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Resumo. Hibridos sdo descendentes do cruzamento entre individuos de duas espécies cujas barreiras
reprodutivas ndo estdo completamente estabelecidas. Hibridacdo é particularmente comum em certos
géneros da familia Orchidaceae.

Na Serra dos Orgéos no estado do Rio de Janeiro ocorrem em simpatria duas espécies irmas do género
Epidendrum: E. secundum Jacq e E. xanthinum Lindl, além de individuos com caracteres intermediarios,
supostos hibridos. Neste trabalho avaliamos a hipétese de hibridacédo e a intensidade do isolamento
reprodutivo entre estas espécies. Utilizando experimentos de polinizagao reciproca foi possivel detectar
hibridacdo entre as espécies. O baixo sucesso reprodutivo dos hibridos formados é uma importante
barreira reprodutiva que promove isolamento reprodutivo forte o suficiente para manter a coesao
destas espécies.
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e Andnimos

Abstract. Hybrids are individuals formed when reproductive barriers between closely related species
aren't totally established, and individuals from different species cross. Hybridization is remarkably
common in some genus within the Orchidaceae family.

On Serra dos Orgaos, Rio de Janeiro, two sister species from the genus Epidendrum: E. secundum Jacq
e E. xanthinum Lindl occur sympatrically. Individuals with intermediate traces, supposedly hybrids, also
occur. In this work, we evaluate the hypothesis of hybridization between these two species and the
intensity of their reproductive isolation. It was possible to detect hybridization using experiments of
reciprocal pollination. The low reproductive success observed on hybrid individuals plays a major role
as a barrier that promotes reproductive isolation strong enough to maintain these two species apart.
Keywords. Epidendrum; Hybrid; Reproductive barriers; Reproductive success

Introducao

Zonas de hibridagao

O estudo de zonas de hibrida¢do tem ajudado Bidlogos
a compreender a origem e intensidade das barreiras repro-
dutivas entre espécies. Zonas de hibrida¢do sdo regides ge-
ograficas onde duas ou mais espécies ocorrem em simpatria
(ocorrendo na mesma regido), e os individuos de suas po-
pulacbes entram em contato. Diversos estudos realizados em
zonas de hibridagio natural entre plantas tem sido realizados
tanto na América quanto na Europa, tais estudos envolvem
geralmente uma abordagem multidisciplinar. Os objetivos e
métodos utilizados sdo bastante variados e vao desde o uso
de marcadores moleculares em DNA nuclear e/ou plastidial,
neste caso com o objetivo de evidenciar a produgio de hibri-
dos através de identificagdo da estrutura genética das popu-
lagdes em contato (Pinheiro et al., 2010; Moraes et al.,2013;

Vega et al., 2013), até experimentos com énfase em aspectos
ecoldgicos como, por exemplo, identificagdo de agentes po-
linizadores (Pansarin e Amaral, 2008), em alguns casos tem
sido realizados experimentos envolvendo a biologia repro-
dutiva, neste caso polinizagdes manuais sio conduzidas em
plantas que se encontram em cultivo em colegdes bioldgicas
para se inferir a compatibilidade reprodutiva das espécies em
contato (Scopece et al., 2007; Scopece et al., 2008; Pinheiro et
al., 2010; Pinheiro et al., 2013).

Em plantas é comum que espécies filogeneticamente
relacionadas ocorrendo numa mesma localidade experimen-
tem fluxo de pdlen reciproco, o que pode levar a formagio de
descendentes de natureza hibrida. Hibridos sao individuos
que, em geral, apresentam caracteristicas morfoldgicas inter-
medidrias entre as caracteristicas de suas espécies parentais,
com genomas compostos pela mistura genética das duas es-
pécies em questio (Cozzolino e Widmer, 2005)
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Conceito de espécie, isolamento reprodutivo e especia-
¢ao

A formacgio de um descendente vidvel pode, numa
primeira analise, trazer diivida quanto ao status de espécies
distintas das populagdes que se intercruzam. O conceito de
espécie ja foi alvo de muita discussdo no campo da Biologia.
Diversos autores propuseram uma série de enunciados dis-
tintos deste conceito, desde a sua formulagio inicial por Mayr
(Mayr, 1942). Com o aciimulo de conhecimento no campo
da Biologia o conceito bioldgico de espécie se mostrou falho
ou inconsistente em alguns casos. A partir dai novos autores
passaram a propor novos conceitos de espécie que melhor
se adequassem aos seus problemas de estudo em particular,
surgiram entdo conceitos ecoldgicos, filogenéticos, evolu-
tivos e muitos outros. Para uma reflexdo mais aprofundada
deste tema sugerimos a leitura de Queiroz (1996) e Coyne e
Orr (2004).

Quando consideramos a diversidade de conceitos de
espécie propostos, essas defini¢des parecem ser mutuamente
exclusivas e contraditérias. No entanto mais pontos de con-
cordancia do que de divergéncia podem ser encontrados en-
tre os diferentes conceitos (Queiroz, 1996).

Os conceitos de espécie definem espécie como uma en-
tidade que existe no nivel populacional. Apesar de suas dife-
rengas, todos eles afirmam, seja de uma maneira explicita ou
implicita, que espécies sdo entidades bioldgicas compostas
por grupos de individuos (Queiroz, 1996).

Outro ponto de concordancia entre os conceitos de
espécie é que estas entidades se mantém existindo pela
capacidade de reproduzir-se. Sdo sempre definidas como
sucessivas geragoes produzidas, formando linhagens. Como
consequéncia, deve haver um continuo genético desde os
organismos ancestrais até os atuais (Queiroz, 1996).

Os diferentes conceitos de espécie propdem ainda que
espécies sdo entidades que se mantém distintas de outras en-
tidades semelhantes por mecanismos que promovem o isola-
mento reprodutivo entre suas populagdes. Estes mecanismos
que previnem o intercruzamento entre espécies sdo as cha-
madas barreiras reprodutivas (Ramsey et al., 2003; Widmer
et al,, 2009).

Quaisquer aspectos da biologia reprodutiva de espé-
cies que promovam a incompatibilidade reprodutiva entre
0s grupos que estdo em contato sao considerados barreiras
reprodutivas (Scopece et al,, 2010). Em plantas, as barreiras
reprodutivas entre espécies mais dbvias, porém nio apenas,
seriam: periodo de floragdo sem sobreposi¢do, nido compar-
tilhamento de agentes polinizadores, incompatibilidade de
germinagdo do pdlen no estigma, incapacidade de formagio
de frutos viaveis, incapacidade de fusdo de gametas, inviabili-
dade das sementes produzidas, inviabilidade ou infertilidade
dos hibridos formados (Bradshaw et al., 1995; Lexer et al.,
2005; Johnson, 2010; Greiner et al., 2011).

A instalacdo, manutencio e evolugio das barreiras re-
produtivas sdo elementos chaves no processo de especiagio
(Dobzhanski, 1970). Especiagéo consiste no processo biolo-
gico pelo qual novas espécies passam a existir. Em geral se
assume que novas espécies sao formadas a partir das espécies
previamente existentes. Um grupo de individuos que se tor-
ne reprodutivamente isolado do grupo a que pertencia antes

deixa de compartilhar genes com este. O Fato de ndo haver
mais compartilhamento genémico entre dois grupos deter-
mina que, agora cada um tenha seu proprio trajeto evolutivo
independente do outro, permite que com o passar das gera-
¢Oes as diferencas genéticas, ecoldgicas etc se aprofundem.
Este processo estd intimamente relacionado com a diversi-
dade bioldgica encontrada na natureza (Wu, 2001; Schluter,
2009).

A especiagdo é um processo bastante complexo e pro-
vavelmente nio depende de um unico evento pontual, que
determine sozinho o isolamento reprodutivo entre dois gru-
pos que eram, até entdo, compativeis para a reprodugio. Di-
versas barreiras reprodutivas podem se instalar sequencial-
mente, apresentando uma grande variacdo em intensidade.
Em alguns casos o isolamento pode ser o resultado da soma
das diversas barreiras atuando sequencialmente no processo
reprodutivo, sem que nenhuma delas sozinha seja a respon-
savel pelo isolamento. Além disto, o processo evolutivo pode
continuar atuando apds a especiagdo e novas barreiras po-
dem surgir, portanto a importancia atual das barreiras entre
duas espécie podem nao refletir a importincia histérica des-
tas barreiras no processo de especiagio (Coyne e Orr, 2004;
Lowry et al., 2008).

O motivo de existirem tantas formas diferentes de se
definir o que é uma espécie reside no proprio processo de
especiacio. Os diferentes conceitos de espécie enfocam di-
ferentes etapas do processo de especiagdo. Por exemplo, o
conceito bioldgico enfoca a capacidade de reprodugio, ja o
conceito ecoldgico enfoca a zona adaptativa ocupada pelas
espécies. Entretanto incompatibilidades ecoldgicas e repro-
dutivas sdo diferentes estagios de um processo continuo de
segregacdo (Sambatti et al., 2008; Schluter, 2009). A ordem
em que se instalam estas incompatibilidades pode ser dife-
rente em diferentes casos, portanto ao se utilizar um ou outro
conceito de espécie podemos obter divergéncias quanto ao
numero de espécies considerado valido (Queiroz, 1996).

Zonas de hibrida¢do oferecem uma grande oportu-
nidade para que o processo de especiacdo seja estudado. E
nas zonas de hibridagdo que as barreiras reprodutivas estdo
atuando e mantendo a coesio das espécies que estao em con-
tato. Hipoteses sobre os mecanismos de especiagio podem
ser levantadas e testadas. Processos de especiagdo que ainda
nio foram totalmente concluidos podem ser identificados e
novas ideias podem ser formuladas (Cozzolino et al., 2006;
Baack e Rieseberg, 2007).

Zonas de hibrida¢io na familia Orchidaceae

Hibridagao é um processo bastante comum em plantas
da familia Orchidaceae, havendo relatos praticamente em to-
dos os continentes onde géneros da familia ocorrem. A fami-
lia Orchidaceae é uma das maiores familias de Angiospermas
e muito se discute a importancia dos eventos de hibridagio
para a diversidade observada. Diferentes tipos de zonas de
hibridagdo foram relatadas com diferentes consequéncias
para as espécies envolvidas. Em alguns casos a hibridagio se
restringe a formagao de hibridos de primeira geragdo (F1),
configurando que a coesdo das espécies é mantida apesar do
intercruzamento ser possivel (Moccia et al. 2007, Cortis et
al.,, 2009). O isolamento pode ndo ser completo em alguns
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casos, e entdo pode haver a formacio de hibridos de geragdo
avangada, frutos de retrocruzamentos, isto é, cruzamentos
realizados entre um individuo hibrido e um individuo per-
tencente a uma das espécies parentais. Neste caso algum grau
de fluxo genético através da barreira das espécies pode ser
detectado (Pinheiro et al. 2010; Moraes et al., 2013), sendo
elementos gendmicos de uma espécie encontrados no geno-
ma de outra espécie, fendmeno conhecido como introgres-
sao (Heiser, 1973).

Complexo Epidendrum secundum: incertezas taxono-
micas e hipotese de hibridacao

O “complexo Epidendrum secundum” é um complexo
de espécies, nele estio algumas das maiores incertezas taxo-
ndmicas do género Epidendrum (Brieger, 1976-1977). Tra-
tam-se de plantas amplamente distribuidas por toda a Amé-
rica do Sul com elevada diversidade morfoldgica. O niimero
exato de espécies ¢ incerto e existem muitas divergéncias na
nomenclatura. Os nomes E. elongatum Jacq, E. crassifolium
Lindl, E. ellipticum Grah, E. ansiferum Rchb f, E. versicolor
Hoehne & Schlty, E. xanthinum Lindl dentre outros, sdo tra-
tados ora como sinénimos de E. secundum ora como espé-
cies individuais.

Eventos de hibridagdo no género Epidendrum tém
sido relatados por diversos autores (Dunsterville, 1979; Dres-
sler, 1989; Hagsater e Soto-Arenas, 2005; Pansarin e Amaral,
2008). A grande variagdo morfoldgica que diversos grupos de
espécies possuem pode ter sido originada em eventos de hi-
bridagio, uma vez que individuos com morfologia floral in-
termedidria sdo constantemente observados em populagdes
simpatricas onde diferentes espécies compartilham o mesmo
habitat e os mesmos polinizadores (Héagsater e Soto-Arenas,
2005; Pansarin e Amaral, 2008; Pinheiro et al., 2010). Nes-
te sentido, os eventos de hibridagiao podem ser interpreta-
dos como processos que geram a diversidade observada no
grupo, inclusive podendo ocasionar o surgimento de novas
linhagens e espécies. Dunsterville (1979) descreve a grande
variagdo morfoldgica que é observada em populagdes onde
E. secundum e E. xanthinum ocorrem em simpatria, onde
¢ observada a ocorréncia de individuos com caracteristicas
morfoldgicas intermedidrias (flores em tons de laranja a cre-
me) entre individuos que apresentam flores roseas (E. secun-
dum) e amarelas (E. xanthinum) (Figura 1). Estes mesmos
padroes sdo observados nas populagdes que ocorrem em de-
terminados pontos da Floresta Atlantica, principalmente no
Estado do Rio de Janeiro.

E. secundum X E. xanthinum na Serra dos Orgﬁos, hipo-
tese e objetivos do estudo

Em estudo utilizando marcadores moleculares e mor-
fologicos (Pinheiro et al., 2009), com o intuito de revisar
os limites interespecificos e infragenéricos do complexo E.
secundum, foi encontrado suporte a um grupo monofiléti-
co formado por E. secundum e E. xanthinum, sendo estas,
entio, consideradas como espécies irmas. Em regides onde
estas espécies ocorrem em simpatria (estados do Rio de Ja-
neiro e Minas Gerais) podem ser encontradas formas com
caracteristicas morfoldgicas intermedidrias, que podem ser
hibridos entre E. secundum e E. xanthinum. Na Serra dos
Orgdos, no municipio de Nova Friburgo, regido serrana do
estado do Rio de Janeiro, ocorre uma possivel zona de hibri-
dagio entre E. secundum e E. xanthinum. Ambas as espécies
e uma terceira variedade com caracteristicas intermediarias
sdo encontradas crescendo em habitat terricola ou rupicola,
inclusive em bancos de areia a beira da estrada.

Neste estudo a hipétese de hibridagdo entre estas es-
pécies foi testada. Com o objetivo de quantificar a compa-
tibilidade reprodutiva e o isolamento reprodutivo entre as
espécies parentais E. secundum Jacq e E. xanthinum Lindl e
entre estas e os hibridos detectados, foram realizadas diversas
poliniza¢des reciprocas, além da avaliagdo da viabilidade de
frutos e sementes produzidos.

Métodos

Espécimes

No total, 22 espécimes foram utilizados em poliniza-
¢Oes manuais, mantidos em cultivo no nucleo de pesquisas
do orquidario do estado de Sao Paulo. Dentre estes, 9 espé-
cimes sdo da espécie E. secundum, 8 de E. xanthinum, e 5
sao hibridos entre as duas espécies. Todos foram coletados
na regido montanhosa da Serra dos Orgaos no estado do Rio
de Janeiro.

Os individuos amostrados foram identificados visual-
mente pela presenca de inflorescéncias, sendo as de E. secun-
dum com coloragdo predominantemente rdsea e uma man-
cha amarela na regido do calus, E. xanthinum com coloragio
totalmente amarela em suas flores e hibridos com coloracio
variando de tons de laranja a creme com pigmentagio viola-
cea na base da coluna (Figura 1).

Os individuos amostrados estavam no minimo a 5 me-
tros de distancia entre si, de forma que se evitasse a amostra-
gem de clones.

Figura 1. Inflorescéncias e flores individuais desmontadas de E. secundum (esquerda), hibrido (centro) e E. xanthinum (direita) coleta-

dos na Serra dos Orgdos - R]
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Cruzamentos manuais

Em cada cruzamento foi utilizado um par de individu-
os, selecionados pela presenca de uma inflorescéncia saudével
com um numero de no minimo dez flores. Os individuos de
cada cruzamento foram selecionados de forma que todas as
combinagdes possiveis entre as espécies parentais e hibridos
fossem formadas, compondo seis categorias de cruzamento:
E. secundum X E. secundums; E. secundum X E. xanthinum,;
E. secundum X hibrido; E. xanthinum X E. xanthinum; E.
xanthinum X hibrido; hibrido X hibrido.

Todos os cruzamentos foram realizados de forma bi-
direcional, ou seja, cada individuo atuou como receptor e
doador de pélen do seu parceiro. Em cada cruzamento trés
flores de uma inflorescéncia foram marcadas e cada uma teve
sua polinia removida com estilete metalico e transferida para
o estigma de uma flor do seu parceiro. As flores polinizadas
tiveram seu desenvolvimento acompanhado nos meses sub-
sequentes para que fosse verificada a formagido de um fruto
(Figura 2).

Avaliagao de viabilidade de frutos e sementes

Quando o fruto formado estava maduro era entdo
coletado e aberto. As sementes obtidas de cada fruto foram
mantidas sob refrigeracio a 4° C por no maximo 7 dias. A
viabilidade das sementes formadas foi avaliada pelo teste do
tetrazdlio, neste teste as semente sdo imersas em solugao 1%
de 2,3,5-trifenil tetrazdlio e mantidas por 24 horas em tem-
peratura de 30°C. Os embrides vidveis apresentam uma forte
coloragido vermelha e podem ser facilmente diferenciados
dos embrides inviaveis, estes sdo identificados pela presenca
da testa da semente sem contetido ou contendo um embrido
ndo colorido em vermelho (Figura 3). Amostras compostas
por pelo menos 300 sementes de cada fruto foram analisa-
das sob estereomicroscopio, dispersas em solugio de glice-
rina 50% para facilitar a individualizagdo de cada semente.
De cada fruto foram retiradas trés amostras para contagens
independentes.

Figura 2. Frutos de Epidendrum em desenvolvimento.

Calculos de viabilidade e indices de isolamento

A viabilidade dos frutos foi calculada pela razao entre
o nimero de frutos formados e o nimero total de flores poli-
nizadas, para cada categoria de cruzamento. O indice de iso-
lamento reprodutivo no estégio de formagio de fruto (Indice
de Isolamento Reprodutivo no estagio de formagao de Fruto,
IRF) foi calculado como 1 menos a viabilidade dos frutos
(IRF =1 - [numero frutos vidveis + nimero de flores poli-
nizadas]). A porcentagem de sementes viaveis foi calculada
pela razio entre o niimero de sementes vidveis e o nimero to-
tal de sementes computada naquela categoria de cruzamento.
O indice de isolamento reprodutivo no estagio de formagdo
de sementes viaveis (Indice de Isolamento Reprodutivo no
estagio de formacdo de Semente, IRS) foi calculado como
1 menos a viabilidade das sementes (IRS = 1 — [niimero de
sementes vidveis + ndmero total de sementes amostradas]).
Os indices de isolamento calculados desta maneira podem
ter um valor entre 0 e 1. O valor 0 significa que ndo ha isola-
mento reprodutivo, ou seja, a fertilidade é total neste estagio
da reprodugdo e o maior nimero possivel de descendentes
pode ser formado entre os parentais avaliados, consideran-
do-se apenas este estagio. Indice com valor de 1 significa iso-
lamento total, ou seja, este estagio da reprodugio nio é viavel
e representa por si s6 uma importante barreira reprodutiva
atuando no isolamento reprodutivo dos grupos analisados.

Os indices de isolamento IRF e IRS foram combinados
de forma a se obter um tnico indice de isolamento corres-
pondente aos estdgios de formacéo de frutos e de sementes
viéveis combinados (Indice de Isolamento Reprodutivo com-
binado nos estégios de formacio de Fruto e Semente, IRES).
Neste novo indice o IRF é somado integralmente ao valor de
IRS multiplicado por 1 menos IRF (IRFS =IRF + [{1 - IRF} x
IRS] ). Esta férmula leva em consideragdo que a formagio de
frutos atua primeiro na sequencia de eventos na reprodugio
e que o IRS somente atua limitando o nimero de descenden-
tes formados a partir dos frutos viaveis (1 — IRF).

Figura 3. Resultado do teste do tetrazolio, sementes portadoras
de embrido vidvel apresentam o embrido, estrutura arredonda-
da com forte coloragdo em vermelho envolvido pela testa da se-
mente (A). Sementes inviaveis apresentam embrido colorido em
branco ou apenas a testa da semente sem embrido (B).
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Resultados

A formagio de frutos foi possivel em todas as cate-
gorias de cruzamento realizadas. Considerando-se todas as
poliniza¢des realizadas, 58% delas desencadearam a forma-
¢do de fruto. A viabilidade dos frutos foi elevada nos cruza-
mentos intraespecificos, sendo 64,1% para E. secundum e
74,1% para E. xanthinum. Os cruzamentos interespecificos
também tiveram viabilidade elevada, 66,7% quando pélen
de E. xanthinum foi usado em flores de E. secundum e 93,3%
na dire¢do oposta. Os cruzamentos envolvendo hibridos ti-
veram uma menor porcentagem de frutos formados, espe-
cialmente quando foi utilizado pélen hibrido (Tabela 1).

A viabilidade das sementes formadas foi elevada nos
cruzamentos intraespecificos e entre as espécies paren-
tais variando entre 68,8% (E. secundum -> E. secundum) e
83,8% (E. xanthinum -> E. xanthinum). Nenhuma semente
viavel foi produzida nos cruzamentos de hibridos entre si. A
viabilidade das sementes formadas nos cruzamentos entre
hibridos e parentais foi baixa variando entre 7,4% e 14%.
Esse padrio curiosamente néo foi observado quando pdlen
hibrido foi usado em flores de E. xanthinum caso em que a
viabilidade das sementes foi de 39,9% (Tabela 2).

Os indices de isolamento calculados revelam a bai-
xa viabilidade reprodutiva dos hibridos. Nos cruzamentos
em que hibridos participaram, o IRFS obteve valores muito
proximos a 1 (isolamento total), variando entre 0,93 e 1, ex-
ceto nos cruzamentos em que pélen hibrido foi usado para
polinizar flores de E. xanthinum. Neste caso, o IRFS teve va-
lor 0,65. Nos cruzamentos intraespecificos e interespecificos
este indice variou entre 0,35 e 0,56 (Tabela 3).

Discussao

A hipotese de hibridagio entre E. secundum e E. xan-
thinum foi confirmada pelos dados obtidos nas poliniza¢des
realizadas entre as duas espécies. O IRFS encontrado entre
E. secundum e E. xanthinum é semelhante ao encontrado
nos cruzamentos intraespecificos (Tabela 3), o que indica
uma provavel formagio de individuos hibridos de primeira
geracdo (F1) quando as populagdes ocorrem em simpatia,
como ¢é observado na Serra dos Orgdos. A hibridagdo ocor-
re de forma bidirecional, ambas as espécies podem atuar

como receptoras ou doadoras de pélen para a outra. Estes
resultados reforcam a visdo de que barreiras reprodutivas
que evitam a transferéncia de pélen sdo fracas entre espé-
cies de orquideas que realizam polinizagio por engodo ali-
mentar e compartilham agentes polinizadores. As barreiras
reprodutivas que garantem o isolamento reprodutivo entre
essas espécies sdo principalmente as que atuam em fases
posteriores da reprodugio, ou reduzindo a viabilidade ou
fertilidade dos hibridos formados (Scopece et al., 2007).

No estudo aqui apresentado, o isolamento reproduti-
vo entre as espécies é mantido principalmente pelo baixo
sucesso reprodutivo dos hibridos formados. O IRFS nos
cruzamentos envolvendo hibridos entre si tem valor de 1,
ou seja, o isolamento é completo e ndo se podem formar
descendentes quando ambos os parentais sdo hibridos. Os
cruzamentos envolvendo hibridos e parentais tem um nivel
de sucesso tdo baixo, que a formagao de descendentes destes
cruzamentos deve ser incipiente quando comparado com a
produgio de descendentes de cruzamentos intraespecificos
ou interespecificos (Tabela 3). Como sempre sdo necessa-
rios parentais envolvidos nos cruzamentos para que estes
tenham elevada viabilidade e como os hibridos resultan-
tes dos cruzamentos interespecificos tem baixa fertilidade
a continuidade das espécies parentais na Serra dos Orgios
depende dos cruzamentos intraespecificos realizados. Sen-
do assim, o limite entre as espécies esta bastante definido e a
hipétese de que E. secundum e E. xanthinum consistem em
duas espécies distintas encontra grande suporte em nossos
resultados (Pinheiro et al., 2009).

Apesar do isolamento detectado, existe a possibilida-
de de que elementos ou regides gendmicas de uma espécie
possam cruzar a barreira reprodutiva e serem transferidos
para o genoma da outra espécie. Este fendmeno é chamado
introgressao e ja foi descrito anteriormente entre espécies
proximas de orquideas (Soliva e Widmer, 2003; Pinheiro et
al.,, 2010). Os dados sugerem que, apesar de pouco provavel,
é possivel se formar um descendente de natureza hibrida de
geracio tardia, ou seja, um hibrido que seja retrocruzado
com uma das espécies parentais poderia gerar um descen-
dente. Se este descendente for retrocruzado com a mesma
espécie parental e entdo este fendmeno ocorrer por diver-

Tabela 1. Porcentagem de frutos vidveis formados para cada categoria de cruzamento realizado.

E.secundum hibrido

doador de pdlen
E. xanthinum

E. secundum
receptor de pélen hibrido
E.xanthinum

64,1% 11,1% 66,7%
74,1% 18,5% 88,9%
93,3% 88,9% 74,1%

Tabela 2. Porcentagem de sementes portadoras de embrido vidvel para categoria de cruzamento realizado.

E.secundum hibrido

doador de polen
E. xanthinum

E. secundum
receptor de pélen hibrido
E.xanthinum

68,8% 14,0% 83,8%
9,0% 0,0% 7,4%
69,9% 39,9% 79,3%

Tabela 3. Indice de Isolamento Reprodutivo combinado dos estagios formagio de Fruto e viabilidade das Sementes (IRFS) para cada
categoria de cruzamento realizado. Nota: valor igual a 1 indica isolamento total e valor igual a 0 indica auséncia de isolamento, ou seja,

fertilidade total.

doador de polen

E.secundum hibrido E. xanthinum
E. secundum 0,56 0,98 0,44
receptor de pélen hibrido 0,93 1,00 0,93
E.xanthinum 0,35 0,65 0,41
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sas geragdes, pode ser formado um individuo pertencente
a uma das espécies parentais mas com alguns elementos
gendmicos da outra. Isto parece ser especialmente verdade
quando se considera a possibilidade de introgressdo sobre
a espécie E. xanthinum, visto que nos cruzamentos em que
pdlen hibrido foi utilizado para fecundar flores de E. xan-
thinum o IRFS apresentou valor de 0,65 (Tabela 3), bem in-
ferior aos demais cruzamentos envolvendo hibridos e com
valor proximo ao observado nos cruzamentos intraespecifi-
cos e interespecificos.

Conclusao

A execugdo de cruzamentos manuais se mostra um
procedimento experimental bastante simples e interessan-
te para avaliar a natureza e intensidade do isolamento re-
produtivo em zonas de hibridagido naturais. Em conjunto
com outros trabalhos (Marques et al., 2014) isto reforca a
importancia da manutencio de colegdes biologicas com es-
pécimes vivos e em cultivo como as encontradas nos Jardins
Botanicos.

Os resultados obtidos corroboram a possibilidade de
intercruzamento e produgio de hibridos de primeira gera-
¢do (F1) viaveis, porém sub-férteis entre E. secundum e E.
xanthinum na Serra dos Orgaos. A formagio de outras ca-
tegorias de hibridos, como hibridos de segunda geragio e
introgressantes, frutos de retrocruzamentos entre hibridos e
parentais ndo pode ser verificada apenas com estes resulta-
dos. Analises complementares utilizando marcadores mo-
leculares em DNA poderiam ajudar a compreender tanto a
categoria dos hibridos coletados, quanto verificar se existe
introgressao entre estas espécies (Pinheiro et al., 2010; Pi-
nheiro et al., 2013; Vega et al., 2013; Marques et al., 2014).
Andlises desta natureza, utilizando microssatélites como
marcadores moleculares no DNA nuclear e plastidial estdo
sendo executadas pelo nosso grupo de pesquisa.

Em especial, a andlise de marcadores moleculares no
DNA nuclear pode revelar a estrutura genética da popula-
¢do. Seria entdo possivel caracterizar individuos pertencen-
tes as espécies parentais e hibridos com maior seguranca
(Burgarella et al., 2009; Pinheiro et al., 2010). Como os fe-
ndtipos formam um gradiente continuo de cores, alguns in-
dividuos podem ter sido identificados erroneamente como
hibridos ou parentais. Isto poderia explicar, por exemplo,
porque o IRFS foi tdo elevado em E. secundum: talvez al-
guns individuos hibridos sub-férteis tenham sido classifi-
cados erroneamente como E. secundum, elevando o indice.
Da mesma maneira, erros na identificacio de individuos de
E. xanthinum, que tenham sido classificados como hibridos,
poderiam explicar o baixo IRFS entre pdlen hibrido e flores
de E. xanthinum. O erro na classificagdo pode ter aumenta-
do a compatibilidade dos cruzamentos, reduzindo artificial-
mente o indice de isolamento.
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