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RESUMO

O isolamento reprodutivo mantém a integridade entre as espécies e
desempenham um papel fundamental no processo de especiacdo, através de
barreiras que podem surgir em diferentes etapas da reproducéo. Neste estudo,
foram avaliados mecanismos de isolamento reprodutivo entre duas espécies de
Melastomataceae, Tibouchina hatschbachii, Pleroma guartelaensis e mais
alguns individuos com morfologia intermediéria entre elas, aqui tratados como
Pleroma sp, que ocorrem simpatricamente no Parque Estadual do Guartela
(PEG). Foram realizados cruzamentos reciprocos com analises posteriores dos
frutos e sementes, com o objetivo de quantificar a compatibilidade e o
isolamento reprodutivo. A partir dos tratamentos de polinizagdo cruzada
bidirecional, houve a formacdo de frutos e sementes viaveis entre os trés
grupos estudados. A viabilidade dos frutos calculados mostrou que houve
maior formacdo de frutos entre T. hatschbachii e P. guartelaensis. Quando P.
guartelaenis doa pédlen para T. hatschbachii, foram formados 42% de frutos, e
quando T. hatschbachii atua doando pélen, foram formados 39% de frutos. Os
cruzamentos interespecificos envolvendo os individuos de Pleroma sp
formaram menos frutos, tanto doando quanto recebendo polen, com valores
variando de 12% a 29%. A viabilidade das sementes calculadas foi maior
quando o pélen de P. guartelaensis foi utilizado nas flores de T. hatschbachii e
Pleroma sp, 16% e 14%, respectivamente. J& quando P. guartelaensis recebe
pélen, verificou-se a menor proporcdo de sementes viaveis, 5% e 4%,
respectivamente. O indice de isolamento reprodutivo combinado nos indica um
forte isolamento reprodutivo entre as espécies. Os valores variaram de 0.93 a
0.99, muito préximos ao isolamento total (valor igual a 1), ou seja, a chance de
se formar individuos férteis a partir dos cruzamentos reciprocos entre as
espécies € muito baixa. Mesmo com o elevado isolamento detectado, ainda sim
se formaram frutos e sementes viaveis em baixas propor¢des. Com isso,
indicamos a possibilidade de producdo de hibridos entre estas espécies.
Reconhecemos ainda que possiveis barreiras pré- e pos-zigéticas que atuam
em fases posteriores a formacdo de frutos e sementes devem ser avaliadas
com outros estudos para melhor se compreender o estabelecimento e o
sucesso reprodutivo dessas espécies no PEG.

Palavras-chave: hibridacao; isolamento reprodutivo; Pleroma; polinizagéao



ABSTRACT

Reproductive isolation maintains integrity among species and plays a key role in
the process of speciation, and it acts through barriers that may arise at different
stages of reproduction. In this study, reproductive isolation mechanisms were
investigated between two species of Melastomataceae, Tibouchina
hatschbachii, Pleroma guartelaensis and a few other individuals with
intermediate morphology between them, here treated as Pleroma sp, all of them
occuring sympatrically in the “Parque Estadual do Guarteld” (PEG). Reciprocal
crosses were carried out with subsequent analyzes of fruits and seeds, in order
to quantify compatibility and reproductive isolation. Viable fruits and seeds were
formed among the three groups studied in the bi-directional cross-pollination
treatments. Fruit formation was higher between T. hatschbachii and P.
guartelaensis. When P. guartelaensis donates pollen to T. hatschbachii, it
produced fruits in 42% of the flowers, and when T. hatschbachii acts donating
pollen it produced 39%. Interspecific crosses involving individuals of Pleroma sp
formed less fruits, both donating and receiving pollen, with values varying from
12% to 29%. The viability of the seeds was higher when P. guartelaensis pollen
was used in flowers of T. hatschbachii and Pleroma sp, 16% and 14%,
respectively. The lowest proportion of viable seeds occurred when P.
guartelaensis receives pollen, 5% and 4%, respectively. The combined
reproductive isolation index indicates a strong reproductive isolation between
the species. Values ranged from 0.93 to 0.99, which are very close to total
isolation (value equalling 1), that is, the chance of forming fertile individuals
from the reciprocal crosses between species is very low. Even with the high
isolation that was detected here, viable fruits and seeds were still formed in low
proportions. With this, we indicate the possibility of production of hybrids among
these species. We also recognize that pre-and post-zygotic barriers that may
act in the later stages of fruit and seed formation should be evaluated with other
studies, in order to better understand the establishment and reproductive
success of these species in PEG.

Keywords: hybridization; reproductive isolation; Pleroma; pollination
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1. INTRODUCAO

A especiacdo pode ser descrita como sendo um processo evolutivo no
qual se tem o surgimento de uma nova espécie. Teoricamente, se reconhece
gque uma nova espécie que venha a surgir se originou primeiramente de
espécies ja existentes. A especiacdo € um processo bastante complexo e
provavelmente ndo depende de um Unico evento pontual, que determine
sozinho o isolamento reprodutivo entre dois grupos que eram, até entdo,
compativeis para a reproducado (Coyne & Orr, 2004; Gouveia, 2015).

O isolamento reprodutivo pode facilitar o acumulo de diferencas
genéticas entre grupos de popula¢des, aumentando assim os limites entre elas.
O entendimento deste processo engloba o reconhecimento de barreiras
reprodutivas que reduzem a migracdo de genes entre as populacdes, aléem das
forcas evolutivas responsaveis por isso (Rieseberg & Willis, 2007).

Os mecanismos que levam a especiacdo sdo comumente classificados
como mecanismos de isolamento pré e pds-zigéticos (Gouveia & Pinheiro,
2015). Os mecanismos pré-zigoticos, no caso das plantas, impedem o
cruzamento e a fecundacéo entre individuos de populacdes distintas, podendo
incluir: barreiras espaciais (geogréficas), temporais (diferentes épocas de
floracdo), sistemas genéticos de incompatibilidade (polen incompativel para a
germinacao no estigma), e competicdo gamética e modificacbes na estrutura
floral que alteram o comportamento do polinizador (Rieseberg, 2007; Gouveia
& Pinheiro, 2015). Os mecanismos pos-zigéticos sdo aqueles que envolvem,
por exemplo, formacdo de frutos invidveis e inviabilidade das sementes, além
da diminuicdo do sucesso e a viabilidade do hibrido formado, que por sua vez
podem incluir inviabilidade, esterilidade e degeneracao do hibrido (Lexer et al.,
2005; Johnson, 2010; Greiner et al., 2011).

Pode ser considerado como barreira reprodutiva qualquer fator que
propicie a incompatibilidade entre os grupos de individuos que estdo em
contato (Scopece et al., 2010). Espécies que sao filogeneticamente préximas e
ocorrem em simpatria comumente podem trocar genes entre individuos via
deposicao interespecifica de polen. Isso pode ocorrer quando nao existem

barreiras para a manutencao do isolamento reprodutivo, ou quando estas séo



fracas, possibilitando a formacédo de zonas hibridas, introgressdo, ou mesmo
especiacao por hibridacdo (Costa, 2007; Pinheiro et al., 2010).

A ampla variacdo morfolégica que muitos grupos de espécies
apresentam pode ter sido causada por processos de hibridacdo, sendo que
individuos com morfologia intermediaria sdo comumente observados em
populacdes simpatricas e acabam compartiihando o mesmo habitat e os
mesmos polinizadores (Gomes et al., 2008; Pansarin & Amaral, 2008; Pinheiro
et al., 2010). Nesses sistemas naturais, 0s processos fundamentais como
isolamento reprodutivo e manutencdo ou ruptura de barreiras entre espécies
podem ser avaliados, permitindo formular hipoteses sobre os provaveis
mecanismos reprodutivos que atuam na divergéncia de populacbes (Leal,
2013).

A Familia Melastomataceae constitui uma das mais importantes familias
da flora tropical, incluindo de 4500 a 5000 espécies classificadas em 185
géneros e 11 tribos. A familia é distribuida em ecossistemas tropicais e
subtropicais das Américas, onde se estima conterem cerca de 3000 espécies
(Renner 1993). No Brasil é a sexta maior familia entre as angiospermas, com
1.326 espécies (Goldenberg et al., 2012). Esta é uma das familias mais ricas
dos Campos Rupestres e Cerrado, e cujas espécies sao encontrados em todos
os estados e em todos os dominios fitogeograficos, exceto na Caatinga e
Pampas.

As espécies de Melastomataceae sdo reconhecidas por apresentar
filotaxia oposta, folhas inteiras, sem estipula com nervacdo acrédoma
(curvinérvea), flores bissexuais, radialmente simétricas e com estames
diplostémones, livres, frequentemente possuindo conectivos ampliados ou
anexos com as anteras de deiscéncia geralmente poricida, frutos do tipo baga
ou capsula (Clausing & Renner, 2001). Alguns géneros ainda apresentam
dimorfismo dos estames relacionados a cor e suas formas, e isso influencia sua
a polinizacdo como demonstrado para algumas espécies de Melastomataceae
em (Luo, Zhang & Renner, 2008, Luo, Gu e Zhang, 2009; Velloso et al., 2018).

Dentro do género Tibouchina é possivel encontrar espécies que vao
desde o porte arbdreo ou arbustivo, até subarbustivo a herbaceo. Com cerca

de 240 a 350 espécies, grande parte delas concentrada no Brasil, seus



representantes podem ser encontrados em varias formacdes vegetacionais
brasileiras, desde restingas, floresta ombrofila densa, floresta ombrofila mista,
matas ciliares, cerrados até campos de altitude (Wurdack, 1962; Meyer et
al.2010).

Um estudo filogenético mais recente realizado por Michengeli et al.
(2013) demonstrou que Tibouchina é polifilética e que deve ser dividida em
outros géneros menores. Parte das espécies descritas como Tibouchina devem
ser transferidas futuramente para Pleroma (ver Meyer & Goldenberg, 2014). O
género Pleroma D. Don teria, entédo, cerca de 160-180 espécies, principalmente
nas regides central e leste do Brasil, na Mata Atlantica e no Cerrado (Meyer &
Goldenberg, 2014, Oliveira et al., 2014; Michelangeli et al., 2013). Este género
seria reconhecido pelas sépalas caducifélias, estames com conectivos
geralmente prolongados, glandulares ou glabros e frutos capsulares com
sementes cocleadas (Michelangeli et al., 2013; Oliveira et al., 2014).

A regido subtropical brasileira € composta por uma variedade de
formacdes vegetacionais (Labiak, 2014). As vezes, essa variacdo é grande
mesmo a curtas distancias, tais como areas campestres entremeadas em meio
a areas florestais, um padrdao bastante comum na regido (Labiak, 2014). A
dindmica climética responsavel pela formacdo desses ambientes revela o
contato entre espécies de diferentes formacdes. Durante periodos glaciais,
espécies de ambientes secos podem ter expandido sua distribuicdo e ter
entrado em contato com populacbes de outras espécies, facilitando a
ocorréncia simpatrica entre espécies e podendo desencadear evento de
introgressao génica (Maia et al., 2017; Gouveia, 2015; Palma-Silva et al., 2011;
Pinheiro et al., 2013). Portanto, muitas espécies proximas filogeneticamente e
que ocorrem de forma simpatrica podem ser modelos interessantes para
avaliarmos a existéncia de Dbarreiras reprodutivas que promovam
eventualmente o isolamento reprodutivo entre elas.

Na porcdo norte da regido subtropical, é possivel observar muitas
espécies filogeneticamente proximas ocorrendo em simpatria, apresentando
espécimes com formas intermediarias entre dois taxons. Um exemplo disso
seria 0 continuum morfolégico visto em campo entre Pleroma guartelaensis e

Tibouchina hatschbachii e alguns individuos com formas intermediarias,



tratados aqui neste estudo como Pleroma sp. A presenca desses individuos na
regido nos leva a considerar a presenca de possiveis hibridos. Contudo, isso
ainda sera testado experimentalmente em campo.

Neste trabalho avaliamos mecanismos de isolamento reprodutivo entre
as espécies mencionadas acima por meio de cruzamentos reciprocos entre
populacdes que ocorrem de forma simpatrica no Parque Estadual do Guartela.
Para isso realizamos experimentos de polinizacdo cruzada (bidirecional) entre
as duas espécies (T. hatschbachii, Pleroma guartelaensis) e um conjunto de
individuos com morfologia intermediaria entre elas (Pleroma sp). Além disso,
registramos 0 sucesso reprodutivo por polinizacdo aberta e autopolinizacao
espontanea para as trés espécies. Posteriormente analisamos a formacédo de
frutos e sementes com o0 objetivo de quantificar a compatibilidade e o

isolamento reprodutivo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de estudo

O Parque Estadual do Guarteld (PEG) est& localizado no municipio de
Tibagi, no Segundo Planalto do Estado do Parand. O PEG é uma das
importantes Unidades de Conservacgéo da regido dos Campos Gerais, estando
inserido na Area de Preservacdo Ambiental (APA) da Escarpa Devoniana
(Figura 1).

O clima da regido, segundo a classificacdo de Koeppen, é do tipo Cfa
(subtropical umido quente), com influéncia indireta do clima Cfb (temperado
sempre umido). O PEG é caracterizado por um mosaico de diferentes tipos
vegetacionais que séo classificados como estepe gramineo-lenhosa, savana
arborizada e floresta ombrdfila mista (CARMO et al.,, 2006). A fisionomia
predominante € constituida de Campos Rupestres (CARMO et al., 2006),
porém ha ocorréncia de uma éarea muito restrita de Cerrado (savana
arborizada) (CARMO, 2012). Esta cobertura campestre predominante esta
associada a florestas (floresta ombraofila mista) que ocupam posicdes distintas,

localizando-se geralmente nas encostas, nos vales, acompanhando o rio lap6
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ou em formagBes denominadas capoes.

Propriedades rurais com areas de pastagens, antigo florestamento com
Pinus sp. e presenca de construcbes em meio a aberturas da floresta séo
alguns tipos de ambientes de agdo antropica encontrados dentro da area do
PEG. Nesses locais ocorrem tanto espécies nativas, quanto espécies
introduzidas ou invasoras (CARMO et al., 2006).

Parque Estadual do Guartela (PEG)[‘T
S

» »

Parana

Figura 1. Area de estudo: localizacdo do Parque Estadual do Guartela em
Tibagi, no Parana, Brasil. (Fonte: adaptado Google Earth. Maia, 2013).

2.2. Espécies estudadas

Tibouchina hatschbachii € um arbusto endémico de regides campestres
na por¢cao norte da regido subtropical da América do Sul (Meyer et al. 2009).
Suas populagbBes ocorrem separadas e restritas em manchas bem delimitadas
em afloramentos rochosos de granito e arenito, na Mata Atlantica e no sul do
Cerrado (Figura 2), respectivamente (Wurdack, 1963, 1984; Meyer et al., 2009;
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Maia, 2017). Possui flores roxas, hermafroditas, autocompativeis, e o Unico
recurso que as flores oferecem aos polinizadores é o polen (Maia et al., 2016).
A polinizacao é relizada por grandes abelhas corbiculadas que retiram o pdélen
das anteras poricidas somente por vibragdo (“buzz pollination”, Buchmann,
1983). Seus frutos sé@o capsulares e as suas sementes muito pequenas,
autocoricas (Maia et al., 2016). O periodo reprodutivo de T. hatschbachii ocorre
entre os meses de janeiro a margo (Maia, 2017).

Pleroma guartelaensis também possui habito arbustivo e € endémica da
regido neotropical, ocorrendo em afloramentos rochosos de arenitos nos
estados brasileiros do Parana e S&do Paulo (Meyer & Goldenberg, 2014). Essa
espécie é semelhante a T. hatschbachii no PEG; apresenta flores roxas,
hermafroditas, e seu recurso exclusivo aos polinizadores é o polen. O processo
de polinizacdo também ocorre por meio da vibracdo de suas anteras poricidas.
Segundo Meyer & Goldenberg (2014), foram coletados flores de P.
guartelaensis entre novembro e dezembro e frutos foram visto de dezembro a
junho. Contudo, aspectos mais detalhados sobre a polinizagéo, fenologia e
biologia reprodutiva da espécie ainda nao foram estudados.

Pleroma sp € o nome dado neste estudo para se referir aos individuos
com morfologia intermediaria entre T. hatschbachii e Pleroma guartelaensis. De
acordo com (Meyer, 2008) foram coletados espécimes somente em Tibagi, na
regido do PEG. O autor designa o nome de Tibouchina sp para essas coletas,
devido a auséncia de um taxon correspondente. Esses individuos também
apresentam habito arbustivo, flores com pétalas roxas e hermafroditas. E assim
como P. guartelaensis, os individuos de Pleroma sp ainda demandam estudos
que detalhem informacbes sobre sua polinizacdo, fenologia e biologia
reprodutiva.

Estudamos populacdes das duas espécies com ocorréncia simpatrica na
regido do PEG, Tibouchina hatschbachii, Pleroma guartelaensis e mais um
conjunto de possiveis hibridos entre as duas espécies (Pleroma sp). No total,
utilizamos 33 individuos em poliniza¢cdes manuais, todos distribuidos em dois
afloramentos rochosos dentro do PEG. Dentre estes, 10 individuos séo da
espécie T. hatschbachii, 12 de Pleroma guartelaensis e 11 de Pleroma sp

(Figura 3). Indentificamos visualmente os individuos amostrados em campo
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pelas caracteristicas distintivas das espécies dentro género e comparadas com

coletas depositadas em herbarios (UPCB e MBM).

Figura 2. Individuo de Tibouchina hatschbachii em afloramento rochoso no

Parque Estadual do Guartela.
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Figura 3. Da esquerda para direita, individuos de T. hatsbachii (com detalhe da

flor sendo visitada por Bombus brasiliensis), possiveis hibridos (Pleroma sp) e

Pleroma guartelaensis, com detalhe de suas flores.

2.3. Cruzamentos reciprocos

Os cruzamentos foram realizados de forma reciproca (bidirecional), ou
seja, cada individuo de um par de espécies atuou como doador e como
receptor de pdélen do outro individuo. Os individuos de cada cruzamento foram
selecionados de forma compor todas as combinagdes: T. hatschbachii x
Pleroma guartelaensis; T. hatschbachii x Pleroma sp; Pleroma guartelaensis x
Pleroma sp. O numero de flores usadas em cada tratamento encontra-se na
Tabela 1. Em cada cruzamento a flor utilizada foi marcada e teve seu pélen
removido e transferido para o estigma de uma flor da outra espécie (Gouveia &
Pinheiro, 2015). As flores polinizadas tiveram seu desenvolvimento
acompanhado nos meses subsequentes para que fosse verificada a formacéo

dos frutos e sementes.

2.3.1. Estudos das sementes

Ap0s a formagéo dos frutos, a coleta dos mesmos so foi realizada depois
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de 60 dias, periodo em que passaram amadurecendo em campo (Figura 4).
Assim que coletados, todos os frutos foram pesados e na sequéncia abertos
para contagens das sementes. A viabilidade das sementes formadas foi
avaliada pelo teste do tetrazolio (Pifia-Rodrigues et al., 2004), onde as
sementes sdo imersas em solucédo 1% de 2,3,5-trifenil tetrazolio e mantidas por
24 horas em temperatura de 28°C. O tetrazélio é reduzido nas células vivas e
produz um sal colorido insolavel, o formazana (Deswal e Chand, 1997),
permitindo assim identificar os embrides viaveis, com uma forte coloracédo
vermelha, e os embrides inviaveis (mortos), pela sua cor original ou
apresentando a testa da semente sem conteudo (Figura 5). Para frutos que
continham 300 ou menos sementes, todas as sementes foram contadas. Para
frutos que continham mais de 300 sementes, a contagem foi feita até a 3002

semente.

Figura 4. Fruto de Tibouchina hatschbachii no periodo de amadurecimento em

campo apos tratamento de polinizacdo cruzada com Pleroma guartelaensis.
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Figura 5. Sementes de Pleroma guartelaensis resultantes de polinizacao
cruzada com T. hatschbachii submetidas ao teste do tetrazdlio. As setas
brancas indicam sementes contendo embrides viaveis. As setas pretas indicam
sementes portadoras de embrides inviaveis ou sem contetdo. Observagdo do

material realizada em estereomicroscopio (aumento 2x).

2.3.2. Célculos dos indices de isolamento

Para calcular a viabilidade dos frutos e das sementes, utilizamos dois
indices, o IRF e 0 IRS, respectivamente. O indice de isolamento reprodutivo na
etapa de formacéo de frutos (IRF) foi calculado como pela seguinte formula:
IRF = 1 — (nimero frutos viaveis + niamero de flores polinizadas). Essa férmula
foi aplicada em cada uma das categorias dos tratamentos de polinizacao
cruzada realizados (Gouveia & Pinheiro, 2015).

Da mesma forma que nos frutos, a porcentagem de sementes viaveis foi
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obtida a partir da razdo entre o numero de sementes viaveis e o numero total
de sementes computada em cada categoria de cruzamento. indice de
Isolamento Reprodutivo no estidgio de formacdo de Semente (IRS = 1 -
[nimero de sementes viaveis + numero total de sementes amostradas]).

Para se obter um unico indice de isolamento correspondente as etapas
de formacédo de frutos e semente viaveis, os indices de isolamento IRF e IRS
foram combinados formando o IRFS (indice de Isolamento Reprodutivo
combinado nos estagios de formacdo de Fruto e Semente), com a seguinte
formula: (IRFS = IRF + [{1 — IRF} x IRS] ). Essa férmula leva em consideracao
que a formacao de frutos atua primeiro na sequéncia de eventos na reproducéo
e que o IRS atua limitando apenas o numero de descendentes formados a
partir dos frutos viaveis (1 — IRF).

Deste modo, os indices de isolamento calculados podem ter valores que
vao de 0 a 1. O valor igual a 0 indica que ndo ha isolamento reprodutivo, isto é,
a fertilidade é maxima nesta fase da reproducdo e o maior nimero possivel
descendentes poderia ser formado entre os parentais. Ja o indice com valor
igual a 1 indica isolamento total, ou seja, este estagio da reproducdo ndo €&
viavel e representa por si proprio uma importante barreira reprodutiva agindo
no isolamento reprodutivo dos grupos analisados (Scopece, Widmer &
Cozzolino, 2008; Gouveia & Pinheiro, 2015).

3. RESULTADOS

3.1. Analise dos frutos e sementes

Em geral, houve formacao de frutos em todos os tratamentos realizados.
Considerando todos os tratamentos em conjunto, 30% acarretaram na
formacdo de frutos. Tibouchina hatsbachii e Pleroma guartelaensis formaram
mais frutos nos tratamentos controle que Pleroma sp. Tibouchina hatschbachii
formou 58% de frutos e Pleroma guartelaensis 47%. Ja Pleroma sp teve 40%
de frutos formados pela polinizacdo aberta. Nos tratamentos de autopolinizagéo
espontanea, observamos 0s menores percentuais de formacdo de frutos,

Tibouchina hatschbachii e Pleroma guartelaensis com 14% e 19% de frutos
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formados, respectivamente, e Pleroma sp com 7% apenas (Tabela 1).

A formacdo dos frutos nos tratamentos de polinizacdo cruzada foram
maiores entre Pleroma guartelaensis e T. hatschbachii. Quando o pdlen de P.
guartelaensis foi usado para polinizar flores de T. hatschbachii, a formacéo de
frutos foi de 42%. O tratamento no sentido oposto (T. hatschbachii > P.
guartelaensis) formou 39% de frutos. J& os cruzamentos que envolveram 0s
individuos de Pleroma sp tiveram uma porcentagem menor de frutos formados,
tanto atuando como doadores de polen quanto receptores. Os cruzamentos
reciprocos entre Pleroma guartelaensis e Pleroma sp formaram mais frutos
(29% e 27%) quando comparados aos cruzamentos entre T. hatschbachii e
Pleroma sp (11,5% e 15%). E curioso notar que quando Pleroma sp recebe
pélen das outras duas espécies, formam-se mais frutos do que quando o0s
individuos de Pleroma sp atuam doando pélen nos tratamentos (Tabela 2).

A viabilidade das sementes foi maior quando o pélen de Pleroma
guartelaensis foi utilizado tanto nas flores de T. hatschbachii quanto nas flores
de Pleroma sp, 16% e 14%, respectivamente. JA na direcdo oposta, quando
flores de P. guartelaensis foram polinizadas com o p6len de T. hatschbachii e
Pleroma sp, € possivel observar as menores porcentagens de sementes
viaveis 5% e 4%, nessa ordem. Considerando apenas 0s cruzamentos que
envolveram Pleroma sp e as demais espécies, foi verificado que a formacao de
sementes contendo embrides viaveis € maior quando esses individuos
recebem polen de P. guartelaensis (14%) e T. hatschbachii (16%). No entanto,
qguando Pleroma sp doa pdlen, a formacdo de sementes viaveis € menor, 4% e
11%, respectivamente (Tabela 3).

Os indices de isolamento calculados mostram um forte isolamento uma
baixa viabilidade reprodutiva entre as trés espécies. Nos cruzamentos em que
Pleroma sp estdo envolvidos, o IRFS chega a valores muito proximos a 1
(isolamento total), variando entre 0,96 e 0,99. No cruzamento entre P.
guartelaensis e T. hatschbachii, foi observado o menor valor de IRFS (0,93)
isso quando o polen de P. guartelaensis foi usado em T. hatschbachii, contudo,
no sentindo oposto foi possivel verificar, um alto indice de isolamento 0,98
(Tabela 4).
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% frutos formados por
tratamento Controle AE
Espécies
T. hatschbachii 29/50 (58%) 7/50 (14%)
Pleroma guartelaensis 9/19 (47%) 4/21 (19%)
Pleroma sp 10/25 (40%) 2129 (7%)

Tabela 1. Porcentagem de frutos viaveis formados para controle e
autopolinizagdo espontanea. Os valores sdo apresentados como sendo a
relacdo entre o n° de frutos formados/n® total de flores utlizadas nos

tratamentos. Entre paréntesis esta a porcentagem de formacéo de frutos.

Doador de pélen

Pleroma guartelaensis Pleroma sp T. hatschbachii
Pleroma guartelaensis - 9/33 (27%) 12/31 (39%)
Receptor de pélen Pleroma sp 5/17 (29%) - 2/13 (15%)
T. hatschbachii 11/26 (42%) 3/26 (11,5%) -

Tabela 2. Porcentagem de frutos viaveis formados apO6s o0s cruzamentos
reciprocos realizados. Os valores sdo apresentados como sendo a relagcéo
entre o n° de frutos formados/n° total de flores utilizadas nos tratamentos. Entre

paréntesis esta a porcentagem de formacao de frutos.

Doador de pdlen

Pleroma guartelaensis Pleroma sp T. hatschbachii
Pleroma guartelaensis - 4% 5%
Receptor de polen Pleroma sp 14% - 16%

T. hatschbachii 16% 11% -
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Tabela 3. Porcentagem de sementes contendo embribes viaveis para cada

categoria de cruzamento realizado.

Doador de polen

Pleroma guartelaensis Pleroma sp T. hatschbachii
Pleroma guartelaensis - 0.99 0.98
Receptor de pélen Pleroma sp 0.96 - 0.98
T. hatschbachii 0.93 0.99 -

Tabela 4. indice de Isolamento Reprodutivo combinado dos estagios formac&o
de Fruto e viabilidade das Sementes (IRFS) para cada categoria de
cruzamento realizado. O valor igual a 1 indica isolamento total e valor igual a O

indica auséncia de isolamento, ou seja, fertilidade total.

4. DISCUSSAO

4.1. Isolamento reprodutivo entre popula¢cdes simpatricas no PEG

Os mecanismos de isolamento reprodutivo entre T. hatschbachii,
Pleroma guartelaensis e Pleroma sp sédo fortes, de acordo com o IRFS,
demonstrando praticamente isolamento total, mas n&o o suficiente para manter
estas espécies isoladas por completo no Parque Estadual do Guartela. O
isolamento reprodutivo incompleto com base nas barreiras pds-zigéticas aqui
estudas entre as espécies é apoiado essencialmente pela formacao de frutos e
sementes viaveis em todas as categorias de cruzamentos reciprocos, mesmo
que em baixa propor¢cao (Tabela 2 e 3), respectivamente. A partir dos dados
obtidos dos tratamentos de polinizacdo realizados entre as espécies,
observamos que a formacédo de frutos e sementes viaveis ocorre de forma
bidirecional, ou seja, ambas as espécies podem atuar como receptoras ou

doadoras de pélen para a outra. O indice de isolamento combinado (IRFS) foi
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menor quando Pleroma guartelaensis doou pélen para T. hatschbachii (0,93),
indicando uma fertilidade maior. Ja no sentido oposto (T. hatschbachii >
Pleroma guartelaensis) esse indice foi maior, sendo semelhante ao encontrado
nos cruzamentos envolvendo os individuos de Pleroma sp (Tabela 4). Isso
pode estar relacionado com a baixa formacdo natural de frutos em T.
hatschbachii, como visto por Maia, (2017). Estes resultados apoiam a ideia de
que os mecanismos de isolamento reprodutivo baseado em barreiras preé-
zigbticas podem ser fracas entre espécies de Melastomataceae compartilhando
agentes polinizadores (Franco et al. 2011).

A partir do IRFS obtido nos cruzamentos que envolvem Pleroma sp,
observamos valores muito proximos a 1, ou seja, o0 isolamento € praticamente
completo e a chance de se formar descendentes viaveis quando Pleroma sp
atua tanto doando quanto recebendo pdlen é muito baixa (Tabela 4). Isso
indica um forte isolamento reprodutivo entre as espécies, entretanto, nao
descartamos a formacado de hibridos entre elas, devido a formacéo de frutos e
sementes viaveis, mesmo que em baixas proporcdes. Nao avaliamos aqui a
atividade dos polinizadores, contudo, a consequéncia da hibridizacao deve ser
examinada para melhor compreender os mecanismos de isolamento das
espécies (Franco et al., 2011).

Neste trabalho, utilizamos os tratamentos de autopolinizagdo manual
como um modelo de deposicao intraespecifica de polen com intuito de verificar
a autocompatibilidade dos individuos. Isso € valido para T. hatschbachii, onde
estes dados foram obtidos a partir de Maia et al., (2018). Para Pleroma
guartelaensis e Pleroma sp nao foram realizados tratamentos de
autopolinizacdo manual (intraespecificos), mas sim autopolinizacéo
espontanea, porém, neste caso, nao foi possivel controlar se a deposicéo
intraespecifica ndo ocorreu ou se realmente ocorreu aborto em polinizacédo
intraespecifica nestas duas espécies. Entendemos que essa € uma limitacdo
do nosso trabalho, mas, ainda assim, ha um indicativo de uma baixa produgéo
de frutos naturalmente tanto nos individuos de Pleroma sp, quanto em Pleroma
guartelaensis. Todavia isso deve ser melhor avaliado com o tratamento de
autopolinizacdo manual, o que seria ideal como parametro para indicarmos a

baixa producdo natural de frutos intraespecifico. Mesmo com valores baixos,
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houve a formacao de frutos viaveis a partir de autopolinizacbes espontaneas
(Tabela 1), indicando dessa forma a autocompatibilidade nos trés espécies
avaliados.

De acordo com Franco et al.,, 2011, é dificil separar a vantagem
ecolégica das restricdes filogenéticas do género Tibouchina, assim como os
demais géneros da tribo Melastomeae (Goldenberg & Shepherd, 1998), visto
que a autocompatibilidade é supostamente uma caracteristica comum na tribo.
Por fim, se a autocompatibilidade pode favorecer T. hatschbachii neste
ambiente por meio de sua tolerancia ecoldgica e ambiental (Maia et al., 2017),
e se isso de fato for importante na colonizagdo da regido, entdo Pleroma
guartelaensis e Pleroma sp também podem estar compartilhando esse sistema,
em que é favorecido e otimizado no estabelecimento de suas populagdes neste
ambiente.

Por fim, nossos resultados fornecem um forte indicio de que, de fato, as
barreiras reprodutivas que atuam mantendo a coesdo entre as trés espécies
avaliadas sao principalmente as que atuam em fases posteriores da
reproducdo (ou barreiras pés-zigoticas), provavelmente reduzindo a fertilidade
da progénie gerada pelos cruzamentos interespecificos entre T. hatschbachii,
P. guartelaensis e Pleroma sp. Contudo, faz-se necessario avaliar as barreiras
pré-zigoéticas para melhor compreensao de barreiras pos-zigéticas e sucesso

reprodutivo destas espécies.

5. CONSIDERACOES FINAIS

A execucdo de cruzamentos manuais se mostra um procedimento
experimental bastante simples e interessante para avaliar a natureza e
intensidade do isolamento reprodutivo. Através dos resultados obtidos,
demonstramos que h& um forte isolamento reprodutivo entre as espécies
estudas, mas, ainda assim, indicamos a possibilidade de ocorréncia de hibridos
devido a producdo e sementes viaveis entre elas. Entretanto, isso ainda deve
ser avaliado por meio de outras abordagens.

Nenhuma das barreiras reprodutivas testadas aqui se mostrou suficiente

para determinar, por si s6, o isolamento reprodutivo completo entre T.
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hatschbachii, P. guartelaensis e Pleroma sp no PEG. Tanto barreiras pré-
zigoticas quanto pos-zigoticas atuando em outras fases da reproducédo além
das avaliadas neste estudo, devem estar impedindo o fluxo génico, com isso
representando fatores importantes que preservam o limite entre as espécies
agui estudadas.

Andlises adicionais que utilizem marcadores moleculares poderiam
esclarecer melhor tanto os limites intraespecificos dos individuos de Pleroma
sp identificados no campo quanto verificar a existéncia de introgressao entre as

espécies, assim como esclarecer melhor questdes ecoldgicas e evolutivas.
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