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RESUMO GERAL

Barbacenia paranaensis é endémica e a Unica espécie representante de
Velloziaceae no Paran&. Ocorre em pequenos fragmentos disjuntos de cerrado, na
regido dos Campos Gerais do Parand, limite austral de distribuicdo geografica do
bioma. O objetivo deste estudo foi analisar se as caracteristicas biologicas e
reprodutivas estdo correlacionadas com o padrdo de variabilidade e estrutura
genética ao longo da distribuicdo deste taxon. Para isso foi estudado o padréo anual
de floracdo; a biologia e anatomia floral; o comportamento dos visitantes florais; os
sistemas de polinizagcdo e reproducdo; o nivel de variabilidade e estruturacao
genética atual das populagbes. O padrdo de floragdo de B. paranaensis €
considerado do tipo anual, com um curto periodo de floragdo massiva, e baixa
frequéncia de individuos floridos esporadicamente ao longo do ano. As flores
apresentam atributos florais compativeis por polinizacdo com beija-flores. O nectario
septal apresenta regido de secrecdo e estocagem do néctar, que € liberado em
fendas para o interior do tubo floral, apresentado como principal recompensa. Os
maiores valores de concentracdo e volume de néctar ocorrem pela manha, periodo
com maior frequéncia de visitas florais. Foram observados nove visitantes florais,
porém apenas o beija-for Phaetornis pretrei foi considerado polinizador efetivo.
Houve formacao de frutos, crescimento do tubo polinico, fecundacdo de 6vulos e
formacdo de sementes viaveis em tratamentos de autopolinizacdo espontanea,
autopolinizacdo e polinizacdo cruzada, caracterizando B. paranaensis como
autocompativel e apresentando um sistema misto de reproducdo em condicbes
naturais. Foram amostradas seis popula¢gdes naturalmente disjuntas, pertencentes a
trés regibes geograficas no Parand. Reacdes de amplificacdo de fragmentos
gendmicos, utilizando quatro primers de ISSR, foram realizadas em cerca de 20
individuos de cada populacéo, totalizando 120 amostras. Foram obtidos 48 locos
com 100% de polimorfismo. A AMOVA indicou 90% de variabilidade genética
intrapopulacional, baixa divergéncia interpopulacional (3%) e entre regibes (7%),
porém com estrutura genética (®Pst) significativa em todos os niveis de variacao.
Através da andlise Bayesiana foram detectados quatro agrupamentos genéticos que
nao correspondem a distribuicdo geografica das populagdes. As diferentes linhagens
estdo presentes nas trés regides geograficas, as quais diferem apenas quanto a
frequéncia de ocorréncia de cada uma delas. Os resultados sugerem que o
comportamento do polinizador e o sistema misto de reproducdo contribuem para
uma ampla dispersdo polinica, compativel com a alta variabilidade e coeséo
genética observada entre as populaces proximas e baixa divergéncia entre regides.
As caracteristicas biolégicas, reprodutivas e de estrutura genética se apresentam
conforme espécies mais generalistas e amplamente distribuidas, do que sugerem as
populacdes pequenas e disjuntas de B. parananesis atualmente observadas. E
plausivel que a vulnerabilidade da espécie ndo seja justificada pelo microendemismo
resultante do isolamento de populagcbes em ilhas continentais rupestres.
Possivelmente, no passado, esta tenha sido uma espécie amplamente distribuida e
com populagbes mais numerosas e interconectadas. Atualmente, os fragmentos
isolados por destruicdo da matriz ecossistémica original abrigam variabilidade
genética antiga e compartilhada.

Palavras-chave: Campos Gerais do Parand, estrutura genética, ISSR, Phaethornis
pretrei, sistema misto de reprodugéo.



GENERAL ABSTRACT

Barbacenia paranensis is endemic and the only specie representative of the
Velloziaceae in Parana. It occurs in small disjunct “cerrado” fragments, in the region
of Campos Gerais do Parana, southern limit of geographical distribution of the biome.
The aim of the study was to analyze if biological and breeding characteristics are
correlated with the variability and genetic structure pattern throughout the distribution
of this taxon. We studied the annual flowering pattern; the floral biology and anatomy;
the behavior of floral visitors; the pollination and breeding systems; and the current
level of variation and genetic structure of populations. B. paranaensis presents
annual flowering pattern, with a short and massive flowering period, and low
frequency of individual flowering throughout the year. The flower traits are compatible
with pollination by hummingbird. The septal nectary presents secretory and storage
regions for nectar, which is released through slits into floral tube, shown as the main
reward. The highest values of concentration and volume of nectar occur in the
morning, synchronized with the greatest frequency of floral visitation. Nine floral
visitors were observed, but only Phaethornis pretrei was recorded as effective
pollinator. There was fruit production, pollen tube growth, fertilization and viable
seeds formation in spontaneous self-pollination, self-pollination and cross-pollination,
featuring as a self-compatible species with a mixed breeding system in natural
conditions. Six natural populations, belonging to three geographical areas in Parana
were sampled. Amplification reactions of genomic fragments were conducted using
four ISSR primers in about 20 individuals from each population, totaling 120 samples.
48 loci were obtained with 100% of polymorphism. The AMOVA revealed 90% of
variability within populations, low divergence among populations (3%) and among
regions (7%), but with significant structure (®st) at all levels of genetic variation.
Through Bayesian analysis were detected four homogeneous genetic groups, that
don’t correspond to the geographical distribution of populations. The different
lineages were presented in three geographical regions, which differ only by the
frequency of occurrence of each one. The results suggest that the behavior of
pollinator and the mixed reproductive system contributed to a large pollen dispersal,
which is compatible with the high variability and cohesion genetic, observed among
populations, and low values of divergence between regions. Biological and breeding
characteristics and genetic structure are presented as more generalist and widely
distributed species, than the small and disjunct populations currently observed
suggest. It is plausible that the vulnerability of the specie could not be justified by
micro endemism resulting from the isolation in continental rocky islands. Possibly, in
the past, the species was widely distributed and presented more abundant and
interconnected populations. Currently, the fragments isolated by the destruction of
the original matrix, harbor ancient and shared genetic variation.

Kew words: genetic structure, ISSR, mixed breeding system, Phaethornis pretrei,
Campos Gerais do Parana.
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INTRODUCAO GERAL

Velloziaceae J. Agardh pertence a ordem Pandanales e apresenta cerca de
250 espécies consideradas helidfitas, com predominancia na regido neotropical
(SMITH,1962; MELLO-SILVA, 2005). A familia representa um elemento tipico dos
campos rupestres brasileiros (GIULIETTI; PIRANI,1988). A principal area de
ocorréncia e de elevados niveis de endemismo ocorre nas montanhas do leste do
Brasil, especialmente na Serra do Espinhaco, localizada nos estados de Minas
Gerais e Bahia (MENEZES et al.,1994).

A taxonomia da familia & extremamente controversa, tanto nas subdivisdes
guanto na circunscricdo dos géneros (MELLO-SILVA, 1991; 2000; 2005; MENEZES
et al., 1994; BEEHNKE et al., 2000; SALATINO et al.,, 2001; STEVENS, 2001).
Varios autores dividem a familia tradicionalmente em duas subfamilias,
Vellozioideae e Barbacenioideae, porém com diferencas na delimitacdo de ambas
(MELLO-SILVA, 1991). Recentemente, Mello-Silva et al. (2011) sugeriu, através de
analises moleculares e morfolégicas, somente cinco géneros: Acanthochlamys P.C.
Kao, Xerophyta Juss., Barbaceniopsis L.B. Sm., Vellozia Vand. e Barbacenia Vand.

Acanthochlamys bracteata P.C.Kao € a Unica espécie encontrada na China, é
considerada grupo irmao do restante da familia (CHASE et al., 1995). O género
Xerophyta, com cerca de 20 espécies, ocorre na Africa e Madagascar, com uma
espécie no Iémen e sul da Arabia Saudita. Barbaceniopsis, com quatro espécies,
ocorre nos Andes da Argentina, Bolivia e Peru (IBISH et al.,, 2001). Vellozia
apresenta cerca de 100 espécies e uma distribuicdo geografica mais ampla
comparada com o0s outros géneros. Ocorre na América Central, na Bolivia e no
Brasil (MELLO-SILVA, 2009). Barbacenia, também com cerca de 100 espécies,

possui distribuicdo disjunta da América Central até a Venezuela e do planalto central



brasileiro atingindo até o estado do Parana (MELLO-SILVA, 2004).

Velloziaceae possui pouca representatividade na flora brasileira, entre as
espécies, ha destaque para 48 espécies apontadas como raras (MELLO-SILVA,
2009). O género Barbacenia possui flores em tons claros, como branco, amarelo e
lildas, e em tons mais fortes como rosa, violeta e vermelho (MELLO-SILVA, 2004).
Apresenta flores com seis estames, corona presente e estigmas lineares ou elipticos
(MELLO-SILVA, 2009; SAJO et al., 2010). Ha espécies do género que apresentam
flores tubulosas e produtoras de néctar, sendo polinizadas principalmente por beija-
flores (SAZIMA, 1978; CONCEICAO et al., 2007; MACHADO et al., 2007; 2009).

Barbacenia paranaensis L.B.Sm. € a espécie que determina o limite austral de
Velloziaceae para América do Sul, além de ser endémica do Parana, é a Unica
representante da familia ocorrente no Estado (MELLO-SILVA, 2013). Segundo
Mello-Silva (2009), esta incluida na lista de plantas raras do Brasil. Ocorre em
afloramentos rochosos destacados nos pequenos fragmentos disjuntos de cerrado
no Parand. A espécie apresenta habito rupicola e saxicola, com distribuicdo
microespacial verticalizada em pareddes rochosos e jamais é encontrada em solos
horizontais. Normalmente se estabelecem em pareddes secos, e com baixa
densidade de plantas ao seu redor. Entre os poucos trabalhos direcionados a
espécie, estdo a descri¢ao feita por Smith (1962) e um estudo citolégico realizado
por Goldbatt e Poston (1988), constatando que o numero hapléide de cromossomos

é 17.

A paisagem que encontramos no territorio paranaense apresenta um relevo
resultante de uma formacdo geoldgica marcada pela presenca de planaltos
escalonados separados por escarpas, denotando “degraus topograficos”

verticalizados (RITTER et al., 2012). Os Campos Gerais do Parana estédo situados



na borda do Segundo Planalto Paranaense, sendo originalmente definido como uma
regido fitogeografica que compreende a associacdo da Floresta Ombréfila Mista e
campos limpos ou campos cerrados naturais (MAACK, 1948). Nessa regido, o
Cerrado ocupa uma area de 2780,45 ha, desse total cerca de 48% se encontra em
unidades de conservacdo (MORO, 2012). Esses fragmentos de Cerrado
representam o limite austral da distribuicAo geografica do bioma no Brasil

(HATSCHBACH et al., 2005; RITTER et al., 2010; MORO, 2012).

Segundo Moro e Carmo (2007) as fisionomias campestres nessa regiao séo
classificadas como estepe higroéfila (campos umidos), formacdo savanica (cerrado) e
estepe stricto sensu (campos secos) com refagios vegetacionais rupestres. O refagio
vegetacional rupestre, segundo Ziller e Galvdo (2000), refere-se as formacdes
compostas por afloramentos de rocha em meio ao campo, estabelecidas sobre solos
pobres, onde podem acolher matéria organica em meio as fissuras e abrigar

diversas espécies vegetais.

Estudos sobre a diversidade e estruturacdo genética das espécies podem
contribuir para um melhor entendimento dos padrbes reprodutivos de taxons. A
disjuncdo de afloramentos rochosos forma um sistema semelhante a ilhas
oceanicas, conhecidos como ilhas de habitat terrestre, onde ha um isolamento
espacial e restricdo de fluxo génico, fatores importantes na determinagdo da

variabilidade genética das espécies (AVISE, 1994).

Para compreender como 0 processo reprodutivo pode estar relacionado a
genética de populacfes e indicar possivel conectividade biologica entre as regides
geograficas das populacbes de B. paranaenis, fazem-se necessarios estudos

integrados do funcionamento floral e sistemas reprodutivos, bem como determinar o



nivel de variabilidade e estrutura genética atual das populacdes. Portanto, o
presente trabalho tem o objetivo geral de caracterizar aspectos biolégicos da
espécie B. paranaenses, tais como: (i) o padrédo de floracdo; (i) a biologia e
anatomia floral (iii) os sistemas reprodutivos; (iv) o nivel de variabilidade genética
atual intra e interpopulacional. Neste sentido, essa dissertacéo foi dividida em dois

capitulos complementares:

) Sistemas de polinizacdo e reproducdo em Barbacenia paranaensis

L.B.Sm. (Velloziaceae).

II)  Variabilidade e estrutura genética de Barbacenia paranaensis L.B. Sm.

(Velloziacae), espécie endémica do Parana.
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Sistemas de polinizacéo e reproducdo em Barbacenia paranaensis L.B.Sm.

(Velloziaceae)

Resumo

Barbacenia paranaensis apresenta distribuicdo geogréfica restrita a regido dos
Campos Gerais do Parana. Sistemas de polinizacdo estdo relacionados a fenologia
de floracdo, producdo de recursos florais e comportamento do polinizador,
interferindo no sistema reprodutivo. O objetivo deste estudo foi acompanhar os
eventos fenoldgicos reprodutivos, descrever a morfologia, a biologia e a anatomia
floral e observar visitantes florais para compreender o sistema de polinizagéo e
reprodutivo da espécie. Individuos floridos e frutificados foram quantificados pelo
periodo de um ano, com intervalos quinzenais. A biologia floral foi acompanhada
desde botéo floral até a formacéo dos frutos. Estudos da microestrutura do nectario,
dos visitantes florais e dos sistemas reprodutivos foram realizados. B. paranaensis
apresenta um curto periodo de floracdo massiva e baixa frequéncias de individuos
floridos ao longo do ano. A antese floral dura cerca de trés dias, as flores
apresentam atributos florais compativeis com a sindrome de polinizacdo por beija-
flor. O nectario septal apresenta regido de secrecdo e estocagem do néctar, que €
liberado por fendas para o interior do tubo floral. Os maiores valores de
concentracdo e volume de néctar ocorrem pela manhd, periodo com maior
frequéncia dos visitantes florais. Foram observados nove visitantes florais, porém
apenas o beija-for Phaetornis pretrei foi considerado polinizador efetivo. Houve
formacdo de frutos, crescimento do tubo polinico, fecundacéo de 6vulos e formacéo
de sementes vidveis em tratamentos de autopolinizacdo espontanea,
autopolinizacdo e polinizacdo cruzada, caracterizando B. paranaensis como
autocompativel, apresentando um sistema misto de reproducdo em condi¢cdes
naturais. Os resultados sugerem que o comportamento do polinizador e o sistema
misto de reproducdo contribuem para a transferéncia polinica mais ampla,
favorecendo a polinizagdo cruzada entre individuos de B. paranaensis dentro de
uma mesma area, mantendo o fluxo polinico entre as areas.

Palavras—chaves: Nectario septal, Phaethornis pretrei, sistema misto de
reproducao.
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Abstract

Barbacenia paranaensis presents restrict geographic distribution in Campos Gerais
from Paranda. Pollination systems are related to flowering phenology, floral resources
production and pollinators behavior, interfering in the breeding system. The aim of
this study was to accompany the reproductive phenology, describe the morphology,
biology and floral anatomy, observing floral visitors to understand the pollination and
reproductive systems of the specie. The flowering and fruiting patterns were
quantified during one year, with biweekly intervals. The floral biology was evaluated
from floral buds presentation to fruit formation. Studies of the nectary anatomy, floral
visitors and breeding systems were performed. B. paranaensis presents annual
flowering pattern, with a massive and short flowering period, and low frequencies of
flowering individuals throughout the year. The anthesis lasts about three days, the
floral traits are compatible with hummingbirds’ pollination. The septal nectary
presents secretory and storage region for nectar, which is released through slits into
floral tube and shown as the main reward. The highest values of concentration and
nectar volume occur in the morning, synchronized with greatest frequency of floral
visitors. Nine floral visitors were observed, but only Phaethornis pretrei was recorded
as effective pollinator. There were fruit production, pollen tube growth, fertilization
and formation of viable seeds in spontaneous self-pollination, self-pollination and
cross-pollination, featuring as self-compatible specie with a mixed breeding system in
natural conditions. The results suggest that the behavior of pollinator and mixed
breeding system contribute to pollen transfer, favoring outcrossing between
individuals of B. paranaensis within the same area, keeping pollen flow between
areas.

Kew words: Mixed breeding system, Phaethornis pretrei, Septal nectary.



16

Introducéo
Os sistemas reprodutivos em plantas se referem a um conjunto de

caracteristicas genéticas e ecoldgicas, relacionadas ao padrdo de reproducdo e
formacdo de novos individuos, influenciadas pela amplitude do fluxo génico, pela
sincronia de floragdo entre individuos e pelo comportamento dos polinizadores.
Esses aspectos definem espécies que variam desde a autocompatibilidade polinica
associada a autogamia frequente, até aos sistemas mais complexos de
autoincompatibilidade total e alogamia obrigatéria (GIBBS et al., 1999; HOLSINGER,
2000). Como resultado destes processos, a amplitude da dispersédo polinica e de
sementes alteram os niveis de endogamia e da estruturacdo genética em espécies

naturais (LOVELESS; HAMRICK, 1984; SLATKIN, 1985).

Estudos de biologia floral sdo importantes para compreender o sistema de
polinizacdo, determinando o comportamento dos polinizadores e eventos de
mecanismo da polinizacao, interferindo nos sistemas de reproducéo (BORBA et al.,
2007; PANSARIN et al., 2009; CHOI et al., 2011). Para ampliar o entendimento da
biologia floral e reprodutiva das plantas, assim como, o comportamento do
polinizador é necesséario relacionar estruturas morfolégicas e anatdbmicas a
processos ecoldgicos, como a secrecdo de néctar, apresentacdo de recompensas
florais, e ajustes nas interacdes planta-polinizador (COSTA et al., 2007; AMORIM et

al., 2013).

Na familia Velloziaceae verifica-se uma predominancia de alogamia podendo
haver autoincompatibilidade, como em Vellozia squamata, V. leptopetala e V.
epidendroides (OLIVEIRA et al.,, 1991; JACOBI; SARTO, 2007). No género

Barbacenia as flores séo tubulares e produtoras de néctar, sugerindo polinizagéo
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efetuada por beija-flores, principalmente da sub-familia Phaethornitinae (SAZIMA,
1978; CONCEICAO et al., 2007; MACHADO et al., 2007; 2009).

Barbacenia paranaensis L.B.Sm. é a espécie que determina o limite austral de
distribuicdo geogréafica de Velloziaceae na América Latina. Além de ser a Unica
representante da familia ocorrente no Parana, € endémica do estado (MELLO-
SILVA, 2013) e esta incluida na lista de plantas raras do Brasil (MELLO-SILVA,
2009). A espécie apresenta habito rupicola ou saxicola, encontrada em pareddes
rochosos com distribuicdo microespacial verticalizada, localizados na regido dos

Campos Gerais do Parana.

Neste cenério, esperamos encontrar um pico de floracdo, um sistema de
polinizacdo ornitéfilo e um sistema reprodutivo predominantemente alogamico,
comum para a familia Velloziaceae. Para testar essa hipotese, desenvolvemos esse
trabalho, com objetivo de acompanhar os eventos fenoldgicos reprodutivos, a
biologia e anatomia floral, os visitantes florais, e o funcionamento do sistema de

polinizagdo, para melhor entender o sistema reprodutivo em B. paranaensis.

Material e métodos

Area de estudo

O estudo foi realizado em duas localidades, Salto Santa Rosa e Salto Puxa
Nervos, localizadas no municipio de Tibagi estado do Parana. Essas localidades
estdo situadas na regido dos Campos Gerais, definida como uma regiao
fitogeografica que compreende campos limpos e campos cerrados haturais

(MAACK, 1948).
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As fisionomias campestres nessa regido sao classificadas como campos
umidos, cerrado (norte dos Campos Gerais do Parana) e campos secos com
afloramentos rochosos. Nas areas de afloramentos rochosos, a vegetacdo se
desenvolve sobre uma ténue camada de solo, com flores vistosas, como por
exemplo, Amaryllidaceae J. St.-Hil. , Iridaceae Juss.; permeadas por Cyperaceae
Juss. e Poaceae Barnhart. As fraturas das rochas sdo comumente colonizadas por
Ericaceae Juss., Melastomataceae Juss., Euphorbiaceae Juss., Cactaceae

Barnhart e Bromeliaceae Juss. (MORO; CARMO, 2007).

Os Campos Gerais do Parana representam o limite austral da distribuicdo
geografica do bioma cerrado no Brasil (HATSCHBACH et al., 2005; RITTER et al.,
2010; MORO et al., 2012), situado na borda do Segundo Planalto Paranaense, na
porcao centro leste do estado do Parana (GUIMARAES et al., 2009). O municipio de
Tibagi possui o clima da regido do tipo Cfa (subtropical umido quente), com
influéncia indireta do clima Cfb (temperado sempre umido), segundo a classificacdo

de Kbéeppen.

Fenologia reprodutiva
A avaliacdo fenoldgica foi realizada entre outubro de 2012 e setembro de

2013, com acompanhamento quinzenal dos padrdes de floracdo e frutificacéo.
Individuos adultos foram numerados para o acompanhamento em duas localidades
proximas, situadas municipio de Tibagi, sendo 100 individuos no Salto Puxa Nervos
e 128 individuos no Salto Santa Rosa, totalizando 228 individuos. A producéo de
flores e frutos foi quantificada a partir da contagem direta em cada individuo no dia
do censo. Para verificar se ha correlacdo entre os padrbes fenoldgicos reprodutivos

e as variacbes climéticas, foram realizados testes de coeficiente de correlacdo
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parcial utilizando o programa BioEstat 5.3 (AYRES et al.,, 2007). Os dados de
temperatura e pluviosidade da regido foram fornecidos pela Fundacdo ABC -
Pesquisa e Desenvolvimento Agropecuario, para os meses de outubro 2012 a

setembro de 2013.

Morfologia e biologia floral
Para o estudo da morfologia floral, 22 flores recém-abertas foram

armazenadas em alcool 70%. Os caracteres descritos foram relacionados com o
sistema de polinizacdo, tais como: comprimento do pedicelo, hipanto, estames e
tépalas; altura do estilete desde sua base até o 4pice do estigma, para verificar a
presenca de flores brevistilas e longistilas na populacéo.

Flores em diferentes estidgios de desenvolvimento, desde botdo até a
formacdo de frutos maduros, foram observados em campo. Para a dinamica de
producdo do néctar foram utilizadas quatro flores ensacadas e as mesmas foram
avaliadas durante um periodo de 24 horas, em intervalos de trés horas (GALETTO;
BERNARDELLO, 1992). O volume total do néctar produzido a cada intervalo foi
mensurado usando microsseringa Hamilton 702 volume 25 pl, e a concentracao
medida por um refratdmetro de bolso 0-90% Brix, resolugéo 1% Brix. Para verificar a
receptividade estigmatica da flor foi utilizado peroxido de hidrogénio (H.O2) 10

volumes (DAFNI, 1992).
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Anatomia floral

Microscopia eletronica de varredura

A regido ovariana e a base do estilete foram fixados em FAA 70% por 24
horas, armazenado em alcool 70 %, e desidratado em série alcodlica ascendente. O
material foi seco pelo método do ponto critico, e metalizado com ouro coloidal
(ASCENSAO et al., 1999, modificado). As observacdes e captura de imagens foram
realizadas no microscopio Jeol JSM 6360LV a20 kV. As analises foram feitas no

Centro de Microscopia Eletrénica (CME) da Universidade Federal do Parana.

Estrutura e histoquimica

Flores em antese foram fixadas em FAA (JOHANSEN, 1940) por 24h para
preservacdo dos compostos hidrofilicos e em formalina neutra tamponada (FNT)
(LILLIE, 1965) por 48h para os lipofilicos. A regido ovariana e a base do estilete
foram isoladas; o material foi desidratado em série butilica ascendente alcool butilico
terciario, (JOHANSEN, 1940) e incluido em parafina. As seccdes transversais
seriadas (10 um) foram realizadas em micrétomo rotativo Olympus CUT 4055. As
seccOes foram coradas com Safranina e azul de Astra (GERLACH, 1969) para as
andlises estruturais, e as laminas montadas em resina sintética Permount.

Testes histoquimicos foram realizados em materiais frescos e fixados. Os
ensaios foram procedidos nas glandulas em fase secretora para a localizag&o in situ
das principais classes de compostos quimicos que constituem a secrecao: reacdo
PAS para deteccao de polissacarideos (MCMANUS, 1948; JENSEN, 1962), Preto de
Sudao B para lipidios totais (PEARSE, 1985); vermelho neutro para identificagdo de

regides produtoras de compostos lipofilicos (VOGEL, 1990), reagente de Nadi para
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terpendides (DAVID;CARDE, 1964), acetato de cobre e acido rubianico para acidos
graxos (GANTER;JOLLES, 1970), e cloreto férrico para localizacdo de compostos
fendlicos totais, lipo e hidrossolaveis (JOHANSEN, 1940). O controle foi realizado
de acordo com as respectivas técnicas. As seccdes foram observadas em luz branca
e submetidas ao vermelho neutro também visualizadas na banda do ultravioleta
(lampada de mercurio HBO 100 w, filtro blogueador BA420, filtro de excitacdo
BP330-385 e espelho dicromatico DM400), e digitalmente adquiridas com o software
Image Pro Express 6.3 a partir do microscopio composto Olympus BX53 com uma

camera digital Olympus Q-Color 5.

Visitantes florais
As observacdes focais periodicas foram realizadas entre 05:00h e 20:00h,

durante 12 dias ndo consecutivos, nos meses de dezembro de 2012 a fevereiro de
2013. A cada 04:00h de observacfes houve intervalos de 01:00h, totalizando 60
horas. A identificacdo dos insetos visitantes florais foi realizada pela equipe do Dr.
Gabriel Augusto Rodrigues de Melo e o material testemunho foi depositado na
Colecdo Entomologica Pe. Jesus Santiago Moure na Universidade Federal do
Parana. A identificacdo das aves foi feita a partir de registros fotograficos pelo

especialista Dr. Caio Graco Machado (Universidade Estadual de Feira de Santana).

Biologia reprodutiva
Os testes reprodutivos foram realizados em campo, durante o pico de floracao

por dois anos consecutivos, em 2013 e 2014. Botbes florais foram ensacados com

tecido voile para exclusdo de visitantes florais, e manipulados durante a antese da
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flor. O tamanho e a forma dos sacos permitiram a abertura normal das tépalas,
evitando que permanecam aderidas aos estigmas. O sistema reprodutivo foi
analisado a partir de cinco tratamentos: (i) controle, com flores apenas marcadas e
mantidas sob condi¢bes naturais, sem manipulacao; (ii) autopolinizacdo espontanea,
onde as flores isoladas permaneceram sem manipulacdo. Nos experimentos
correspondentes ao ano de 2014, esse tratamento foi realizado em flores brevistilas
e longistilas; (iii) autopolinizagdo manual, em que flores foram polinizadas com o
proprio polen; (iv) polinizagdo cruzada, em que flores foram emasculadas e
polinizadas com pdlen de outros individuos dentro da mesma populagéo; (V)
apomixia, removendo 0s estames e 0 apice do gineceu das flores.

A formacéo de frutos maduros foi considerada como sucesso reprodutivo. Os
frutos secos que apresentaram sementes foram coletados, e as sementes foram
guantificadas com auxilio de lupa. Para verificar se ha significancia entre os
tratamentos de polinizacédo cruzada e autopolinizacéo foi realizado o teste de Anova
um critério com o teste de Tukey através do programa BioEstat 5.3 (AYRES et al.,
2007).

Estiletes de duas flores de cada tratamento foram fixados em FAA 70%
(JOHANSEN, 1940) para o acompanhamento e descricdo do crescimento do tubo
polinico, com intervalos de 24, 48, 72, 196 e 272 horas ap0s os testes de
polinizacdo. As laminas foram confeccionadas seguindo as técnicas de Dafni (1992)
modificadas. Os estiletes foram imersos em NaOH 8N durante 120 minutos e
posteriormente na agua sanitaria por 30 minutos e lavadas em agua destilada,
coradas com azul de anilina (solucdo aquosa 1%). As imagens foram obtidas no
microscopio de varredura a laser confocal multiféton, modelo A1 MP+, Nikon (NIKON

Instruments Inc., Tokyo, Japan), utilizando objetivas de imersédo 20 X.
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Resultados
Barbacenia paranaensis apresenta uma floragdo massiva em um curto

periodo e baixa frequéncia de individuos floridos ao longo do ano. A antese floral
possui duracdo com cerca de trés dias, as flores apresentam atributos florais
compativeis com a sindrome de polinizagcdo por beija-flor. O nectario septal
apresenta regido de secrecdo e estocagem do néctar, apresentado como principal
recompensa. Barbacenia paranaensis apresentou no periodo matutino os maiores
valores de concentracdo e volume de néctar, assim como a maior frequéncia dos
visitantes florais. Foram observados nove visitantes florais, porém apenas o beija-for
Phaetornis pretrei foi considerado polinizador efetivo. Houve formacao de frutos,
crescimento normal do tubo polinico, fecundacdo de 6vulos e formacao de sementes
viaveis em tratamentos de autopolinizacdo espontanea, autopolinizacdo manual e
polinizagdo cruzada manual, caracterizando B. paranaensis como autocompativel,

apresentando um sistema misto de reproducdo em condi¢cBes naturais.

Fenologia reprodutiva
O periodo de floracdo de B. paranaensis apresentou uma distribuicdo

unimodal, ocorrendo grandes variacdes na frequéncia ao longo do ano. A maior
producao de flores ocorreu no verao, durante a segunda quinzena de fevereiro. Esse
pico representou 50% dos individuos marcados floridos, com média de duas flores
por individuo. No més de junho, somente 2% de individuos floridos, correspondendo
a menor porcentagem de floragdo no ano.

O pico de frutificacdo ocorreu no comecgo de abril com 30% de individuos
frutificados. Em setembro foi registrado apenas 2% de frutificacdo, sendo a menor

porcentagem em todo o periodo avaliado (Figura 1).
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No més de fevereiro de 2013 ocorreu a maior precipitacdo durante o ano de
estudo e uma elevada temperatura, considerando o periodo do verdo. A menor
precipitacdo ocorreu no més de agosto, com uma temperatura mais amena (Figura
2). Houve maior numero de individuos na fase reprodutiva no periodo de maior
temperatura (r= 2,52; p =0,03) e pluviosidade (r=2,50; p=0,03).
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Figura 1. Fenologia reprodutiva de B. paranaensis durante outubro de 2012 a setembro de 2013
realizada no municipio de Tibagi, PR.
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Figura 2. Média dos registros de temperatura (linha continua) e de precipitacédo (barras) de outubro de
2012 a setembro de 2013 no municipio de Tibagi, PR.
Fonte: Fundacdo ABC (2013).
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Morfologia e biologia floral
Barbacenia paranaensis foi encontrada com o habito rupicola ou saxicola com

crescimento cespitoso (Figura 3 A). Possui inflorescéncia uniflora, com flores
tubulares e pedunculadas e comprimento médio de 8,80 (+ 1,30) cm. As flores séo
compostas por hipanto, seis tépalas estreitamente oblanceoladas e glabras,
apresentando coloracdo arroxeada e possuem seis coronas adnatas em cada
estame. O androceu apresentou seis estames isostémones epipétalos, anteras
dorsifixas, rimosas, com deiscéncia longitudinal, intorsa e polen com coloracéo
arroxeada. Estiletes possuem uma coloracdo arroxeada e o estigma € Unico com
formato oval acuminado. Ovario elipséide, infero, tricarpelar, trilocular e apresentou
placentacdo axial. Os frutos foram recobertos com o préprio célice da flor
alcancando em média 6,40 (x 0,60) cm de comprimento.

A populacédo de B. paranaensis apresentou heterostilia dimérfica, com a maior
frequéncia de individuos em flores longistilas e menor frequéncia em flores

brevistilas (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas florais (dimensées em cm) de flores longistilas e brevistilas de B.
paranaensis, no municipio de Tibagi, PR.

Pecas florais Flores Longistilas (n= 15) Flores Brevistilas (n=7)
Hipanto 4,73 (+ 0,52) 4,91 (+ 0,54)
Tépalas 2,05 (+ 0,24) 1,98 (£ 0,19)
Estames 1,30 (£ 0,10) 1,32 (£ 0,13)

Estiletes 4,60 (£ 0,53) 3,75 (£ 0,70)
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As flores exibiram-se vistosas e pedunculadas (Figura 3 A), ndo exalando
odor perceptivel ao sentido humano e permanecem abertas durante a noite. O
estigma apresentou receptivo, néctar e poélen sdo profusos em periodo de pré-
antese. A abertura das tépalas (Figura 3 B) ocorreu no inicio da manha e as flores
permanecem abertas até o final da antese, com duracdo em cerca de trés dias. A
forte coloracdo arroxeada das tépalas durante a antese (Figura 3 B e Figura 3 D) se
perde apos a senescéncia dos estames, periodo final da antese (Figura 3 C). O
perigbnio passa a apresentar uma coloracédo esverdeada, as tépalas comecam a se
fechar, concomitante ao inicio da formacao dos frutos. O processo de frutificacao foi
evidenciado pelo intumescimento inicial do ovario, perceptivel apdos 20 dias
posteriores a polinizacdo (Figura 3 E). Apdés a maturacdo, os frutos cépsulas
deiscentes adquiriram uma coloracdo acastanhada, esse processo dura cerca de 50
dias ap6és a polinizacéo (Figura 3 F). As sementes sdo pequenas, com cerca de trés

cm de comprimento e consideradas barocoricas, devido a posi¢cao pendente do fruto.

O maior volume de néctar e concentracdo de acucares foi identificado na flor
recém-aberta, no primeiro horario de retirada. A partir desse horéario, o volume de
néctar apresentou producao gradativa. A concentracao de néctar teve um declinio a
partir das 13:00 h até o periodo noturno, quando a menor concentracao foi

registrada, 16,5 + 1,5% Brix as 22:00 h (Tabela 2).
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Tabela 2. Dindmica de producédo de néctar em flores de B. paranensis ao longo de 24h, com valores
médios e desvio padrao de volume e concentracéo de aglcar em horarios sequenciais.

Horéario Volume (pL) Concentracéo (%Brix)
07:00 22,25 + 8,43 22,75 + 2,06
10:00 125+25 20+1,0
13:00 6,5+0,5 18,5+ 0,5
16:00 35+0,5 --

19:00 -- --
22:00 9+1 16,5+15
01:00 -- -

04:00 9,5+0,5 195+0,5
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Figura 3. Fases da biologia floral de B. paranaensis. A. crescimento cespitoso com flores pendentes
e vistosas. B. flor em antese. C. senescéncia dos estames. D-F aspectos laterais da flor. D.coloragéo
arroxeada na parte externa do hipanto e nas tépalas. E. flor passa a apresentar coloracdo
esverdeada; inicio do desenvolvimento do fruto. F. fruto maduro com coloracdo acastanhada nota-se
a permanéncia das tépalas. Escala=1cm.
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Anatomia floral
Na visdo macroscopica de B. paranaensis foi percebido a presenca de fenda

nectarifera localizada entre a parte basal do estilete e a parte superior dos I6culos do
ovario (Figura 4.1 A). As trés fendas nectariferas estdo localizadas entre os trés

|6culos do ovario (Figura 4.1 B).

Microscopia eletronica de varredura

A analise no microscoépio eletrénico de varredura foi realizada a partir dessa

regido (Figura 4.2).

Figura 4.1. Cortes da flor de B.paranaensis. A. corte longitudinal na flor localizando uma fenda
nectarifera (seta). B. corte transversal localizando as trés camaras nectariferas existentes (setas)
entre os loculos do ovario nas flores de B. paranensis. Escala =1 cm.

Figura 4.2. Eletromicrografia do nectario septal de Barbacenia paranensis; secc¢des transversais da
regido mediana (A) e apical (B) do ovario. A. Fendas nectariferas (fn) paralelas aos l6culos do ovario
(ol) e base do estilete (es) ao centro. B. Detalhe da fenda nectarifera com viséo frontal.C. Detalhe da
fenda nectarifera com visao lateral frontal. D. Regido de armazenamento do néctar, denominada de
regido contentora de néctar (cn).
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Estrutura e histoquimica

Localizacao das glandulas no ovario

Os trés loculos do ovério foram observados na seccdo da regido proximal,
localizada abaixo da insercao dos verticilos (Figura 5 A). No centro desta secc¢éo, hi
o inicio da formacédo das células que constituem os nectarios septais (NS; Figura 5
A, inset). Logo abaixo a esta regido, trés NS apresentaram-se como trés fendas no
centro do ovario (Figura 5 B). Estas glandulas sao formadas por um tecido secretor
(Figura 6 A, B) e uma regido dilatada em que o néctar é acumulado, denominada
regido contentora de néctar (cn, Figura 6 A,C). As células epiteliais secretoras
encontram-se restritas a parte mais interna dos nectarios septais. As partes mais
externas desses nectarios constituiram a regido contentora de néctar. Na regido
mais central do ovario, onde os 6vulos foram visualizados, observou maior extensao
dos nectarios e dilatacdo da regido contentora (Figura 5 C). Apenas os l6culos e
uma grande ramificagéo de tragos vasculares foram encontrados na regido basal do

ovario (Figura 5 D).
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Figura 5. Seccdes transversais do ovario de B. paranaensis. A. Seccao proximal do ovario. Inicio do
aparecimento de células nectariferas (setas) e l6culos (loc) do ovéario. B. Os nectérios septais (NS)
foram observados na regido central do ovario, paralelos aos léculos. C. Seccdo apical do ovario.
Nectarios septais (NS) observados na regido central do ovéario, enquanto os 6vulos ainda ndo séo
visualizados. A regido contentora (cn) de néctar apresenta sua maior area. D. Sec¢do basal do
ovario. Auséncia de tecido secretor e presenca de um grande nimero de ramificacdes de tragos
vasculares na regido central. E. Vasculariza¢do do NS: abundancia de tragos vasculares e de células
do floema. F. Os 6vulos (ov) estdo diretamente vascularizados por tracos provenientes da placenta
(pla). Barras: 75um (inset A), 150um (E,F), 250um (A,D), 300um (B,C).
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Figura 6. Nectério septal de Barbacenia paranaensis. A. NS possuem duas regifes: a regiao
produtora/secretora (A-B) e a regido contentora de néctar (cn; A-C) em que o néctar foi produzido e
armazenado. B. A epiderme nectarifera apresenta células em palicada com nucleo basal ou central e
protoplasto denso. O parénquima nectarifero apresentou células compactas e com conteldo denso
(seta). C. Papilas presentes ao longo de toda a extensdo da regido contentora de néctar. Barras:
50pm (C), 75um (B), 150um (A).
Estrutura dos NF em fase secretora

Os trés NS apresentaram mesmas caracteristicas estruturais, todos
diferenciados na flor em antese. A epiderme nectarifera possui uma fina cuticula
pouco perceptivel com o reagente Preto de Sudao B (Figura 7 D). Estdmatos ou
distensado da cuticula ndo foram observados. As células apresentam-se palicadas e
possuem nucleo em posicdo central ou basal. O protoplasto destas células
apresentou contetdo denso e possui leve retracdo, caracteristico de células em fase

Y

secretora. A regido contentora de néctar foi continua a epiderme nectarifera, e



33

apresentou papilas ao longo de toda a sua extensdo. O parénquima nectarifero, de
acordo com a regido do ovario, possui de uma a trés camadas de células
arredondadas, mais compactas e com conteddo denso em relacdo ao parénquima
adjacente. A vascularizacdo do ovario tem origem no feixe que provém do eixo
central da flor, cujos tracos se ramificaram em sua base (Figura 5 D). Estes tracos
divergem originando aqueles que irdo vascularizar a placenta e os NS (Figura 5 E,
F). Os 6vulos foram diretamente vascularizados pelos tracos oriundos da placenta
(Figura 5 F). Todos os tracos que vascularizaram os NS apresentaram muitas

células do floema (Figura 5 E).

Testes histoquimicos

A reacdo PAS evidenciou contetdo polissacarideo nas células da epiderme e
parénquima nectariferos, cujos protoplastos apresentaram intensa coloracéo (Figura
7 A, B). A cuticula apresentou-se muito espessa nas papilas que constituem a regiao
contentora de néctar (Figura 7 C, E, G). O contetdo destas células apresentou
resultado positivo para acidos graxos (Figura 7 F) e compostos fendlicos totais

(Figura 7 H).

Osmoforos

Emergéncias ndo vascularizadas foram encontradas ao longo de toda a
superficie externa do ovario. Estas glandulas sdo constituidas por uma epiderme
secretora cujo conteudo apresenta-se intensamente corado, ndo foi observado
distensdo ou rompimento de cuticula. As células parenquimaticas adjacentes
apresentaram formato menor e mais compacto do que aquelas que constituem toda

a extensdo da glandula (Figura 8 A—C). O teste com reagente de Nadi indicou que
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todo o apice da glandula esta envolvido na producéo de terpenos (Figura 8 E). A
base destas glandulas apresentou parede espessa impregnada por um composto
com afinidade pela safranina, e ndo brilha sob luz polarizada (Figura 8 A, B). Testes
histoquimicos com o reagente vermelho neutro indicou a natureza lipofilica destas

impregnacdes, sugerindo a ocorréncia de suberina nesta regiao.

Figura 7. Localizag&o in situ das principais classes de metabdlitos presentes nos nectarios septais de
B. paranaensis. A,B. Reacdo PAS; resultado positivo intenso no protoplasto da epiderme e
parénquima nectarifero. C-E. Preto de Suddo B. G. Vermelho neutro, cuticula espessa na regido
contentora de néctar (setas em C, E). D. note que a cuticula e quase imperceptivel sobre as células
da epiderme secretora. F. Acetato de cobre e &cido rubianico. H. Cloreto férrico. O protoplasto das
papilas que constituem a regido contentora de néctar apresenta resultado positivo para acidos graxos
(F) e compostos fendlicos (H). Barras: 75um (B,D—H), 150um (A,C).
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Figura 8. Emergéncias ndo-vascularizadas de Barbacenia paranaensis. A-C. Estrutura das
emergéncias; A. células da epiderme no apice da glandula com contetido denso, e células da base da
glandula com parede espessa e corada com safranina. B. A parede espessa ndo brilha sob luz
polarizada. C. &pice da epiderme. D. Teste com vermelho neutro evidenciando a impregnagéo de
compostos lipofilicos na parede, provavelmente suberina. E. Teste com reagente de Nadi indicando
ocorréncia de terpenos no interior das celulas apicais da emergéncia. Barras: 30pum (C,E), 50um
(A,B), 75um (D).

Visitantes florais
O recurso floral mais procurado em B. paranaensis pelos visitantes florais foi

0 néctar. Foram registrados nove visitantes florais (Figura 9). O Unico polinizador
efetivo foi Phaethornis pretrei (Lesson; Delattre, 1839), pertencente a sub-familia
Phaethornitinae, responsavel por 28% do total de visitas observadas. A visita do
beija-flor foi registrada durante o pico de floracdo, com uma frequéncia de duas
trajetorias de visitas na area de observacéo por hora, entre 06:00h e 18:00h. Cada
visita dura de trés a cinco segundos por flor e séo visitadas em média seis flores por

individuo (n=25) em um mesmo agrupamento floral. Em alguns casos, o polinizador
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alterou a rota de visita dentro da mancha visitando muitas flores em uma mesma
sessdo de flores. Phaethornis pretrei apresenta um comportamento em rotas-de-
visitas e percorrendo rotas fixas de forrageamento, visitando as flores de maneira
sistematica, podendo cobrir longas distancias e ajustar seu tempo de retorno as
flores conforme o néctar é reposto (FEINSINGER; COLWELL,1978). O retorno aos
pontos de observagdo ocorreu em torno de 30 a 60 minutos, comumente alterando

as plantas e conjunto de flores visitadas.

O polinizador se aproximou da flor em vb6o direto e permaneceu em vOO
durante a visita. A porcdo frontal da cabeca é inserida na entrada da corola,
posicionando o bico na parte mais profunda da base da corola. Durante a visita, o
beija-flor sugou o néctar extravasado da regido contentora de néctar, em torno das
fendas. N&o foi possivel observar se o polinizador forcou a abertura das fendas,
inserindo a lingua no interior dessa regido, esgotando o contetdo armazenado ou se
€ capaz apenas de coletar o conteldo extravasado. Durante estes movimentos o
polinizador conectou a porcdo frontal da cabeca com o conjunto de anteras e

estigma promovendo a transferéncia dos gréaos de polen entre flores.

Os demais visitantes florais (Figura 9) embora mais abundantes, como Apis
mellifera (Linnaeus,1758), raramente entraram em contato com as estruturas
reprodutivas da flor. Ao entrar no tubo floral direcionavam-se diretamente ao
nectario, sem tocar o estigma. Em algumas ocasides foi observado A. mellifera
consumindo pélen e eventualmente tocando o estigma da mesma flor, podendo
atuar como um polinizador ocasional e/ou pilhador. Essas visitas foram mais
frequentes durante o periodo matutino, iniciando as 05:00h e intensificou ao longo

da manha, em que o periodo de maior atividade ocorre das 09:00h até 13:00h. A
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partir desse horario as visitas comecam a diminuir. Nao houve registros de visitantes

crepusculares Ou nhoturnos.

Agelaia multipicta
Euglossa melanotricha
Augochlorela ephyra
Augochlora dolichocephala
Bombus pauloensis

Dialictus sp.

Visitantes florais

Plebeia droryana
Apis mellifera

Phaethornis pretrei

0% 10% 20% 30% 40% 50%
Visitas

Figura 9. Visitantes florais das flores de B. paranensis, no municipio de Tibagi-PR.

Biologia reprodutiva

A maior porcentagem de formacdo de frutos maduros em B. paranaensis
ocorreu em condicBes naturais nos dois anos de estudo. Entre as polinizacdes
experimentais a maior formacdo de frutos ocorreu no tratamento de polinizacao
cruzada, sendo maior em 2013, obtendo o maior nimero de sementes de todos os
tratamentos. No tratamento de autopolinizacdo, a formacéo de frutos foi maior no
ano de 2014 comparado com ano de 2013, porém com baixa média de sementes
formadas. Hé& diferenca significativa entre a formacédo de sementes nos tratamentos
de polinizagdo cruzada e autopolinizacdo (Q= 5,6; p= 0,01). Em ambos os anos
houve formacdo de frutos em autopolinizacdo espontanea. O tratamento de

apomixia foi o Unico que n&o resultou em frutos (Tabela 3).
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Tabela 3. Testes reprodutivos realizados nos anos de 2013 e 2014 em populacées de Barbacenia
paranaensis localizadas no municipio de Tibagi, PR. % Frutificacdo e numero de flores utilizadas para
cada tratamento (n). Média de sementes e numero de frutos produzidos (n).

2013 2014
frutificacao N° Médio de frutificacao N° Médio de
Tratamentos (n) sementes (n) (n) sementes (n)
Polinizacdo cruzada 24% (25) 877 (6) 48% (23) 986 (11)
Autopolinizacdo 21% (25) 104 (5) 17% (23) 66 (4)
Autopolinizacdo espontadnea 12,5% (24) 95 (3) 9% (23) 150 (2)
Apomixia 0% (25) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Controle 40% (25) 452 (10) 65 % (23) 567(15)

Com excecdo das amostras do teste de apomixia, em todos os tratamentos foi
observado o crescimento do tubo polinico apés uma semana de polinizacéo (Figura
10). As amostras de todos os tratamentos demonstraram que o0s grdos de podlen
germinados até 72 horas de polinizagdo ndo atingiram a base do estilete,
demonstrando tempo insuficiente para alcancar os évulos. Somente ap6s 196 horas

foi possivel observar a penetracao dos tubos polinicos nos 6vulos.
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Figura 10. Andlise de crescimento in situ dos tubos polinicos das amostras de polinizacdes
experimentais em B. paranaensis realizados em microscopia de epifluorescéncia. A-D. Note o
crescimento do tubo polinico nos 6vulos, indicando que ndo ha restricdo quimica evitando a formacao
de frutos. A. Tratamento de polinizagdo cruzada apds 272 horas de polinizacdo. B. Autopolinizagéo,
com graos de pélen proveniente da mesma flor, ap6s 196 horas de polinizacdo. C. Autopolinizagéo,
com grados de poélen proveniente do mesmo individuo, apés 272 horas de polinizacéo. D.
Autopolinizagdo espontanea ap6s 196 horas de polinizacao.

Discussao

O padrao de floracdo de B. parananensis pode ser considerado do tipo “big
bang” e padréo irregular com frequéncia anual, de acordo com os padrdes propostos
por Gentry (1974) e Newstrom et al. (1994), respectivamente. Os individuos
apresentam pico de floracdo uma vez ao ano, em um curto periodo, porém ha
eventos esporadicos de producdo de algumas flores ao longo do ano. O pico de

floragdo é uma caracteristica tipica da familia (SAZIMA, 1978).
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Barbacenia parananensis apresenta sobreposi¢coes de fenofases reprodutivas
em uma mesma época, sendo observados flores e frutos em diferentes estadios de
desenvolvimento em um mesmo individuo. Esse comportamento foi registrado por
algumas espécies do género Vellozia (NEVES, 2009). Outros individuos mantém a
producdo de novas flores por meses consecutivos, podendo durar de um a quatro
meses, ao contrario de alguns individuos que passam por intervalos de auséncia
total de producéao de flores durante todo o periodo avaliado.

Os estudos fenoldgicos relacionam os ciclos de vida dos vegetais com fatores
climaticos, e as variaveis de temperatura e pluviosidade influenciam a fase
reprodutiva das plantas (OPLER et al.,1980; ARROYO et al.,, 1981). A maior
producao de flores esta relacionada com o més mais quente e chuvoso (fevereiro),
compondo um cenario de producdo floral em massa, com cerca de 50% dos
individuos analisados em flor por um curto periodo. Esse resultado corrobora as
espécies de Vellozia que sincronizam a producdo de flores com precipitacées,
considerada uma adaptacdo em ambientes rupestres (JACOBI; SARTO 2007). A
frutificacdo ndo apresentou correlacdo com os fatores climaticos, ocorrendo apés
dois meses a floragéo.

Os atributos florais, tais como, formato tubular da flor, coloracdo forte e
arroxeada das tépalas, antese diurna, separacao espacial da camara nectarifera em
relacdo aos estigmas e anteras e o0 néctar apresentado como principal recompensa
floral corroboram com a polinizagéo ornitofila (FAEGRI; VAN der PIJL, 1980), como
foi observado em B. paranensis. A recompensa floral mais consumida pelos
visitantes florais foi o néctar, presente em grandes volumes e com alta concentracéo

de acucar, reforcando adaptacdes relacionadas a polinizacao por beija-flores.
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Barbacenia paranaensis apresenta nectario septal, assim como a maioria das
flores monocotiledéneas. As camaras nectariferas sdo encontradas na regido da
porcdo supraovariana. As células da epiderme e do parénquima nectarifero
apresentam conteudo polissacarideo, visualizado pela reacdo PAS, condizente com
a composicao quimica tipica do néctar (SMETS et al., 2000).

Na regido contentora do néctar foi detectada uma espessa cuticula nas
papilas, sendo um possivel indicador de que nédo ha reabsorcdo de néctar. Esse
resultado corrobora as observacdes realizadas em campo, em que flores ensacadas
e sem interferéncia de visitantes florais, apresentaram um volume abundante de
néctar, formando goticulas pelo tubo floral. A coloracdo arroxeada no nectario é
justificada pela presenca de compostos fendlicos totais apresentando propriedades
antioxidantes.

Os osmoforos, glandulas produtoras de fragancia, possuem parte basal
lignificada. O apice dos osmodforos, encontrados na superficie externa do ovario,
indica producédo de terpenos. A parede dos osmoforos indica que h& impregnacéo de
suberina, reagindo com safranina e vermelho neutro, e ndo reagindo sob a luz
polarizada.

A maior frequéncia de visitas do polinizador efetivo, P. pretrei ocorreu no pico
da floracdo, essa espécie também foi registrada como polinizador de Barbacenia
blanchetii na Chapada da Diamantina (MACHADO et al., 2009). Esses beija-flores
realizam visitas rapidas em cada individuo e podem voar por longas distancias em
pouco tempo (GILL, 1988), visitando mais plantas do que os visitantes que passam
muito tempo em cada individuo. A posi¢cdo pendente da flor € mais atrativa do que
flores eretas ou proximas do chéo, e também um facilitador da liberagdo de podlen

enquanto o beija-flor se alimenta, encostando a porcdo frontal da cabeca nos
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estames e carregando o podlen até o estigma de outras flores (SAZIMA, 1978). O
bico longo, arqueado e com lingua longa € vantajoso para exploracdo de néctar
devido ao formato tubular de B. paranaensis.

Os demais visitantes florais foram considerados polinizadores ocasionais ou
pilhadores, devido as dimensfes de seu corpo nao atingirem a altura do estigma
durante o consumo do néctar. As visitas florais ocorreram principalmente no periodo
da manha, periodo que ocorreu maiores volumes e concentragcdes de acucar no
néctar, principalmente em flores recém-abertas. O acompanhamento da dinamica de
producdo do néctar em flores ensacadas ao longo do periodo de antese permitiu
determinar o efeito de remocdo na producdo de néctar. Com isso, podemos
considerar que ha reposicdo do néctar durante todo o periodo analisado, com
reducado progressiva do volume reposto a medida que a flor fenece. A concentracao
do néctar encontrada em B. parananensis apresenta valores aproximados com
Manettia cordifolia Mart. (Rubiaceae), a qual produz 23,2+ 0,97% Brix e também é
polinizada por P. pretrei (CONSOLARO, 2004).

Os tratamentos reprodutivos realizados nos anos de 2013 e 2014 resultaram
em maior porcentagem de frutificacdo nas flores do grupo controle (sem
manipulacdo), acompanhadas em polinizagéo aberta. Ha diferenca significativa entre
0 numero de sementes dos tratamentos de polinizacdo cruzada e autopolinizacéo,
evidenciando que uma provavel depressao endogamica. No primeiro ano de estudo
foi constatada a ocorréncia de autopolinizacdo esponténea, 0s experimentos de
reproducdo cruzada no segundo ano foram repetidos em flores emasculadas, de
modo a evitar a mistura de polen oriundo da mesma flor com polen de individuos

diferentes. E provavel que essa injaria as flores, a emasculagéo, tenha interferido na
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capacidade de formacédo e desenvolvimento de frutos, fato também registrado em
Palicourea rigida (Rubiaceae) por Silva (1995).

Possivelmente a autopolinizacdo espontanea ocorra no periodo pré-antese,
pois 0s estigmas estdo receptivos e o polen esta disponivel mesmo antes da flor
completar a abertura total da corola. O equilibrio entre flores longistilas e brevistilas,
ou seja, uma razdo de 1:1 entre os morfos florais dentro de uma populacdo é
denominada de isopletia. A isopletia é esperada para uma populacdo distilica
(GANDERS, 1979; DULBERGER, 1992; CASTRO; OLIVEIRA, 2002; ENDELS et
al.,2002). Esse equilibrio ndo foi encontrado em B. paranensis, apresentando maior
proporcdo de flores longistilas. A auséncia de isopletia na populacdo possa ser
explicada pela reproducdo vegetativa predominante ou autocompatibilidade parcial
em algumas espécies (ORNDUFF, 1986). Segundo Barringer (2007), as espécies
autégamas podem apresentar vantagens ecologicas, como a fixacdo de genes
favoraveis na populacdo e seguranca reprodutiva em ambientes com populacdes
pequenas (LLOYD, 1992) ou em populagdes fragmentadas (CONSOLARO, 2004).

Barbacenia paranensis também apresenta propagacao clonal, formando
agrupamentos vegetativos de diferentes tamanhos e variados numeros de frentes
com ramos florais por moita. Estratégias de crescimento assexuado combinadas
com reprodugdo sexuada tém vantagens seletivas em ambientes perturbados,
aumentando as chances de sobrevivéncia de individuos. Possivelmente, esse
mecanismo ndo altera a diversidade genética existente, reduzindo os efeitos da

deriva genética ao longo das geracdes na populagéo.

Em B. paranaensis, ndo foi encontrado impedimento do crescimento dos tubos
polinicos no interior dos estigmas e penetracdo das micropilas nos 6Ovulos em

nenhum dos tratamentos, exceto em apomixia. Este padréo reprodutivo indica nao
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haver um controle genético que restrinja a fecundacdo de 6vulos por gréos podlen
oriundos da mesma flor. Embora estudos de reproducdo experimental sugiram a
ocorréncia de sistemas de autoincompatibilidade parcial para a familia Velloziaceae,
com base nas frequéncias de frutificacdo (SAZIMA, 1978; JACOBI; SARTO, 2007),
apenas em V. squamata foi observada o crescimento do tubo polinico e a
fecundacado de dévulos com pélen da mesma flor (OLIVEIRA et al., 1991). A quebra
da autoincompatibilidade tem ocorrido de forma repetida ao longo da evolucdo em
angiospermas, influenciando a estrutura genética das populacdes (STONE, 2002).
Esse mecanismo pode ser considerado um dos pontos estaveis e alternativos na
evolucdo dos sistemas reprodutivos, demonstrando que tanto a autofecundacéo
como a polinizacdo cruzada, caracterizam um sistema misto de reproducdo. Tal
sistema € considerado evolutivamente estavel, pois possui vantagens de
recombinacdo génica e assegura a manutencdo do gendtipo parental, que
geralmente esta bem adaptado as condi¢Bes ecoldgicas do ambiente (SCHEMSKE;
LANDE, 1985; BARRETT; ECKERT, 1990; GARCIA; VILLALOBOS, 2007).

Como observado em campo, individuos produzem muitas flores
simultaneamente no pico de floracdo, estimulando o polinizador a visitar varias flores
de um mesmo individuo, possivelmente contribuindo para o aumento de
autofecundacéo. Porém, o comportamento de rotas de visitas do beija-flor P. pretrei
em rotas definidas cobrindo toda a populagédo, contribui em um segundo momento,
para a transferéncia polinica entre manchas de individuos distantes na mesma area
e para a conexao entre areas distantes ao abandonar o ponto de exploracédo e
retornar apés 30-60 minutos. A presenca dos demais visitantes florais pode também
resultar em menor disponibilidade de néctar para o beija-flor, fazendo com que o

polinizador procure fontes de recurso alimentar em de manchas populacionais
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distantes (MALOOF, 2001; MCDADE; WEEKS, 2004). Esse comportamento pode
favorecer a polinizacdo cruzada dentro de uma populacdo e conseguentemente
aumentar a amplitude de disperséo polinica e génica, garantindo a coesédo genética

entre subpopulagdes.

A distribuicdo geografica de P. pretrei ocorre na Bolivia, Paraguai, norte da
Argentina e no Brasil, abrangendo os estados do Maranh&o até Rio Grande do Sul
(GRANTSAU, 1989), ocupando habitats de matas secas, savanas e cerrado. Essa
ampla distribuicdo do polinizador juntamente com o sistema misto de reproducao
ndo sdo plausiveis para explicar a distribuicdo geografica restrita atual de B.

paranaensis.

O estudo da biologia reprodutiva revelou a ocorréncia de autocompatibilidade
em um sistema misto de reproducao, que combina a ocorréncia de autopolinizacédo
espontanea eventual e propagacdo vegetativa, com alta frequéncia de reproducéo
cruzada mediada por P. pretrei. O comportamento de polinizacdo com rotas de
visitas definidas e ampla area de forrageamento deve contribuir para ampla
dispersdo polinica, favorecendo a polinizacdo cruzada entre individuos de B.

paranaensis dentro de uma mesma area e mantendo o fluxo polinico entre as areas.
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Variabilidade e estrutura genética de Barbacenia paranaensis L.B.Sm.

(Velloziaceae), espécie endémica do Parana.

Resumo

Barbacenia paranaensis (Velloziaceae) é endémica e a Unica representante da
familia Velloziaceae no Parana. Ocorre em fragmentos disjuntos de cerrado, na
regido dos Campos Gerais do Parana, apresentando distribuicdo geogréfica restrita.
O objetivo deste estudo foi avaliar o nivel atual de variabilidade intra e
interpopulacional e estrutura genética das populacdes, verificando se os padrées de
distribuicdo genética estao relacionados com o processo ecoldgico dos sistemas de
polinizacdo e reproducdo da espécie. Foram amostradas seis populacdes
naturalmente disjuntas, pertencentes a trés regides geograficas no Parana. Reac¢bes
de amplificacdo de fragmentos gendmicos, utilizando quatro primers de ISSR, foram
realizadas em cerca de 20 individuos de cada populacgéo, totalizando 120 amostras.
Foram obtidos 48 locos com 100% de polimorfismo. A AMOVA indicou 90% de
variabilidade genética intrapopulacional, baixa divergéncia interpopulacional (3%) e
entre regides (7%), porém com estrutura genética (®st) significativa em todos os
niveis de variacdo. O teste de Mantel indicou correlacdo significativa entre as
distancias genéticas e as distancias geograficas das populagées (r= 0,72 p= 0,002).
Através da analise Bayesiana foram detectados quatro agrupamentos genéticos que
nao correspondem a distribuicdo geografica das populacfes. As diferentes linhagens
estdo presentes nas trés regides geogréficas, as quais diferem apenas quanto a
frequéncia de ocorréncia em cada uma delas. As caracteristicas bioldgicas,
reprodutivas e de estrutura genética se apresentam conforme espécies mais
generalistas e amplamente distribuidas, do que sugerem as populacdes pequenas e
disjuntas de B. parananesis atualmente observadas. Possivelmente, no passado,
esta tenha sido uma espécie amplamente distribuida e com populacbes mais
numerosas e interconectadas. Atualmente, os fragmentos isolados por destruicdo da
matriz ecossistémica original, abrigam variabilidade genética antiga e compatrtilhada.

Palavras — chaves: coeséo genética, distribuicdo geografica restrita, ISSR.
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Abstract

Barbacenia paranensis (Velloziaceae) is endemic and the only family representative
of Velloziaceae in Parana. It occurs in small disjunct cerrado fragments, in Campos
Gerais from Parana, with restricted geographical distribution. The aim of this study
was to evaluate the current level of intra and interpopulational variability and the
genetic structure of populations, and verify if the genetics distribution patterns are
related with ecological processes of the pollination and breeding systems. Six natural
populations, belonging to three geographical areas in Parana were sampled.
Amplification reactions of genomic fragments using four ISSR primers were
conducted in about 20 individuals from each population, totaling 120 samples. 48 loci
were obtained with 100% of polymorphism. The AMOVA revealed 90% of variability
within populations, low divergence among populations (3%) and among regions
(7%), but with significant structure (®sr) at all levels of genetic variation. The Mantel
test indicated a significant correlation between genetic and geographical distances of
populations (r= 0,72 p= 0,0020). Through Bayesian analysis were detected four
homogeneous genetic groups, which do not correspond to the geographical
distribution of populations. The different lineages are presented in three geographical
regions, which differ only by the frequency of each lineage. Biological and breeding
characteristics, and genetic structure are presented as more generalist and widely
distributed species, than the small and disjunct populations currently observed and
suggest. Possibly, in the past, the species was widely distributed and presented
more abundant and interconnected populations. Currently, the fragments isolated by
the destruction of the original matrix, harbor ancient and shared genetic variability.

Kew words: genetic cohesion, ISSR, restricted geographical distribution.
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Introducéo

As populacdes naturalmente disjuntas de Barbacenia paranaensis possuem
distribuicdo geogréfica restrita no estado do Parana. S&o consideradas endémicas
do estado e representam o limite austral de distribuicdo da familia Velloziaceae para
a América Latina, além de ser a Unica representante da familia ocorrente no estado
(Mello-Silva 2013). Segundo Mello-Silva (2009), esta incluida na lista de plantas
raras do Brasil. Apesar dessa importancia, ha poucos estudos com essa espécie

(Smith 1962; Goldbatt e Poston 1988).

A disjungao de afloramentos rochosos forma um sistema semelhante a ilhas
oceéanicas, denominados ilhas de habitat terrestre, onde ha um isolamento espacial
e restricdo de fluxo génico, fatores importantes na determinacdo do padrédo de
distribuicdo da variabilidade genética das espécies (Avise 1994). O nivel de
variabilidade genética e distribuicdo espacial de espécies podem estar relacionados
com tamanho e densidade da populacdo, distribuicdo geografica, forma de vida,
além da dinamica de polinizacdo e dispersdo de sementes (Hamrick e Godt 1996;

Nybom e Bartish 2000).

Estudos de genética de populacdes tém sido conduzidos nos campos
rupestres brasileiros indicando alta variabilidade genética para diversos grupos de
plantas com distribuicdo geografica disjunta e usando diferentes marcadores
moleculares (Borba et al. 2001; Barbara et al. 2007; Borba et al. 2007; Ribeiro et al.

2008; Cruz et al. 2011).

Espécies endémicas com distribuicao restrita tem demonstrado baixo nivel de
diversidade genética dentro das populacdes de diversos grupos estudados (Jesus et

al. 2001; Lambert et al. 2006; Luan et al. 2006; Jesus et al. 2009). Porém outros
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trabalhos demonstram maior diversidade genética intrapopulacional quando
comparadas com variabilidade interpopulacional, utilizando o marcador molecular

ISSR (Modareskia et al. 2012; Apte et al. 2006).

Na familia Velloziaceae, alguns estudos sobre variabilidade genética foram
realizados (Franceschinelli et al. 2006; Lousada et al. 2011; 2013) apresentando
moderada a alta diversidade genética em Vellozia epidendroides, Vellozia gigantea e
Vellozia compacta, sugerindo haver relagdo do nivel de variabilidade genética com
a amplitude de distribuicdo destes taxons ao longo da Serra do Espinhaco. Para
outras espécies a alta variacdo genética intrapopulacional e baixa divergéncia entre
as populacbes, como no complexo Vellozia hirsuta, podem estar relacionadas a
divergéncia incipiente entre tdxons que compartiham um pool génico comum

(Barbosa 2011).

Algumas espécies do género Barbacenia apresentam flores tubulosas e
produtoras de néctar, sendo polinizadas principalmente por beija-flores (SAZIMA,
1978; CONCEICAO et al., 2007; MACHADO et al., 2007; 2009). Phaethornis pretrei
(Lesson e Delattre 1893), foi considerado o polinizador efetivo de B. paranaensis
(Luz et al. ndo publicado). A sua distribuicdo geografica é ampla, ocorrendo nos
estados do Maranhao até Rio Grande do Sul, e também na Bolivia, Paraguai e norte
da Argentina (Grantsau 1989). Apresenta comportamento de rotas de visitas
(Feinsinger e Colwell 1978), favorecendo o sistema de polinizagcdo cruzada entre
individuos de uma populacdo. As sementes sdo pequenas e podem ser dispersas
pela gravidade, devido a posi¢cdo pendente do fruto no paredao rochoso vertical. B.
paranaensis apresenta autocompatibilidade, caracterizando um sistema reprodutivo

misto (Luz et al. ndo publicado).
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Nesse contexto, esperamos encontrar um baixo nivel de diversidade genética
dentro das populacdes, devido a distribuicdo geografica restrita da espécie e sistema
misto de reproducéo. Portanto, o objetivo desse estudo foi investigar se o nivel atual
de variabilidade e de estrutura genética intra e interpopulacional das populacdes de
B. parananensis sdo compativeis com o sistema misto de reproducdo e com a
amplitude de dispersdo polinica mediada por beija-flores apresentando

comportamento de rotas de visitas.

Material e Métodos

Area de estudo

O relevo do territério paranaense € resultante de uma formacao geoldgica
marcada pela presenca de planaltos escalonados, separados por escarpas que
denotam “degraus topograficos” verticalizados (Ritter et al. 2012). No Segundo
Planalto Paranaense é localizada a regido dos Campos Gerais do Parana. Segundo
a classificacdo de Koeppen, o clima da regido € do tipo Cfb, ou seja, clima
subtropical de altitude, mesotérmico e Umido, sem estiagem, com inverno rigoroso,
geadas severas e frequentes. As fisionomias campestres dos Campos Gerais do
Parana séao classificadas como estepe higréfila (campos umidos), formacéo savanica
(cerrado) e estepe stricto sensu (campos secos) com reflgios vegetacionais
rupestres (Moro e Carmo 2007).

O refugio vegetacional rupestre refere-se as formacOes compostas por
afloramentos de rocha em meio ao campo (Ziller e Galvdo 2000), sendo esse
ambiente ocupado por populagbes de B. paranaensis. A espécie possui habito
rupicola ou saxicola, com distribuicdo microespacial verticalizada em afloramentos

rochosos destacados em remanescentes disjuntos de cerrado. Foram amostradas
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seis populacdes disjuntas de B. paranaensis distribuidas em apenas trés municipios
no Parana (Tibagi, Ortigueira e Sengés) cobrindo toda a amplitude de distribuicéo

geografica da espécie (Figura 1).

Extracdo e amplificacdo do DNA
A extragdo do DNA total foi realizada a partir de folhas frescas, conservadas

em gelo, seguindo o protocolo de CTAB 2X de Doyle e Doyle (1987). O DNA total foi
armazenado em ultrafreezers (-80°C) e todas as amostras foram tombadas no banco
de DNA total de Plantas da Universidade Federal do Parana (DNAUPCB). Reacdes
de amplificacdo foram realizadas utilizando quatro primers ISSR de sequéncias
aleatorias, totalizando de 120 individuos das seis populacdes distribuidas em trés

regides geograficas (Tabela 1).

As reacbes de amplificacdo possuem um volume final de 20 pl, sendo
constituidas por: tampao 1X, 3 mM de MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,4 uM de primer, 1
unidade de Taqg DNA polimerase (Invitrogen) e cerca de 30 a 50 ng de DNA
gendmico. A amplificacdo foi realizada em programa de extenséo inicial a 94°C por
1,5 min, seguido de 37 ciclos de amplificacdo, sendo 94°C por 40 segundos a
desnaturacao; intervalos de 47° a 50°C por 45 segundos para o anelamento (Tabela
2); 72°C por 1,5 minutos para a extensao e uma extenséo final a 72°C por 5 minutos.
Os produtos de PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1,5%
com tampao TAE 0,5X, correndo em voltagem de 120 V por aproximadamente 2
horas. Os géis foram corados em solugdo 0,5 mg/ml de brometo de etidio e
fotodocumentados. O tamanho molecular dos fragmentos foi estimado utilizando

Ladder de 100 pb (Ludwig Biotechnology).
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Figura 1. Distribuicdo espacial das populagbes de Barbacenia paranaensis.

Andlise dos dados

Os perfis eletroforéticos foram codificados como presenca (1) ou auséncia (0)
de uma banda, as bandas de tamanho molecular em um mesmo primer foram
consideradas homologas, os locos que apresentaram baixa resolucdo foram
excluidos da andlise (Williams et al. 1993; Thormann et al. 1994; Rieseberg 1996).
Construiu-se uma matriz de fenétipos ISSR, a qual foi submetida a uma anélise de
variancia molecular (AMOVA), utilizando o programa GenAlEx 6.3 do Excel®
(Peakall e Smouse 2006). Através da AMOVA foi quantificada a variabilidade entre
as trés regides geograficas, a proporcdo da diversidade genética intraespecifica
atribuida a diferenca interpopulacional. A analise da estrutura genética (®Psy) foi
produzida entre os pares de populagbes. A porcentagem de locos polimorficos (P),
indice de diversidade de Shannon (I), heterozigosidade média esperada para as

populacdes (He) e distancia genética média entre as popula¢des (Unbiased Genetic
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Distance Nei) também foram demonstrados pelo programa GenAIlEx 6.3.

Para avaliar se ha correlacdo entre as matrizes de valores com distancias
genéticas de Nei e distancias geograficas em quildmetros de todas as populacgdes,
foi realizado o teste de Mantel através do programa BioEstat 5.3 (Ayres et al 2007).
Para verificar a ordenacao entre os individuos das populacdes foi realizada uma
Andlise de Coordenadas Principais (PCO), a partir da matriz binaria com base no
coeficiente de Jaccard, através do programa Past (Hammer e Ryan 2001). Para
detectar o numero de agrupamentos genéticos homogéneos (K), foi realizada uma
analise Bayesiana através do programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al. 2000). O
namero de agrupamentos testados foi de K= 1 até K=7 e foram realizadas oito
corridas independentes para cada simulacdo. Cada corrida conteve 1.000.000 de
iteracOes de Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC), com um burn-in inicial de
100.000 iteracdes, utilizando admixture model com alelos correlacionados entre
populagdes. Para inferir o numero de agrupamentos genéticos, foi calculado o AK a
partir das diferencas sequenciais das médias do log da probabilidade de K [LnP(K)],

através de todas as corridas, como descrito por Evanno et al. (2005).
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Tabela 1. Distribuicdo geografica das populacdes de Barbacenia paranaensis encontradas no estado
do Parana com indicacdo de municipio (Mun.); Populacdo e cédigo (Pop.- cod.); Nimero de
individuos para confeccdo da matriz de PCR-ISSR (N° ind.); Coordenadas geograficas; Altitude
(Altit.); Extens@o do afloramento rochoso (Ext), Altura do afloramento (Alt.).

Mun. Pop.- cod. N° ind. Coordenadas Altit.(m) Ext.(m) Alt.(m)

geogréficas

Tibagi Salto Puxa Nervos - SPN 30 24°33'507S;50°31'5"W 766 300 25
Tibagi Morro do Jacaré — MJ 15 24°35'16”S;50°28’37"'W 1045 200 10
Tibagi Rincado dos Assis — RA 17 24°42°'127S;50°10°32”"W 1086 300 20
Ortigueira  Morro da Pedra Branca — 25 23°58°'1”7S;51°4’31”"W 1280 300 60
MPB
Sengés Vale do Corisco — VC 16 24°12°’19°S;49°21°'7"W 890 500 40
Sengés Rio Funil — RF 17 24°7'167S;49°23’'35W 661 400 60
Resultados

Foram utilizados quatro primers resultando em 48 locos e 100% de
polimorfismo. Através da AMOVA foi detectado 90% de variabilidade genética
intrapopulacional, baixa divergéncia interpopulacional (3%) e entre regides (7%),
porém todos esses valores apresentando estrutura genética (®sr) significativa. Ha
correlacao significativa entre as distancias genéticas e as distancias geogréaficas das
populacfes. Através da analise Bayesiana foram detectados quatro agrupamentos
genéticos que nao correspondem a distribuicdo geografica das populacdes. As
diferentes linhagens estdo presentes nas trés regides geograficas, as quais diferem

apenas quanto a frequéncia de ocorréncia em cada uma delas.
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Polimorfismo e variabilidade genética

Sete primers de ISSR foram testados, porém apenas quatro amplificaram as
regides especificas e apresentaram boa resolucédo de leitura nos géis de agarose
para as amostras de B. paranaensis, totalizando 48 locos e 100% de polimorfismo.
O primer UBC 840 apresentou o maior niumero de fragmentos, seguido por UBC
827, Manny e por ultimo UBC 899, variando de 8 a 16 fragmentos polimoérficos.

(Tabela 2).

Tabela 2. Primers de ISSR, sequéncias, temperatura de anelamento (T °C), nimero de fragmentos
polimérficos (NF) e porcentagem de fragmentos polimorficos (FP) em Barbacenia paranaensis.

Primer Sequéncia do primer  Temp. anelamento (°C) NF (FP%)
UBC 840* 5'-(GA)8YT-3' 50 16 (100)
UBC 827* 5'-(AC)8G-3' 50 12 (100)
UBC 899* 5'-(CA)6RG-3' 47 8 (100)
MANNY* 5'-(CA)4RC-3' 50 12 (100)
UBC 808 5'-(AC)8C-3' 53 -

OMAR 5'-(GA)4RC-3' 50 -

MAO 5'-(CT)4RC -3' 50 -

* Primers usados na constru¢cao de uma matriz de fenétipos ISSR.

A média de polimorfismo foi 89,58%, o nivel de diversidade resultou em 5,13
e a heterozigosidade média esperada foi de 0,361. A populacdo MPB apresentou o
maior polimorfismo (97,92%), assim como o maior nivel de diversidade, 0,589 (+
0,021) e heterozigosidade esperada, 0,416 (x0,017). As populacbes MJ e VC
apresentaram o menor polimorfismo, indicando 83,33%, e o menor nivel de
diversidade e heterozigosidade esperada foram encontrados na populacdo VC,

0,477(x 0,035) e 0,335 (+£0,026), respectivamente (Tabela 3).
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A variabilidade genética estimada a partir de analise de variancia molecular
(AMOVA) para a espécie indicou baixa divergéncia entre as trés regides geograficas
(7%), mas apresentou nivel de significancia 0,067 (P<0,001). Alta variacéo
intrapopulacional foi encontrada (90%), com o valor significativo de estruturacéao
0,037(P<0,001). Ha baixa variacdo interpopulacional (3%), com significancia,

apresentando ®sr = 0,102 (P<0,001) (Tabela 4).

Ha correlacdo positiva e significativa entre as distancias genéticas e as
distancias geogréficas realizadas a partir do teste de Mantel (r= 0,72 p= 0,002). A
maior distancia genética (0,103) ocorreu entre RF e SPN, localizadas no municipio
de Sengés e Tibagi, respectivamente. Seguidas por RF e MPB (0,097) localizadas
em Sengés e Ortigueira, respectivamente. As distancias geograficas entre esses
pares de populacdes sdo valores superiores a 100 Km. A menor distancia genética
foi entre as populacdes MJ e SPN (0,008), ambas localizadas no municipio de Tibagi
e com menor distancia geografica (5 km) encontrada entre todas as populacdes

(Tabela 5).
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Tabela 3. Diversidade genetica das seis populacbes de Barbacenia paranaensis, baseada em 48
locos polimorficos de ISSR. P = porcentagem de locos polimdrficos; | = Indice de diversidade de

Shannon; uHe =
populacdes veja tabela 1.

heterozigosidade esperada. Erro padrdo em parénteses. Para nomes das

Regido Populagdo P % | (xDP) uHe (xDP)
SPN 93,75 0,503 (£ 0,029) 0,345 (+ 0,023)
Tibagi MJ 83,33 0,478 (£ 0,037) 0,340 (+ 0,028)
RA 91,67 0,538 (£ 0,028) 0,382 (+0,022)
Ortigueira MPB 97,92 0,589 (+ 0,021) 0,416 (+0,017)
Sengés VC 83,33 0,477(+ 0,035) 0,335 (+0,026)
RF 87,50 0,493 (£ 0,033) 0,347 (+ 0,025)
Média 89,58 (+2,41) 0,513 (+0,013) 0,361 (+0,010)

Tabela 4. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) nas seis populagdes de Barbacenia paranaensis

ocorrentes no Parana.

Fonte de variacdo Grau de Soma dos Componente de % variagéo Pst (P)
liberdade quadrados variagao total
Interregional 2 95,354 47,677 7 0,067(0.001)
Interpopulacional 3 53,359 17,786 3 0,037 (0.002)
Intrapopulacional 114 1186,071 10,404 90 0,102 (0.001)
Total 119 1334,783 100

Tabela 5. Matriz de distancia genética média (“Unbiased Genetic Distance”, Nei 1978) (diagonal
abaixo) e de distancia geografica (diagonal acima) em quildmetros entre as populagBes de
Barbacenia paranaensis ocorrentes no estado do Parana. Para nomes das popula¢des veja tabela 1.

Populacéo SPN MJ RA MPB VC RF
SPN - 5 42 90 125 130
MJ 0,008 - 37 92 120 118
RA 0,056 0,072 - 125 102 110
MPB 0,078 0,087 0,068 - 180 173
VvC 0,082 0,081 0,079 0,078 - 10
RF 0,103 0,090 0,082 0,097 0,061 -
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Estrutura genética
Houve uma estruturacao discreta entre os individuos que pertencem a mesma

regido geografica. Houve algumas sobreposicdes entre individuos que apresentaram
menor distancia genética, como € o caso das populacdes SPN e MJ. Notam-se
individuos da populacdo MPB com distribuicho mais heterogénea quando

comparados aos individuos das outras populacdes (Figura 2).
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Figura 2 - Analise de coordenadas principais (PCO) baseada em 48 locos de ISSR em seis
populacdes de Barbacenia paranaensis ocorrentes no estado do Parana.

Na analise Bayesiana, os valores de AK indicam a presenca de quatro
agrupamentos genéticos homogéneos (clusters). Todas as populacbes apresentam
0s quatro clusters. Porém as populacées SPN, MJ e RA, localizadas no municipio de

Tibagi, sédo representadas principalmente pelos clusters 2 e 4. A Unica populacéo
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localizada em Ortigueira, MPB, é formada com predominio do cluster 1. As
populacdes VC e RF, localizadas em Sengés, estdo estruturadas principalmente
pelos clusters 2 e 3. Nota-se uma maior predominancia do cluster 2 em todas as

populacdes, exceto em MPB (Figura 3).
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Figura 3 - Representacdo da estrutura genética inferida por analise Bayesiana de seis populacdes de
Barbacenia paranaensis, com base em 48 loci de ISSR. Cada coluna representa um individuo e cores
representam diferentes clusters genéticos. Para nomes das populagdes veja tabela 1.

Discusséo
Os resultados de AMOVA indicam alta variabilidade intrapopulacional e baixa

estruturacdo interpopulacional e interregional caracterizando as populacdes de B.
paranaensis. Ha estrutura genética ao longo da distribuicdo geogréfica da espécie,
fato que pode estar relacionado com a manutencdo de fluxo génico entre as
subpopulacdes, possivelmente efetivada pelo P. pretrei, apresentando o
comportamento por rotas de visitas (Luz et al. ndo publicado). Esse comportamento
favorece a polinizacdo cruzada, fato que pode explicar os altos niveis de
variabilidade genética dentro das populacdes (Loveless e Hamrick 1984). Os
resultados de AMOVA sé&o similares ao encontrado por Lousada 2011, em
populacdes endémicas e restritas de V. gigantea, porém ainda ndao ha um

polinizador conhecido, sugerindo polinizagéo por abelhas.

Os primers usados apresentaram numero de fragmentos polimorficos

variando de 8 a 16. Em trabalhos similares com a mesma familia e mesmo marcador
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molecular, encontramos valores mais baixos, como em Vellozia gigantea variando
de 6 a 14 locos (Lousada et al. 2011) e valores superiores foram encontrados em
Vellozia compacta, variando de 13 a 24 locos (Lousada et al. 2013). Os maiores
valores de locos por primer foram encontrados em Vellozia hirsuta com 19 a 28
locos (Barbosa 2011). Todos esses trabalhos apresentam boas resolucdes de leitura
nos geéis de agarose. Com isso sugerimos que o alto numero de fragmentos
amplificados, usando ISSR, talvez seja uma caracteristica das espécies de

Velloziaceae.

A média de polimorfismo e os indices de Shannon e diversidade genética sé&o
considerados altos, sendo superior a 88%, 0,500 e 0,300, respectivamente. Entre as
seis populacbes de B. paranaensis, a populacdo MPB apresentou 0s maiores
valores e a populacdo VC obteve os menores valores para essas variaveis
analisadas. Esses valores sdo similares aos encontrados por Lousada et al. 2011

em populacdes com distribuicdo disjunta de Vellozia gigantea.

As distancias geograficas entre as populacbes de B. paranaensis podem
influenciar na estruturacdo genética. As seis populacdes naturalmente disjuntas
foram agrupadas em quatro clusters. E possivel observar predominancia de
agrupamentos genéticos dentro de um mesmo municipio. As populacées SPN, MJ e
RA estéo localizadas no municipio de Tibagi e possuem distancia geogréfica inferior
a 50 km de distancia. Os individuos dessas popula¢des foram agrupados por dois
clusters predominantes. A Unica populacdo em Ortigueira, MPB é composta por um
cluster predominante. As populacdes VC e RF estdo localizadas no municipio de
Sengés e distam 10 km entre si. Os individuos dessas populagfes estdo agrupados

por dois clusters predominantes. Os resultados encontrados pela estruturacao
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genética corroboram a distribuicdo de PCO, na qual apresenta uma ordenacao

discreta e descontinua entre as populacoes.

Hamrick e Goldt (1996) sugere que a maioria das espécies endémicas possui
pequeno tamanho populacional, apresentando menor fluxo génico. Essas condi¢gbes
levariam a menor variacdo genética entre individuos quando comparadas com
espécies mais amplamente distribuidas. De acordo com isso, o estudo de
Franceschinelli (2006) no genéro Vellozia, utilizando isoenzimas, indicou que
espécies geograficamente mais amplas com populacbes maiores e habitats menos

restritos, possuem niveis mais elevados de diversidade genética do que espécies

com ambientes disjuntos e area geografica restrita.

Espécies amplamente distribuidas geograficamente sdo mais propensas a ter
moderada taxa de fluxo génico e menos divergéncia interpopulacional. Isso pode ser
influenciado por fatores histéricos de cada taxon e heterogeneidade de habitats
(Loveless e Hamrick, 1984). Porém foi encontrada alta diversidade genética mantida
em espécies endémicas com distribuicGes mais restritas em varios grupos (Luan et
al. 2006; Smith e Pham, 1966; Kang et al. 2000; Lousada et al., 2011), corroborando
0os resultados de B. paranaenis. Esta variabilidade pode ser mantida
preponderantemente por estratégias reprodutivas com tendéncia a aumentar as

taxas de fecundacao cruzada (Borba et al. 2001; Gomes et al. 2004).

Os resultados apresentados de variabilidade e estrutura genética de B.
paranaensis podem ser explicados pelo sistema misto de reprodugéo e pelo
comportamento do polinizador. Considerando que ha correlagdo entre distancia

genética e distancia geografica, sugerimos que, o beija-flor contribui com a



68

polinizacdo cruzada dentro populacéo e subpopulacdes, influenciando o aumento da

variabilidade e na mistura de agrupamentos genéticos.

Atualmente as caracteristicas bioldgicas e reprodutivas, juntamente com o
padrdao de estrutura genética ndao corroboram a atual distribuicdo restrita de B.
paranaensis. E possivel que no passado a espécie tenha sido amplamente mais
distribuida e interconectada. A coesdo genética encontrada entre as populacdes,
provavelmente é devido a variacdo genética compartiihada entre os atuais
fragmentos relictuais isolados e pode estar mantida por fluxo polinico recente

através do comportamento do polinizador.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nesta dissertacdo foram investigados aspectos florais e genéticos em
Barbacenia paranensis. Através do estudo combinado de fenologia reprodutiva,
morfologia e biologia floral, anatomia floral, visitantes florais, biologia reprodutiva e
marcador molecular dominante (ISSR) foi possivel compreender como o sistema
reprodutivo e sistema de polinizacdo influenciam na variabilidade e estrutura
genética atual das populacdes de B. paranaensis. A observacao dos visitantes
florais pautado em estudos anatdmicos permitiu compreender como ocorre 0
sistema de polinizacdo e supor possiveis efeitos na amplitude do fluxo polinico. O
estudo da biologia reprodutiva revelou a ocorréncia de autocompatibilidade em um
sistema misto de reproducdo, que combina a ocorréncia de autopolinizacéo
espontanea eventual e propagacdo vegetativa, com alta frequéncia de reproducéo
cruzada mediada pelo beija flor Phaetornis pretrei. O comportamento de rotas de
visitas desse polinizador contribui para ampla dispersdo polinica dentro e entre
subpopulacdes. Os aspectos biolégicos e ecoldgicos descritos corroboram o0s
resultados apresentados de variabilidade e estruturacdo genética. Os resultados
sugerem que o comportamento do polinizador e o sistema misto de reproducdo
contribuem para uma ampla disperséo polinica, compativel com a alta variabilidade
e coesdo genética observada entre as populacfes proximas e baixa divergéncia

entre regiodes.

Embora B. paranaensis seja considerada o limite de distribuicdo austral da
familia para América do Sul, além de ser uma espécie rara, endémica e apresenta
distribuicdo restrita dentro do Parana, néao foi registrada nenhuma populacdo dentro
de Unidades de conservagao. No municipio de Tibagi, todas as popula¢des ocorrem

em propriedades particulares com atividades em ecoturismo. A populacdo do



74

municipio de Ortigueira esta localizada em uma éarea particular de empresa de torres
de telecomunicacdo. No municipio de Sengés uma populacdo encontra-se na
Reserva do Particular do Patrimdnio Natural Vale do Corisco. Ha outro afloramento
rochoso, localizado proximo ao Rio Funil com individuos de B. paranaensis.
Portanto, recomendamos medidas de conservacao para espécie, uma vez que a
estrutura genética apresenta mais de um agrupamento genético em cada populacgéo,
nao constituindo de um anico pool génico. Segundo MMA, o municipio de Sengés é
uma area prioritaria para conservacdo da biodiversidade, pois agrupa o0s

remanescentes de cerrado no Parana.

A ampla distribuicdo geografica de P. pretrei juntamente com o sistema misto
de reproducéo nio corrobora a distribui¢do restrita de B. paranaensis. E possivel
que no passado a espécie tenha sido interconectada e amplamente distribuida.
Atualmente os fragmentos relictuais isolados abrigam variabilidade genética antiga e
compartilhada. Portanto sugerimos estudos futuros, como estudos filogeograficos,
que poderdao investigar o contexto dos efeitos dos processos historicos, e
diversificacdo das atuais populacdes naturalmente disjuntas. Assim como, uso de
marcadores codominantes para estimar o nivel de fluxo génico e possivel depresséo

endogamica nas populacdes de B. paranaensis.



