (frequéncias < 0,05), ziedio assim o nimero de alelos
efetivos nessas populacdes (Tabela 2). O numesdettes exclusivos foi também alto na
populacdo MSO_Chu2AE = 15), no entanto, estes encontrarem-se em fre@sn
maiores que 0,05, e em consequéncia disso o nidealelos efetivos nesta populacao foi
maior do que as outras. Os valores de diversidadenérados nas populacdes simpatricas
Chol foram especialmente relevantes Eimyungasensigjue apresentou o maidie

comparado com as outras populacgoes.

Elevados valores de riqueza alélica foram encoosradas populacdes de
Masdevallia yungasensisendo MY_Chol a populagdo com maior riqueza pgsta
espécie (6,443); de maneira semelhante MSO_Cho221}%,em M. solomonii e
MSC_Chul (5,039) emvl. scandensA endogamia foi elevada na maioria das populacdes
com excecao de MY_Cho#& = - 0,001 &5,s= 0,031), e MSC_ChuF(s = 0,025 G5 =
0,077). O coeficiente de endogamia no nivel dea@sgéi maior emM. solomonii(Fis =
0,229 eGis = 0,270) do que ervl. yungasensi¢F;s = 0,150 eGis 0,203) eM. scandens
(Fis = 0,085 &55 0,121).
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Distancias genéticas

A anadlise de agrupamento usando o algoritighbor-joiningmostrou a todas as
populacdes d&l. solomoniiformando um grupo separado das outras espédmess(rap
(BS) = 81,8); dentro do mesmo, o0 padrao de agrupmm&io apresentou relacédo alguma
com a localidade, dessa forma MSO_Chol, MSO_Si1lOM3ho3 e MSO Chu2
formaram um grupo (BS = 70,1%) diferenciado de MSkb2 e MSO_Si2 que né&o
apresentaram boa resolugdo. Embora as populacdods. deandensapareceram bem
sustentadas como espécie (BS = 94,9%), estas afnesr alta similaridade genética com
as populacbes MY_Cho4 e MY_Cho5 Me yungasensi¢BS = 81,7%), diferenciando-se
em conjunto (BS = 64,3) de MY_Chol.

MSO Cho3

MSO Chu2

MSO Si2 641

MSO Cho2
MY Cho1 81.7
MY Cho4d
MY Chod
MSC Chot

MSC Chut

Figura 2: Arvore de consenso de maioria, com as relacbegigaséntre as populacdes Me solomonii
(MSO), M. yungasensi§MY) e M. scandengMSC), baseado na estimativa das distancias gasétie Nei
(1978) e construido usando o algoritmo raéghbor joining com 1000 replicacdes de reamostragem dos
locos para célculo dos valoreslut#otstrap Ver tabela 3 para nomes das populacdes.
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Estrutura genética

A anadlise Bayesiana realizada no STRUCTURE mostatares de Ln P(D) &K
que indicaram trés agrupamentos genétifeigura 3). Os individuos identificados em
campo comoMasdevallia solomoniicorrespondeu ao primeiro grupo genético, 0s
individuos deM. yungasensiso segundo grupo M. scandensio terceiro (Figura 4). No
entanto, dentro de cada grupo encontraram-se ¢haigicom perfis e frequéncias alélicas

similares aos das outras duas espécies, como uratind de ascendéncia mista.

DeltaK = mean{ |L"(K)] )} / sd{ L(K) )

400

300F

Delta K

100~

Figura 3: AK calculado comaAK = m | L"(K) | / s [L (K)]. O valor desta disttii;do modal é o
verdadeiro K ou o mais alto nivel de estrutura.

1.00
0.80
0.60
0.40

0.20

0.00

MSO MY MSC

Figura 4: Representacdo grafica dos diferentes agrupamesetostigos para K = 3 gerados através da
analise Bayesiana no STRUCTURE, correspondentds solomonii(MSO), M. yungasensigMY) e M.
scandengMSC) ocorrentes no PN-ANMI Cotapata, baseadonfiarmnacdo de 10 locos microssatélites,
modelo de mistura e locos correlacionados.
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Individuos com ascendéncia mista (0,2 < g <0,8rfoobservados nas populacdes
das trés espécies, sendo eles mais numerosbs salomoniie M. yungasensido que em
M. scandensEstes individuos encontraram-se principalmensepogulacdes simpatricas,
porém também em algumas populacdes ndo simpatiedsts solomonii A proporcéo de
hibridacao/introgressao segundéiybrid Index(Buerkle, 2005) é apresentada na figura 5,
onde valores proximos a 1,0 indicam a afinidade emmopulacdo de referéncia e os

valores proximos a zero afinidade com a populatiémativa.
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Figura 5: Histogramas que representan as frequéncias deidnds hibridos/introgredidos, segundo os
valores doHybrid Index(Buerkle, 2005) em populacdes simpatricadvidesdevallia solomoni{MSO), M.
scandengMSC) eM. yungasensigMY). A) Graus de hibridacao/introgressdo em indlidis de MSO que
crescem em simpatria com MY; populacdo de refeaéacpopulacdo pura MSO, populacdo alternativa =
populacdo pura MY. B) Graus de hibridacao/introgfiesem individuos de MSC que crescem em simpatria
com MSO e MY; populacdo de referéncia = populagéa p1SO, populacdo alternativa = populacdo pura
MY. C) Graus de hibridagéo/introgressdo em indiefdde MY que crescem em simpatria com MSO;
populacdo de referéncia = populagdo pura MY, pggulalternativa = populacéo pura MSO.
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Masdevallia solomonii

Os locos microssatélites avaliados foram altamgaémorficos em todas as
populacdes d&l. solomonii(Tabelas 2 e 3), ressaltando a variabilidade drea em
MSO_Chol e MSO_Cho2, ambas apresentararNammédio = 7,7 é&Nemeédio = 4,129 e
4,567, respectivamente. Estes valores chamaraeneaaat, principalmente ao comparar os
tamanhos amostrais correspondentes. A menor dieelsi alélica foi encontrada em
MSO_Cho3 Na= 3,6 eNe=2,725).

No Chojllapata, MSO5Y foi 0 loco mais polimorficana todas as populacoesa(
médio = 8,5) principalmente em MSO_Cho1l (10 alelogihtrariamente, o loco MSO12Y,
foi 0 menos polimorfico com &a médio = 2,8. A populagdo com menor diversidade
alélica em todos os locos foi MSO_Cho3. Alelos esiclos foram encontrados nas trés
populacdes de Chojllapata: 12 no MSO_Chol (seiss)yail5 em MSO_Cho2 (quatro
raros) e 1 em MSO_Cho3 (Tabela 3).

Nas populacdes do Sillutinkara os locos mais pdaficas foram MSO70 e
MSO105 1. A maior variabilidade foi observada emQMSi2 com valores dda médio
= 6,5 eNe médio = 4,340. Ambas as populacdes apresentaralos axclusivos, cinco
deles em MSO_Sil (todos eles raros) e 12 em MS(Os8i@ raros).

Na Unica populacdo dé. solomoniiem Chuspipata (MSO_Chu2) o namero de
alelos por loco polimorfico oscilou entre trés gopcom uma média dda = 6,0 eNe=
3,950. Os locos mais polimorficos foram MSO5Y (odtelos), MSO70, MSO65 e
MSO105_2 com sete alelos cada um deles. Nestagdm)lencontraram-se nove alelos

exclusivos, quatro deles raros.

Os valores da heterozigosidade observada oscilargne 0,489 e 0,577, estes
foram menores em relagcéo aos valores esperadasdashds populacdes, apresentando por
isso, desvios significativos do EHW em pelo menos dle dez locos microssatélites
avaliados (Tabela 4). A populagdo MSO_Si2 apresergeis locos com desvios
significativos de altos a moderados; em contragiartna populacdo MSO_Chu2 o desvio
foi significativo apenas em dois locos (MSO6_2 e@a85 2). Todas as populacdes
apresentaram diferentes graus de endogamia comesatteFs entre 0,146 e 0,283
(Tabela 3).
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Tabela 4: Teste Exato de Fisher, para desvios EHW em popesagéMasdevallia solomonii.

Locos MSO_Chol MSO_Cho2 MSO_Cho3 MSO_Sil  MSO_Si2 MSO_Chu2
MSO70 0,098 0,254 0,226 0,052 0,134 0,087
MSO103 2 0,000%* 0,000%*  0,001* 0,000%** 0,000+ 0,406
MSO105_1 0,000%* 0,000%*  0,000%* 0,662 0,003* 0,123
MS065 0,235 0,011* 0,267 0,952 0,037+ 0,213
MSO12Y 0,189 0,274 0,294 0,461 0,250 0,599
MSO6_2  0,000% 0,000% 0,069 0,013+ 0,032+ 0,010%*
MSO 105_2 0,035 0,177 0,351 0,020* 0,111 0,000%**
MSO 5Y 0,512 0,224 0,033* 0,417 0,009* 0,582
MSO 103_1 0,000%** 0,000%*  0,000% 0,307 0,023 0,140
MSO 68 0,925 0,915 0,072 0,143 0,935 0,069

Valores de significancia: * P<0,05; ** P<0,01; *£<0,001

A analise de variancia molecular AMOVA (Tabela 5pstiou que as diferencas

genéticas entre as populacdes sdo responsaveidurpar porcentagem pequena da

variabilidade da espécie (12%), no entanto, a nadie da variabilidade (88%) é devida

as diferencas genéticas entre os individuos deto populagdes. Ja os indices de

divergéncia obtidos mostraram uma consideraveutesticdo da diversidade genética

entre as populacbe&'(st= 0,26;D = 0,200), conforme Tabela 6. Em relacdo ao fluxo

génico inferido, este apresentou um vélgn = 0,712.

Tabela 5: Analise de variancia molecular (AMOVA) em seis plagdes déMasdevallia solomonii.

Fonte de variacao GL SQ % Variacao
Entre regides 2 50,078 0%
Entre populacdes 3 86,844 12%
Dentro das populacdes 88 811,962 88%
Total 93 948,884 100%

Tabela 6:indices de divergéncia genética entre populacddéadelevallia solomonii.

Locos Gst G'st (Hed) G'st D

MSO70 0,063 0,252 0,261 0,202
MSO103_2 0,076 0,302 0,313 0,245
MSO105 1 0,070 0,277 0,287 0,223
MSO65 0,154 0,530 0,544 0,445
MSO12Y 0,014 0,033 0,035 0,019
MSO6_2 0,078 0,317 0,328 0,259
MSO105_2 0,027 0,131 0,136 0,107
MSO5Y 0,026 0,234 0,238 0,214
MSO103_1 0,076 0,311 0,321 0,254
MSO68 0,035 0,137 0,143 0,106
Média 0,063 0,250 0,260 0,200

Gsr= Indice de fixagd0G'st (Hed) = indice de fixagdo padronizado de Hedri@Rgr = indice de fixag&o
padronizado e corrigido para pequeno ntimero delappesD = indice de diferenciacéo de Jost (2008).
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Masdevallia yungasensis

A maioria dos locos foi altamente polimorfica erdds as populacdelld médio =
7,8 eNe médio = 4,590); a heterozigosidade média espefiddafoi também elevada
(Tabela 3). A maior diversidade alélica foi obseievam MY_CholNa = 11,0 eNe =
6,013); enquanto nas outras populacdes os val@dsace Ne foram menores, porém
muito semelhantes. MS0O103_2 e MSO65 foram os latais polimérficos em todas as
populacdes apresentando 20 e 18 alelos, respeeiivamO loco MSO12Y foi 0 menos

polimdorfico, com um maximo de quatro alelos.

Em MY_Chol, o maior numero de alelos foi observads locos MSO103_1 e
MSO65, sendo também este Ultimo o loco o mais pofico em MY_Cho4 (11 alelos) e
MY_Cho5 (nove alelos). As trés populacdes apresmmtaalelos exclusivos: 47 em
MY_Chol (27 raros), 5 em MY_Cho4 (4 raros) e onneMY _Cho5 (5 raros).

Os valores de heterozigosidade esperbidadscilaram entre 0,671 e 0,754 (Tabela
3), com o valor mais baixo na populacdo MY_Cho4m@arando-se estes com os valores
de heterozigosidade observaddo) mediante o teste exato de Fisher, encontram-se
desvios significativos ao HWE em pelo menos dois 80 locos de todas as populacoes
(Tabela 7). Os valores dgs e Gis (Tabela 3) mostraram que, com excecdo de MY_Cho4,
as populagbes dd. yungasensigpresentam diferentes graus de endogamia, e icesnd

de endogamia para a espécie foranrde 0,150 &5, = 0,203.

Tabela 7: Teste exato de Fisher para desvios HWE em populagidasdevallia yungasensis.

Locos MY _Chol MY _Cho4 MY Cho5
MSO70 0,000*** 0,767 0,989
MS0O103_2 0,000*** 0,002** 0,002**
MSO105_1 0,000*** 0,683 0,261
MSO65 0,414 0,377 0,518
MSO12Y 0,652 0,894 0,965
MSO6_2 0,000%** 0,014+ 0,408
MSO0105_2 0,312 0,409 0,001***
MSO5Y 0,374 0,818 0,668
MS0O103_1 0,000%*** 0,683 0,261
MSO68 0,947 0,011* 0,837

Valores de significancia: * P<0,05; ** P<0,01; *£<0,001
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A analise de variancia molecular revelou que s&4l@a variabilidade observada
em M. yungasensipode ser atribuida as diferencas entre as popesafiabela 8), por
tanto, a maior proporcdo da variabilidade genétiexe-se as diferencas entre o0s

individuos dentro destas. O fluxo génico inferidodeNem = 0,746.

Tabela 8: Analise de variancia molecular (AMOVA) entre trépplacées d®asdevallia yungasensis

Fonte de variacdo GL SQ % variacdo
Entre populacdes 2 57,088 10%
Dentro das populac¢des 58 540,434 90%
Total 60 597,522 100%

O grau de estruturacdo da variabilidade genétisapopulacdes d&lasdevallia
yungasensigG"st= 0,251;D = 0,196) foi e semelhante ao encontradoMnsolomonij
conforme Tabela 9.

Tabela 9:indices de divergéncia genética das populacdésaselevallia yungasensis.

Locos GsT G'st(Hed) G'st D
MSO70 0,007 0,024 0,027 0,017
MS0O103_2 0,067 0,545 0,560 0,512
MSO105_1 0,051 0,474 0,487 0,446
MS065 0,022 0,277 0,284 0,261
MSO12Y 0,069 0,110 0,139 0,044
MSO6_2 0,023 0,216 0,224 0,197
MSO105_2 0,012 0,048 0,054 0,037
MSO5Y 0,048 0,399 0,413 0,369
MS0O103_1 0,042 0,412 0,424 0,386
MSO68 0,144 0,454 0,491 0,362
Média 0,047 0,234 0,251 0,196

Gsr= Indice de fixac8oG'st (Hed)= indice de fixacdo padronizado de HedriGKgr = indice de fixacéo
padronizado e corrigido para pequeno nimero delaopesD = indice de diferenciagéo Jost (2008).

Masdevallia scandens

As duas populacbes dd. scandensavaliadas mostraram alta variabilidade na
maioria dos locos. No entanto no loco MSO105_1dasinove alelos, esteve presente em
frequéncia superior a 95%, sendo, portanto, coraidemonomorfico. O loco MS0O103 2,
amplificou apenas em 14 de 30 individuos de MSC 1Gihalois dos 19 individuos da
populacdo MSC_Chul. Um padrédo similar foi observaxo loco MSO105 2, que
amplificou em 29 de 30 individuos da populacdo MSKbl, e apenas em oito de 19

individuos de MSC_Chul. Por outro lado, o loco M8®11 ndo amplificou em nenhum
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dos individuos de MSC Chul. Por as razbes mencsnaéstes locos foram
desconsiderados na estimativa dos parametros dgyéiwcia genética desta espécie.

Entre os locos polimérficos, MSO65 apresentou aomaiimero de alelos em
ambas as populacdes (14 e 11 alelos, respectivaméa populacdo MSC_Chol,Na
médio foi de 7,4 e dle médio 2,745. Na foi menor (5,200) na populagdo MSC_Chul.
No entanto, esta apresentou Nemédio maior (2,909). Estes valores indicam queagenb
os locos sejam polimorficos, alguns deles apresenita numero elevado de alelos com
baixa frequéncia, principalmente na populacdo MS@1(QTabela 3). Nove dos 10 locos
apresentaram alelos exclusivos nas duas populagstesdo 40 deles no MSC_Chol (20
raros), e 18 em MSC_Chul (5 raros).

Através das probabilidades do teste exato de FSladxela 10) verificou-se que na
populacdo MSC_Chol so dois locos (MSO12Y e MSOG8pmtraram-se nas proporcoes
esperadas para HWE. O contrario foi observado en® Mhul, na qual a maioria dos
locos polimérficos ndo apresentou desvios sigrtifioa do HWE.

Tabela 1Q Teste Exato de Fisher para desvios HWE em popesageMasdevallia scandens.

Locos MSC_Chol MSC_Chul
MSQO70 0,014* 0,769
MS0O103_2 0,000*** N&o amplificou
MS0O105_1 Monomorfico Monomorfico
MSO65 0,005** 0,539
MSO12Y 0,130 0,906
MSO6_2 0,000%** 0,006**
MSO105_2 0,000*** N&o amplificou
MSO5Y 0,001*** 0,930
MS0O103_1 0,000*** N&o amplificou
MSO68 0,885 0,949

Valores de significancia: * P<0,05; ** P<0,01; *#<0,001.

As duas populacfes déasdevallia scandensiostraram valores consideraveis de
endogamia, sendo esta maior em MSC_CIkgl= 0,144;G;s = 0,160) e muito menor em
MSC_Chul Fis = 0,025;G;s = 0,077). O valor médio de endogamia para a es{déci
menor Fis = 0,085 eG;s = 0,121) do que er. solomoniie M. scandensA AMOVA
realizada com informacdo de sete locos polimérfibabela 11) mostrou que as
diferencas entre as duas populacdes explicam apetada variabilidade total observada,

e que a maior parte da variabilidade genética drec@e dentro das populagcdes (92%).
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Tabela 11:Analise de variancia moleculéAMOVA) em popula¢des d®lasdevallia scandens.

Fonte de variacao GL SQ % Variacao
Entre populacdes 1 14,484 8%
Dentro das populacdes a7 225,740 92%
Total 48 240,224 100%

O fluxo génico inferido foi altoNem = 1,851) indicando que as popula¢gdes destas
duas localidades, apesar de estar geograficanseidelas, apresentam alelos e frequéncias
similares, resultantes de trocas génicas entre @asalores de divergéncia genética entre
as populacdes dd. scandengGst = 0,024;G"st= 0,119;D = 0,075)foram menores do

gue emM. solomoniie M. yungasensjsndicando uma baixa estruturacao (Tabela 12).

Tabela 12:indices de divergéncia genética entre populacddsasdelevallia scandens.

Locos Gst G'st(Hed) G"st D

MSO70 0,001 0,005 0,006 0,004
MS0O105 1 0,018 0,039 0,056 0,021
MSO065 0,024 0,319 0,336 0,302
MSO12Y 0,077 0,114 0,177 0,041
MSO6_2 0,022 0,108 0,128 0,088
MSO5Y 0,039 0,247 0,275 0,216
MSO68 0,018 0,161 0,176 0,146
Média 0,024 0,097 0,119 0,075

Gsr= Indice de fixagd0G'st (Hed) = indice de fixagdo padronizado de Hedri@Rgr = indice de fixag&o
padronizado e corrigido para pequeno nimero delappesD = indice de diferenciagéo Jost (2008).

Relacionando os valores de divergéncia genéticantrazios nas trés espécies e
aplicando a equacgao de Cesltanl. (1997), determinou-se que évtasdevallia solomonii
(D = 0,200) a conservacdo de quatro populacbes mermepresentar 99,84 % da
diversidade atribuida a maioria dos alelos comDasnesma maneira, elwh. yungasensis
(D = 0,196) a conservacdo das trés populacdes paeseBd, 2 % da diversidade. J& em
M. scandengD = 0,075) a protecdo de uma das populagbes peamtiznter 99,2% da

diversidade observada.
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DISCUSSAO

Diversidade genética em Masdevallia

Os altos niveis de diversidade encontrados Masdevallia solomonii M.
yungasensi® M. scandensdo semelhantes aqueles encontrados em locosseatétites
das espécies terrestr&hiloglottis valida D.L.Jones (Flanagan 2006) Epidendrum
fulgens Brongn. (Pinheiroet al. 2011). Entretanto, sdo maiores do que os valores
reportados enhaelia speciosgKunth) Schitr. (Cortés-Palomeat al. 2008) eCaladenia
(Swarts et al. 2007) ambas endémicas e ameacadas; e menoresedosqualores
encontrados enGymnadenia conopse@..) R.Br. (Campbellet al. 2002) uma espécie
terrestre rara. Elevada variabilidade genética éamlitém sido reportada em locos de
alozimas em outras orquideas neotropicais rupi@kgsifitas, entre elasciantheraspp.,
(comoPleourothallisspp. Borbaet al. 2001a) €5omeza hooke(Alcantaraet al. 2006).

Os valores de diversidade encontradodMamsdevallia solomoniiM. yungasensis

M. scandengontrastam com o que se esperaria em orquideaszpaolas por dipteros, os
guais apresentam um comportamento que favorececmggamia (Borba & Semir 2001).
Os elevados valores dgs e Gis encontrados demonstram isto. No entanto, os vatiwes
indices de endogamia poderiam também estar reftetem algum grau, a endogamia bi-
parental ocasionada pela proximidade de individy@eticamente aparentados, ou seja,
grupos com elevados niveis de similaridade genétitage pares dgenetsseparados por
curtas distancias (Wright 1943).

De acordo com Borbat al. (2001b, 2009), a manutencdo dos elevados niveis de
variabilidade genética encontrada em orquideasilasd$eria alcancada em resposta ao
comportamento do polinizador; e, na manutencdoadaka diversidade, devem estar
presentes mecanismos de autoincompatibilidade spgEies. No cashl. solomoniie M.
yungasensistém-se observado que ambas as espécies poderar fiyutos a partir da
autopolinizagdo Moya (com. pess.). Porém, as sawseptoduzidas frequentemente
apresentam porcentagens consideraveis de ausémaanbrido e reduzida viabilidade
(54%), em comparagcdo com sementes provenienteslidezacado cruzada (Mamani, com.
pess.), 0 que é forte evidéncia de auto-incompidtioie parcial, ou depresséo
endogamica. Existe também a possibilidade de extpgcies apresentarem sistemas

reprodutivos mistos como o sugerido p&a infracta (Borba 2009), sendo este um
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mecanismo para garantir 0 sucesso reprodutivo earéabilidade genética nessas

populacdes.

Estruturacdo genética

A estimativa da divergéncia genética em espécieerhidaceae tem utilizado
principalmente marcadores codominantes de alozirakgando com estas, valores baixos
a moderados, com uma média @gr = 0,061em 71 espécieavaliadas (Forrestt al.
2004). No entanto, existem excecOes importantesligéea 2002) emPlatanthera
leucophaea(Gst = 0,750). Um elevado valor dést (0,924) foi também registrado
utilizando marcadores dominantes RAPD 2euxine strateumaticéSun & Wong 2001).
Estudos mais recentes ressaltam a alta variabdigadética dentro das populacdes e baixo
ou moderado nivel de diferenciacdo entre populacdesspecificas, especialmente em
Bulbophyllum(Azevedoet al. 2007; Ribeiraet al. 2008) avaliadas com locos de alozimas e

emGymnadenia conops€&st= 0,060) utilizando locos microssatélites.

A correlacdo negativa entre a variabilidade geadétentro das populacdddd) e a
diferenciacdo entre estaGdf) tem sido identificada em numerosas espécies alggs,
tanto utilizando marcadores dominantes RAPD (Nyb&nBartish 2000) quanto com
marcadores codominantes alozimas (Hamrick & God919Segundo Jost (2008), os
indices derivados desT, principalmente @&sy, tendem a subestimar o grau de estruturacao
genética, uma vez que estes sdo afetados porvaltwes de variacdo intra-populacional.
Reconhecendo as limitacbes (g, recentes estudos em genética de populacdes que
utilizam locos microssatélites altamente varidveiém utilizando outros indices de

divergéncia genética para a analise, principalménte G"steD.

No presente estudo, foi observada uma moderadatwsizdo genética em
Masdevallia solomoni{(G'st = 0.250,D = 0.200) eM. yungasensi$G st = 0,234;D =
0,196), e baixa estruturacdo é&m scandengG st = 0,097;D = 0,075) mostrando assim
que as populacbes apresentam uma subdivisdo gen@scvalores d& st encontrados
em M. solomoniie M. yungasensise aproximaram aqueles relatados por Pinrediral.
(2011) emEpidendrum fulgen$G'st = 0,235) eE. puniceoluteuntG st = 0,290) obtidos
também a partir da informacéo de locos microsseselNo entanto a area de distribuicéo
de Epidendrume as distancias entre as populagdes indicadasengiomado estudo s&o
maiores que a area de distribuicdo das populagddsaddevalliaaqui avaliadas. Assim
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sendo, os valores de divergéncia encontrados purelPo et al. (2011) poderiam ser
explicados pelo isolamento por distancia.

Entretanto, os valores de divergéncia gendiitgr encontrados ermv. solomonii
(G"st=0,260) eM. yungasensifG"st= 0,251) foram maiores que os estimados a patir d
marcadores ISSR edatleya elongatgG"st = 0,210, recalculado de Crez al. 2011).

Significativos niveis de estruturacdo tém sidmregulos em outros géneros dentro
de Pleurothallidinae, como eRieurothallis (Gst médio = 0,101) éepantheqGst médio
= 0,175) a partir de locadozimas (Forrestt al. 2004).

Os valores dos indices de divergéncia calculadoa Masdevallia apresentam
consideraveis diferencas, uma vez que t&itg quantoG"st encontram-se baseados na
heterozigosidade esperadaDdeva em conta o numero de alelos efetivos (Meisn&n
Hedrick 2011). Considerando isto e devido ao elevadnero de alelos raros presentes na
maioria das populacdes avaliadas, os valord3 gederiam refletir melhor a estruturacdo
genética enM. solomonii M. yungasensie M. scandens

Considerando os valores @&J'st de M. solomonij M. yungasensig M. scandens
(0.260, 0.251 e 0.119, respectivamente) para aulcalda quantidade de fluxo génico
efetivo, observou-se que, tanto &msolomonii(Nem = 0,712) quanto erWl. yungasensis
(Nem = 0,746) estes valores encontram-se entre os eglmlatados por Morjan &
Rieseberg (2004) para plantas autogarhas & 0,43 + 0,06) e alogamablgn = 1,38 +
0,31); emM. scandensste valor foi maiorNem = 1,851), porém ainda muito menor do
gue oNem para plantas com sistemas reprodutivos midigs € 2,99 + 0,57). Segundo os
critérios de Govindaraju (1989) estes valores denaim elevado fluxo génico entre as
populacdes; no entanto, Kisel (2010) menciona qué&lasdevallia nidifica(luma espécie
amplamente distribuida) umgsk> 0,200 indicaria ainda um fluxo génico reduzidorém

suficiente para permitir a evolucao independensepdgulacoes.

A divergéncia genética encontrada entre as popesagéM. scandensorrobora
com o padrao geral relatado em orquideas epifimsjuais parecem manter uma alta
diversidade genética e baixa estrutura populaci@ederman & Ward 1999, Borbet al
2001a, Tremblay & Ackerman 2001, Trapretlal. 2004); fato que tem-se sugerido como
uma vantagem adaptativa para viver em habitatoddscos e mais instaveis (Trapnetl
al. 2004, Avila-Diaz & Oyama 2007).
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Hibridagao e introgresséao

A clara delimitacdo de grupos genéticos corresputiedeaMasdevallia solomoniji
M. yungasensie M. scandensevela que os locos microssatélites utilizado®emam-se
bem conservados nestas espécies. No entanto, adalérequéncia de individuos com
ascendéncia mista nas popula¢gBes simpatricas, valoes correspondentes ¢tybrid
index séo indicativos de que processos de hibridagémgiesséo entrdl. solomonij M.
yungasensigém acontecido. Esta afirmacéo é respaldada pekinuidade filogenética
das espécies (ver Apéndice 1), pela presenca denslgndividuos de morfologia
intermedidria, pela sincronia das etapas fenol&giegprincipalmente, pelo fato de estas
compartilharem o mesmo polinizador (Moya, com. pessto pode ajudar a superar as
barreiras pré-polinizacdo (van der Pijl & Dodso6@9Dressler 1981, Gill 1989), uma vez
que as barreiras genéticas que evitam a hibriddgéas-polinizacdo) entre espécies
préximas com frequéncia sao frageis ou ausente®retndaceae (van der Pijl & Dodson
1966, Dressler, 1981).

A hibridacdo como uma via que incrementa a vaiddille em espécies parentais
através da introgressao (Kliet al 1991) pode explicar os elevados niveis de didads
alélica observados nas populacdeddesolomoniie M. yungasensigue encontram-se em
simpatria (MSO_Chol e MY_Chol) em comparacdo comagslacbespuras”. Neste
sentido, revisando a grande quantidade de aleldsisaxos que foram encontradas nas
populacdes simpatricas d&. yungasensi® M. scandensverificou-se que nove dos 47
alelos deM. yungasensjsencontraram-se também presentes Mmscandense em

frequéncias semelhantes (> 0,05).

Deste fato pode-se inferir o fluxo génico intere$fi@ bi-direcional deM.
yungasensigpara M. solomonij e de M. yungasensigara M. scandens sendo que,
aparentement®!. yungasensigstaria atuando como uma ponte eMresolomoniie M.
scandens uma vez que o periodo de floragdo dessa espécwolzrepde, em algum
momento, ao das outras duas espécies. Embora,uodgrassimilacdo da introgresséo
pareca ser moderado enie solomoniie M. yungasensjsa presenca de individuos com
similaridade alélica > 75 % com a outra espéciteteea intensidade na qual este processo
estaria acontecendo, sendo necessério considepassi/eis riscos para a conservacao da
integridade genética das espécies (Véblal. 2001, Frankhmaet al. 2002, Worleyet al.
2009).
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Por outro lado, a presenca de individuos com agceial hibrida que retiveram o
fenotipo de alguma das espécies parentais, sugera fibridagédo entd. solomonij M.
yungasensi® M. scandenspermitiu a introgressao de alelos neutrais, setaraparte do
genoma que define a identidade de cada espécideflan al. 1998). Por se tratarem de
espécies congéneres, que tém coexistido natur@meatante muitas geracdes, a
hibridacdo poderia ndo representar uma ameacalcecpetrario, as zonas de simpatria
poderiam se constituir em areas importantes panaraxessos evolutivos de especiacao
hibrida (Cozzolineet al. 2006, Palma-Silvet al.2011, Pinheiret al.2011).

ImplicacBes para a conservacao das espécies

A elevada diversidade observada tanto nas popudagde ocorrem ao longo das
trilhas pré-colombianas Chojllapata e Sillutinkgteanto aquela encontrada na localidade
de Chuspipata, se contrasta com os diferentes gemaadogamia encontrados na maioria
delas. Desta maneira, poder-se-iam enquadrar em de@arios diferentes para a

conservagao.

Por um lado, a Chojllapata, que percorre a patéeddds montanhas (1.300-3.400
m.s.n.m) & de dificil acesso, 0 que faz esta apt@seonas pouco antropizadas e com
vegetacdo bem preservada (Jiménez & Miranda 20ff), que contribui para a
manutencédo dos habitats das espécies. E ai qeensentontrado as maiores populacdes
de Masdevallia solomoniiM. yungasensie M. scandengm simpatria, e sendo detectados
processos hibridacao/introgressao, o que faz desta, area de interes cientifico, que
deveria receber especial consideracdo para a vagder dos processos evolutivos das
espécies.

Em contraste, a trilha do Sillutinkara, que atraaegrincipalmente zonas de
floresta secundaria (Jiménez & Miranda 2007), asitada por pessoas das comunidades
proximas e turistas. Isto tem produzido um granckpacto nas populacdes dé.
solomonij localizadas em ambos os lados da trilha (pagrougnte MSO_Sil), as quais
sofreram severas redu¢des no numero populacioesdda principalmente, aos trabalhos
de manutencdo desta via que incluiram o corte o@gados forofitos das espécies e,
possivelmente também, a acdo de colecionadores ffebs.) Esta seria a causa da perda
dos individuos deM. yungasensise M. scandensque, antigamente, encontravam-se

também na populagdo MSO_Sil.
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Finalmente, as populacdes dé. solomonii e M. scandensdo Chuspipata
encontram-se entre as populacdes “puras” melhorseceadas destas espécies,
apresentando elevada diversidade genética (conosraiilos exclusivos). No entanto, por
sua proximidade a estrada principal, estas popegapdderiam ser as mais suscetiveis a

extracdo e comercializagdo ilicita, fato que ja sého relatado na regido.

Neste contexto, e considerando a informacdo geng@tieliminar das espécies e
populacdes avaliadas, poder-se-iam delinear algumedidas para a conservagao e
manejo das populacddd. solomonij M. yungasensie M. scandensdo PN-ANMI
Cotapata. Caso se decida intervir na protecdo galagbes prioritarias e no manejo de

cruzamentos, apresentamos algumas consideragoes:

Para o caso especifico dd. solomonii poder-se-ia priorizar a protecao de
MSO_Chu2, MSO_Si2 e MSO_Cho3, facilitando o fluémigo entre elas, isto permitiria
reduzir os niveis de endogamia local. As populag@apatricas (atuais ou com evidéncias
de antiga simpatria) devem receber um tratamenpeced, de modo a permitir a
continuidade dos processos evolutivos dentro dédlasduas populacdes "puras” bie
yungasensi$MY_Cho4 e MY_Chob5) poderiam ser consideradas@ajmeente nos planos
de manejo e conservagao, uma vez que o fluxo gémictirecional de MY Cho_4 a MY
Cho_5, poderia diminuir e controlar a endogamiaanéftima. No caso d®l. scandens
também poderia ser recomendavel realizar apeneastr@énicas unidirecionais de MSC
Chu_1aMSC Cho 1.

Considerando as particularidades de cada uma daslagées deMasdevallia
avaliadas poderiamos categorizar elas (conformer&ig), como: a) Popula¢gbes doadoras
que apresentam 0s menores graus de endogamiaasl@ldiversidade alélica, entre as
quais poderia ser recomendavel realizar trocastigaeéntra-especificas; b) Populacdes
possivelmente introgredidas, que poderiam recebatemal genético proveniente das
populacdes puras, porém ndo deveriam ser doadojagopulacdes pequenas que
poderiam ser receptoras de material genético dasigmbes doadoras, diminuindo assim a
endogamia local; nestas deveria-se melhorar otesoanto de plantulas; d) Populacdes
hibridogénicas, nas quais soO o fluxo génico unidtrgal proveniente de populacdes puras

poderia-se permitir.
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E importante ressaltar que as sugestbes de mamejseatadas aqui correspondem
a informacédo preliminar das populagfes avaliadagues para uma possivel aplicacdo
futura precissam serem complementadas com infownda&estrutura genética em fina
escala dentro de cada populacdo, aléem de um maiginecimento da ecologia e
demografia das espécies.

MY Cho_4
N =21 MSC Chu_1

N=24

MY Cho_5
N =15

(FIS = '0001)
Na =64(5) (Fis = 0.025)
Na=52(18)
(FIS = 0139)
a=59(1
MSO
N = 63,Fis= 277, Na = 77(12)

MY
N =130,Fs =316, Na = 110(47)

MSO Chu_2
N = 30

MSC
N = 65,F,s= 0.144 Na = 74(40)

(FIS = 0.231)
Na = 60(9)

MSO Si 1%
N =30

(FIS = 0.146)
Na = 55(5)

MSO Cho_3
N = 15

MSO Si_2

(FIS = 0227)
N=20

Na = 36(L

MSO Cho_2 *
N =37

(FIS = 0187)
Na =65(12) (Fis=0.283)
Na= 77(15)

v

Figura 6: Fluxo génico proposto para um possivel cenariandeejo e conservacdo das populacdes de
Masdevallia scandensvl. solomoniie M. yungasensjsbaseado em dados demograficos e a informacéo
genética das populacbes avaliadas no PN-ANMI Ctdapa = populagbes com registros antigos de
individuos de alguma das outras espécies em siiapair= tamanho populaciondk;s = coeficiente de
endogamiaH,s), Na = niumero de alelos, e entre parénteses o nimeaatelds exclusivos, quadro amarelo =
populacdo na qual se requer re-alocar individuos.
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CONSIDERACOES FINAIS

O elevado sucesso na transferabilidade dos maesdoicrossatélite desenhados
para Masdevallia solomonijipermitiu avaliar a diversidade e estrutura geaétie M.
yungasensi®e M. scandensdemonstrando assim a possibilidade para que &stes
usados em outras espécies do mesmo género, praonémte em espécies endémicas e

ameacadas que se encontram em estado critico sercagao.

Considerando que os marcadores microssatélite d@satos paraMasdevallia
constituem-se nos primeiros dentro da subtribo, \aliagdo do potencial de
transferabilidade em outros géneros dentro de étleaitidinae, possibilitaria a realizacao
de estudos de genética para a conservacao, reduzimyestimento no desenvolvimento

de novogrimers

A informacdo de 10 locos de microssatélites mostmoe as populacbes de
Masdevallia solomoniiM. yungasensie M. scandenspresentes no PN-ANMI Cotapata,
apresentaram uma eleva variabilidade genéticailligia heterogeneamente entre as
populacdes; a maioria das quais contem alelos &xok constituindo-se assim em

importantes reservatorios de diversidade para est#ies.

A elevada estruturacdo genética observadaMensolomoniie M. yungasensis
comparada comM. scandensdenota a necessidade para a conservacdo de todas as
populagdes, priorizando, no entanto, a protecdaelag que se mantém em estado puro, e
que apresentam os maiores indices de diversidameo wma fonte de variagdo que

poderia ser introduzida em outras populacdes parauair a endogamia local.

Os planos de conservacédo e manejdsdevallia solomonjiiM. yungasensis M.
scandensdevem considerar a presenca de individuos coendéaocia hibrida dentro das
populacbes simpatricas das trés espécies, predervan integridade genética dos

individuos que se encontram nas populacées puras.

89



APENDICE 1

Trisetella triglochin
M erinacea
M racemosa
0.9 M ximenae
: M picturata
M nidifica
M ophioglossa
M macropus
M pachyura
M campyloglossa
M ova avis
M caloptera
M platyglossa
M caesia
M melanoxantha
M coriacea
M sanctae fidei
M uniflora
M kyphonantha
M mentosa_
M lehmannii
M infracta
M collina
M pyxis
M herradurae
M oreas
M kuhniorum
M pinocchio
M floribunda
M rolfeana
M reichenbachiana
M bicornis
M amaluzae
M caudivolvula
0.9 M amabilis
M rubeola
0.9 — M cyclotega
. ——— M barlaeana_
M hieroglyphica
M ampullacea
09 ——— Mcitrinella
1 M harlequina
— M exquisita 20
1 [—— M exquisita 21
M exquisita 13
I— M exguisita 14
M saltatrix
0.9 | M coccinea
—————————— Mlimax
S M decumana
M ignea
—— M scandens CHU1-1
M scandens CHU1-4
M scandens CHO1-14
[—— M scandens CHO1-8
S M scandens CHU1-6
M scandens CHO1-20
M chaparensis
M solomonii CHO1-4
M solomonii CHO2-12
M solomonii 3-12
— M yungasensis CHO1-173
1 [— M yungasensis CHO1-138
— M solomonii CHO1-33
M solomonii CHO3-2
M solomonii CHO1-56
[ M solomonii 4-2
0.7 | M solomonii CHO3-14
——————— M solomonii SI1-7
M solomonii SI1-N
M solomonii SI1-38
————— M solomonii CHU2-2
[ M solomonii SI2-3
_&8_: M solomonii CHU2-10
M solomonii SI1-22

M yungasensis CHO2-2

0.9

0.9

[ M yungasensis CHO4-3
0.7 |——— M yungasensis CHO2-1
M yungasensis CHO5-2

:: M yungasensis CHO4-12
M yungasensis CHO5-13

Figura 1: Arvore de consenso baseada na andlise Bayesianaedagncias de ITS delasdevallia
solomonij M. scandeng M. yungasensisNUmeros acima dos ramos representam a probatslidasterior
(PP).
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Figura 2: Representacao grafica dos individuos correspoadediferentes agrupamentos genéticos para K
= 3 gerados através da analise Bayesiana no STRBETUaseado em 10 locos microssatélifes.78
Masdevallia solomonii79 -179M. yungasensjs 180 - 23M. scandensocorrentes no PN-ANMI Cotapata.



