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(Evidéncia de hibridacio e introgressiao em Hybanthus arenarius Ule e H. calceolaria (L.) Oken (Violaceae) a partir
de marcadores aloenzimaticos e analise multivariada morfométrica) — Foram realizadas analise morfométrica multiva-
riada baseada em 46 caracteres morfologicos e analise de aloenzimas em 41 individuos de Hybanthus arenarius, 25 indivi-
duos de H. calceolaria e 33 individuos morfologicamente intermediarios ocorrentes no campus da Universidade Estadual
de Feira de Santana para determinar a variabilidade nestas populagdes e investigar hipdteses de hibridagdo e introgressao.
Na analise morfométrica, H. arenarius pode ser bem diferenciada dos individuos intermediarios e H. calceolaria, enquanto
estes dois ultimos ndo podem ser bem separados. Estas mesmas relagdes foram aparentes também na analise de aloenzimas.
A auséncia de loci diagnosticos ndo permite a confirmacdo de hibridagdo entre as espécies, mas varios resultados encon-
trados nas analises morfométrica e genética fortalecem a hipdtese de que os individuos considerados primariamente como
intermediarios sejam individuos de H. calceolaria com introgressdo de genes de H. arenarius.

Palavras-chave: Hybanthus, hibridagdo, introgressdo, taxonomia, Violaceae.

(Evidence for hybridization and introgression in Hybanthus arenarius Ule and H. calceolaria (L.) Oken (Violaceae)
from allozyme markers and multivariate morphometric analysis) — Allozyme and multivariate morphometric analyses
using 46 morphological characters were carried out in 41 individuals of Hybanthus arenarius, 25 individuals of H. calceo-
laria and 33 morphologically intermediate individuals occurring on the campus of the Universidade Estadual de Feira de
Santana to quantify the variability within these populations and to test hypotheses of hybridization and introgression. H.
arenarius could be well differentiated in the morphometric analysis from both intermediate and H. calceolaria individuals,
but the latter two groups could not be separated. Those same relationships were found in the allozyme analysis. The lack of
diagnostic loci does not allow definitive confirmation of natural hybridization between the two species. However, several
results found in the morphometric and genetic analyses reinforce the hypothesis that the individuals considered formerly as

intermediate are actually individuals of H. calceolaria introgressed from H. arenarius.

Key words: Hybanthus, hybridization, introgression, taxonomy, Violaceae.

INTRODUCAO

O género Hybanthus Jacq. (Violaceae) possui cer-
ca de 150 espécies distribuidas nas Américas, Africa e Ma-
dagascar, sul da Asia e Austrélia. A regido Neotropical ¢ o
principal centro de diversidade do grupo, onde ocorrem 75
espécies, sendo aproximadamente 45 encontradas na Amé-
rica do Sul (Souza, 2002). No Brasil, ocorrem cerca de 26
espécies em diferentes tipos vegetacionais, tais como flo-
restas, campos de altitude, caatinga e cerrado.

Souza (2002, 2003), em seus estudos sobre Hy-
banthus do Brasil, citou cinco espécies para o municipio de
Feira de Santana, Bahia: H. arenarius Ule, H. calceolaria
(L.) Oken, H. glaucus (Chodat) Schulze-Menz, H. com-
munis (A.St.-Hil.) Taub. e H. verrucosus Paula-Souza. As
trés ultimas podem ser facilmente distinguidas em relacdo
as demais. Porém, segundo Souza (2002), H. arenarius e
H. calceolaria sao espécies muito semelhantes e freqiiente-
mente confundidas, podendo ser separadas principalmente
pela presenca de tricomas estrelados e bractéolas de cer-
ca de 0,5mm de comprimento em H. arenarius e presenca
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exclusivamente de tricomas simples e bractéolas de 4,5 a
8mm de comprimento em H. calceolaria. Contudo, a mes-
ma autora mencionou a grande variagdo na distribui¢do de
tricomas estrelados e simples em H. arenarius, dificultando
a utilizacdo deste carater na diagnose destas espécies.

No campus da Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS), em ambiente de caatinga e cerrado, sdo
encontradas as espécies H. arenarius, H. calceolaria e H.
glaucus, esta ultima com morfologia bastante distinta das
demais (Souza, 2002). H. calceolaria ¢ menos abundante
e muitas vezes confundida com H. arenarius nas identifi-
cacdes de herbarios locais. Observagoes feitas no campo e
em herbario mostraram um alto grau de variabilidade mor-
folégica em H. arenarius e H. calceolaria. Dentre os carac-
teres variaveis mais facilmente observados estdo a forma
e o tamanho das pegas florais, a colorag@o das flores cas-
mogamas, podendo se apresentar alva, lilas, azulada, azul-
brilhante ou violeta, variagdo esta também mencionada por
Souza (2002). Grande variagdo também foi observada em
relacdo ao habito, com plantas apresentando-se eretas ndo
ramificadas a trés ou mais ramificagdes, até procumbentes
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com trés ou mais ramificagdes.

Os caracteres acima citados possibilitam uma pri-
meira diferenciacdo morfoldgica de trés grupos: 1- apre-
sentando flores azuis de antese matutina e habito ereto com
uma a poucas ramifica¢des; 2- com flores brancas de antese
vespertina, procumbentes e bastante ramificadas; 3- com
flores em diferentes gradacdes de branco a lilas com antese
durante todo o dia e habito ereto com poucas ramificagdes a
bastante ramificado. Segundo o tratamento taxondmico de
Souza (2002), as plantas do primeiro grupo correspondem
a H. arenarius e as do segundo a H. calceolaria. Contudo,
individuos do terceiro grupo apresentam posicionamen-
to morfologico intermediario, com caracteres presentes
em ambas as espécies, 0 que parece ser a causa de alguns
problemas taxondmicos, também ndo se enquadrando sa-
tisfatoriamente em nenhuma das demais espécies descritas
para o Brasil, sugerindo a ocorréncia de hibridagéo entre H.
arenarius ¢ H. calceolaria ¢ eventualmente introgressio.
Alternativamente, este grupo poderia representar uma es-
pécie ainda ndo descrita para o género.

Para testar estas hipoteses acima mencionadas,
foi realizado um estudo de variabilidade morfologica em-
pregando andlise multivariada e variabilidade genética
utilizando eletroforese de aloenzimas em 99 individuos de
cinco subpopulagdes de Hybanthus pertencentes aos gru-
pos acima mencionados ocorrentes na regido do campus
da Universidade Estadual de Feira de Santana. Adicional-
mente, através da analise morfométrica multivariada, pro-
curou-se verificar a consisténcia dos caracteres atualmente
utilizados na delimitagdo destas espécies de Hybanthus,
buscando novos caracteres diagnodsticos para estes taxons.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O trabalho foi desenvolvido no campus da Univer-
sidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), no municipio
de Feira de Santana, Bahia, 12°16°00” S e 38°58°00” W, a
cerca de 257m de altitude. O municipio possui clima semi-
arido (de subiimido a seco) e encontra-se situado no poligo-
no das secas, em uma zona de planicie, entre 0 Reconcavo e
os tabuleiros do semi-arido nordestino, apresentando solos
dos tipos planossolo, podzodlico, eutréfico e litdlico, inse-
rido no semi-arido baiano. A vegetagao tipica ¢ a caatinga,
com fragmentos de matas secas (Floresta Estacional Deci-
dual) e apresenta areas com elementos da flora do cerra-
do (SEI, 2003). O campus da UEFS, embora antropizado,
apresenta ainda uma flora tipica da regido, com areas de
caatinga e cerrado.

Analise morfométrica

Foram coletados aleatoriamente 99 individuos de
Hybanthus em cinco subpopula¢des naturais (quatro sub-
populagdes com 20 individuos e uma com 19 individuos)
em diferentes areas do campus, sendo 41 pertencentes a H.
arenarius, 25 pertencentes a H. calceolaria e 33 pertencen-
tes ao grupo dos individuos morfologicamente intermedia-
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rios (Fig. 1). Os espécimes foram herborizados (Mori et al.,
1989) e flores e folhas foram coletadas e conservadas em
alcool 70% para analise posterior. Quarenta e seis caracte-
res morfologicos (40 quantitativos continuos, 4 descontinu-
0s, 2 binarios) foram mensurados, sendo 33 reprodutivos e
13 vegetativos (Tabela 1). Devido ao tamanho reduzido de
algumas estruturas, as flores foram dissecadas e desenhos
foram realizados com o auxilio de um estereomicroscopio
equipado com camara clara, ¢ as medidas feitas a partir
destes. O mesmo procedimento foi adotado para medidas
de angulos de orgdos vegetativos. Foi realizada analise de
componentes principais (PCA) empregando os 46 caracte-
res ¢ de discriminantes (utilizando os trés grupos morfolo-
gicos identificados previamente) empregando 42 caracteres
(excluidos caracteres 1, 6, 7 ¢ 32) para os 99 individuos.
Todas as analises foram realizadas utilizando-se o pacote
Statistica 5.5 (StarSort, 2000). Com o objetivo de verifi-
car se o resultado da analise de discriminantes poderia ser
um artefato (ver Resultados), foi construido um modelo
nulo através de reagrupamento por sorteios aleatorios (10
repeti¢cdes) dos individuos de dois grupos (H. calceolaria
e intermediarios) e posteriormente realizada analise de dis-
criminantes entre os trés grupos.

Eletroforese de aloenzimas

A analise de aloenzimas foi realizada utilizando
amostras conservadas em nitrogénio liquido dos mesmos
99 espécimes coletados nas 5 subpopulacgdes para a analise
morfométrica, mencionados acima. Pequenos fragmentos
de folha foram macerados em 500 pl de tampao de extragdo
(100 ml Tris-HC1 0,1 mol/l pH 7,0, 6,846 g sacarose, 0,6 g
PVP [polivinilpirrolidona], 0,0372 g EDTA [4cido etileno-
diaminotetracético], 0,145 g BSA [soroalbumina bovina],
0,13 g DIECA [dietilcarbamato de sddio], 0,6 g Borax e
100 pl B-mercaptoetanol; modificado de SuN & GANDERS,
1990). Os extratos foram absorvidos em papel Whatman
#3 e entdo aplicados em gel de amido Sigma. Foram uti-
lizados quatro sistemas tampdo: sistema 1 - eletrodo: aci-
do bérico 0,3 mol/l, NaOH 0,06 mol/l, pH 8,0; gel: Tris
0,01 mol/l, pH 8,5; modificado de SHaw & Prasap (1970);
sistema 2 - eletrodo: acido citrico 0,04 mol/l ajustado ao
pH 6,1 com N-(3-aminopropil)-morfolina; gel: tampdo do
eletrodo diluido 1:20 (Crayton & TRETIAK, 1972); sistema
3 - eletrodo: histidina 0,065 mol/l ajustado ao pH 6,5 com
acido citrico; gel: tampdo do eletrodo diluido 1:4; modi-
ficado de StuBer et al. (1977); sistema 4 — eletrodo: Tris
0,17 mol/l ajustado ao pH 8,6 com acido citrico; gel: Tris
0,02 mol/L ajustado ao pH 8,6 com acido citrico. Eletrofo-
rese horizontal padréo foi conduzida até o marcador interno
(azul de bromofenol) alcancar 9 cm do local de aplicagéo,
utilizando as seguintes condigdes de corrida: sistema 1:
25 mA; sistema 2: 200 V; sistema 3: 50 mA; sistema 4:
50 mA. Vinte ¢ um sistemas enzimaticos foram testados,
sendo que apenas cinco apresentaram boa resolucédo e fo-
ram utilizados para a analise: sistema tampao 1: esterase
(EST; EC 3.1.1.1), fosfatase acida (ACP; EC 3.1.3.2); sis-
tema tampao 2: fosfoglucoseisomerase (PGI; EC 5.3.1.9);
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Fig. 1. Flor e habito de H. arenarius (A-B), H. calceolaria (C-D) e individuos intermediarios (supostos hibridos naturais e individuos com introgressao;
E-F), no campus da Universidade Estadual de Feira de Santana. Barras de escala = 1 cm.
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Tabela 1. Caracteres utilizados na analise morfométrica e valores encontrados nas populagdes de H. arenarius, H. calceolaria e individuos intermediarios
(supostos hibridos naturais e individuos com introgressdo), no campus da Universidade Estadual de Feira de Santana. Valores apresentados como média
(minimo-maximo). * = caracteristica predominante na populagao.

Caracteres H. arenarius H. calceolaria Intermediarios
Caule
1 Cor verde*/castanho verde/castanho* verde/castanho*
2 Compr. médio internds (cm) 1,1 (0,6-2,7) 2,2 (1,5-4,1) 1,9 (0,9-3,4)
Folha
3 Compr. peciolo (mm) 2,4 (1,0-4,0) 1,6 (1,0-4,0) 1,5 (1,0-3,0)
4 Maior compr. ldmina (cm) 3,1 (1,8-4,5) 3,3 (1,2-5,7) 2,8 (1,5-6,3)
5 Maior larg. lamina (cm) 1,4 (0,7-2,6) 1,5 (0,7-2,1) 1,2 (0,4-2,5)
6 Larg. 1amina a 1/3 do compr. (cm) 1,2 (0,7-2,1) 1,4 (0,7-1,9) 1,1 (0,5-2,3)
7 Larg. l1amina a 2/3 do compr. (cm) 1,3 (0,8-2,2) 1,3 (0,7-1,8) 1,0 (0,4-2,0)
8 Angulo 4pice 88 (64-125) 94 (61-131) 83 (51-125)
9 Angulo base 74 (37-119) 68 (31-123) 73 (18-158)
10 Compr. dentes da margem (mm) 0,3 (0,2-0,5) 0,3 (0,1-0,4) 0,2 (0,1-0,4)
11 Profundidade dentes da margem (mm) 0,09 (0,01-0,21) 0,05 (0,01-0,13) 0,03 (0,01-0,05)
12 Densidade tricomas estrelados (mm?) 11,8 (0-29) 0,5 (0-13) 0,0 (0-1)
13 Densidade tricomas simples (mm?) 4,8 (0-26) 17,3 (0-32) 21,7 (8-41)
Inflorescéncia
14 Compr. pedtnculo (cm) 3,7 (0,5-10,0) 4,9 (0,4-12,0) 5,5 (1,0-11,0)
15 Compr. bractéolas (mm) 1,2 (0,3-6,0) 4,5 (0,4-8,0) 4,5 (3,0-6,0)
16 Larg. bractéolas (mm) 0,3 (0,1-1,0) 1,2 (0,2-2,0) 1,2 (0,9-2,0)
Pedicelo
17 Comprimento (mm) 3,3 (1,0-5,0) 3,5 (1,0-10,0) 3,1 (1,0-7,0)
Sépalas
18 Compr. sépala inferior (mm) 6,8 (4,9-8,6) 10,0 (6,3-12,6) 9,3 (7,0-12,1)
19 Larg. sépala inferior a 1/3 (mm) 2,1 (1,5-2,8) 2,2 (1,5-3,0) 2,1 (1,4-3,1)
20 Larg. sépala inferior a 2/3 (mm) 1,3 (0,8-1,9) 1,6 (1,0-2,4) 1,5 (1,0-2,0)
21 Compr. sépala superior (mm) 6,4 (4,5-8,6) 8,8 (0,5-11,6) 9,1 (7,1-10,7)
22 Larg. sépala inferior a 1/3 (mm) 1,9 (1,3-2,8) 1,9 (1,2-2,7) 1,8 (1,4-2,4)
23 Larg. sépala inferior a 2/3 (mm) 1,2 (0,5-1,9) 1,5 (1,0-1,9) 1,4 (1,1-1,9)
24 Numero de fimbrias das margem 7,2 (5-10) 10,0 (4-14) 9,7 (6-13)
25 Compr. maior fimbria (mm) 0,9 (0,4-1,6) 1,1 (0,7-1,7) 1,1 (0,6-2,0)
Pétalas
26 Compr. pétala superior (mm) 5,0 (2,0-6,3) 7,5 (5,2-9,3) 7,5 (5,6-10,9)
27 Largura pétala superior (mm) 1,6 (0,5-2,0) 1,7 (1,3-2,2) 1,8 (1,3-2,2)
28 Compr. pétala lateral (mm) 10,3 (4,8-12,3) 12,0 (8,8-14,5) 11,3 (9,6-15,3)
29 Larg. lobo apical pétala lat. (mm) 4,7 (2,5-7,2) 4,0 (3,1-5,3) 4,0 (2,0-6,2)
30 Larg. lobo basal pétala lat. (mm) 2,8 (2,1-3,5) 2,1 (2,3-4,5) 2,4 (1,9-3,0)
31 Compr. lobo basal pétala lat. (mm) 5,2 (4,0-7,7) 7,1 (4,2-9,2) 7,1 (5,9-9,2)
32 Tricomas lobo apical pétala lat. Simples/estrelado* simples*/estrelado Simples
Labelo
33 Larg. unha (mm) 2,4 (1,3-3,4) 2,3 (1,6-3,1) 2,2 (1,2-2,9)
34 Compr. unha (mm) 5,8 (4,0-8,5) 8,2 (5,3-10,6) 8,3 (5,7-10,3)
35 Compr. regido mediana da lamina (mm) 12,5 (6,0-16,9) 14,6 (10,6-17,8) 14,3 (8,8-19,0)
36 Compr. lobo esquerdo (mm) 11,6 (5,3-16,6) 13,7 (9,7-18,6) 13,5 (8,1-19,0)
37 Compr. lobo direito (mm) 11,9 (5,5-16,5) 15,0 (9,8-20,5) 13,8 (7,8-19,8)
38 Larg. maior da ldmina (mm) 24,7 (14,1-34,8) 25,1 (18,0-32,6) 23,3 (11,3-32,3)
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39 Larg. lamina a 1/3 (mm) 22,1 (12,5-31,4) 22,2 (15,9-29,6) 20,9 (10,5-30,2)
40 Larg. lamina a 2/3 (mm) 24,9 (14,3-36,3) 25,9 (19,2-34,6) 24,1 (12,0-32,0)
Estames

41 Compr. filete (mm) 3,1(1,8-5,1) 3,9 (3,0-4,9) 3,9 (2,6-6,0)

42 Compr. antera (mm) 1,6 (0,9-2,0) 1,7 (1,1-2,2) 1,7 (1,4-2,2)

43 Compr. conectivo (mm) 1,4 (0,5-1,8) 1,2 (0,8-1,8) 1,2 (0,4-2,0)
Gineceu

44 Compr. estilete (mm) 2,5 (1,6-3,9) 4,3 (2,5-5,2) 4,5(3,7-6,1)

45 Compr. ovario (mm) 1,8 (1,3-3,0) 2,7 (2,0-3,3) 2,5 (2,0-3,2)

46 Numero de 6vulos 12,9 (9-18) 19,7 (12-24) 19,8 (12-25)

sistema tampdo 3: fosfoglucosemutase (PGM; EC 2.7.5.1),
desidrogenase da glicose-6-fosfato (G6PDH; EC 1.1.1.49).
Os protocolos de colorag@o foram similares, com pequenos
ajustes, ao apresentado por BRUNE ef al. (1998; ACP, EST,
G6PDH), Corrias et al. (1991; PGI) e Sortis ef al. (1983,
PGM). Sistemas enzimaticos apresentando mais que um lo-
cus foram numerados em ordem ascendente a partir do locus
com menor mobilidade. Os alelos foram numerados de acor-
do com sua mobilidade relativa a um alelo de um individuo
presente em todos os géis. As freqiiéncias alélicas foram
determinadas através de contagem manual dos padrdes de
bandas dos homozigotos e heterozigotos corados nos géis.
A variabilidade genética para cada morfo (H. arenarius, H.
calceolaria e individuos intermediarios) foi estimada para
os seguintes parametros: propor¢ao de loci polimorficos (P;
critério de 0,95), nimero médio de alelos por locus (4), he-
terozigosidade média por locus observada (/) e esperada
(H). Matrizes de distancia genética (“unbiased genetic dis-
tance” de NE1 [1978]) e de similaridade genética (“unbiased
genetic identity” de Ner [1978]) foram calculadas para as
espécies. Todas as analises foram realizadas utilizando o
programa BIOSYS 1.0 (SWOFFORD & SELANDER, 1989).

Materiais-testemunho estdo depositados no Herba-
rio da Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS;
Hybanthus arenarius - Nunes et al. 1130, 1133, 1134, Hy-
banthus calceolaria - Nunes et al., 1135, 1136, 1137, 1138;
individuos morfologicamente intermediarios - Nunes et al.
1139, 1140, 1141, 1142).

RESuULTADOS

Analise morfolégica multivariada

Na analise de componentes principais (PCA) dois
grupos foram delimitados com base na informag&o do pri-
meiro eixo (Fig. 2). O primeiro grupo é formado quase que
exclusivamente por individuos de H. arenarius, exceto por
um individuo que apresenta caracteristicas intermediarias
ou ndo bem definidas e que por isso foi determinado como
um suposto hibrido (grupo H) na caracterizagdo morfolo-
gica. O segundo grupo visualizado na analise € constituido
por individuos de H. calceolaria e intermediarios, que nao
sd0 separados entre si nos primeiros eixos da PCA. Nos dois
primeiros eixos, os individuos de H. arenarius formam dois

subgrupos distintos, um deles (acima, Fig. 2A) constituido
principalmente dos individuos em uma area onde ocorrem
exclusivamente desta espécie, e o outro (abaixo, Fig. 2A)
por individuos crescendo em sintopia com H. calceolaria e
intermediarios. Nesta analise, varios caracteres sdo respon-
saveis pela separacdo destes dois grupos, principalmente:
cor do caule (1), margem das folhas (10 e 11) ¢ a densidade
e tipos dos tricomas (12 ¢ 13) dentre os caracteres vegetati-
vos, €, entre os caracteres florais, o tamanho das bractéolas
(15) e das sépalas (18 ¢ 21), o comprimento das pétalas su-
periores (26), comprimento do lobo basal (31) e tipo de tri-
comas (32) da pétala lateral, comprimento do estilete (44),
entre outros (Tabela 1). Porém, nenhum caractere utilizado
¢ perfeitamente diagndstico entre H. arenarius e H. calceo-
laria, havendo alguma sobreposi¢ao em todos eles.

Na analise de discriminantes, os individuos de H.
arenarius foram separados dos demais no primeiro eixo ca-
ndnico, e os de H. calceolaria dos intermediarios no segun-
do eixo canoénico (Fig. 3). A menor distdncia D2 observada
foi entre H. calceolaria e intermediarios e a maior entre H.
arenarius ¢ intermediarios (Tabela 2). Todos os individuos
de H. arenarius apresentaram classificagdo correta em re-
lagdo ao previsto, e um individuo intermediario e dois de
H. calceolaria apresentaram classificagdo incorreta (97%
e 92% de classificagdes corretas, respectivamente). Na re-
amostragem, o percentual de acertos de intermediarios va-
riou de 76% a 94% e em H. calceolaria de 72% a 96%,
entre as 10 repeticdes.

Variabilidade genética

Nenhum dos loci observados é diagnéstico para H.
arenarius ¢ H. calceolaria (locus onde todos os alelos de
uma espécie sdo exclusivos a ela). Os individuos intermedi-
arios apresentaram um Unico alelo exclusivo a eles, porém
em freqiiéncia muita baixa (alelo 4 da esterase; Tabela 3).
Por outro lado, H. arenarius ¢ H. calceolaria ndo apresen-
taram quaisquer alelos exclusivos, e apenas H. arenarius
apresentou um alelo ndo presente em H. calceolaria. Ape-
sar do alelo 2 da ACP-2 estar presente em freqiiéncia de
0,91 em H. arenarius, ele ndo foi encontrado em nenhum
dos individuos intermediarios.

Nenhum sistema apresentou-se monomorfico para
todas as populagdes, com apenas a ACP-2 sendo mono-
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Fig. 2. Representagdo dos escores nos trés primeiros eixos da andlise de componentes principais de 46 caracteres morfologicos de populagdes de H.
arenarius (A), H. calceolaria (C) e individuos intermediarios (H; supostos hibridos naturais e individuos com introgressdo), no campus da Universidade
Estadual de Feira de Santana. Percentual de varidncia acumulada nos trés primeiros eixos = 57,37 (primeiro eixo = 33,22; segundo eixo = 15,31; terceiro

eixo = 8,84).

morfica nos intermediarios. Foram encontrados até quatro
alelos por locus, com média de 2,4 a 3,1 alelos por locus,
e 86% a 100% de loci polimoérficos por populagdo. A hete-
rozigosidade média esperada variou de 0,40 a 0,56 nas trés
populagdes. A maior variabilidade genética foi encontrada

em H. arenarius, ¢ a menor na populagdo dos individuos
intermediarios (Tabela 4). A maior distdncia genética foi
encontrada entre H. arenarius ¢ os individuos intermedia-
rios, e a menor entre H. calceolaria e os individuos inter-
mediarios (Tabela 2).

Tabela 2. Matriz de Distancia Generalizada de Mahalanobis (abaixo da diagonal) e distancia genética de N1 (1978; unbiased genetic distance; acima da
diagonal) entre as populagdes de H. arenarius, H. calceolaria e individuos intermediarios (supostos hibridos naturais e individuos com introgressio), no

campus da Universidade Estadual de Feira de Santana.

Populagao H. arenarius Intermediarios H. calceolaria

H. arenarius Hrk 0,690 0,452
Intermediarios 74,676 RIS 0,026
H. calceolaria 58,290 13,692 Hkok
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Tabela 3. Freqiiéncias alélicas em sete loci aloenzimaticos em populagdes de H. arenarius, H. calceolaria e individuos intermediarios (supostos hibridos
naturais e individuos com introgressio), no campus da Universidade Estadual de Feira de Santana. N = niimero de individuos amostrados.

Locus/Alelo H. arenarius Intermediarios H. calceolaria
EST

1 0,15 0,02 0,04
2 0,23 0,20 0,20
3 0,62 0,77 0,76
4 0,00 0,02 0,00
N 41 30 23
PGM-1

1 0,14 0,65 0,63
2 0,36 0,35 0,33
3 0,36 0,00 0,00
4 0,14 0,00 0,04
N 22 10 12
PGM-2

1 0,50 0,13 0,35
2 0,36 0,00 0,35
3 0,14 0,88 0,30
N 11 8 10
ACP-1

1 0,65 0,13 0,05
2 0,29 0,00 0,05
3 0,06 0,88 0,89
N 31 16 19
ACP-2

1 0,91 0,00 0,17
2 0,09 1,00 0,83
N 11 3 3
PGI

1 0,05 0,00 0,17
2 0,36 0,23 0,28
3 0,34 0,45 0,39
4 0,25 0,33 0,17
N 32 20 18
G6PDH

1 0,40 0,33 0,40
2 0,23 0,33 0,20
3 0,37 0,33 0,40
N 14 3 5

Tabela 4. Variabilidade genética em oito loci aloenzimaticos em populagdes de H. arenarius, H. calceolaria e individuos intermediarios (supostos hibri-
dos naturais e individuos com introgressao), no campus da Universidade Estadual de Feira de Santana. N = tamanho amostral médio; 4 = nimero médio
de alelos por locus; P = percentual de loci polimorficos; /| = heterozigosidade média observada por locus; H, = heterozigosidade média esperada por

locus (NE1 1978; “unbiased estimate”). Desvios padrdes sdo apresentados entre parénteses.

Populagéo N A pe H, H,

H. arenarius 23,4 (4.4) 3,1(0,3) 100,0 0,405 (0,099) 0,564 (0,072)
Intermediarios 12,9 (3,7) 2,4(0,4) 85,7 0,124 (0,083) 0,396 (0,104)
H. calceolaria 12,9 (2.8) 3,0(0,2) 100, 0,226 (0,064) 0,513 (0,080)
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Fig. 3. Eixos canonicos 1 e 2 da analise de discriminantes de 42 caracteres morfologicos de populagdes de H. arenarius (A), H. calceolaria (C) e indivi-
duos intermediarios (H; supostos hibridos naturais e individuos com introgressdo), no campus da Universidade Estadual de Feira de Santana.

Discussio

As populagdes de H. arenarius e H. calceolaria
presentes no campus da Universidade Estadual de Feira
de Santana puderam ser claramente separadas com base
na analise morfométrica multivariada. Da mesma forma,
a distancia genética encontrada entre elas ¢é relativamente
alta e usualmente observada entre espécies congenéricas
ndo estreitamente relacionadas ou mesmo entre espécies
de géneros proximos (CRAWFORD, 1989). Porém, nenhum
caracter isolado pode ser considerado perfeitamente diag-
nodstico para as duas espécies, inclusive os mencionados
por Souza (2002) na sua revisdo para o género no Brasil
(tipos de tricomas e tamanho das bractéolas). Este fato ex-
plica pelo menos em parte a ocorréncia de dificuldades na
distingdo destas espécies, levando freqiientemente a iden-
tificagdes errdneas, conforme apontado por Souza (2002)
e também observado por noés em materiais de herbario.
Por outro lado, varios caracteres foram encontrados neste
trabalho que podem conjuntamente auxiliar na determi-
nagdo destas duas espécies, mas pouca atengdo tem sido
dada a eles. Caracteristicas de habito e coloragdo do caule
e flor parecem ser particularmente importantes na distingdo
destas espécies, pelo menos nas populagdes ocorrentes no
campus da UEFS. Uma vez que estas espécies sdo de ampla
distribuigdo, é necessario verificar a consisténcia destes e
dos demais caracteres apontados por nés na delimitacdo de
H. arenarius e H. calceolaria.

A auséncia de qualquer locus diagnostico entre H.
arenarius € H. calceolaria impede a confirmagao definitiva
da ocorréncia de hibridag¢do natural entre estas duas espé-
cies no campus da UEFS. Na analise morfologica multi-
variada, apenas poucos individuos se apresentaram como
realmente intermediarios entre H. arenarius ¢ H. calceo-

laria. A elevada similaridade morfologica entre os indivi-
duos considerados primeiramente como intermediarios e a
populacdo de H. calceolaria sugere que esses ndo se tratam
de uma espécie distinta nem tampouco de primeira geragao
de hibridos, a ndo ser que neste tltimo caso esteja ocorren-
do expressdo de caracteres mais relacionada a apenas um
dos parentais (H. calceolaria), fato muito mais raramente
observado do que heranga intermedidria (ARNOLD, 1994;
RIESEBERG, 1995; BriGGS & WALTERS, 1997). A elevada si-
milaridade genética dos individuos intermediarios com a
populacdo de H. calceolaria é usualmente observada entre
populagdes conspecificas ou entre espécies muito estreita-
mente relacionadas (CrawrorD, 1989). Este fato, aliado a
baixa similaridade genética dos individuos intermediarios
com a populagdo de H. arenarius, também sugere que es-
ses ndo se tratam de uma espécie distinta ou de hibridos de
primeira geragao.

A disting@o ndo encontrada na analise de compo-
nentes principais, mas observada na analise de discrimi-
nantes, entre a populagdo de intermedidrios e a de H. calce-
olaria ¢ aparentemente espuria. Caso esses grupos fossem
verdadeiramente isolados, seria esperado que na reamos-
tragem aleatoria apenas metade dos individuos apresentas-
sem classificagdo correta. Uma vez que, caso os intermedi-
arios fossem realmente hibridos, estes e a populagio de H.
calceolaria ndo corresponderiam a grupos independentes
(metade do genoma dos intermediarios seria idéntico ao de
H. calceolaria), poderia ser esperado que a probabilidade
de classificagdes corretas alcangasse 0,75 (VALVERDE et al.,
1996). Porém, os valores observados foram predominante-
mente maiores, apesar de muitas vezes terem sido inferio-
res ao observado na analise com os dados originais.

Desta forma, se os individuos previamente iden-
tificados como intermediarios ndo correspondem a uma



118 SITIENTIBUS SERIE CIENCIAS BIOLOGICAS

espécie distinta e nem a hibridos de primeira geragdo, po-
deriam eles ser considerados como H. calceolaria? O fato
de que: 1) as caracteristicas morfologicas apresentadas por
estes individuos que ndo possuem a morfologia tipica de
H. calceolaria podem ser encontradas em H. arenarius; 2)
na reamostragem aleatoria da analise de discriminantes os
valores de classificagdo correta foram predominantemente
inferiores ao observado nos dados originais, mas superiores
ao esperado para hibridos ou espécies distintas; 3) existe
pequena descontinuidade morfoldgica entre intermediarios
e H. calceolaria; 4) a similaridade genética com H. calce-
olaria foi muito elevada, mas com freqiiéncias alélicas di-
ferentes em alguns sistemas enzimaticos, leva-nos a sugerir
que estes individuos possivelmente s2o individuos de H.
calceolaria com introgressao de genes de H. arenarius.
Para que isto ocorra, hibridaggo entre as duas espé-
cies deve estar ocorrendo na area de estudo, sendo que es-
tes hibridos podem se tratar de alguns dos individuos com
maior intermediariedade morfoldgica observada na anali-
se de componentes principais ¢ mesmo de discriminantes.
Porém, a analise de aloenzimas nao foi capaz de detectar
tais individuos. E esperado que estes eventos de hibridagio
sejam relativamente raros devido a fatores como a baixa
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sobreposi¢ao no periodo de antese das flores (as flores de
H. arenarius possuem antese matutina e as de H. calceo-
laria, antese vespertina) e eventos de retrocruzamento de
hibridos com H. calceolaria sejam mais freqiientes (ou que
individuos introgredidos sejam mais viaveis do que hibri-
dos F1).

Esta suposi¢do, apesar de parcialmente especulati-
va em face dos dados apresentados, encontra mais suporte
do que a suposi¢do de que as populagdes tratadas como in-
termediarios e de H. calceolaria representem apenas uma
espécie naturalmente variavel (sem introgressdo de genes
de outra espécie), uma vez que esta variagdo ndo ¢ conti-
nua, conforme apontado acima. Uma questdo interessante
de verificar futuramente é qual a variabilidade morfologica
apresentada por populagdes de H. calceolaria quando em
alopatria com H. arenarius, resultados que poderiam com-
provar a sugestdo de ocorréncia de introgressao na popula-
¢do estudada.
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