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Resumo

Neste trabalho foram investigados aspectos espaciais e ecoldgicos relacionados ao fluxo
génico e a estrutura genética local em uma populacdo naturalmente fragmentada de
Chamaecrista blanchetii (Caesalpinioideae, Leguminosae) em ambiente de campo rupestre. O
estudo foi conduzido em quatro subpopulacGes completamente mapeadas (n=990), no Parque
Municipal de Mucugé, Bahia, Brasil. Foram feitas analises da estrutura espacial local de
plantas adultas, da fenologia de floragdo em dois anos consecutivos, e testada a ocorréncia de
autocorrelacdo espacial (AE) na producéo de flores e frutos e caracteristicas fenoldgicas entre
vizinhos proximos. Foram feitos estudos sobre o sistema de polinizacdo, biologia floral e
reprodutiva, verificando se existe reducdo no nimero de sementes bem formadas originadas
por autocruzamentos ou cruzamentos entre vizinhos espacialmente préximos. O fluxo génico
atual foi investigado combinando-se descricbes quantitativas do comportamento do
polinizador, dispersédo de sementes e estimativas indiretas do tamanho da vizinhanca genética.
Foi investigado o efeito da distancia entre vizinhos na estrutura genética espacial (EGE) em
microescala, conforme o modelo de isolamento por distancia, sendo estimado também o fluxo
génico histdrico e tamanho da vizinhanga genética em densidades populacionais distintas neste
ambiente. O cenario reprodutivo encontrado nesta populacdo permite considerar que a
dindmica de floracdo pode contribuir para a ocorréncia de cruzamentos preferenciais entre
vizinhos. Por outro lado, pode haver alternancia entre grupos de plantas reprodutivas
simultaneamente ao longo da florada e entre temporadas distintas, tanto dentro quanto entre
subpopulacdes, favorecendo um padrdo misto de fluxo génico gamético entre grupos variados
de plantas nesta populacdo. Esta espécie € melitdfila e operarias de Bombus brevivillus sdo os
polinizadores principais. Embora as caracteristicas florais e o comportamento do polinizador
principal favorecam a transferéncia polinica entre flores da mesma planta, com eventos
geitonogamicos freqiientes, o estoque de sementes repostas na populacdo a cada periodo
reprodutivo pode ser composto preponderantemente por sementes oriundas de polinizacédo
cruzada, onde um sistema misto de reproducdo é o mais provavel de ocorrer nesta populacao.
A alta plasticidade do comportamento de B. brevivillus parece contribuir de forma variavel,
gerando maior ou menor grau de endogamia durante a floragdo e em diferentes anos. O
aumento nas taxas de fecundacdo cruzada e o tamanho de vizinhanca genética estimados em
areas de alta densidade de plantas sugerem que o comportamento de vdo dos vetores pode

atuar como um fator coesivo entre familias genéticas dentro das subpopula¢Ges em condicdes



naturais de distribuicdo heterogénea desta espécie. A agregacdo de individuos em manchas de
variadas densidades pode gerar aumento do nivel de endogamia, estruturacdo genética
intrapopulacional, com formacédo de familias genéticas em microescala. Porém, o isolamento
de subpopulag@es por distancia geografica ndo é significativo neste nivel espacial. E provavel
que a forte coesdo intrapopulacional seja resultado do movimento génico em stepping stones,
através do fluxo gamético promovido pelos polinizadores entre ilhas de plantas com recurso

abundante, distribuidas ao longo do mosaico ambiental de afloramentos rochosos.



Abstract

This thesis deals with spatial and ecological aspects related to gene flow and fine-scale
genetic structure in a naturally fragmented population of Chamaecrista blanchetii
(Caesalpinioideae, Leguminosae) in *“campo rupestre” vegetation. The investigation was
carried out in four subpopulations, comprising 990 completed mapped plants, at the Parque
Municipal de Mucugé, Chapada Diamantina, Northeastern Brazil. We performed analyses of
the local spatial structure of adult plants, of the reproductive phenology patterns during two
flowering seasons, and studied the spatial autocorrelation of flower and fruit set, and of
phenological characteristics in an ecological neighborhood. Studies of floral biology,
pollination and mating system were conducted to investigate the occurrence of seed abortion
following experimental self and outcrossing pollinations among nearest plants and among
plants at long distances. The current gene flow was investigated with studies addressing the
spatial patterns of bumblebees’ flights, seed dispersion and indirect estimates of neighborhood
size. The effect of between-neighbors distance on the small-scale spatial genetic structure was
investigated according to the model of isolation by distance, together with indirect estimates of
the historical gene flow and the genetic neighborhood size, in subpopulations with different
densities in “campo rupestre”. The reproductive scenarios found in this population suggest that
the flowering dynamics contributes to preferential mating between nearest plants. On the other
hand, groups of reproductive plants could alternate the flower production during the season
and among different seasons, and within the same subpopulation and among subpopulations,
favoring a variable pattern of gametic gene flow among plant groups. This is a mellitophylous
plant mainly pollinated by workers of Bombus brevivillus. Although the floral characteristics
and the bumblebees behavior lead to an increase in geitonogamy, with frequent pollen transfer
between flowers in a same plant, the amount of seeds replaced in the population at a given
season may be predominantly constituted by seeds resulted from outcrosses, and a mixed
mating system being most probable. The high foraging behavior plasticity of B. brevivillus
seems to collaborate in either increasing or decreasing the endogamy levels during the
flowering period and among successive seasons. The increase in outcross rate and the genetic
neighborhood size at high density of plants suggest that the bumblebee flight behavior may act
as a cohesive force between genetic families within the sub-populations in heterogeneous
natural conditions of this species. The plants aggregation in patches with different densities

could lead to an increase of endogamy levels and intrapopulation genetic structure, with



genetic families formed in a fine scale. However, the subpopulation isolation by distance was
not significant at this spatial level. It is most probable that the strong intrapopulation cohesion
could be a result of stepping stones gene movement, with gametic gene flow mediated by the
main pollinator between abundant plant patches distributed throughout the environmental
mosaic of rocky outcrops.



Introducdo Geral

Contextualizagéo e objetivo

As cadeias de montanhas brasileiras sdo ambientes heterogéneos e naturalmente
fragmentados que abrigam grande diversidade vegetal e inUmeras espécies endémicas
ou microendémicas (Giulietti & Pirani 1988). Chamaecrista sect. Absus
(Caesalpinioideae, Leguminosae) possui quatro subse¢Ges com ocorréncia comum em
ambientes rupestres, sendo as montanhas do Nordeste e Sudeste brasileiro um dos
principais centros de diversidade e de radiacdo explosiva deste grupo com diversos
taxons endémicos destas formacgdes (Irwin & Barneby 1982, Conceicdo et al. 2001,
Lewis 2005). Chamaecrista sect. Absus subsect. Baseophyllum (Collad.) H.S.lIrwin &
Barneby é um grupo que inclui espécies caracteristicamente rupicolas distribuidas ao
longo da Cadeia do Espinhaco (Conceigéo 2006).

De acordo com os padres floristicos descritos para 0s campos rupestres
brasileiros, € esperado que a forte disjuncdo das populagdes neste ambiente seja um
fator importante no surgimento e diversificacdo de linhagens devido a isolamentos
geogréficos das populacGes em escala regional (Giulietti & Pirani 1988). A hipotese de
ocorréncia frequente de barreiras geograficas ao fluxo génico e de divergéncia genética
entre populacdes coespecificas na Cadeia do Espinhaco é sustentada por padrdes de alta
estruturacdo genética interpopulacional descritos para diferentes grupos vegetais (Borba
et al. 2001, Jesus et al. 2001, Machado 2005, Azevedo et al. 2007, Pereira et al. 2007).
Porém, até o momento ndo sdo conhecidos os niveis de variabilidade e estruturagdo
genética em microescala que podem ser encontrados intrapopulacionalmente em
especies de plantas ocorrentes nestes ambientes naturalmente fragmentados.

Neste contexto, esta tese foi norteada por duas questdes principais: (i) se o
isolamento por distancia em microescala em populagdes naturalmente fragmentadas
pode ser detectado em espécies vegetais ocorrentes nos campos rupestres; e (ii) como
aspectos ecologicos e reprodutivos, como padrdo de floracdo, sistemas de polinizacédo e
reproducdo e dispersdo de polen e sementes podem estar relacionados ao processo
microevolutivo de populacGes de plantas neste ambiente.

De modo geral, a estratégia de floracdo pode estar relacionada as chances de

cruzamentos preferenciais entre plantas numa populacdo e ao forrageamento de



polinizadores em busca de recursos florais. Estes, por sua vez, atuam como vetores na
dispersdo polinica e contribuem para a estruturacdo genética espacial em populagdes
naturais de plantas. Para compreender como estes eventos podem atuar no processo
microevolutivo em uma espécie de campo rupestre, foi proposto realizar estudos
independentes, porém complementares sobre diferentes aspectos. Buscamos reunir
informacdes que permitissem fazer estimativas da amplitude do fluxo génico, tamanho
da vizinhanca genética, nivel de endogamia e da estrutura genética espacial em pequena
escala, fornecendo subsidios para a compreensdo dos processos microevolutivos que
podem determinar, em um segundo momento, a diversificagdo de linhagens
caracteristicas destes ambientes.

Para tanto, Chamaecrista blanchetii (Benth.) Conc., L.P. Queiroz & G.P. Lewis
(Caesalpinioideae, Leguminosae) foi escolhida como modelo de estudos por se tratar de
uma espécie de planta perene e que apresenta populacdes grandes e com distribui¢do
aparentemente heterogénea ao longo da Cadeia do Espinhaco. Com base em
observacdes preliminares, aspectos bioldgicos como reproducdo sexuada e melitofilia
foram caracteristicas importantes na escolha desta espécie para a conducdo de
experimentos de polinizacédo e estudos sobre a disperséo polinica.

Os temas tratados nesta tese foram organizados em quatro capitulos com o0s
seguintes objetivos especificos: (Capitulo 1) investigar se o padrdo espaco-temporal de
floracdo pode atuar como fator facilitador de cruzamentos preferenciais em uma
vizinhanca ecoldgica local; (Capitulo 2) verificar como eventos que ocorrem antes e
depois da fecundacdo podem estar relacionados ao sistema reprodutivo e ao nivel de
endogamia na populacédo; (Capitulo 3) estudar o padréo espacial de dispersdo polinica
atual e as possiveis implicacbes para o tamanho efetivo da populacdo; (Capitulo 4)
investigar processos microevolutivos em uma populagdo de Chamaecrista blanchetii
naturalmente fragmentada nos campos rupestres, verificando se o padréo de isolamento
por distancia em microescala pode ser detectado e conduzindo estimativas indiretas do
fluxo génico histoérico e tamanho da vizinhanga genética em diferentes densidades

populacionais.



Abordagem espacial e vizinhanca ecoldgica

O interesse pela interpretacdo dos padrdes espaciais em estudos ecoldgicos tem
sido crescente nas ultimas décadas, na tentativa de se extrair informagfes presentes em
sistemas complexos e investigar processos ecoldgicos e evolutivos na natureza
(Epperson 2000, Liebhold & Gurevitch 2002, Perry et al. 2002, Fortin & Dale 2005).
Particularmente em plantas, a diversidade dos padrBes espaciais pode ser descrita por
mapas categoricos ou por um conjunto de amostras tomadas em localidades espaciais
especificas, constituindo um conjunto de pontos a ser estudado a partir de ferramentas
da estatistica espacial (Dale & Fortin 2002, Fortin et al. 2002a, 2002b, Perry et al. 2002,
Wiegand & Moloney 2004, Wiegand et al. 2006). A autocorrelacdo espacial se refere a
dependéncia que existe entre observacGes atribuidas a localidades especificas, ou
ordenadas em duas dimensdes, e os valores das variaveis em um espago geogréafico
(Griffith 1992, Legendre 1993, Legendre & Legendre 1998, Sokal et al. 1998). Esta
dependéncia pode produzir entdo agrupamentos de valores similares (autocorrelagédo
espacial positiva) ou dissimilares (autocorrelacdo espacial negativa) das variaveis
observadas (Griffith 1992, Sokal et al. 1998).

A éarea ocupada por uma planta contém vizinhos da mesma espécie que
compreendem sua vizinhanga espacial e que, normalmente, compartilham semelhancas
genéticas e ecoldgicas entre si (Epperson 1990, Fortin & Dale 2005). Esta propriedade
geral nas variaveis ecoldgicas pode ser investigada na natureza quando se pretende
explorar os padrdes ecoldgicos exibidos por um conjunto de plantas espacialmente
correlacionadas em uma vizinhanga. Nesta abordagem, a quantificacdo de certos
parametros florais no nivel individual e as analises de autocorrelacdo espacial em
determinadas caracteristicas fenologicas de floracdo podem trazer informagdes sobre a
dindmica de apresentacdo floral numa dada populacdo. A partir disto é possivel
combinar o conhecimento do padrdo de floracdo e do padrdo de estrutura genética, e
levantar hipoteses de como a dindmica floral pode contribuir para cruzamentos
preferenciais, nivel de endogamia e variabilidade genética em estudos multidisciplinares

em populagdes naturais de plantas.

Sistemas de polinizacao e estratégias reprodutivas em plantas

A atratividade floral eficiente e a garantia do sucesso de polinizagdo das



diferentes espécies de plantas polinizadas por abelhas sdo determinadas,
preponderantemente, pelo tipo e quantidade de recurso floral produzido, e de que forma
este é apresentado ao polinizador (Frankie & Haber 1983, de Jong et al. 1992). O acesso
dos polinizadores ao recurso floral demanda habilidade no manuseio da flor, capacidade
de armazenamento e transporte adequado do recurso coletado (Thorp 2000).
Especialmente em plantas onde o pdlen constitui 0 Unico recurso disponivel, o
equilibrio entre visitas constantes e transferéncia adequada e suficiente de graos de
polen entre as pecgas reprodutivas € um ponto critico para a reprodugdo da planta
(Buchmann 1983). Diversos mecanismos e adaptacdes florais que mantém este balanco
na interacdo sdo registrados em diferentes familias de plantas e podem resultar no
polimorfismo das pecas reprodutivas e/ou somaticas (Barrett et al. 2000, Jesson &
Barrett 2002, 2003). Em plantas que utilizam abelhas como vetores e oferecem o
proprio pélen como atrativo, € observado alto nivel de constancia floral. Neste sistema,
0 comportamento de coleta e utilizacdo do recurso na flor pode estar associado ao
padrdo morfoldgico da flor e ao tipo de deiscéncia da antera (Buchmann 1983, Frankie
& Haber 1983).

N&o apenas a estrutura floral e a interacdo polinizador-flor estdo relacionadas ao
processo reprodutivo das plantas, mas também a variedade de mecanismos que
controlam os eventos que ocorrem apos a transferéncia polinica (Bertin 1988, Richards
1997). Fatores como a origem do pdlen recebido (paternidade), o nimero de 6vulos
fecundados, o total de frutos formados e sementes vidveis que sdo lancadas na
populacdo sdo questdes relacionadas ao sistema reprodutivo de cada espécie (Lee 1988,
Richards 1997). Uma gama de estratégias reprodutivas tem sido historicamente
reportada para grupos de plantas ocorrentes nos mais variados ambientes, onde padrdes
intermediarios entre 0s extremos de autogamia e de alogamia exclusiva sdo 0s mais
provaveis de serem encontrados na natureza (Bawa 1974, 1979, Briggs & Walters 1997,
Richards 1997). A partir de estudos de campo e investigacBes experimentais, porém,
tém-se observado uma marcada tendéncia a reproducdo cruzada em uma grande
variedade de grupos vegetais, seja através de mecanismos de auto-incompatibilidade ou
estratégias reprodutivas que favorecam a alogamia em plantas autocompativeis (Karron
1989, Oliveira et al. 1991, Gibbs & Bianchi 1999, Gibbs et al. 1999, Borba et al. 2001,

Smidt et al. 2006, Silva-Pereira et al. no prelo).



Disperséo polinica e fluxo génico em plantas

Para os polinizadores a deteccdo visual do recurso e 0 modelo espacial de
procura podem ser determinados pela quantidade e qualidade de recursos disponiveis no
ambiente. Alguns fatores como diferencas na densidade populacional das plantas e a
propria orientacdo do polinizador podem alterar o comportamento de forrageio e visitas
florais para a coleta do recurso. Neste sentido, o padrdo de transferéncia de polen entre
plantas pode estar relacionado a distancia de voo do polinizador, quantidade de pélen
carregado e quanto e como este pélen é distribuido entre as flores visitadas (Morris et
al. 1995, Cresswell 1997, 1999, 2000, Goulson 1999, Grindeland et al. 2005). Em
sistemas onde a dispersdo do pdlen é mediada por animais, o tamanho efetivo da
populacdo e a amplitude de fluxo génico atual podem ser estimados atraves de medidas
do movimento dos polinizadores entre flores e plantas e da distancia de dispersao das
sementes (Levin 1979, Beattie 1979, Morris 1993). Essas estimativas nos permitem
considerar a hipotese de que o espalhamento restrito do polen entre vizinhos proximos
pode contribuir para 0 aumento das taxas de cruzamentos endogamicos e isolamento de
populagOes locais. Por outro lado, a dispersdo dos gametas a longas distancias pode
atuar como forga coesiva entre subpopulacfes de plantas (Schmitt 1980, Morris et al.
1994).

Estrutura genética espacial em populac6es naturais

Um dos principais objetivos da genética de populacdes é descrever a quantidade
da variacdao genética e estudar os mecanismos responsaveis por gerar e/ou manter esta
variacdo nas populagdes. A variabilidade genética presente nas populacfes atuais
fornece a matéria-prima para mudancas evolutivas futuras, e niveis diferentes de
variacdo dentro e entre populacdes podem fornecer evidéncias sobre eventos evolutivos
distintos no passado (Loveless & Hamrick 1984, Briggs & Walters 1997). As primeiras
informagOes genéticas extraidas de marcadores codominantes neutros, como as
aloenzimas, sdo aquelas do estado fenotipico, onde a andlise direta do padrdo de bandas
leva a medidas simples de variagcdo, como o numero de alelos por loco e as freqliéncias
alélicas associadas. Mais recentemente, esses dados tém sido utilizados como
parametros quantitativos para descrever a estrutura genética a partir de dados empiricos,

considerando premissas evolutivas em um contexto espacial (Weir & Cockerham 1984,



Hardy & Vekemans 1999, Loiselle et al. 1995, Epperson 2000, Vekemans & Hardy
2004).

Considerando que a similaridade genética € maior entre vizinhos do que entre
individuos geograficamente distantes, é esperado que o padrao de estrutura genética seja
resultado do balango entre o efeito da deriva genética e da dispersdo génica em uma
populacdo continua (Wright 1965). Para um modelo de ilhas, como na estabelecida
relacio Fst = 1 / (1 + 4Nm) proposta por Wright (1965), a diferenciacdo entre
populacdes (Fst) depende do balango entre a deriva genética local (N, o tamanho efetivo
de uma populagédo) e dispersdo (m, taxa de migracdo por geracdo na populacdo). O
modelo de isolamento por distancia (IPD), que trata explicitamente do espacgo, faz
predicdes similares: a diferenciacdo genética aumenta com a distdncia a uma taxa
proporcional a 1 / Do? onde D é a densidade efetiva da populacdo e o° expressa a
extensdo espacial da dispers@o génica. Neste contexto, o efeito da distéancia espacial
entre individuos na estrutura genética espacial (EGE) pode ser investigado quando
avaliamos a taxa de diminuicdo das relacGes de coancestralidade entre pares de
individuos num gradiente espacial em escala local, segundo o modelo de IPD, em uma
andlise de regressao linear (Rousset 2000, Vekemans & Hardy 2004). A partir disto,
quando a estrutura genética espacial de diferentes popula¢cdes numa dada escala
geografica pode ser descrita e comparada quantitativamente é possivel supor quais
aspectos ecoldgicos atuam mais fortemente no processo evolutivo do sistema em foco.
Nesta abordagem é possivel, também, fazer estimativas indiretas do fluxo génico
histérico e levantar hipdtese sobre possiveis eventos passados ou recentes que
contribuem mais fortemente para um determinado padrdo genético local (Hardy et al.
2006, Troupin et al. 2006, Xu et al. 2006).
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CAPITULO 1

Estrutura espacial na fenologia de floracdo em microescala em

Chamaecrista blanchetii (Leguminosae, Caesalpinioideae)
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Resumo

Neste trabalho investigamos se a variagdo espago-temporal nas caracteristicas de
floracdo de Chamaecrista blanchetii em campo rupestre pode atuar como fator facilitador
de cruzamentos preferenciais, estudando a estrutura microespacial de plantas adultas, a
fenologia de floracdo em dois anos consecutivos, e testando a ocorréncia de autocorrelacdo
espacial (AE) na producdo de flores e frutos e caracteristicas fenoldgicas entre vizinhos
préximos. Foi utilizada a fungdo K de Ripley para descrever a agregacao espacial em
quatro subpopulacGes completamente mapeadas (n=990), no Parque Municipal de
Mucugé, Bahia, Brasil. Trés das subpopulacdes (Areas A, B e C) apresentam distribuicéo
contigua, porém naturalmente fragmentada, e uma com localizacdo disjunta das outras trés
(Area D). A producéo floral, inicio, duracio, fim e sincronia inter-individual no periodo de
floracdo, e a producdo de frutos nas plantas mapeadas foram avaliados mensalmente em
2004 e 2005. As areas A, B e C apresentaram menor densidade, com 0,023, 0,019, 0,015
plantas/m® e a area D, maior densidade com 0,33 plantas/m®. Agregacdo espacial foi
significativamente positiva até pelo menos 20m de cada planta individual, nas quatro areas,
com ocorréncia de manchas de agregacdo. O periodo de floracdo é unimodal ao longo do
ano, com inicio em abril, pico de individuos em antese e maximo de flores produzidas em
julho, e final em setembro. A maioria das plantas produz até 25% da capacidade floral por
vez, permanece florida entre 1 e 7 meses e exibe alta sincronia floral, porém pode alternar
periodos sem producdo de flores numa mesma temporada. Houve AE significativamente
positiva na producdo floral, inicio, duracdo e sincronia reprodutiva e também na producéo
de frutos nas primeiras classes de distancia em todas as areas, exceto area A. No nivel
individual, a apresentacdo floral se conforma com uma estratégia de floragdo prolongada,
porém a alta agregacdo entre plantas e um pico de floracdo bem marcado podem compor
um padrdo espacial de floracdo em massa, principalmente nos meses de maior producéo
floral. A AE nas caracteristicas fenoldgicas sugere a ocorréncia de uma vizinhanca
ecoldgica estruturada entre plantas proximas, que compartilham semelhangas quanto a
estratégia de floracdo. Este cenario reprodutivo permite considerar que a dindmica de
floracdo pode contribuir para a ocorréncia de cruzamentos preferenciais entre vizinhos. Por
outro lado, pode haver alternancia entre grupos de plantas reprodutivas simultaneamente ao
longo da florada e entre temporadas distintas, tanto dentro quanto entre subpopulagdes,
favorecendo um padrdo misto de fluxo génico gamético entre grupos variados de plantas

nesta populacéo.
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Introducéo

Sistemas ecologicos sdo espacialmente heterogéneos, exibem alta complexidade,
variagdo no tempo e no espaco e podem ser descritos em diferentes escalas, como no
arranjo local dos individuos ou na distribuicdo geogréafica das populacdes e das espécies. A
distribuicdo dos organismos pode se apresentar como aleatdria, uniforme ou em diferentes
niveis de agregacdo, em diferentes escalas espaciais. A interpretacdo das diferentes
estruturas espaciais e das caracteristicas genéticas e ecoldgicas associadas pode trazer
informacdes sobre a dindmica e a historia evolutiva das populagdes (Epperson 1990, 2000,
Hanski 2001, Silvertown 2001, Law et al. 2001). A diversidade dos padrdes espaciais pode
ser descrita por mapas categOricos ou por um conjunto de amostras tomadas em
localidades espaciais especificas, constituindo um conjunto de pontos a ser estudado a
partir de ferramentas da estatistica espacial (Dale 1999, Dale & Fortin 2002, Fortin et al.
2002a, 2002b, Liebhold & Gurevitch 2002, Perry et al. 2002, Wiegand & Moloney 2004,
Fortin & Dale 2005, Wiegand et al. 2006). Em plantas, diferentes distribuicbes podem
resultar da dispersdo limitada de sementes, recrutamento, competicdo intra e
interespecifica, fragmentacdo e heterogeneidade ambiental, os quais operaram em
diferentes escalas espaciais e contextos biolégicos (Epperson 1990, 2000, Kelly 1992,
Fonseca et al. 2004, Fortin & Dale 2005).

A é&rea ocupada por uma planta contém vizinhos da mesma espécie que
compreendem sua vizinhanga espacial e que, normalmente, compartilham semelhangas
genéticas e ecoldgicas (Epperson 1990, Fortin & Dale 2005). Em ecologia vegetal, um
assunto intensamente debatido trata da natureza adaptativa das diferentes estratégias de
floracdo, onde a disponibilidade floral e sincronia entre individuos podem favorecer ou
reduzir o sucesso reprodutivo das plantas, ou gerar maior ou menor freqiéncia de
cruzamentos preferenciais (Bawa 1983, de Jong et al. 1992, Ollerton & Lack 1998,
Mclntosh 2002). Poucos sdo os estudos, porém, que investigam com maior detalhamento
as relacdes dos padrbes de floragdo com aspectos microevolutivos, considerando que a
dindmica floral pode muitas vezes estar relacionada com o padrdo de fluxo gamético e a
estrutura genetica em populac6es naturais de plantas (Schmitt 1983, Kitamoto et al. 2006).

Em estudos sobre fenologia reprodutiva em determinada populacédo, é conveniente
considerar as diferentes caracteristicas no nivel populacional e individual. Em uma
abordagem individual, plantas autocompativeis que florescem durante um longo periodo,

disponibilizando poucas flores por vez, podem apresentar maiores chances de polinizacéo



15

cruzada do que plantas que apresentam curto periodo de floracdo e que produzem grande
namero de flores simultaneamente. Em uma abordagem populacional, espécies que
apresentam individuos floridos simultaneamente, com alta sincronia, poderiam apresentar
maiores chances de cruzamentos preferenciais do que espécies que apresentam plantas
florescendo assincronicamente (Frankie & Haber 1983, Bawa 1983, Zimmerman 1988,
Richards 1997).

Diversos autores sugerem que diferentes padrbes de floracdo em espécies arbdreas
tropicais podem ser ajustados por variagdes climéaticas ou interacGes bioticas, ou estar
relacionados a proximidade filogenética em um grupo de espécies (Frankie et al. 1974,
Madeira & Fernandes 1999, Bencke & Morellato 2000, Morellato et al. 2000, Talora &
Morellato 2000, San Martin-Gajardo & Morellato 2003). Estes e outros estudos indicam,
porém, que os ciclos fenolégicos em plantas sdo, de fato, mais complexos e variaveis do
que aparentam e que, muitas vezes, diferentes fatores atuam em conjunto regulando os
padrdes florais.

Considerando que a varia¢do de muitos aspectos da floracdo pode ser condicionada
ndo apenas por fatores ambientais, mas também por caracteristicas e similaridades
genéticas e ecoldgicas entre plantas proximas, esta propriedade pode ser explorada quando
se pretende investigar a estratégia de apresentacédo floral durante o periodo reprodutivo em
uma vizinhanca local. Neste contexto, deve ser ressaltado que a autocorrelacdo espacial €
uma propriedade geral nas variaveis ecoldgicas na natureza e que a estrutura espacial dos
individuos e a dependéncia das unidades amostradas podem produzir padrdes passiveis de
serem interpretados espacialmente (Legendre 1993, Sokal et al. 1998, Epperson 2000,
Fortin & Dale 2005, Wiegand et al. 2006). Para tanto, € possivel empregar ferramentas da
estatistica espacial na descri¢do da distribuicdo dos individuos reprodutivos na populagéo,
da producao floral, do tempo de floragéo e da sincronia reprodutiva entre plantas, testando
a ocorréncia de autocorrelacdo espacial nas caracteristicas fenologicas na populacdo. Num
segundo momento, estas informag6es podem servir de subsidios para se levantar hipéteses
de como o padrdo de floragdo pode contribuir para o potencial de cruzamentos
preferenciais, o nivel de endogamia e variabilidade genética em estudos multidisciplinares
em populac@es naturais de plantas (Schmitt 1983, Kitamoto et al. 2006).

Chamaecrista blanchetii (Benth.) Conc., L.P. Queiroz & G.P. Lewis é uma espécie
perene com porte arbustivo a arboéreo, caracteristica dos campos rupestres do Brasil
Central, distribuida entre afloramentos rochosos ao longo das cadeias de montanhas,

encontradas desde Minas Gerais até Pernambuco. Em uma escala regional, apresenta
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distribuicdo heterogénea com populacdes grandes e naturalmente fragmentadas
especialmente na Cadeia do Espinhaco. ObservacGes anteriores indicam que em um nivel
local, os individuos de C. blanchetii aparentemente também se distribuem de forma
variavel. Esta é uma espécie autocompativel, melitéfila e que oferece pdlen como Unico
recurso floral para os visitantes (Capitulo 2). E polinizada principalmente por operarias de
Bombus brevivillus, as quais contribuem para um espalhamento restrito de pdlen entre
plantas. Porém, estas abelhas apresentam comportamento de forrageamento variavel
guando exploram flores dispostas em areas de densidades distintas de plantas, contribuindo
para 0 aumento da amplitude de dispersdo polinica entre plantas em alta densidade floral
(Capitulo 3). O mecanismo autocorico de dispersdo apresentado pela espécie pode
contribuir para uma dispersdo limitada de sementes, favorecendo o estabelecimento de
agrupamentos locais de plantas possivelmente aparentadas, compondo uma estrutura
genética espacial pronunciada detectada por valores significativos de autocorrelacéo
espacial de gendtipos em microescala.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo compreender como a variacdo
espaco-temporal na apresentacdo de flores na populacdo pode estar relacionada a estratégia
reprodutiva desta espécie e se pode atuar como um fator facilitador de cruzamentos
preferenciais em C. blanchetii. Para tanto, procuramos investigar: (i) a estrutura espacial de
plantas adultas em microescala; (ii) a variacdo individual e populacional de parametros
fenoldgicos de floragdo em dois anos consecutivos; e (iii) verificar se a producéo de flores,
producdo de frutos e caracteristicas fenoldgicas como inicio, duracdo, sincronia e fim de
floracao se apresentam distribuidas aleatoriamente na populacgéo, ou alternativamente, se as
variaveis estudadas apresentam-se em uma vizinhanga ecologica estruturada em
microescala. Os resultados sdo discutidos em relacdo aos padrdes de variabilidade e
estrutura genética detectados neste mesmo conjunto de plantas, considerando possiveis
relacdes da dinamica floral com os niveis de endogamia e fluxo génico gamético neste

sistema.

Material e Métodos

Area de estudo

O trabalho foi conduzido no Parque Municipal de Mucugé, estado da Bahia, nordeste
do Brasil. O municipio de Mucugé esta localizado na Serra do Sincord, situado entre 10°
43’ e 14° 20’S e 40°40° e 43°00°’W, na regido central do macico da Chapada Diamantina,
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constituindo a por¢do baiana da Cadeia do Espinhaco (Harley 1995). O clima da regido €
do tipo mesotérmico Cwb na classificacdo de Koppen (1948), onde a temperatura média
ndo ultrapassa 22°C nos meses mais quentes (entre outubro e fevereiro) e se mantém em
torno de 18°C nos meses mais frescos (entre maio e setembro). A pluviosidade média anual
varia entre 830 e 1.190 mm, sendo registrado, em algumas areas, dois periodos de chuva
durante 0 ano, com maximas no verdo entre novembro e janeiro e com segundo pico de
precipitacdo entre marco e abril. Embora durante o inverno sejam registrados os menores
indices pluviométricos, podem ocorrer precipitacdes durante 0s meses secos. Assim como
em todo o Nordeste do Brasil, a regido da Chapada Diamantina apresenta forte
instabilidade climatica, tendo como caracteristica marcante a alternancia de anos de secas e
de chuvas mais abundantes, em ciclos que duram aproximadamente uma década (Harley
1995).

Em toda a extensdo da Chapada Diamantina, dominando a paisagem acima de 900m,
a vegetacdo € tipica dos campos rupestres, com predominancia do estrato herbaceo-
arbustivo e com locais de vegetacdo arborea desenvolvida. De acordo com os gradientes
altitudinais, edaficos e microclimaticos, podem ser encontrados também outros tipos de
vegetacdo, entre eles o cerrado e a caatinga (entre 800 e 1.000m) e as matas Umidas que
acompanham as linhas de drenagem e rios (Giulietti et al. 1996). A maior parte das
montanhas da Chapada Diamantina foram originadas das elevacdes do Escudo Cristalino
Brasileiro, sendo compostas principalmente de rochas de arenitos antigos do periodo Pré-
Cambriano (Harley 1995). Desta forma, muitas das rochas e depdsitos encontrados
atualmente na regido derivam de arenitos acidiferos com baixo teor de nutrientes. Entre as
fendas de rochas nuas sdo encontrados solos incipientes de pouca profundidade formados
por camadas de areia grossa e de humus oriundo da decomposi¢do vegetal (Concei¢do &
Giulietti 2002, Conceicdo & Pirani 2005).

Dentro dos limites do Parque Municipal de Mucugé, sdo encontradas areas com
diferentes tipos de solo, que variam desde vastos platds de rochas até areas acidentadas
com solo lateritico, formando os campos gerais em altitudes acima de 1.000m. Neste
mosaico de estrutura edafica se estabelece um cenério de micropaisagens floristicamente
relacionadas, porém fisionomicamente diversas, compondo um padrdo semelhante ao
reportado para outras areas na Chapada Diamantina (Conceicdo & Pirani 2005). Neste
ambiente, sdo encontradas manchas de Chamaecrista blanchetii, que variam de
agrupamentos numerosos a plantas isoladas na paisagem, ocupando &reas tanto de solo

pedregoso como arenoso, proximas ou afastadas dos cursos dos rios. As plantas adultas
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apresentam arquitetura variavel, sendo encontradas tanto plantas com caules em eixo
principal e ramificacdo apenas na porcdo apical, quanto plantas com caules ramificados
desde a base. Os individuos apresentam habito de aspecto arbustivo a arbéreo, sendo
encontrados individuos reprodutivos com alturas entre 1 e 6m e copas com diametro

variando entre 0,5 a 3m.

Estrutura espacial

Foram escolhidas quatro areas de ocorréncia de Chamaecrista blanchetii, com
densidades populacionais visualmente distintas, dentro das quais todas as plantas adultas
(reprodutivas) foram numeradas e mapeadas (Figura 1). As areas A, B e C compdem as
subpopulacdes de baixa densidade e formam uma subpopulacdo maior, porém,
naturalmente fragmentada. A area A esta localizada de forma adjacente as areas B e C,
distante cerca 100m e separada destas duas pelo rio Piabinha. As areas B e C sdo
subpopulacdes justapostas separadas entre si por platés de rochas nuas e areas cobertas por
vegetacdo herbacea a arbustiva. Estas subpopulacdes estdo localizadas em formacéo tipica
dos ambientes rochosos da regido, onde séo reconhecidos os habitats de vala, afloramento
e entremeio, conforme Conceicdo & Pirani (2005). A area D constitui uma subpopulacdo
de alta densidade e disjunta das outras trés em cerca 950m, localizada em terreno arenoso,
plano, com vegetacdo arbustiva a arbdrea desenvolvida e recortada por pequenos
afloramentos rochosos.

A localizacdo de cada planta foi feita a partir de triangulagcdo utilizando pares de
pontos com distancias conhecidas. A distancia entre cada planta e os dois pontos mais
proximos foi obtida em campo com o uso de trena. Para mapear todas as plantas marcadas
dentro das quatro areas foi necessaria a utilizacdo de 26 pares de pontos fixos que tiveram
suas coordenadas geogréficas obtidas com GPS geodésico Pro XR Trimble, com acurécia
aproximada de 30 cm. Os mapas de distribuicdo foram confeccionados com o programa
ArcView® GIS 3.3 (ESRI 2002), com coordenadas em UTM, a partir dos quais foram
feitos mapas tematicos que auxiliaram a interpretacdo da variacdo espacial dos individuos e
da producéo de flores na populacéo.

Para a descricdo do padréo de distribuicdo das plantas, foi feita analise espacial de
segunda ordem com a funcdo K de Ripley (1977), que consiste em uma funcdo de
probabilidade cumulativa de densidade baseada na variancia das distancias entre todas as
plantas, e que permite caracterizar padrdes de distribuicdo em duas dimensdes. Assumindo

as premissas de homogeneidade e anisotropia, o valor de A(K) € o nimero esperado de
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vizinhos em um circulo de raio t em qualquer ponto (planta) no espaco, tendo sido utilizada

uma simplificacdo desta fun¢do denominada funcdo L (Besag 1977) definida por:
L(t)= K—(t)it 1)
T

Considerando uma distribuicdo espacial completamente aleatéria (DECA), €
esperado o valor L(t) = 0; se dentro de uma distancia t de qualquer ponto séo encontrados
menos vizinhos do que o esperado em DECA, entdo L(t) < 0; e se um nimero maior de
vizinhos esperados em DECA for encontrado, entdo L(t) > 0. As analises foram conduzidas
em intervalos de distancia de t = 1m. Para a corre¢do do efeito de borda e céalculo do
intervalo de confiangca para parcelas de contorno irregular utilizou-se o software
Programita (Wiegand & Moloney 2004). Para a obtencdo do intervalo de confianca foi
seguida a recomendacdo de se usar simulacdes de Monte Carlo em um modelo nulo
conforme um processo estocéstico, calculando o intervalo de confiangca em torno do
modelo nulo. Cada simulagdo gera uma funcdo L(t) e, posteriormente, cerca de
n/(n+1)x100% intervalos de confianca séo calculados a partir do maior e do menor valor de
L(t) tomados de n simulacBGes. Deste modo, para obtencdo do intervalo de confianca de
95% para parcelas com contorno irregular, como neste estudo, ndo necessarios 19

simulacdes (Wiegand & Moloney 2004).

Fenologia de floracdo e frutificacdo

A fenologia de floracéo foi estudada através do acompanhamento mensal de todas as
plantas entre setembro de 2003 e outubro de 2005, num total de 27 meses, abrangendo 2
periodos completos de floracdo, tendo sido incluidos nas analises somente 0s meses em
que houve floracdo nos anos de 2004 e 2005. A producdo total frutos por planta foi
quantificada em novembro de 2004 e de 2005, ap6s a maturacdo dos ultimos frutos
formados.

Considerando que o somatdrio de botdes, flores em antese, flores fenecidas e frutos
representam 100% do potencial de producdo floral de uma planta, cada individuo foi
classificado quanto a intensidade de floracdo no dia do censo, em cinco categorias: 0
(auséncia total de flores), 1 (de 1 a 25% de flores em antese), 2 (de 26 a 50%), 3 (de 51 a
75%) e 4 (de 76 a 100%). Simultaneamente foi estimado o total de flores abertas no
momento do censo, contando o numero de inflorescéncias com flores por individuo,
considerando que em média foram encontradas cinco flores em antese simultaneamente

por inflorescéncia.



20

As caracteristicas fenoldgicas de floracdo da populacdo foram determinadas a partir
das médias dos seguintes parametros avaliados por planta: (1) nimero total de flores
produzidas nos dias dos censos durante o periodo de floracdo; (2) inicio do periodo de
floracdo; (3) fim do periodo de floracdo; (4) duracéo do periodo de floracdo, considerando
o intervalo entre 0 més de inicio e de fim de producdo de flores; (5) sincronia dos
individuos na producéo floral.

A sincronia individual indica o periodo de sobreposicéo da floracdo de um individuo
em relacdo aos demais na mesma populacdo, e a sincronia da populagdo é uma média
composta pelo total de sobreposicdo de cada individuo em relacdo aos demais seguindo a
formula (Marquis 1988):

_ Z X |, (2)
SM - = n pt
t=

2 X,

t=0
onde,
X; € 0 nimero de flores registradas em um dado censo (t), n € o numero total de censos e px
é a propor¢do de plantas em antese no censo t. Uma vez que a maior parte das plantas
adultas produziu mais de 30 flores em cada periodo, foram excluidas da analise aquelas
que produziram menos de 10 flores (incluindo aquelas que nunca floresceram), na tentativa

de diminuir o viés nas medidas de sincronia.

Autocorrelacdo espacial

As andlises de autocorrelacdo espacial (AE) foram empregadas nas cinco variaveis
fenoldgicas de floracdo e na producdo de frutos, a partir de correlogramas utilizando o
indice | de Moran (1950). Este indice apresenta amplitude de +1 a -1, e 0s correlogramas
ilustram a autocorrelagdo para diferentes classes de distancia, sendo possivel avaliar o
efeito da proximidade entre conjuntos de pares de amostras. Os conjuntos de pares
observados foram divididos em 20 classes de distancia com 3m de extenséo, incluindo no
minimo 30 pares de pontos em todas as classes de distancia (Legendre & Legendre 1998).
Neste estudo, foram utilizadas classes de distancias de intervalos iguais, uma vez que o
conjunto de pontos (distribuicdo das plantas) apresenta agregacédo espacial, pelo menos nos
20 primeiros metros de distancia. Caso a recomendacdo de Dutilleul & Legendre (1993)
para utilizacdo de classes de freqiiéncias iguais fosse utilizada neste estudo, teriam sido

geradas classes de distancia com dimensdes extremamente diferentes.
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Uma vez que a duracéo e a sincronia da floragdo sao fortemente relacionadas com o
numero total de flores produzidas (Almeida-Neto & Lewinsohn 2004), foram consideradas
apenas as plantas que produziram mais de nove flores para a conducdo das andlises de
autocorrelacdo para essas duas variaveis. Caso essa selecdo ndo seja feita, a autocorrelacdo
da duracdo e sincronia tendera a ser similar a autocorrelacdo do namero total de flores.
Neste caso, a autocorrelacdo ndo pode ser interpretada como conseqiiéncia de nenhum
outro fator além do préprio efeito da producéo floral.

Os correlogramas das variaveis mapeadas e 0s testes exatos de Monte Carlo para
cada classe de distancia foram feitos a partir do suplemento ROOKCASE para Excel®
(Sawada 1999). A significancia dos valores de autocorrelacdo espacial para cada intervalo
de distancia foi testada aplicando-se a corre¢do progressiva de Bonferroni (Legendre &
Legendre 1998, Fortin & Dale 2005), sendo apresentados os resultados para as quatro

primeiras classes de distancia.

Resultados

Distribuicéo

A é4rea A apresenta extensdo de 10.365m? e incluiu 240 individuos; a area B,
8.412m? e 157 individuos; a &rea C, 9.359m? e 143 individuos; e a area D, 1.372m? e 450
individuos, totalizando 990 plantas distribuidas em 29.507 m® Entre as quatro areas
mapeadas, as areas A, B e C, de menor densidade, apresentaram 0,023, 0,019, 0,015
plantas/m?, respectivamente, e a area D, de maior densidade, apresentou 0,33 plantas/m>. A
partir da analise espacial de segunda ordem foi detectado padrdo agregado com valores
positivos significativos até pelo menos 20m de cada planta individual, nas quatro areas
(Figura 2). Nas classes de distancia em torno de 10m, nas areas A e C foram detectados
valores de L(t) superiores aos valores encontrados nas demais areas nas mesmas classes de
distancia, indicando agrupamento pronunciado de individuos em manchas delimitadas
dentro das &reas mencionadas. Em cada uma das areas, os maiores valores de agregacdo

foram detectados em torno dos 20 metros.

Fenologia de floracdo

O periodo de floracdo de Chamaecrista blanchetii apresentou uma distribuicdo
unimodal ao longo do ano, com inicio no final de abril/comecgo de maio, pico de individuos

em antese e maximo de flores produzidas no més de julho, e final do periodo reprodutivo
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entre agosto e setembro (Figura 3). O numero de plantas reprodutivas dentro de cada area
ao longo da florada foi similar entre as duas temporadas, sendo registrados no pico da
florada, no dia do censo: na area A, cerca de 65% em 2004 e 50% em 2005 das plantas
adultas em flor; na &rea B, 86% em 2004 e 64% em 2005; na area C, 75% nos dois anos; e
na area D 78% em 2004 e 88% em 2005. No pico da florada, houve reducédo de cerca de
50% no numero de flores produzidas, no dia do censo, nas areas A e B de 2004 para 2005.
Nas areas C e D o numero de flores produzidas no dia do censo, em julho, foi similar entre
os anos. Na area D, foi registrada uma producgdo floral 60% maior em junho de 2005,
considerando a producéo de flores no dia do censo no mesmo periodo de 2004.

A proporcao de individuos distribuidos entre as classes de intensidade de floracéo foi
semelhante em cada més entre as areas (Figura 4). Durante os dois periodos, a maior parte
dos individuos floridos foi classificada na categoria 1 (1-25% de flores em antese), no dia
do censo, inclusive no pico da florada, com mais de 40% dos individuos classificados nesta
categoria em todas as areas e nos dois anos, exceto na area A em 2004. Foram registradas
plantas com intensidade de floracdo nas classes 3 (51-75% de flores em antese) e 4 (76-
100% de flores em antese) apenas no pico da florada.

Foi verificada uma pronunciada variacdo no padrao fenoldgico entre as plantas para
todas as variaveis estudadas (Tabela 1). Considerando o somatério das flores produzidas
nos dias dos censos, a média e a amplitude de producdo floral por planta foram maiores na
area B, porém diferentes entre os anos, com 72+80,2 e 53,22+53,62 flores produzidas por
planta em 2004 e 2005, respectivamente; e menor na area D, com valores similares entre os
anos, com 27,17+25,7 em 2004 e 29,63+33,18 em 2005. O tempo de duracdo desta
fenofase foi maior na area B, com plantas permanecendo floridas, em média 2,5+1,23
meses em 2004 e 2,98+0,97 em 2005, e menor na area D, com duracdo de 1,96+0,96 e
1,66+0,81 meses em 2004 e 2005, respectivamente. O inicio do periodo de floracdo
aparentou ser mais tardio na area C onde os primeiros individuos floridos foram
registrados a partir de maio (terceiro més do periodo reprodutivo) nos dois anos de estudo,
assim como na area D em 2005. Houve uma sincronia média entre individuos na
populacdo, variando entre 0,64+0,22 e 0,8+0,15 entre as areas e entre 0S anos, com
menores valores registrados na area A, tanto em 2004 quanto em 2005. Houve diminuicao
significativa na producdo de frutos entre os anos nas areas A e B, com producdo total
estimada de 6.105 e 10.837 frutos, respectivamente, em 2004, e quase a metade destes
valores em 2005. Na area B, as plantas produziram em média 84,23+92,19 e 38,95+36,6

frutos em 2004 e 2005, respectivamente.
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Vizinhanca ecoldgica

As cinco variaveis fenoldgicas de floracdo e a producdo de frutos em Chamaecrista
blanchetii apresentaram algum grau de autocorrelacdo espacial (AE) na primeira classe de
distancia (3 metros), em pelo menos uma das quatro reas em um dos dois anos de estudo,
sendo apresentados os resultados resumidos das quatro primeiras classes de distancia na
Tabela 2. Dentre as areas de menor densidade populacional, a area A apresentou
distribuicdo aleatoria em quase todos os parametros florais, nos quatro primeiros intervalos
de distancia, tendo sido detectada AE significativamente positiva apenas na sincronia em
2004 e no inicio da floragcdo em 2005 entre vizinhos a menos de 3m. Nesta area, houve AE
positiva significativa na producdo de frutos entre vizinhos até 9m. As demais areas de
menor densidade (areas B e C) apresentaram AE significativamente positiva em todos 0s
pardmetros florais em pelo menos um dos quatro primeiros intervalos entre vizinhos nos
dois anos, com excecdo na producao de flores na area C em 2004 e no fim da floragdo em
2005, em ambas as areas. Nestas duas areas, houve AE significativamente positiva na
producdo de frutos entre vizinhos a menos de 3m. A area D, de maior densidade
populacional, apresentou valores de AE significativamente positiva em todos os
parametros florais e na producédo de frutos, com valores significativos nas duas primeiras
classes de distancia, exceto no fim da floracdo nos dois anos. Os correlogramas das
analises de AE até os intervalos de distancia de 60m, empregadas em todos 0s parametros
florais e producéo de frutos avaliados nas quatro &reas e nos dois anos, sdo apresentados no

Anexo 1.

Discussao

Estrutura espacial

Em diferentes abordagens ecologicas, o arranjo espacial das plantas pode ser
determinado por pressdes seletivas de fatores microambientais, modo de reproducédo e
dispersdo limitada dos propagulos (Ohsawa et al. 1993, Epperson 1990, 2000, Fonseca et
al. 2004, Conceigdo & Pirani 2005). Nos campos rupestres da Chapada Diamantina, a
contigiiidade dos diferentes tipos de solos, distintos quanto a composi¢do, profundidade e
capacidade de retencdo de umidade, compde estruturas de habitats complexos que
caracterizam a fragmentacdo ambiental nas montanhas desta regido, incluindo o Parque
Municipal de Mucugé (Conceigdo & Giulietti 2002, Conceicdo & Pirani 2005). E esperado

que o padrdo da distribuicdo espacial de Chamaecrista blanchetii esteja relacionado a esta
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heterogeneidade ecologica, favorecendo o estabelecimento local de manchas amplas com
diferencas pronunciadas quanto a densidade entre elas, e diferentes niveis de agregacao em
microescala dentro de &reas mais restritas. E possivel considerar ainda que em &reas
compostas de solo arenoso, plano e com maior profundidade, como na &rea D, seja
possivel o recrutamento e estabelecimento de um maior nimero de plantas, se comparada
com as demais areas. Estas areas de menor densidade, em especial as areas A e B, ocupam
um ambiente tipico das areas rochosas dos campos rupestres, recortado por extensos platés
de pedras, onde sdo facilmente reconhecidos os trés principais habitats descritos nestas
areas rochosas na Chapada Diamantina: os afloramentos, entremeios e valas (Conceicdo &
Pirani 2005).

Neste contexto, € possivel supor que o padrdo fortemente agregado em pequenas
distancias, em torno de 5m, e em manchas mais amplas, em torno de 20m, como descrito
nas areas A e B, seja devido ao estabelecimento restrito das plantas aos habitats de vala,
onde had a formacdo de solos com maior acumulo de matéria organica. Esta sugestdo €
fortalecida pela auséncia de individuos de C. blanchetii em habitats de afloramento e
entremeio, conformando com o padrdo estrutural descrito para comunidade de plantas
rupestres, onde o estabelecimento de fanerdfitas € comumente restrito aos habitats de vala,
0S quais abrigam também a maior diversidade de espécies nestes ambientes em escala
microespacial (Concei¢cdo & Pirani 2005). Neste caso, a dispersao de sementes limitada a
poucos metros da planta mde em C. blanchetii (Capitulo 3) reforca a estruturagdo
marcadamente heterogénea em microescala, com agrupamentos de plantas possivelmente
aparentadas a poucos metros de distdncia, que podem compor uma Vizinhanca

ecologicamente estruturada.

Fenologia de floracdo

Diferentes caracteristicas fenoldgicas, como producéo floral, duracdo e sincronia,
podem variar em termos individuais e populacionais, gerando padrdes complexos no
periodo reprodutivo. Tais padrbes podem se apresentar como resultado de pressdes
seletivas da disponibilidade de polinizadores, condigdes microclimaticas ou devido as
similaridades genotipicas de plantas proximas (Pleasants 1980, Campbell & Motten 1985,
Strauss 1997, Mclntosh 2002, Mohoro 2002, Ramirez 2002). Diferentes estratégias
fenolégicas, onde as flores sdo disponibilizadas simultaneamente (em massa) ou
pontualmente em floradas prolongadas, podem afetar o padréo de espalhamento dos graos

de polen entre individuos ferteis, com possiveis implicacdes nos niveis de endogamia
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experimentados pela populacdo (Marquis 1988, de Jong et al. 1992, Ohsawa et al. 1993,
Schmitt 1983, Kitamoto et al. 2006).

Estudos fenolégicos em espécies lenhosas de Leguminosae apontam para uma
grande variagdo nos padrbes de producdo floral, na extensdo do periodo de floragdo e na
sazonalidade na familia (Madeira & Fernandes 1999, Bulhdo & Figueiredo 2002). Em
especies simpatricas de Chamaecrista em ambiente rupestre, sdo reportados padrdes de
floracdo variaveis entre espécies ocorrentes em uma darea restrita e climaticamente
constante, onde aspectos filogenéticos e relativos ao habito podem estar relacionados as
caracteristicas fenoldgicas de diferentes espécies estudadas (Madeira & Fernandes 1999).

Em Chamaecrista blanchetii, os principais parametros fenolégicos podem variar
entre subpopulacdes e/ou entres temporadas, aparentando existir uma dindmica complexa
de apresentacdo floral em periodos reprodutivos sucessivos. Em termos populacionais, a
diminuicdo no total de flores produzidas entre os anos nas areas A e B, mas com nimero
constante de plantas florescendo, sugere haver um comportamento similar entre plantas na
mesma subpopulacdo, porém exibindo comportamento distinto entre subpopulacdes.

Em termos individuais, as plantas mantém a producdo floral por dias consecutivos,
num periodo que pode durar de um a sete meses, ao longo dos quais muitos individuos
podem constantemente passar por intervalos de auséncia total de producdo de flores e
retomar a producao floral no mesmo ano. Neste caso, € possivel que a alta sincronia média
inter-individual seja um padréo resultante da sobreposicdo da producéo de flores entre um
dado individuo e outros que se alternam na populacdo ao longo da temporada.
Provavelmente, uma dada planta pode iniciar seu periodo reprodutivo em sincronia com
um grupo de plantas e finaliza-lo em sincronia com outro distinto, e na préxima temporada,
esta combinacdo pode também ser alterada, caracterizando uma estratégia de apresentacdo
floral prolongada e variavel ao longo do periodo reprodutivo. Por outro lado, dada a alta
agregacdo espacial de plantas, a ocorréncia de um pico de floragdo bem marcado, com
cerca de 80% da populacédo em flor, pode compor um cenério de producao floral em massa
e em diferentes niveis de agregacéo local.

Assim como em outras espécies, é provavel que a variacao na producao floral em C.
blachetii promova mudancgas ou variacdes no comportamento dos polinizadores para a
busca de recursos, trazendo consequéncias para 0s padrdes reprodutivos na populacdo
mediando o fluxo polinico entre plantas (Capitulo 3, Schmitt 1983, Cressewell 1997,
Kitamoto et al. 2006). Neste caso, é esperado que varia¢cdes na duracdo e sincronia de

floracdo possam aumentar as chances de reproducdo cruzada entre grupos distintos na
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mesma temporada ou em temporadas sucessivas (de Jong et al. 1992, Ramirez 2002). Em
Linanthus bicolor, uma espécie herbacea anual, foi verificado que o pdlen pode ser
disperso a distancias maiores entre plantas no inicio da floracdo quando as flores estdo
disponiveis em baixa densidade, e pode ser mais restrito no pico da florada quando
polinizador mantém suas atividades em areas de maior concentracdo de plantas e flores
(Schmitt 1983).

Espécies autocompativeis, como Chamaecrista blanchetii (Capitulo 2), podem ser
favorecidas por floragdo em massa, aumentando as taxas de transferéncia polinica, porém
mais frequentemente entre flores da mesma planta ou entre vizinhos. Para espécies como
essas, 0 balango entre o efeito positivo da polinizacdo e os efeitos negativos da diminuicéo
da transferéncia de pdlen entre plantas pode representar, de qualquer forma, a vantagem
seletiva de produzir mais flores ao mesmo tempo (Frankie & Haber 1983, de Jong et al.
1992, 1993, Richards 1997, Ramirez 2002).

Com base nos padrdes de voo do polinizador e espalhamento polinico na populacao,
é estimado que um sistema misto de polinizacdo seja 0 mais provavel de ocorrer nesta
populacdo (Capitulo 3). Neste caso, a floragdo em massa em pequena escala espacial,
favorecendo o aumento das taxas de endogamia, pode ainda ser compensada pela presenca
e manutencdo de alelos recessivos deletérios na populacdo, levando a depresséo
endogamica. Esta sugestdo deriva da alta taxa de aborto detectada em estagios iniciais de
desenvolvimento de individuos gerados por autopolinizacdo experimental, indicando haver
restricdo da proporcao destes individuos repostos na populacdo (Capitulo 2), muito embora

essa estratégia possa representar aumento da perda polinica e principalmente de évulos.

Vizinhanca ecoldgica

Devido a caracteristica auséncia de mobilidade do individuo adulto, o deslocamento
de seus alelos dentro da populacdo traz profundas conseqiiéncias para a biologia das
plantas através de processos seletivos complexos que variam espago-temporalmente. A
vizinhanca ecoldgica em uma populacdo é normalmente composta por plantas relacionadas
entre si que compartilham semelhancas genéticas e padrbes ecoldgicos (Fenster 1991,
Kelly 1992, Ohsawa et al. 1993, Epperson 2000, Law 2001, Silvertown 2001). Neste
sentido, os efeitos da variacdo dos padrdes fenoldgicos de floracdo na distancia da
dispersdo polinica podem trazer conseqiiéncias para a estrutura genética espacial (Schmitt
1983, Loveless and Hamrick, 1984). Associando informacOes da fenologia de floracdo,

padrdo atual de cruzamentos e testes de paternidade na prole, Kitamoto et al. (2006)
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demonstraram que a distancia do fluxo polinico e o nivel de endogamia na proxima
geracdo podem ser alterados pela variacao fenoldgica em Primula sieboldii. Estes autores
sugeriram que a avaliacdo na dindmica de floracdo numa determinada populacdo deve ser
considerada fundamental na interpretacdo dos padrdes de estrutura genética espacial em
populagdes naturais.

Em Chamaecrista blanchetii, a autocorrelacdo espacial positiva na producdo total de
flores e frutos, duracdo e inicio da florada e sincronia entre individuos em pequenas classes
de distancias sugere que vizinhos proximos apresentam estratégias de floragdo
semelhantes. Neste caso, consideramos que a hipdtese de uma estruturacdo dos padrdes
fenoldgicos e de frutificagdo em uma vizinhangca ecologica significativa, resultante da
similaridade genética entre vizinhos proximos, é a mais plausivel. Esta hipotese decorre
dos padrdes de autocorrelagdo espacial detectados também para diversos locos
aloenzimaticos e relagdes de coancestralidade entre vizinhos distantes menos de 10m
(Capitulo 4). A baixa amplitude de dispersao de sementes e a limitada dispersdo de polen
promovida pelo polinizador, ambas levando a um reduzido tamanho da vizinhanga genética
na populagdo (Capitulo 3), corroboram o argumento de ocorréncia de agrupamentos de
plantas aparentadas, que muito provavelmente compartilham necessidades em termos de
requerimentos ecoldgicos em microescala e semelhancgas nos padrdes de floracdo. Neste
contexto, a similaridade nas caracteristicas de floracdo entre vizinhos pode atuar como um
fator facilitador de cruzamentos preferenciais em microescala entre plantas aparentadas,
contribuindo para 0 aumento da endogamia e estruturacdo genética local.

O cenéario espacial reprodutivo apresentado por C. blanchetii em dois anos
consecutivos pode conformar com aspectos geradores de um alto nivel de endogamia e
fluxo génico restrito em familias genéticas locais, gerando estrutura genética espacial
pronunciada. Por outro lado, variagbes no numero de flores produzidas e demais
caracteristicas fenoldgicas como inicio e sincronia entre plantas, entre as temporadas, pode
contribuir para cruzamentos preferenciais entre individuos distintos em cada floracéo.
Neste caso, 0 banco de sementes formado e o conjunto de individuos recrutados a cada
geracdo podem ser resultados de um pool génico misto que acumula a variabilidade

genética gerada a cada estacéo.
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Tabela 1: Caracteristicas fenologicas e indice de sincronia de Marquis (Sw) para quatro
subpopulacdes de Chamaecrista blanchetii entre mar¢co e setembro em dois anos
consecutivos, no Parque Municipal de Mucugé. Valores apresentados como médiatdesvio
padrdo (minimo-méximo) e meses de floracdo codificados de 1 (mar¢o) a 7 (setembro).

2004 N* 2005 N*

Area A
Ne° total de flores 46,89+58,32 (1-320) 188 33,62+36,56 (1-165) 166
Duracéo (meses) 1,94+0,94 (1-5) 148 1,78+0,95 (1-7) 125
Inicio (més) 4,12+0,84 (1-6) 188 4,38+0,93 (1-7) 166
Fim (més) 5,06+0,8 (1-7) 188 5,16+0,69 (3-7) 166
Sw 0,66+0,17 (0,01-0,80) 148 0,64+0,22 (0,04-0,85) 125
N° de frutos  39,9+44,6 (1-300) 153 26,54+36,33 (1-180) 134

Area B
N° total de flores  72,5+80,32 (1-430) 141 53,22453,62 (1-350) 135
Duragdo (meses) 2,5+1,23 (1-7) 120 2,98+0,97 (2-6) 104
Inicio (més) 3,77+0,96 (1-6) 141 3,11+0,85 (1-5) 135
Fim (més) 5,27+0,72 (2-7) 141 5,9+0,74 (3-7) 135
Sw 0,840,15 (0,06-0,94) 120 0,66+0,17 (0,17-0,82) 104
N° de frutos  84,23+92,19 (1-500) 123  38,95+36,6 (1-190) 104

Area C
N° total de flores  44,6+48,62 (1-305) 122 33,49+39,07 (1-250) 117
Duracédo (meses) 2,15+1,12 (1-5) 104 1,71+0,8 (1-4) 93
Inicio (més) 3,89+0,93 (2-6) 122 4,39+0,64 (3-6) 117
Fim(més)  5,04+0,78 (3-7) 122 5,1+0,62 (4-7) 117
Sw 0,68+0,18 (0,13-0,87) 104 0,7+0,18 (0,17-0,85) 93
N° de frutos ~ 64+75,05 (1-500) 100 48,65+44,25 (5-200) 89

Area D
N° total de flores  27,17+25,7 (1-178) 375 29,63+33,18 (1-320) 419
Duracao (meses) 1,96+0,96 (1-5) 288 1,66+0,81 (1-5) 345

Inicio (més) 4,07+0,83 (1-6) 375 4,39+0,71 (3-5)

Fim (més) 5,03+0,62 (3-7) 375 5,05+0,52 (3-7) 419
Sw 0,72+0,18 (0,08-0,89) 288 0,74+0,21 (0,11-0,92) 345
N° de frutos  29,34+38,93 (1-350) 348  30+38,02 (1-200) 267

sincronia (Sw).

* Plantas que produziram nove flores ou menos foram excluidas das andlises de duracéo e
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Tabela 2: Autocorrelagdo espacial nas caracteristicas fenologicas de floracdo e producdo de frutos de Chamaecrista blanchetii nas quatro
subpopulacdes de uma populacdo de Chamaecrista blanchetii, no Parque Municipal de Mucugé, em 2004 e 2005. Valores marcados com
asterisco indicam indice de autocorrelacdo espacial de Moran (1950) significativos a partir de teste exato de Monte Carlo, apds correcdo

progressiva de Bonferroni.

2004 2005
0-3m 3-6m 6-9m 9-12m 0-3m 3-6m 6-9m 9-12m
Area A
N° total de 0,077 0,059 -0,104 0,020 0,097 0,005 0,075 -0,090
Duracdo 0,041 -0,062 0,009 -0,057 0,137 0,017 -0,03 0,015
Inicio (més) 0,094 0,014 -0,041 0,017 0,290* -0,02 0,06 0,05
Fim (més) -0,009 0,026 -0,025 -0,04 -0,001 0,021 0,116 0,034
Sw 0,285* -0,047 0,085 0,029 -0,001 -0,016 -0,020 -0,074
N° de frutos  -0,025 -0,021 0,043 0,031 0,474* 0,293* 0,217* 0,121
Area B
Ne° total de  0,147* 0,259* 0,056 -0,003 0,357* 0,101 0,132 -0,005
Duracdo 0,113 0,217* 0,25* 0,187 0,477* 0,193* 0,09 -0,01
Inicio (més)  0,303* 0,03 0,105 0,14 0,477* 0,2793* 0,157* 0,176
Fim (més) 0,14* 0,225* 0,127* -0,004 0,052 0,031 0,046 0,011
Sw -0,165 0,286* 0,096 0,148 0,198* -0,014 -0,091 0,0003
N° de frutos 0,324* 0,184* 0,207* -0,05 0,357* 0,064 0,069 -0,097
Area C
N° total de 0,008 -0,042 -0,025 0,071 0,128* 0,107* 0,069 0,05

Duragdo 0,125* 0,164 -0,077 0,054 0,111 0,253* 0,3* 0,279



Continuacéo da Tabela 2.

2004 2005

0-3m 3-6m 6-9m 9-12m 0-3m 3-6m 6-9m 9-12m

Fim (més) 0,152 0,189* 0,169 0,183 0,002 0,011 0,082 0,19
Sw  0,226* -0,046 0,189 0,067 0,283* 0,214* -0,061 0,119
N° de frutos 0,233* 0,079 -0,019 -0,053 0,304* 0,055 0,016 -0,044

Area D

N° total de  0,130* 0,04* 0,038 -0,012 0,227* 0,091* 0,081 0,06
Duracdo  0,209* 0,146* 0,102* 0,021 0,104* 0,074* 0,071* 0,005
Inicio (més)  0,189* 0,114* 0,073 0,002 0,156* 0,104* 0,084 0,012
Fim (més) 0,013 -0,012 0,006 -0,004 0,033 0,023 0,009 0,011
Sw  0,198* 0,166* 0,100* 0,018 0,160* 0,104* 0,089* 0,010
N° de frutos 0,129* 0,028* -0,0156 -0,005 0,131* 0,062* 0,022* -0,016
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Figura 1: Mapa de localizacdo das quatro subpopulacdes de Chamaecrista blanchetii no
Parque Municipal de Mucugé, Bahia, Brasil, indicando os individuos adultos (pontos)

ocorrentes nas areas mapeadas.
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Anexo 1: Andlises de autocorrelacdo espacial nos atributos fenoldgicos de floracdo e

producdo de frutos nas quatro areas, nos dois anos de estudo. Circulos cheios nos

correlogramas representam valores significativos a partir de teste exato de Monte Carlo,

apos corregdo progressiva de Bonferroni.
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CAPITULO 2

Polinizacdo em ricochete e biologia reprodutiva de Chamaecrista
blanchetii (Leguminosae, Caesalpinioideae), no Parque Municipal

de Mucugé, Chapada Diamantina, Brasil
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Resumo

Estudos sobre o sistema de polinizacdo, biologia floral e reprodutiva em Chamaecrista
blanchetii foram realizados com o objetivo de avaliar quem sdo os polinizadores, como
acessam 0 recurso e como as estruturas florais promovem o movimento do pdlen dentro da
flor e o contato do polen e estigma com o corpo do polinizador; e se existe reducdo no
namero de sementes bem formadas originadas por autocruzamentos ou cruzamentos entre
vizinhos espacialmente proximos, nas primeiras fases do desenvolvimento da planta. O
estudo foi feito durante o periodo de floracdo (maio a agosto) em 2004, no municipio de
Mucugé, Bahia, Brasil. Esta espécie apresenta flores amarelas, hermafroditas, pentdmeras,
assimétricas, com uma pétala falcada voltada para as anteras poricidas, que emitem um
odor suave, sdo enantiostilicas, homogamicas e possuem alta viabilidade polinica (92%). E
polinizada preponderantemente por operarias de Bombus brevivillus (88,7% das visitas,
n=318). Os polinizadores pousam na flor, sobre as anteras, se seguram com as garras na
base das pétalas e realizam movimentos vibratorios das anteras. Parte do pdlen liberado
forma uma “nuvem” dentro da camara floral, com maior parte dos grdos depositada na
regido ventral do torax, abdémen e pernas, e a menor parte refletida pela pétala falcada
para a regido dorsal do torax, o local de contato com o estigma. Parte deste polen é
removida em comportamento de limpeza eficiente, restando uma estreita faixa na regido
mediana do dorso suficiente para a polinizagdo nos dois morfos, sendo a enantiostilia
aparentemente pouco eficiente na restricdo da polinizacdo intramorfo. Em autopolinizagdes
e polinizagdes cruzadas experimentais houve valores similares de frutificacdo, de 43 a
53%. Porém, foi observada diferenca significativa na proporcao de sementes bem formadas
entre os tratamentos de autopolinizacdo em relagdo a polinizacdo entre vizinhos proximos
(0=6,98 p<0,01) e polinizacdo entre individuos distantes (q=7,48 p<0,01), mas com
percentual de germinacdo similar. O percentual de sementes bem desenvolvidas em
polinizacdo aberta em trés anos consecutivos apresentou alta variancia entre frutos num
mesmo individuo, entre individuos dentro de uma mesma area, com diferengas
significativas apenas entre os anos. Embora as caracteristicas florais e 0 comportamento de
B. brevivillus favorecam a transferéncia polinica entre flores da mesma planta, com
eventos geitonogamicos freqlientes, o estoque de sementes repostas na populacdo a cada
periodo reprodutivo pode ser composto preponderantemente por sementes oriundas de
polinizacdo cruzada, onde um sistema misto de reproducdo é o mais provavel de ocorrer

nesta populacéo.
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Introducéo

A enantiostilia em plantas constitui um polimorfismo sexual das pecas reprodutivas
femininas, que emergem alternativamente do lado direito ou do esquerdo no eixo floral,
resultando em flores com imagens espelhadas (Endress 2001, Jesson & Barrett 2002,
2003). Na enantiostilia dimorfica, os individuos apresentam flores exclusivamente de um
dos dois morfos, sendo esta condicdo resultante de um polimorfismo genético, enquanto na
enantiostilia monomdrfica os individuos apresentam ambas as formas simultaneamente,
estando presentes na mesma inflorescéncia ou segregadas em inflorescéncias separadas
(Jesson & Barrett 2002). Evidéncias filogenéticas sugerem que a enantiostilia
monomorfica evoluiu a partir de uma condi¢do ancestral de estigma ndo direcionado,
sendo registrada em pelo menos 10 familias distintas, e que a enantiostilia dimdrfica é uma
condicdo derivada da monomorfica (Jesson et al. 2003). Estudos teodricos e genéticos
indicam que a funcionalidade do padrdo enantiostilico estd relacionada a diminuicdo de
eventos geitonogamicos com concomitante aumento nas taxas de transferéncia polinica
entre plantas. (Jesson & Barrett 2002, 2003). Embora esta tendéncia funcional possa ser
considerada a mais comum, em muitas espécies o polimorfismo estigmatico esta associado
a uma variedade de combinacGes de posicionamento, forma, tamanho e funcionalidade de
anteras que podem resultar em efeitos distintos no sucesso reprodutivo do sistema (Dulberg
1981, Fenster 1995, Barrett et al. 2000, Laporta 2005).

Na familia Leguminosae, a enantiostilia monomorfica é uma caracteristica frequente
em espécies da subtribo Cassiinae, incluindo espécies de Chamaecrista, Senna e Cassia,
comumente associada a assimetria das pecas florais, anteras poricidas e a reducdo ou
auséncia de néctar (Gottsberger & Gottsberger 1988, Dulberger 1981, Carvalho & Oliveira
2003, Laporta 2005). Nestas espécies, onde a exposicdo do pdlen ocorre através de
movimentos de vibracdo dos estames pelos polinizadores, a variagdo morfologica das
flores pode determinar o padrdo de espalhamento do pdlen no corpo do vetor e da forma
como este serd acessado pelos estigmas.

Evidéncias a partir de experimentos reprodutivos em populagfes naturais de
especies de Leguminosae apontam para ocorréncia de mecanismos de auto-
incompatibilidade, em especial de acdo tardia, como eventos frequentes nos sistemas
reprodutivos encontrados na familia (Bawa & Webb 1984, Bullock 1985, Bawa & Buckley
1989, Gibbs & Sassaki 1998, Gibbs et al. 1999, Lewis & Gibbs 1999, Freitas & Oliveira

2002). Séo registrados ainda que a alta taxa de aborto natural de sementes em espécies
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autocompativeis em Leguminosae esteja também relacionada a ocorréncia de depressdo
endogamica como conseqiiéncia de eventos de autogamia em espécies preferencialmente
alogamicas (Karron 1989, Fenster 1991).

Chamaecrista blanchetii (Benth.) Conc., L.P. Queiroz & G.P. Lewis é uma espécie
de Leguminosae arbustivo-arborea, tipica de ambiente rupestre e amplamente distribuida
entre as montanhas da Cadeia do Espinhaco. Na Chapada Diamantina, esta espécie
apresenta populacbes heterogéneas com distribuicdo agregada dos individuos em
microescala, 0s quais apresentam sincronia de floragdo entre vizinhos proximos e variagao
na produgdo floral (Capitulo 1). Estudos sobre o fluxo génico atual e estimativas do
tamanho da vizinhanga genética sugerem que a dispersdo de gametas entre plantas através
do fluxo polinico pode variar, ocorrendo transferéncia entre vizinhos préximos,
possivelmente aparentados, e entre plantas distantes espacialmente (Capitulo 3). A
dispersdo limitada de sementes parece contribuir para formacgdo de grupos estruturados de
planta em uma vizinhanga ecoldgica, as quais apresentam alto nivel de endogamia e
estrutura genética espacial em familias locais, porém sendo encontrada alta variabilidade
genética intrapopulacional (Capitulo 4). Na tentativa de compreender como eventos pré e
pos-fertilizacdo podem determinar o sistema de reproducdo e o nivel de endogamia em
uma populacdo natural de C. blanchetii, investigamos neste trabalho: (i) quem sdo os
polinizadores e como acessam 0 recurso nas flores; (ii) como as estruturas florais
promovem o movimento do pélen dentro da flor e o contato do polen e estigma com o
corpo do polinizador; e (iii) caso seja uma espécie autocompativel, se existe redugdo na
viabilidade e germinacdo de sementes originadas por autocruzamentos ou cruzamentos

entre vizinhos, possivelmente aparentados.

Material e Métodos

Area de estudo

O sistema de polinizacdo e a biologia floral de Chamaecrista blanchetii foram
investigados durante o periodo de floracdo em 2004 e em 2005, dentro dos limites do
Parque Municipal de Mucugé (12°59°02°°S a 13°00°18’’S e 41°20°41"" a 41°20°33"’W),
Bahia, Brasil. Esta regido estd localizada acima de 1.000 m de altitude, na Serra do
Sincora, porcdo central da Chapada Diamantina. O clima local é classificado como
mesotérmico tipo Cwb (Kdppen 1948) onde a temperatura média nao ultrapassa 22°C nos

meses mais quente (entre outubro e fevereiro) e a precipitacdo média anual varia entre 830
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e 1190 mm (Giulietti et al. 1996). A vegetacdo € tipica de campo rupestre, com a
predominancia do estrato herbaceo-arbustivo, com manchas de vegetacdo arbdrea
desenvolvida, recortada por afloramentos rochosos. Neste ambiente, Chamaecrista
blanchetii apresenta distribuicdo espacial heterogénea e ocupa areas tanto de solo
pedregoso como arenoso, proximas ou afastadas dos cursos dos rios. Os individuos estdo
distribuidos em agrupamentos com diferentes densidades, variando de isolados a
densamente agrupados (Capitulo 1). A fenofase de floracdo se estende de maio a setembro
com pico na producdo de flores entre junho e julho. Neste periodo é observada alta
sincronia reprodutiva entre plantas, compondo um cenério de agregacdo floral em
microescala, enquanto uma distribuicdo mais esparsa das flores pode ser observada no

inicio e no fim da floracdo (Capitulol).

Biologia floral e polinizacdo

Para a descricdo do padrédo floral de C. blanchetii, foram considerados: (1) o tipo,
localizacdo e o numero médio de flores produzidas por inflorescéncia, (2) o padréo floral
com énfase nas pétalas modificadas, anteras e estigma e (3) o horario, processo e duracdo
média da antese. A receptividade estigmatica foi verificada no campo em diferentes
periodos do dia, antes e durante a antese, utilizando perdxido de hidrogénio (Dafni 1992).
A disponibilidade polinica foi verificada a partir da abertura das fendas das anteras,
seguido do toque com um diapasdo de vibragdo, para liberacdo dos grdos de pdlen. A
viabilidade do pdlen foi verificada em cinco anteras de flores de diferentes individuos com
teste enzimatico com nitroblue-tetrazolio para verificar a atividade de desidrogenases
(Dafni 1992). O levantamento dos visitantes florais foi feito durante observacdes focais
periddicas, concentradas entre 10 e 17 de junho e 14 e 19 de julho de 2004 e entre 6 € 9 de
junho e 1 e 4 de julho de 2005, normalmente entre 6:00 e 11:00h, incluindo observagdes
esporadicas em diferentes horarios do dia, totalizando 110 horas em 22 dias de observacao.
O comportamento de visita e coleta de recursos foi descrito quanto a localizacdo do pdélen
no corpo dos polinizadores e no contato com o estigma, frequéncia e duragdo. Material
testemunho dos visitantes foi depositado no Museu de Zoologia da Universidade Estadual
de Feira de Santana (MZUEFS).

Biologia reprodutiva

Para o estudo do sistema reprodutivo, foram ensacadas inflorescéncias com botdes

florais utilizado nos experimentos manuais de polinizacdo. Foram realizadas
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experimentalmente autopolinizagfes (n=36), polinizacdes cruzadas entre vizinhos
proximos (entre 1 e 2m; n=32) e poliniza¢cdes cruzadas entre individuos distantes (entre
800 e 900m; n=37), utilizando sempre uma flor por individuo. Apés a formacao dos frutos,
foi contado o nimero de sementes morfologicamente bem formadas em relacdao aos 6vulos
fecundados, sendo as porcentagens encontradas em cada tratamento transformadas para
arcoseno da raiz quadrada e comparadas em analise de variancia ANOVA de um critério,
com as médias comparadas pelo teste Tukey, utilizando o programa BioEstat 3.0 (Ayres et
al. 2003). As sementes obtidas em todos os tratamentos foram escarificadas e colocadas
para germinar em cdmara de germinacdo com fotoperiodo de 12h e temperatura constante
de 27°C, sendo a germinacdo e o desenvolvimento das plantulas acompanhados por 10
dias. Foi estimada a proporcao de sementes bem formadas em condicGes naturais em trés
anos consecutivos (2004, 2005 e 2006), em duas areas com diferentes densidades,
correspondentes as estudadas no Capitulo 1 (area B com 0,019 plantas/m? e area D com
0,33 plantas/m?). Foi empregada anédlise de variancia ANOVA fatorial para trés
tratamentos (anos) e dois blocos (areas) contendo os valores de média de sementes bem

formadas por fruto por individuo, utilizando o programa BioEstat 3.0 (Ayres et al. 2003).

Resultados

Biologia floral
Chamaecrista blanchetii apresenta flores amarelas, hermafroditas, pentameras e

assimétricas. As pétalas sdo heteromorficas, sendo duas pétalas maiores com forma
orbicular a oblonga e curvadas sobre as demais pecas florais, duas menores orbiculares a
obovadas e a quinta pétala latero-abaxial modificada em estrutura falcada curvada sobre os
estames e em oposicdo ao estilete. As flores apresentam orientagdo espelhada, onde a
pétala falcada e o estilete podem emergir ou do lado esquerdo ou do direito em relacdo ao
eixo na flor (Figura 1A). Foram observadas flores destrdgiras e levogiras em todos os
individuos e ramos, caracterizando a enantiostilia monomorfica, ndo tendo sido observada
a ocorréncia de individuos com enantiostilia dimorfica (presenca exclusiva de um dos
morfos). As flores possuem 10 estames, com anteras ditecas e abertura em forma de fenda
funcionalmente poricida, que emitem odor suave levemente adocicado, e apresentam
morfologia e tamanho similares (5,5£1,3 mm; n=27). Os grdos de polen se apresentam
como monades, tricolporados, com ornamentacdo da exina lisa e possuem elevado

percentual de viabilidade (91,6+3,13%), ndo tendo sido observada variacdo morfolégica no
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polen de diferentes anteras ou individuos. O estigma é envolvido por tricomas curtos,
formando uma camara no apice do estilete, em que fica armazenada pequena quantidade de
secrecao estigmatica.

Cada inflorescéncia produziu em média 11,8+4,6 flores (n=20 individuos),
apresentando simultaneamente flores em diferentes estdgios de maturacdo, sendo
encontrados botdes, flores abertas e flores senescentes em um mesmo ramo (Figura 1B). A
maturacdo da flor dura cerca de quatro dias a partir do inicio da exposicdo das pétalas.
Entre o primeiro e o segundo dia a porcdo apical das pétalas emerge e se expde ainda
fechada e envolvida pelas sépalas. No terceiro dia as pétalas estdo livres das sépalas e
apresentam uma pequena camara floral, o estigma nédo se encontra receptivo e nao ocorre
emissdo de odor pelas anteras, que permanecem fechadas. No quarto dia, as flores
completam a abertura da camara floral, que ocorre principalmente no periodo da manha
(entre 5:30 e 6:00 h). As anteras emitem odor suavemente adocicado mais intenso no
momento da antese, que se prolonga com menor intensidade por mais um dia. As fendas
apicais das anteras se abrem e o0 pdlen torna-se disponivel a coleta das abelhas e
transferéncia para o estigma. A receptividade estigmatica se mantém por todo o periodo de
disponibilidade da flor, que dura de dois a trés dias. A partir do segundo dia da antese, as
sépalas, pétalas e anteras comecam a cair e 0 estilete altera a coloracdo de verde para

laranja-avermelhado.

Visitantes florais

O polen é unico recurso floral disponivel aos polinizadores, coletado principalmente
por movimentos vibratorios realizados por algumas espécies de abelhas grandes. O pdlen
pilhado por abelhas menores que cortam as anteras e/ou coletam o pélen caido dentro da
camara floral, apds a visita dos polinizadores efetivos. Foram observadas 17 espécies de
abelhas e duas de vespas sociais visitando as flores de C. blanchetii (Tabela 1). Bombus
(Fervidobombus) brevivillus Franklin, Xylocopa cearensis Ducke, Xylocopa sp., Centris
(Trachina) fuscata Lepeletier e Epicharis (Epicharana) flava (Friese) foram considerados
os polinizadores efetivos. As demais espécies de visitantes sdo pilhadores, muito embora
algumas delas sejam abelhas capazes de coletar o pdlen por vibragdo sem realizar
transferéncia efetiva do grdo de podlen para o estigma da flor, tais como Centris
(Hemisiella) tarsata Smith, Augochlora spp. Augochloropsis spp. e Euglossa sp.

Os polinizadores mais frequentes foram operarias de Bombus brevivillus,

responsaveis por 88,7% do total de visitas efetivas registradas nos dois anos de observagao
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(n = 318). As atividades de coleta das abelhas ocorreram principalmente no inicio da
manha (entre 6:00 e 10:00h), e as visitas a cada flor duraram em média 3,8+1,2 (n=38)
segundos. Os demais polinizadores realizaram visitas menos frequentes, correspondendo a
11,3% das visitas observadas, contribuindo de forma complementar para o sucesso de
polinizacdo de C. blanchetii, sendo considerados polinizadores ocasionais. As primeiras
visitas foram registradas no inicio da florada, com pico de atividade do polinizador
principal nos meses de junho nos dois anos de estudo, e maior diversidade de visitantes
registrada na area de maior densidade de plantas (Tabela 1).

Os polinizadores ndo apresentaram preferéncia quanto a flores destrdgiras ou
levogiras, sendo ambos os morfos visitados e utilizados como fonte polinica. Da mesma
forma, ndo houve diferenca quanto a eficiéncia do polinizador na transferéncia de gréos
entre 6rgdos reprodutivos da mesma flor ou entre flores de diferentes morfos. Durante a
visita, as abelhas pousam na flor, inserindo o corpo na camara floral formada pela
disposicdo concéntrica das pétalas, e se seguram com as garras do terceiro par de pernas na
base das petalas (Figura 1). Nesta posicdo, as abelhas realizam movimentos vigorosos de
vibracdo das anteras que ficam sob a porcdo ventral do torax. Parte das anteras apresenta
aberturas voltadas para as pétalas que, aparentemente, tem a funcéo de reflexdo dos graos
de pdlen para o interior da cdmara floral. A pétala falcada funciona como anteparo para
parte dos gréos de polen liberados, os quais sdo refletidos e redirecionados para a regido
dorsal do térax do polinizador, sendo este o local de contato com o estigma. Outra parte
das anteras apresenta aberturas voltadas para o corpo do polinizador depositando parte dos
grdos de pdlen na regido ventral do térax, abdémen e pernas da abelha. O contato dos
tricomas estigmaticos com o corpo da abelha parece favorecer a captura e transferéncia do
polen do corpo do polinizador para a estrutura reprodutiva feminina. Tanto as rainhas de
Bombus brevivillus quanto as demais espécies de polinizadores também realizaram visitas
eficientes, tendo sido observados e coletados exemplares com pélen aderido no dorso do
mesonoto, dispostos de forma adequada a polinizagéo.

As operarias de Bombus brevivillus apresentam eficiente comportamento de
limpeza e remoc¢do dos grdos de pdlen, que sdo armazenados na corbicula e permanecem
indisponiveis para a polinizacdo. Apoés realizar visitas a cerca de seis a 10 flores, a abelha
se segura na base da pétala inferior com apenas uma das pernas anteriores, e remove 0s
grédos de polen aderidos na cabeca, antenas, toda a regido ventral e parte da regido dorsal,
com o auxilio das garras e cerdas presentes nos tarsos. Apenas o pélen depositado na

regido mediana do mesonoto ndo é alcangado pela abelha durante a limpeza, sendo estes
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gréos restantes suficientes para a transferéncia entre flores de ambos os morfos. Os
polinizadores ocasionais removem 0s grdos presentes apenas na porcao ventral do corpo,
com o auxilio das pernas anteriores e médias, e em seguida transfere-os para as escopas das
pernas posteriores durante o voo.

Danos as pecas florais causados pelo corte das anteras por Trigona spinipes e
comportamento antagonista de Apis mellifera em relacdo a operarias de B. brevivllus foram
observados em alta freqiiéncia, especialmente nos meses de maior producéo floral (Figura
1E-F).

Sistema de reproducdo

Chamaecrista blanchetii ndo apresenta formacdo espontanea de frutos, sendo
dependente de vetores para polinizagéo (Tabela 2). Nas autopoliniza¢des e polinizagdes
cruzadas experimentais foram encontrados valores similares de frutificacdo, de 43 a 53%,
sendo um pouco inferiores em polinizacdo cruzada entre plantas distantes. Os frutos
levaram em torno de um més para a maturacdo completa a partir da polinizacdo, ndo tendo
sido observadas diferencas entre os tratamentos. A proporcdo de sementes bem formadas
foi significativamente inferior nos experimentos de autopolinizacdo em relacdo a
polinizacdo entre vizinhos proximos (g=6,98 p<0,01) e polinizacdo entre individuos
distantes (q=7,48 p<0,01) (Tabela 2, Figura 2). O percentual de germinacdo de sementes
foi maior em polinizagdo cruzada entre vizinhos proximos do que nos demais tratamentos,
porém, o percentual de plantulas desenvolvidas foi similar entre os trés tratamentos
(Tabela 2).

O percentual de sementes bem desenvolvidas em polinizacdo aberta em trés anos
consecutivos apresentou alta variancia entre frutos num mesmo individuo, bem como entre
individuos dentro de uma mesma area. Foram encontradas diferencas significativas apenas
entre os anos (F=13,3, p<0,0001, ANOVA fatorial) e ndo significativa entre as areas de

densidades distintas em cada ano (Tabela 3).

Discussao

Biologia floral
Chamaecrista blanchetii, assim como espécies congenéricas e outras pertencentes

aos demais géneros relacionados em Cassiinae (Cassia e Senna), apresenta caracteristicas

florais conforme a sindrome melitofila, sendo o polen o Unico recurso floral disponivel.
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Nestas plantas, a melitofilia parece estar associada também ao padrdo enantiostilico de
assimetria floral, polen contido em anteras poricidas, auséncia de nectario e forte
atratividade floral (Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 1988, Barrett et al. 2000,
Endress 2001, Carvalho & Oliveira 2003, Jesson & Barrett 2003, Laporta 2005). Em C.
blanchetii e em outras espécies com anteras poricidas, a polinizacdo ¢ mediada por abelhas
que coletam pdlen através da vibracdo dos estames para exposi¢do dos grdos, comumente
chamado de “buzz pollination” (Buchmann 1983, Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger
1988, Silva-Pereira et al. 2006, Costa et al. dados ndo publicados). As operérias de
Bombus brevivillus, principais agentes polinizadores de C. blachetii, sdo abelhas robustas
com alta plasticidade de comportamento e adaptabilidade para o manuseio de flores com
diferentes padrdes morfologicos, tendo sido considerada o principal polinizador em outros
sistemas estudados na Chapada Diamantina, incluindo polinizagcdo por vibracdo (Silva-
Pereira et al. 2006, Costa et al. dados ndo puplicados); polinizacdo por engodo em
orquideas (Smidt et al. 2006, Silva-Pereira et al. no prelo); e atuando como visitante de
diversas espécies vegetais para obtencdo tanto de néctar quanto de pélen (Silva-Pereira &
Santos 2006).

Neste estudo, foi verificada maior frequéncia e fidelidade de visitas de operérias de
Bombus brevivillus a area de maior densidade de plantas, muito embora tenha sido
registrado maior nimero de visitas no primeiro més de observacdo nos dois periodos de
estudo, onde o total de flores produzido é menor do que no pico da florada (Capitulo 1). A
hipGtese mais plausivel para explicar a diminuigdo nas atividades do polinizador principal
no pico de floracdo sdo os efeitos da interacdo entre diferentes visitantes, em especial 0s
pilhadores, uma vez que o pdlen de C. blanchetii é coletado de diferentes maneiras por
outras 16 espécies de abelhas e vespas sociais. Embora ndo tenham sido testados
experimentalmente os efeitos dos visitantes na perda polinica e na diminuicdo das
atividades de forrageamento do polinizador principal de C. blanchetii, a diminuicdo da
atividade foi observada nos dois periodos na area de maior concentracao de recursos, que
parece ser também de maior atratividade para os demais consumidores de pélen na
comunidade.

Para estas espécies enantiostilicas monomorficas, a aparente controvérsia da
funcionalidade reprodutiva de flores espelhadas pode estar associada ao polimorfismo de
outras pecas florais e ao padrdo de deposi¢do polinica no corpo do polinizador e nédo
apenas a propria ocorréncia de flores com estigmas espelhados. Em casos onde a

enantiostilia aparece acompanhada da orientacdo reciproca das anteras, o espalhamento dos
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grdos de polen em regibes restritas no corpo do polinizador e contato direcionado dos
estigmas pode aumentar a eficiéncia de fluxo polinico entre morfos (Oliveira & Gibbs
1994, Barrett et al. 2000, Jesson & Barret 2002, 2003, Laporta 2005) ou ainda reduzir a
especializacdo na coleta de recursos e manipulagédo floral pelas abelhas, aumentando as
chances de transferéncia polinica entre anteras e estigmas por divisdo de trabalho entre
anteras em flores assimétricas (Westerkamp 1993).

Por outro lado, em plantas onde ndo ha variacédo entre anteras ou deposic¢do polinica
direcionada, € possivel que a enantiostilia ndo se apresente funcional ou gere sutil aumento
nas taxas de transferéncia polinica entre flores da mesma planta, como em Chamaecrista
fascilulata, onde a enantiostilia € pouco relevante para o sucesso reprodutivo (Fenster
1995). Da mesma forma, embora C. blanchetii apresente flores de imagem espelhada, a
enantiostilia parece ndo afetar as chances de transferéncia polinica entre flores, uma vez
que, aparentemente, ndo existe visita preferencial do polinizador a um determinado morfo
e ndo ha dimorfismo significativo entre as anteras e graos de pdlen que possa caracterizar
divisdo de trabalho entre elas. Um padrdo enantiostilico pouco ou ndo funcional em C.
blanchetii é reforgado pela presenca da pétala mediana modificada em estrutura falcada
voltada para os estames, responsavel pela reflexdo dos grdos de pélen para o interior da
camara floral. Neste caso, a nuvem de pélen formada garante o espalhamento de gréos por
toda a regido dorsal do corpo do polinizador, incluindo cabeca, torax e parte das asas e
abdémen, podendo o estigma tocar o polen independentemente da posicdo em que esteja
implantado na flor, ocorrendo transferéncia polinica indiscriminada entre flores iguais ou
espelhadas na mesma planta. Mecanismo similar também tem sido observado em
Chamaecrista desvauxii, uma espécie simpatrica com C. blanchetti no Parque Municipal
de Mucugé, também polinizada por Bombus brevivillus (Costa et al. dados n&o
publicados).

A presenca de pétalas modificadas atuando como prolongamento das anteras ou
como anteparo para os grdos de polen em espécies com polinizacdo vibratil foi descrita
para espécies de Cassiinae, como Chamaecrista hispidula e C. campestris (Gottsberger &
Silberbauer-Gottsberger 1988), conhecida como polinizacédo ricochete (Westerkamp 2004).
Nestes sistemas, aparentemente ocorre divisao de trabalho entre anteras diferenciadas onde
0 polen destinado a reproducdo é direcionado a partes ndo acessadas do corpo do
polinizador através da pétala modificada, funcionando como estratégica contra a agdo de
coleta polinica da abelha (Westerkamp 2004). Embora aparentemente nao haja divisao de

trabalho entre as anteras em C. blanchetii, a funcdo da pétala falcada parece ser similar.
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Mesmo operarias de Bombus brevivillus apresentando alta eficiéncia na limpeza e
armazenamento do polen depositado em seu dorso, uma estreita faixa de polen permanece
intocada na por¢do mediana do mesonoto, contendo graos suficientes para polinizagdo em

ambos os morfos em visitas posteriores.

Sistemas de reproducéo

Variados padrdes de frutificacdo e aborto natural de sementes tém sido reportados
para espécies de Leguminosae, incluindo representantes do género Chamaecrista (Bawa &
Buckley 1989, Gibbs & Sassaki 1998, Gibbs et al. 1999, Lewis & Gibbs 1999, Carvalho &
Oliveira 2003). Para algumas espécies, as taxas de aborto de sementes sdo atribuidas a
sistemas de controle da autogamia atuando apods a fertilizacdo a partir de mecanismos
distintos, onde as flores autofecundadas podem sofrer abscisdo apds alguns dias, como em
Caesalpinia calycina (Lewis & Gibbs 1999) e Hymenaea stigonocarpa (Gibbs et al. 1999),
ou formacdo de frutos com sementes abortadas, como Caesalpinia pluviosa (Lewis &
Gibbs 1999). Em outros casos, como em Dalbergia miscolobium, o aborto de sementes
pode estar associado & ocorréncia de depressdo endogamica, com reducgdo da viabiliade de
sementes originadas em eventos de autogamia (Gibbs & Sassaki 1998). Os autores
argumentam ainda que este padrdo pode ser favorecido pela restricdo de recurso materno,
resultando na baixa frutificacdo na populacao.

Chamaecrista blanchetii € uma espécie autocompativel com altas taxas de aborto de
frutos registradas em todos os tratamentos, podendo indicar limitacdo de recurso materno.
Quando as taxas de formacgdo de sementes sdo comparadas entre tratamentos, os valores
significativos de aborto em autopolinizacdo podem indicar a ocorréncia de depressdo
endogdmica nas primeiras fases de desenvolvimento dos individuos, sugerindo diminuicdo
da viabilidade da prole originada por autogamia, onde quase 90% das sementes néo
completam o desenvolvimento. Caso a marcada diferenca nas taxas de aborto de sementes
em autopolinizacdo e polinizacdo cruzada experimentais se aplique ao sistema de
reproducdo em condic¢des naturais, a alta variancia nas taxas de aborto de sementes em
polinizagéo aberta pode ser um indicativo da ocorréncia de um padréo misto de autogamia
e alogamia na populacao.

Neste contexto, embora as caracteristicas florais e o proprio comportamento de
Bombus brevivillus favoregcam a transferéncia polinica entre flores da mesma planta com
eventos geitonogamicos frequientes, o estoque de sementes repostas na populacdo a cada

periodo reprodutivo pode ser composto preponderantemente por sementes oriundas de
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polinizacdo cruzada. A hipdtese de um sistema misto de reproducdo em C. blanchetii é
corroborada ainda pela variacdo detectada na amplitude de espalhamento de pdlen entre
plantas, sendo observada elevada plasticidade nas respostas dos polinizadores a
concentracdo de recurso em diferentes densidades (Capitulo 3). Finalmente, muito embora
a dispersdo limitada de sementes possa contribuir para o agrupamento de individuos
aparentados no espaco, 0s quais, provavelmente, mantém cruzamentos preferenciais entre
si aumentando os niveis de endogamia biparental em microescala (Capitulo 4), este cenario
reprodutivo provavelmente atua na manutencdo dos altos niveis de variabilidade genética

na populacédo estudada (Capitulo 4).
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Tabela 1: Visitantes florais de Chamaecrista blanchetii, no Parque Municipal de Mucugé, Chapada Diamantina, Brasil. Dados apresentados
como numero de visitas registradas por hora de observagédo e numero total de visitas observadas (n), nos meses de junho e julho, em 2004 e 2005

em duas areas com densidades populacionais distintas (area B = 0,019 plantas/m? e &rea D = 0,33 plantas/m?).

Area B AreaD
2004 2005 2004 2005
Visitantes Junho (20h)  Julho (15h)  Junho (10h)  Julho (10h)  Junho (20h)  Julho (15h)  Junho (10h)  Julho (10h)

Polinizador principal
Bombus (Fervidobombus) brevivillus Franklin (operérias) 1,35 (n=27) 1,2(n=18) 15(n=15) 2,0(n=20) 4,6 (n=92) 4,06 (n=61) 3,2 (n=32) 1,7 (n=17)

Polinizadores ocasionais

Bombus (Fervidobombus) brevivillus Franklin (rainhas) 0,13 (n=2) 0,3(n=6) 0,27 (n=4) 0,2 (n=2) 0,1 (n=1)
Xylocopa (Neoxylocopa) cearensis Ducke 0,1 (n=2) 0,1 (n=1)

Xylocopa sp 0,15 (n=3) 0,1 (n=1) 0,15 (n=3) 0,06 (n=1)

Epicharis (Epicharana) flava (Friese) 0,15 (n=3) 0,2 (n=3)

Centris (Trachina) fuscata Lepeletier 0,1 (n=2) 0,13 (n=2)

Pilhadores

Apis mellifera Linnaeus 7,5(n=100) 20 (n=300) 10(n=100) 30(n=300) 2,5(n=50) 6,6 (n=100) 10 (n=100) 20 (n=200)
Trigona spinipes (Fabricius) 7,5 (n=100) 20 (n=300) 5((M=50) 20(n=200) 1,5(n=30) 10 (n=150) 5(=50) 15 (n=150)
Centris (Hemisiella) tarsata Smith 0,06 (n=1)

Augochloropsis spl 0,2 (n=3)

Augochloropsis sp2 0,27 (n=4)



Augochlora spl

Augochlora sp2

Euglossa (Euglossa) aff. cordata (Linnaeus)
Exomalopsis sp

Exomalopsis (Exomalopsis) auropilosa Spinola
Bachygastra lecheguanea (Latreille)

Polybia sericea (Olivier)

0,13 (n=2)

0,06 (n=1)

0,3 (n=5)
0,27 (n=4)
0,2 (n=3)
0,13 (n=2)
0,13 (1=2)
0,13 (1=2)
0,06 (n=1)
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Tabela 2: Producdo de frutos em polinizacdes experimentais (n) em Chamaecrista blanchetii, no Parque Municipal de Mucugé, Chapada
Diamantina, Brasil. Porcentagem de sementes formadas em relacdo ao numero de 6vulos por fruto (n) em cada tratamento. Germinagéo (emissao
de radicula) e formacéo de plantulas (emisséo de cotilédones) de sementes (n) originadas das polinizacGes experimentais acompanhadas durante
10 dias.

Tratamentos Frutos formados (%) Sementes formadas por fruto (%)* Germinacdo (%) Plantulas (%)
Autopolinizagéo 52,8 (n=36) 8,95 + 12,18 (n=19) 68,4 (n=19) 52,6 (n=19)
Polinizacdo Cruzada entre vizinhos 50,0 (n=32) 37,22+ 13,72 (n=16) 82,5 (n=63) 57,1 (n=63)
Polinizacdo Cruzada entre plantas distantes 43,2 (n=37) 49,22° + 33,46 (n=16) 71,6 (n=60) 55 (n=60)

* Valores apresentados como Média + desvio padrdo (nimero de frutos analisados). Valores seguidos de letras diferentes indicam valores
significativamente diferentes em ANOVA de um critério e teste Tukey com p<0,05, a partir de valores de porcentagem transformados para
arcoseno da raiz quadrada.
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Tabela 3: Sementes bem formadas por fruto em polinizagdo aberta, em um conjunto de
individuos, em duas areas de densidades distintas e em trés anos consecutivos, no
Parque Municipal de Mucugé, Chapada Diamantina, Brasil. Valores apresentados como
Média + desvio padrdo (numero de individuos analisados).

Areas Sementes bem formadas por fruto por planta
2004 2005 2006
Area B 4411+ 157 (n=9) 44,22*+148 (n=9) 21,89° + 15,4 (n=9)
Area D 40,89°+18,2 (n=9) 43,66+ 12,3 (n=9)  20,56" + 16,0 (n=9)

Valores em uma mesma linha seguidos de letras diferentes indicam valores significativamente
diferentes em ANOVA um critério e teste Tukey com p<0,05, a partir de valores de

porcentagem transformados para arcoseno da raiz quadrada.



62

Figura 1: (A) Flores com orientacdo espelhada na mesma inflorescéncia. (B) Inflorescéncia
com a presenca de flores nas diferentes fases de desenvolvimento simultaneamente. (C)
Operéria de Bombus brevivillus penetrando a cdmara floral e se posicionando sobre as
anteras. (D) Operéria de B. brevivillus saindo da cdmara floral com o dorso coberto com o
polen refletido pela pétala falcada em visita legitima a flor de Chamaecrista blanchetii. (E)
Trigona spinipes retirando polen através do corte das anteras em visita ilegitima as flores.
(F) Apis mellifera se aproximando de B. Brevivillus em comportamento antagonista para

coleta de grdos de p6len caidos na camara floral.
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Figura 2: Distribuicdo da porcentagem de sementes bem formadas por fruto, em
polinizacdes experimentais em Chamaecrista blanchetii. Boxplot com medianas e quartis:
A = Autopolinizacdo, B = Polinizacao cruzada entre vizinhos proximos e C = Polinizacédo
cruzada entre plantas distantes. Médias significativamente diferentes entre os tratamentos
A e B e entre os tratamentos A e C em ANOVA de um critério e teste Tukey com p<0,05,

a partir de valores de porcentagem transformados para arcoseno da raiz quadrada.
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CAPITULO 3

Dispersao polinica em paisagem heterogénea, fluxo génico e
vizinhanga genética em Chamaecrista blanchetii (Leguminosae,
Caesalpinioideae), no Parque Municipal de Mucugé, Chapada

Diamantina, Brasil
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Resumo

O fluxo génico em Chamaecrista blanchetii foi investigado combinando-se descri¢des
quantitativas do comportamento do polinizador, dispersdo de sementes e estimativas
indiretas do tamanho efetivo da populacdo. O forrageamento dos polinizadores foi
acompanhado nos meses de maior floracdo (junho e julho) em 2004 e 2005, em paisagem
heterogénea de campo rupestre, em duas areas de densidade populacional distinta (0,019 e
0,33 plantas/m?), no Parque Municipal de Mucugé, nordeste do Brasil. Operérias de
Bombus brevivillus sdo responsaveis por quase a totalidade do transporte polinico,
forrageando com maior freqiiéncia em area de maior densidade de plantas e exibindo alta
plasticidade nos parametros de véo nas duas paisagens: em baixa densidade de plantas
visitaram maior nimero de flores por planta, maior porcentagem de flores por planta e
realizaram v6os mais longos do que em paisagem de alta densidade floral. Houve
correlacéo positiva significativa entre o nimero de flores disponiveis e o numero de flores
visitadas por planta em todos os meses de observacao nas duas areas. Em maior densidade
de plantas, as abelhas realizaram 60% dos v0os a menos de 5 metros de distancia. Em
media, os cinco vizinhos mais proximos ndo foram visitados entre visitas sequenciais. Foi
detectada direcionalidade de v6o significativa com viradas em torno de 180° entre plantas
na trajetoria nos meses de junho nos dois anos, véos uniformes em julho de 2004 e inércia
do movimento em julho de 2005. O deslocamento quadrado médio esperado em modelo de
passeio aleatorio correlacionado foi em torno de 130m até o quinto passo. Foi verificada
uma dispersdao de sementes limitada a 1,5m da planta mde. A alta plasticidade do
comportamento das abelhas parece contribuir de forma varidvel, gerando maior ou menor
grau de endogamia durante a floracdo e em diferentes anos. O aumento nas taxas de
fecundacdo cruzada e o tamanho de vizinhanca genética estimados em areas de alta
densidade de plantas sugerem que o comportamento de v6o dos vetores pode atuar como
um fator coesivo entre familias genéticas dentro das subpopulaces em condicdes naturais

de distribuicdo heterogénea desta espécie.
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Introducéo

Os padrBes de variabilidade e estruturacdo genética em populagBes continuas de
organismos sdo fortemente condicionados pelo numero de individuos com chances de se
intercruzarem aleatoriamente dentro de uma vizinhanca, ou seja, pelo tamanho efetivo da
populacdo (Wright 1978). O tamanho da vizinhanga genética em populacdes naturais é
uma funcdo da densidade e da dispersdo de genes na populacdo (Crawford 1984). A
variagdo no tamanho da vizinhanga pode atuar na manuten¢do ou aumento da coeséo de
um pool génico existente ou, em outro extremo, na diluicdo da unidade ou da estrutura
genética de uma populacgéo (Slatkin 1985, Ohsawa et al. 1993).

Entre plantas, a dispersdo de gametas atraves dos grdos de polen é apontada como o
principal evento responsdvel pelo fluxo génico atuando na estruturagdo local das
populacOes naturais (Beattie 1976, 1979, Campbell 1991, Fenster 1991, Franceschinelli &
Kesseli 1999). Em sistemas onde a dispersdo do polen é mediada por animais, o tamanho
efetivo da populacdo e a amplitude de fluxo génico podem ser estimados através de
medidas do movimento dos polinizadores entre flores e plantas e da distancia de dispersédo
das sementes (Beattie 1979, Levin 1979, Morris 1993). Essas estimativas nos permitem
considerar a hipdtese de que o espalhamento restrito do polen entre vizinhos préximos
pode contribuir para 0 aumento das taxas de cruzamentos endogamicos e isolamento de
populagOes locais. Por outro lado, a dispersdao dos gametas a longas distancias pode atuar
como forcga coesiva entre subpopulacdes de plantas (Schmitt 1980, Morris et al. 1994).

Neste sentido, dois aspectos principais relativos ao comportamento de forrageamento e
visitacao floral do polinizador devem ser considerados de maior importancia em relacédo ao
padrdo de dispersdo de alelos entre individuos. Primeiro, para plantas autocompativeis, o
namero de flores visitadas por planta determinard a propor¢cdo de sementes que sera
formada por autofecundacdo ou fecundacdo cruzada. Segundo, a distancia que o
polinizador percorre entre as plantas determinara a distancia que o0s gametas serdo
transferidos (Thomson & Thomson 1989, Fenster 1991). Caso o pélen obtido em uma
determinada flor seja carregado para mais de uma flor entre as visitadas seqtiencialmente
(pollen carryover), o nimero de flores visitadas por plantas determinara também o grau de
transferéncia polinica entre individuos (Thomson & Plowright 1980, Thomson et al. 1986,
Rademaker et al. 1997, Morris et al. 1995).

O padrdo de vdo do polinizador é resultado de uma estratégia de exploracdo motivada

economicamente para obter recursos florais distribuidos dentro de uma area restrita de
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forrageamento. Deste modo, o numero de flores visitadas e 0 comprimento e a direcdo do
voo realizado costumam ser ajustados em resposta ao aumento da agregacdo das plantas,
na tentativa de otimizar a busca em uma area e diminuir 0s custos energéticos do
deslocamento entre manchas de plantas distantes (Pyke 1978, Zimmerman 1981, Goulson
2000). Embora para algumas espécies de abelhas a direcionalidade lateral durante o v6o
possa prevenir visitas repetidas a flores exploradas anteriormente (Costa et al. 2002),
estudos apontam para uma forte tendéncia de abelhas sociais, como as do género Bombus,
visitarem plantas com distribuicdo heterogénea repetidas vezes (Pyke & Cartar 1992,
Cartar & Real 1997, Cresswell 2000).

Muitas espécies do género Chamaecrista sdo polinizadas preferencialmente por
abelhas sociais (Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 1988), que apresentam
comportamento de intensa exploracdo de flores que oferecem polen, principalmente em
plantas de floradas atrativas ou de alta densidade, restringindo o forrageamento a essas
areas disponiveis na paisagem. Neste trabalho, investigamos o padréo de dispersédo polinica
em Chamaecrista blanchetii, uma espécie perene, arbustivo-arbérea, distribuida ao longo
da Cadeia do Espinhago, onde sdo conhecidas populacbes amplas e fragmentadas.
Localmente, as populacdes apresentam distribuicdo espacial heterogénea dos individuos,
formando manchas de agregacdo em diferentes escalas e autocorrelacdo espacial dos
atributos de floracdo, como producdo de flores, inicio e sincronia na floracdo entre
vizinhos, compondo um padrdo agregado de flores durante o pico do periodo reprodutivo
(Capitulo 1). Chamaecrista blanchetii (Benth.) Conc., L.P. Queiroz & G.P. Lewis
apresenta sistema de polinizacdo melitofilo e oferece pdlen como o Unico recurso floral
para 0s Vvisitantes, sendo polinizada principalmente por operarias de Bombus
(Fervidobombus) brevivillus Franklin, que exploram as flores através da vibracdo das
anteras e apresentam comportamento regular de limpeza, armazenando o p6len obtido apds
as visitas (Capitulo 2). Esta populacdo apresenta alta variabilidade e estrutura genética
espacial, com valores significativos de autocorrelacdo espacial entre genotipos distribuidos
a menos de trés metros de distancia. Por outro lado, apresenta baixa divergéncia entre
subpopula¢des ou manchas de individuos, compondo um padrdo estruturado em familias
genéticas em microescala e de forte coesdo intrapopulacional (Capitulo 4).

Neste estudo, buscamos investigar o padrao espacial de dispersdo polinica atual e suas
possiveis implicacBes para o tamanho efetivo da populacdo combinando: (i) descrigdes
quantitativas do comportamento do polinizador, considerando o nimero de flores visitadas

na mesma planta, distancia percorrida entre plantas, direcionalidade de vdo e conformidade
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com um modelo de passeio aleatorio correlacionado; e (ii) estimativas indiretas do
tamanho da vizinhanca genética, considerando um provavel cenario de pdélen carryover
realizado pelo vetor e a amplitude de dispersdo de sementes em densidades populacionais
distintas.

Material e métodos

Area de estudo e amostragem

O estudo foi realizado em uma populacdo natural de Chamaecrista blanchetii no
Parque Municipal de Mucugé, Chapada Diamantina, Bahia, Brasil. O periodo reprodutivo
desta populacdo se concentra entre maio e agosto, com pico de individuos com flores em
antese em julho. O padrdo fenolégico de floracdo varia quanto a producéo total de flores
em diferentes sub-areas e entre anos (Capitulo 1). A sincronia entre individuos
espacialmente proximos parece contribuir para uma agregacdo local de flores, restrita a
menos de 10m, especialmente nos meses de pico da floracdo, nos quais foram
concentrados os estudos de fluxo génico (Figuras 1 e 2).

Foram acompanhadas trajetorias de véo dos polinizadores entre plantas de C.
blanchetii mapeadas em duas subpopulacdes de densidades distintas (correspondentes as
areas descritas no Capitulo 1): Area B com 8412 m? e densidade de 0,019 plantas/m® e
Area D com 1372 m? e 0,33 plantas/m®. Na &rea de menor densidade (B) as observacdes
foram realizadas entre 10 e 13 de junho e 14 e 16 de julho de 2004, e entre 6 e 7 de junho e
1 e 2 de julho de 2005. Na area de maior densidade (D) as rotas de voo foram
acompanhadas entre 14 e 17 de junho e 17 e 19 de julho de 2004, e entre 8 e 9 de junho e 3
e 4 de julho de 2005. Em todo o periodo de estudo, as observacbes foram concentradas
entre 6:00 e 11:00h, uma vez que este € o horario de maior atividade de forrageamento das
abelhas (Capitulo 2).

Os polinizadores eram escolhidos a partir de uma planta focal e seguidos durante as
visitas as demais plantas na populacdo, sendo anotado o nimero de flores visitadas em
cada planta e o numero de identificacdo de cada planta visitada seqiiencialmente. As
observacdes foram interrompidas quando as abelhas abandonavam a area mapeada ou
intercalavam visitas a outras espécies de plantas durante a trajetéria. As trajetdrias
observadas em campo foram reconstituidas em mapas tematicos geo-referenciados
confeccionados com o programa ArcView® GIS 3.3 e médulo Spatial Analyst 2.0 (ESRI

2002) usando as extensdes The animal movement analyst e PVA tools kit (Hooge & Hooge
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1999, Hooge et al. 1999) para ArcView® GIS. A partir do banco de dados associado aos
mapas, foram obtidos os seguintes parametros de v6o das abelhas: (1) o segmento L entre
duas plantas visitadas consecutivamente; (2) o deslocamento absoluto R, entre a primeira
planta visitada (planta focal) e as demais na trajetoria; e (3) o angulo 6 de virada entre dois
segmentos consecutivos (Figura 3). Adicionalmente, foram obtidos: (4) o nimero de flores
disponiveis em cada planta visitada; (5) o nimero de vizinhos mais proximos nao visitados
entre uma planta e outra durante a trajetoria de véo; e (6) distancia entre a planta visitada e

os dois vizinhos mais préximos.

Forrageamento dos polinizadores

Os parametros de visitacdo e voo, exceto angulos da trajetoria, foram avaliados para
todos os polinizadores, com maior detalhamento para operérias de Bombus brevivillus por
se tratarem dos polinizadores mais frequentes (Capitulo 2). Para estas abelhas, os valores
de numero de flores visitadas por planta (transformados para raiz quadrada), porcentagem
de flores visitadas entre as disponiveis por planta (transformados para arcoseno) e distancia
média de vobos realizados entre plantas (transformados para logaritmo natural) foram
comparados em analise de variancia ANOVA de um critério, com as médias comparadas
pelo teste Tukey, dentro de cada area entre 0s meses e entre 0s anos de estudo. Foi testada
correlacdo de Pearson entre o numero de flores disponiveis e nimero de flores visitadas
por planta em cada area e em cada periodo de observagdo, com as devidas transformacoes,
utilizando o programa BioEstat 3.0 (Ayres et al. 2003).

Na area de maior densidade de plantas, os parametros de forrageamento de operarias de
Bombus brevivillus foram descritos em maior detalhe, avaliando: proporcdo de flores
visitadas em plantas distribuidas em quatro classes, considerando ndmero de flores
disponiveis por planta, com as médias em cada classe comparadas com teste Mann-
Whitney; distribuicdo da frequéncia do numero total de flores visitadas por planta e da
proporcao do numero de flores visitadas entre as disponiveis, e distribuicdo da fregliéncia
da disténcia de voo entre plantas, comparando as distribuicdes entre 0s meses e entre 0s
anos de estudo com teste Kolmogorov-Smirnov, utilizando o programa BioEstat 3.0.

A orientacédo de voo do polinizador na area de maior densidade de plantas foi descrita a
partir de ferramentas de estatistica circular, utilizando os angulos  de virada entre plantas
visitadas sequencialmente. O vetor médio calculado para este parametro apresenta duas
propriedades: a dire¢do (angulo médio, ) e seu comprimento (r). O comprimento varia de

0 a 1, onde altos valores de r indicam que as observacGes estdo mais agrupadas em torno da
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média do que os valores menores. A variancia circular e o desvio padrdo circular sao
equivalentes aos correspondentes lineares, porém calculados de maneira distinta. A
variancia é calculada a partir do comprimento do vetor médio através da formula VvV = 1-re
0 desvio padrdo por S = (-2In(r)). O resultado S, obtido em radiano, pode entdo ser
convertido em graus se multiplicado por 180/x. Foi conduzido o teste U® de Watson que
verifica o ajuste da distribuicdo dos dados confrontados com um modelo especifico de
distribuicdo escolhido, que neste caso foi o uniforme. O teste é feito calculando-se o
quadrado meédio do desvio para uma distribuicdo uniforme. Se o desvio ¢ alto (resultando
num alto valor de U? e baixa probabilidade), a hip6tese nula de que os dados estdo
ajustados ao modelo uniforme € rejeitada (Zar 1998).

O deslocamento dos polinizadores no espaco, na area de maior densidade de plantas,
foi descrito a partir de um modelo de passeio aleatorio correlacionado (“correlated random
walk™), indicado para descrever ou predizer deslocamentos de insetos num plano, seguindo
a formula (Kareiva & Shigesada 1983):

E(an)an(L2)+2E(L)2[LJ n—[l_CnJ )

1-c 1-c
onde

E(an) = esperanga do deslocamento ao quadrado

n = nimero de segmentos

L = comprimento do segmento

¢ = E(cos @) = esperanca do cosseno de # em radiano

E(Rn)% E(L?) e E(cos 6) sdo esperancas das respectivas variaveis aleatérias, sendo tanto
L quanto @ independentes. Para a incorporacao destas varidveis na formula, sdo utilizadas,
na pratica, as médias calculadas a partir das medidas observadas. Este é um modelo
classificado como ndo orientado, com independéncia do comprimento, e que permite
estimar o deslocamento de um organismo ap6s certo numero de passos motivado por
atividades especificas. Este modelo é tido como o mais neutro possivel, uma vez que
assume que a probabilidade do inseto virar a direita ou a esquerda é a mesma, podendo ser
atil na deteccdo de desvios entre o deslocamento observado e o esperado em um
movimento aleatério (Kareiva & Shigesada 1983, Jacobi 2000, 2002).
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Estimativa indireta da vizinhanca genética

Foi estimado o tamanho da vizinhanga genética considerando os dois componentes do
fluxo génico: (1) dispersdo de gametas através do polen e (2) dispersdo de zigotos atraves
de sementes. Para avaliar o componente de fluxo polinico mediado pelas abelhas,
assumimos como regra de decaimento de polen a partir de uma planta focal, a deposicédo de
polen no estigma das flores até a terceira planta consecutiva. Os critérios adotados aqui
decorrem do padrdo observado de nimero de flores visitadas por planta, da freqiiéncia de
limpeza do polinizador em Chamaecrista blanchetii (Capitulo 2), e de estimativas de p6len
carryover realizado por espécies de Bombus em populagbes naturais e sistemas
experimentais disponiveis na literatura (Thomson et al. 1986, Thomson & Thomson 1989,
Morris et al. 1994). Este cenario de modelo hipotético foi delineado para efeitos de
comparagdo com o encontrado em estimativas indiretas de tamanho de vizinhanga genética
baseadas na estrutura genética espacial utilizando marcador molecular aloenzimatico
(Capitulo 4). Para tanto, foram feitos os calculos do tamanho da vizinhanga genética (Ne)
considerando as distancias das trés primeiras plantas visitadas apds o inicio da trajetoria da
abelha com as seguintes correcdes a partir da formula proposta por Crawford (1984):

(A) Auséncia de polen carryover, com deposicdo de 100% do pdlen na primeira planta
visitada:

Ne = 47[0,5t (op1)° + (05)?] d(1 + t)/2 (2)
(B) Pdlen carryover até a segunda planta, com deposi¢do de 80% do pdlen na primeira e
20% na segunda planta visitada:

Ne =4n[0,5t (0,8(cp1)* + 0,2(0p2)* ) + (05)?] d(1 + t)/2 (3)
(C) Polen carryover até a terceira planta, com deposi¢do de 70% do pélen na primeira,
20% na segunda e 10% na terceira planta visitada:

Ne = 47[0,5t (0,7(cp1)” + 0,2(0p2)” + 0,1(cp3)?) + (05)°] d(1 + t)/2 (4)
Sendo,
t = taxa de fecundacéo cruzada
(crpi)2 e (o5)? = variancia da distancia de dispersao de pélen e de sementes, respectivamente;
(cs,oi)2 = ¥pi? /n,, onde pi = distancia do deslocamento absoluto R, apds i plantas visitadas e
Ny = ndmero total de eventos;
(05)? = 2% Ins, onde s = distancia de dispersdo da semente e ny = nimero de eventos de

dispersao de semente;
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d. = densidade efetiva da populacéo.

Para a estimativa da taxa de fecundacdo cruzada (t), foi considerado o nimero de
visitas a flores de uma mesma planta (Va), nimero de visitas entre plantas (Vc), e a média
da proporcdo de sementes bem formadas por fruto em autopolinizacdo (S;) e em
polinizacdo cruzada experimental (S¢), conforme resultados encontrados no Capitulo 2,
calculando:
t=VeSc/ (VcSc + VaSa) (5)

Para a estimativa de dispersdo de sementes, foram escolhidas trés plantas focais com
alturas entre 2 e 2,5m, que corresponde ao tamanho médio dos individuos na populagéo.
Foram dispostas lonas plasticas sob as copas das arvores e obtidas as medidas de distancia
de langamento de 20 sementes a partir do tronco de cada uma das plantas.

Ndo foram calculados os valores para vizinhanga genética considerando polen
carryover até a terceira planta na 4rea menos densa, uma vez que as trajetdrias das abelhas

foram curtas (com menos de 5 passos).

Resultados

Forrageamento dos polinizadores em paisagens de densidades distintas

Operarias de Bombus brevivillus foram responsaveis por quase a totalidade de
movimentos intra e interplanta realizados pelos polinizadores registrados na populagédo. No
inicio da floragdo (maio), estas abelhas apresentaram v00s mistos e investigativos para
coleta de néctar e/ou de polen em flores de outras espécies da comunidade, com média de
404£8% (n = 17) de plantas inter-especificas incluidas na trajetoria, principalmente espécies
de Asteraceae e Melastomataceae. No pico de floragdo, junho e julho, estas abelhas
apresentaram alta constancia ao recurso polinico de C. blanchetii, com 92% das trajetorias
compostas por visitas intra-especificas.

O numero de rotas, de plantas e de flores visitadas por hora por operarias de B.
brevivillus foi maior na area de maior densidade de plantas nos dois anos (Tabela 1). Na
area de menor densidade houve aumento de atividade nos meses de julho, em especial no
segundo ano de estudo, sendo registradas 1,2 rotas de vbo, 3,5 plantas e 15,9 flores
visitadas por hora. Na area de maior densidade de plantas, as atividades do polinizador
principal foram mais frequentes nos meses de junho, principalmente no primeiro ano,

quando foram observadas 3,9 rotas de vbo, 23,3 plantas e 76,2 flores visitadas por hora.
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Na éarea de menor densidade de plantas (Area B), as operarias de B. brevivillus
exploraram em média entre 4,5 e 8,9 flores por planta, visitando entre 9,9 e 14,4% do total
de flores disponiveis por planta. Elas realizaram trajetérias com segmentos entre 5,7 e
10,4m nos diferentes periodos de estudos, com véos mais longos nos meses de julho nos
dois anos de estudo, e viradas na trajetoria com angulos medios circulares de 271,8° e
346,6° nos meses de julho em 2004 e 2005, respectivamente (Tabela 2). Houve diferenca
significativa no nimero médio de flores visitadas por planta entre junho e julho de 2005 (Q
= 3,14, p<0,05) e entre a porcentagem de flores visitadas entre as disponiveis por planta
entre julho de 2004 e julho de 2005 (Q = 2,93, p<0,05). Houve correlagdo positiva
significativa entre o nimero de flores disponiveis e o0 numero de flores visitadas por planta
em todos 0s meses de observacao: junho de 2004 (r = 0,55, gl = 14, p<0,05), julho de 2004
(r =0,75, gl = 22, p<0,001), junho de 2005 (r = 0,76, gl = 18, p<0,001) e julho de 2005 (r
= 0,67, gl = 33, p<0,001). Entretanto, o poder explicativo r é fraco, e neste caso, a
proporcdo de flores visitadas ndo aumenta linearmente com o ndmero de flores
disponiveis.

Na area com maior densidade de plantas (Area D), as operarias de B. brevivillus
exploraram em média entre 3 e 4,7 flores por planta, visitando entre 12,6 e 18% do total de
flores disponiveis por planta. Elas realizaram trajetorias com segmentos entre 2 e 4,4m de
extensdo nos diferentes periodos de estudos, com v6os mais longos nos meses de junho e
de julho no primeiro ano de estudo (Tabela 2). Houve diferenca significativa no namero
médio de flores visitadas por planta entre os meses de junho de 2004 e 2005 (Q = 6,39,
p<0,01) e entre os meses de julho de 2004 e 2005 (Q = 5,52, p<0,01), entre a porcentagem
de flores visitadas entre as disponiveis por planta entre junho e julho de 2004 e entre junho
e julho de 2005 (Q = 3,55, p<0,05 e Q = 4,45, p<0,01, respectivamente), entre 0s meses de
junho de 2004 e 2005 (Q = 4,17, p<0,01) e entre 0s meses de julho de 2004 e 2005 (Q =
2,83, p<0,05), e entre a distancia média de v6o entre plantas entre junho e julho de 2005 e
entre 0s meses de julho de 2004 e 2005 (Q = 4,7, p<0,01 e Q = 5,1, p<0,01,
respectivamente). Houve correlacdo positiva significativa entre o nimero de flores
disponiveis e o nimero de flores visitadas por planta em todos os meses de observagao:
junho de 2004 (r = 0,35, gl = 464, p<0,001), julho de 2004 (r = 0,42, gl = 206, p<0,001),
junho de 2005 (r = 0,52, gl = 89, p<0,001) e julho de 2005 (r = 0,79, gl = 25, p<0,001).
Nesta area, os baixos valores de r também indicam que o nimero de flores visitadas pode
aumentar quanto maior o numero de flores disponiveis, porém ndo linearmente. Em

paisagem de alta densidade de plantas, foi verificada diminuicdo significativa na
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porcentagem de flores visitadas com o aumento da disponibilidade de flores por planta
entre as classes de tamanho, com excecdo do més de julho de 2005 (Tabela 3). Foi
verificada alta variacdo na distribuicdo do nimero total de flores e na propor¢éo de flores
visitadas por planta, com eventos menos freqiientes de intensa exploracdo de determinadas
plantas no més junho, nos dois anos de estudo (Figura 4).

Rainhas de B. brevivillus foram os polinizadores ocasionais mais frequentes e com
parametros de forrageamento menos variaveis, visitando em média 3,1+0,4 flores por
planta, 11,6+1,6% do total de flores disponiveis por planta, e realizaram v6os com
4,89+0,5m de extensdo. Xylocopa cearensis apresentou comportamento distinto dos
demais os polinizadores ocasionais, visitando em media 12 flores por planta e realizando

voos de 8,4m entre plantas (Tabela 4).

Padrdo espacial do deslocamento de operarias de Bombus brevivillus em paisagem de alta

densidade de plantas

Operarias de Bombus brevivillus apresentaram variacdo quanto as distancias de voo
percorridas entre plantas em paisagem de alta densidade floral (Figura 5). N&o foi
observada diferenca significativa entre a distribuicdo da freqiiéncia de distancias de v6o
nos meses de junho e julho no primeiro ano de observacéo, com 60% dos voos realizados a
menos de 5m. No segundo ano, foi encontrada diferenca significativa na distancia de voo
entre plantas nos dois meses de observacdo, com cerca de 80% de voos realizados a menos
de 2,5m de distancia no més de julho (Kolmogorov-Smirnov, valor critico = 0,412 para
p<0,001). Nesta paisagem, considerando as areas circulares em torno de plantas focais com
raios correspondentes ao deslocamento das abelhas entre duas plantas, em média, os cinco
vizinhos mais proximos usualmente nao foram visitados (Figura 6). Nesta abordagem, ndo
levamos em consideragdo o posicionamento do inseto no momento do deslocamento entre
plantas, assumindo que a probabilidade de véos ¢ igual para qualquer direcdo. Nos casos
em que a abelha voou distancias superiores a 15m foi quantificado apenas o nimero de
plantas néo visitadas dentro dos 45° do campo de forrageio entre as plantas. Embora raros,
foram observados eventos onde até 80 vizinhos mais préximos a planta de partida
deixaram de ser visitados, especialmente em julho do primeiro ano de estudo.
Considerando as distancias de véo realizado pelo polinizador (Figura 5) e a distancia entre
as plantas focais e o0s dois vizinhos mais proximos (Figura 7), foi verificado que mais de

90% desses vizinhos estd a menos de 2,5m das plantas de partida.
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Os angulos de viradas durante a trajetoria de v6o se concentraram em torno de 180°,
em rotas avaliadas nos meses de junho nos dois anos de estudo (Figura 8). A hipotese de
distribuicdo uniforme nos angulos da trajetoria de véo foi rejeitada nos meses de junho de
2004 e de 2005 a partir do teste de Watson com U2 = 0,43 para p<0,005 e U2 = 0,197 para
p<0,05, respectivamente. Em julho de 2004 foi encontrado o menor valor de comprimento
do vetor, com r = 0,063, e em julho de 2005 o maior valor, com r = 0,59, com vetores
distribuidos mais freqlientemente em torno de Q°.

As operérias de Bombus brevivillus apresentaram deslocamento absoluto observado
proximo ao esperado no modelo de passeio aleatorio ndo correlacionado, com excegdo de
junho de 2005 a partir do terceiro passo (Figura 9). Ndo houve diferenca quanto ao
deslocamento quadrado médio da abelha entre junho e julho de 2004, com distancias

maximas alcangadas por volta de 130m ap6s cinco passos ou plantas visitadas.

Vizinhanca genética

Esta espécie apresenta mecanismo autocorico de dispersdo de sementes, onde a
abscisdo lateral dos frutos do tipo foliculo libera as sementes por explosdo. As sementes
alcancaram em média 1,4+0,8m (n = 60) de distancia a partir da planta mae. Na paisagem
menos densa, foram encontrados valores menores de taxa de fecundagéo cruzada estimada,
variando entre 0,28 e 0,46, areas maiores de vizinhanca (entre 50,78 e 310,01m?), e
tamanhos menores de vizinhanca genética (entre 0,72 e 5,16 individuos), assumindo as
regras para o espalhamento de pélen até a primeira e a segunda planta visitada (Tabela 5).
Foi observado aumento de area e de tamanho da vizinhancga, concordantes com aumento do
espalhamento de polen apenas nos meses de julho.

Na paisagem de maior densidade de plantas, foram encontrados os maiores valores de
fecundacdo cruzada estimada (entre 0,47 e 0,6), areas reduzidas de vizinhanca genética
(entre 12,5 e 61,96 m?), e maiores valores de tamanho de vizinhanca genética (2,56 e
12,05), considerando as regras de decaimento para as trés primeiras plantas visitadas
sequencialmente (Tabela 5). Foi observado aumento gradativo dos valores de area e
tamanho de vizinhanga genética com o aumento do pélen carryover, exceto em julho de
2005.
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Discussao

Forrageamento dos polinizadores em diferentes paisagens

Em plantas com sistema misto de reproducdo, a reproducdo cruzada € diretamente
proporcional ao aumento de dispersdo alélica através do fluxo de polen (Richards 1997).
Alguns autores argumentam que mudancas de comportamento dos polinizadores
influenciadas por diferencas na distribuicdo espacial das plantas visitadas podem
determinar mudancas no fluxo de pdlen e, consequentemente, no tamanho efetivo da
vizinhanga genética e na sua estruturacao (e.g., Beattie 1976, Levin 1979, Fenster 1991,
Franceschinelli & Kesseli 1999, Franceschinelli & Bawa 2000). Nesta populacdo de
Chamaecrista blanchetii, o arranjo espacial dos individuos pode variar em diferentes
escalas na paisagem, formando manchas de plantas em areas amplas ou, em uma escala
menor, agrupamentos heterogéneos de poucos individuos (Capitulo 1). As manchas
contendo plantas reprodutivas, ou seja, produzindo flores em determinado periodo, formam
mosaicos de agregacdo espacial de recursos na paisagem, compondo um cenario de maior
ou menor grau de agregacdo do recurso ao longo da florada. Este padrdo de apresentacéo
espacial de plantas e flores, caracteristico também em outras populagdes heterogéneas ou
fragmentadas, pode estar relacionado ao padrdo de busca de recursos e habito de
forrageamento de Bombus brevivillus em flores de C. blanchetii. A maior freqiiéncia e
constancia de forrageamento na &rea de maior densidade floral apresentado por estas
abelhas sugere que a estratégia de busca pode ser condicionada, ndo apenas numa escala
local, entre vizinhos mais proximos, mas também pela disponibilidade de flores em uma
area mais ampla, que inclui possivelmente a area total de forrageamento da coldnia
(Frankie & Haber 1983, Goulson 2000).

Embora tenham sido encontradas diferencas significativas entre alguns dos parametros
de vOo entre 0s meses e entre anos dentro da cada area, ndo foi possivel detectar uma
tendéncia clara de maior ou menor potencial de espalhamento polinico em diferentes
periodos. Podemos sugerir apenas que houve uma diminuicdo na propor¢do de flores
visitadas por planta e maior deslocamento das abelhas no pico da florada no primeiro ano,
gerando aumento do potencial de espalhamento polinico. Mas, este padrdo ndo se manteve
no segundo ano de observacdo, onde todos os parametros amostrados nas duas areas
apontam para uma reducdo da dispersdo polinica no mesmo periodo. Isto indica que outros
fatores, ndo apenas a variagcdo temporal na disponibilidade de flores, podem atuar no

padrdo de forrageamento destas abelhas em escala microespacial. Mudancas climaticas,
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competicdo entre outros visitantes por recursos florais ou até mesmo, taxas de predacdo de
flores, como corte de anteras por operarias de Trigona variando entre as temporadas,
devem ser consideradas.

De modo geral, em paisagem de baixa densidade de plantas, operarias de Bombus
brevivillus apresentaram comportamento mais proXimo ao previsto nas regras de
forrageamento 6timo, mantendo, em média, visitas mais prolongadas a plantas com maior
disponibilidade de flores e realizando voos entre plantas vizinhas (Pyke 1978, Zimmerman
1981, Goulson 2000), onde dois aspectos devem ser considerados: distribuicdo esparsa das
plantas e presenca de plantas acima de 5m de altura e com os maiores valores de produgéo
floral no dia do censo na area. Neste cenario, a exploracdo de um maior nimero de flores
por planta pode ser energeticamente mais vantajosa do que realizar deslocamentos mais
freqlientes a distancias maiores. Neste caso, as abelhas podem contribuir para um
espalhamento mais restrito do pélen com deposicdo mais frequentemente em estigmas de
flores da mesma planta, elevando os niveis de endogamia (Schmitt 1980, Thomson &
Thomson 1989, Rademaker 1997). Uma vez que Chamaecrista blanchetii € uma espécie
autocompativel, porém com provavel ocorréncia de depressdo endogamica verificada por
altas taxas de aborto de sementes geradas em autofecundacdo (Capitulo 2), os efeitos do
baixo deslocamento de pdlen mediado pelas abelhas podem ser minimizados,
especialmente nesta area.

Em paisagem de alta densidade de plantas, as abelhas parecem responder mais
proximamente ao previsto no teorema do valor marginal, com o comportamento de busca
entre manchas ou agrupamentos de individuos da paisagem e ndo a plantas
individualmente dentro de uma &area mais ampla de forrageamento (Zimmerman 1981,
Goulson 2000). Neste caso, assim como reportado em outros sistemas, as abelhas visitam
um ndmero médio menor de flores e com deslocamentos curtos em poucos metros, devido
a proximidade das plantas, porém, visitando plantas ndo vizinhas sequencialmente
(Cresswell 1997). Embora uma resposta positiva do polinizador a producéo floral possa ser
considerada, com valores significativos de correlagdo no numero de flores disponiveis e
flores visitadas, esta relacdo pode ndo ser proporcional, uma vez que ha reducédo
significativa na porcentagem de flores visitadas por plantas classificadas em classes de
tamanho (ou producéo floral).

Adicionalmente, a alta variacdo na distancia de voos entre plantas sugere que 0s
movimentos de busca entre manchas de recursos, com o deslocamento maior até outro

ponto de agregacdo de flores, podem ser mais vantajosos em termos energéticos, em
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especial no pico da florada, do que manter visitas continuadas a uma Gnica planta. A partir
disto, os demais parametros de forrageamento dos polinizadores nesta area, como a
direcionalidade de voo com viradas em torno de 180° sugerem que as abelhas mantém
vO0s sinuosos, visitando manchas de individuos repetidas vezes dentro de uma area mais
ampla com maior concentracdo de flores, com comportamento similar a outras espécies de
Bombus (Pyke & Cartar 1992, Cartar & Real 1997, Collevatti et al. 2000). Neste caso,
podemos considerar plausivel a ocorréncia de fluxo polinico entre grupos de individuos
distribuidos em areas de maior densidade, possivelmente gerando maior coesao genética
intrapopulacional (Capitulo 4).

Assumindo que o quadrado do deslocamento esperado da abelha na paisagem pode
refletir o potencial de espalhamento polinico entre as plantas na populacéo, o deslocamento
acima de 130m? até a quinta planta visitada pode corroborar as estimativas de maior
amplitude de disperséo génica em termos de tamanho de vizinhanca genética e aumento da
taxa de fecundacdo cruzada, nesta area. Ressalta-se que, neste caso, a area de vizinhanga
genética estimada com valores menores € uma funcéo da propria distancia percorrida (em
metros) pelas abelhas entre as plantas, as quais estdo dispostas muito proximas umas das
outras, em alta densidade.

Fluxo génico e vizinhanca genética

A estrutura dos genotipos no espago em uma escala local em plantas € determinada ndo
apenas por forcas seletivas e estocasticas limitando a ocupacdo e estabelecimento dos
individuos nos diferentes microambientes, mas principalmente pelo fluxo génico entre os
individuos e a amplitude de dispersdo dos organismos (Wrigth 1978, Crawford 1984,
Ohsawa et al. 1993, Epperson 2000, Silvertown 2001). A dispersdo limitada de sementes
em C. blanchetii pode contribuir para o agrupamento de individuos aparentados no espaco,
0S quais apresentam as maiores chances de manter cruzamentos preferenciais entre si.
Adicionalmente, o padrdo de autocorrelacdo espacial positivo na producdo de frutos, em
especial na area de baixa densidade de plantas, ilustra a ocorréncia de individuos préximos
com maiores valores de producdo compondo areas de agregacdo de frutos disponiveis na
paisagem (Capitulo 1).

Quanto ao componente polinico do fluxo génico, Cresswell & Osborne (2004)
demonstraram experimentalmente a susceptibilidade do fluxo génico mediado por
polinizadores, especificamente Bombus, onde o potencial de espalhamento do pélen esta

sujeito a diminuir sistematicamente a medida que o tamanho das manchas de individuos
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aumenta. Porém, esta tendéncia pode se alterar em determinados casos ilustrados em
estudos que apontam para alta plasticidade de v6o e forrageamento por recursos, tanto de
néctar quanto de polen, para abelhas do género Bombus (Cresswell 1997, 1999, 2000,
Goulson 2000, Grindeland et al. 2005). Embora os parametros de v6o do polinizador ndo
fornegcam informagdes conclusivas sobre as resposta das abelhas a variacdo temporal na
producéo de flores dentro uma mesma temporada em C. blanchetii, a variacdo no tamanho
e na area de vizinhanca genética estimada nos diferentes periodos de floracdo sugere que a
varia¢do no comportamento das abelhas pode alterar o potencial de espalhamento de polen.
Neste caso, as abelhas podem contribuir para o fluxo polinico gerando maior ou menor
grau de troca génica entre plantas, nas diferentes paisagens de densidade populacional, em
periodos reprodutivos sucessivos. Com base nos parametros reprodutivos das plantas e de
visitacdo das abelhas, as estimativas de taxas de fecundacdo cruzada em C. blanchetii
sugerem que em paisagem de baixa densidade floral pode ocorrer aumento do nivel de
endogamia, e em alta densidade populacional essas taxas podem ser menores.

Caso este cenario tenha se mantido ao longo das ultimas geracdes na populacdo
estudada, € possivel sugerir que o padrdo de estrutura genética atual, com alta taxa de
endogamia, porém baixa divergéncia genética entre manchas (Capitulo 4), esteja sendo
mantido pelos efeitos dos padrdes de fluxo génico gamético mediado por operérias de
Bombus brevivillus. Para espécies com populacdes grandes e em longas extensfes, porém
com marcada heterogeneidade na distribuicdo espacial dos individuos localmente, como
reportado em C. blanchetii, a variagdo no deslocamento do polinizador pode favorecer o
movimento génico mantendo cruzamentos endogamicos preferencialmente uniparentais e

biparentais, porém com eventos que favorecem a coesdo genética intrapopulacional.
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Tabela 1: Numero total de rotas de v6o, niumero de plantas e numero de flores de Chamaecrista blanchetii visitadas por operarias de Bombus
brevivillus, por hora de observacdo, nas duas paisagens, nos meses de junho e julho, em dois anos consecutivos, no Parque Municipal de

Mucugé, Chapada Diamantina, Brasil.

Area B (0,019 plantas/m?) Area D (0,33 plantas/m?)
2004 2005 2004 2005
N° de observacgdes/ hora Junho (20h) Julho (15h) Junho (10h) Julho (10h)  Junho (20h)  Julho (15h) Junho (10h) Julho (10h)
N° de rotas 0,35 (n=7) 0,53 (n=8) 0,7(n=7) 1,2 (n=12) 39(n=78) 2,7(n=41) 2,2 (n=22) 0,7 (n=7)

N° de plantas visitadas 08(n=16) 1,6(n=24) 2,0(n=20) 3,5(n=35) 23,3(n=466) 13,9 (n=208) 9,1 (n=91) 2,7 (n=27)
Ne de flores visitadas 4,65 (n=93) 14,2 (n=213) 13,5 (n=135) 15,9 (n=159) 76,2 (n=1524) 41,5 (n=623) 40,6 (n=406) 11,9 (n=119)




84

Tabela 2: Parametros do forrageamento de operarias de Bombus brevivillus em flores de Chamaecrista blanchetii, em paisagem de baixa
densidade populacional (Area B) e em paisagem de alta densidade populacional (Area D), nos meses de junho e julho, em dois anos
consecutivos, no Parque Municipal de Mucugé, Chapada Diamantina, Brasil. Valores apresentados como médiatdesvio padrdo (N observaces).

Valores seguidos de letras diferentes em uma mesma linha apresentam diferencas significativas em Anova um critério com teste Tukey.

Parametros de voo 2004 2005
Junho Julho Junho Julho

Area B (0,019 plantas/m?)

N° flores visitadas/ planta 5,8+7,1 (16) 8,9+8,5 (24) 6,7+4,5° (20) 4,5+2,4° (35)

Porcentagem de flores visitadas/ planta (%) 14,4+11,8 (16) 9,9+12,4% (24) 11,4+9,8 (20) 13,9+8,6° (35)

Distancia de voo entre plantas (m) 7,52 (9) 10,446 (16) 5,7£3,4 (13) 9,949,0 (23)

Angulos da trajetoria (graus)* _ 271,8+93,4 (7) 142,2+130,7 (6)  346,6+71,8 (7)
Area D (0,33 plantas/m?)

N° flores visitadas/ planta 3,3+3% (466) 3+1,5%(208) 4,7+3,3° (91) 4,4+2 3" (27)

Porcentagem de flores visitadas/ planta (%)  18+17,4% (466) 14,4+11,6° (208) 12,649,3°(91)  17,746,2° (27)

Distancia de voo entre plantas (m) 4,3+3,2 (387) 4,4+3,6° (167) 4,2+2,9% (69) 2+1,5° (20)

Angulos da trajetoria (graus)* 188,6+112,5(308)  160,0+134,9 (126)  198,4+96,6 (47) 345,1+58,6 (13)

*Angulo médio (u)=DP circular dos angulos em graus, detalhes no texto.
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Tabela 3: Porcentagem de flores visitadas por planta, em forrageamento de operarias de
Bombus brevivillus em flores de Chamaecrista blanchetii, distribuidas em quatro classes
de tamanho, em paisagem de alta densidade populacional (Area D), nos meses de junho e
julho, em dois anos consecutivos, no Parque Municipal de Mucugé, Chapada Diamantina,
Brasil. Valores apresentados como médiatdesvio padrdo (N observacBes). Amostras com

valores de N abaixo de 20 ndo foram testados estatisticamente.

Classes de tamanho 2004 2005
(flores/ planta) Junho Julho Junho Julho
1-20 26,8+20,8% (204) 22,4+13,4° (77) 21,6+10,2" (21) 19,9+6,3 (12)
21-40 11,749,8° (197)  10,3+5,2° (115) 13,3+8,2% (31)  16,3+6,3 (13)
41 - 60 9,9+10,1° (62) 9,2+2,28 (8) 8,445,3 (10) 14,8 (2)
> 61 14,21+11,3 (3) 4,3+2,1 (11) 6,8+4,5" (29)

Teste Mann-Whitney, com valores de significancia indicados par a par, dentro de cada
coluna:

Z(U)ap = 10,24, p<0,001

Z(U)ac = 2,56, p<0,01

Z(U)ge = 7,45, p<0,001

Z(U)gg = 2,28, p<0,005

Z(U)s = 3,41, p<0,001
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Tabela 4: Parametros do forrageamento dos polinizadores ocasionais em flores de Chamaecrista blanchetii, em paisagem de alta densidade

populacional (Area D), nos meses de junho e julho, em dois anos consecutivos, no Parque Municipal de Mucugé, Chapada Diamantina, Brasil.

Valores apresentados como médiatdesvio padrdo (N observacdes).

Parametros Bombus brevivillus rainha Xylocopa cearensis  Xylocopasp  Epicharis flava  Centris fuscata
NC° flores visitadas/ planta 3,1+0,4 (45) 12+4.5 (5) 4,6x1,2 (21) 2,1+0,2 (31) 1,3+0,1 (12)
Porcentagem de flores visitadas/ planta (%) 11,6+1,6 (45) 27,812 (5) 13+1,9 (21) 11,3+1,8 (31) 14+4,6 (12)
Distancia de voo entre plantas (m) 4,89+0,5 (38) 8,4 (3) 2,9+0,5 (15) 3,9+0,5 (25) 3,9+0,6 (9)
Angulos da trajetdria (graus)* 29,7£55,7 (30) _ 54,9490,1 (11) 199,6+94,0 (19) 181,7+113,1(7)

*Angulo médio (u)=DP circular dos angulos em graus, detalhes no texto.
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Tabela 5: Parametros reprodutivos, estimativa de taxa de fecundacdo cruzada e estimativas da area (m?) e do tamanho da vizinhanca genética,
considerando pdlen carryover até a terceira planta visitada sequencialmente por operarias de Bombus brevivillus, levando em consideracao o
decaimento proporcional de pdélen, nos meses de junho e julho, em dois anos consecutivos, nas paisagens de densidades populacionais distintas,

em Chamaecrista blanchetii, no Parque Municipal de Mucugé, Chapada Diamantina, Brasil. Detalhes dos critérios do pélen carryover descritos

no texto.
Area B Area D
2004 2005 2004 2005

Junho Julho Junho Julho Junho Julho Junho Julho
Numero de plantas floridas 55 72 51 57 216 333 195 387
Densidade individuos reprodutivos (d) 0,02 0,03 0,02 0,02 016 0,24 0214 0,28
Numero de visitas intraplanta 77 189 115 124 1058 415 315 92
NuUmero de visitas interplanta 16 24 20 35 466 208 91 27
Taxa de fecundacéo cruzada (t) 0,39 028 034 046 0,57 0,6 047 047
Area de vizinhanca genética (Ane1) 55,77 70,73 52,46 24547 4534 58,02 32,52 14,03
Area de vizinhanga genética (Anez) 50,78 83,51 49,09 310,01 48,02 60,52 37,72 12,86
Area de vizinhanga genética (Anes) _ _ _ _ 49,99 61,96 39,94 12,35

Tamanho da vizinhanca genética (Ne1) 085 130 0,72 409 561 1128 339 291
Tamanho da vizinhanca genética (Ne) 0,77 154 0,67 516 594 11,77 393 2,67
Tamanho da vizinhanca genética (Nes) 6,18 1205 4,16 2,56
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Figura 1: Distribuicdo espacial da producdo de flores por individuo de Chamaecrista
blanchetii em paisagem de baixa densidade populacional (Area B), durante o periodo de
observacdo em junho e julho, em dois anos consecutivos, no Parque Municipal de Mucugé,
Chapada Diamantina, Brasil. Plantas distribuidas em classes de numero de flores

produzidas representadas por simbolos de tamanho crescente.
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Figura 2: Distribuicdo espacial da producdo de flores por individuo de Chamaecrista
blanchetii em paisagem de alta densidade populacional (Area D), durante o periodo de
observacdo em junho e julho, em dois anos consecutivos, no Parque Municipal de Mucugé,

Chapada Diamantina, Brasil. Plantas distribuidas em classes de numero de flores
produzidas representadas por simbolos de tamanho crescente.
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Figura 3: Parametros avaliados na trajetoria de v6o das operarias de Bombus brevivillus
entre plantas de Chamaecrista blanchetii. Deslocamento entre duas plantas (L), angulo de

virada entre plantas visitadas (6), deslocamento absoluto a partir da planta inicial (R).
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Figura 4: A. Flores visitadas por planta. B. Porcentagem de flores visitadas entre as
disponiveis por planta, em forrageamento de operarias de Bombus brevivillus em flores de
Chamaecrista blanchetii, em paisagem de alta densidade populacional (Area D), nos meses
de junho e julho, em dois anos consecutivos, no Parque Municipal de Mucugé, Chapada

Diamantina, Brasil. Boxplot com medianas, quartis e outliers indicados.
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Figura 5: Distancias dos voOos realizados por operarias de Bombus brevivillus entre
individuos de Chamaecrista blanchetii, em paisagem de alta densidade populacional (Area
D), nos meses de junho e julho, em dois anos consecutivos, no Parque Municipal de

Mucugé, Chapada Diamantina, Brasil.
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Figura 6: Numero de vizinhos mais proximos ndo visitados entre a primeira e a segunda
planta das trajetérias de vbo de operarias de Bombus brevivillus, em paisagem de alta
densidade populacional (Area D), nos meses de junho e julho, em dois anos consecutivos,
no Parque Municipal de Mucugé, Chapada Diamantina, Brasil. Box plot com medianas e

quartis com outliers indicados.
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Figura 7: Distancias entre o primeiro e 0 segundo vizinhos mais préximos e a planta focal
visitada na trajetoria de voo de operarias de Bombus brevivillus, em paisagem de alta
densidade populacional (Area D), nos meses de junho e julho, em dois anos consecutivos,

no Parque Municipal de Mucugé, Chapada Diamantina, Brasil.
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Figura 8: Orientacdo das operérias de Bombus brevivillus durante o forrageamento em

flores de Chamaecrista blanchetii, em paisagem de alta densidade populacional (Area D),

nos meses de junho e julho, em dois anos consecutivos, no Parque Municipal de Mucugé,

Chapada Diamantina, Brasil. Histogramas circulares com barras paralelas indicando o

numero de observagdes dos angulos da trajetdria entre uma planta e outra (6), em cada

classe de intervalos de 20°. Linhas simples partindo do centro do histograma representam

os vetores médios, com os angulos médios () e comprimentos (r) dos vetores indicados

em cada histograma.
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CAPITULO 4

Estrutura genética espacial em microescala em populacéo de
Chamaecrista blanchetii (Leguminosae, Caesalpinioideae) em

campo rupestre
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Resumo

Neste trabalho foi investigado o efeito da distancia entre vizinhos na estrutura genética
espacial (EGE) em microescala, em uma populacdo de Chamaecrista blanchetii
naturalmente fragmentada em campo rupestre, conforme o modelo de isolamento por
distancia, sendo estimados também o fluxo génico e tamanho da vizinhancga genética em
densidades populacionais distintas neste ambiente. Foram empregadas andlises de
variabilidade genética, autocorrelacdo espacial e estatistica Sp, em 10 locos polimérficos
de aloenzimas, em quatro subpopulagdes completamente mapeadas, no Parque Municipal
de Mucugé, Chapada Diamantina, Brasil. Foi encontrada alta variabilidade genética
intrapopulacional (A = 4, P = 100, H, = 0,42), alta endogamia (F;s = 0,46) e baixa
divergéncia entre subpopulagtes (Fst = 0,0055). A analise hierarquizada da variabilidade
genética indica valores similares de variacdo e estrutura dentro das subpopula¢Bes, com
forte endogamia e baixa divergéncia entre subparcelas, dentro das subpopulacbes. Houve
autocorrelacdo espacial (AE) significativamente positiva na distribuicdo dos alelos mais
freqUentes entre vizinhos proximos a menos de 10m em 9 locos, sendo a AE menos
pronunciada na area de maior densidade. Segundo andlises da estatistica Sp, houve EGE
significativa em trés areas, com valores de bg iguais a -0,016 (P = 0,001), -0,017 (P =
0,002) e -0,011 (P = 0,04) nas areas A, B e D respectivamente, com valores significativos
do coeficiente de coancestralidade F¢y em distancias de 3m. Na area A, de menor
densidade, o tamanho da vizinhanga genética estimada (N,) foi de 34,86 individuos com
dispersdo génica de 162,52m? e 377,91m?, considerando D, = 0,023 e como De/2 = 0,0115,
respectivamente. Na area D, de maior densidade, N, foi de 69,16 e dispersdo génica
estimada em 18,58m’? e 38,19m* em D, = 0,33 e D¢/2 = 0,165 respectivamente. Em
populacdes naturalmente fragmentadas, porém abundantes em longas extensdes, como C.
blanchetii, a agregacdo de individuos em manchas de variadas densidades pode gerar
aumento do nivel de endogamia, estruturacdo genética intrapopulacional, com formacéo de
familias genéticas em microescala. Porém, o isolamento de subpopulacGes por distancia
geografica ndo € significativo neste nivel espacial. E provavel que a forte coesdo
intrapopulacional seja resultado do movimento génico em stepping stones, através do fluxo
gamético promovido pelos polinizadores entre ilhas de plantas com recurso abundante,

distribuidas ao longo do mosaico ambiental de afloramentos rochosos.
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Introducéo

A estrutura genética espacial numa populacdo natural, ou seja, um padrdo de
distribuicdo ndo aleatoria dos genotipos e alelos numa escala espacial definida, pode ser
resultado de diferentes processos, que incluem dispersdo limitada dos organismos,
estratégias reprodutivas, pressdes seletivas e eventos historicos. Em escala local, o
principal aspecto determinante da estruturacdo em populacbes de plantas parece ser a
formacgéo de linhagens locais estruturadas, resultantes da disperséo génica limitada,
mediada pela disperséo polinica e de sementes dentro de uma vizinhanga genética restrita
(Slatkin 1985, Epperson 2000).

Estudos sobre a estrutura da diversidade genética e processos genéticos em
populacdes naturais de plantas comumente empregam analises de autocorrelacdo espacial
na distribuicdo dos alelos entre individuos mapeados numa populacdo (Epperson 1990b,
2000, Heywood 1991, Slatkin & Arter 1991, Epperson & Li 1996, Sokal et al. 1998).
Recentemente, a descricdo dos padrdes espaciais da variabilidade genética pode ser
complementada por uma abordagem metodoldgica que permite o acesso de informacdes
quantitativas da estrutura genética espacial (EGE), sendo possivel testar a ocorréncia de
padrdes conforme esperado em processos de isolamento por distancia em populacdes
naturais (Hardy & Vekemans 1999, Rousset 2000, Fenster et al. 2003, Vekemans & Hardy
2004). Nesta abordagem, as rela¢fes genéticas e de coancestralidade sdo tratadas entre
pares de individuos em um gradiente de distancia espacial em populagdes continuas, a
partir da qual é possivel fazer inferéncias indiretas do fluxo génico histérico dentro da
populacdo (Vekemans & Hardy 2004, Hardy et al. 2006).

Essas estimativas se baseiam no principio de que a estrutura genética detectada por
marcadores neutros é essencialmente causada pela deriva genética local, e que o efeito
disso é contrabalancado pela dispersdo génica. Neste caso, a dispersdo limitada de
sementes, comum a maioria das espécies de plantas, pode resultar em excesso de
cruzamentos locais devido a proximidade de individuos e conseqlientemente ao isolamento
por distancia entre popula¢es (Wright 1943, Wright 1965). Deste modo, é esperado que
estes mesmos fatores sejam determinantes da subdivisdo genética local, em escala
microespacial, dentro das populacdes (Sokal & Wartenberg 1983, Slatkin 1985, Ouborg et
al. 1999, Slatkin & Barton 1989, Epperson 1990a).

Os campos rupestres brasileiros apresentam vegetacdo tipica de altitudes acima de

800m, com plantas de porte arbustivo e herbaceo, ocorrentes em ilhas de afloramentos
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rochosos de quartzito, arenito, granito ou canga. Estes ambientes sdo centros de
diversidade e endemismos para uma série de espécies vegetais, e compdem um rico cenario
evolutivo para diversificagdo de linhagens devido a isolamento geografico das populagoes,
geralmente com distribui¢éo disjunta, em escala regional (Giulietti & Pirani 1988, Borba et
al. 2001). Estudos anteriores utilizando marcadores moleculares codominantes neutros
detectaram moderada a elevada estruturacdo genética interpopulacional, levantando a
hipdtese de ocorréncia freqliente de barreiras geograficas ao fluxo génico e divergéncia
genética entre populagdes conspecificas em ambientes naturalmente fragmentados, como
as cadeias de montanhas brasileiras (Borba et al. 2001, Jesus et al. 2001, Machado 2005,
Azevedo et al. 2007, Pereira et al. 2007). Porém, até 0 momento ndo sdo conhecidos 0s
niveis de variabilidade e estruturacdo genética em microescala que podem ser encontrados
intrapopulacionalmente, e se o padrdo de isolamento por distdncia em populagcdes
continuas pode ser detectado em espécies ocorrentes nestes ambientes.

A caracterizacdo da estrutura genética espacial em populagdes heterogéneas, onde
padrdes estruturais em densidades diferentes podem ser confrontados, fornece idéias sobre
processos dinamicos de fluxo génico e permite considerar provaveis fatores determinantes
da estruturacdo em microescala de populagfes naturais de plantas, especialmente quando
aspectos bioldgicos e ecologicos do sistema sdo previamente conhecidos. Chamaecrista
blanchetii (Benth.) Conc., L.P. Queiroz & G.P. Lewis é uma espécie de Leguminosae
perene, com porte arbustivo a arboreo, amplamente distribuida na Cadeia do Espinhago,
onde sdo conhecidas populacdes grandes e amplamente distribuidas. No Parque Municipal
de Mucugé, a populacdo desta espécie apresenta distribuicdo heterogénea, variando de
fortemente agrupada em manchas densas de individuos a esparsamente distribuida, com
individuos isolados. A producdo floral € varidvel entre grupos de plantas dentro de
subpopulacdes e entre temporadas, gerando uma dindmica complexa de sincronia inter-
individual ao longo do periodo reprodutivo (Capitulo 1). Sdo plantas visitadas por abelhas
sociais com comportamento de coleta de pdlen por vibracdo das anteras, que atuam como
vetores para dispersdao polinica (Capitulo 2). Os polinizadores contribuem para uma
dispersdo gamética restrita, porém com comportamento variavel quando exploram areas de
concentracdo distinta de recursos, em especial em paisagem de alta densidade floral, onde
o0 tamanho estimado da vizinhancga genética pode ser aumentado no pico da florada com o
maior deslocamento do polinizador (Capitulo 3). Embora esta seja uma espécie
autocompativel e polinizacdes geitonogamicas sejam frequentes, a reducdo na viabilidade

de sementes oriundas de autogamia restringe a propor¢édo desses individuos repostos a cada
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geracdo (Capitulo 2). Em contrapartida, a dispersdo de sementes limitada a poucos metros
da planta mde promove um cenario de agrupamento de individuos possivelmente
aparentados, os quais aparentemente ndo apresentam reducdo na formagdo de sementes
viaveis quando cruzados entre si (Capitulos 2, 3).

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo investigar o processo
microevolutivo em uma populacdo naturalmente fragmentada de Chamaecrista blanchetii
nos campos rupestres: (i) estudando a variabilidade e o nivel de estrutura genética local,
(i) investigando o efeito da distancia entre vizinhos na EGE em microescala conforme o
modelo de isolamento por distancia; e (iii) fazendo estimativas indiretas do fluxo génico e
tamanho da vizinhanca genética em densidades populacionais distintas neste ambiente. O
padrdo de EGE é discutido considerando possiveis relacdes com a dindmica de producéo
floral e vizinhanca ecoldgica observada nestas mesmas plantas e estimativas de fluxo

génico atual através dispersdo polinica na populag&o.

Material e Métodos

Area e objeto de estudo

O trabalho foi realizado em uma populacdo de Chamaecrista blanchetii localizada
no Parque Municipal de Mucugé (entre as coordenadas 10° 43’ e 14° 20’S e 40°40’ e
43°00°W), porcédo central da serra do Sincord, macico da Chapada Diamantina, no estado
da Bahia, Brasil. Neste ambiente, foram delimitadas subpopulagdes de C. blanchetii
ocupando areas com diferentes tipos de solo, dentro de um mosaico edéafico recortado por
rochas e platds em solos pedregosos ou arenosos, formando manchas de individuos adultos

distribuidos em agrupamentos de densidades variaveis.

Amostragem
Foram amostrados 728 individuos adultos de Chamaecrista blanchetii distribuidos

dentro de quatro subpopulacdes que correspondem as areas descritas no Capitulo 1. As
areas A, B e C compdem as subpopulacbes de baixa densidade e formam uma
subpopulacdo maior, porém, naturalmente fragmentada. A area A esta localizada de forma
adjacente as areas B e C, distante cerca 100m e separada destas duas pelo rio Piabinha. As
areas B e C sdo subpopulagdes justapostas separadas entre si por platds de rochas nuas e
areas cobertas por vegetacdo herbacea a arbustiva. Estas subpopulacdes estdo localizadas

em formacdo tipica dos ambientes rochosos da regido, onde sdo reconhecidos os habitats
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de vala, afloramento e entremeio, conforme Conceicdo & Pirani (2005). A area D constitui
uma subpopulacdo de alta densidade e disjunta das outras trés em cerca 950m, localizada
em terreno arenoso, plano, com vegetacgdo arbustiva a arborea desenvolvida e recortada por
pequenos afloramentos rochosos.

Dentro da cada area os individuos foram numerados e mapeados por triangulacéo a
partir de pares de pontos fixos com coordenadas geogréaficas obtidas com GPS geodésico
Pro-XR Trimble. Os mapas de distribuicdo foram confeccionados com o programa
ArcView® GIS 3.3 (ESRI 2002), com coordenadas em UTM. Para a descricdo da
variabilidade e estrutura genética em cada subpopulacdo, foram utilizadas: 155 plantas na
area A, com densidade D = 0,023 plantas/m?; 117 na area B, com D = 0,019 plantas/m?; 93

na 4rea C com D = 0,015 plantas/m?; e 363 na 4rea D com D = 0,33 plantas/m®.

Procedimentos eletroforéticos

Pequenos pedacos de tecido foliar extraidos dos foliolos terminais de ramos jovens
de cada individuo foram macerados em 0,4 mL de tampéo para extracdo constituido de:
100 mL Tris/HCI 0,1 mol L™, pH 7,0; 6,846 g sacarose; 0,6 g PVP (polivinilpirrolidona);
0,6 g PVPP (polivinilpolipirrolidona); 0,0292 g EDTA (&cido etilenodiaminotetraacético);
0,145 g BSA (albumina bovina); 0,13 g DIECA (dietilcarbamato de sddio); 0,6 g borax; e
100 mL B-mercaptoetanol, adaptado de Lambert et al. (2006). Os extratos foram
absorvidos em tiras de papel Whatman #3 com tamanhos de 1,0 x 0,3 cm, os quais foram
aplicados em gel de amido a 8,5% (amido de batata hidrolisado Sigma). Para os eletrodos e
géis foram utilizados trés sistemas tampdes: (1) Eletrodo: hidréxido de litio 0,05 mol L™,
4cido bérico 0,0935 mol L™ e EDTA 0,0059 mol L™ em pH 8,0; gel: solucdo do eletrodo
diluida em 1:10, adaptado de Ridgway et al. (1970); (2) Eletrodo: &cido bérico 0,3 mol/L e
NaOH 0,06 mol/L em pH 8,0; gel: Tris/ HCI 0,01 mol/L em pH 8,5, adaptado de Shaw &
Prasad (1970); (3) Eletrodo: histidina 0,065 mol L™ com pH 6,5 ajustado com &cido
citrico; géis: tampdo do eletrodo diluido em 1:3 e em 1:7. Eletroforese horizontal padréo
foi conduzida até que o marcador azul de bromofenol percorresse 10 cm a partir do sitio de
aplicacéo no gel, utilizando as seguintes condicdes de corrida: sistemas 1 e 2 calibrados em
25 mA, sistema 3 em gel de histidina 1:3 calibrado em 150V e sistema 3 em gel de
histidina 1:7 calibrado em 200V.

Foram testados 25 sistemas enziméticos, dos quais 8 apresentaram resolugdo
suficiente para leitura. O sistema tampdo 1 foi utilizado para as enzimas shiquimato
desidrogenase (SKDH; EC 1.1.1.25) e glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH; EC
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1.1.1.49). O sistema tampdo 2 foi utilizado para as enzimas fosfoglicose isomerase (PG,
EC 5.3.1.9) e fosfatase acida (ACP; EC 3.1.3.2). O sistema tampao 3, em diluicdo 1:3, foi
utilizado para a enzima fosfoglicomutase (PGM; EC 2.7.5.1) e, em diluicdo 1:7, foi
utilizado para as enzimas isocitrato desidrogenase (IDH; EC 1.1.1.42), esterase (EST; EC
3.1.1.1) e leucina aminopeptidase (LAP; AC 3.4.11.1). Os procedimentos de coloracéo
foram similares aos indicados por Brune et al. (1998; ACP, EST, LAP, SKDH, G6PDH),
Corrias et al. (1991; IDH, PGI) e Soltis et al. (1983; PGM) com pequenas modificacdes em
relacdo & quantidade dos componentes utilizados. Sistemas enziméticos que apresentaram
mais de um loco foram numerados em ordem ascendente a partir do loco com menor
mobilidade. Os alelos foram numerados de acordo com suas mobilidades relativas ao alelo

de maior mobilidade de um individuo utilizado como padrao e presente em todos 0s géis.

Variabilidade genética e distribuicdo espacial de alelos

As frequéncias alélicas foram determinadas por contagem visual dos padrdes de
bandas de homozigotos e heterozigotos corados no gel. Todos os géis foram fotografados e
suas imagens analisadas e comparadas a fim de se detectar a ocorréncia de alelos raros. Os
zimogramas para a interpretacdo do alinhamento dos alelos foram confeccionados, e
posteriormente transformados em matrizes alélicas, com o auxilio do programa
TRANSFORMER 2 para Excel® (Caujapé-Castells & Baccarani-Rosas 2004). A
variabilidade genética de cada subpopulacdo foi descrita a partir da proporcdo de locos
polimérficos (critério de P < 0,95), nimero médio de alelos por loco (A), heterozigosidade
média observada (H,) e esperada (He), segundo Nei (1978, modelo ndo enviesado) por
loco. Desvios em relacdo a heterozigosidade média esperada segundo o previsto no modelo
de equilibrio de Hardy-Weinberg foram testados a partir de 1000 simulagdes de Monte
Carlo considerando os genétipos separadamente.

Para a descricdo da particdo hierarquica da diversidade genética local as
subpopulacdes foram divididas em parcelas e em subparcelas circulares, ndo sobrepostas,
com 14 m de didmetro nas areas A, B, C e D e com 6 m de didmetro na &rea D (Figura 1).
As subparcelas foram posicionadas manualmente no mapa de genétipos de forma a

abranger pelo menos sete individuos por subparcela, a maior independéncia possivel das
subamostras. A estrutura genética entre as subpopulacbes (&), entre parcelas dentro das

subpopulacdes (épa), e entre subparcelas (67S ) dentro das parcelas foi avaliada a partir da

pa

estatistica F hierarquizada segundo Weir & Cockerham (1984), para cada loco, calculando
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o intervalo de confianca de 95% em reamostragem aleatéria por bootstraping, utilizando o
programa TFPGA 1.3 (Miller 1997).

A autocorrelacdo espacial (AE) dos alelos mais frequentes de cada loco em cada
uma das quatro subpopulac¢des foi avaliada em correlogramas utilizando o indice de Moran
(1950). Para cada alelo, os individuos foram caracterizados geneticamente de acordo com
as frequéncias: 0 = nenhuma cépia do alelo presente no genotipo, 0,5 = uma cépia do alelo
no genotipo e 1 = duas copias do alelo no gendtipo, segundo Epperson & Li (1996). Os
pares observados foram divididos em 20 classes de distancia com 3m de extensdo
incluindo no minimo 30 pares de pontos em todas as classes de distancia (Legendre &
Legendre 1998). Os correlogramas e testes exatos de Monte Carlo para cada classe de
distancia foram feitos a partir do suplemento ROOKCASE para Excel® (Sawada 1999). As
significancias dos valores de autocorrelagédo espacial para cada intervalo de distancia foram
testadas aplicando-se correcdo progressiva de Bonferroni (Legendre & Legendre 1998,
Fortin & Dale 2005).

Estrutura genética espacial e estimativa indireta da dispersio génica

A estrutura genética espacial (EGE) foi descrita a partir de analises da estatistica Sp
(Vekemans & Hardy 2004), a qual permite a comparacdo da magnitude da EGE entre
diferentes subpopulactes (Vekemans & Hardy 2004). Em um processo de isolamento por
distancia, a estatistica Sp reflete a taxa de diminuicdo do coeficiente de coancestralidade
multiloco (kinship coefficient) com o aumento da distancia espacial entre as amostras. Um
coeficiente de coancestralidade estd baseado na probabilidade de identidade por

ascendéncia de alelos de dois genes homdlogos amostrados em uma populacdo referéncia.

A intensidade da EGE foi calculada por Sp = BF/( If(l) — 1), onde If(l) ¢ a media do
coeficiente de coancestralidade lf(ij) (Loiselle et al. 1995) entre os individuos na primeira
classe de distancia e BF é a inclinacdo da curva de regressdo do coeficiente If(,) contra o

logaritmo da distancia. Quando BF = 0, se aceita a hipotese nula de estrutura genética

espacial aleatoria. Foram utilizadas 20 classes de distancia com intervalos a cada 3 m. As
anélises e os testes de significancia foram feitos a partir de 1000 permutacBes da
localizacdo espacial entre os individuos, para verificar se o coeficiente médio a cada
distancia difere do esperado em uma distribuicdo aleatoria dos genotipos, utilizando o

programa SPAGeDi (Hardy & Vekemans 2002). Para a visualizacdo da EGE, os valores
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médios de Fg;, foram plotados contra as respectivas classes de distancia em correlogramas,

com de intervalo de confianca de 95%.

Quando a EGE é representativa do padrdo de isolamento por distancia em equilibrio
de dispersdo e deriva, os parametros de dispersdo génica podem ser estimados a partir da
estatistica Sp, assumindo que a EGE resulta da dispersdo isotropica limitada de genes e
atingiu uma fase estacionaria (Vekemans & Hardy 2004). Neste caso, é esperado que 0
parametro de dispersdo em espaco bidimensional seja N, = 4nDo?, onde D é a densidade
efetiva da populacdo e o° a extensdo espacial da dispersdo génica (metade da média
quadrada da distancia fisica entre parentais e progénie).

N, foi calculado entéo por: N, =— (1 — If(l)) /b, ,onde b éa inclinacdo da curva

log ! log

de regressdo no logaritmo da distancia espacial e Fg, o coeficiente de coancestralidade

entre individuos adjacentes, de acordo com a recomendacao de Fenster et al. (2003) para
sistemas onde ocorre autofertilizagdo, respeitando a condigdo de que a regressao seja
restrita a uma amplitude de distancia apropriada de & — 205, estimando & através de
procedimento iterativo com o programa SPAGeDi (Hardy & Vekemans 2002, Vekemans
& Hardy 2004). Foram calculados os valores de dispersdo génica a partir da EGE estimada
em Sp, considerando apenas os locos representativos do padrdo de isolamento por
distancia, para efeito de comparacdo com o fluxo génico e tamanho de vizinhanca genética
estimada, utilizando informag6es de dispersdo de sementes e do comportamento de
polinizadores mediando o espalhamento de pélen (Capitulo 3). Uma vez que a sincronia
média inter-individual na producgéo de flores na populacdo é de cerca de 60% (Capitulo 1),
consideramos que a densidade efetiva na populacdo é menor do que a densidade absoluta
de plantas, sendo as estimativas de fluxo génico feitas, portanto, para as densidades D e
D/2.

Resultados

Variabilidade genética e distribuicio espacial de alelos

Nos oitos sistemas aloenziméaticos utilizados, foram detectados 10 locos
polimérficos, tendo sido observado o total de 40 alelos na populacdo (Tabela 1). Est-4 e
Idh-2 foram os locos mais polimorficos, com cinco alelos cada, e Acp-2 e Pgi-1 0s menos
polimorficos, com trés alelos cada um. A frequéncia dos alelos em cada loco se mostrou

similar entre as subpopulagdes, e ndo foi encontrada inverséo de freqiiéncia ou ocorréncia
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de alelos exclusivos em nenhuma das areas. Apenas na area B ndo foram encontrados
100% dos locos polimorficos considerando o critério P = 0,95, uma vez que o alelo mais
comum do sistema Skdh apresentou frequéncia de 95,3% (Tabela 2). A heterozigosidade
média esperada variou entre 0,39 e 0,47, enquanto a observada entre 0,22 e 0,24, com
indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia variando entre 0,43 e 0,52. Nao foram
encontradas diferencas nos valores destes parametros entre as diferentes densidades. Com
excecdo de Est-4, todos os locos apresentaram desvio significativo em relacdo ao previsto
em equilibrio de Hardy-Weinberg.

A populagédo apresentou valores de coeficiente de endogamia f entre 0,18 e 0,65
para os locos individuais e de 0,45 considerando o valor multiloco. O valor de @ para 0s
locos reunidos foi de 0,0055, variando de 0,0004 a 0,0144 nos locos individualmente
(Tabela 3). Em analise hierarquizada da estrutura genética dentro de cada subpopulagéo,

foi encontrado alto nivel de endogamia em microescala em baixa densidade populacional,

com elevados valores de f dentro das subparcelas, com excecdo de Est-4 e Skdh, que

A

apresentaram valores negativos de f na area B, ndo sendo detectadas diferencas

significavas dos valores de endogamia entre as subpopulacdes (Tabela 4). Foi detectada

baixa divergéncia entre as subparcelas e entre parcelas nas areas de baixa densidade
populacional, como indicado pelos baixos valores de & para todos os locos nas areas A, B

e C, com excecdo do loco 1dh-2, com valor de 0 igual a 0,1411, ligeiramente maior do que
os demais valores encontrados. Na area de maior densidade populacional, foi detectada

também uma forte endogamia nas subparcelas de 14 m de didametro e, em uma escala ainda
menor, nas subparcelas de 6 m de diametro, com valores de f entre 0,35 e 0,71, exceto

para Est-4, com 0,07 de coeficiente de endogamia na &rea D (Tabela 5).

Valores significativos de autocorrelacdo espacial na distribuicdo dos alelos nas
subpopulacdes indicaram uma distribuicdo ndo aleatéria de gendtipos para nove dos 10
locos estudados (Figura 2). A autocorrelacdo espacial foi mais pronunciada nas areas de
menor densidade populacional, onde os alelos mais frequentes de cada um dos nove locos
apresentaram autocorrelagdo espacial em pelo menos uma das areas (areas A, B e C) nas
primeiras classes de distancia. Em menor densidade, Lap, Est-4 e Acp-2 apresentaram
distribuicdo ndo aleatdria de alelos na primeira classe de distancia nas trés areas estudadas.
Na area de maior densidade populacional (area D), foram detectados valores significativos
de autocorrelacdo espacial positiva apenas nos locos Idh-2, na segunda classe de distancia
(6m), e Skdh e G6pdh, apenas na primeira classe (3m).
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Estrutura genética espacial (EGE) e estimativa indireta da dispersdo génica

Foram detectados valores do coeficiente de coancestralidade If(r) multiloco

significativamente superiores ao esperado em um padrdo aleatério de EGE nas quatro
areas, nas duas primeiras classes de distancia (Figura 3). Todos os locos apresentaram EGE

em pelo menos uma area, com valores significativos do coeficiente de coancestralidade

entre vizinhos If(l) em cinco locos na area A, trés na B, dois na C e sete na D (Tabela 6).

Os valores If(l) significativos foram encontrados nos locos Pgm-1 e G6pd, nas areas A e D.
Os valores do coeficiente de endogamia Fis de Wright variaram entre 0,433 e 0,526 nas

subpopulacdes (Tabela 7). A hipotese nula de distribuicdo aleatoria da estrutura genética

(BF = 0) foi rejeitada nas subpopulacdes A, B e D, com valores da inclina¢do da curva de

regressao (6F) do coeficiente If(,) contra o In(distancia) de aproximadamente -0,016 (P =
0,001), -0,017 (P = 0,002) e -0,011 (P = 0,04), respectivamente, e aceita na subpopulacdo
C com BF = -0,005 (P = 0,18). Os valores da EGE resumidos na estatistica Sp variaram
entre 0,005 e 0,019, com valores similares nas areas de densidades distintas.

As estimativas de tamanho de vizinhanga genética foram possiveis apenas para as
areas A e D. Na éarea A, de menor densidade, o tamanho da vizinhanga genética estimada
(Ny) foi de 34,86 individuos com dispersdo génica de 162,52m? e 377,91m? considerando a
densidade efetiva da populacdo (D) como a densidade absoluta dos individuos D = 0,023 e
como D/2 = 0,0115, respectivamente. Na area D, de maior densidade, Ny foi de 69,16 e
dispersdo génica estimada em 18,58m* e 38,19m? em D = 0,33 e D/2 = 0,165

respectivamente.
Discussao

Variabilidade genética

Para 0os campos rupestres brasileiros, a hipotese de ocorréncia de barreiras
geogréficas ao fluxo génico e divergéncia genética entre populacdes conspecificas em
escala regional € pautada em padrdes de alta estrutura genética interpopulacional descritos
para diferentes grupos vegetais (Borba et al. 2001, Jesus et al. 2001, Machado 2005,
Azevedo et al. 2007, Pereira et al. 2007, Ribeiro et al. no prelo). Para alguns destes grupos,

o isolamento de populacdes pequenas e impactadas, reforcado pelo provavel fluxo génico
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restrito realizado pelos polinizadores, pode estar relacionado a baixa variabilidade
intrapopulacional e alta divergéncia genética entre populacbes préximas a poucos
quilémetros ou a alguns metros (Jesus et al. 2001).

Considerando a escala geografica abordada neste trabalho, a populacdo de
Chamaecrista blanchetii apresentou alta variabilidade genética, indicada pelos valores de
numero de alelos por loco e heterozigosidade em aloenzimas superiores aos valores médios
usualmente encontrados em populacdes naturais de plantas (Loveless & Hamrick 1984,
Hamrick 1989, Hamrick & Godt 1990). A diversidade genética esperada, com He em torno
de 0,4, é superior aos valores médios encontrados em nivel populacional para espécies de
plantas perenes e arbodreas, que compartilham caracteristicas ecoldgicas como sistema
misto de reproducdo (He = 0,17), fluxo polinico mediado por abelhas grandes (He = 0,3) e
dispersdo de sementes por explosdo (He = 0,19). E importante ressaltar que estes sdo
valores meédios esperados para populacfes de diferentes espécies, amostradas com
diferentes métodos (Loveless & Hamrick 1984).

Outros 10 taxons, entre espécies e variedades de Chamaecrista da subsecao
Baseophyllum, recentemente estudados (Conceicdo 2006), apresentaram valores de
porcentagem de locos polimorficos (P entre 0 e 33,3), numero médio de alelos por locos (A
entre 1,1 e 1,4) e heterozigosidade média esperada (He entre 0,010 e 0,066) bastante
reduzidos em relacdo aos reportados neste estudo, mas semelhantes a algumas outras
espécies de Leguminosae (Gonzélez-Candelas & Montolio 2000, Bessega et al. 2005).
Algumas espécies estudadas nesta familia, porém, também apresentaram alta variacéo
genética intrapopulacional (H. em torno de 0,25), que pode ser atribuida a estratégias
reprodutivas que favorecam a alogamia, mantendo elevados niveis de variacdo genética
(Lee et al. 2002, Bessega et al. 2005, Giudice-Neto et al. 2005). De modo geral, muitos
autores argumentam que nao ha regras sobre o nivel de variabilidade genética em plantas, e
que a combinacdo de diferentes caracteristicas biologicas e ecoldgicas pode gerar padroes
semelhantes de variacdo genética ou vice-versa (Loveless & Hamrick 1984, Hamrick 1989,
Hamrick & Godt 1990, Hamrick et al. 1991).

Conceigdo (2006) estudou a variabilidade aloenzimética e a estrutura genética intra
e interpopulacional em Chamaecrista blanchetii em sete populacbes, abrangendo a
amplitude de distribuicdo geografica deste taxon, onde foram encontrados valores muito
mais baixos (P = 13,3, A = 1,2, H, = 0,031) em relagcdo aos mesmos parametros avaliados
neste estudo. A principio, esta forte divergéncia pode ser resultado das diferencas no

desenho amostral e escala geografica, uma vez que trabalhos focados na distribuicdo da
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variabilidade genética em abordagem regional, geralmente, requerem amostragem de um
reduzido nimero de individuos (em torno de 20), existindo o risco de que nem todos 0s
alelos presentes na populacdo sejam amostrados. Em uma escala microespacial, como
neste estudo, a amostragem de centenas de individuos em uma populagdo continua

aumenta a chance dos alelos menos freqlientes serem detectados.

Endogamia

O alto nivel de endogamia local, indicado por valores medios de f acima de 0,4,

pode indicar alto déficit de gendtipos heterozigotos dentro das subpopulacGes estudadas,

conforme registrado para plantas caracteristicamente autdégamas (Loveless & Hamrick

1984). A baixa estrutura entre as subpopulagdes indicada pelos baixos valores de 6, tanto
nos locos individualmente quanto nos locos reunidos, sugere baixa divergéncia entre as
subpopulacBes e que a maior parte da variabilidade genética, neste sistema, esta
representada em microescala (Weir & Cockerham 1984). Este padrdo fortemente
endogamico, porém de alta similaridade entre grupos de individuos dispostos na

populacdo, se confirma com os resultados encontrados na andlise hierarquizada nas quatro
subpopulagdes, com valores de f bastante elevados dentro das subparcelas e baixa

divergéncia entre parcela e subparcelas.

Valores similares encontrados nas diferentes subpopulacdes e parcelas, nesta
abordagem, sugerem ndo haver diferencas na distribuicdo da variabilidade genética em
densidades populacionais distintas de C. blanchetii. Deve ser ressaltado ainda, que os altos
valores de endogamia em uma escala espacial ainda mais restritas, como nas subparcelas
de 6 m na &rea D, sugerem uma estrutura em familias genéticas pequenas e locais. Neste
sentido, os altos indices de fixacdo (Fs) indicam ocorréncia de cruzamentos autogamicos
freqlientes, os quais séo suportados pelas observacgdes da interacdo polinizador-flor, onde a
presenca de uma pétala modificada funcionando como anteparo para o pélen durante a
vibragdo das anteras por operarias de Bombus brevivillus garante o contato imediato dos
estigmas com o pélen no dorso do polinizador (Capitulo 2). Chamaecrista blanchetii é uma
especie autocompativel e, muito embora polinizagcdes geitonogamicas sejam frequentes, o
aborto de sementes em autopolinizacdes restringe em cerca de 90% a propor¢do de
individuos gerados por autogamia repostos na populagdo a cada geracdo, possivelmente
diminuindo os efeitos de perda de variabilidade genética pela endogamia uniparental

(Capitulo 2). Por outro lado, a dispersdo de sementes limitada a poucos metros da planta
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mde promove um cendrio de agrupamento de individuos aparentados, 0s quais
aparentemente ndo apresentam reducdo no nuimero de sementes bem formadas quando
cruzados entre si, sugerindo que, em condi¢cGes naturais, pode haver cruzamento

preferencial entre aparentados em escala local na populagdo (Capitulo 2).

Distribuicdo alélica

Embora estudos utilizando método de autocorrelacdo espacial na distribuicdo de
alelos nas populagdes ndo possam ser comparados formalmente (Hardy & Vekemans 1999,
Vekemans & Hardy 2004), de modo geral, populacdes naturais de plantas lenhosas
apresentam distribuicdo ndo aleatdria de seus alelos entre vizinhos proximos, como
indicado em diversos estudos (Epperson & Alvarez-Buylla 1997, Franceschinelli &
Kesseli 1999, Epperson et al. 1999, Epperson 1990a, 1990b, 2000). Em C. blanchetii, este
padrdo se manteve mais evidente nas trés areas de menor densidade, com agregacdo
significativa dos alelos mais freqlientes nas primeiras classes de distancia, para nove dos
10 locos estudados. Em uma densidade populacional maior, apenas trés locos mantiveram
este padrdo, sugerindo que a estrutura local nesta condicdo pode ser sutil e uma coeséo
mais pronunciada entre as familias genéticas pode ser considerada.

Embora ndo se possam fazer correlacfes diretas, os polinizadores de Chamaecrista
blanchetii tendem a manter visitas mais prolongadas, visitam um namero médio maior de
flores por planta e forrageiam entre vizinhos préximos quando as plantas comp&em um
cenario menos denso de recursos. Ao contrario, em uma paisagem densa de recursos
florais, as abelhas forrageiam por toda a area, realizando visitas sequienciais entre plantas
fora de uma vizinhanca local, promovendo o cruzamento entre plantas ndo vizinhas e,
possivelmente, a distribuicdo alélica menos restrita entre poucos individuos através do
fluxo polinico (Capitulo 3). Em Helicteres brevispira, um arbusto tipico de areas de
cerrado, por exemplo, em areas de maior densidade de recurso, 0 comportamento dos
polinizadores, beija-flores territorialistas, pode também contribuir para 0 aumento das
taxas de fecundacdo cruzada, porém, neste caso, ndo h& diminuicdo da estruturacdo
genética em microescala (Franceschinelli & Kesseli 1999, Franceschinelli & Bawa 2000).

Estrutura genética espacial em microescala

Embora os valores resumidos da estatistica Sp e valores de If(l) em Chamaecrista

blanchetii sejam semelhantes aos da maioria das espécies arbustivas ou arbdreas revisadas
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nesta abordagem por Vekemans & Hardy (2004), os valores de F;s sdo maiores do que 0s
encontrados em todas as outras espécies lenhosas, com poucas excecdes. Este resultado
sugere que a EGE significativa dentro das subpopulacGes pode ser resultado de uma
endogamia uniparental pronunciada, dados os altos valores de Fis, complementada pela

ocorréncia de endogamia biparental, como sugerem os valores significativos de

coancestralidade entre vizinhos proximos If(l). Padrdo semelhante foi reportado para C.

fasciculata, onde a EGE significativa pode ser resultante de dois componentes principais, a
endogamia uniparental combinada a endogamia biparental, a qual ndo necessariamente
reflete o cruzamento entre aparentados imediatos, mas sim, entre plantas que compartilham
um ancestral recente comum (Fenster 1991a, 1991b, Fenster et al. 2003).

Embora na area C tenha sido encontrado o maior valor Fis, ndo houve estrutura
genética espacial significativa a partir da estatistica Sp. Esta condicdo aparentemente
contrastante pode ser devido ao fato que as areas B e C foram subdivididas arbitrariamente,
mas que na realidade formam uma subpopulacdo continua. Neste caso, a informacdo da
estrutura entre as manchas pode ndo ter sido detectada por artefato da escala espacial,
sendo necessaria a reconducdo das analises com as subpopulac6es reunidas, e/ou utilizando
intervalos de distancias distintas. Nas demais subpopula¢des de Chamaecrista blanchetii, a
utilizacdo desta abordagem permite considerar que a diminuicao significativa nas relagdes
de coancestralidade com o aumento da distancia espacial entre vizinhos dentro das
manchas locais reflete um padrdo de EGE pronunciado nesta escala. Deve ser ressaltado
que os métodos empregados na estatistica Sp fornecem boa resolucdo para este nivel de
abordagem, identificando a ocorréncia de familias genéticas significativas estruturadas em
poucos metros (Fenster et al. 2003, Vekemans & Hardy 2004). Porém, é desejavel que a
interpretacdo destes resultados seja feita em conjunto com as analises de estrutura genética
hierarquizada da estatistica F numa escala geografica mais ampla (Weir & Cockerham
1984), avaliando a divergéncia entre subpopulacGes, que neste caso, foi extremamente
reduzida.

Estudos microevolutivos em populacdes continuas sugerem que a EGE atual
verificada em micro escala pode refletir principalmente o padrdo dindmico de ocupagéo e
estabelecimento de uma populagdo ao longo do tempo, padrdes reprodutivos e aspectos
bioldgicos (Kudoh & Whigham 1997, Vekemans & Hardy 2004, Alberto et al. 2005,
Hardy et al. 2006, Troupin et al. 2006, Xu et al. 2006). Em Pinus halepensis, por exemplo,

foi investigado o desenvolvimento temporal da EGE a partir de poucas plantas
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colonizadoras até o estabelecimento de um populacdo estruturada. Os autores argumentam
que as pressdes seletivas resultantes da marcada heterogeneidade microambiental pode,
neste caso, ser responsavel pelo desenvolvimento da EGE devido ao aumento na densidade
populacional no decorrer das décadas, combinado com o aumento progressivo no nivel de
endogamia na populacgéo (Troupin et al. 2006).

Consideramos mais plausivel que em populacbes naturalmente fragmentadas nos
campos rupestres, porém abundantes em longas extensdes, como Chamecrista blanchetii, a
agregacdo de individuos em manchas de variadas densidades pode também gerar aumento
do nivel de endogamia e estruturacdo genética dentro de manchas, com formacdo de
familias genéticas em microescala. Porém, como também sugerem os resultados da
distribuicdo hierarquica da variabilidade, o isolamento entre subpopulac@es por distancia

geografica pode ndo ser significativo neste nivel espacial.

Dispersdo génica e coesdo genética intrapopulacional

Considerando a ocorréncia de pdlen carryover, os polinizadores podem contribuir
de modo variavel nos diferentes periodos e entre temporadas com estimativas de: tamanho
efetivo da populagdo entre 0,72 e 5,16 individuos, e area de vizinhanga de 50,78 a
310,01m? em menor densidade de plantas; e tamanho efetivo da populacdo entre 2,56 e
12,05 plantas, e areas reduzidas de vizinhanga genética entre 12,5 e 61,96 m? em densidade
maior (Capitulo 3). Andlises baseadas no movimento dos polinizadores refletem o padréo
de dispersdo polinica local e atual (Schmitt 1983, Sork 1999), no caso de C. blanchetii, a
contribuicdo do polinizador para o espalhamento do pélen em uma mesma planta e dentro
de uma area delimitada entre vizinhos marcados. Estas estimativas sustentam a hipétese de
forte endogamia e cruzamentos preferenciais entre vizinhos, condizentes com a
estruturacdo em familias pequenas e concordantes com os resultados encontrados de EGE.
Porém, com esta metodologia ndo € possivel estimar o fluxo génico quando os
polinizadores abandonam a area de forrageio e se deslocam a longas distancias até outras
manchas de agregacéo de recursos.

Os valores estimados a partir da EGE refletem a dispersdo alélica global dentro de
uma subpopulacdo, que inclui alelos dispersos atualmente e em periodos reprodutivos
anteriores. E importante ressaltar, ainda, que a populagio adulta reprodutiva inclui tanto
individuos jovens como muito antigos, sendo as estimativas baseadas em uma populacéo
composta de individuos possivelmente pertencentes a diferentes geracdes (Fenster et al.
2003, Hardy et al. 2006, Vekemans & Hardy 2004). A estimativa de um fluxo génico mais
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amplo nesta abordagem sugere que a disperséo polinica efetiva pode ser mais extensa do
que informa o movimento local das abelhas.

Podemos, entdo, levantar a hipétese de que a forte coesdo genética dentro e entre
subpopulacdes em C. blanchetii pode ser resultado do pélen carryover realizado quando o
polinizador forrageia entre manchas numa area mais ampla de busca por recursos
abundantes, com amplitudes de véos variaveis durante uma mesma temporada, em
sucessivos periodos de reproducdo e/ou ao longo das geracbes. Os aspectos bioldgicos
avaliados neste sistema corroboram esta sugestdo apontando que a vizinhanga ecoldgica
estruturada e a complexa dinamica de producédo floral podem favorecer um sistema misto
de troca gamética, ao longo de temporadas reprodutivas. Neste caso, as operarias de
Bombus brevivillus podem contribuir, mesmo que com eventos menos freqientes, para o
espalhamento mais amplo dos alelos, para o aumento e/ou manutengdo da variabilidade
genética local e coesdo entre manchas de individuos e subpopulacdes distribuidas de forma

heterogénea ao longo dos afloramentos rochosos numa escala mais ampla.
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Tabela 1: Freqiiéncia alélica em 10 locos aloenzimaticos, nas quatro subpopulagdes e nas

subpopulacdes agrupadas de Chamaecrista blanchetii, no Parque Municipal de Mucugé,

Chapada Diamantina, Brasil. N = tamanho da amostra.

Loco/ Alelo Area A AreaB AreaC

AreaD Populagéo

Acph-1

Acph-2

Pgi-1

Pgm-1

Lap-2

A W N R

(N)

(N)

A W DN

(N)

A W N e

(N)

0,0066
0,3179
0,5993
0,0762
151

0,1513
0,727
0,1217
152

0,18
0,68
0,14
150

0,0321
0,775
0,0607
0,1321
140

0,1395
0,6395
0,1599
0,0612
147

0,0603
0,3534
0,5302
0,056
116

0,2112

0,6552

0,1336
116

0,2393

0,6496

0,1111
117

0,027
0,7748
0,0991
0,0991

111

1,552
0,7284
0,0905
0,0259

116

0,0323
0,328
0,6075
0,0323
93

0,2967

0,5989

0,1044
91

0,2557

0,6307

0,1136
88

0,0977
0,7299
0,1034
0,069
87

0,1522
0,6141
0,2065
0,0272
92

0,0152
0,3154
0,6171
0,0523
363

0,2493

0,6569

0,0938
357

0,2155

0,6078

0,1767
348

0,0378
0,8038
0,1076
0,0509
344

0,1057
0,686
0,1637
0,0446
336

0,0228
0,3257
0,5982
0,0553
723

0,2284

0,6641

0,1075
716

0,2169
0,633
0,1501
703

0,0425
0,783
0,0968
0,077
682

0,1274
0,6737
0,1563
0,0427
691



Loco/ Alelo Area A AreaB AreaC AreaD Populagdo
Est-3
1 0,0267 0,0225 0,0323 0,0489 0,0377
2 0,08 0,0946 0,1452 0,0661 0,084
3 0,82 0,8559 10,7688 0,7701 0,7942
4 0,0033 0,027 0,0538 0,1149 0,084
(N) 150 111 93 348 702
Est-4
1 0,0826 0,0233 0,0197 0,0399 0,0431
2 0,0917 0,093 0,1513 0,1445 0,1264
3 0,6606 0,7326 0,5789 0,6464 0,6536
4 0,1376 0,1279 0,1645 0,1331 0,1376
5 0,0275 0,0233 10,0855 0,0361 0,0393
(N) 109 86 76 263 534
Idh-2
1 0,0369 10,0474 0,0323 0,0291 0,0341
2 06779 0,694 0,6398 0,7687 0,7211
3 0,1443 0,0517 0,2151 0,1247 0,1287
4 0,1107 0,1638 10,1022 0,0679 0,0967
5 0,0302 0,0431 0,0108 0,0097 0,0195
(N) 149 116 93 361 719
Skdh
1 _ 0,0085 0,0108 _ 0,0029
2 0,0388 0,0299 0,175 0,0262 0,0399
3 0,9302 0,953 0,871  0,9309 0,9265
4 0,031 0,0085 0,0108 0,0428 0,0307
(N) 120 117 93 362 701
G6pd
1 0,0782 0,045 0,0618 0,0368 0,05
2 08401 10,8784 0,809 0,8499 0,8471
3 0,0782 0,0045 0,0674 0,0779 0,065
4 0,0034 0,0721 0,0618 0,0354 0,0379
(N) 147 111 89 353 700

120
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Tabela 2: Variabilidade genética em 10 locos aloenzimaticos nas quatro subpopulac@es de
Chamaecrista blanchetii, no Parque Municipal de Mucugé, Chapada Diamantina, Brasil. N
= tamanho da amostra; A = nimero médio de alelos por loco; P = proporcdo de locos
polimorficos; H, = heterozigosidade média observada por loco; He = heterozigosidade

média esperada por loco (Nei 1978; estimativa ndo enviesada); Fis = coeficiente de

endocruzamento.
Areas N A pP? He Ho Fis
Area A 155 3,9 100 0,41 0,24 0,43
Area B 117 4 90 0,39 0,22 0,44
Area C 93 4 100 0,47 0,23 0,52
Area D 363 3,9 100 0,41 0,22 0,46
Total da populacdo 728 4 100 0,42 0,23 0,46

#Um loco foi considerado polimérfico se a freqiiéncia do alelo mais comum néo excedeu
0,95.
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Tabela 3: Resumo da estatistica F (Weir & Cockerham 1984) em 10 locos aloenzimaticas

em quatro subpopulacdes de Chamaecrista blanchetii, no Parque Municipal de Mucugé,

Chapada Diamantina, Brasil. F = deficiéncia global de heterozigotos; 0 = divergéncia

entre subpopulagoes; f = deficiéncia de heterozigotos dentro das subpopulacdes.

A

A

f

Locos F 0
Acph-1 0,3219 0,0004 0,3216
Acph-2 0,4351 0,007 0,4311
Pgi-1 0,5683 0,0012 0,5678
Pgm-1 0,6232 0,0047 0,6215
Lap-2 0,401 0,0044 0,3984
Est-3 0,5667 0,0079 0,5633
Est-4 0,1859 0,0048 0,182
Idh-2 0,6578 0,0144 0,6528
Skdh 0,5813 0,0112 0,5766
G6pd 0,4441 0,0055 0,4411
Todos os locos reunidos 0,4589 0,0055 0,4559

Bootstrapping 1C 95%

0,03604 - 0,5589

0,0031-0,0085 0,3612 - 0,5542
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Tabela 4: Resumo da estatistica F hierarquizada (Weir & Cockerham 1984), em 10 locos aloenzimaticos nas subpopulacdes de Chamaecrista

blanchetii de menor densidade populacional, amostradas em parcelas e subparcelas de 14 metros de diametro, no Parque Municipal de Mucugg,

Chapada Diamantina, Brasil (ver Figura 1). IfSp = deficiéncia global de heterozigotos na subpopulacéo; épa = divergéncia entre as parcelas; éspa =

divergéncia entre as subparcelas; f., = deficiéncia de heterozigotos dentro das subparcelas.

Subpopulagéo Area A Area B Area C

Densidade (plantas/m? + PD) 0,0679 £ 0,0277 0,0585 + 0,0137 0,0490 + 0,0244

Avrea/ Locos Fy Ora Ospa fopa Fy Opa O Fopa Fo 0pa Opa fopa
Acph-1 0,2242  -0,0258 -0,0105 0,2438 0,934 0,0003 -0,0364 0,932 0,2425 0,0011 -0,0491  0,2417
Acph-2 0,112 0,004 -0,0105 0,1085 0,4312 0,0291 0,0016 0,4142 0,3102 -0,0434 -0,0303 0,3388
Pgi-1 0,5787  -0,0059 -0,005 0,5812 0,3332 0,0109 0,0346 0,3259 0,5933  -0,0527 0,0015 0,6137
Pgm-1 0,418 0,0115 -0,0084 0,4113 0,5089 0,0542 0,042 0,4808 0,6701  -0,0258 -0,0073 0,6784
Lap-2 0,411 0,0749 0,0519 0,3633 0,5291  0,0495 0,0235 0,5046 0,5325 0,0145 0,0687 0,5256
Est-3 0,3617 0,0155 -0,0275  0,3517 0,673 -0,0539  -0,0109 0,6897 0,7214 0,0454 0,0737 0,7082
Est-4 0,3882 0,066 0,0491 0,345 0,0491  0,0669 -0,033 -0,019 0,2357 0,0949 0,0162 0,1556
Idh-2 0,6645 0,1411 0,0474 0,6093 0,7362  0,0428 0,0191 0,7245  0,6534 0,0948 0,0909 0,6171
Skdh 0,6552 -0,0389 -0,0012 0,6682 -0,005 -0,0048 -0,001 -0,0002 0,8786  -0,0907 0,0025 0,8887
Gépd 0,4059 0,0495 0,0543 0,3749 0,5148 0,0114 -0,0128 0,5092 0,6343 0,0144 -0,0341 0,629

Todos os locos 0,4158 0,0406 0,0192 0,3911 0,4162 0,027 0,0042 0,4 0,4933 0,0124 0,0141 0,487

Bootstrapping (95% IC)

Limite inferior 0,3038 0,0019 -0,002 0,2945 0,2766  0,0076 -0,016 0,2547 0,3863  -0,0267 -0,0171  0,3727

Limite superior 0,5327  0,0803 0,0386  0,4995 0,5731 0,0451 0,0225 0,5614  0,6193  0,0506 0,0428  0,6248
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Tabela 5: Resumo da estatistica F hierarquizada (Weir & Cockerham 1984), em 10 locos aloenzimaticos na subpopulacdo de Chamaecrista

blanchetii de maior densidade populacional, amostrada em parcelas e subparcelas de 14 e 6 metros de diametro, no Parque Municipal de

Mucugé, Chapada Diamantina, Brasil (ver Figura 1). Ifsp = deficiéncia global de heterozigotos na subpopulacao; épa: divergéncia entre as

A

parcelas; &, = divergéncia entre as subparcelas; f ,, = deficiéncia de heterozigotos dentro das subparcelas.

spa

Subpopulacéo (Diametro da subparcela) Area D (14m) Area D (6m)

Densidade (plantas/m? + PD) 0,231+0,134 0,601 +0,118

Area/ Locos IfSp épa éSpa fspa Ifsp épa éspa fspa
Acph-1 0,4278 0,0097 0,0242 04223 0,4631 0,0011 0,0068 0,4625
Acph-2 0,4558 0,0124 -0,0003 0,449 0,5215 0,0201 -0,016  0,5116
Pgi-1 0,6965 0,0529 0,0365 0,6795 0,5835 -0,0072 0,006  0,5865
Pgm-1 0,7197 0,0077 -0,0087 0,7175 0,7172 0,0117 0,0301 0,7139
Lap-2 0,3923 0,0057 -0,0175 0,3889 0,4646 0,0101 -0,0046 0,4591
Est-3 0,5604 0,0365 0,0373 05437 0,6128 0,0154  0,0137 0,6068
Est-4 0,0629 0,00564 -0,0061 0,0579 0,0757 -0,0026 0.000 0,0781
Idh-2 0,6083 0,0856 0,0731 05716 0,7227 0,0242  0,0497 0,7158
Skdh 0,4596 0,009 0,0151 04547 05518 0,0181 0,0195 0,509
G6pd 0,3522 0,0321 0,0249 0,3308 0,3934 0,0586 -0,006  0,3556

Todos os locos 0,4659 0,0266 0,0178 04513 0,4924 0,0116  0,0079 0,4864

Bootstrapping (95% IC)

Limite inferior 0,3233 0,0116 0,001 0,3081 10,3535 0,0029 -0,0019 0,3491

Limite superior 0,5921 0,0466 00381 05773 0,6079 0,0226 0,0214  0,6025
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Tabela 6: Estimativas da estrutura genética espacial em 10 locos aloenziméticos nas
quatro subpopulacdes de Chamaecrista blanchetii, no Parque Municipal de Mucugé,

Chapada Diamantina, Brasil, com o nivel de significancia da média do coeficiente de

coancestralidade entre individuos adjacentes (Ifl), distribuidos a menos de 3 metros

entre si.
Locos Area A Area B Area C Area D
Acph-1 0,0436"° 0,106* 0,0653"° 0,0198*
Acph-2 0,1045* 0,0973N° 0,1857* 0,0268*
Pgi-1 0,022N° 0,1263* 0,0288"° 0,0138"°

Pgm-1  0,2015*** 0,1128"° 0,0959"° 0,053***
Lap-2 0,0341 M 0,222%%** 0,1404* 0,0038 N5
Est-3 -0,0321™° 0,1172"° 0,1042"° 0,0309**

Est-4 0,0948* 0,1177" 0,0745M° 0,0112N°
Idh-2 0,1058* -0,0116"N° 0,0746"N° 0,0225*
Skdh -0,0111 M -0,031 M 0,1163"° 0,0195*
G6pd 0,3581%** 0,0915° 0,0641N°  0,0609***

NS = ndo significativo; * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001
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Tabela 7: Resumo das estimativas da estrutura genética espacial e dos parametros de

dispersdo génica, baseado em 10 locos aloenzimaticos, para as quatro subpopulacdes de

Chamaecrista blanchetii, no Parque Municipal de Mucugé, Chapada Diamantina,

Brasil. F

coeficiente de endogamia de Wright, If1 média do coeficiente de

coancestralidade entre individuos adjacentes, b. = inclinagdo na curva de regresséo do

coeficiente Fgj contra o logaritmo da distancia (Loiselle et al. 1995), Sp = sintese da

EGE, Ny = tamanho da vizinhanca genética estimada nimero de individuos, 6g =

distancia da dispersdo génica estimada em metros, em densidades efetivas distintas.

*Parametros estimados somente a partir dos locos que apresentaram EGE significativa.

) . . . *G, (M) *6, (m?)
Areas F F, be Sp *Np
(De=D) (De=D/2)
Area A 0433 0,084 -0,01597 0,017 34,86 162,52 377,91
AreaB 0,447 0,1 -0,01766 0,019 - - -
AreaC 0526 0,091 -0,00491 0,005 - - -
AreaD 0,47 0,023 -0,01132 0,011 69,16 18,58 38,19
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Figura 1: Distribuicdo espacial em microescala de Chamaecrista blanchetii, em quatro subpopulac@es divididas em parcelas (linhas pontilhadas)

e em subparcelas circulares (linha continuas), com 14 m de diametro em baixa densidade populacional (areas A, B e C), e subparcelas circulares

com 14 m e com 6 m de diametro em alta densidade (Area D).
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Figura 2: Autocorrelacéo espacial dos alelos mais freqlientes em cada loco aloenzimaético,
sendo apresentados somente os alelos com valores significativos de autocorrelagéo pelo
indice | de Moran (1950), em cada area estudada. Circulos cheios nos correlogramas
representam valores significativos a partir de teste exato de Monte Carlo, ap6s correcao

progressiva de Bonferroni, em classes de distancia com intervalos de distancia de 3m.
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Figura 3: Estrutura genética espacial com coeficiente de coancestralidade Fj (Loiselle

1995) em 20 classes de distancia (m). Linha cheia representa a regresséo do coeficiente F,

contra o logaritmo da distancia e linhas pontilhadas o intervalo de confianca de 95%, apés

1000 permutacoes.
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Considerac0es finais

Nesta tese foram investigados aspectos ecoldgicos e genéticos em Chamaecrista
blanchetii, combinando o uso de ferramentas em SIG, estatistica espacial e marcador
molecular. A utilizacdo integrada de diferentes métodos mostrou ser eficiente na
exploracdo de informagbes muitas vezes ndo acessadas a partir de metodologias usuais.
Com emprego de uma ampla amostragem de individuos mapeados e a avaliacdo de uma
vizinhanga ecoldgica espacial foi possivel descrever o comportamento reprodutivo de
plantas vizinhas e a variagdo na producéo floral entre manchas e em temporadas sucessivas
numa mesma populacdo. O estudo combinado de eventos pré e pds-polinizacdo permitiu
compreender como estes dois componentes podem ser contrabalancados em uma estratégia
reprodutiva mista de auto e alogamia, condizente com a alta variabilidade genética
encontrada. O estudo do forrageamento de polinizadores pautado em uma base de dados
em SIG permitiu realizar estimativas do deslocamento da abelha no espago e supor
possiveis efeitos na amplitude de espalhamento polinico em condi¢fes naturais. O grande
namero de individuos estudados revelou que sistemas naturais podem ser mais variaveis e
complexos do que se supde quando a amostragem se restringe a poucos individuos na
populacdo. A quantificacdo da estrutura genética entre vizinhos e a parti¢do hierarquica da
variabilidade entre manchas na populacdo em microescala, permitiu interpretacdes mais
seguras sobre possiveis eventos microevolutivos neste sistema abordando duas escalas
geogréficas simultaneamente.

Estudos sobre a genealogia da prole, investigando os alelos transmitindos na
primeira geracao nesta mesma populacdo, estdo sendo concluidos na tentativa de avaliar a
variabilidade genética gerada e o fluxo génico gamético efetivamente realizado numa
determinada temporada reprodutiva. A partir de andlises de exclusdo paternidade e
abordagem de maxima verossimilhanca é possivel fazer estimativas diretas das taxas de
fecundacdo cruzada, do tamanho efetivo da populacdo e investigar quais as provaveis
relacbes de parentesco entre plantas adultas e proles em duas geracGes. Deste modo, seréd
possivel explorar em mais detalhes os padrGes reprodutivos e eventos atuais envolvidos no
processo microevolutivo nesta populacdo de Chamaecrista blanchetii.

Para compreender a diversidade dos processos microevolutivos em populacbes
naturais nos campos rupestres, seriam necessarios estudos semelhantes com outras espécies
que combinem caracteristicas bioldgicas e ecoldgicas distintas, para confrontar com os

padrdes encontrados neste estudo. Neste momento, podemos considerar provavel que em
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populacbes naturalmente fragmentadas, porém abundantes em longas extensdes, como
Chamecrista blanchetii, a agregacdo de individuos em manchas de variadas densidades
pode gerar aumento do nivel de endogamia, com familias genéticas estruturadas em
microescala, porém formentemente similares entre subpopulacdes. A forte coesdo
intrapopulacional pode ser resultado do movimento alélico em stepping stones, através do
fluxo gamético promovido pelos polinizadores entre ilhas de plantas com recurso
abundante, distribuidas ao longo do mosaico ambiental de afloramentos rochosos. Os
aspectos bioldgicos avaliados neste sistema corroboram esta sugestdo apontando que a
vizinhanga ecoldgica estruturada, a dindmica de producédo floral e a alogamia favorecida
pela possivel ocorréncia de depressdo endogamica podem determinar um sistema misto de
troca gamética e a reposicdo da variabilidade genética a cada estacdo reprodutiva. A
variagdo no comportamento de voo dos polinizadores podem contribuir para o fluxo
polinico restrito, mas também, dispersando gametas entre manchas de individuos. Caso
este cenario tenha se mantido ao longo das geracdes, 0s aspectos menciados podem estar
especialmente relacionados com o alto nivel de variabilidade genética e com a manutencéo
do pool génico coeso em escala local detectados em plantas adultas nesta populagéo.

Para investigar qudo coesa pode ser essa populacdo numa escala mais ampla,
incluindo por exemplo, toda a sua distribuicdo nas montanhas da regido de Mucugé, faz-se
necessario expandir o nivel de amostragem, incluindo manchas de individuos em distancias
progressivamente maiores, aplicando os mesmos sistemas aloenzimatico, conduzindo as
analises de estruturacdo hierarquizada e de coancestralidade semelhantes as empregadas
nesta tese. Em uma escala regional, a abordagem filogeografica permitiria acessar
informacBes como a magnitude de eventos de expansdo e fragmentacdo das populacdes,
rotas migratérias e possiveis reflgios, investigando a existéncia de contingentes
populacionais estruturados ao longo da distribuicdo da espécie. Utilizando um marcador de
sequéncia com variabilidade adequada seria possivel recuperar as provaveis relacdes
historicas interpopulacionais e verificar a existéncia de possiveis barreiras historicas ao
fluxo génico e a existéncia de unidades evolutivas independentes. Poucos estudos foram
feitos utilizando esta abordagem com espécies de plantas no Brasil. Em especial nos
campos rupestres, este € um interessante topico ainda em aberto para estudos futuros.
Neste sentido, seria possivel investigar se as barreiras geograficas entre motanhas e/ou
entre macicos, como a Chapada Diamantina e a Serra do Espinhago, podem constituir
barreiras significativas para o isolamento histérico entre populagdes abundantes e

amplamente distribuidas, como as de Chamaecrista blanchetii neste ambiente.
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