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RESUMO

SILVA, Celice Alexandre, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2007. Biologia
reprodutiva de trés espécies distilicas de Psychotria L. e efeitos da
fragmentacéao florestal no sucesso reprodutivo e na diversidade genética de P.
hastisepala Mull. Arg. (Rubiaceae). Orientadora: Milene Faria Vieira. Co-
Orientadores: Luiz Orlando de Oliveira e Rita Maria de Carvalho-Okano.

Foram objetivos analisar aspectos da biologia reprodutiva, incluindo o sucesso
reprodutivo, de trés espécies distilicas de Psychotria, P. conjugens, P.hastisepala e P.
sessilis, em 2004/2005 e 2005/2006, no maior fragmento florestal do municipio de Vigosa,
e verificar como a fragmentacdo florestal vem afetando o sucesso reprodutivo e a
estrutura genética de P. hastisepala, usando marcadores ISSR, em sete fragmentos
florestais, com diferentes dimensoées. A floracdo das espécies foi sequiencial, na estacao
chuvosa, iniciada por P. sessilis, seguida por P. conjugens e, por ultimo, P. hastisepala.
Houve sincronia de floracdo entre os morfos florais. As espécies foram polinizadas por
abelhas em comum, incluindo espécies de Melipona, e, principalmente, Ariphanarthra
palpalis. Os morfos de cada espécie foram visitados pelas mesmas abelhas, mas houve

tendéncia de um dos morfos ser mais visitado que o outro, especialmente o longistilo, e

variagbes anuais na composicdo e na abundancia de espécies de polinizadores. A
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atratividade as flores pareceu ser dependente dos numeros de inflorescéncias produzidas
e de flores abertas/individuo/dia. A frutificagdo das espécies foi sincronizada. Em uma
area de sete hectares, as espécies estdo em isopletia e as polinizagdes manuais in vivo
demonstraram incompatibilidade intramorfos. A viabilidade dos grédos de podlen foi alta
(>64%), em ambos os morfos das trés espécies. O didmetro dos graos de pdélen das
flores brevistilas foi significativamente maior, em todas as espécies. A frutificagdo natural
foi alta (253%) em ambos os morfos de P. sessilis e no morfo brevistilo de P. hastisepala.
Em P. conjugens e no morfo longistilo de P. hastisepala a frutificagdo natural foi baixa
(£29%). Nao houve diferenca significativa no numero de frutos e sementes entre os
morfos em P. sessilis e P. conjugens. As flores brevistilas de P. hastisepala produziram
um numero de frutos e de sementes significativamente maior que as longistilas. P.
conjugens apresentou uma das menores quantidades totais de sementes e seu baixo
sucesso reprodutivo parece estar relacionado a limitacdo de pdlen. Em P. hastisepala, a
oclusdo do estigma, com pdlen incompativel, e os danos causados por herbivoros ao
estigma podem ser fatores relacionados ao baixo sucesso reprodutivo do morfo longistilo.
Na andlise da estrutura genética de P. hastisepala, os indices de Shannon (1) e Nei (Hg) e
a AMOVA revelaram grande variagao genética dentre e entre fragmentos florestais. Nao
foram obtidas correlagdes significativas entre a matriz de distancia geografica e distancia
genética. Em todos os fragmentos, o sucesso reprodutivo foi maior no morfo brevisitilo,
nao apresentando uma clara correlagdo com o tamanho do fragmento. Os resultados
mostraram que o sucesso reprodutivo pode ser afetado pela qualidade da matriz,
disponibilidade de polinizadores, numero de individuos e perda do habitat de P.

hastisepala.



ABSTRACT

SILVA, Celice Alexandre, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2007.
Reproductive biology of three distylous species of Psychotria and effects of
forest fragmentation in the reproductive success and the genetic structure on P.
hastisepala Mull. Arg. (Rubiaceae). Adviser: Milene Faria Vieira. Co-Advisers: Luiz
Orlando de Oliveira and Rita Maria de Carvalho-Okano.

The aims were to analyze the aspects of reproductive biology, including the
reproductive success, of three Psychotria distylous species, P. conjugens, P. hastisepala
and P. sessilis, in 2004/2005 and 2005/2006, in the largest forest fragment in the
municipality of Vigosa (20°45’S and 42° 54°’W), in the state of Minas Gerais, southeastern
Brazil.Besides that, it was to verify how the forest fragmentation has been affecting the
reproductive success and the genetics structure of P. hastisepala, using ISSR markers, in
seven forest fragments, with different dimensions. The flowering of the species was in
sequence, in the rainy season, initiated by P. sessilis, followed by P. conjugens and, last,
P. hastisepala. There was a flowering synchronism among the floral morphs. The
species were pollinated by bees in common, including Melipona species, and, mainly,
Ariphanarthra palpalis. The same bees, including Melipona species and, mainly

Ariphanarthra palpalis, pollinated the three species and also visited the morphs of each



species. There was a tendency of one of the morphs to be visited more than the other,
especially the long-styled flowers. There were yearly variations in the composition and
abundance of the pollinator species. The attractiveness to the flowers seemed to be
dependent on the number of inflorescence produced and the open/individual /day flowers.
The fructification of the three species was synchronized. In an area of seven hectares,
the species population are in isoplethic and the in vivo manual pollinations show intra
morphs incompatibility. The  pollen viability was high (> 64%), in both morphs of the
three species. The diameter of the pollen grains of the short-styled flowers was
significantly higher, in all the species. The natural fructification was high (253%) in both
morphs of P. sessilis and in the short-styled flowers of P. hastisepala. In P. conjugens
and in the long-styled flowers of P. hastisepala the natural fructification was low (< 29%).
There wasn’t any significant difference in the number of fruit and seeds between the
morphs in P. sessilis and P. conjugens. The short-styled flowers of P. hastisepala
produced a number of fruit and seeds significantly higher than the long-styled flowers. P.
conjugens showed one of the lowest total quantity of seed and its low reproductive
success seems to be related to the pollen limitation. In P. hastisepala, the occlusion of
the stigma, with incompatible pollen , and the damages caused by herbivores to the
stigma can be factors related to the low reproductive success of the long-styled flowers.
In the analysis of the genetic structure of P. hastisepala, the Shannon (l) and Nei (Hg)
indices and the AMOVA revealed high genetic variation within and among forest
fragments. It wasn’t obtained significant correlations between the geographic distance
and genetic distance. In all the fragments, the reproductive success was higher in the
short-styled flowers, not showing a clear correlation to the size of the fragment. The
results showed that the reproductive success can be influenced by the quality of the
matrix, availability of the pollinators, size of the sampling, and maintenance of the

occurrence habitat of the species.

Xi



Introducéo geral

Muitos estudos tém demonstrado que a fragmentacdo de habitat afeta o
sucesso reprodutivo de espécies vegetais (Cunningham, 2000b; Wolf & Harrison,
2001), alterando a estrutura genética (Cascante et al., 2001; Fuchs et al., 2002), o
periodo de floragdo (Fuchs et al. 2002) e reduzindo a atividade de polinizadores
(Kearns & Inouye, 1997; Cunningham, 2000a; Stoner et al., 2002). Nesse ultimo
caso, consequentemente, ha redugdo da polinizagdo cruzada (Murcia, 1996). A
quebra das relagbes mutualisticas entre flores e polinizadores contribui para o
desaparecimento de muitas plantas (Murcia, 1996; Robertson et al. 1999) e a perda
da variabilidade genética resulta em depressédo endogamica (Kearns et al., 1998).

A maioria dos estudos sobre os efeitos da fragmentacdo florestal em
espécies vegetais ou animais se concentra em regides temperadas (Crome, 1997).
Embora a quantidade de informagdes em regides tropicais venha aumentando, a
grande parte das pesquisas tem sido realizada com aves (Ribon, 1998). No Brasil, a
maior parte dos trabalhos advém do Projeto “Dindmica Bioldgica de Fragmentos
Florestais em Manaus” (Powell & Powell, 1987; Stouffer & Bierregard, 1995;
Laurence et al., 1998; Funk & Mills, 2003).

A Floresta Atlantica é considerada um dos biomas mais ameacados e
destruido pelo homem, restando, hoje, cerca de 100 mil km? de remanescentes
florestais, o que corresponde a pouco mais de 1% da area do territorio brasileiro
(Fundagao S.0.S Mata Atlantica 2004). Por causa da quase total destruicdo desse
bioma, um Projeto de Lei (PL 285/1999) foi aprovado na Camara dos Deputados,
em 03/12/2003, e "dispbe sobre a utilizacdo e a protegdo da Mata Atlantica",
definindo critérios para uso e protecao da vegetagdo (Brasil 2003). Entretanto,
estudos sobre a sua flora, especialmente sobre os impactos da fragmentagao
florestal na biologia reprodutiva dessas plantas, sdo poucos e recentes (Tabarelli et
al., 1999; 2004).

A vegetagao original do municipio de Vigcosa, Zona da Mata de Minas
Gerais, onde foram escolhidos os fragmentos a serem utilizados no presente
estudo, era constituida por florestas continuas, inseridas nos dominios da Floresta
Atlantica (Rizzini, 1992). Atualmente, é composta de pastagens e poucos
fragmentos florestais, em diversos estadios sucessionais. A vegetagcao
remanescente é considerada prioritaria para investigagdo cientifica (cf. Edital
PROBIO 02/2001 do Ministério do Meio Ambiente — MMA e Ministério da Ciéncia e

Tecnologia — MCT), pois, além de bastante alterada, foi pouco estudada. Por



exemplo, inexistem estudos sobre o impacto da fragmentagido sobre a flora
remanescente.

Rubiaceae é a quarta maior familia de angiospermas, constituida de cerca
de 637 géneros e de 10.700 espécies, distribuidas, principalmente, nas regides
tropicais e subtropicais (Robbrecht, 1993). No Brasil, ocorrem cerca de 100 géneros
e 1.010 espécies, com distribuicao predominante na Floresta Atlantica (Barroso et
al., 1991). Essa riqueza em espécies faz dessa familia um importante componente
do patrimdnio genético da biodiversidade brasileira.

Dentre os géneros de Rubiaceae, destaca-se Psychotria L., com 1.600
espécies (Almeida & Alves, 2000), com distribuicdo pantropical (Burger & Taylor,
1993) e, em sua maioria, distilicas (Barrett, 1992). Além da distilia, essas espécies
ocorrem principalmente no sub-bosque de florestas tropicais (Gentry & Emmons,
1987), onde ha alta diversidade de sistemas reprodutivos, de formas de
crescimento, de linhagens filogenéticas e de sindromes de polinizagao e, por isso,
também s&o facilmente afetadas, de forma negativa, pelo processo de
fragmentacédo (Aizen & Feinsinger, 1994).

Espécies distilicas sdo aquelas que apresentam posicionamento reciproco
de estigmas e anteras entre dois morfos florais diferentes, brevistilo e longistilo,
pertencentes a individuos distintos (Barrett, 1992). Além da hercogamia reciproca,
pode haver diferencas, entre os morfos florais, no nimero de flores produzidas, no
comprimento de corola, na largura e forma de estigmas, nos tamanhos das papilas
estigmaticas e das anteras, no tamanho e numero de grdos de pdlen, na
quantidade de néctar produzido e nos tamanhos de frutos e sementes (Ganders,
1979; Bawa et al., 1985; Contreras & Ornelas, 1999; Pereira et al., 2006b).

Na maioria das espécies distilicas ha incompatibilidade heteromorfica
(Barrett ,1992) e, por isso, somente as polinizacdes legitimas (brevistila vs.
longistila) resultam em frutificacdo. Portanto, essas espécies sdo dependentes de
polinizadores e a fragmentacdo pode provocar falhas na polinizacdo entre
individuos com morfos florais distintos (Wilcock & Neiland, 2002). Segundo Murcia
(1996), num processo de fragmentagdo, a distribuicdo espacial de individuos
compativeis pode ser alterada e o desequilibrio entre os morfos florais pode
provocar a extingdo de um deles, que podera resultar também na extingdo do morfo
remanescente. Numa populagao equilibrada, os morfos tendem a apresentar a
proporgéo de 1:1, ou seja, ha isopletia.

Estudos realizados sobre a biologia reprodutiva de espécies distilicas de
Psychotria envolveram diferentes aspectos, tais como, fenologia de floragcdo
(Grandisoli, 1997; Almeida e Alves, 2000; Castro e Oliveira, 2002; Coelho e



Barbosa, 2004; Teixeira e Machado, 2004; Rossi et al., 2005; Ramos e Santos,
2005; Pereira et al., 2006b) e de frutificacdo e dispersdo (Poulin et al., 1999;
Almeida et al., 2006), morfometria floral (Castro et al., 2004; Coelho e Barbosa,
2004; Rossi et al. 2005; Pereira et al., 2006b), razdo entre os morfos florais (Castro
et. al., 2004; Coelho e Barbosa, 2004; Pereira et al., 2006b), polinizadores
(Grandisoli, 1997; Castro e Oliveira, 2002; Castro e Araujo, 2004; Coelho e
Barbosa, 2004; Teixeira e Machado, 2004; Ramos e Santos, 2006) e sistema de
incompatibilidade (Bawa e Beach, 1983; Faivre, 2002; Castro et. al., 2004; Coelho e
Barbosa, 2004; Rossi et al., 2004; Pereira et al., 2006b). Esses estudos, entretanto,
raramente abordaram aspectos reprodutivos de cada morfo floral, destacando-se o
de Castro e Oliveira (2002), que analisaram a floracdo dos morfos florais, assim
como registraram a freqiiéncia de seus polinizadores.

A escolha das espécies a serem estudadas, Psychotria conjugens Miull.
Arg., P. hastisepala Mull. Arg. e P. sessilis Vell., foi feita tomando como base o
estudo floristico realizado com a familia Rubiaceae, na regido de Vigosa, por
Pereira et al. (2006a). De acordo com essas autoras, aquelas espécies de
Psychotria, dentre as 10 identificadas, sdo as mais comuns em sub-bosque e
apresentam distilia (Pereira et al., 2006b).

O objetivo geral, do presente estudo, foi analisar aspectos da biologia
reprodutiva dessas trés espécies coocorrentes de Psychotria, na Estagdo de
Pesquisa Treinamento e Educagao Ambiental Mata do Paraiso (EPTEAMP), maior
fragmento florestal do municipio de Vigosa, Zona da Mata do Estado de Minas
Gerais. Para tanto, foram analisados a fenologia reprodutiva, os polinizadores
(capitulo 1) e o sucesso reprodutivo (capitulo 2) de cada morfo de cada espécie.
Além disso, foi verificado como a fragmentacgao florestal vem afetando o sucesso
reprodutivo e a estrutura genética de P. hastisepala (capitulo 3), em sete

fragmentos florestais localizados no municipio de Vigosa, incluindo a EPTEAMP.
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CAPITULO 1

Fenologia reprodutiva e polinizadores de trés espécies distilicas de
Psychotria (Rubiaceae) em fragmento florestal do sudeste brasileiro



Resumo

Foram objetivos analisar a fenologia reprodutiva e identificar os visitantes florais de
trés espécies distilicas e coocorrentes de Psychotria, P. conjugens Mull. Arg., P.
hastisepala MUll. Arg. e P. sessilis Vell., no municipio de Vigosa, Zona da Mata de
Minas Gerais, em dois episddios reprodutivos, em 2004/2005 e 2005/2006. Buscou-
se responder as seguintes questdes: Ha sincronia de floragdo entre os morfos
florais de cada espécie? Ha sincronia de floracdo e de frutificagcdo entre as
espécies? Quais sdo os visitantes florais e, dentre eles, os polinizadores? Os
polinizadores e a sua freqliéncia de visitagao por morfo floral, em cada espécie, sao
semelhantes? Ha polinizadores comuns entre as espécies? As espécies
apresentaram floragdo sequencial e anual, durante a estacao chuvosa. P. sessilis
floresceu de setembro a dezembro, seguida por P. conjugens, de novembro a
janeiro, e por P. hastisepala, de janeiro a abril. Houve sincronia de floragao entre os
morfos florais das espécies estudadas. P. sessilis apresentou dois picos de
floracdo, em cada episddio reprodutivo, e esses picos foram intercalados por sete a
18 dias, nos quais a producdo de flores foi nula, caracterizando dois pulsos de
floracdo. Foi a espécie, dentre as estudadas, que apresentou maior abundancia de
flores por episddio reprodutivo. P. conjugens apresentou dois picos de floragdo no
primeiro episédio reprodutivo; no segundo episddio ocorreu apenas um pico. P.
hastisepala, em ambos os episddios de floragao, apresentou somente um pico. As
espécies foram polinizadas por abelhas em comum, incluindo espécies de
Melipona, e, principalmente, Ariphanarthra palpalis, todas tipicas de florestas da
Zona da Mata mineira. Os morfos de cada espécie foram visitados pelas mesmas
abelhas, em cada episédio reprodutivo. Entretanto, houve tendéncia de um dos
morfos ser mais visitado que o outro, especialmente o longistilo, e variagbes anuais
na composicdo e na abundéncia de espécies de polinizadores. Os maiores
numeros de espécies de abelhas e as maiores porcentagens de frequéncia de
visitagdo foram registrados em flores de P. sessilis, seguida pelas de P. conjugens
e, por ultimo, P. hastisepala. A atratividade as flores pareceu ser dependente dos
numeros de inflorescéncias produzidas e de flores abertas/dia/individuo e da
disponibilidade de recursos florais e deve ser um dos fatores que determinou a
diversidade de polinizadores. A frutificacdo das espécies, diferentemente da
floracao, foi sincrénica, principalmente em margo e abril, € a sincronia parece ser
uma estratégia que deve auxiliar no processo de dispersdo ornitocorica,

aumentando a atratividade e a disponibilidade de frutos aos passaros frugivoros.



Fenologia reprodutiva e polinizadores de trés espécies distilicas de
Psychotria (Rubiaceae) em fragmento florestal do sudeste brasileiro

Introducéo

Psychotria L. engloba 1.600 espécies (Almeida e Alves, 2000), de
distribuicdo pantropical (Burger e Taylor, 1993). A distilia € comum as espécies
desse género (Barrett, 1992), assim como sua ocorréncia em sub-bosque de
florestas tropicais (Gentry e Emmons, 1987). Na regiao de Vigosa, Zona da Mata do
Estado de Minas Gerais e local do presente estudo, foram registradas 10 espécies
distilicas de Psychotria, todas em sub-bosque de um fragmento de Floresta
Estacional Semidecidual (Pereira et al., 2006a; b).

Estudos sobre a floracdo e a frutificagcdo constituem uma importante
ferramenta para a compreensao de fatores reguladores dessas fenofases (Martin-
Gajardo e Morellato, 2003). Por exemplo, variaveis climaticas, tais como, radiagao
solar, umidade e temperatura ambiente, podem influenciar no periodo de floracao e,
conseqlentemente, na atividade de polinizadores (van Schaick et al.,, 1993;
Herrera, 1995). Em espécies de Psychotria, esses estudos mostraram que a
floragao ocorre, predominantemente, durante a estagao chuvosa (Grandisoli, 1997;
Almeida e Alves, 2000; Castro e Oliveira, 2002; Coelho e Barbosa, 2004; Rossi et
al., 2005; Pereira et al., 2006b) e que sdo, comumente, entomdéfilas (Taylor, 1997;
Castro e Oliveira, 2002). Registraram-se, como polinizadores abelhas (Castro e
Oliveira, 2002; Teixeira e Machado, 2004; Ramos e Santos, 2006) e borboletas
(Almeida e Alves, 2000; Coelho e Barbosa, 2004) e, em alguns casos, beija-flores
(Sazima et al., 1996; Almeida e Alves, 2000; Castro e Araujo, 2004).

Em Rubiaceae, as sincronias de floragdo e de frutificacdo de algumas
espécies, inclusive de Psychotria, tém sido relacionadas a atragao de polinizadores
e de dispersores, respectivamente (Koptur et al. 1988; Martin-Gajardo e Morellato,
2003; Almeida e Alves, 2000; Poulin et al., 1999; Almeida et al., 2006). Por outro
lado, foi verificado que espécies coocorrentes de Psychotria apresentam floragao
sequencial (Almeida e Alves, 2000; Castro e Oliveira, 2002; Pereira et al., 2006b) e
polinizadores comuns, sem que haja competicao interespecifica (Almeida e Alves,
2000; Castro e Oliveira, 2002). Nesse caso, os atributos florais das espécies
envolvidas, além do habitat, sdo semelhantes e parecem promover a “série de
reposicao” (sensu Macior 1971), ou seja, espécies distintas resultam, em conjunto,

numa “dnica” floragao, por um longo periodo durante o ano.



Sao escassos os estudos sobre a floracdo dos morfos florais, em espécies
distilicas de Rubiaceae, assim como a identificacao e freqiéncia de polinizadores
por morfo (veja Castro e Oliveira, 2002). Entretanto, o sucesso reprodutivo de cada
morfo pode ser dependente da atratividade (Kearns e Inouye, 1997), fator
relacionado a quantidade de flores disponiveis aos polinizadores, e da frequiéncia e
comportamento do polinizador (Cane, 2001; Donaldson et al., 2002). Diante do
exposto, no presente estudo, foram objetivos analisar a fenologia reprodutiva e
identificar os visitantes florais de trés espécies distilicas e coocorrentes de
Psychotria, P. conjugens Mull. Arg., P. hastisepala Mull. Arg. e P. sessilis Vell., e
responder as seguintes questodes:

(1) Ha sincronia de floragao entre os morfos florais de cada espécie?

(2) Ha sincronia de floracao e de frutificagcao entre as espécies?

(3) Quais sao os visitantes florais e, dentre eles, os polinizadores?

(4) Os polinizadores e a sua frequéncia de visitagao por morfo floral, em cada
espécie, sdo semelhantes?

(5) Ha polinizadores comuns entre as espécies?

Material e métodos

Area de estudo e espécies estudadas - O estudo foi desenvolvido na Estacdo de
Pesquisa Treinamento e Educacdo Ambiental Mata do Paraiso (EPTEAMP),
fragmento florestal do municipio de Vigosa (20°45’S e 42°51'W), Zona da Mata do
Estado de Minas Gerais, com cerca de 650m de altitude. O clima de Vicosa é
caracterizado por apresentar temperatura média anual de 19°C, precipitacdo anual
de 1300 a 1400mm, com o periodo de maior precipitacao ocorrendo entre os meses
de outubro a margo (Fig. 1), e umidade relativa do ar de 80 a 85%. Durante o
periodo de estudo (set/2004 a abril/2005 e set/2005 a abril/2006) observou-se que a

maior média mensal de precipitacédo (Y = 5,22mm) concentrou-se nos meses de

dezembro a margo, periodo em que também foram observadas as temperaturas

mais elevadas (Y = 21,44°C) . Os dados climatolégicos foram fornecidos pela
Estagdo Meteoroldgica da Universidade Federal de Vigosa, a qual localiza-se a 5
Km da area de estudo.

A vegetacdo original de Vicosa esta inserida nos dominios da Floresta
Atlantica (Rizzini, 1992) e foi classificada, por Veloso et al. (1991), como Floresta
Estacional Semidecidual Submontana. A EPTEAMP é uma area de preservagao
ambiental, de regeneragdo secundaria, com cerca de 168 ha e esta vinculada ao

Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vigosa.
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Figura 1. Precipitagdo e temperatura média, ao longo do ano em Vigosa, Minas
Gerais (média de 1961 a 1990). Fonte: Marangon (1999)

P. conjugens e P. hastisepala sdo subarbustos de 1,0 a 2,5 m, ambas com
distribuicdo restrita ao territério nacional, ocorrendo do sul do Para até o Rio
Grande do Sul (Andersson, 1992). P. sessilis € arbusto de 1,5 a 3,5 m de altura e,
além do Brasil, ocorre em varios outros paises sul-americanos (Andersson, 1992).
Todas habitam o sub-bosque e sao distilicas (Fig. 2), ou seja, apresentam
hercogamia reciproca e auto-incompatibilidade intramorfos (Pereira et al., 2006b).
As flores das trés espécies apresentam antese diurna, corola tubulosa (Fig. 2), de
cor branca ou creme e tém duragao de um dia (Pereira et al., 2006b). Os frutos séo
drupaceos, azuis ou atropurpureos na maturidade e ornitocoricos (sensu Pijl, 1982).
Cada fruto produz de uma a duas sementes (obs. pes.). Espécimes-testemunho
encontram-se depositados no Herbario VIC da Universidade Federal de Vigosa
(nos. 26.963, 26.964 e 26.974).

Fenologia reprodutiva - Os dados fenoldgicos foram registrados semanalmente,
em dois episodios reprodutivos consecutivos, entre os anos de 2004 e 2005 e de
2005 e 2006. No primeiro episodio, foram etiquetados 19 individuos com flores
brevistilas (B) e 23 com flores longistilas (L) em P. sessilis, 09 B e 04 L em P.
conjugens e 22 B e 18 L em P. hastisepala. No segundo episddio, foram
etiquetados 10 individuos B e 10 L, de cada espécie. Nesses individuos, nos dois
episodios de floragao, foram registrados os numeros de inflorescéncias/individuo e
de flores abertas/individuo/dia, exceto em P. sessilis. Nesta espécie, dado ao seu
porte e ao alto nimero de inflorescéncias e de flores produzidas durante a floragao,
esses registros foram feitos em trés ramos anuais, por individuo, escolhidos
aleatoriamente. O numero de flores/inflorescéncia foi registrado somente no
primeiro episdédio de floracdo (N = 30, para cada espécie e morfo), em todas as

espécies estudadas.
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Figura 2. Flores de Psychotria: P. sessilis, flores brevistilas (A) e longistilas (B); P.
conjugens, flores brevistilas (C) e longistilas (D); P. hastisepala, flores brevistilas (E)
e longistilas (F).
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Em todas as espécies foi registrado o intervalo entre o inicio da frutificagao,
caracterizado pela dilatacao de ovarios, e a maturacdo dos frutos, caracterizada

pela alteragdo da coloragao do pericarpo (do verde para o azul ou atropurpureo).

Visitantes florais - Os visitantes florais foram coletados durante o trabalho de
campo. Foram mortos e, posteriormente, foram montados em alfinete entomoldgico,
etiquetados e identificados com auxilio de especialista. Espécimes-testemunho
foram depositados no Museu Regional de Entomologia da Universidade Federal de
Vigosa (UFVB).

No pico de floragao, de cada espécie, foi realizada a freqiiéncia de visitacdo
em flores de ambos os morfos, em individuos do sub-bosque, distantes no minimo
30 metros da margem do fragmento, minimizando, dessa forma, os efeitos de
borda. Para tanto, nos dois eventos reprodutivos (2004/2005 e 2005/2006), no
periodo de 7:00 as 15:00h, por trés dias consecutivos em P. sessilis e quatro dias
consecutivos em P. hastisepala, foram identificados os visitantes florais e
quantificadas as suas visitas. As contagens foram feitas em oito blocos de 30
minutos, alternados por morfo floral, totalizando 12 horas de observacédo/ano para
P. sessilis e 16 horas de observagao/ano para P. hastisepala. Os visitantes florais
de P. conjugens foram identificados e quantificados somente em 2005/2006 (12
horas de observagao).

Para definir os polinizadores, dentre os visitantes florais, foi observado o
comportamento de visita de cada um, isto &, se contatavam estigmas e anteras

(visitas legitimas) e o recurso floral que coletavam (pdélen e, ou néctar).

Andlise estatistica - Analises estatisticas foram conduzidas usando o Programa
“‘General Linear Model”, no software Statistica versao 5.5 (StatSoft, 2000). Nas

Andlises de Variancia foi aplicado o teste One - way ANOVA (Zar, 1999).

Resultados

Fenologia reprodutiva - Dentre as espécies estudadas, P. sessilis foi a primeira a
florescer, entre setembro e dezembro/2004 (Fig. 3A) e entre setembro e
novembro/2005 (Fig. 3B),
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Figura 3. Floracao de morfos brevistilos (¢) e longistilos (e) em espécies de
Psychotria: P. sessilis, de setembro a dezembro/2004 (A) e de setembro a
novembro/2005 (B); P. conjugens, de novembro/2004 a janeiro/2005 (C) e de
novembro e dezembro/2005 (D); e P. hastisepala, de janeiro a abril/2005 (E) e de
janeiro a abril/2006 (F), na Estagdo de Pesquisa Treinamento e Educacgao
Ambiental Mata do Paraiso, Vigosa, Minas Gerais.
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durante a estagao chuvosa (Fig. 1). Em ambos os episddios, houve sincronia de
floracdo entre os morfos florais e dois picos de floracdo; em 2004, os picos foram
em outubro e em dezembro e em 2005 ocorreu em outubro e em novembro (Fig.
3A, B). Em cada ano, esses picos foram intercalados por sete a 18 dias, nos quais
a producéao de flores foi nula, caracterizando dois pulsos de floragao (Fig. 3A, B).
Nos dois episddios de floragdo, ndo houve diferenca significativa entre os morfos
quanto aos numeros médios de inflorescéncias/individuo (F = 0,60, p = 0,44 em
2004 e F = 0,26, p = 0,61 em 2005), de flores/inflorescéncia (F = 2,56, p = 0,11) e
de flores abertas/individuo/dia (F = 0,013, p= 0,90 em 2004 ¢ F = 0,29 p = 0,6 em
2005) (Tabela 1). Apesar da sincronia de floragao entre os morfos e da semelhanca
entre eles nos valores médios dos parametros citados anteriormente, houve
tendéncia de um dos morfos produzir mais flores/pico/ano (Fig. 3, Tabela 1). Em
cada ano, a producgao de flores/morfo/pico nao apresentou diferenca significativa (F
= 0,54, p = 0,46 no primeiro pico de 2004 e F = 1,22, p = 0,28 no segundo; F = 1,9,
p = 0,18 no primeiro pico de 2005 e F = 2,23, p = 0,15, no segundo). Entretanto,
houve diferenca significativa no numero total de flores produzidas nos picos (F =
4,05, p = 0,04), em 2004, e ndo houve diferenga (F = 1,87, p = 0,17), em 2005. A
producdo total de flores/ano foi maior em 2004; essa variacdo deve estar
relacionada ao numero de individuos amostrados em cada ano (Tabela 1).

P. conjugens iniciou a floragdo em novembro/2004 e 2005, com pouca
sobreposi¢cao com a floragao de P. sessilis, e 0 término ocorreu em janeiro/2005 e
dezembro/2005, respectivamente (Fig. 3C, D), também durante a estagdo chuvosa
(Fig. 1). No primeiro episédio de floragdo, ocorreram dois picos, em novembro e em
janeiro, com queda de producéao de flores dos dois morfos entre os picos (Fig. 3C),
de modo semelhante ao registrado em P. sessilis. Em 2005, entretanto, houve
apenas um pico de floragdo, em dezembro (Fig. 3D). Em ambos os episddios,
houve sincronia de floragao entre os morfos florais (Fig. 3C, D). Em 2004, houve
diferenca significativa entre os morfos florais no ndmero médio de
inflorescéncias/individuo (F = 13,86 p = 0,004, Tabela 2) e nao houve diferenca
significativa para esse parametro em 2005 (F = 0,16 p = 0,68, Tabela 2). O niumero
médio de flores/inflorescéncia foi significativamente maior no morfo longistila (F =
35,19 p = 0,0001), assim como o numero medio de flores abertas/individuo/dia, em
2004 (F = 8,15 p = 0,03); em 2005, ndo houve diferenca significativa para esse
ultimo parémetro (F = 2,23 p = 0,14) (Tabela 2). Em 2004, houve diferenca
significativa na producgéao de flores/morfo no primeiro pico (F = 26,5, p = 0,0001), ou
seja, foi produzido um maior numero de flores longistilas; ndo houve diferenga no
segundo pico (F = 2,42, p = 0,22) (Fig. 3C, Tabela 2). O numero total de flores
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Tabela 1. Numeros médios € o desvio padrao de inflorescéncias/individuo, de
flores/inflorescéncia e de flores abertas/individuo/dia e o numero de flores
produzidas/pico de floragao, nos anos de 2004 e 2005, em Psychotria sessilis, na
Estagado de Pesquisa Treinamento e Educacdo Ambiental Mata do Paraiso, Vigosa,
Minas Gerais. B = brevistila, L = longistila, ind. = individuo.

Ano/ Inflorescéncias/ Flores/ Flores Flores/ pico Total de

Morfo individuo inflorescéncia abertas/ flores/

(no. ind.) individuo/ dia morfo

X +DP X +DP X +DP 1° 2°

2004/

B (19) 51,34 + 40,63 9,46 + 2,64 20,40 + 22,20 244 144 388

L (23) 68,08 + 80,67 7,86 + 1,56 21,30 £ 25,50 341 97 438
Total de flores/ pico e total geral 585 241 826

2005/

B (10) 40,00 + 25,01 - 11,44 £ 14,80 174 116 290

L (10) 45,50 + 44,79 - 07,03 + 16,32 32 148 180
Total de flores/ pico e total geral 206 264 470

Tabela 2. Numeros médios e o desvio padrdo de inflorescéncias/individuo, de
flores/inflorescéncia e de flores abertas/individuo/dia e o numero de flores
produzidas/pico de floracdo, nos anos de 2004 e 2005, em Psychotria conjugens,
na Estacdo de Pesquisa Treinamento e Educagcdo Ambiental Mata do Paraiso,
Vigosa, Minas Gerais. B = brevistila, L = longistila, ind. = individuo.

Ano/ Inflorescéncias/ Flores/ Flores Flores/ pico Total de

Morfo individuo inflorescéncia abertas/ flores/

(no. ind.) individuo/ dia morfo

X +DP X +DP X +DP 1° 2°

2004/

B (9) 19,65 £ 1,06 12,30 £ 7,43 14,07 £ 5,70 139 42 181

L (4) 18,25 + 3,50 22,68 + 8,83 26,58 + 6,80 181 28 209
Total de flores por pico e geral 320 70 390

2005/

B (10) 2,90 £ 2,51 - 4,22 +2,25 170 - 170

L (10) 3,30 +1,76 - 4,44 + 3,51 184 - 184
Total de flores por pico e geral 354 - 354

Tabela 3. Numeros médios e o desvio padrdao de inflorescéncias/individuo, de
flores/inflorescéncia e de flores abertas/individuo/dia e o numero de flores
produzidas/pico de floragdo, nos anos de 2005 e 2006, em Psychotria hastisepala,
na Estacdo de Pesquisa Treinamento e Educagcdo Ambiental Mata do Paraiso,
Vigosa, Minas Gerais. B = brevistila, L = longistila, ind. = individuo.

Ano/ Morfo Inflorescéncias/ Flores/ Flores abertas/ Flores/ pico
(no. ind.) individuo inflorescéncia individuo/ dia
X £DP X £DP X £DP

2005/

B (22) 14,20 + 06,54 6,91+ 2,77 2,78 £2,41 410

L (18) 15,27 + 15,10 9,03 +1,88 2,75+2,28 322
Total de flores 732

2006/

B (10) 17,10 £ 4,09 - 2,14 £2,70 193

L (10) 13,30 + 5,33 - 1,35+ 1,60 122
Total de flores 315
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produzidas/morfo, em 2004, ndo apresentou diferenca significativa (F = 1,62, p =
0,20); entretanto, a produgéao de flores foi significativamente maior no primeiro pico
(F = 31,44, p = 0,0001). Em 2005, a producao de flores dos dois morfos foi
semelhante, isto €, ndo houve diferenca significativa (F = 0,007, p = 0,93) (Fig. 3D,
Tabela 2). Nesse ano, apesar do maior numero de individuos analisados (Tabela 2),
houve uma acentuada queda na producgdo de inflorescéncias/individuo e de flores
abertas/individuo/dia.

P. hastisepala iniciou a floragdo em janeiro/2005 ou fevereiro/2006 (Fig. 3E,
F), também durante a estagcdo chuvosa (Fig. 1), com pouca ou nenhuma
sobreposicao com a floragao de P. conjugens. Dentre as espécies estudadas, foi a
que apresentou floragcdo menos abundante (Fig. 3E, F). O término ocorreu em abril
de 2005 e de 2006 (Fig. 3E, F), inicio da estagao seca (Fig. 1). Observou-se, em
ambos os episddios de floragdo, somente um pico, em margo, e houve sincronia de
floracdo entre os morfos (Fig. 3E, F). Nao houve diferenca significativa entre os
morfos nos numeros médios de inflorescéncias/individuo (F= 0,28, p = 0,56 em
2005; F = 4,28, p =0,053 em 2006) e de flores/inflorescéncia (F = 2,44, p = 0,12)
(Tabela 3). Em 2005, ndo houve diferencga significativa entre os morfos no numero
médio de flores abertas/individuo/dia (F = 1,06, p = 0,30); em 2006, este pardmetro
foi significativamente maior no morfo brevistila (F = 5,6, p = 0,018) (Tabela 3). Em
2005, a produgao de flores/morfo nao foi significativamente diferente (F = 1,06 p =
0,30), mas houve diferenga em 2006 (F = 5,62 p = 0,018). A producgéao de flores/ano
foi significativamente maior no ano de 2005 (F = 16,53, p = 0,0006); essa variagao
deve estar relacionada ao numero de individuos amostrados em cada ano (Tabela
3).

A frutificacdo de P. sessilis e de P. conjugens iniciou em janeiro e os frutos
encontravam-se maduros, respectivamente, em margo de 2005 e de 2006 e em
marcgo/abril de 2005 e de 2006. A frutificacdo de P. hastisepala iniciou em margo e
abril de 2005 e os frutos encontravam-se maduros cerca de um ano depois, em

fevereiro/margo de 2006, concomitantemente a floragdo do ano.

Visitantes florais - Nas espécies estudadas foram registrados como visitantes
florais insetos das ordens Hymenoptera (abelhas), Lepidoptera (borboletas), Diptera
(moscas) e Coleoptera (besouros) (Tabelas 4, 5 e 6). Dentre esses insetos,
principalmente as abelhas nativas Ariphanarthra palpalis, Melipona bicolor, M.
mondury, M. quadrifasciata e Trichocerapis mirabilis e a abelha exdética Apis
mellifera foram consideradas polinizadoras, devido ao seu comportamento de visita

e a frequéncia de visitagédo (Tabelas 4, 5 e 6). Durante as visitas, em busca de
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Tabela 4. Frequéncia de visitacdo de insetos em flores de Psychotria sessilis, nos
anos de 2004 e 2005, na Estacdo de Pesquisa Treinamento e Educagdo Ambiental
Mata do Paraiso, Vigosa, Minas Gerais.

Insetos (Ordem/ Familia/ Espécie) Numero de visitas (%)
2004 2005
Brevistila Longistila Total/ Brevistila Longistila Total/
inseto inseto
Hymenoptera/ Apidae/
Apis mellifera Lepeletier , 1836 95 929 194 70 53 123
(19,15)  (16,84) (17,90) (19,89) (08,53) (12,64)
Melipona bicolor Lepeletier,1836 144 69 213 105 229 334
(29,03) (11,73) (19,65) (29,83) (36,88) (34,33)
Melipona mondury Smith, 1863 29 41 70 - - -
(05,85) (06,97) (06,46)
Melipona quadrifasciata Lepeletier, 207 367 574 105 236 341
1836 (41,73)  (62,41) (52,95) (29,83) (38,00) (35,04)
Halictidae/
QAriphanarthra palpalis Moure, - - - 62 87 149
1951 (17,61)  (14,00) (15,31)
Augochlora sp. - - - 10 16 26

(02,84) (02,58) (02,67)

Lepidoptera/ Nymphalidae/
Morfo-espécie 1 21 12 33 - - -
(04,23)  (02,04) (03,04)

Total de visitas/ morfo e de visitas/
ano 496 588 1084 352 621 973

Tabela 5. Frequéncia de visitacao de insetos em flores de Psychotria conjugens, em
2005, na Estagcdo de Pesquisa Treinamento e Educacdo Ambiental Mata do
Paraiso, Vicosa, Minas Gerais.

Insetos (Ordem/ Familia/ Espécie) Numero de visitas (%)
Brevistila Longistila Total/ inseto
Hymenoptera/ Apidae/
Melipona bicolor Lepeletier,1836 14 281 295
(18,42) (41,32) (39,02)
Melipona quadrifasciata 16 22 38
Lepeletier,1836 (21,05) (3,23) (05,02)
Halictidae/
QAriphanarthra palpalis Moure, 13 352 365
1951 (17,10) (51,80) (48,30)
Diptera/
Morfo espécie 1/ 13 10 23
(17,10) (1,50) (03,04)
Coledptera/
Morfo espécie 1/ 9 11 20
(11,84) (1,61) (02,65)

Total de visitas/ morfo e de visitas/
ano 76 680 756
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Tabela 6. Frequéncia de visitagdo de insetos em flores de Psychotria hastisepala,
nos anos de 2005 e 2006, na Estacdo de Pesquisa Treinamento e Educagao
Ambiental Mata do Paraiso, Vigosa, Minas Gerais.

Insetos (Ordem/ Numero de visitas (%)
Familia/ Espécie)

2005 2006
Brevistila Longistila Total/ Brevistila Longistila Total/
inseto inseto
Hymenoptera/ Apidae/
Melipona mondury - - - 2 12 14
Smith,1863 (6,45) (30,00) (19,71)
Trichocerapis mirabilis 11 16 27 - - -
(Smith 1865) (44,00) (48,48) (46,55)
Halictidae/
JdAriphanarthra palpalis 3 4 7 - - -
Moure, 1951 (12,00) (12,12) (28,00)
Augochlora sp. - - - 3 6 9
(9,70) (15,00) (12,68)
Lepidoptera/
Nymphalidae/
Morfo-espécie 1 7 8 15 - - -
(28,00) (24,24) (25,90)
Diptera/
Morfo espécie 1/ - - - 22 12 34

(70,96)  (30,00)  (47,89)

Coleoptera/
Morfo espécie 1/ 4 5 9 4 10 14
(16,00) (15,15) (15,51) (13,00) (25,00) (19,71)

Total de visitas/ morfo
e de visitas/ ano 25 33 58 31 40 71

néctar, essas abelhas introduziam parte do corpo no tubo floral e, desse modo,
contatavam os estigmas e as anteras, em ambos os morfos, comportamento que
favorece polinizagdes legitimas. Durante uma onda de visitagdo, geralmente todas
as flores abertas do individuo eram visitadas e, nesse caso, polinizagdes ilegitimas
geitonogamicas (sensu Richards,1997) tendem a ocorrer. As visitas as flores
ocorreram principalmente no periodo da manha, entre 7h:.00 e 10h:00, mas
prolongaram-se até as 14h:30min, ocasido em que as flores, de todas as espécies,
comegavam a senescer.

Em P. sessilis foram registradas seis espécies de abelhas e trés delas, M.
quadrifasciata, M. bicolor e Apis mellifera, foram comuns nos dois anos de estudo e
atuaram como importantes polinizadores, pois apresentaram as maiores
freqUéncias de visitagdo nos dois morfos florais (Tabela 4). M. quadrifasciata e M.

bicolor realizaram 72,60 e 69,37% do total do nUmero de visitas/inseto em 2004 e
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2005, respectivamente (Tabela 4). A abelha exdtica A. mellifera apresentou valores
percentuais do total de visitas/inseto/ano inferiores a 18,0% (Tabela 4). As visitas
das demais abelhas e de uma borboleta ocorreram em apenas um dos anos e
representaram baixas porcentagens (Tabela 4), exceto Ariphanarthra palpalis; essa
abelha visitou ambos os morfos, perfazendo cerca de 15% do total de visitas/inseto
em 2005 (Tabela 4). Houve a tendéncia das flores longistilas receberem um maior
numero de visitas; em 2005, essas flores receberam cerca de 1,8 vezes mais visitas
que as brevistilas (Tabela 4).

Das 12 horas de observacao/ano, para a contagem dos visitantes florais, foram
registrados insetos nas flores em 91,67% desse periodo, em 2004, e 75,0%, em
2005 (Tabela 4).

Em P. conjugens foram observadas trés espécies de abelhas (Tabela 5),
comuns a P. sessilis (Tabela 4). A. palpalis e M. bicolor foram os polinizadores mais
importantes em ambos os morfos (Tabela 5). Juntas, essas abelhas, foram
responsaveis por 87,32% do total de visitas/inseto (Tabela 5). M. quadrifasciata
também atuou como polinizador de ambos os morfos, mas com valor percentual
baixo, ou seja, com 5,02% do total de visitas/inseto (Tabela 5). A freqliéncia de
visitagdo das moscas, somada a dos besouros, foram pouco representativas
(5,69%) em relacéo a das abelhas (92,34%). As flores longistilas foram nove vezes
mais visitadas que as brevistilas (Tabela 5). Das 12 horas de observagao, para a
contagem dos visitantes florais, foram registrados insetos nas flores em 66,7%
desse periodo.

Em P. hastisepala foram observadas quatro espécies de abelhas (Tabela 6),
A. palpalis e M. mondury comuns a P. sessilis (Tabela 4) e A. palpalis comum a P.
conjugens (Tabela 5). Todas as abelhas foram observadas em apenas um dos anos
de estudo; em 2005, T. mirabilis e A. palpalis foram os polinizadores mais
importantes em ambos os morfos, totalizando juntas 74,55% do total de
visitas/inseto (Tabela 6); em 2006, M. mondury e Augochlora sp. foram os
polinizadores mais importantes em ambos os morfos, mas juntas realizaram apenas
32,39% do total de visitas/inseto (Tabela 6). Uma espécie de borboleta foi
observada em 2005 e uma de mosca em 2006, perfazendo, cada uma, 25,90 e
47,89% do total de visitas/inseto, respectivamente (Tabela 6). Esses insetos
coletavam néctar, entretanto, devido ao pequeno tamanho do corpo ou ao
comportamento de visita, ndo atuavam como polinizadores, assim como o0s
besouros, observados nos dois anos (Tabela 6). Esses ultimos insetos cortavam os
estigmas das flores longistilas. O numero total de visitas/morfo foi semelhante, nos

dois anos, apesar das flores longistilas terem recebido um maior nimero de visitas
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(Tabela 6). Das 16 horas de observagado/ano, para a contagem dos visitantes
florais, foram registrados insetos nas flores em 56,25% desse periodo, em 2005, e
37,50%, em 2006.

Discussao

A floragdo, das espécies estudadas, restrita a alguns meses do ano
(floracao anual sensu Newstrom et al., 1994) e durante a estagdo chuvosa é similar
ao registrado em outras espécies de Psychotria, em Floresta Atlantica (Almeida e
Alves, 2000; Morellato et al., 2000; Ramos e Santos, 2005; Rossi et al., 2005,
Pereira et al., 2006b). Nas espécies citadas anteriormente, apesar dos dados
indicarem que maiores pluviosidades e temperaturas podem ser importantes fatores
reguladores dessa fenofase, a indugao a floracdo pode ter sido desencadeada em
periodo anterior a estagcdo chuvosa, resultante, por exemplo, de um estresse
hidrico, tal como verificado em espécies de Coffea por Alvim (1960). Por isso,
estudos fisioldgicos, além dos ecoldgicos, sd0 necessarios para esclarecer essa
questao.

A sincronia de floragao entre os morfos florais, das espécies estudadas, no
presente trabalho indicam que podem contribuir igualmente para o seu sucesso
reprodutivo, favorecido pelas polinizagdes legitimas. Entretanto, o sucesso também
deve estar relacionado a fenologia de floragdo e a frequéncia de visitacdo dos
polinizadores, em cada morfo, e as quantificacbes realizadas no presente estudo
demonstraram que esses fatores tendem a variar por episédio reprodutivo. Soma-
se ainda outros fatores, que devem agir em sinergia, tais como, a distribuicao
espacial e a razdo dos morfos florais na populacdao (Casper, 1992) e o
comportamento dos polinizadores (Ramos e Santos, 2006). Verifica-se, pelo
exposto, que o sistema reprodutivo das espécies distilicas € complexo e deve ser
analisado em longo prazo, incluindo os efeitos da fragmentacdo florestal,
especialmente a perda da variabilidade genética em populagdes remanescentes
(veja capitulo 3), outro fator determinante para o sucesso reprodutivo dessas
plantas.

Dois pulsos de floragdo por episoédio reprodutivo, tal como registrados,
principalmente, em P. sessilis, foram também registrados em P. mapouriodes
(Castro e Oliveira, 2002) e em P. tenuinervis (Ramos e Santos, 2005). Proenga e
Gibbs (1994) denominaram essa floracao de “pulsada” (“pulsed-bang”), registrada
em Myrcia rhodosepala (Myrtaceae) e caracterizada por uma floragdo descontinua,

intercalada por um intervalo de dias nos quais nao existem flores abertas, tal como
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verificado em P. sessilis. Esse padrao de floragcao, em espécies distilicas, pode ser
uma estratégia reprodutiva importante para a manutencgao da isopletia, favorecendo
um dos morfos por pulso, visto que ha uma tendéncia de um dos morfos produzirem
mais flores em cada pulso.

A floragdo das espécies estudadas foi sequencial, confirmando as
observagodes de Pereira et al. (2006b). Psychotria nuda e P. brasilensis (Almeida e
Alves, 2000) e P. birotula, P. mapouriodes e P. pubigera (Castro e Oliveira, 2002)
também apresentaram floragao sequencial. Esse tipo de floracdo & considerado
uma estratégia na qual ha a formacéo e retengao de uma “imagem de procura”
alimentar por parte de polinizadores em comum (Thomson, 1980), minimizando a
competicdo por eles entre as espécies. As floracdes das espécies, em conjunto,
parecem promover a “série de reposi¢cao” (sensu Macior 1971) e os recursos florais
ficam disponiveis aos polinizadores por um longo periodo do ano. A “série de
reposicdo” ocorreu com as espécies estudadas, confirmando a suposicdo de
Pereira et al. (2006b), pois a abelha nativa Ariphanarthra palpalis foi comum a todas
elas, além de espécies de Melipona.

A. palpalis é solitaria, restrita ao interior de mata, encontra-se em atividade
nas primeiras horas da manha e em dias nublados e é considerada relativamente
rara em cole¢des entomoldgicas; suas plantas hospedeiras sdo desconhecidas (G.
A. Melo, com. pess.). Portanto, o uso dos recursos florais de espécies de Psychotria
por machos e fémeas destas abelhas é dado inédito. Essa abelha representa um
importante material de estudo, devido as poucas informacdes disponiveis sobre ela,
a uma caracteristica morfolodgica que Ihe é peculiar, sua lingua longa, possibilitando
sua visitagcdo em flores tubulosas, e a sua atividade em sincronia com a floragao de
espécies de Psychotria. Sabe-se que outras sete espécies de Psychotria ocorrem
no sub-bosque da area do presente estudo e também floresceram na estagao
chuvosa (Pereira et al., 2006a; b). Estariam essas abelhas dependentes dos
recursos florais de espécies de Psychotria, caracterizando-as como oligoléticas?

As espécies de Melipona, por outro lado, sdo sociais e, em levantamento da
fauna de abelhas silvestres da regidao de Vigosa, foram consideradas espécies
tipicas das florestas da Zona da Mata mineira, assim como Trichoceraphis mirabilis
(Cure et al. 1992). Abelhas sociais sdo generalistas e, por isso, buscam recursos
florais em varias plantas de diferentes familias (Westerkamp, 1991). A ocorréncia
das espécies de Psychotria estudadas no sub-bosque, portanto, também favorece a
visitagdo dessas abelhas.

A composicao e a abundancia de espécies de polinizadores podem variar

anualmente, tal como verificado no presente estudo, e entre populagées (Herrera,
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1988; Fishbein e Venable, 1996; Vieira e Shepherd, 2002). Considerando essa
tendéncia, as trés espécies de Melipona, potencialmente, poderiam visitar as flores
de todas as espécies de Psychotria estudadas, se fossem envolvidos mais eventos
reprodutivos. A atratividade as flores é dependente dos numeros de inflorescéncias
produzidas e de flores abertas/dia e da disponibilidade de recursos florais e parece
ser um dos fatores que deve determinar a diversidade de polinizadores (cf. Herrera,
1991; Donaldson et al., 2002). De fato, os maiores numeros de visitas/ano, as flores
das espécies estudadas, corresponderam aos maiores numeros de flores
abertas/dia e, conseqlientemente, a maior disponibilidade de recursos; P. sessilis
recebeu o maior numero de visitas, seguida por P. conjugens e, por ultimo, por P.
hastisepala.

A maior frequiéncia de visitacdo as flores longistilas, em todas as espécies
estudadas, mas principalmente em P. conjugens, também foi registrado em outras
espécies de Psychotria (Castro e Oliveira, 2002). A preferéncia, pelos
polinizadores, por um morfo floral pode acarretar em um fluxo de pélen assimétrico
e unidirecional (Barret, 1992). Sabe-se que o sucesso reprodutivo de espécies
distilicas, incluindo as do presente estudo (Pereira et al., 2006b), depende de fluxo
génico entre os morfos florais, realizados pelos polinizadores, pois, comumente,
apresentam incompatibilidade apds polinizagdes ilegitimas (Castro et al., 2004;
Coelho e Barbosa, 2004; Teixeira e Machado, 2004). Uma das consequéncias
dessa preferéncia é a deposicdo de podlen incompativel, causando a oclusdo do
estigma, de tal modo que os graos compativeis ficam impossibilitados de
germinarem (Ganders,1979), afetando a frutificagdo do morfo em questdo. A
oclusdo do estigma, entretanto, deve ser analisada com cautela, uma vez que,
dentre as espécies estudadas, apenas as flores longistilas de P. hastisepala
apresentaram uma porcentagem de frutificagao significativamente menor que a das
brevistilas (veja capitulo 2). Estudos adicionais, incluindo a contagem e
identificagdo de graos de pdlen depositados nos estigmas, de ambos os morfos, tal
como realizado por Shore e Barret (1984) e Barret e Glover (1985), poderao trazer
mais subsidios para o melhor entendimento desse intrigante sistema reprodutivo,
que é a distilia.

A frutificacdo das espécies estudadas, diferentemente da floracdo, foi
sincronica e parece ser uma estratégia que deve auxiliar no processo de disperséo,
aumentando a atratividade e a disponibilidade de frutos aos passaros dispersores.
Essa estratégia é importante, pois espécies de Psychotria, geralmente, apresentam
baixo numero de frutos maduros por planta (Poulin et al., 1999; Almeida et al.,

2006; obs. pes.). Dentre as 21 espécies estudadas por Poulin et al. (1999), no
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Panama, 19 apresentaram padrao de frutificacdo agregada e o periodo coincidiu
com a temporada de maior abundéancia de aves dispersoras migratérias. Estudos
posteriores, na EPTEAMP, poderao trazer informagdes sobre a abundancia de aves
frugivoras durante a frutificacdo de espécies de Psychotria, incluindo as estudadas
€ mais cinco outras espécies que frutificam no mesmo periodo do ano (veja Pereira
et al., 2006a).

Conclusdes

1. Afloracao de Psychotria sessilis, P. conjugens e P. hastisepala é anual, durante
a estacdo chuvosa, e seqlencial, iniciada por P. sessilis, seguida por P.
conjugens e, por ultimo, P. hastisepala.

Ha sincronia de floragao dos morfos das trés espécies.

3. Abelhas sdo os polinizadores das espécies estudadas; a abelha nativa

Ariphanarthra palpalis € comum a todas elas, além de espécies de Melipona.

Os morfos, de cada espécie, sao polinizados pelas mesmas abelhas.

Nas espécies, ha tendéncia do morfo longistilo ser mais visitado que o brevistilo.
Nas espécies, ha variagdes anuais na composi¢ao e na abundancia de espécies
de polinizadores.

7. P. sessilis apresenta a maior frequéncia de visitacdo de polinizadores,
provavelmente devido a sua floragdo mais abundante em relacdo as demais
espécies. E seguida por P. conjugens e, por Ultimo, P. hastisepala.

8. A frutificacdo das espécies € sincronica, que deve ser uma estratégia para

auxiliar no processo de dispersao dos diasporos por passaros.

24



Referéncias

Almeida, E.M.; Alves, M.A. 2000. Fenologia de Psychotria nuda e P. brasilensis
(Rubiaceae) em uma area de Floresta Atlantica no sudeste do Brasil. Acta
Botéanica Brasilica 14:335-346.

Almeida, E.M.; Costa, P.F.; Buckeridge, M.S.; Alves, M.A.S. 2006. Potential bird
dispersers of Psychotria in area of Atlantic Forest on llha Grande, RJ,
Southeastern Brazil: A biochemical analysis of the fruits. Brazilian Journal of
Biology 66:1-8.

Alvim, P.T. 1960. Moisture stress as a requeriment for flowering of coffee. Science
132:354.

Andersson, L.A. 1992. A provisional checklist of Neotropical Rubiaceae. Scripta
Botanica Belgica 1: 1-119.

Barret, S.C.H. 1992. Heterostylous genetic polymorphisms: model system for
evolutionary analysis. In: Barrett S. C. H (ed.). Evolution and function of
heterostyly. Springer, Wien New York, pp. 1-24.

Barret, S.C.H.; Glover, D.E. 1985. On the Darwinian hypothesis of the apdaptative
significance of tristyly. Evolution 39: 766-774.

Burger, W.; Taylor, C.M. 1993. Rubiaceae: Flora Costaricensis. Field Museum of
Natural History 33:1-333.

Castro, C.C.; Araujo, A.C. 2004. Distyly and sequential pollinators of Psychotria
nuda (Rubiaceae) in the Atlantic rain forest, Brazil. Plant Systematics and
Evolution 244:131-139.

Castro, C.C; Oliveira, P.E. 2002. Polination biology of distylous Rubiaceae in the
Atlantica Rain Forest, SE Brazil. Plant Biology 4:640-646.

Castro, C.C; Oliveira, P.E.A.M.; Alves, M.C. 2004. Breeding system and floral
morphometry of distylous Psychotria L. species in the Atlantic rain forest, SE
Brazil. Plant Biology 6: 755-760.

Cane, J.H. 2001. Habitat fragmentation and native bees: a premature verdict?.
Conservation Ecology 5:1 [on line] URL: http:// www.consecol.org/vol5/issl/art3
Casper, BB. 1992. The application of sex allocation theory to heterostylous plants.
In: Barrett S. C. H (ed.). Evolution and function of heterostyly. Springer, Wien

New York, pp. 209-223

Coelho, C. P.; Barbosa, A.ALA. 2004. Biologia reprodutiva de Psychotria
poeppigiana Mull. Arg. (Rubiaceae) em mata de galeria. Acta Botanica
Brasilica 18:481-489.

Cure, J.R.; Thiengo, M.; Silveira, F.A..; Rocha, L.B. 1992. Levantamento da fauna
da abelhas silvestres na “Zona da Mata” de Minas Gerais.lll. Mata secundaria
na regido de Vigcosa (Hymenoptera, Apoidea). Revista Brasileira de Zoologia
9:223-239.

Donaldson, J.; Nanni, |.; Costas, Z.; Kemper, J. 2002. Effects of habitat
fragmentation on pollinator diversity and plant reproductives success in
renosterveld shrublands of South Africa. Conservation Biology 16:1267-1276.

Fishbein, M.; Venable, D.L. 1996. Diversity and temporal chance in the affective
pollinators fo Asclepias tuberosa. Ecology 77:1061-1073.

Gentry, A.H. & Emmons, L.H. 1987. Geographical variation in fertility, phenology
and composition of the understory of Neotropical forests. Biotropica 19:216-
227.

Grandisoli, E.A.C. 1997. Biologia reprodutiva e estrutura da populacdo de
Psychotria suterella Muell. Arg. (Rubiaceae) em um fragmento de mata
secundaria em Sao Paulo (SP). Sdo Paulo-USP (Dissertacdo de mestrado)

Herrera, C.M. 1988. Variation in mutualisms: the spatio-temporal mosaic of a
pollinator assemblage. Biological Journal of Linnean Society 35:95-125.

25



Herrera, C.M.1991. Dissecting factors responsible for individual variation in plant
fecundity. Ecology 72:1436-1448.

Herrera, C.M. 1995. Microclimate and individual variation in pollinators:Flowering
plants are more than their flowers. Ecology 76:1516-1524.

Kearns, C.A.; Inouye, D.W. 1997. Pollinators, Flowering plants, and conservatios
biology. BioScience 47:297-307.

Koptur, S.; Haber, W.A.; Frankie, G.W.; Baker, H.G. 1988. Phenological studies of
shrub and treelet species in tropical cloud forest, Costa Rica. Journal of Tropical
Ecology 4:323:346.

Macior, L.W. 1971. Coevolution of plants and animals-systematic insights from
plant-insect interations. Taxon 20:17-28.

Marangon, L. C. 1999. Floristica e fitossociologia de area de floresta estacional
semidecidual visando dinadmica de espécies florestais arbdéreas no
municipio de Vigosa — MG. Sao Carlos-UFSCAR ( Tese de Doutorado)

Martin-Gajardo, |.; Morellato, L.P.C. 2003. Fenologia de Rubiaceae do Sub-bosque
em floresta Atlantica no sudeste do Brasil. Revista Brasileira de Botanica
26:299-309.

Morellato, L.P.C.; Talora, d.C.; Takahasi, A.; Bencke, C.C. Romera, E.c.; Zipparro,
V.B. 2000. Phenology of Atlantic rain forest trees: a comparative study.
Biotropica 32: 811-823.

Newstron, L.E.; Frankie, G.W.; & Baker, H.G. 1994. A new classification for plant
phenology based on flowering patterns in lowland tropical rains forest trees, at
La Selva, Costa Rica. Biotropica 26: 141-159.

Pereira, Z.V.; Carvalho-Okano, R.M.; Garcia, F.C.P. 2006a. Rubiaceae Juss. da
Reserva Florestal Mata do Paraiso, Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Acta
Boténica Brasilica 20:207-224.

Pereira, Z.V.; Vieira, M.F.; Carvalho-Okano, R.M. 2006b. Fenologia de floragao,
morfologia floral e sistema de imcompatibilidade em espécies distilicas de
Rubiaceae em fragmento florestal do sudeste brasileiro. Revista Brasileira de
Botanica 29:471-480.

Pijl, L. van der. 1982. Principles of dispersal in higher plants. New York: Spring-
Verlag.

Poulin, B.; Wrigt, S.; Lefebvre, G.; Calderon, O. 1999. Interspecific synchrony and
asynchrony in the phenologies of congeneric bird-dispersed plants in Panama.
Journal Tropical Ecology 15:213-217.

Proenca, C.E.B.; Gibbs P.E. 1994. Reproductive biology of eight simpatric
Myrtaceae from central Brazil. New Phytologist 126:343-354.

Ramos, F.N.; Santos, F.AM. 2005. Phenology of Psychotria tenuinervis
(Rubiaceae) in Atlantic Forest fragments: fragment and habitat scales.
Canadian Journal of Botany 83:1305-1316.

Ramos, F.N.; Santos, F.A.M. 2006. Floral visitors and pollination of Psychotria
tenuinervis (Rubiaceae): Distance from the anthropogenic and natural edges of
Atlantic Forest Fragment. Biotropica 38:383-389.

Richards, A.J. 1997. Plant breeding systems. London: Chapman & Hall.

Rizzini, C.T. 1992. Tratado de fitogeografia do Brasil: aspectos ecoldgicos,
sociolégicos e floristicos. Sdo Paulo: Ambito Cultural.

Rossi, A..A.B.; Oliveira, L..O.; Vieira, M.F. 2005. Distyly and variation in floral traits
in natural populations of Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stckes (Rubiaeae).
Revista Brasileira de Botanica 28:285-294.

Sazima, |.; Buzato, S.; Sazima, M. 1996. An assemblage of hummingbird-pollinated
flower in a montane forest in southeasterm Brazil. Botanical Acta. 109:146-160.

Shore, J.S.; Barret, S.C.H. 1984. The effect of pollination intensity and incompatible
pollen on seed set in Turnera ulmifolia (Turneraceae). Canadian Journal of
Botany 62:1298-1303

26



Taylor, C.M. 1997. Conspectus of the genus Palicourea (Rubiaceae: Psychotrieae)
with the description of some new species from Ecuador and Colombia. Annals
of the Missouri Botanical Garden 84:224-262.

Teixeira, L.A.G.; Machado, |.C. 2004. Biologia da polinizagéo e sistema reprodutivo
de Psychotria barbiflora DC. (Rubiaceae). Acta Botanica Brasilica 18:853-862.

Thomson, J.D. 1980. Skewed flowering distributions and pollinator attraction.
Ecology 61:72-579.

van Schaik, C.P.; Terborgh, J.W.; Wright, S.J. 1993. The phenolgy of tropical
forests: adaptative significance and consequences for primary consumers.
Annual Review of Ecology and Systematic 24:353-377.

Veloso, H.P.; Rangel-Filho, A.L.R.; Lima, J.C.A. 1991. Classificacdo da vegetacao
brasileira, adaptada a um sistema universal. Rio de Janeiro: IBGE.

Vieira, M.F.; Shepherd, G.J. 2002. Removal and insertion of pollinia in flowers of
Oxypetalum (Asclepiadaceae) in southeastern Brazil. Revista de Biologia
Tropical 50:37-43.

WesterKamp, C. 1991. Honeybees are poor pollinators — Why? Plant Systematics
and Evolution 177:71-75.

Zar, J.H. 1999. Bioestatistical analysis. New Jersey: Princt-Hall.

27



CAPITULO 2

Sucesso reprodutivo de trés espécies distilicas de Psychotria (Rubiaceae) em
fragmento florestal do sudeste brasileiro
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Resumo

Foram objetivos conhecer o sucesso reprodutivo e adicionar dados a respeito da
biologia reprodutiva de Psychotria conjugens Mull. Arg., P. hastisepala Mull. Arg. e
P. sessilis Vell.,, espécies distilicas e coocorrentes em sub-bosque de fragmento
florestal no municipio de Vigosa, Zona da Mata de Minas Gerais. Para tanto,
buscou-se analisar as seguintes questdes: A propor¢cdo de individuos entre os
morfos florais de cada espécie, em uma area de sete hectares; A frutificagdo apds
polinizagdes manuais in vivo; As diferengas de tamanho e viabilidade dos graos de
polen dos morfos florais de cada espécie; A frutificacdo e a producdo de sementes
por morfo em cada espécie. Os trabalhos de campo foram realizados na Estagao de
Pesquisa Treinamento e Educagdo Ambiental Mata do Paraiso, maior fragmento do
municipio. As espécies apresentaram razdes equilibradas entre morfos brevistilo (B)
e longistilo (L), ou seja, ha isopletia; entretanto foram amostrados, no minimo, cerca
de 3,4 vezes mais individuos de P. sessilis que as demais espécies (180 contra 33
de P. conjugens e 54 de P. hastisepala). Os resultados das polinizagdes manuais in
vivo demonstraram incompatibilidade intramorfos. A viabilidade dos graos de pdlen
foi >64%, em ambos os morfos das trés espécies, e nao houve diferenca
significativa na viabilidade entre morfos de cada espécie. O didmetro dos graos de
polen das flores brevistilas foi significativamente maior, em todas as espécies. A
frutificagdo natural foi alta (253%) em ambos os morfos de P. sessilis € no morfo
brevistilo de P. hastisepala. Em P. conjugens e no morfo longistilo de P. hastisepala
a frutificagcao natural foi baixa (£29%). Nao houve diferenga significativa no niumero
de frutos e sementes entre os morfos em P. sessilis e P. conjugens. As flores
brevistilas de P. hastisepala produziram um numero de frutos e de sementes
significativamente maior que as longistilas. Das espécies estudadas, o maior
sucesso reprodutivo foi registrado em P. sessilis, favorecido pelas altas frutificagdes
naturais, viabilidades dos gréos de pdlen e produgdes de frutos (717L e 569B) e
sementes (1.248L e 981B), em ambos morfos, além da isopletia. P. conjugens
apresentou uma das menores quantidades totais de sementes (316L e 340B) e
porcentagens de frutos com duas sementes. Seu baixo sucesso reprodutivo parece
estar relacionado a limitagcdo de polen, apesar da isopletia. P. hastisepala foi a
Unica espécie que apresentou diferencas no sucesso reprodutivo entre os morfos.
O longistilo apresentou a mais baixa frutificacdo natural (20%) e 0 menor numero de
frutos (121, contra 229 de B) e de sementes (229, contra 444) registrados.
Provavelmente, a oclusdo do estigma das flores longistilas, com pélen incompativel,
e os danos causados por herbivoros ao seu estigma, exposto fora do tubo floral,

podem ser fatores relacionados ao seu baixo sucesso reprodutivo.
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Sucesso reprodutivo de trés espécies distilicas de Psychotria (Rubiaceae) em
fragmento florestal do sudeste brasileiro

Introducéo

Psychotria € um dos géneros de Rubiaceae que possui 0 maior numero de
espécies distilicas (Almeida & Alves, 2000), que sado encontradas, comumente, em
sub-bosques de florestas tropicais (Hamilton, 1990; Taylor, 1996).

A distilia € um dimorfismo floral controlado geneticamente e normalmente
identificado por duas caracteristicas principais: posicionamento reciproco de
estigmas e anteras entre dois morfos florais, brevistilo (B) e longistilo (L),
produzidos em individuos distintos, e presenga de um sistema de incompatibilidade
apos polinizagbes ilegitimas (auto e intramorfos). Nas espécies distilicas, a
frutificagdo, geralmente, é dependente de polinizagbes legitimas (intermorfos),
realizadas pelos polinizadores (Barrett, 1992).

O sucesso reprodutivo (sensu Contreras & Ornelas, 1999) de espécies
distilicas é dependente de varios fatores associados, como, por exemplo, outros
dimorfismos florais, além dos citados anteriormente (Vuilleumier, 1967; Ganders,
1979; Sobrevilla et al., 1983; Dulberger, 1992; Ree, 1997; Dulberger & Ornduff,
2000; Faivre & McDade, 2001; Ornelas et al., 2004a; Ornelas et al., 2004b; Teixeira
& Machado, 2004a; Pereira et al., 2006), a propor¢édo equilibrada entre os morfos
(isopletia), na populagdo (Sobrevilla et al., 1983; Pailler & Thompson, 1997), a
distribuicdo espacial dos morfos, na populagdo (Wesselingh et al., 1999) e o
comportamento dos polinizadores (Linhart, 1973; Murcia & Feinsinger 1996). Soma-
se a esses fatores, a fenologia de floracdo e a freqliéncia de visitacdo dos
polinizadores, em cada morfo (capitulo 1).

Em algumas situa¢des, o dimorfismo interfere no fluxo de pdlen entre os
morfos e acarreta conflito reprodutivo entre eles e, como conseqiiéncia, um tende a
exercer a funcdo feminina e o outro, a masculina; nesse caso, ha desvio da
propor¢cdo equilibrada (anisopletia) entre morfos (Richards, 1997; Contreras &
Ornelas, 1999). Esse desvio também foi registrado em espécies distilicas
autocompativeis (Ganders, 1979) e com propagagao vegetativa (Sobrevila et al.,
1983; Rossi et al., 2005), nas quais registrou-se baixa frutificagao (< 25%; Rossi et
al., 2005).

As espécies estudadas, Psychotria conjugens Mull. Arg., P. hastisepala Mull.
Arg. e P. sessilis Vell.,, sdo distilicas, isopléticas, exceto P. conjugens, e

apresentam varios dimorfismos florais; esses dados foram obtidos por Pereira et al.
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(2006), no mesmo local do presente estudo e em uma area de cerca de um hectare.
Essas autoras verificaram que essas espécies sdo auto-incompativeis, apoés
polinizagdes manuais in vitro. Seu sucesso reprodutivo, entretanto, € desconhecido,
assim como a ocorréncia de dimorfismo em seus graos de pélen. Com o objetivo de
conhecer o sucesso reprodutivo dessas plantas, buscaram-se dados adicionais
sobre a sua biologia reprodutiva, tais como: 1) A proporgao de individuos entre os
morfos florais de cada espécie, em uma area de sete hectares; 2) A frutificacdo
apos polinizagdes manuais in vivo; 3) As diferencas de tamanho e viabilidade dos
graos de polen dos morfos florais de cada espécie; 4) A frutificacao e a produgao de

sementes por morfo em cada espécie.

Material e métodos

Area de estudo e espécies estudadas - O estudo foi desenvolvido na Estacdo de
Pesquisa Treinamento e Educacdo Ambiental Mata do Paraiso (EPTEAMP),
fragmento florestal do municipio de Vigosa (20°45’S e 42°51'W), Zona da Mata do
Estado de Minas Gerais, com cerca de 650m de altitude. O clima de Vigosa é
caracterizado por apresentar temperatura média anual de 19°C, precipitacao anual
de 1300 a 1400mm, com o periodo de maior precipitacdo ocorrendo entre os meses
de outubro a margo (Fig. 1), e umidade relativa do ar de 80 a 85%. Durante o
periodo de estudo (set/2004 a abril/2005 e set/2005 a abril/2006) observou-se que a

maior média mensal de precipitagdo ( X = 5,22mm) concentrou-se nos meses de

dezembro a margo, periodo em que também foram observadas as temperaturas

mais elevadas (Y = 21,44°C) . Os dados climatolégicos foram fornecidos pela
Estacdo Meteorolégica da Universidade Federal de Vigosa.

A vegetagéo original de Vicosa esta inserida nos dominios da Floresta
Atlantica (Rizzini, 1992) e foi classificada, por Veloso et al. (1991), como Floresta
Estacional Semidecidual Submontana. A EPTEAMP é uma area de preservacao
ambiental, de regeneracédo secundaria, com cerca de 168 ha e esta vinculada ao
Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vigosa.

P. conjugens e P. hastisepala sao subarbustos de 1,0 a 2,5 m, ambas com
distribuicdo restrita ao territério nacional, ocorrendo do sul do Para até o Rio
Grande do Sul (Andersson, 1992). P. sessilis é arbusto de 1,5 a 3,5 m de altura e,
além do Brasil, ocorre em varios outros paises sul-americanos (Andersson, 1992).
Todas habitam o sub-bosque e suas flores apresentam antese diurna, corola

tubulosa, de cor branca ou creme e tém duracao de um dia (Pereira et al., 2006).
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Figura 1. Precipitacdo e temperatura média, ao longo do ano em Vigosa, Minas
Gerais (média de 1961 a 1990). Fonte: Marangon (1999)

Os frutos séo drupaceos e ornitocéricos (sensu Pijl, 1982). Cada fruto produz de
uma a duas sementes (obs. pes.). Espécimes-testemunho encontram-se
depositados no Herbario VIC da Universidade Federal de Vigosa (nos. 26.963,
26.964 e 26.974).

Proporcao entre os morfos florais - Em uma area de sete hectares, foi feita a
contagem e identificados os morfos de todos os individuos floridos, de cada
espécie. A distancia minima mantida entre individuos foi de 3 m. Desse modo,
tentou-se evitar a inclusédo, na contagem, de clones, produzidos pelas espécies com

reproducdo vegetativa (P. hastisepala, obs. pess.).

Polinizacbes manuais in vivo - Os tratamentos foram realizados em dois
episddios reprodutivos consecutivos, exceto para P. conjugens. Nesta espécie, as
polinizagdes manuais foram realizadas somente na floragao de 2005/2006. Utilizou-
se a metodologia de Bawa & Beach (1983): BxB e LxL (autopolinizagdo e
polinizacdo intramorfo) e BxL e LxB (polinizagdes intermorfos). Em todas as
espécies, inflorescéncias jovens foram isoladas com sacos de tecido do tipo
organza e as flores polinizadas tiveram seus pedicelos marcados com linhas
coloridas (cada cor correspondendo a um tipo de polinizagdo). As polinizagdes
manuais foram realizadas no periodo da manhd (7:00 as 9:00h). Algumas
inflorescéncias tiveram seus pedicelos marcados como controle, para avaliar a
eficiéncia da polinizagdo natural. Apds os tratamentos, as inflorescéncias

permaneceram ensacadas até a frutificagdo ou a queda da flor.

Tamanho e viabilidade dos grédos de pdlen - Para as medi¢des, foram coletados

cinco botdes, em pré-antese, de cinco individuos de cada morfo. Esses botbes
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foram estocados em Acido Acético. As anteras, de cada botdo floral, foram
maceradas em lamina e coradas com Carmim Acético (Radford et al., 1974). Em
cada lamina foram medidos oito graos, totalizando 200 graos por morfo. Devido ao
seu formato circular, em cada grao foram realizadas seis medidas (diametros) e
tirada a média. Imagens dos grdos de pdlen foram capturadas em microscopio
(OLYMPUS AX 70) e as medidas (um) foram obtidas usando o software Imagem-
pro plus.

Para a determinacdo da viabilidade dos grdos de pdlen, foram coletados
outros cinco botdes, em pré-antese, de cinco individuos diferentes, totalizando 25
botdes por morfo floral por espécie. Esses botdes foram estocados em etanol 70%.
As anteras, de cada botdo, foram maceradas em lamina, sobre uma gota de
Carmim Acético (Radford et al., 1974). Em cada lamina (total de 50) foram contados

200 graos (Kearns & Inouye, 1993).

Producgéo de frutos e sementes - Em cinco inflorescéncias de 10 individuos de
cada morfo de cada espécie estudada, foi feita a contagem do numero de

frutos/inflorescéncia, oriundos de polinizagdes naturais, e de sementes/fruto.

Andlise estatistica - Andlises estatisticas foram conduzidas usando o Programa
“‘General Linear Model”, no software Statistica versdo 5.5 (StatSoft, 2000). Nas

Andlises de Variancia foi aplicado o teste One - way ANOVA (Zar, 1999).

Resultados

Proporcao de morfos - A proporg¢ao de individuos foi de 93B:87L em P. sessilis,
28B:26L em P. hastisepala e 18B:15L em P. conjugens. Estas proporgdes nao
diferem de 1:1 e, por isso, a razdo entre os morfos é equilibrada, ou seja, ha

isopletia.

Sistema reprodutivo - Os resultados da Tabela 1 corroboraram os de Pereira et al.
(2006), ou seja, as espécies de Psychotria estudadas apresentaram
incompatibilidade apds polinizagdes ilegitimas. Os frutos registrado em P.
conjugens e P. hastisepala, apdés a autopolinizagdo LxL (Tabela 1), deve ser
resultante de uma contaminacao acidental. Os resultados dos controles indicaram
que os polinizadores tém realizado o fluxo génico entre os morfos florais de cada
espécie estudada (Tabela 1). Entretanto, as frutificagbes em P. conjugens foram

baixas, nesse tratamento, se comparadas com as das demais espécies, exceto com
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Tabela 1. Resultados das polinizagdes manuais, in vivo, em flores de espécies de
Psychotria, na Estagdo de Pesquisa, Treinamento e Educagdo Ambiental Mata do
Paraiso, Vigcosa, Minas Gerais. AP = Autopolinizag¢ao, Pl = Polinizagao intramorfos,
PL = Polinizagdo legitima, CO = Controle, B = Brevistila, L = Longistila.

Testes Morfos P. sessilis P. conjugens P. hastisepala
Ind. Flor Fruto Ind. Flor Fruto Ind. Flor Fruto
N° N° N°/ % N° N° N°/ % N° N° N°/ %
AP BxB 10 18 0/0 5 8 2125 11 16 0/0
LxL 10 22 0/0 8 10 1/10 13 15 1/6
Pl BxB 9 12 0/0 6 8 0/0 12 15 0/0
LxL 12 15 0/0 6 8 0/0 10 15 0/0

PL BxL 15 18 13/72 6 7 6/86 10 13 4731
LxB 12 156 11/73 8 9 6 /66 9 16 6/37

CO B 8 72 38/53 5 35 10/29 8 55 32/58
L 9 63 45/72 5 38 8121 9 81 16 /20

o morfo longistilo de P. hastiepala, que também apresentou baixa frutificacdo
(Tabela 1).

Viabilidade e tamanho dos grdos de pélen - A viabilidade do pdlen encontra-se
na (Tabela 2), nao houve diferenga significativa entre os morfos. Os didmetros dos
graos de podlen das flores brevistiias, em todas as espécies, foram

significativamente maiores que os das longistilas (Tabela 2).

Producgéo de frutos e sementes - O numero de frutos e de sementes, de cada
morfo floral, das espécies estudadas, encontra-se na Tabela 3. Nao houve
diferenca significativa no numero de frutos entre os morfos de P. sessilis (F = 0,32,
p = 0,56), na porcentagem de frutos com uma semente (F = 0,09, P = 0,76) e com
duas sementes (F = 0,43, p = 0,51) e no numero total de sementes produzidas (F =
0,89, p = 0,34). P. conjugens também nao apresentou diferencas significativas
nesses mesmos parametros (respectivamente, F = 0,009, p = 0,92; F = 2,03, p =
0,17; F=0,3, p=0,58; F = 0,08, p = 0,77) . Por outro lado, as flores brevistilas de
P. hastisepala produziram um numero de frutos significativamente maior (F = 4,80;
p = 0,04) que as flores longistilas (Tabela 3), assim como foi maior o nimero de
frutos com duas sementes (F = 6,03; p = 0,02) e de sementes totais produzidas (F =
6,61; p = 0,013); ndo houve diferenga significativa, entre morfos, apenas quanto a

porcentagem de frutos com uma semente (F = 0,02, p = 0,88) (Tabela 3).
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Tabela 2. Viabilidade e tamanho de grdos de pdlen de Psychotria sessilis, P.
conjugens e P. hastisepala na Estagdo de Pesquisa, Treinamento e Educacao
Ambiental Mata do Paraiso, Vigosa, Minas Gerais.

Espécie/ Viabilidade de pélen (%) Didmetro de pdlen
morfos (,u_m) o
X DP F X DP F

P. sessilis/
B 81,62 + 14,23 0,49 (NS) 8,40 + 0,53 797,1**
L 76,16 + 28,19 7,16 £ 0,31
P. conjugensl/
B 69,34 + 26,06 2,44 (NS) 8,40 + 0,36 487 ,4**
L 64,40 = 25,54 7,72 £ 0,24
P. hastisepalal
B 90,82+ 7,51 0,11 (NS) 9,77+0,32 738,4**
L 90,71 + 9,29 8,74 £ 0,42

"P / 0,05 pelo teste One-Way Anova

Tabela 3. Numero de frutos, porcentagem de frutos com uma ou duas sementes e
total de sementes produzidas, nos morfos florais de espécies de Psychotria, na
Estacdo de Pesquisa Treinamento e Educacdo Ambiental Mata do Paraiso, Vigosa,
Minas Gerais.

Espécie Morfo  Frutos (no.) Frutos (%) com Total de
sementes
1 semente 2 sementes (no.)
P. sessilis B 569 27,60 72,40 981
L 717 26,10 73,90 1248
P. conjugens B 196 26,50 73,50 340
L 203 44,30 55,70 316
P. hastisepala B 229 6,10 93,90 444
L 121 10,80 89,20 229
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Discussao

A isopletia verificada em P. sessilis e P. hastisepala confirmaram os dados
de Pereira et al. (2006). Essas autoras, entretanto, mencionaram que P. conjugens,
na EPTEAMP, é anisoplética, diferindo dos resultados do presente estudo. Essa
diferenca deve ser resultante do tamanho da area amostrada; a area é cerca de
sete vezes maior que a utilizada por Pereira et al. (2006). A razao equilibrada entre
os morfos florais € uma caracteristica desejavel em espécies distilicas (Murcia,
1996), pois deste modo podem contribuir igualmente para o seu sucesso
reprodutivo, e tem sido registrada em outras espécies distilicas de Psychotria
(Castro & Araujo, 2004; Coelho & Barbosa, 2004; Rossi et al., 2005).

A alta viabilidade dos graos de pdlen, tal como verificado, é caracteristica
comum em espécies heterostilicas (Dulberger, 1992), também registrada em
Psychotria poeppigiana (Coelho & Barbosa, 2004) e P. barbiflora (Teixeira &
Machado, 2004a). O maior didmetro do pdlen em flores brevistilas também é
resultado esperado em espécies distilicas, inclusive em espécies de Psychotria
(veja Jung-Mendacolli & Melhem, 1995). Estas diferengas morfométricas, segundo
Ganders (1979), sdo necessarias para que haja maior armazenamento de reservas
nos graos das flores brevistilas; essa reserva adicional daria condigbes de
crescimento dos seus tubos polinicos nos longos estiletes das flores longistilas.

Dentre as espécies estudadas, o maior sucesso reprodutivo foi registrado
em P. sessilis, favorecido pelas altas frutificagdes naturais, viabilidades dos graos
de polen e producdes de frutos e sementes, em ambos morfos, além da isopletia. E
amplamente visitada pelos polinizadores e sua floracdo é abundante (capitulo 1).
Na area de estudo, apesar da vegetacdo alterada, essa espécie parece estar
amplamente distribuida; foram amostrados, no minimo, cerca de 3,4 vezes mais
individuos de P. sessilis que as demais espécies (180 contra 33 de P. conjugens e
54 de P. hastisepala). Todas essas caracteristicas parecem agir em sinergia
garantindo o seu sucesso reprodutivo. Em espécies nas quais a polinizagao
cruzada é obrigatéria e realizada por insetos, tal com em P. sessilis, o tamanho da
populacdo esta diretamente relacionado com a atracdo de polinizadores e tem
influéncia positiva no seu sucesso reprodutivo (Sih & Baltus, 1987; Aguilar & Galeto,
2004).

P. conjugens apresentou frutificacdes naturais, viabilidades dos gréos de
polen e produgdes de frutos e sementes menores que as obtidas em P. sessilis,
assim como foram menores as intensidades de sua floragao e de visitagado (capitulo

1). Essa espécie foi a que apresentou o menor niumero de individuos amostrados,
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embora esteja em isopletia. Segundo Sih & Baltus (1987), pequenas populagdes
tém a sua atratividade reduzida e o seu sucesso reprodutivo é afetado. De fato,
dentre as espécies estudadas, P. conjugens foi a que apresentou a menor
quantidade total de sementes, exceto em relagdo ao morfo longistilo de P.
hastisepala, e as menores porcentagens de frutos com duas sementes, o que indica
limitagdo de pdlen, semelhante ao registrado em outras espécies auto-
incompativeis e com populagdes reduzidas (Jennersten, 1988; Agren, 1996). A
quantidade de pdélen tem sido um fator inibidor no sucesso reprodutivo de espécies
auto-incompativeis (Tomimatsu & Ohara, 2002). Verifica-se, portanto, que a razéo
equilibrada entre os morfos de P. conjugens, por si, ndo garantiu frutificacdes
abundantes e demonstra que a isopletia ndo deve ser vista como um fator isolado,
que garanta o sucesso reprodutivo de espécies distilicas, na populacao.

As flores longistilas de P. conjugens apresentaram a tendéncia de serem
mais visitadas que as brevistilas (nove vezes mais, capitulo 1) e, apesar disso,
produziram menor quantidade total de sementes e maior porcentagem de frutos
com uma semente. Esses resultados indicam que, nessas flores, a exposi¢cao do
estigma, fora do tubo da corola, pode ter favorecido a deposicdo de pdlen
incompativel, uma vez que os polinizadores tendem a visitar sequencialmente todas
as flores do mesmo individuo (geitonogamia sensu Richards, 1997, capitulo 1).
Esse comportamento poderia causar a oclusdo do estigma e estilete com graos de
polen incompativeis e impossibilitaria ou diminuiria as chances de germinagao de
graos de pélen compativeis, tal como verificado por Ganders (1979) e Dulberger
(1992), em outras espécies distilicas.

P. hastisepala foi, dentre as espécies estudadas, a que apresentou
diferencas entre os morfos, em relagao as frutificagdes naturais e a producéo de
frutos e sementes. As flores brevistilas produziram duas vezes mais frutos que as
longistilas, no controle, e cerca de duas vezes mais sementes. Essa espécie
também foi a Unica, dentre as estudadas, que apresentou reproducido vegetativa
(obs. pess.). Esse mecanismo reprodutivo pode alterar a proporgdo esperada em
espécies heterostilicas, privilegiando o morfo que possuir maior capacidade de
instalacdo de novos clones (Grandisioli, 1997). Entretanto, isso ndo parece ocorrer
com P. hastisepala, dado a sua isopletia, na area de estudo. Portanto, outros
fatores tém afetado o sucesso reprodutivo das flores longistilas.

P. hastisepala foi também, dentre as espécies estudas, a que apresentou a
menor intensidade de floragao, numero de flores abertas/individuo/dia e freqiéncia
de visitagdo (capitulo 1). Os polinizadores, observados por dois anos consecutivos,

foram inconstantes, tanto entre os morfos quanto entre os anos estudados (capitulo

37



1). No entanto, as flores brevistilas ndo pareceram ter sido afetadas, considerando
0 seu maior sucesso reprodutivo em relagao as longistilas e aos morfos florais de P.
conjugens.

Sucessos distintos, entre morfos de espécies distilicas, tém sido registrados
e as justificativas para essas diferengas envolveram o comportamento de
polinizadores (Stone, 1996; Teixeira & Machado, 2004a; b; Castro & Araujo, 2004) e
a oclusdo do estigma de flores longistilas com pdélen incompativel (Teixeira &
Machado, 2004b). Entretanto, estudos realizados com P. barbiflora demonstraram
que o sucesso reprodutivo dos morfos, quando analisados em populagdes distintas,
pode variar. Monteiro et al. (1991) observaram que as flores longistilas de P.
barbiflora produziram maior numero de frutos que as brevistilas, em populacéo de
cerrado; Teixeira & Machado (2004a), analisando uma populagao de Mata Atlantica,
observaram maior producdo de frutos nas brevistilas. O baixo sucesso das
longistilas em P. hastisepala, na area do presente estudo, também pode estar
relacionado a oclusédo do estigma, como verificado por Webb e Lloyd (1986). Além
disso, um outro fator que pode ter afetado o sucesso dessas flores foi os danos
(herbivoria) causados por coledpteros, freqlientemente registrados na area de
estudo, aos estigmas expostos do morfo longistilo. Esses danos, entretanto, n&o
foram quantificados e, estudos posteriores, poderdao esclarecer melhor seu
significado. A produgdo de sementes em P. hastisepala, em seis outros fragmentos
do municipio de Vigosa, menores que o utilizado no presente estudo, também foi

significativamente maior no morfo brevistilo (capitulo 3).

Conclusdes

1. As espécies estudadas, na area de estudo, sdo isopléticas: a proporgdo de
individuos € de 93B:87L em Psychotria sessilis, 28B:26L em P. hastisepala e
18B:15L em P. conjugens.

2. As espécies sdo auto-incompativeis e apresentam alta viabilidade dos gréaos de
polen; os maiores diametros de graos sao das flores brevistilas.

3. A producao de frutos e sementes entre os morfos de P. sessilis e de P.
conjugens é semelhante e os de P. hastisepala é desigual; nesse caso & maior
no brevistilo.

4. O maior sucesso reprodutivo é de P. sessilis, devido a abundante floragao, as
altas freqUéncias de visitacdo, as altas producbes de frutos e de sementes,
além da viabilidade dos graos, da isopletia e do grande numero de individuos

amostrados.

38



5. P. conjugens apresenta o menor numero de individuos, uma das menores
quantidades de sementes registradas e, no morfo longistilo, a menor
porcentagem de frutos com duas sementes; esses resultados indicam limitagao
de polen, apesar da isopletia.

6. O baixo sucesso reprodutivo do morfo longistilo de P. hastisepala pode estar
relacionado ao comportamento do polinizador, resultando na oclusdo do
estigma com podlen incompativel, e aos danos ao seu estigma, exposto fora do

tubo floral, provocado por coledpteros.
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CAPITULO 3

Efeito da fragmentacéao florestal no sucesso reprodutivo e na diversidade
genética de Psychotria hastisepala Mill. Arg. (Rubiaceae)
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo analisar os efeitos da fragmentagao
no sucesso reprodutivo e na diversidade genética de Psychotria
hastisepala. As analises foram conduzidas em um total de 91
individuos provenientes de sete fragmentos florestais da microrregidao de Vigosa -
MG. A avaliacdo do sucesso reprodutivo foi realizada por meio da contagem
do numero de frutos e de sementes obtidos de até cinco inflorescéncias
coletadas aleatoriamente de cada um dos 91 individuos apoés
polinizacdo natural. O sucesso reprodutivo de individuos do morfo
brevistila foi significativamente superior aquele encontrado em
individuos do morfo longistila para todos os fragmentos analisados.
Nao houve correlagdo  significativa entre  sucesso reprodutivo e
tamanho do fragmento onde os individuos foram amostrados. As
andlises de diversidade genética foram conduzidas por meio de
marcadores ISSR, utilizando-se dez primers que possibilitaram a
obtengdo de 89 bandas polimérficas. A porcentagem de polimorfismo
entre fragmentos variou entre 29,21 até 77,53, sendo que a média foi
de 60,99 %. As médias dos indices de diversidade genética de Nei e
de diversidade de Shannon entre fragmentos foram 0.215 e 0.322,
respectivamente; enquanto que ao nivel de espécies estes indices
foram 0.366 e 0.538. Resultados da AMOVA demonstraram que 64.48 % da
variagdo genética encontra-se dentro dos fragmentos e que 3552 %
encontra-se entre fragmentos. A AMOVA revelou também que nao houve
diferencas significativas de variagdo genética quando fragmentos que
apresentaram  maior sucesso reprodutivo foram  contrastados com
fragmentos de menor sucesso reprodutivo. De maneira similar, a AMOVA
revelou ndo haver diferengas significativas de variagdo genética
quando individuos amostrados em fragmentos de maior tamanho foram
contrastados com individuos amostrados em fragmentos menores. A
distdncia genética ndo estd correlacionada com distdncia geografica

dos fragmentos.
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Efeito da fragmentacéo florestal no sucesso reprodutivo e na diversidade
genética de Psychotria hastisepala Mull. Arg. (Rubiaceae)

Introducéo

No bioma Floresta Atlantica, a principal causa da perda da diversidade
genética é a destruicao de habitats, provocada pela fragmentacdo (Pinto et al.,
2006). As alteragdes no tamanho, na forma e na distribuicdo dos habitats afetam a
taxa de extincdo, o tamanho das populagdes locais (Scheneider, 2003) e 0 sucesso
reprodutivo de espécies vegetais (Cunningham, 2000b; Wolf & Harrison, 2001,
Donaldson et al., 2002), alterando também a sua estrutura genética (Cascante et
al., 2001; Fuchs et al., 2002).

De acordo com Fahrig (2003), as probabilidades de ocorréncia de
polinizacado e de dispersdo entre os fragmentos sdo dependentes de fatores que
atuam em conjunto, tais como, o grau de isolamento do fragmento, a capacidade
intrinseca de dispersdo que cada espécie apresenta e a qualidade da matriz, ou
seja, toda e qualquer composi¢cao vegetal ou de outra natureza que circunde os
remanescentes florestais e apresente fisionomia diferente deles (Olifiers &
Cerqueira, 2006).

Espécies vegetais, em fragmentos florestais isolados, tendem ao
cruzamento entre individuos aparentados, ou seja, ao endocruzamento (Schneider,
2003). Esse processo contribui para o aumento da similaridade genética entre
individuos de uma mesma populagcdo e, consequentemente, da proporcao de loci
em homozigoze. O aumento da homozigose favorece a expressdo de alelos
recessivos deletérios e diminuicdo do valor adaptativo de loci codominantes,
podendo causar a diminuicdo da capacidade de adaptagdo dos individuos as
variagbes ambientais, provocadas por fatores bibticos e abidticos (Hendrick et al.,
1996).

O endocruzamento, entretanto, tende a ocorrer em espécies com flores
perfeitas e autocompativeis e é facilitado pela autopolinizagdo. Espécies didicas,
distilicas (mais detalhes em Barrett, 1992) e auto-incompativeis, por outro lado, séo
dependentes de polinizadores, o que as tornam mais susceptiveis a fragmentagao
florestal (Murcia, 1996). As plantas que dependem de polinizadores para a
frutificagdo, e esses nao se deslocam entre fragmentos, tendem a endogamia e a
reducao da variabilidade genética ou a extingao local (Kearns et al., 1998). Diante
do exposto, € importante a identificacdo dos padrbes da diversidade genética de

espécies vegetais para o entendimento da biodiversidade, visto que o potencial de
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uma planta em responder as mudangas ambientais dependera da extensdo e do
tipo de sua diversidade genética (Martinelli, 2006).

Psychotria hastisepala é distilica (Pereira et al., 2006) e, no municipio de
Vigosa, Zona da Mata mineira, no qual foram coletados os dados para o presente
estudo, ocorre em baixadas, em areas sombreadas e umidas, de sub-bosques de
fragmentos florestais. A vegetacdo original desse municipio era constituida por
florestas continuas, inseridas nos dominios da Floresta Atlantica, classificada como
Floresta Estacional Semidecidual Submontana (Veloso et al., 1991).
Posteriormente, essa vegetacao foi substituida pelo cultivo de café e a cobertura
vegetal predominante é de pastagem de capim-gordura (Mellinis minutiflora Beauv.)
e matas secundarias, em diferentes estadios de sucessao (Valverde, 1958).

Pereira (1999) mapeou 1.114 poligonos no municipio de Vigosa e nos seus
distritos (Silvestre, Cachoeira de Santa Cruz e o povoado de Sao José do Triunfo),
dividindo-os em sete classes: areas urbanas; areas agricolas e de pastagens;
culturas perenes; eucaliptos; capoeirinha; capoeira; e mata. Essa ultima classe
engloba 474 fragmentos florestais, 434 deles pertencentes ao municipio de Vigosa
(Pereira, 1999). Esses fragmentos ocupam cerca de 33% da regido (Ribon, 1998;
Pereira, 1999) e cerca de 60% deles encontram-se isolados (Pereira, 1999). Muitos
fragmentos que ocorrem nessa microrregido possuem cerca de 20-60 anos de
idade; no entanto, alguns podem variar entre 70-90 anos. A vegetagao primaria é
rara, ocorrendo em menos de 1% dos fragmentos (Ribon et al., 2003).

Marcadores ISSR (inter-simple sequence repeat) (Zietklewicz et al., 1994)
sao amplamente utilizados em estudos de diversidade genética por ndo necessitar
de informacéao prévia da sequiéncia de DNA, ter baixos custos de desenvolvimento
e os procedimentos laboratoriais podem ser transferidos para qualquer espécie de
planta. Os primers de ISSRs sao sequéncias de microsatélite, ancoradas ou ndo na
extremidade 5’ ou 3’ por nucleotideos degenerados. A adi¢cdo de diferentes bases
nas extremidades 5’ ou 3’ torna seu sitio de ligagdo mais especifico e reproduzivel
(Zietkiewicz et al., 1994; Fang & Roose, 1997). Os primers de ISSRs amplificam a
regido entre os dois sitios de ligacéo. Indels, perda ou ganho de sitios de ligagao
dentro da regiao amplificada sdo detectados como bandas polimorficas (Yang et al.,
1996). Esta técnica tem demonstrado ser uma poderosa ferramenta para a
investigagdo da variagdo genética dentro de espécies (Wolfe & Liston, 1998). A
natureza hipervariavel dos marcadores ISSR e o seu potencial para estudos em
nivel de populagbes tém sido registrados em estudos de populagdes naturais
(Esselman et al., 1999).
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Este trabalho teve como objetivo analisar os efeitos da fragmentagdo no
sucesso reprodutivo e na diversidade genética de Psychotria hastisepala, em
fragmentos florestais de Vigosa e responder as seguintes questdes: 1) Ha
diferengas no sucesso reprodutivo, em cada fragmento, quando se compara os
morfos brevistilo e longistilo? 2) O sucesso reprodutivo € dependente do tamanho
da area do fragmento? 3) Ha correlagido entre sucesso reprodutivo e variabilidade
genética existente nos fragmentos? 4) A distancia genética se correlaciona com

distancia geografica dos fragmentos?
Material e Métodos

Areas de estudo - O municipio de Vicosa apresenta altitude média de 690m (Leal-
Filho, 1992), precipitacdo média anual de 1221 mm e temperatura média de 19 a
22°C (Castro, 1980). O clima, segundo Koéppen, é do tipo Cwa, mesotérmico umido,
com verdes quentes e chuvosos e invernos frios e secos.

Durante o ano de 2005, foram organizadas expedi¢des em 18 fragmentos
florestais, para verificar a ocorréncia de P. hastisepala. Os critérios de selecéo
foram a maior similaridade floristica e o seu estadio de sucesséo, segundo Ribon
(1998). P. hastisepala foi encontrada em apenas sete fragmentos e estes foram
definidos como areas de estudo (Fig. 1, Tabela 1). Neles foi quantificado o numero
de individuos de cada morfo floral e observado o tipo de matriz. Com auxilio de

GPS, foi determinado o posicionamento geografico de cada fragmento (Tabela 1).

Tabela 1. Identificagdo de sete fragmentos florestais (com abreviagdo), com
populagdes de Psychotria hastisepala no municipio de Vigosa, Minas Gerais, e sua
matriz, localizagdo geografica e area.

Fragmento florestal Matriz Coordenadas Area do
fragmento
(ha)
Barbara Rubim (BR) Pastagem 20°49'53.9” S 41
42°50'59.1" W
Sitio Cristais (SC) Pastagem e eucalipto 20°46'47.5” S 17,1
42°50'01.5" W
Sitio Sr. Agostinho (SA) Café, eucalipto 20°45’50.8" S 25,1
pastagem e rodovia 42°50'18.9" W
Sitio Sr. Nico (SN) Milho, matas e pastagem 20°4737.2 S 38,8
42°5042.1" W
Mata da Biologia (MB) Cidade e pastagem 20°4523.7" S 73,5
42°52'19.6" W
Quim-Quim (QQ) Milho, pastagem e 20°49'51.7" S 145,0
rodovia 42°55'50.9" W
Mata Paraiso (MP) Café e pastagem 20° 48'07.3" S 168,7
42°51°'29.3" W
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Figura 1. Localizagdo do municipio de Vigcosa e dos fragmentos florestais,
utilizados no presente estudo: A — Mapa do Brasil, com o Estado de Minas Gerais
€ 0 municipio de Vigosa, na Zona da Mata mineira, em destaque; B — Distribuicdo
dos sete fragmentos florestais (em azul), no municipio de Vigosa. As abreviagdes
de cada fragmento estdo de acordo com a Tabela 1.
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Espécie estudada - Psychotria hastisepala é arbustiva e ocorre em baixadas, em
areas sombreadas e umidas, de sub-bosques de fragmentos florestais. Suas flores
sdo agrupadas em inflorescéncias terminais, com bracteas e bractéolas involucrais
paleaceas, que permanecem na inflorescéncia até a frutificacdo. A corola é branca,
tubulosa, com 10,0 - 15,5 mm de comprimento e suas flores em antese duram 24
horas (Pereira et al., 2006). E distilica, ou seja, apresenta hercogamia reciproca e
sistema de auto-incompatibilidade intramorfos (Pereira et al., 2006), por isso, a
producdo de sementes, resulta obrigatoriamente de polinizagdes intermorfos,
realizadas por insetos polinizadores (capitulos 1 e 2). Também apresenta
reproducao vegetativa (obs. pes.). No Brasil, possui ampla distribuicao, ocorrendo
no sul do Para, Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul (Andersson, 1992).

Sucesso reprodutivo - O sucesso reprodutivo, aqui definido como a producao de
frutos e de semente, segundo (Dafni, 1992), foi verificado em 2005. Em todos os
fragmentos estudados, foram etiquetados até 10 individuos de cada morfo. Na
tentativa de excluir clones, cada individuo etiqguetado encontrava-se a uma distancia
minima de 3m do individuo mais proximo. Nos individuos amostrados, foram
coletados, aleatoriamente, até cinco inflorescéncias com frutos desenvolvidos,
oriundos de polinizagédo natural. Os frutos e as sementes (uma ou duas sementes),
de cada inflorescéncia, foram contados. A média da producdo de sementes por
fragmento foi obtida pelo nimero total de sementes produzidas nos dois morfos,

divididas pelo numero de individuos amostrados em cada fragmento.

Extracdo de DNA - O material vegetal para extracdo de DNA foi coletado dos
mesmos individuos utilizados para o estudo do sucesso reprodutivo. DNA genémico
total foi extraido de aproximadamente 100 mg de folhas jovens, usando protocolo
de CTAB descrito por Doyle e Doyle (1987), com poucas modificagbes. O tecido
foliar foi macerado em almofariz na presenga de nitrogénio liquido. O material foi
transferido para microtubos de 2 mL, ao qual foram adicionados 800 uL de tampéo
de extragcdo CTAB (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1,4 M cloreto de sédio; 20 mM EDTA,;
2% CTAB; 2% polivinilpirrolidona (PVP) e 2% B-mercaptoetanol) e incubado a 65°C
por 5 minutos. A seguir, foram adicionados 700 pL de cloroférmio:alcool isoamilico
24:1 (v:v). Os tubos foram agitados por 1 minuto em vértex e centrifugados a

13.000 rpm em centrifuga 5415D (Eppendorf) por 10 minutos. O sobrenadante foi
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transferido para um novo tubo e precipitado com o0 mesmo volume de isopropanol
gelado por 12 horas. Apés este periodo, o material foi centrifugado a 13.000 rpm
por 10 minutos e o precipitado foi lavado uma vez com etanol 70% e uma vez com
etanol 95%. Depois da secagem por 15 minutos em temperatura ambiente, o
precipitado foi ressuspendido em 200 uL de TE (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA, pH
8,0) contendo RNAse (40 pg/mL) e a solugdo incubada a 37°C por 30 minutos.
Posteriormente, a solugao foi precipitada com a adicdo de acetato de aménio 7,5 M
na propor¢cado 1:10 (acetato:DNA ressuspendido) e 2/3 do volume de isopropanol
gelado por 4 horas. A seguir, o material foi centrifugado a 13.000 rpm por 10
minutos. O precipitado foi lavado uma vez com etanol 70% e uma vez com etanol
95% e ressuspendido em 40-60 ulL de TE.

A qualidade e a concentracdo do DNA foram confirmadas por eletroforese
em gel de agarose 0,8% com marcador de DNA A. As solugbes estoque foram
preparadas por diluigbes com agua ultrapura autoclavada, de forma a se obter uma
solugéo de trabalho com concentracao final de aproximadamente 10 ng/uL de DNA

gendémico.

Selecédo de primers e otimizagcdo do PCR - Vinte primers de ISSR obtidos da
Universidade de British Columbia (UBC set n° 9) foram testados para amplificagao
inicial. Nestes primers foram examinadas as condi¢cbes otimas para detectar ISSRs
em amostras de DNA de P. hastisepala (Tabela 2). Os efeitos da concentragédo de
primer, DNA template, MgCl,, formamida e a influéncia da temperatura de
anelamento na reprodutibilidade do padrdao de bandeamento foram analisados
(Tabela 2).

Tabela 2. Primers usados para amplificagdo de ISSR em 91 individuos de
Psychotria hastisepala amostrados em sete fragmentos florestais de Vigosa, MG.
Temperatura de anelamento (Tm), nUmero de bandas (NB)

Primer
Caodigo Seqiéncia Tm NB

(5-3) (°C)
UBC 807 (AGA GAG)s GT 46 8
UBC 808 (AGA GAG)s GC 48 7
UBC 834 (AGA GAG)s GYT 47 10
UBC 835 (AGA GAG)s GYC 50 9
UBC 836 (AGA GAG)s GYA 47 10
UBC 844 (CTC TCT)s TRC 51 9
UBC 848 (CAC ACA) 5 ARG 48 9
UBC 873 (GAC AGA)s A 51 9
UBC 880 (GGA GAG GAG AGG AGA) 48 8
UBC 891 (HVH TGT GTG TGT GTG)TG 52 10
Total 10 89

*Y=CouT;R=AouG;H=A,CouT;V=ACouG
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PCR - Amplificacédo de ISSR - Amplificacbes foram realizadas em um volume total
de 20uL contendo: Tris-HCI 10 mM (pH8.3); 50 mM KCI; 0.1% de tween 20; 2,5 mM
MgCl, ; 0,2 mM de cada dNTP; 0,2 uM de primer, 0,75 U de Tag DNA polimerase,
formamida 2%, aproximadamente 30 ng de DNA template e agua ultrapura. As
reagcdes de PCR foram conduzidas em termociclador GeneAmp, PCR System 9700
(Applied Biosystems) sob as seguintes condi¢des: 1 ciclo inicial de desnaturacdo a
94°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 45-53 °C
(dependendo do primer utilizado) por 45 segundos e 72 °C por 1,5 minutos e 1 ciclo
de extensdo final de 72 °C por 7 minutos. Os produtos de amplificagdo foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampéo de corrida TBE 1X
(89,175 mM de Tris Base; 88,95 mM de Acido Borico e 2,23 mM EDTA), em
voltagem constante de 110 V por quatro horas. A coloragcao do gel foi feita com
brometo de etideo (0,6 ng/mL). Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram
estimados, por comparagdo, com o marcador molecular de 100 pb DNA Ladder
(Invitrogen). Em seguida, o gel foi fotografado sob luz ultravioleta usando o sistema

de fotodocumentacao Eagle Eye |l (Stratagene).

Andlise de dados moleculares - Marcadores de ISSR sdo dominantes e, portanto
foi assumido que cada banda representa o fenétipo de um unico lécus (Williams et
al., 1990). Os fragmentos de ISSR amplificados foram codificados como caracteres
binarios: presenca (1) ou auséncia (0) de bandas homdlogas. Apenas bandas
robustas e inequivocas foram avaliadas, bandas com fraca intensidade ou
coalescentes com outras bandas foram excluidas. Os dados da matriz de
presenga/auséncia resultante foram analisados utilizando POPGENE v. 1.31 (Yeh
et al., 1999) para estimar os seguintes pardmetros de diversidade: porcentagem de
I6cus polimorficos P(%), indice de diversidade de Shannon (I) e a diversidade
génica de Nei (Hg) (Nei, 1973). P, | e He foram calculados em dois niveis: em nivel
de populacao e de espécie.

A andlise de varidancia molecular (AMOVA) foi usada para revelar a
distribuicdo da variabilidade genética dentro e entre os fragmentos florestais, onde
a diversidade genética total foi dividida em dois niveis hierarquicos distintos,
diferenca entre fragmentos, entre individuos dentro dos fragmentos. A AMOVA foi
realizada de acordo com Excoffier et al. (1992), com o auxilio do programa Arlequim
3.01 (Schneider et al., 2000). A significancia da diferenciacao foi testada com 1000
permutagdes, onde P denota a probabilidade de se observar um valor ao acaso

igual ou maior ao valor observado.
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O programa NTSYS-pc (Rohlf, 2005) foi empregado para a realizagdo da
analise de agrupamento baseado na média aritmética entre pares ndo ponderados
(UPGMA), empregando o coeficiente de Dice que é similar ao coeficiente de Nei e
Li (1972). O coeficiente de Dice é definido como 2a/2a+b+c, onde a € soma das
duplas presencgas, para dois setores comparados (1-1) com peso duplo tanto no
numerador quanto no denominador, b e ¢ sdo os pares discordantes entre os
setores, correspondendo as duas combinagdes de presenca e auséncia (1-0; 0-1).
O indice de similaridade de Dice nao atribui qualquer significado genético para a
coincidéncia de auséncia de bandas.

O teste de Mantel foi executado usando o programa Genes , baseado em
500 simulagdes.

Para construir fenogramas representativos das distancias genética entre
fragmentos, a matriz dos valores de Fgsr par-a-par dos fragmentos foi gerada
usando o Arlequin 3.01 (Excoffier et al., 2006), bem como a matriz das distancias
genéticas de Nei (1973) pelo POPGENE 1.31 (Yeh et al., 1999).

Resultados

Sucesso reprodutivo - O sucesso reprodutivo dos morfos de P. hastisepala esta
apresentado na Tabela 3. O numero de frutos por inflorescéncia e o total de
sementes produzidas foi significativamente maior no morfo brevistila, em todos os
fragmentos estudados (Tabela 3). Os numeros de frutos que apresentaram duas
sementes foram significativamente maiores em todos os fragmentos e em ambos os
morfos, exceto no longistilo do fragmento QQ; esse morfo produziu 68,4% de frutos
com uma semente (Tabela 3).

O numero médio de sementes produzidas por individuo, em cada fragmento,
encontra-se na Tabela 4. O teste de Mantel ndo detectou correlagcdo entre o
tamanho da area e o numero de sementes produzidas (r = -0,2057, P = 0,6389),
especialmente porque no menor fragmento (BR) foi obtida a maior média de

sementes produzidas por individuo (Tabela 4).

Polimorfismo de ISSR e diversidade genética dentro de fragmentos - Os dez
primers utilizados produziram 89 bandas (Tabela 2) e 98,88% de bandas
polimérficas, para as 91 amostras analisadas. A porcentagem de bandas
polimorficas - P(%) - foi muito diversificada entre os fragmentos florestais, variando
29,1% (SC) a 77,5% (MP) (Tabela 54). O indice de Nei (Heg) e de Shannon (I)

mostraram a mesma tendéncia, ou seja, os maiores indices de diversidade genética
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estdo nos fragmentos com maior numero de individuos amostrados (Tabela 5), os
quais também apresentaram maior sucesso reprodutivo, independentemente do
tamanho do fragmento (Tabela 3, 4). Observa-se, portanto, que a variabilidade
genética existente tende a correlacionar positivamente com o sucesso reprodutivo.
A anadlise da variabilidade genética, entre os morfos florais, foi similar para os
indices de Nei (0,33 B e 0,31 L) e de Shannon (0,49 B e 0,46 L). Os resultados da
AMOVA demonstram que a maior variagdo genética dos individuos de P.
hastisepala pode ser atribuida a diferengas entre individuos dentro dos fragmentos
(64,48%) e 35,52% desta diferenca reside entre os fragmentos florestais (Tabela 6).
Quando a variancia foi dividida entre os fragmentos que apresentaram maiores e
menores sucessos reprodutivos, 37,9% da variabilidade foram atribuidas as
populagdes dentro dos grupos de fragmentos e 65,4% as diferengas individuais
dentro das populagdes (Tabela 7). O valor (-3,35%) encontrado entre os fragmentos
€ interpretado como auséncia de variagdo (Tabela 7). Quando se analisa a
variabilidade dentre os fragmentos florestais com maiores e menores areas, a maior
porcentagem de variacao (63,47%) € atribuida a populag¢des dentro dos fragmentos
(Tabela 8).

Tabela 3. Sucesso reprodutivo por morfos de Psychotria hastisepala em sete
fragmentos florestais de Vigosa, Minas Gerais, no ano de 2005.

Fragmento™ Morfo Inflo./ Frutos Frutos (%) Total semente p°
(areaem ha) floral® (n°) 1semente 2 sementes
(no.ind.)

BR (4,1) B (10) 46/ 288 25,00 75,00 504 <0,05
L (10) 37 /206 23,30 76,70 364

SC (17,1) B (01) 05/ 19 15,80 84,20 35 <0,05
L (02) 10/1 0,00 100,0 2

SA (25,1) B (03) 15/ 48 8,34 91,66 92 <0,05
L (05) 25/18 16,60 83,40 33

SN (38,8) B (04) 20/75 9,30 90,70 143 <0, 05
L (02) 71720 15,00 85,00 37

MB (73,5) B (10) 50/215 9,40 90,60 410 <0,05
L (10) 50/130 9,20 90,80 248

QQ (145,0) B (06) 27174 35,10 64,90 122 <0, 05
L (08) 33/19 68,40 31,60 25

MP (168,7) B (10) 50/ 229 6,10 93,90 444 <0,05
L (10) 50/121 10,74 89,26 229

'Consultar tab. 1 para as abreviagdes
°B = brevistila; L= longistila
3Diferen(;as estatisticas foram determinadas pela analise de varidncia one-way Anova
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Tabela 4. Média da producdo de sementes por individuos, em sete fragmentos
florestais em Vigosa, Minas Gerais.

Fragmento® Area Individuos amostrados  Sementes/individuo
(ha) (no.) X DP
BR 4.1 20 43,40 *+ 31,82
sC 17,1 03 12,30 =+ 19,65
SA 251 08 15,62 + 25,16
SN 38,8 06 30,00 £ 21,11
MB 73,5 20 32,90 =+ 31,90
QQ 145,0 14 10,64 £ 1572
MP 168,7 20 33,65 + 22,76

'Consultar tab. 1 para as abreviagbes

Polimorfismo de ISSR e diversidade genética dentro de fragmentos - Os dez
primers utilizados produziram 89 bandas e 98,88% de bandas polimorficas, para as
91 amostras analisadas. A porcentagem de bandas polimorficas - P(%) - foi muito
diversificada entre os fragmentos florestais, variando 29,1% (SC) a 77,5% (MP)
(Tabela 4). O indice de Nei (Hg) e de Shannon (I) mostraram a mesma tendéncia,
ou seja, os maiores indices de diversidade genética estdo nos fragmentos com
maior numero de individuos amostrados (Tabela 5). A analise da variabilidade
genética, entre os morfos florais, foi similar para os indices de Nei (0,33 B e 0,31 L)
e de Shannon (0,49B e 0,46 L).

Os resultados da AMOVA demonstram que a maior variagdo genética dos
individuos de P. hastisepala pode ser atribuida a diferengas entre individuos dentro
dos fragmentos (64,48%) e 35,52% desta diferenca reside entre os fragmentos
florestais (Tabela 6). Quando a variancia foi dividida entre os fragmentos que
apresentaram maiores € menores sucessos reprodutivos, 37,9% da variabilidade
foram atribuidas as populagbes dentro dos fragmentos e 65,4% as diferengas
individuais dentro das populagées (Tabela 7). O valor (-3,35%) encontrado entre os
fragmentos é interpretado como auséncia de variacdo (Tabela 7). Quando se
analisa a variabilidade dentre os fragmentos florestais com maiores e menores
areas, a maior porcentagem de variagdo (63,47%) é atribuida a populagdes dentro

dos fragmentos (Tabela 8).

54



Tabela 5. Média da variabilidade genética de Psychotria hastisepala, detectada por
analises de ISSR, dentro de fragmentos florestais, em Vigosa, Minas Gerais.

Fragmentos®

(area em ha) N P (%) He I
BR (4,1) 20 76,40 0,263 0,394
SC (17,1) 03 29.21 0.129 0.185
SA (25,1) 08 53,93 0,201 0,299
SN (38,8) 06 49,44 0,189 0,280
MB (73,5) 20 75,28 0,250 0,379
QQ (145,0) 14 65,17 0,220 0,333
MP (168.7) 20 77.53 0,255 0,386
Média 60,99 0,215 0,322
Espécie 100 0,366 0,538

"Consultar tab. 1 para as abreviacdes
N = tamanho da amostra (no. de individuos); P (%) = porcentagem de polimorfismo; He =
Indice de diversidade genética de Nei; | = Indice de diversidade genética de Shannon

Tabela 6. Analises de varidncia molecular (AMOVA) para 91 individuos Psychotria
hastisepala em sete fragmentos florestais em Vigosa, Minas Gerais.

Fonte de variacéo G.L. Somade Componentes Variacdo p*
guadrados de variancia (%)

Entre fragmentos 6 464,259 5,439 35,52 <0,001

Dentro dos fragmentos 84 829,290 9,872 64,48 <0,001

Total 90 1293,549 15,311

*Valores de P sdo as probabilidades de ter um componente de variancia maior que os
valores observados ao acaso. As probabilidades foram calculadas por 1000 permutagdes ao
acaso.

Tabela 7. Analises de varidncia molecular (AMOVA) para 91 individuos Psychotria
hastisepala entre fragmentos florestais de maior sucesso reprodutivo (MP, MB e
BR)' vs fragmentos de menor sucesso reprodutivo (SA, SC, SN e QQ)", em Vigosa,
Minas Gerais.

Fonte de variacao G.L. Somade Componentes Variacao p*
guadrados de variancia (%)

Entre grupos de 1 65,254 -0,505 -3,35 <0,001

fragmentos

Entre fragmentos dentro 5 399,00 5,716 37,90 <0,001

dos grupos

Dentro dos fragmentos 84 829,290 9,872 65,45 <0,001

Total 90 1293,54 15,084

"Consultar tab. 1 para as abreviacdes

*Valores de P sdo as probabilidades de ter um componente de varidncia maior que os
valores observados ao acaso. As probabilidades foram calculadas por 1000 permutag¢des ao
acaso.
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Tabela 8. Analises de varidncia molecular (AMOVA) para 91 individuos Psychotria
hastisepala entre fragmentos florestais de maior area (MP, MB e QQ)' vs
fragmentos de menor area (SA, SC, SN e BR)', em Vicosa, Minas Gerais.

Fonte de variacao G.L. Somade Componentes Variacdo p*
guadrados de variancia (%)

Entre grupos de 1 121,74 0,62 4,01 <0,001

fragmentos

Entre fragmentos dentre 5 342,51 5,06 32,52 <0,001

dos grupos

Dentro das fragmentos 84 829,29 9,9 63,47 <0,001

Total 90 1293,55 15,5

"Consultar tab. 1 para as abreviacdes

*Valores de P sdo as probabilidades de ter um componente de varidncia maior que os
valores observados ao acaso. As probabilidades foram calculadas por 1000 permutagdes ao
acaso.

O teste de Mantel nao detectou correlacédo (r = - 0,042, P = 0,267) entre
matriz de distancia genética e distancia geografica (Tabela 9). Entretanto, houve um

agrupamento de individuos e populagdes geneticamente mais préoximas (Fig. 2).

Tabela 9. Matriz de distancia geografica (em Km, diagonal superior) e distancia
genética (diagonal inferior) obtida por valores de Fsr par a par, entre sete
fragmentos florestais de Vigosa, Minas Gerais, com populacdes de Psychotria
hastisepala.

Fragmentos’ MP SA BR QO SN SC MB

MP i 4,66 3,40 8,19 1,68 3,61 5,27
SA 0,4425 i 7,55 12,16 3,28 1,77 3,63
BR 0,2672 0,3567 bl 8,45 4,24 5,98 8,67
QQ 0,3123 0,4379 0,1707 bl 9,88 11,59 10,32
SN 0,3689 0,4164 0,3721 0,4538 i 1,97 5,92
SC 0,4312 0,4830 0,3945 0,4709 0,4305 il 4,82
MB 0,3587 0,3902 0,3417 0,4053 0,3032 0,4406 il

'Consultar tab. 1 para as abreviacdes
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Figura 2. Dendrograma de agrupamento de individuos dentro das populag¢des de
Psychotria hastisepala, pelo método UPGMA, baseado na distancia genética de Nei
& Li (1979). Consultar a tabela 1 para as abreviagoes.
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Discussao

Os resultados, do presente estudo, indicam que o sucesso reprodutivo de P.
hastisepala independe do tamanho do fragmento e é afetado, principalmente, por
quatro fatores: perda de habitat, niumero de individuos amostrados, presenca de
polinizadores e a qualidade da matriz.

A perda do habitat (areas de baixadas, em locais sombreados e Umidos) de
P. hastisepala determinou a ocorréncia dessa espécie, uma vez que foi registrada
em apenas 38% dos 18 fragmentos visitados. Esse fato corrobora a suposi¢ao de
Fahrig (2003), o qual mencionou que, além da fragmentagdo, a perda de habitats é
responsavel pela ameacga de extingdo da maioria de espécies neotropicais. De fato,
a extingdo de P. hastisepala, no municipio de Vigosa, € uma constatag¢ao, dado ao
pequeno numero de fragmentos, nos quais essa espécie foi observada.

A tendéncia de maior sucesso reprodutivo (média de 32,90 a 43,40
sementes/individuo) de P. hastisepala em fragmentos com maior numero de
individuos amostrados (20) era esperada devido a maior disponibilidade de
recursos florais, resultando em maior atratividade aos polinizadores, caracteristica
que tende a maximizar a frutificacao (capitulo 1). Entretanto, a qualidade da matriz
pareceu ser fator relevante no sucesso reprodutivo no fragmento SN, que
apresentou baixo numero de individuos amostrado (seis) e alta producédo de
sementes/individuo (média de 30). Esse fragmento, com 38,8 ha, tem uma mata
como matriz (corredor ecologico), que deve ter favorecido a atuacado de
polinizadores. Por isso, a diferengca da composicao floristica das matrizes, dos
fragmentos estudados, parece influenciar a diversidade de polinizadores e o
sucesso reprodutivo de P. hastisepala, semelhante ao que foi sugerido por Webb
(1989). Sabe-se, que a matriz, geralmente, altera o micro-clima (Saunders et al.,
1991) e influencia na diversidade e abundancia de insetos (Gess & Gess, 1993),
pois a disponibilidade de locais de nidificagdo para os polinizadores € alterada
(Gess & Gess, 1993, Cane, 2001).

Entretanto, os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a
matriz (pastagem) do menor fragmento BR (4,1 ha), no qual se obteve a maior
producdo de sementes/individuo (média de 43,40), ndo afetou a abundéncia e
disponibilidade de polinizador. Esses resultados confirmaram as suposi¢des de
Donaldson et al. (2002), os quais mencionaram que os recursos florais para os
polinizadores nao declinam linearmente com o decréscimo do tamanho do
fragmento e podem manter ou atrair uma diversidade de insetos polinizadores.

Esses resultados estao relacionados ao bom estado de conservagdo do habitat de
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P. hastisepala, nesse fragmento, e de seus polinizadores, apesar de ser o menor
dentre os analisados. Nele ndo foi observada a limpeza do sub-bosque, nem a
presenga de rebanhos bovinos e equinos. A presenca de animais em fragmentos é
comum na regido de Vigosa, aumentando a degradacao do fragmento florestal, ja
que o pisoteio excessivo e o0 pastoreio de plantas nativas de sub-bosque danificam
consideravelmente esse estrato da vegetacao (Ribon, 2003).

Além da qualidade da matriz e do grau de conservagao dos fragmentos, o
sucesso reprodutivo de P. hastisepala é depende de disponibilidade de
polinizadores, por se tratar de espécie auto-incompativel. Estudos do efeito da
fragmentacgdo no sucesso reprodutivo de espécies auto-incompativeis tém sugerido
que a producdo de sementes é reduzida em pequenos fragmentos (Spears, 1987;
Jennersten, 1988; Aguilar & Galeto, 2004), diferindo dos resultados obtidos. Como
mencionado anteriormente, a producdo média de sementes/individuo foi maior no
fragmento de menor area. Estudos adicionais sobre os polinizadores nos demais
fragmentos analisados, além do MP (capitulo 1), poderdo esclarecer as diferencas
dos sucessos reprodutivos de P. hastisepala.

O maior sucesso reprodutivo, produzido pelas flores brevistilas, em todos os
fragmentos, pode estar relacionado aos dimorfismos morfolégicos de espécies
distilicas (veja Pereira et al., 2006). Nas flores longistilas, o estigma por estar
exposto, fora do tubo da corola, pode favorecer uma maior deposicao de podlen
incompativel, uma vez que os polinizadores tendem a visitar seqliencialmente todas
as flores do mesmo individuo (geitonogamia sensu Richards, 1997), tal como
registrado em P. hastisepala (capitulo 1). Esse comportamento de visita causaria
uma oclusdo do estigma e estilete com grdos de podlen incompativeis e
impossibilitaria ou diminuiria as chances de germinacdo de grdos compativeis,
como observado por Barret & Glover (1985) na espécie heterostilica Ponderia
cordata. Nas flores longistilas de P. hastisepala observou-se também herbivoria, ou
seja, danos causados por colebpteros ao estigma (capitulo 2), diminuindo as
possibilidades de fertilizagdo. Todos esses fatores devem atuar sinergeticamente e
causar as desigualdades, no sucesso reprodutivo, entre os morfos, em todos os
fragmentos avaliados.

Os valores de diversidade genética apresentada por P. hastisepala, dentro
dos fragmentos, foram superiores aos apresentados por outras espécies tropicais
de polinizagdo cruzada, como Hymenaea coubaril e H. stigonocarapa (Brandéo,
2002) e Mabea fistulifera (Goulart et al., 2005), e de propagacao vegetativa, como
Psammochloa villosa (Li & Ge, 2001). Em geral, uma alta diversidade genética

dentro das populagdes é esperada em espécies xendgamas (Nybom & Bartish,
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2000). Por outro lado, espécies autdbgamas, como Coffea arabica (Rubiaceae),
apresentaram valores relativamente altos de diversidade total e baixo valores de
diversidade genética dentro das populagdes (Aga et al., 2005). Portanto, a maior
divergéncia génica dentro das populagbes de P. hastisepala pode ser explicada
pela auto-incompatibilidade e pela sua propagacao vegetativa; nesse ultimo caso,
devido a manutengdo da variabilidade genética pelos clones, tal como registrado
por Li & Ge (2005).

A quebra da correlacao entre distancia genética e distancia geografica entre
as populagdes analisadas de P. hastisepala, pode ser resultado da deriva genética,
em consequéncia do processo de fragmentagdo da area original de ocorréncia da
espécie, no municipio de Vigosa. Diferentemente do observado, Nybom & Bartish
(2000) mencionaram que em espécies de polinizagdo cruzada, tal como a espécie
estudada, a diferenciacdo genética entre populagdes €& positivamente
correlacionada com a distancia geografica. No presente estudo, pode-se postular
que houve agao da deriva genética, por meio do efeito de gargalo ou afunilamento
genético, que ocasionou a extingdo aleatéria de alguns gendétipos, resultando na
sobrevivéncia de gendtipos divergentes entre fragmentos. Esses genétipos ficaram
submetidos aos efeitos da endogamia, dentro dos fragmentos, resultando em

aumento relativo das diferengas genéticas entre eles.

Conclusoes

1. A manutencdo do habitat é o principal fator que determina a ocorréncia P.
hastisepala em um dado fragmento.

2. Em 62% dos fragmentos visitados em Vigosa, devido a perda do habitat, P.
hastisepala esta extinta.

3. Em sete fragmentos estudados (38%), ndo existe uma correlagéo positiva
entre o sucesso reprodutivo e o tamanho do fragmento.

4. Nesses fragmentos, a qualidade da matriz e a presencga de polinizadores
sao determinantes para um maior sucesso reprodutivo.

5. O sucesso reprodutivo foi significativamente superior no morfo brevistilo, em
todos os fragmentos estudados.

6. A maior variabilidade genética encontra-se dentro dos fragmentos.
O valor de Fst indica variagdo genética muito grande entre os fragmentos.
Nao existe uma correlagdo positiva entre distancia genética e distancia

geografica entre os pares de fragmentos analisados.
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