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“Sound is different from noise. Sound is something
which comes out more real and which comes out from
your practice is sound. Noise is more — something
more objective, you know, something, you know,
which will bother you, you know. The noise is more
objective being. The sound is both objective and
subjective (....). You may say, ‘The bird is singing
there — over there’. But we think, you know — bkird
when we hear the bird, bird is ‘me’, you know,
already. Actually I am not listening to bird. Birsl
here, you know, in my mind already, and | am siggin
with the bird. ‘Peep — peep — peep’. If you thivken
you are reading something, if you think, ‘Bird is
there’, you know, ‘blue-jay is over my roof’, ‘bheey
IS singing, but their voice is not so good,” yowkn
When you think in that way, that is noise, you know
When you are not disturbed by the blue-jay, you
know, the blue-jay will come right into your heart,
and you will be a blue-jay, and blue-jay will (be)
reading something. Then the blue-jay doesn’t distur
your reading. Because — because you think, ‘Blye-ja
is there. Blue-jay should not be over my roof’, you
know. When you think in that way, that is more
primitive understand of being. Why we understand
things in that way is because of our want of piEti
you know. When you practice zazen more, you can
accept things as your own, whatever it is, you khow

Shunryu Suzuki Roshi
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RESUMO

As montanhas apresentam alta diversidade e dies@aindicdes ambientais ao longo de
curtas distancias. Assim, as montanhas sédo ideeis gstudos ecoldgicos e evolutivos que
podem somar valores e aprimorar projetos de coag@&ov Em altitudes elevadas as condicdes
ambientais podem reduzir a quantidade de polinizsigorincipalmente de abelhas. Desta
forma, em espécies estritamente melitéfilas, caresticas como a fenologia, o sistema
reprodutivo, o fluxo de pdlen e a estrutura geaétlas populacdes pode variar ao longo do
gradiente, uma vez que a transferéncia de grageléa aos estigmas co-especificos tambéem
varia ao longo do gradiente. No caso de areasaadd altitude, a transferéncia de podlen é
limitada (limitacdo de pdlen), reduzindo as podisiales de polinizacdo cruzada. O presente
estudo tem por objetivo obter informacdes sobrladia da polinizacdo, reproducao e genética
de duas populacdes daebouchina pulchra(Melastomataceae) ocorrentes em duas areas de
gradiente altitudinal: Ndcleo Santa Virginia (NS&)Nucleo de Desenvolvimento Picinguaba
(NDP) do Parque Estadual da Serra do Mar. Foratasfe@bservacdes mensais para definir
padrées e estratégias de floracdo, registrar demlm® a biologia floral e reprodutiva, além de
verificar a riqueza e abundéancia dos polinizaderearacterizar as interacdes dessa espécie com
as abelhas visitantes. Material genético de 44/iddos do NSV e 45 individuos do NDP foram
coletados para o desenvolvimento e caracterizagdt2dloco microssatélites polimérficos e
estes foram utilizados para fazer analises de agrepto, ordenacdo bayesiana e medidas de
diversidade genética nas duas populacbes. Os aspagtbiologia reprodutiva sao diferentes
entre as duas areas: na area elevada a floradé&séntemsa, a producdo de pdlen € menor, ha
limitacdo na transferéncia de polen, mas a featjio de sementes provindas de polinizacdo
cruzada manual € maior. Na outra area sdo produzigais frutos e ha maior riqueza e
abundéancia de polinizadores. Ocorre diferenciage@tica entre as populacbes, mas com uma
interface de contato entre elas, além de menorrgidade genética na populacdo da area
elevada. Estes resultados indicam que a auséngalitézadores na regido de altitude elevada
esta associada a diferentes estratégias na bidlogaae reprodutiva para balancear a limitacdo
de polen. Além disso, diferentes dinamicas de flgémico mediado pelo pdlen nas duas
populacdes e as caracteristicas de distribuicpmducdo podem influenciar a estrutura e a

diversidade genética débouchina pulchraao longo da Serra do Mar.



ABSTRACT

Mountains have high diversity and many environmlentanditions at short distances.
Hence, they are an ideal place to develop ecolbgiwa evolutionary studies that can improve
conservation projects. At high altitudes, the emwnental conditions reduce pollinator
abundance, mainly bees. Therefore, traits such hamngbogy, breeding system and genetic
structure of plant populations pollinated by beesl@ vary in an altitudinal gradient, because
pollen grain transference to co-specific flowersiesmalso. At high altitudes pollen transference
is limited (pollen limitation) reducing cross-paléition. The main goal of the present study was
to obtain information about pollination biology,eeding system and genetic structure of two
populations ofTibouchina pulchra(Melastomataceae) that occur in two different arefan
altitudinal gradient: Nucleo Santa Virginia (NS\WdaNucleo de Desenvolvimento Picinguaba
(NDP) of Parque Estadual da Serra do Mar. Fieldkwwas done monthly to describe the
flowering patterns and strategies, record floratl aeproductive biology, verify pollinator
diversity and characterize the interactions amdng plant species and bee visitors. Genetic
material was collected from 4#ibouchina pulchraindividuals of NSV and 45 individuals of
NDP to developed and characterize 12 microsatgiidlymorphic loci, which were used to
analyze population’s genetics by different methodisthe higher area the plants have greater
flowering intensity, the flowers produce less poligrains and the stigmas receive less pollen,
but set more seeds after manual cross pollinatiam individuals at the lower area, where
pollinator diversity is higher and plants producerenfruits. There is genetic differentiation, but
also an interface contact between the two populati®he population at higher altitude has less
genetic diversity than the one at lower altitudée Tack of pollinators at the higher area is
associated with different floral and reproductiveategies to compensate pollen limitation.
Moreover the genetic structure and diversity reslptindifferent dynamics of pollen flow and
the patterns of distribution and reproductionTdfouchina pulchraat the altitudinal gradient of

Serra do Mar.



INTRODUCAO GERAL

Montanhas e gradiente de altitude

Segundo os critérios adotados por Korner (2004)3%4da area terrestre global esta
localizada em montanhas com mais de 300m de altitwcha area habitada por um quinto da
populacdo mundial. Além disso, metade da populagéidial depende das aguas advindas de

montanhas (Messewit al. 2004) seja para consumo, irrigacéo ou producé@mesegia elétrica.

Montanhas, em escalas globais ou regionaisheapotsde riqueza bioldgica (Barthlott
et al. 1996). Uma estimativa conservadora aponta quexakr0.000 das 240.000 espécies de
angiospermas estéo localizadas em montanhas.rdolais montanhas tropicais de terras baixas,
esta estimativa pode ser até duas vezes maior €K@6004). Essa cobertura vegetal garante a
estabilidade do solo e a qualidade da agua, redisbes e deslizamentos, provém produtos e

servicos ecologicos, além do alto potencial paceeegdo e turismo (Martinelli 2007).

Desta forma, as montanhas séo tidas como alvosri®ivacdo por programas como 0
Mountain Work Programm@IWP) proposto pel&onvention on Biological Diversitgm 2002,
convencao esta que o Brasil é signatario, apesad@mumentos brasileiros sobre biodiversidade
nao fazerem nenhuma referéncia as montanhas (Eiirt2007). No Brasil, as montanhas
existentes, apesar da sua dinamica ecossistémica, 8o tratadas como partes de outros

biomas que foram criados a partir de caractergstieaterras baixas.

A alta diversidade e a facilidade de se obter €ifezs condicbes ambientais em curtas
distancias fazem das montanhas um “experimentoratgtwum lugar ideal para estudos
ecologicos e evolutivos que podem somar valorgsiearar 0os projetos de conservacdo. Porém
nem sempre as variagdes ambientais em uma montahgrevisiveis e isso explica a
dificuldade de se formar uma teoria global dos fiemdos bioldégicos ocorrentes em um
gradiente de altitude. Segundo Korner (2007) exisieas categorias de mudancas ambientais
ao longo de um gradiente de altitude: aquelas gtéo aliretamente relacionadas ao gradiente
altitudinal como pressao atmosférica, temperatusalacéo solar; e aquelas que geralmente néao

estdo relacionadas a altitude como a precipitagdlocidade do vento e sazonalidade. Assim, é
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necessario estar atento as variantes que podemmdete um fendmeno biolégico em uma

montanha, principalmente quando resultados dedatifirentes sdo comparados.

Estudos biologicos realizados em gradientes aitiaisl geralmente envolvem o namero
de espécies (Rahbek 1995), produtividade (&tual. 2004), tamanho de caracteres morfoldgicos
(Fabbro & Korner, 2004), tendéncias sobre caratteas da histéria de vida (Klimes 2003),
bem como caracteristicas morfolégicas (leial. 2004, Heet al. 2006), fisiologicas (Hoch &
Kdrner, 2003) ou genética-ecologicas (Geoegjeal. 2001, Yanet al. 2009). No Brasil, uma
iniciativa interessante foi dada pelo projeto Bibtmesp Gradiente Funcional “Composicao
estrutura e funcionamento da Floresta Ombroéfiladaato Parque Estadual da Serra do Mar”, ao

gual o presente trabalho esta vinculado.

Mutualismo de polinizacao e sistema reprodutivo erlantas

Interacbes mutualisticas geralmente se originam irderagbes antagonisticas, e
mutualismos podem, por sua vez, produzir linhagiscendentes que sao comensalistas ou
antagonistas. Portanto, mutualismos e antagonigiaeem ser pensados como finais de um
continuum (Daleet al. 2002). Se um organismo pode usar hdo somentgBEUsS genes, mas
também aqueles de outras espécies para aumensaclgreces de sobrevivéncia e reproducao
relativa aos outros organismos de uma populacdo,psde ser favorecido pela selecdo natural.
A maioria destas interacfes sera antagonisticdupnodo parasitas, galhas ou predadores. Mas
uma gama de interacdes entre espécies geneticamaeidteeis serdo mutualisticas e seus efeitos
serdo inevitavelmente variaveis entre os ambiditesmpson 2005).

Segundo Herreet al. (1999), a concepcado de mutualismo como uma relagéaue
organismos de espécies diferentes interagem erbeseficio matuo, envolvendo, em geral, a
troca de bens ou servicos e resultando na aquide@apacidade(s) nova(s) por pelo menos um
parceiro, € errdnea. A teoria atual sugere que alisitnos sdo mais bem vistos como
exploragfes reciprocas que apesar de tudo providéeneficios liquidos para cada um dos
parceiros. Esta visao salienta o potencial disvapdios conflitos de interesses entre os parceiros
de outrora. Dai, entdo, a importancia de se ideatiffatores que influenciam os custos e

beneficios destas interacdes.



Na maioria das plantas o obstaculo fisico paraspedsdo de seus genes é aliviado
através da formacédo de mutualismos com animaisrgngportam graos de polen entre estigmas
e também dispersam suas sementes. No caso dazagdioj as plantas tendem a aperfeicoar a
transferéncia e recepcdo do pdlen, buscando o noelstw energético possivel enquanto que os
animais tendem a aperfeicoar a coleta de recumns polen e néctar (Pellmyr 2002). Para as
plantas, 0 uso de animais como passaros e insgfpslinizacdo de suas flores garante que haja
um aumento na probabilidade (em relag&o a vettiéti@s como o vento e a agua) de um gréo
de pdélen de uma flor atinja o estigma de outradtmespecifica. Além disso, plantas polinizadas
por animais podem alocar menos recursos na prodigglen e se estabelecer em locais em
gue os ventos nao sao tao fortes, como o intedanrda floresta (Pellmyr 2002). Porém, estas
vantagens serdo verdadeiras somente para as plaidapossuem um sistema reprodutivo
inteiramente dependente dos vetores de polinizagioo a dioicia, heterocronia dos elementos

reprodutivos, heterostilia, enantiostilia e fleiiat(cf. Barrett 2002).

O sistema reprodutivo de uma planta pode afetatasirente sua ecologia e evolucao
(Charlesworth 2006). De maneira geral, populacGesméicas rapidamente aumentam a
frequéncia dos homozigotos e os individuos exprmessautacdes deletérias recessivas ou
parcialmente recessivas e sofrem menores chanceshdevivéncia e reducdo de fertilidade,
aspectos caracteristicos do que é conhecido conpoes$&io endogamica. Além disso,
populacdes endogamicas tendem a ter menor tamé&thmeuando comparadas as exogamicas
e menor diversidade genética (Charlesworth 2008yd_1992). Essas caracteristicas levaram a
interpretacdo de que a diversidade dos sistemasdigpros sempre evoluiu no sentido de
promover o cruzamento e evitar a probabilidadeeggatssdao endogamica. Porém, a transicéo de
sistemas reprodutivos dependentes de animais patamas independentes (apomixia,
autopolinizacdo) € mais comum que o contrario, lBuokm cerca de 20% das angiospermas
(Barrett 2002) e a condicdo obrigatéria de poligdza cruzada é um aspecto geralmente
relacionado a espécies ancestrais (Charleswort8, 209att 1988, Stebbins 1970). Além disso,
a condicdo de apomixia garante algumas vantagem® @umento na transmissdo de genes
préprios para a proxima geracdo, garantia da segareeprodutiva na qual a polinizacdo €
reduzida ou ndo ha parceiros reprodutivos (Lloy@&&oen 1992), além de evitar o “custo da
meiose” (Jain 1976).



Entretanto, cerca de um terco das espécies deaplaubrevivem praticando tanto
autofertilizacdo como fertilizacdo cruzada (sistemrodutivo misto) (Barrett 2002). Mesmo
em espécies polinizadas por animais, o sistemadafivo € mais bem entendido como um
carater quantitativo e néo discreto e a condicd@auwdefertilizacdo e fertilizacdo cruzada sao
apenas extremos de wontinuum Em alguns casos, esta variacdo pode ocorreraddatuma
mesma espécie, com populacdes variando da fegfilizaruzada completa até a autofertilizacéo
(Barrett & Husband 1990). Nesse sentido, as tésnitea marcadores genéticos moleculares,
aliadas a estudos de campo, sdo uma O6tima ferranpamn& estimar o sistema reprodutivo e

entender as consequéncias destes sistemas naresgeriética de populagdes naturais.

Marcadores moleculares microssatélites

Um marcador molecular é todo e qualquer fendtipdeoudar oriundo de um gene
expresso ou de um segmento de DNA. Atualmenteteswisvarios tipos de marcadores
moleculares que podem ser usados em estudos ewsoOgi muitas perguntas podem ser
respondidas com mais de um tipo de marcador. Deeingageral, um bom marcador molecular
deve ter ampla cobertura gendmica, alto polimodisrmdo depender do estagio de
desenvolvimento do organismo e ser seletivamentem@-erreira & Grattapaglia 1998).

Entre os marcadores que apresentam estas catézdasrestdo os microssatélites, um dos
mais utilizados nas Ultimas duas décadas em est@bodogicos (Schlbtterer 2004).
Microssatélites sao regides do genoma, frequentememcontradas no DNA nuclear,
mitocondrial e cloroplastidial da maioria dos ongams, que contém sequéncias de 2-6
nucleotideos repetidas em tandem (Olivaitaal. 2006). A regido da fita de DNA que esta
localizada ao lado do microssatélite é chamadaeg@éia flanqueadora. Estas regifes sao
geralmente conservadas (ou seja, Unicas e naoivasgdahos individuos e muitas vezes entre
diferentes espécies. Assim, € possivel construigugeas sequéncias (ca. de 18-22
oligonucleotideos) complementares as regides flsadpras, chamadawimers capazes de
guiar a amplificagdo da regido microssatélite &sada reacao da polimerase em cadeia (PCR).
Diferentemente da regido flanqueadora, a regiaosossatélite sofre mutacdes freqiientemente

no processo de replicacdo do DNA, alterando o norderrepeticbes e conseqientemente o seu



comprimento (Oliveirat al. 2006). Assim, estas regides podem variar em congntio ¢a. de
5 a 40 repeticdes) entre individuos de uma mespecies Estas variagdes podem ser percebidas

em gel de alta resolucédo permitindo rapida gengéipede varios individuos em varios locos.

Os marcadores do tipo microssatélites estdo entreais usados em estudos ecoldgicos
em parte porque tém o potencial de prover estimstprecisas de migragéo, tém o poder de
resolucdo para distinguir desvios de panmixia eepo@stimar o parentesco entre individuos
(Selkoe & Toonen 2006). Aléem disso, estes marcadoeemitem o uso de amostras pequenas de
tecido que podem ser estocadas por bastante tesdjgo,codominantes e permitem uma
genotipagem da populacdo de forma relativamenida&pbarata (Selkoe & Toonen 2006). Por
outro lado, existem algumas desvantagens como ieulddde de transferir microssatélites
desenvolvidos para uma espécie para outros gragosdmicos, seus mecanismos mutacionais
ainda ndo estdo totalmente claros, podem escorntsidade alélica e apresentar problemas
com a amplificagdo. Mesmo assim, as taxas mutasioestas regides sdo extremamente altas, o
gue gera altos niveis de diversidade alélica ndgesspara estudos genéticos de processos

atuando numa escala de tempo ecoldgica.

O presente estudo descreve a biologia da polirozaca reproducédo, a estrutura e
diversidade genética de duas populacdeEileuchina pulchreem dois pontos de um gradiente
de altitude: Nucleo Santa Virginia (NSV) e Nucleo @esenvolvimento Picinguaba (NDP) no
Parque Estadual da Serra do Mar. No primeiro clapfostramos que, para esta espécie, a
diversidade e abundancia de polinizadores € mem@anmbiente mais alto e as consequéncias
para a dinamica de pélen e a reproducdo sdo diasutAspectos da biologia floral também
foram descritos. No segundo capitulo apresentagrasuma pequena nota técnica, os dados
gerais obtidos no desenvolvimento de 12 marcadomeculares do tipo microssatélites para
esta espécie. No terceiro capitulo a estruturdieessidade genética destas duas populacdes séo

apresentadas e discutidas a luz dos resultadosndeim capitulo.



Referéncias

BARRETT S.C.H. & HUSBAND B.C. 1990. Variation in tmmossing rates irEichhornia
paniculata the role of demographic and reproductive factBtant Species Biol. 5: 41—
56.

BARRETT S.C.H. 2002. The evolution of plant sexdigersity. Nat Rev Genet 3(4): 274-284.

BARTHLOTT W., LAUER W. & PLACKE A. 1996. Global digbution of species diversity in
vascular plants: Towards a world map of phytodingr&rdkunde 50(1): 317-327.

CHARLESWORTH D. 2006. Evolution of Plant Breedingsg&ms. Current Biology 16 (17):
R726-R735.

DALE C., PLAGUE G.R., WANG B., OCHMAN H. & MORAN M. 2002. Type lll secretion
systems and the evolution of mutualistic endosysibid®NAS 99: 12397 - 12402.

FABBRO T. & KORNER C. 2004. Altitudinal differenceia flower traits and reproductive
allocation. Flora - Morphology, Distribution, Furartal Ecology of Plants 199(1): 70-81.

FERREIRA M.E. & GRATTAPAGLIA D. 1998. Introducédo aeso de marcadores moleculares

em analise genética. Embrapa-Cenargen. Brasilia.

GEORGE T., JOSEPH L., VARGHESE G., KALYANARAMAN K.K& KURIACHAN P.
2001. Analysis of phenotypic and genetic variatiaamong populations oDryza
malampuzhaensishow evidence of altitude-dependent genetic clang&anadian
Journal of Botany 79: 1090-1098.

HE J.S., WANG Z., WANG X., SCHMID B., ZUO W., ZHOWM., ZHENG C., WANG M. &
FANG J. 2006. A test of the generality of leaf tn@lationships on the Tibetan Plateau.
The New Phytologist 170(4): 835-848.

HERRE E.A., KNOWLTON N., MUELLER U.G. & REHNER, S.A1999. The evolution of
mutualisms: exploiting the paths between confliotl @ooperation. Trends in Ecology
and Evolution 14: 49-53.

10



HOCH G. & KORNER C. 2003. The carbon charging ioieg at the climatic treeline: a global
comparison. Oecologia 135(1): 10-21.

KLIMES L. 2003. Life-forms and clonality of vasculplants along an altitudinal gradient in E
Ladakh (NW Himalayas). Basic and Applied Ecolog¥)4317-328.

KORNER C. 2004. Mountain biodiversity, its causesl function. Ambio Special Report 13:
11-17.

KORNER C. 2007. The use of ‘altitude’ in ecologicasearch. Trends in Ecology & Evolution
22(11): 569-574.

JAIN S.K. 1976. The evolution of inbreeding in g®nAnnual Review of Ecology and
Systematics 7: 469-495.

LLOYD D.G. 1992. Self- and Cross-Fertilization inlaRts. Il. The Selection of Self-

Fertilization. International Journal of Plant Sa@ega 153, no. 3: 370.

LLOYD D.G. & SCHOEN D.J. 1992. Self- and crossAieration in plants. I. Functional

dimensions. International Journal of Plant Scielts® 358—-369.

MARTINELLI G. 2007. Mountain biodiversity in BrazilRevista Brasileira de Botanica 30:
587-597.

MESSERLI B., VIVIROLI D. & WEINGARTNER R. 2004. Mautains of the world: vulnerable

water towers for the 21st century. Ambio: 29-34.

OLIVEIRA E.J., PADUA J.G., ZUCCHI M.l., VENCOVSKY RVIEIRA M.L.C. 2006. Origin,
evolution and genome distribution of microsatedlit€enetics and Molecular Biology
29(2): 294-307.

PELLMYR O. 2002. Pollination by animaldn Plant-animal Interactions an Evolutionary
Approach (C.M. Herrera & O. Pellmyr, eds) Blackwelblishing, Oxford, p.157-184.

RAHBEK C. 1995. The elevational gradient of speciebness: a uniform pattern? Ecography
18(2): 200-205.

11



SARMIENTO F.O. 2002. Human drivers of landscapencfea treelines dynamics in neotropical
montology. Ecotropicos 15:129-146.

SCHLOTTERER C. 2004. The evolution of molecular keas: just a matter of fashion? Nat
Rev Genet 5 (1): 63-69.

SELKOE A.K. & TOONEN R.J. 2006. Microsatellites fecologists: a practical guide to using
and evaluating microsatellite markers. Ecology émst9: 615-629.

STEBBINS G.L. 1970. Adaptive radiation in angiosper I. Pollination mechanisms. Annual
Review of Ecology and Systematics 1: 307-326.

LUO T., PAN Y., OUYANG H., SHI P., LUO J.,YU Z. &U Q. 2004. Leaf area index and net
primary productivity along subtropical to alpineadients in the Tibetan Plateau. Global

ecology and biogeography 13(4): 345-358.

THOMPSON J.N. 2005. The geographic mosaic of cagiai. The Universtity of Chicago
Press. pp: 247-248.

WYATT R. 1988. Phylogenetic aspects of the evolutid self-pollination. In L. D. Gottlieb and
S. K. Jain [eds.], Plant evolutionary biology, 1@9%. Chapman and Hall, London, UK.

YAN X.B., GUO Y.X., ZHAO C., LIU F.Y. & LU B.R. 200. Intra-population genetic diversity
of two wheatgrass species along altitude gradientshe Qinghai-Tibetan Plateau: its

implication for conservation and utilization. Consstion Genetics 10 (2): 359-3

12



CAPITULO |
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Resumo

O processo de polinizagdo é essencial para a nmepdatela biodiversidade das plantas
sendo também indiretamente responsavel pela pentiané&le outras guildas além dos
polinizadores. Porém estudos que envolvem esteeggsoctém sido pouco realizados em
gradientes ambientais, como o latitudinal e o waltital, devido as dificuldades espaciais,
taxondmicas e amostrais em conseguir este tipadesd principalmente em florestas Umidas. O
presente estudo tem por objetivo obter informacé@sre a biologia da polinizacdo e da
reproducado ddibouchina pulchraMelastomataceae) ocorrente em duas areas extoEnas
gradiente altitudinal: Nucleo Santa Virginia (NS¥)Nucleo de Desenvolvimento Picinguaba
(NDP) do Parque Estadual da Serra do Mar. Foratasfe@bservacdes mensais para definir
padrdes e estratégias de floracdo, registrar dsmlm® a biologia floral e reprodutiva, além de
verificar a riqueza e abundéancia dos polinizaderearacterizar as interacdes dessa espécie com
as abelhas visitantes. Estes aspectos sdo diferemtie as duas areas: no NSV a intensidade da
florada (somatéria dos valores = 102) é maior queNDP (somatéria dos valores = 77). A
producdo de pdlen por flor € menor no NSV que nd®NB2,659; p<0,05). No NSV apenas 5
abelhas visitaram as flores (6-12 flores) no peritedal de observacao (60h) enquanto que no
NDP, no mesmo periodo, houveram 948 visitas. Na &rais elevada também houve maior
limitacdo na transferéncia de pélen quando compaaad\NDP. Porém, a proporcdo de sementes
fertilizadas a partir do tratamento de polinizagdiozada € maior (t=2,635; p<0,05). Estas
diferencas entre a fenologia, sistema reprodutivsigas dos polinizadores nos dois locais sao

discutidas, bem como as estratégias para balaadmaitacdo de pélen na regiao mais elevada.

Introducao

As espécies de plantas silvestres lotspotsde biodiversidade sdo importante fonte de
recursos para produtos e servigos ecossistémi@prguéem como medicamentos, alimentos e
ciclagem de nutrientes (Ricketts 2004a). O procedsopolinizagcdo € essencial para a
manutencao dessas populagdes, sendo ele indirdeanegponsavel pela permanéncia de outras
guildas além dos polinizadores, como a dos herb$ver dos predadores de sementes, que
dependem dos recursos vegetais (Pats al. 2006). Além disso, sistemas agricolas
frequentemente dependem, pelo menos em parte, pldagdes de polinizadores de habitats

adjacentes para a sua produtividade (Kremen & R&Ke000). Atualmente, ha evidéncias
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crescentes de que os polinizadores e 0s seus&m®stao sob aumento de risco de diversas
fontes antropogénicas que incluem: perda de habitatfragmentacdo (Ricketts 2004b),
intensificacdo agricola (Kremeat al. 2004), agroquimicos (Kearnst al. 1998), doencgas
(Watanabe 1994), introducdo de plantas exoéticaswBret al. 2002) e mudancgas climéticas
(Price & Waser 1998).

As comunidades vegetais tropicais sdo amplameotdecidas pela sua admiravel
riqueza de espécies. Entretanto, ano ap0s anageatareversiveis destruicdes nestas formacgdes
vegetais, sem que se tenha conhecimento de suduestrda dinadmica, da evolugédo e da
taxonomia de varias espécies que habitam estasnidauies (Franco 1995). E o caso da Mata
Atlantica, um bioma de grande complexidade biolaggue ocupava 12% do territério nacional,
restando hoje apenas 11,4%-16% de sua cobertgiaalriespalhados na forma de fragmentos
florestais (Ribeircet al. 2009), sendo considerado um dos biomas mais aneag¢iadmundo

pela Unido Internacional para a Conservacao dardlzylUCN 1986).

Estudos sobre a biologia da polinizacédo e rep@auém sido amplamente utilizados
para a conservacéo de habitats naturais afetadissppdem fornecer informagfes importantes
relacionadas a partilha e competicdo por polinieglosucesso reprodutivo e manutencao do
fluxo génico intraespecifico (Bawa 1990, Keamtsal. 1998). Porém estes estudos tém sido
pouco realizados em gradientes ambientais, comatitudinal e o altitudinal, devido as
dificuldades espaciais, taxondmicas e amostraisc@meguir este tipo de dados (Devetal.
2005), principalmente para espécies arbéreas easths Umidas.

Ambientes com temperaturas mais baixas, estacfesredeimento menores e mais
imprevisiveis, como aqueles que ocorrem em altguglevadas, interferem na reproducao das
plantas (Bell & Bliss 1980). A alta freqiéncia deripdos nublados e as constantes neblinas
nestes locais reduzem a fotossintese e, conseqianrtte a fonte de carbono disponivel para a
producdo de sementes sadias (Bell & Bliss 198@mAdiisso, em ambientes andinos e alpinos,
estudos sugerem que estas condicdes ambientaisda®nas ventos fortes reduzem a
guantidade de polinizadores, e consequientemendmstaréncia de graos de pélen aos estigmas
de flores co-especificas (limitacdo de polen), raulo as possibilidades de poliniza¢do cruzada

(Arroyo et al. 1985, Totland 1993). Assim, acredita-se que esggmn forcas importantes que
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dirigem a evolucéo da autopolinizacdo em altatudiis e latitudes (Molau 1993, Sandegikal.
1999).

De maneira geral, a autopolinizacdo nestes locadle mcorrer de trés formas: anteras
podem depositar passivamente pdlen no estigmag@mia); polinizadores podem transferir
polen de anteras para estigmas dentro da mesmdaildogamia) e; polinizadores podem
transferir pélen entre flores na mesma plantaggegamia) (Sandvikt al. 1999). Desta forma,

a reproducédo através da autopolinizacdo em plantagamicas pode ser vista como uma forma
de seguranca reprodutiva em condicbes em que @asvpr insetos Sao poucas ou mesmo
inexistentes (Sandvikt al. 1999, Lloyd & Schoen 1992). Assim, em plantas dependem de
polinizadores para a sua reproducao, deve havenedifa na quantidade de pdlen que atinge os
estigmas, nas estratégias de vida, nos sistem@&piielucdo e na estrutura genética ao longo de
gradiente altitudinal.

A familia Melastomataceae compreende 4200-4506ce=p e € bem representada em
ecossistemas tropicais e subtropicais das Amencak sao encontradas cerca de 3000 espécies
(Renner 1993). No Brasil encontram-se 68 géneras cerca de 1500 espécies estimadas
(Martins 1997). Suas flores sdo geralmente pol@@sapor abelhas que coletam o pdlen das
anteras tubulosas quase sempre poricidas. Estdbasbabracam as anteras e efetuam
movimentos vibratorios com 0s musculos das asasm® consequéncia o polen & expelido,
aderindo a porcao ventral do visitante, local quen freqiiéncia, é contatado pelo estigma. Este
tipo de polinizacdo € denominado de polinizagacétilo(“buzz pollination”, Buchmann 1983).

O géneralibouchinapertence a tribo Melastomeae, sendo 0 géneroapecdf de mais
ampla distribuicio e com maior numero de espécies druto capsular dentro das
Melastomataceas (Renner 1993). Com cerca de 24&tiespeste género pode ser encontrado
desde o oeste do México até o nordeste da ArgestiRaraguai (Todzia & Almeida 1991,
Guimaraes & Martins 1997). No Brasil, estudos sabta@ologia reprodutiva e da polinizacao
foram conduzidos nas espéciespulchra(Silva 2006),T. cerastifolia T. clinopodifoliae T.
gracilis (Franco 2007) e indicam que estas espécies sacoagpativeis, mas dependem dos
polinizadores para sua reproducdo. Esse sistenradigiyo também é mencionado para
sellowianae T. semidecandrgGoldenberg & Varassin 2001)7e stenocarpaGoldenberg &
Shepherd 1998).
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O objetivo deste trabalho foi estudar a biologia pidinizacdo e da reproducdo de
Tibouchina pulchraCogn. (Melastomataceae) em dois pontos de gradatiedinal na Mata
Atlantica no sudeste brasileiro situados no: Nu&aata Virginia e Nucleo de Desenvolvimento
Picinguaba do Parque Estadual da Serra do Mar, axamgo: 1) a fenologia, 2) a biologia da
polinizacdo, 3) o sistema reprodutivo e 4) as aselhsitantes desta espécie nos dois locais do
gradiente. A hipétesa priori deste estudo é de que, devido as diferencas aaisigmaja menor
diversidade e abundancia de polinizadores na refpamaior altitude e como consequéncia: 1)
menor quantidade de poélen atinge os estigmas, gard) assegurar formacdo de sementes é

esperada a ocorréncia de autogamia independenfmtiogadores nestas populacdes.

Metodologia

Area de estudo

O estudo foi desenvolvido no Parque Estadual dea $e Mar no Nucleo Santa Virginia
(NSV) e no Nucleo de Desenvolvimento Picinguaba PNBmbos situados no litoral norte do
estado de Séo Paulo (figura 1). A regido serrandatal norte do estado de Sao Paulo, parte da
cadeia de montanhas conhecida como Serra do Maesenta uma escarpa erosiva constituida
por rochas granito-gndissicas, com perfis retiénde grandes desniveis e vertentes entalhadas
por numerosas ravinas. Os granitos sédo rochasemgsis que geralmente resultam em formas de
cristas, nas maiores altitudes, enquanto os va@lesstalnados em rochas menos resistentes,

como xistos e filitos (Almeida 1964).

O NSV situa-se na regidao de escarpas e reversdSeda do Mar, no Planalto de
Paraitinga-Paraibuna proximo ao municipio de Séis do Paraitinga-SP, entre altitudes que
variam de 870 m a 1.100 m (Tabarelli & Mantovar®4pP De acordo com Velosa al. (1991),

a vegetacdo pode ser classificada como Florestarditab Densa Montana. Conforme
classificacdo climéatica de Koppen (1948) o climgioral é tropical temperado sem estacao seca
(Tabarelli & Mantovani 1999). A precipitacdo médiaual é de 2.180 mm, sendo 0s meses mais
umidos: dezembro, janeiro e fevereiro; e os mehasasos: junho, julho e agosto. Mesmo nos
meses menos chuvosos a precipitacdo média mensaa iuinferior a 60 mm (Tabarelli &
Mantovani 1999). Nos anos de 2008 e 2009 a pracgit mensal média foi de 142 mm e 203
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mm, a temperatura média foi de 1% % 16,2C (figura 2) e a velocidade do vento de 4,8m/s e
4,6m/s respectivamente (fonte: CPTEC, disponiveh#p//satelite.cptec.inpe.br/PCldcesso
em 15/02/2010).

O NDP localiza-se proximo ao municipio de UbatuPa-$ia planicie costeira,
estendendo-se da orla do mar até o sopé das mastgné formam a Serra do Mar. A vegetacao
da area € considerada como Floresta Ombrofila D@&fedasoet al. 1991). O clima desta regido
é classificado, segundo Koppen (1948), como troépibaivoso, apresentando uma estacdo
superumida de outubro a abril, com precipitacdoianédperior a 200 mm mensais, e uma
estacdo menos Umida de maio a setembro, com peeépi média acima de 100 mm mensais
(Morellatoet al.2000). A precipitacdo mensal média anual € de02nih e a temperatura media
anual é cerca de 22°C (Bencke & Morellato 2002)s ldnos de 2008 e 2009 a precipitacao
média foi de 143 mm e 150 mm, a temperatura mé@dide 20,68C e 21,9C (figura 2) e a
velocidade do vento de 4,1m/s e 4,2m/s respectivemé@onte: CPTEC, disponivel em
http://satelite.cptec.inpe.br/PClAcesso em 15/02/2010 as 17:14).

Fenologia

As éareas de estudo foram visitadas mensalmensniduos meses de fevereiro de 2008
até marco de 2009 com o intuito de definir o pade@ologico das seguintes fenofases: emisséo
de botbes, floracdo, frutificacdo e emissdo deablljovens. O padrao da floragcédo foi
estabelecido de acordo com os padrdes fenologiefisidbs por Newstronet al. (1994). A
intensidade da fenofase pdde ser definida atrawéadice de intensidade que consiste em uma
escala ordinal com valores de zero a quatro, quaifgedistinguir categorias (postos ou ranks)
subjetivas de intensidade. Nesta escala, os vakemes um, dois, trés e quatro correspondem,
respectivamente, a auséncia da fenofase, 1-25%0%6-51-75% e 76-100% de intensidade.
Este indice é calculado somando-se os valoresdieiodividuo em um dado més (modificado
de Bencke 1999). Quando a observacdo da fenologragetida em meses de anos diferentes,
usou-se a média dos dois valores encontrados. @ dacatividade foi considerado como o
periodo em que a somatoria dos valores atribuideslia fenofase foi maxima. Foram marcados
e monitorados 45 individuos em cada area, nos qiosgm acompanhados 0s eventos

fenologicos.
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Biologia floral, dinamica de polen e crescimentotadleos polinicos

O horario, seqiéncia e duracdo da antese, pregengdor e receptividade do estigma
foram determinados diretamente no campo (Dafni 1893 flores em 5 individuos diferentes),
durante o periodo do pico de floragédo. A viabiliglath pdlen foi avaliada observando-se gréos
de polen corados com carmim acético sob microscopiduz, considerando-se o grao como
viavel, quando apresentava citoplasma evidenciattogorante. Como as flores apresentam dois
tipos de anteras (grandes e pequenas), esta afudlisalizada em gréos de pdlen provenientes
de ambos os tipos em flores recém abertas colet@mapopulacbes dos dois locais (n=15
anteras de cada tipo e local em 15 individuos efitess) e fixadas em solucéo de Formol, Acido
Acético e Alcool Etilico 70% (FAA 70%). Para estinsproducdo de pélen por cada tipo de
antera, flores recém abertas foram coletadas riedatmis, sendo retiradas uma antera grande e
uma pequena de posicdes diferentes (n= 15 anteraadh tipo e local em 15 individuos) e
foram fixadas em FAA 70%. No laboratorio, os grdespolen foram cuidadosamente retirados

das anteras e espalhados em um hemocitémetro patiarativa do numero total de graos.

Este procedimento também foi utilizado para estindisponibilidade de graos de pdlen
ao longo do primeiro dia de antese em flores deoanus locais, coletadas as 0500h, 0700h,
0900h, 1100h, 1300h e 1500h e fixadas em FAA a T%umero total de grdos de polen por
flor foi estimado através da quantidade de graopdlen disponivel em uma antera grande e
uma antera pequena de cada flor (n= 15 flores enmdi8iduos para cada horario, nos dois
locais). Destas flores também foram retirados tigreas que foram diafanizados com solucéo
de hipoclorito de sédio e posteriormente coradam @zul de anilina para observacdo do
crescimento de tubos polinicos sob microscopidutgdscéncia (adaptado de Martin 1959). A
carga polinica na superficie do estigma de cada(tite 15 flores em 15 individuos para cada
horério, nos dois locais) foi estimada segundodicénde carga polinica descrito por Valdivia &
Gonzalez-Gomez (2006, adaptado do indice de herhide Dirzo & Dominguez 1995) que
considera categorias de 0 — 4 com 0%, 1-10%, 11-2Z83460% e 51-100% da superficie
estigmatica coberta com grédos de pélen, respectintan Para cada horério foi estimado um
valor médio do indice nos dois locais. Para avabiacrescimento de tubos polinicos em

tratamentos de autopolinizacdo e polinizacdo cmauzads dois locais, foram realizados
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experimentos de polinizacdo manual e as floresxfaraletadas 12h, 24h, 36h, 48h e 72h apos

cada tratamento (n=3 flores em 3 individuos pada terario).

Sistema reprodutivo, producéo e germinagéo de sessen

O sistema reprodutivo foi avaliado por meio de expentos de polinizacdo realizados
no campo nas populacdes dos dois locais. Os tdetg®linizacdo seguiram aqueles descritos
por Radfordet al. (1974): agamospermia - botdes em pré-antese fenaasculados e ensacados;
autopolinizagdo espontanea - botdes foram ensacatodratamento posterior; autopolinizagcéo
manual - grdos de polen foram depositados no eatidgnpropria flor; polinizacdo cruzada -
graos de pélen, provenientes de flores de indigdlii@rentes, foram transferidos para o estigma
de flores emasculadas de outros individuos; cantroloram marcados botdes destinados a
verificar a formacéo de frutos sob condigbes n&ufara cada um dos testes foram utilizadas
30 flores (distribuidas em ca. 10 individuos), aanecao do tratamento controle em que foram
utilizadas 100 flores (em ca. 20 individuos) emacatha das areas. Cerca de um més apoés as

polinizacgdes foi verificada a porcentagem de fitdigdo em cada um dos tratamentos.

Foram coletados 18 frutos maduros produzidos plbmnipacédo natural no NSV e 21 no
NDP para comparar o numero de sementes produfidpsso total das sementes de cada fruto
foi medido no laboratério e 0 nimero de sementémado a partir do peso médio de uma
guantidade de sementes conhecida. Em outro expgomd5 frutos provenientes dos
tratamentos de autopolinizagdo manual, polinizaggéaada e controle, nos dois locais, foram
coletados quando maduros. As sementes de cadasufrutlis foram espalhadas uniformemente
em papel quadriculado e a proporcdo de sementdzéelas foi estimada. Destas, 30 sementes
de cada tratamento e de cada local foram espallkabtlas papel filtro umedecido e depois de 17-
21 dias as sementes que emitiram cotilédones faramadas e a proporcdo de sementes

germinadas foi estimada.

Visitantes florais e polinizadores

As observagfes foram feitas durante o perioddodacBio e abrangendo o periodo do dia

de maior atividade dos visitantes: das 0500 h &9 15 Foram feitas observacdes em seis a 12
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flores ao longo de seis dias ndo consecutivos @la &eea, totalizando 60 horas em cada local.
Os visitantes florais que durante as visitas asdla@ontataram o estigma e as anteras foram
considerados polinizadores. A cada visita dos maldores, o valor da umidade relativa do ar e
da temperatura foi anotado.

Foram registradas as frequiéncias de visitas daestad abelhas visitantes, de hora em
hora durante o periodo estabelecido. A importateieada visitante em relacéo a polinizacao foi

determinada através dos valores de frequénciaveeld visitas e de contato com o estigma.

O comportamento dos visitantes foi interpretadavéts de observacgéo visual direta ou da
analise de fotografias. Os insetos visitantes forapturados com rede entomoldgica, colocados
em frascos de vidro com acetato de etila, devidé&nesgistrados com o0 nome ou numero da
planta visitada, o horario de coleta e as condi@mabientais (temperatura e umidade) no
momento da coleta. ApGs este processo 0s espédion@s montados em laboratério e

etiquetados.

A identificacdo das abelhas foi feita, quando padsaté o nivel de espécie ou género,
através de literatura especializada, ajuda de mdigeer ou comparacdo com colecdes de
referéncia do Museu de Zoologia da Universidadadtstl de Campinas (ZUEC), onde os
espécimes foram depositados. Exsicatas das pldotasn depositadas no herbario da

Universidade Estadual de Campinas (UEC).

Anélise estatistica

Aspectos como a viabilidade do podlen, a quantidiel@olen nas flores, proporcdo de
sementes fertilizadas e proporcdo de sementes rpetad foram comparados através de
ANOVA de dois fatores com os dados ranqueadospocme proposto por Zar (1996), uma vez
qgue, por meio de teste de Shapiro-Wilk, foi detdztdesvio da distribuicdo normal nesses dados
(viabilidade do pdlen — SW=0,925, p<0,05; quantedatk podlen nas flores - SW=0,904,
p<0,001; proporcdo de sementes fertilizadas - S®BH), p<0,001; proporcdo de sementes
germinadas - SW=0,882, p<0,001 ). Os fatores ceramitbs foram: local e tipo de antera, para a
viabilidade do pdlen; local e horario, para a qigaate de pélen nas flores e local e tratamento

para a proporcao de sementes fertilizadas e prépate sementes germinadas. O tpstt hoc
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de Bonferroni com os dados ranqueados foi utilizadia comparacdes multiplas nos fatores
com mais de dois niveis, quando necessario. A glz® de pdlen nas anteras grandes e
pequenas foi comparada pelo teste ndo paramégitiildoxon. A comparacao entre o numero
de frutos produzidos em condi¢cdes naturais nos khamigis foi feita através de teste Qui-
guadrado de Pearson. A producédo de sementes frestessfoi comparada pelo teste ANOVA,
pois estes dados ndo se desviam de uma distriboiagéwal (SW=0,969, p=0,348). Para todos os
testes foi assumido um intervalo de confianca & 85oi utilizado o software Systatll (Systat
Software Inc., Point Richmond, CA).

Resultados

Fenologia

Os individuos das duas areas estudadas emiterns flutians durante todo o ano, mas
com o inicio da emissdo dos botbes, seguido dadéore producdo de frutos, as plantas
diminuem a intensidade de producéo de folhas ndVas.duas areas estudadas a emissao de
botdes, a floracéo e a producéo de fruto$ideuchina pulchraesta concentrada na estacdo mais

chuvosa (figura 2 e 3).

Houve assincronia fenoldgica reprodutiva das paiéa deT. pulchranas duas areas
estudadas. Na populacdo do NSV a fenologia dechora posterior (janeiro-junho) a da
populacdo do NDP (dezembro-abril), com pico deafffo em marco e em fevereiro,
respectivamente. Porém, no NSV a intensidade dadiégo(somatéria dos indices de intensidade
=102) € maior que no NDP (somatdria dos indicestéasidade = 77). Além disso, nas plantas
do NSV a florada durou 6 meses, enquanto no NO&radf durou apenas 5 meses. Porém, no
NSV o pico de frutificacdo das plantas teve sonmtdos indices de intensidade de apenas 20,
enquanto que no NDP essa somatéria foi de 137. @litaiche da curva de frutificacdo também
foi menor no NSV, onde foi possivel observar frutas plantas durante os meses de fevereiro-

agosto, enquanto que no NDP os frutos permaneasarplantas de janeiro-novembro.
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Biologia floral, dinamica de polen e crescimentotadleos polinicos

Tibouchina pulchrgpossui flores brancas com bordas arroxeadaspdaaberto (figura
4A) e produzem perfume agradavel e fraco. A ariteése por volta das 0500h, ocasido em que
0 estigma estéa receptivo. Possuem estames hetdimoa@om anteras falciformes de diferentes
tamanhos (heteranteria), poricidas e o pdlen éadgtisomente por vibracao (“buzz pollination”
sensuBuchmann 1983). O pdlen é o unico recurso ofecepiglas flores. De dois a trés dias
subseqlentes a antese o estigma ndo é mais rece@s/anteras ndo contém mais pélen. Além
disso, a cor das flores muda gradualmente paradsagarroxeados e no quarto dia os elementos

florais se desprendem.

Considerando os dois locais, a quantidade de gi@gsolen nas anteras grandes, que
possuem em média 2,07X19 1,09x16 grdos de pdlen, é maior que nas anteras pequemas,
1,78x1G + 1,29x16 gréos de pélen (W=222, p=0,022). Por outro laddpago do primeiro dia
de antese das flores coletadas nos dois locaigaatidqade de gréos de pdlen nas anteras foi
diferente entre os horarios de coletg {ks= 17,296, p<0,001), entre os locais: (s~ 78,981,
p<0,001) e houve interagdo entre os dois fatorgsedE 12,226, p<0,001), indicando que o
padrdo de variacao ao longo do tempo ¢é difererdedais locais (figura 5A). No inicio do dia, a
guantidade de gréos de podlen nas flores do NSV r@mopie nas do NDP (t=2,659; p<0,05).
Porém esse padrdo ndo se mantém: a quantidadéaiedg pdlen nas flores permanece quase
gue inalterada ao longo do dia no NSV enquantongublDP a quantidade de pélen decresce.
Por outro lado, a dindmica de deposi¢cédo da cartjaige nos estigmas indica que no NSV as
flores praticamente ndo recebem graos de poleporagw Ido dia enquanto que no NDP a carga
polinica aumenta, atingindo quase a saturacao mrfétie estigmatica no final do dia (figura
5B).

A viabilidade do pélen das anteras grandes, no NBVMde 97+3,37% e das anteras
pequenas foi de 96+4,67%. No NDP a viabilidade @erpdas anteras grandes foi de 95+6,78%
e das pequenas foi de 94+7,13%. A viabilidade derpé semelhante independente do local
(F,5670,720, p=0,40) e do tipo do anterg, gs7=0,003, p=0,959) e ndo ha interagdo entre estes
fatores (k56 0,567, p=0,454).
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Os tubos polinicos parecem crescer a velocidadelbante, independente do tratamento
e do local. Nas primeiras 12 horas, os tubos cnesté quase a metade do estilete e atingem as
proximidades do ovario depois de 36 horas.TEmulchrg os tubos polinicos crescem como um
tubo macico na regido mediana do estilete e 48&tapés o tratamento € possivel verificar tubos
na regiao do ovario. Ao atingir o ovario o tubo macse reparte em cinco feixes e cada um se
direciona a cada um dos cinco l6culos do ovarimtidede cada um dos l6culos os tubos se
dispersam e somente apds 72 horas foram obseruaoios fertilizando os évulos (figura 6A).
Apébs 72 horas de tratamento, € possivel visuadigams 6vulos inchados e com certa deposicao

de calose na parede do saco embrionario (figura 6B)

Sistema reprodutivo, producéo e germinacao de sesen

Nos individuos do NSV ndo houve formacdo de frytos agamospermia, mas por
autopolinizagdo espontanea se desenvolveram 16#atds. Houve formacao de frutos em 93%
e 90% dos tratamentos de autopolinizacdo manualirdzacao cruzada, respectivamente (tabela
1). Por outro lado, nos individuos do NDP foi régida a formacéao de um fruto proveniente de
agamospermia, que foi abortado depois de algunmaarses. Nos tratamentos de autopolinizagao
espontanea nao houve formacéo de frutos. A fragfio nos tratamentos de autopolinizacao
manual e polinizacdo cruzada também foi alta: 8886%, respectivamente (tabela 1). Nas duas
areas, a porcentagem de frutos formados em tratamede polinizagbes manuais
(autopolinizacdes e polinizagcdes cruzadas) € nggaierem condi¢cdes naturais (controle). Porém,
na &rea de maior altitude (NSV) foram formados apet0% de frutos em condi¢Bes naturais,
enquanto que na baixada (NDP) formaram-se 79%utiesfnas mesmas condicdg$05,864;
g.l.=1; p<0,001) (tabela 1).

A producdo de sementes por fruto em condi¢cdes aiatwantre os dois locais foi
semelhante (ff37=2,041, p=0,161). No NSV, estes frutos possuem B0#1787,51 sementes,
engquanto que no NDP os frutos possuem 3851,70£16@@mentes. A propor¢cdo de sementes
fertilizadas foi semelhante nos dois locais: g~ 0,021; p=0,885), mas diferiu entre os
tratamentos (fss= 4,191; p<0,05) e houve interagdo entre localatamnento ([ ss= 6,967,
p<0,01). No NSV a propor¢cao de sementes fertilizagta condi¢cdes naturais (controle) foi de
0,31 + 0,18, enquanto que no NDP foi de 0,53 = (}22,635; p<0,05). A propor¢cédo de
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sementes fertilizadas dos frutos provenientes teipacdo cruzada foi de 0,52 + 0,22 no NSV e

de 0,32 + 0,16 no NDP (t=2,635; p<0,05), enquante o tratamento de autopolinizacdo esta
taxa foi de 0,29 £ 0,11 e 0,28 £ 0,13, respectivamé=0,252; p>0,05) (figura 7). Os trés frutos

formados no tratamento de autopolinizacéo espoatdn®SV ndo formaram sementes férteis.

A proporgdo de sementes germinadas foi semelhartte es locais (frss=0,219;
p>0,05) e n&o houve interacédo entre local e tratéom(& s2=2,051, p=0,135) (figura 7). Porém,
houve diferenga entre os tratamentog d4~13,944, p>0,01), sendo que a proporcao de
sementes germinadas no tratamento de polinizagé&ada foi maior que no tratamento de
autopolinizacéo (t=5,190; p<0,05) e em condi¢coesras (controle) (t=4,810; p<0,05), mas nao
houve diferenca entre a proporcédo de sementes rgetas do tratamento de autopolinizacéo e

de condi¢bes naturais (controle) (t=0,380; p>0,05).

Visitantes florais e polinizadores

Comparando-se a frequéncia de visitas das abelteslois locais estudados, esta foi
muito menor no local de maior altitude (NSV) ondeafn registradas apenas cinco visitas no
periodo total de observacdo ao passo que no NDRinfeegistradas 948 visitas no periodo de
igual duracdo. No NSV, as visitas observadas o@rrem um dnico dia entre 1030h e 1130h.
Ao passo que no ND&s visitas comecam no inicio do dia (0530h), auarergradativamente,
sendo que o pico de visitas ocorre entre 1000h0@H. {figura 8), ocasido em que a umidade
relativa do ar esta baixa e a temperatura é ralagnte amena (figura 9) e terminam por volta
de 1430h (figura 8).

O numero de espécies de visitantes florais tambestindu com o gradiente de altitude.
No NSV foram coletadas apenas duas espécies deaabeh espéciBombus morioe uma
espécie pequena, ainda nao identificada, mas a@makbus moricatua como polinizador. No
NDP foram coletadas sete espécies de abelhas da8gmbus moripXylocopa brasilianorum
Xylocopa frontalisEpicharissp 1 e uma espécie néo identificada atuam comoipadiores. De
maneira geralBombus mori@ o principal polinizador d€. pulchrasendo responsavel por 89%
das visitas, seguido dgpicharissp 1 (6,2%)Xylocopa brasilianorun{3%), Xylocopa frontalis
(1,5%) e a espécie nao identificada (0,2%). Duranteisita, os polinizadores agarram o0s
elementos reprodutivos das floresTepulchra(figura 2B) e vibram os musculos das asas. Ao
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mesmo tempo friccionam as anteras menores com adilowdas forcando a saida do pdlen para
a regiao ventral do torax e abdémen. O polen dessasmaiores € depositado na regido dorsal e
lateral do abdémedas abelhas, local onde ocorre o contato com gneatiAbelhas pequenas
(que nao foram identificadas) vibram apenas umeraror vez e séo incapazes de polinizar

pulchra

Discussao

A fenologia reprodutiva dd. pulchra esta associada a estacdo mais chuvosa com
diminuicdo da producéao de folhas jovens nesseg@ribque sugere que a espécie esta alocando
0s recursos para a funcao reprodutiva. Segundo Ilsliaret al. (2000), em locais com baixa
sazonalidade climatica, como a Mata Atlantica, spaiibilidade hidrica € sempre alta, mesmo
nos meses considerados secos. Assim, o comprirdendta pode ser um importante fator que
desencadeia a fenologia reprodutiva de espéciegeat Portanto, este aspecto pode estar
influenciando o padrao fenologico €émpulchrg pois nos dois locais, na estagcdo mais chuvosa,

os dias sdo mais longos.

Segundo a definicdo de Newstr@nal. (1994) o padréo de floragdo de pulchranos
dois locais é anual. Porém ocorre assincronia égica reprodutiva enter os dois locais. A
temperatura também é outro fator que pode inflaeras padrdes fenoldgicos sazonais onde nao
h& diferenca no regime pluvial (Morellagd al. 2000). De fato, baixas temperaturas podem
limitar a fenologia em florestas temperadas e signiduas (Morellat@t al. 1989, Morellato
1991). Assim, a assincronia da fenologia reprodugntre as populacdes destes dois locais pode

estar relacionada as baixas temperaturas medragida alta (NSV) no inicio da estacdo umida.

Diferencas na intensidade e amplitude de florac@mo aquelas observadas @m
pulchra entre o NSV e o NDP, afetam o numero e a atidddas polinizadores (Buzaét al.
2000), ou seja, quanto maior o numero de floreperimdo de floragdo, maior a disponibilidade
de recursos aos polinizadores e maior as chancesealecorra polinizacdo. Porém, o fato de
serem produzidos poucos frutos durante um pericgltomno NSV parece contradizer a maior
intensidade e amplitude de floracao neste local.
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As caracteristicas da morfologia e da biologiaallale T. pulchrasé@o aquelas atribuidas
as flores melitéfilasgensuFaegri & van der Pijl 1979). O fenbmeno da mudateacor das
estruturas florais no decorrer da antesd dpulchrafoi descrito e discutido por Silva (2006),
mas a questédo ainda permanece em aberto. Segundd 983), este fendmeno de mudanca das
caracteristicas florais pds-polinizacdo (ou ao ¢todg antese como ocorre d@mpulchrg pode
aumentar ofitness da espécie aumentando o numero de sementes mrasludevido a
diminuicdo de visitas supérfluas a flores sem pélen cujo estigma ndo é mais receptivo. A
permanéncia das flores em fases finais de antasgafmga de cor) na planta pode contribuir para
a atratividade e consequente manutencao do intetEspolinizador por este recurso. Apesar
disso, esta hipotese permanece nao testada de fistemnatica para espécies Téouchina
cujas flores mudam de cor. Nesses experimentosudanmgas nas caracteristicas florais (como
cor e odor) devem ser consideradas do ponto da @ggnitivo do polinizadorc{. Chittka &
Thomson 2003).

Apesar de nao haver diferenca na viabilidade dempéhtre os dois tipos de anteras, as
anteras grandes débouchina pulchradestinadas a polinizacdo, produzem mais grapsiee.
A diferenca no tamanho e formato das anteras @drdtra), como a que ocorre d@mpulchra
tem sido associada a uma “divisdo de trabalho” e @m tipo de antera (pequeno) atrai
polinizadores e satisfaz sua demanda por pélenoat tipo de antera (grande) satisfaz a
necessidade das plantas de dispersar gametasom(yallejo-Marinet al. 2009, Luoet al.
2009). A deposicao dos graos Hepulchrana porcéo lateral e no dorso do polinizador, t@na
coleta e a manipulacédo dos grdos menos eficierafle{fp-Marin et al. 2009) e sdo os locais
contatados pelo estigma. Assim, a maior quantidiedgraos de podlen nas anteras destinadas a
polinizag&o indica que a “divisdo de trabalho” poderrer enil. pulchra Porém, métodos mais
eficazes na determinacdo da viabilidade poliniczagacidade de germinagdo, como aqueles

descritos por Dafni (2005), devem ser usados gatartesta idéia de forma mais concreta.

O crescimento dos tubos polinicos foi semelhantgueoocorreu ent. cerastifolig T.
clinopodifolia e T. gracilis (Franco 2007) com apenas um unico tubo crescend@ndo de
polen e ocorreu entre 12h e 48h apds os dois tipdsatamentos. A semelhanca na velocidade
do crescimento dos tubos polinicos em tratamergagutbpolinizacédo e de polinizagdo cruzada
pode indicar que ndo ha sitios de reacfes de aotopatibilidade nesta espécie.
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Os experimentos de biologia reprodutiva indicam goeambos os locaib. pulchraé
autocompativel, mas ndo apomitica. Este resultadode acordo com aqueles apresentados em
outros estudos realizados na Mata Atlantica garaulchra (Silva 2006),T. cerastifolia, T.
clinopodifolia e T. gracilis(Franco 2007) . semidecandrgGoldenberg & Varassin 2001).
Goldenberg & Shepherd (1998) e Goldenberg & VanagZ)01) observaram que stenocarpa
e T. sellowiana respectivamente, possuem autocompatibilidade re t@apacidade de
autopolinizacdo espontanea, porém a viabilidadesda®entes produzidas neste tratamento nao
foi testada. EmT. pulchra alguns frutos formados nos tratamentos de aganmuspeou
autopolinizacdo espontanea nos dois locais, ounfabortados ou ndo produziram sementes
férteis, evidenciando que esta espécie necessitpolitleizadores para reproducdo. Segundo
Almeda (1977/1978pud Renner 1989), movimentos vigorosos das flores endi¢cOes de
vento e chuva podem levar a liberacdo de pdlen al@eras poricidas e permitir a
autopolinizacdo espontanea em algumas espéciexl@dstbmataceae, mesmo em condi¢des de
hercogamia pronunciada. Além disso, goticulas dea a@rregando pequenas quantidades de
pélen também podem ser uma via para a autopoléizagpontanea. Quando grdos de pdlen
atingem o estigma, liberam horménios de crescimergstimulam o desenvolvimento do ovario
(Stephenson 1981) mesmo que a carga polinica fg@c\deciente para a producdo e maturacao
das sementes. Isso pode explicar a formacdo desfreém sementes nos tratamentos de

autopolinizacdo espontanea como ocorreu no NSV.

Os resultados obtidos nos experimentos de dinadecaetirada de pdlen podem ser
compreendidos quando associados a dinamica ddat&idos polinizadores nos dois locais. No
NSV raramente as flores séo visitadas por abellygazes de promover polinizacdo e por isso &
muito baixa a retirada de pdlen das anteras e tangéaixa sua deposicdo nos estigmas. No
NDP a atividade dos polinizadores, a retirada egposicdo de polen sdo ao inverso: h4 grande
guantidade de visitas por polinizadores de dife@®pspécies, a quantidade de pdlen retirado das
anteras é alta, quase esgotando o podlen no findiade a carga polinica nos estigmas é€ alta,
saturando-o de pdlen. Maior freqiéncia de visitas @abelhas &. pulchracoincide com baixa
umidade relativa do ar e temperatura amena assmo ¢oencionado pard. cerastifolia, T.
clinopodifolia e T. gracilis(Franco 2007). Este fato seria influenciado peleaililade na
obtencéo dos graos de pdlen, uma vez que com baiidade relativa o pélen se desagregaria e

facilitaria sua retirada das anteras com o computdo de vibragcdo, o que ndo aconteceria nas
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primeiras horas da manh& com umidade do ar mai®démperatura mais baixa (Franco 2007).
A diminuicdo das visitas &. pulchradepois deste periodo de alta atividade, provaveknén
devido a diminuicdo da quantidade de polen nasrastBombus moriofoi o principal
polinizador deT. pulchranos dois locais. A importancia desta espécie @thalna polinizacéo
de sistemas tanto de baixas quanto de altitudeset@iadas na Mata Atlantica tem sido relatada
por diversos autores (Britt al2010, Pinheiro & Sazima 2007, Freitas & Sazimac200

Em condi¢bes naturais, os frutos d@e pulchra do NSV possuem menos sementes
fertilizadas que os frutos do NDP. Isso provavelm@&torre porque no NSV h& menos visitas a
mesma flor que no NDP e poucas visitas ndo sacienties para fertilizar todos os ovulos,
aspecto registrado ef@ambessedesia hilariangMelastomataceae) na qual a quantidade de
visitas aumentou a quantidade de sementes fedidlizdFracasso e Sazima 2004). Assim, a
proporcao de sementes fertilizadas em condi¢cdesamgiapds um nimero maior de visitas seria
um aspecto interessante a ser estudadd .epulchra pois poderia mostrar qual o polinizador

mais efetivo para esta espécie e se este polinixada no gradiente de altitude.

Por outro lado, a proporcdo de sementes germinadasdois locais em condicdes
naturais é semelhante. Isto corrobora os resultddosgabilidade polinica (que € semelhante) e
sugere que em ambos 0s locais a viabilidade dofo$wambém é igual. Além disso, a
viabilidade do pdlen é comprovada pelos experingemimm tubos polinicos que crescem e
atingem os ovulos, independente da origem dos gl@gmlen (autopolinizacdo ou polinizacéo
cruzada).T. pulchraé considerada uma espécie pioneira, assim conrasoaspécies deste
género (Silva 2006, Franco 2007, Zaia & Takaki 3988sim, mesmo com taxas de germinacao
nao muito altascf. Zaia & Takaki 1998), a quantidade de sementeseiggproduzidas por um
unico individuo pode ser suficientemente alta pgaeantir seu sucesso reprodutivo seja por
autopolinizacdo ou por polinizacdo cruzada. Alémssali na presenca de fotoperiodo, suas
sementes sao capazes de germinar depois de 12 (Bases: Takaki 1998) ou mesmo depois

de 2 anos (dados néo apresentados).

A formagéo de frutos em condi¢des naturais e adltee®s da dinadmica de retirada e
deposicdo de polen indicam que as flores do NSyesoimaior limitagdo na quantidade de
polen que atinge os estigmas (limitacdo de tra@stéa de podlen) e explicam a pequena
frutificacdo neste local. A hipétese de maior lagdo de polen com o aumento da altitude foi
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comprovada em ambientes andinos e alpinos (Aretyal. 1985, Totland 1993), porém estes
dados nunca foram testados para espécies emtdl@respicais. Segundo estes autores, maior
limitacdo do podlen estaria relacionada a diminuigdalensidade e atividade dos polinizadores
em altitudes mais elevadas, principalmente de abelbe fato, a riqueza e abundancia de
polinizadores enT. pulchrasdo menores no NSV e evidenciam essa limitacacadaféréncia

do pdlen em maiores altitudes (Duainal. 2007). Segundo Gugerli (1998) e Bliss (1971) esta
reducdo de polinizadores € principalmente consengi@e condi¢cdes abidticas extremas como
baixas temperaturas, diminuicdo das estacdes deimento e ventos fortes, fato que pode estar
ocorrendo no NSV. A baixa frequiéncia de visita®msequiente limitacao transferéncia de pélen
pode ser um dos fatores que afetam a diversidadeiga em populacdes de plantas ao longo de
gradiente altitudinal (Semaggt al. 2000, Yanet al. 2009). Esse aspecto permanece ainda sem
ser estudado em espécies nativas brasileifaspalchrg por ser abundante, € um bom modelo

para este tipo de estudo (ver Capitulo IlI).

Tibouchina pulchrando garante o0 seu sucesso reprodutivo por aubtigegio
espontanea ou apomixia na altitude mais elevada osigholinizadores séo escassos, como prevé
a hipotese da seguranca reprodutiva (Lloyd & ScH@9®P). Segundo esta hipotese a transicao
da polinizacdo cruzada para a auto-polinizacdord8pea ou apomixia ocorre com frequéncia
em locais onde a polinizagdo cruzada € cronicantsmi@a ou temporariamente impossibilitada
seja pela auséncia de individuos coespecificos,peda falta de polinizadores (Charlesworth &
Charlesworth 1987), e garantem o sucesso repradngssas condi¢des (Lloyd & Schoen 1992).
Além disso, evitando o “custo da meiose”, a autopmcdo € uma “vantagem seletiva
automatica” (Jain 1976), porque as sementes pragimtste sistema reprodutivo terdo duas

copias dos genes maternais, enquanto que teriamaspena no sistema de polinizacdo cruzada.

Ao contrario da seguranca reprodutiva, os resuitaglmerem que outros mecanismos
podem balancear a limitacdo de transferéncia denpdb NSV. As observacdes fenoldgicas
indicam que no NSV a florada € mais pronunciadamqu@&DP. De fato, a producdo de mais
flores e conseqientemente o aumento na intensigladeplitude de florada pode aumentar a
atratividade para os polinizadores, bem como a gdnoia e a atividade dos polinizadores
(Mitchell et al. 2004, Buzatcet al. 2000). Porém, devido as poucas categorias utdzaxste

estudo para detectar a intensidade das fenofagad)ipétese deveria ser testada por um meétodo
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mais detalhado, como contagem de flores em cadadognmdividuos para obter a intensidade de

florada numa escala mais fina. Outra hipotese guerth ser testada posteriormente é a de que
no NSV as flores dé&. pulchrasdo maiores que no NDP e uma vez que os polinizadendem

a visitar espécies com flores maiores ao invés elgones (Geber 1985), isto deveria favorecer o

aumento do tamanho da flor onde polinizadores séassos.

Outro mecanismo que balanceia a limitacdo de wa&istia de polen no NSV é a
producdo de menos graos de poélen (em relacdo ag, NidFnuindo o “custo da meiose” no
local onde a polinizagdo é mais incerta. Além dissata o fendbmeno conhecido como
“desconto de polen” (pollen discountisgnsuHarder & Wilson 1998), ou seja, diminuicdo do
sucesso reprodutivo por cruzamento por causa @paliutizacdo. Por outro lado, houve maior
proporcao de sementes fertilizadas por polinizag@&azada no NSV, o que levaria a menor
depressao endogamica e maior vigor dos hibridasy{L1992).

Segundo Pannel & Barret (1998), fatores da histfeiaida também podem diminuir as
pressdes seletivas em espécies com falta de segueprodutiva. Entre estes estdo: a condi¢céo
de espécie perene, com Varios eventos reprodutiviente a vida (iteroparidade) que garante
gue uma espécie continue se reproduzindo apdés wummeh sucedido; e a capacidade de
produzir banco de sementes viaveis por muitos anp@s permite que sementes que hao
germinaram no comeco de uma estacdo de crescirpessam sobreviver para germinar em
estacOes posteriores. Este parece ser o caso pialsgies dd. pulchrano NSV, uma espécie
de florada anual, que produz muitas sementes gi&a@in capacidade de dorméncia e que
garante seu sucesso reprodutivo mesmo na escasgpefirdzadores (limitacdo de transferéncia

de pdlen).
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Tabela 1.Percentual de formacao de frutos de Tibouchinehpalem diferentes tratamentos no
Nucleo Santa Virginia - NSV e Nucleo de Desenvobnito Picinguaba - NDP. Entre paréntesis
namero de frutos/flores. . NUumeros seguidos dadediferentes indicam que ha diferencga
significativa pelo testg” de Pearson.

Tratamentos NSV NDP

Emasculacao

) 0% (0/28) 3,3% (1/30)
(agamospermia)
Autopolinizagao 16% (5/31) 0% (0/32)
espontanea
Autopolinizagao 93% (28/30) 84% (26/31)
manual
Polinizacéo cruzada 90% (26/29) 86% (25/29)
Controle (condicGes 0 0
naturais) 10% (10/102) 79% (75/95)
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Nucleo Santa Virginia
NSV
23°17a 2372478
43911 7a45930°0
Altitude: 870-1100m

Nicleo de Desenvolvimento
Picinguaba
™ NDP
237200237228
4448 a9 0
Alftfude: -200m

[

Tropico de Capricornio

(23°37 5, 46°38° O)

Figura 1. Mapa de localizacdo das areas de estudos no Pastpdual da Serra do Mar - SP.
Ver texto para detalhes. (adaptado de Moeaed. 1999).
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Figura 2. Dados de precipitacdo média (barras), temperatéaia (linha solida), temperatura
maxima e minima (linhas tracejadas) do Nucleo Savimginia (acima) e Nucleo de
desenvolvimento Picinguaba (abaixo) do Parque Hatath Serra do Mar - SP. Dados para jan,
fev, dez 2008 e jan, jul-dez 2009 estdo faltanda pNSV. Dados de dez 2009 estéo faltando
para NDP. (fonte: CPTEC, disponivel eimtp://satelite.cptec.inpe.br/PCD/acesso em
15/02/2010).
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Figura 3. Fenologia deTibouchina pulchraao longo do ano em duas areas do gradiente
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Figura 4. (A) Aspecto da flor deTibouchina pulchra(B) Visita deBombus morigprincipal

polinizador deT. pulchra.
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Figura 5. Dindmica de retirada e deposi¢cdo de poélen nassfldeTibouchina pulchra (A)
guantidade de graos de polen nas anteras ao lengondeiro dia de antese e (B) indice de carga

polinica no estigma ao longo do primeiro dia dees@item duas areas do gradiente altitudinal,

(—e—) Nucleo Santa Virginia-NSV e—#—) Nucleo de Desenvolvimento Picinguaba-NDP.

Barras indicam o erro padrao.
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Figura 6. Desenvolvimento de tubos polinicos @ibouchina pulchra(A) Momento em que o
tubo polinico (seta) atinge o saco embrionario ddaapds 72h. (B) Deposicao de calose (seta)

na parede do saco embrionario apos a fertilizagcao.
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Tibouchina pulchrano Nucleo Santa Virginia - NSV e Nucleo de Desérinento Picinguaba -
NDP. Barras indicam o erro padrao. (*) indica q@ediferenca ente os locais pelo teste de

Bonferroni.
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Abstract
Tibouchina pulchras a common hermaphroditic canopy tree of the Btelaataceae in

the Brazilian Atlantic Rain Forest that is impottdor bee communities, reforestation, soil and
air bio-indication and urban ornamentation. Twepaymorphic microsatellite markers were
isolated and characterized in 89 genotype$.gbulchrafrom two populations of Ubatuba and
Sé&o Luis do Paraitinga municipalities (Sdo Paulaz®y. The number of alleles observed for
each locus ranged from 4 to 31 with an average2ofilleles per locus. The polymorphism
information content (PIC) varied between 0.51 t620(average 0.74) and the discriminating
power (D) ranged from 0.66 to 0.99 (average 0.8hgse microsatellite markers will be useful
for assessing genetic studies, conservation maregenand ecological and phylogenetic

evaluations.

Biodiversity-rich habitats, like the Atlantic Rakorest of Brazil, are major sources of
plant products and ecosystem services, but fragatientand reduction have occurred rapidly in
such habitat. Understanding genetic structure,odiptive systems and gene flow of tree
populations in such heterogeneous habitats is gskéor studies in conservation, ecology and
evolutionary biology (Narain 2000).

Tibouchina pulchra(Melastomataceae), known in Brazil as manaca-da;sés a
common hermaphroditic canopy tree that grows inAtlentic Rain Forest of Brazil. This plant
produces many flowers with large amount of pollen glays a critical role in this habitat,
offering resources for pollinating large bees abléuzz the poricidal anthers. The tree’s seeds
are dispersed by gravity, have high germinatioraceyp and often colonize recently fragmented
areas (Zaia and Takaki 1998). Its leaves and @etsery sensitive to pollution and can be used
as bio-indicators of air and soil quality (Mazzafireiros and Trufem 2004, Furlan et al. 2008).
T. pulchra is a pioneer species used in environmental landsgalanning and urban
ornamentation (Lorenzi 1992). Genetic knowledgeualdo pulchrais still limited, however,
which has restricted its use and conservationhis $tudy, we report the development of 12
microsatellite loci forT. pulchrg which could be extremely important in the conaé@ipn

genetic studies of the diversity in this species.
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Young leaf tissues were collected from 89 genotypébke field and stored in a freezer at
-20°C. The genomic DNA samples were extracted from tisafie ofT. pulchrausing the cetyl
trimethyl ammonium bromide (CTAB) method (Doyle abobyle 1987). A microsatellite-
enriched library was constructed according to th@qeol described by Billottet al. (1999).
Genomic DNA samples were digested wRlisd restriction enzyme, and the resulting DNA
fragments were linked tBsaladapters. A library was enriched for dinucleoséguences using
(CT)s and (GT} biotinylated microsatellite primers with labeledopes that were bound to
Streptavidin MagneShere Paramagnetic Particlesr{(®ya, Fitchburg, WI, USA) as indicated by

the manufacturer.

The selected fragments were amplified by PCR upmger sequences complementary
to the adapters Rs®1 50-CTCTTGCTTACGCGTGGACTA-30 andRs&®5 50-
TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA-30) and then cloned intthe pGEM-T vector
(Promega). Plasmids were introduced irlEscherichia coli XL-1 Blue strain cells and
transformed cells were cultivated on agar platestaining 100ug ml-1 ampicillin (Sigma,
Germany), 50ug ml-1 X-galactosidase and isopropyl b-D-1-thiogadd@ pyranoside (IPTG)
(MBI Fermentas, Glen Burnie, MD, USA). A total 06 ontaining positive clones were bi-
directionally sequenced in an automated sequenB&BA7 (PerkinElmer, Applied Biosystems)
using T7 and SP6 primers and the Big Dye Termina®fi Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems). Sequences were assembled and editeg 8sgman (DNAStar). The Simple
Sequence Repeat Identification Tool (SSRIT) wad useidentify SSRs present in all non-
redundant sequences (Temnykh al. 2001). Fifty four percent of the clones contained
microsatellite motifs with more than 5 repeats #adking regions suitable for primer design.

The Primer Select (DNAStar) software was used 8gme33 primer pairs.

Eighty-nine genotypes from two populations in Ulbauand S&o Luis do Paraitinga
municipalities in the state of S&o Paulo, Brazilerev used to evaluate microsatellite
polymorphisms. Polymerase chain reaction (PCR) dicgtions were performed in 25 pL total
volume containing 4.0 ng of template DNA, 0.8 mMfofward and reverse primers, 20 mM
Tris—HCI pH 8.4, 50 mM KCI, 1.5mM Mgg| 0.15 mM of each dNTP and 1 Taq DNA
Polymerase. A PTC-100 thermal cycler (MJ Reseahditham, MA/USA) was used for PCR
with the following program: $& for 1 min followed by 30 cycles of denaturatidrod’C for 1
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min, specific annealing temperature for 1 min andinal extension of 7€ for 5 min.
Amplification products were verified by electropbeis on 3% agarose gels containing 0.1 mg
ethidium bromide per ml in 1X TBE buffer (89 mM 3i4borate, 2 mM EDTA, pH 8.0) and
genotyped on 6% denaturing polyacrylamide gelssthith silver nitrate (Creset al. 2001).

Allele sizes were estimated by comparison to a@dONA ladder standard (Invitrogen).

Twelve microsatellite markers were successfully Eied by PCR and had polymorphic
alleles. A total of 140 putative alleles were obgai from the 12 loci. The number of alleles
ranged from 4 to 31, with an average of 12 allplrsputative locus. Polymorphism information
content (PIC) was calculated in order to estimasekerinformativeness (Cordeiret al. 2003).
The PIC values of the 12 microsatellite loci ranfredn 0.51 to 0.92 (average 0.74). The highest
PIC value was found in the TPO3 locus, which cor@dithe most alleles (31 alleles). For the
purposes of comparing the efficiency of markerg@motype identification, we estimated the
discriminating power (D) of each primer (Tessatral. 1999). The calculated D values ranged
from 0.66 to 0.99 (average 0.87). The highest uemlwere found in TPO3 (0.99) and TPO1
(0.99), which had the highest PIC values (TableThe polyploid nature of. pulchradoes not
allow for estimation of the exact copy number otleallele. Therefore, standard tests for
deviation from the Hardy-Weinberg equilibrium antkhge disequilibrium were not applied.

These microsatellite markers can contribute to tenenalysis, conservation,

phylogenetic evaluations and ecological and evohary studies for this species.
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Table 1 Description of 12 microsatellites developedTdvouchina pulchraCogn. (Melastomataceae).

SSR GenBank Predicted Size range
accession Repeat motif Ta  product Primers sequences (5- 3") Nb Ni 9 D PIC
locus : (bp)
number size (bp)

F:AATTCACCCCTCCCCTCTATCT

TPO1 GU583789 (CAAG(CA)g 60 160 RTTCATTGGTTCTTTGGCTGTAA 14 1-4 157-180 0.985 0.8736
F: CTGGGTCCGAGGTCAACA

TPO3 GU583790 (TGYCT)A(CA)(TA)A(CA)s 60 208 R TTCTTCTTCATATGCTTCTCAAL 31 1-6 262-185 0.992 0.9230
F: ACGCAGTACAACCCCTTAT

TPO5 GU583791 (TTAJATT); 60 248 R CACACGTCTCAATTTTTATCAT 10 1-3 261-171 0.951 0.7919
F: GGGGGTTGGGTTTATTTTA

TP10 GU812340 (AG) 60 166 R GGATTCCAGCCTTGATTTT 4 1-2 166-170 0.706 0.5296
F: ATAATCCAACTCCCTCCACAAA

TP12 GU583793 (GTE) 60 258 R: GCCAATACCAATACCAATACCC 17 1-4 281-241 0.973 0.8706
F: CCCAGTTCAATCAATCATA

TP20 GU784837 (CGT) 50 251 R CCTCAAGGTTGAAAGAGTTA 4 1-2 250-233 0.77 0.5474
F: GACTACCCAGAAAACCGCATCC

TP23 GU784835 (TG) 60 151 R: CACCCGCCACTACGACCCT 11 1-4 160-147 0.94 0.7614
F: ACAAAAAGCACAAGGGCAAACT

TP25 GU784836 (GTE) 60 168 R: AAGGCGCAAAGGGATAAACAAC 7 1-3 181-165 0.906 0.7432
F: TTGGGATGGGATGGGATGGA

TP27 GU784838 (CTT) 60 167 R GGGGGCAGGACAGGGACAG 5 1-3 188-166 0.66 0.5083
F TTGGTGGGAAGAAGATAAAAG

TP28 GU784839 (TGGGA) 60 162 R GGGGGAAAGAAGAAGAAGAAG 15 1-4 169-197 0.916 0.7865
F: AGACGCCCTGACCTATTC

TP29 GU784840 (TGIATT)3 60 220 R TGTGCTTACGTACGCTCATT 8 1-2 225-200 0.716 0.6517

TP33 (GU784841 (CTT)..(TTTTCC) 60 239 F: CATTCAATTGACTCACCCAT 14 1-4 247-228 0.977 0.8661

R: AGGTATCGATGTAATAAAGTGA

Ta is specific annealing temperature (°C); Nb is total number of bands; Ni is number of b per individual
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Resumo

Em um gradiente de altitude, a estrutura e digtad® genética em plantas podem mudar
significativamente, pois diferentes altitudes regulcondic6es ecoldgicas diferentes. Diversos
fatores podem influenciar esta estrutura e divadgdcomo as mutacgdes, a selecdo, o contexto
biologico de cada espécie de planta e o fluxo gérqae pode ser considerado um dos mais
importantes. O objetivo do presente trabalho faliav a estrutura e diversidade genética de
populacdes ddibouchina pulchraCogn. (Melastomataceae) em dois pontos de um gradie
altitudinal: Nucleo de Desenvolvimento Picinguabd(eleo Santa Virginia do Parque Estadual
da Serra do Mar, usando marcadores molecularesseatelites. Foram desenvolvidos 12 locos
polimorficos e estes foram utilizados para fazéiiaes de agrupamento, ordenacéo, bayesiana e
medidas de diversidade genética nas duas populagdemadlises de agrupamento e ordenacgéo
indicam a existéncia de diferenciacdo genéticaeesdrpopulacdes, mas com uma interface de
contato entre elas, além de menor diversidade igangd populacdo da regido mais elevada. A
analise bayesiana mostra que na populacdo da reg#® elevada os individuos sdo mais
semelhantes entre si. Os parametros de diversgltitica como numero de fenétipos, numero
total de alelos ndo compartilhados entre paresdigiduos e diversidade fenotipica média de
Shannon-Weaver também foram menores na regido eteiada. Estes resultados podem ser
explicados pela dinamica de fluxo génico mediadio p®len nas duas populacbes e pelas

caracteristicas de distribuicao e reproducadideuchina pulchrao longo da Serra do Mar.

Introducéo

Populacbes vegetais ndo séo diversos conjuntos eedtigos estruturados
randomicamente no tempo e no espaco. Existe unamiaegao genética que pode se manifestar
entre populacdes geograficamente distintas, deletgrupos locais de plantas ou até na progénie
dos individuos (Loveless & Hamrick 1984). Diversiasores podem influenciar o grau de
estruturacdo e diversidade genética das populai®gdantas como as mutacdes, a selecao, o
contexto bioldgico de cada espécie de planta exw fjénico, que pode ser considerado um dos
mais importantes (Loveless & Hamrick 1984, Slatkd87). Em plantas, este fluxo pode ocorrer

através da disperséo do pdlen e da semente. Assimecanismos de polinizacéo e de dispersao
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de sementes tém implicacbes diretas sobre a estrgknética das populacdes e tém sido

considerados as causas da origem e diversificaggartjiospermas (Bawa 1995).

A falta de fluxo génico pode diminuir o tamanhotiefe e a diversidade genética,
gerando o que ficou conhecido por depressdo endogdfllstrand 1992, Charlesworth &
Charlesworth 1987). Essa reducdo da diversidadenger@o dos niveis de endogamia das
populacdes naturais pode acarretar na diminuicdcagacidade adaptativa destas populacoes
(Reis 1996). Por outro lado, altos niveis de didede genética, gerados pelo movimento dos
gréos de poélen e/ou das sementes e a conseqimaaler genes entre populacdes, possibilitam
um grande numero de novas combinacfes genoti@oasentando o potencial evolutivo das
espécies pela maior capacidade de adaptacao dsg@ssudancas ambientais (Sebbenmal.
2000). Porém, este fluxo génico intra-especificolt@m pode aumentar a depressao exogamica,
ou seja, uma reducao fitnessdepois da hibridizacao, principalmente em espéaies (Waser
& Price 1989).

A estrutura e a diversidade genética em plantasmpadudar significativamente com a
variacdo de altitudes que regulam condi¢cdes eaaégdiferentes, de um habitat particular
(Georgeet al. 2001, Semagret al. 2000, Yanet al. 2009). Consequentemente, estudos que
relacionam a variacdo da diversidade genética aamlientes de altitude sdo importantes tanto
para a biologia tedrica quanto para a conservagdliferenciacdo genética entre populacfes ao
longo de um gradiente de altitude tem sido demadatem varias espécies de plantas, sendo que
a diversidade pode aumentar, diminuir ou mesmadilutom o aumento da altitude (Yenal.
2009, Zhacet al. 2001, Semaget al. 2000). Alguns destes estudos sugerem que o flarcg
restrito entre populacdes e forte selecdo natoflaleincia a diversidade genética de populacdes
de plantas (Georget al. 2001, Slatkin 1987).

A familia Melastomataceae compreende 4200-4500cespé& € bem representada em
ecossistemas tropicais e subtropicais das Amencak sao encontradas cerca de 3000 espécies
(Renner 1993). No Brasil encontram-se 68 géneras estimativa de 1500 espécies (Martins
1997). Suas flores sdo geralmente polinizadas pethas que coletam o pdélen das anteras
tubulosas quase sempre poricidas. Estas abelhagsaabras anteras e efetuam movimentos
vibratorios com os musculos das asas e como coaése@lo polen é expelido, aderindo a

porcao ventral do visitante, local que, com fregigné contatado pelo estigma. Este tipo de
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polinizacédo € denominado de polinizacao vibratiu¢z pollination”, Buchmann 1983). Plantas
gue possuem este sistema de polinizacdo podenmsétimo modelo para testar hipoteses sobre
fluxo de pdlen e sua influéncia na estrutura daufam@io, uma vez que nestes sistemas, devido a
hercogamia pronunciada, o fluxo esta praticamemdo trestrito ao movimento dos

polinizadores.

O objetivo deste trabalho é avaliar a estruturaversidade genética de duas populacdes
de Tibouchina pulchraCogn. (Melastomataceae) localizadas em dois patgogsm gradiente
altitudinal: Nucleo Santa Virginia (NSV) e Nuclee @esenvolvimento Picinguaba (NDP) do
Parque Estadual da Serra do Mar. Devido a maiottaljd@o de pdlen na regido do NSV
(Capitulo 1), espera-se que: 1) exista diferencagénética entre as duas populacdes e, 2) a
populacdo localizada na regido mais alta (NSV) dediversidade genética menor que a
populacao localizada na regido mais baixa (NDP).

Metodologia

Area de estudo: local e caracterizag&o

O estudo foi desenvolvido no Parque Estadual daaSdéo Mar no Nucleo de
Desenvolvimento Picinguaba (NDP) e Nucleo Santgi¥ia (NSV) ambos situados na regiao

norte do estado de Sao Paulo (figura 1).

A éarea de estudo referente ao NSV situa-se naoelgidescarpas e reversos da Serra do
Mar, no Planalto de Paraitinga-Paraibuna proximenaoicipio de Séo Luis do Paraitinga-SP,
entre altitudes que variam de 870 m a 1.100 m (EHb& Mantovani 1999). De acordo com
Velosoet al. (1991), a vegetacdo pode ser classificada conrestioOmbrofila Densa Montana.
Conforme classificagdo climatica de Koppen (194&8)ima regional é tropical temperado sem
estacao seca (Tabarelli & Mantovani 1999). A priéagdio média anual € de 2.180 mm, sendo os
meses mais umidos: dezembro, janeiro e fevereios, menos chuvosos: junho, julho e agosto.

N&o se observa més com precipitacdo média infaré@ mm (Tabarelli & Mantovani 1999).

A éarea de estudo referente ao NDP localiza-se maigi costeira localiza-se no

municipio de Ubatuba-SP, estendendo-se da orla stpé das montanhas que formam a Serra

58



do Mar. A vegetacao da area é considerada comedttoOmbrofila Densa (Velosb al. 1991).

O clima desta regido € classificado, segundo KopfE8), como tropical chuvoso,
apresentando uma estacdo superumida de outubrd, xaim precipitacdo meédia superior a 200
mm mensais, e uma estacdo menos Umida de maiemalset com precipitacdo média acima de
100 mm mensais (Morellatet al. 2000). A precipitacdo média anual é de 2.100 ma e

temperatura meédia anual é cerca de 22°C (Bencke&IMto 2002).

Espécie estudada

O géneroTibouching pertencente a tribo Melastomeae, € o géneroomol de mais
ampla distribuicio e com maior numero de espécadra das melastomataceas de fruto
capsular, com cerca de 240 espécies (Renner 1898)p encontrado desde o oeste do México
até o nordeste da Argentina e Paraguai (Todzia®edda 1991, Guimaraes & Martins 1997).
Tibouchina pulchratambém conhecida como 0 manaca-da-serra, € want@rborea pioneira
gue possui flores brancas com bordas arroxeadagipodaberto e emana um perfume agradavel
e fraco, caracteristicas de flores melitofilaensuFaegri & van der Pijl 1979). As flores
possuem cinco estames grandes e cinco pequenoss aorh anteras falciformes e poricidas e o
unico recurso oferecido pelas flores, o pdlen, trado somente por vibracdo (“buzz
pollination”, Buchmann 1983). Pdlen é o unico recunferecido pelas floredlibouchina
pulchra é autocompativel, mas ndo autogamica, necessitaled@olinizadores para sua
reproducdo. Seus frutos sdo do tipo capsular e apésscéncia liberam mais de 3000 sementes

gue germinam depois de cerca de 15 dias (Capitulo |

Extracdo de DNA, amplificagdo e genotipagem

Amostras de folhas jovens de 89 individuos (44viiadios do NSV e 45 individuos do
NDP) foram coletadas com tesoura esterilizadaacadds em biofreezer a — 80°C. Individuos
distantes em pelo menos 5m foram amostrados segual@rdem de aparicdo na borda das
florestas em trés areas distintas de cada locsésHadividuos foram identificados como “SXX”
ou “PXX”, onde ‘S’ ou ‘P’ indicam o local de cole(dlSV ou NDP, respectivamente) e ‘XX’ o

numero da coleta. As amostras seguiram a meto@odtegextracao apresentadas no anexo 1. Um
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unico gendtipo dd. pulchrafoi utilizado para a constru¢do da biblioteca geio@ enriquecida
com microssatélites, conforme descrito por Billoge al. (1999). As seqUéncias que
apresentaram microssatélites adequados (5 ou eyaétigdes para dinucleotideos, quatro ou
mais repeticdbes para trinucleotideos e trés ou majxeticoes para tetra, penta e
hexanucleotideos) foram utilizadas para desenh@uioers As condicdes de amplificacdo dos
locos microssatélites foram estabelecidas a pdgirtestes em diferentes temperaturas de
anelamento doprimersna PCR. A reacdo de PCR foi realizada em um volfina¢ de 25ul
contendo 20 mM de Tris-HCI pH 8,4; 50 mM de KCI5mhM de MgC); 0,15 mM de cada
dNTP; 0,8 mM de cada primer; 4 ng de DNA e 1 unéddd Taq DNA polimerase. Depois de
uma etapa inicial de desnaturacdo a 94°C por ltmseguiram-se 30 ciclos compostos pelas
seguintes temperaturas e duragdo: desnaturacdCgo64 1 minuto, anelamento dos primers a
temperatura especifica por 1 minuto e extensa®@ @&r 1 minuto. Os produtos obtidos foram
resolvidos em geéis de agarose 3% para analisarosee hamplificacdo dos fragmentos e,
posteriormente, em géis de poliacrilamida 6%, cosambm Nitrato de Prata. A partir da andlise
de cada gel, cada individuos foi genotipado parpresenca/auséncia de bandas, dada a
impossibilidade de determinar a frequiéncia alékoa polipléides, sendo os microssatélites
utilizados como marcadores dominantes. Foi geratka matriz de presenca/auséncia contendo

os individuos nas linhas e os alelos de cada unbdos nas colunas.

Andlise genética das populacdes

Através do programa FDASH (Obbaet al. 2006) foram calculadas as seguintes
estimativas da diversidade genética para cada wnlatms dentro de cada uma das duas
populacbes: numero total de alelos, nimero totafed®tipos, numero total de alelos néo
compartilhados entre pares de individuos, divedsdienotipica média de Shannon-Weaver,
nuamero médio de alelos diferentes carregados pda dadividuo e numero de alelos
compartilhados entre pares de individuos. Estama$tas sdo calculadas através do numero
médio de alelos através dos quais pares de indisidliferem e sdo ideais para espécies
alopolipléides, como provavelmente é o casd dpulchra(ver Discusséo; Obbakt al. 2006).

Uma vez que estas estimativas existem para cadadestro das populacdes, cada uma das
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populacdes foi comparada através do teste ndo patemnde Wilcoxon pelo software Systatll

(Systat Software Inc., Point Richmond, CA), a uternwalo de confianca de 95%.

Usou-se a Analise de Variancia Molecular (AMOVA}¥beada nas distancias quadraticas,
através do softwareRLEQUIN versdo 3.1 (Excoffieet al. 2005) @ra saber como a variacédo

geneética esta particionada dentro e entre as adymsggdes deste estudo

A relacéo genética entre todos os individuos e &géu de grupos foi acessada atraves de
uma analise de agrupamento sobre a matriz de sihaidee gerada pelo coeficiente assimétrico
de Jaccard. Segundo Legendre & Legendre (2003gficmnte de Jaccard € o melhor conhecido
para dados binarios em que se quer evitar o pr@btiEndupla auséncia. Na genotipagem atraves
de microssatélites, compartilhar a auséncia de Uep aleve-se a varios fatores, nao
necessariamente significa semelhanca entre osididis. Por outro lado, a dupla-presenca é
uma forte indicacdo de semelhanca. Usou-se o médieighbor-joining (Saitou & Nei 1987)
para 0 agrupamento e construcdo da arvore no pnagB2ARwin5 (Perrier & Jacquemoud-
Collet 2006).

Para investigar a variacdo nos dados sem antepaagos individuos em classes
definidas usou-se a Analise de Coordenadas PrisqiP&0A), a partir da matriz de similaridade

de Jaccard, através do programa DARwin5 (Perriga&uemoud-Collet 2006).

A avaliacdo da estrutura genética das populacGeseita utilizando-se o programa
Structure 2.2. Através de inferéncia Bayesianardaguor Pritchardet al. (2000), os individuos
foram designados a determinadas popula¢des (Kandoide 2 a 10). Utilizou-se o modelo de
ancestria com mistura e com freqiéncia de aleloglagionada entre as populacées com e sem
a localidade informada priori. Para testar a consisténcia dos resultados, alda de K foi
estimado dez vezes independentemente, a partid.@8dlinteracdes. A estimativa do melhor K
foi calculada a partir da estatistaa hocdelta K, proposta por Evanmb al. (2005).

Resultados

Dos 33 pares dprimersdesenvolvidos, 19 nao tiveram boa amplificaca®# @& e nao
apresentaram bandas claras e dois foram monom&rfido total, foram usados 12 pares de

primerscujas caracteristicas, como a repeticdo e a tatyparde anelamento, sdo mostradas na
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Tabela 1 (ver também Capitulo II). O nimero towmbdndas variou de quatro a 31, enquanto o
numero de bandas por individuo por loco varioumeawseis. Isso revela um padrdo multi-banda
tipico de organismos polipldides. O numero de m@kelicas por individuo ndo pbde ser
acessado por que a dosagem alélica dos heterazigmt@olipldides ndo pode ser estimada.

A comparacdo entre as medidas de diversidade adblsilpelo programa FDASH,
indicam que a populacdo do NSV é menos diversatigamente que a populacdo do NDP
(tabela 2). Apenas o numero total de fenétipossigmificativamente menor no NSV pelo teste
de Wilcoxon (z=-2,553; p<0,05), mas outras medidasio 0 numero total de alelos néo
compartilhados entre pares de individuos (z=-1,p688;07) e a diversidade fenotipica média de
Shannon-Weaver (z=-1,726; p=0,08) tiveram sigmifaté marginal. O numero total de alelos, o
namero médio de alelos diferentes carregados pda dadividuo e numero de alelos
compartilhados entre pares de individuos ndo fati#enentes entre as duas populagdes.

A Analise de Variancia Molecular indica que a mawarte da variacdo 90,08% esta
dentro das populacdes, enquanto que entre popudaganacao foi de 9,92% (p<0,001; Tabela
3). Através da arvore construida pelo método Neighlwining de agrupamento a partir da
matriz de similaridade de Jaccard, pode-se peraghsrgrupos bem distintos. Cada um destes
grupos esta formado quase que exclusivamente doridnos do NDP ou do NSV (figura 2).
Porém alguns individuos foram agrupados na outraulpgdo como S15, S27, S41 e S44
coletados no NSV e P31, P38, P39 e P41 coletadoblD®. Os ramos que agrupam 0S
individuos do NSV estao distribuidos de forma umife, indicando que esses individuos sdo
mais parecidos entre si, enquanto que os ramoseguesentam os individuos do NDP formam

pequenos grupos dentro do grupo maior.

A Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) mostra padrdo semelhante aquele
descrito acima, dividindo as duas popula¢cte$.deulchraque ocorrem nos dois locais, apesar
de os trés primeiros eixos obtidos nesta analisstrarem apenas 8,61%, 5,97% e 4,89% da
inércia total, respectivamente (figura 3 e 4). Asaldo-se o grafico de dispersédo, percebe-se
uma associagdo entre a similaridade genética abgidnos e sua distribuicdo nas diferentes
altitudes, porém existe uma interface de contateeems dois grupos. Nesta analise também
alguns individuos foram agrupados na outra popalegd7, S38, S41 e S44 coletados no NSV e
P31, P38 e P39 coletados no NDP. Esta analise tamimstrou que os individuos do NSV séo
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mais semelhantes entre si: 0s pontos que represasizs individuos estdo mais concentrados
nos espacgos representados na figura 3 e 4. Pan tado, nestas figuras, os pontos que

representam os individuos coletados no NDP est@espalhados.

O teste de atribuicdo de individuos as populac@ibBsando o modelo de ancestria sem
mistura com frequéncia de alelos correlacionadiaag a estes dados mostrou o0 melhor K com
valor de cinco a partir da estimativa de Evamnal. (2005), quando a informacédo sobre a
localidade ndo foi considerada (figura 5A). Nestso; observa-se que os individuos da
populacdo do NSV, em sua maioria, ttm maior problable de pertencer a apenas um grupo
(magenta) enquanto que os individuos do NDP ténseurs genomas mais de um unico grupo
(vermelho, verde, azul, amarelo e magenta), indicaque esta populacdo é mais diversa
geneticamente. Este padrdo também foi observadoanddas que consideravam outros valores
de K, sempre com a populacdo do NSV mais homogg@medominancia de uma Unica cor) e a
do NDP mais diversa (varias cores). Esta analigdéan mostrou que alguns individuos sao
mais parecidos com individuos da outra populag@mocos individuos S41 e S44 coletados no
NSV e P38 e P39 coletados no NDP. Quando a inf@magbre a localidade foi considerada
priori (figura 5B), apesar do melhor K ter tido valor toés, apenas dois grupos prevalecem
(vermelho e verde) e separam bem as duas populd@@dgsipo azul esta representado em mais

de 30% apenas nos individuos S41 e S44.

Discussao

A condicdo de poliploidia para. pulchranunca havia sido descrita, porém, Almeda &
Chuang (1992) destacam que a tetraploidia € a ¢@dmdnais comum no género, seguida de
diploidia e hexaploidia. A poliploidia eni. pulchra também foi confirmada por técnicas
citogenéticas (Brito, dados nao publicados), masmero cromossdmico ndo pode ser estimado.
O nivel de ploidia também n&o pode ser inferidoavets de padrbes de bandas ou
eletroferogramas (Brochmann 1992). Assim, o nivelptbidia deT. pulchrando pbéde ser
confirmado neste estudo e deve ser investigadonp&tiodos citogenéticos mais precisos.
Poliploidia tem sido um dos modos mais predomirsamte especiacdo em plantas (Otto &
Whitton 2000) e pode ser classificada em dois tiptigooliploidia, plantas que contém mais de

dois genomas distintos e autopopliploidia, plamias contém multiplos genomas iguais De
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Silva et al. 2005). Nos alopolipléides ocorre a formacéao deleivtes durante a meiose como
ocorre em dipléides e a heranca, devido ao moviondos locos aos poélos opostos, é chamada
de dissbmica, produzindo géis de genotipagem caindpade bandas semelhante ao padrdo
dipléide. Nos autopoliploides sdo formados mulevéés durante a meiose e a heranca é
chamada de polissémica, produzindo varias combesgag@& bandas por individuo nos géis de
genotipagem. Porém estes dois tipos de herancaoéipioles sdo apenas extremos de um
continuum com varias espécies apresentando, nos géis dépggem, uma combinacao destes
dois tipos. A presenca de mais de dois alelosmubviduo associada aos complexos padrbes de
heranca descritos acima ndo permite o calculoaddas frequéncias de alelos em poliploides e
impede o uso de métodos tradicionais para medariahilidade genética (De Sil al. 2005).
Porém, marcadores polimoérficos desenvolvidos palplpides, como os aqui apresentados,
podem ser usados como marcadores dominantes eto®sttoldgicos e evolutivos (Byreeal.
2008, Caddahet al. 2009). Para as analises €m pulchra foram utilizados programas
desenvolvidos para poliploides ou especificameata plopolipléides, pois a maioria dos locos

apresentou um padréao de heranca dissomico (Okbaftd2006).

A Analise de Variancia Molecular indica que existrta semelhanca entre as duas
populacdes. De fato, as duas populacdes, que otaraeborda da floresta, possivelmente sao
recentes e se originaram de um mesmo ‘pool’ géipesar desta semelhanca, as analises de
agrupamento e ordenacdo dos dados sugeriram dferandiacdo genética entre as populacdes
do NSV e NDP com uma interface de contato entre. eéd@sim, apesar da semelhanca, €
possivel detectar a diferenca entre as populafbeslamento genético efetivo de populacdes é
causado pela restricdo ou auséncia de fluxo gétregées do fluxo de pdlen ou de sementes em
plantas (Yaret al. 2009). A diferenciacdo genética entre populacddsrago de um gradiente de
altitude tem sido demonstrado em varias espécieplatdas, sendo que a diversidade pode
aumentar, diminuir ou mesmo flutuar com o aumemtalitude (Yaret al. 2009, Zhacet al.
2001, Semagret al. 2000). Porém este € o primeiro trabalho deste q® considera uma

espécie arboérea de floresta Umida.

Segundo Bockelmanmt al. (2003) a diferenciacdo entre populacdes ao longo de
gradiente sO pode ser entendida quando se considisréatores que influenciam o fluxo génico:

isolamento por distancia ou diferenciacdo de haliiam plantas, a curta distancia de dispersao
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do pdlen ou das sementes em conjunto com a linoitsi&a de estabelecimento dos propagulos,
nao permite um fluxo génico em longas distanciasmséquentemente, 0 aumento da distancia
geografica levara ao isolamento genético das popesa Por outro lado, drasticas diferencas
ambientais, como temperatura, caracteristicas ldo Isoninosidade, também podem restringir o

estabelecimento das plantulas e limitar o fluxaggrevando a diferenciacdo das populacdes.

Tibouchina pulchraé uma espécie pioneira com grande area de digtibyLorenzi
1992), seus frutos produzem milhares de semengserdas por gravidade, sendo que de 10 a
30% séo capazes germinar em condi¢Oes naturaistffoal). Na Serra do Mar, a distribuicdo
desta espécie é continua, ocorrendo desde a rdgidestinga até as regidfes mais elevadas
(Lorenzi 1992, Brito obs. pessoal). Por outro ladodisponibilidade de polinizadores varia
drasticamente com o gradiente altitudinal (CapituldNas areas mais altas (NSV) a freqiéncia
de abelhas capazes de extrair o polen das anteratdps e realizar a polinizacdo € até 200
vezes menor que nas areas mais baixas (NDP) (@apjitusso pode implicar em diferentes
dindmicas de fluxo de poélen dentro das populac@eacdrdo com a altitude. Assim, por estas
caracteristicas d€. pulchrag o fluxo génico entre popula¢des parece ser ldoitarincipalmente
pelas capacidades de dispersdo do pdlen e das tesmda que pela capacidade de
estabelecimento de suas plantulas. Soma-se a idtoode estas populacdes possuirem
deslocamento fenologico de florada e frutificac@@agitulo 1), o que pode aumentar a
diferenciacdo genética entre populacdes (ldalal. 1994). Por outro lado, a alta capacidade
reprodutiva e germinativa aliada a sua distribuig@atinua ao longo da Serra do Mar levaria a
introgressao de genes de uma populacdo a outig oagsaria uma interface de contato, como
os resultados das andlises aqui empregadas dearanstrAinda, o fato de que alguns
individuos da populacdo do NSV foram agrupados agrapulacdo do NDP e vice-versa (p. ex.
individuos P38, P39, S41 e S44), por métodos difese reforca a idéia de que esta introgressao

pode realmente estar ocorrendo nestas populacoes.

A dinamica de fluxo de polen parece influenciarti@m a diversidade genética dentro
das populacdes: a populacdo do NSV € menos digaesa populacdo do NDP. Esse resultado é
reforcado uma vez que os individuos mais diversosl8V (S41 e S44) foram classificados na
populacdo do NDP, enquanto que os individuos masolgéneos do NDP (P38 e P39) foram

classificados junto a populacdo do NSV pelas agglile agrupamento e ordenac&o. Se o pdlen
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tem dispersdo melhor que as sementes, como paeocecaso enl. pulchrae na maioria das
arvores tropicais (Loveless & Hamrick 1984), a drspo génica dependera quase que
exclusivamente deste componente (Haedyal. 2006). Assim, a falta de polinizadores e a
consequente limitacdo de pdlen observada na regiie alta de ocorréncia de pulchra
associada a dependéncia dos polinizadores (her@@ganonunciada), levam a menor
diversidade genética, apesar dos mecanismos cau@@stilacdo apresenta para balancear esta
limitacdo (Capitulo 1). Mesmo com maior florada @ion taxa de germinagdo de sementes
produzidas por polinizacdo cruzada (Capitulo I) NV, as poucas visitas de abelhas néo
garantem a mistura de ‘pools’ alélicos, como pasmmmtecer no NDP. O menor numero total de
fendtipos (o programa FDASH considera que as bafmfasam fendtipos e ndo gendtipos
devido a ndo possibilidade de marcar bandas coelosatm polipldides) no NSV reforca essa
idéia. Isso levaria a formagdo de uma populagéo icalividuos semelhantes no NSV, como
evidenciado pelo teste de atribuicdo realizadoenestudo. A falta de variabilidade genética
dentro das populacbes poderia levar ao aumentondagamia e diminuicdo da capacidade
adaptativa (Reis 1996). Porém, para testar a auwaéle depressdo endogamica (Ellstrand
1992, Charlesworth & Charlesworth 1987) nestas |agies, estudos com coletas mais

abrangentes devem ser realizados nas regideslal@erra do Mar.

Por fim, a andlise de ordenacdo também demonstretagvariabilidade genética total
desta espécie esta bem distribuida nestes doisgpdatgradiente, sendo que qualguer uma das
duas populacdes aqui estudadas sozinha ndo € depessegurar toda esta variagdo. De fato,
populacdes localizadas nas condi¢cdes extremas wie ggadientes de distribuicdo, como nas
altitudes baixas e altas, provavelmente incluenuralgmutantes valiosos que devem ser

considerados para a conservacao da diversidadégget¥anet al.2009).
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Tabela 1 Caracterizacdo de 12 microssatélite3itb@uchina pulchrado Nucleo Santa

Virginia - NSV e Nucleo de Desenvolvimento Picingaa NDP. T,— Temperatura de

anelamento; N- Namero de bandas totais;-NNumero de bandas por individuo.

) Tamanho Faixa de
Locos Repeticdo - L N;
(pb) amplificacéo (pb)

TPO1 (CAYAG(CA)s 160 157-180 60 14 1-4
TPO3 (TCYoC(TC)(AC)s(AT)2(AC)4 208 262-185 60 31 1-6
TPO5 (TTAR(ATT)3 248 261-171 60 10 1-3
TP10 (AC) 166 166-170 60 4 1-2
TP12 (GTT) 258 281-241 60 17 1-4
TP20 (CGT) 251 250-233 50 4 1-2
TP23 (TG) 151 160-147 60 11 1-4
TP25 (GTy 168 181-165 60 7 1-3
TP27 (CTT) 167 188-166 60 5 1-3
TP28 (TGGGA) 162 169-197 60 5 1-3
TP29 (TGHATT)3 220 225-200 60 8 1-2
TP33 (CTT)...(TTTTCC) 239 247-228 60 14 1-4
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Tabela 2 Comparacédo entre as medidas de diversidade genédiculadas pelo programa

FDASH para as populagdes @ibouchina pulchrado Ndcleo Santa Virginia - NSV e Ndcleo de

Desenvolvimento Picinguaba - NDP.

NUmero total de alelos
Numero total de fenétipos

Numero total de alelos ndo compartilhados entrespde
individuos

Diversidade fenotipica média de Shannon-Weaver
Numero médio de alelos diferentes carregados & ca
individuo

Numero de alelos compartilhados entre pares deidwbs

Ambas

populacdes

p-valor
NSV  NDP _
(Wilcoxon)

12,002

28,773

2,46

12,37

2,068

1,104

8,475 9,507 -1,429 0,153

15,744 18,869 52,5 0,011

2,327 2,581 -1,804 0,071

2,267 2,469 -1,726 0,084

206 2,076 -0,169 0,866

1,155 1,06 0,706 0,48

72



Tabela 3 Resultados para a Analise de Variancia MoleddMOVA) para duas populacdes de
Tibouchina pulchrasituadas no Nucleo Santa Virginia (NSV) e NucleoDiesenvolvimento

Picinguaba (NDP), no Parque Estadual da Serra @dogvih — graus de liberdade. p<0,001.

Fonte de Variacio | Soma dos Componentes  Porcentagem de
¢ 9.l Quadrados de Variancia Variacao
Entre populacdes 1 63,531 1,18577 Va 9,92
Dentro das 87 937,109 10,77137 Vb 90,08
Populacdes
Total 88 1000,640 11,95714 100,00
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Nucleo Santa Virginia
NSV
23017 a3 s
43011 a 4393070
Altttude: $70-1100m

Nucleo cle Degenvolvimento
Prangnaba
NDF
2372002237228
S a 440520
Alfifucle; (-200m

Tropico de Capricornio
(23732 5. 46738 Oy

Figura 1. Mapa de localizacdo das duas areas de colefabdeichina pulchrano no Parque
Estadual da Serra do Mar - SP. Ver texto paralietaladaptado de Moraetsal. 1999).
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527

—= 515

Figura 2. Arvore produzida pelo método de neighbor joining panderado a partir da matriz de
dissimilaridade de Jaccard . IndividuosTdieouchina pulchrado Nucleo Santa Virginia - NSV
sdo mostrados como ramos pretos e do Nucleo denid@genento Picinguaba - NDP como
ramos cinzas. Valores de bootstrap maiores que £&%anostrados nos ramos com nldmeros

azuis (1000 repeti¢cdes). Linha azul indica a estalandice de dissimilaridade de Jaccard.
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Figura 3. Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) mostrandcafico de dispersdo com os
eixo 1 (horizontal: 8,61% de inércia) e 2 (verticaJ]97% de inércia) a partir da matriz de
dissimilaridade de Jaccard. Pontos pretos =indoddcoletados no Nucleo Santa Virginia -

NSV; pontos cinza = individuos coletados no Nudedesenvolvimento Picinguaba - NDP.
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Figura 4. Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) mostrandcafico de dispersao com os

eixo 1 (horizontal: 8,61% de inércia) e 3 (verticd)89% de inércia) a partir da matriz de

dissimilaridade de Jaccard. Pontos pretos =indoddcoletados no Nucleo Santa Virginia -

NSV; pontos cinza = individuos coletados no Nudedesenvolvimento Picinguaba - NDP.
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Figura 5. Analise realizada pelo software STRUCTURE 2.2. Agrmento obtido usando modelo
de ancestria com mistura e frequéncia de alelolecionada entre as populagbes (A) sem a
populacdo de cada individuo informaariori para K=5 e (B) com a populacao de cada individuo
informadaa priori para K=3. Cada um dos 89 gendtipos analisadoprésentado por uma barra
vertical. Os individuos sdo mostrados na ordemcdéetas. Cada cor representa um grupo (K).
Barras que apresentam duas ou mais cores indiainidnos que pertencem a mais de um grupo.
O tamanho de cada segmento representa a probdbilitaindividuo pertencer aquele grupo. Neste
gréfico os individuos estdo agrupados de acordoatonalidade em que foram coletados (Nucleo
Santa Virginia - NSV a esquerda e Nucleo de Dedeinvento Picinguaba - NDP a direita). A
escala a esquerda indica a probabilidade do inativipetrtencer a determinado grupo.
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Anexo 1:

Protocolo de extracdo de DNA enTibouchina pulchra

Solucédo CTAB 2%:

Componente adicionar Para cada 10mL
H20 5,78mL
Tris-HCI 1M pH7,5 imL
NaCl 5M 2,8mL
EDTA 0,5M pH8,0 400 pL
PVP 40 0,19
CTAB 0,29
B — mercaptanol 20 pL

1) macerar aproximadamente 0,49 de folha em 3mL d&BC%0;

2) adiciona 5uL de proteinase K (20 mg/ mi3uL de RNAse (10mg/mL);

3) deixar em banho maria %0 por 3-4h;

4) adicionar 500pL de SEVAG (Cloroférmio: Alcool Isoglito 24:1);

5) centrifugar por 4min a 10.000rpm;

6) separar sobrenadante e lavar com 500uL de SEVA@GAGImio: Alcool Isoamilico

24:1) novamente;
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7) separar 750uL de sobrenadante em um tubo de 1,5mL;

8) adicionar 510uL de isopropanol 100% gelado e 30pihabtato de sédio 3M pH8,0;

9) deixar overnight;

10)centrifugar por 20min (15 + 5) a 15.000 rpm;

11)descartar sobrenadante e lavar duas vezes com dmtiaol 70% (ndo € necessario

centrifugar);

12)deixar secar;

13)adicionar 80uL de tampao TE (100mM TrisHCI pH8@nM EDTA pH8,0), agitar e
colocar em banho maria a%5por 15min.
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CONSIDERACOES FINAIS

Tibouchina pulchraé uma planta pioneira, arborea, tem ampla disgdoue ocorre em
todo o gradiente altitudinal da Serra do Mar naaegorte do Estado de S&ao Paulo. Suas
flores sdo hermafroditas e possuem anteras posigjda restringem o acesso ao pélen e

todo o processo de polinizacdo a abelhas capaagbrddas (buzz-polination).

Na regido do NSVT. pulchrainterage com uma comunidade de abelhas que é menos
rica e menos abundante que no NDP. Isso implicaanuenor retirada de grdos pdlen
das anteras poricidas e menor deposicdo na supeaifis estigmas ao longo do dia na
regido mais alta. Assim, a producéo natural deértambém é menor no NSV, apesar da

florada mais intensa.

Nas duas populagcdes a viabilidade do polen € a#tatubos polinicos crescem com
velocidades semelhantes (independente do tratajnentdo ha diferencas no sistema
reprodutivo (auto-compativel, dependente dos piohdres) como prevé a hipétese da
seguranca reprodutiva. Porém, na regido mais #&jamas caracteristicas parecem
balancear a falta de polinizadores e a maior Igatade pdélen como a florada mais
intensa, producdo de menor quantidade de gréoélee @ maior propor¢cao de sementes
fertilizadas produzidas por polinizacdo cruzada.

As duas populacdes, apesar de geneticamente namtellgantes, foram separadas por
diferentes analises. Isso indica que as diferengasriqueza e abundancia de
polinizadores e, consequentemente, na dinAmicaotEn entre as duas areas pode
influenciar a estrutura destas populagdes. Algads/iduos foram agrupados no outro
grupo e existe uma regidao de contato entre as popslacdes. Isso pode indicar a
existéncia de certa taxa de migracédo entre as agpes, considerando gie pulchra
possui as altas taxas de producao e germinacé&nuenges e, quando adulta, se reproduz

todos os anos (padréo de florada anual).

As anadlises genéticas também indicam que na aréa afta os individuos sdo mais
semelhantes entre si. A falta de polinizadores ®tag concentradas em poucos

individuos devem contribuir para este padrdo, popgama testar a ocorréncia de
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depressdo endogamica, estudos com coletas marsgahtas devem ser realizados nas

regioes altas da Serra do Mar.

Estudos que integram observacdes acerca da feapldgologia floral, biologia

reprodutiva e polinizacdo com os métodos de mareadmoleculares, como 0 aqui
apresentado, podem contribuir de forma signifieagpara o melhor entendimento da
ecologia e evolucdo das caracteristicas assocéadagsroducédo de plantas que ocorrem

em um gradiente de altitude.
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