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Sinopse

No presente trabalho foi estudado a ecologia da polinizacdo e o sistema de
cruzamento de Caryocar villosum (Caryocaraceae). Pelo emprego de
marcadores microssatélites avaliou-se a variabilidade genética da progénie
de cinco plantas em ambiente alterado e em mata continua, verificando a
importancia relativa da auto-polinizagdo e da polinizagdo cruzada na
formacao de sementes. Os resultados sugerem que o sistema de cruzamento
misto e a polinizacdo por um amplo espectro de visitantes tornam C. villosum
resistente as alteracdes no ambiente que resultem na diminuigéo da densidade
da espécie efou de seus polinizadores, porém as consequéncias geneticas da
endogamia s6 poderéo ser evitadas pela presenca de polinizadores de longas

distancias.

Palavras Chaves: biologia reprodutiva - plantas, fluxo de podlen, sistema de
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loco cb20. na primeira linha esta o marcador de 10 bp (Gibco. MD), na segunda
linha a matriz (gendtipo 170/158) seguida dos 12 filhos (gendtipos: 170/158.
170/170, 170/144. 158/150. 170/154, 162/158. 170/1568, 170/150, 170/170..
170/158. 158/148. 158/148). B) Familia INPA, loco cb05. na primeira linha esta
o marcador de 10 bp (Gibco. MD), na segunda linha a matriz (gendtipo
149/149) seguida dos 9 filhos (genodtipos: 149/139, 149/149. 153/149, 149/149,
149/149, 149/149. 153/149, 153/149, 149/131) 53
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ABSTRACT

This study examined the floral biology, pollination ecology and breeding
system of Caryocar villosum (Caryocaraceae), an emergent tropical forest tree
with chiropterophylious pollination. Nine microsatellite loci, previously used in a
congener, were employed to investigate the reproductive system and pollen
flow. Flowers of this species are mostly pale white, are positioned above the
cénopy on terminal inflorescences, have nocturnal anthesis. last only one night,
have brush-like stamens and secrete a large amount of nectar (750 microliters
per night): all characteristics typical of chiropterophylly. The open flower
structure allows access to the nectar by landing bats (Phyllostomus discolor),
hovering bats (Glossophaginae), hawkmoths and marsupials. Controlled
pollination tests showed the species to be self-compatible. Genetic analysis of
the mother plants and their half-sib seeds using microsatellites confirmed the
controlled pollination results, but a larger percentage of fruits are formed if
outcrossing is performed indicating that C. villosum is a mixed mating species.
An approximately equal number of seeds (9-12) from each of five different trees
were genotyped with microsatellites. Of all 55 seeds genotyped, 80% resuited
from cross-pollination events, having at least one allele different from those of
the mother plant. The remaining 20% were derived from self-pollination or from
crosses with genetically similar trees. Seeds from three trees were entirely
resulting from cross-pollination. which may be related to the presence of long-
distance pollinators such as bats and sphinx moths. A fourth tree. visited only
by marsupials during the time of observation, had 58% of its seeds derived from
self-pollination. The fifth tree, isolated in a ten-hectare forest fragment, received
pollen from at least three other trees, indicating pollen flow across at least
600m. The results of this study allow one to infer that a mixed-crossing
breeding system and pollination by a wide spectrum of visitors make C. villosum
tolerant of changes in its environment that resuit in reduced density of the tree
and/or its pollinators. The genetic consequences of endogamy, however, can

only be avoided if long-distance pollinators are present.
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\nferir a ocorréncia de fluxo de polen a uma distancia de no minimo 600 metros.
Os resultados desse estudo sugerem que o sistema de cruzamento misto e a
polinizacdo por um amplo espectro de visitantes. tornam C. villosum resistente
as alteracées no ambiente que resultem na diminuicéo da densidade da
espécie elou de seus polinizadores, porém, as consequéncias geneéticas da

endogamia s6 poderdo ser evitadas pela presenca de polinizadores de longas

distancias.
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RESUMO

No presente trabalho foi estudado a biologia floral, a ecologia da
polinizagado e o sistema de cruzamento de Caryocar villosum (Caryocaraceae),
uma arvore emergente da floresta tropical. Foram utilizados nove locos
microssatélites anteriormente desenvolvidos para uma espécie congénere,
para investigar o sistema reprodutivo e o fluxo de polen. As flores de C.
villosum tem a forma de “pincel-de-estames”, sdo predominantemente brancas,
ficam expostas acima da copa em inflorescéncias terminais, apresentam
antese noturna. duram apenas uma noite e secretam grandes quantidade de
néctar (cerca de 750 ul por flor por noite), caracteristicas da sindrome de
quiropterofilia. A estrutura aberta da flor permite que morcegos que pousam na
inflorescéncia  (Phyllostomus  discolor), morcegos de v0o adejado
(glossofagineos), bem como mariposas esfingideas e marsupiais tenham
acesso ao néctar. Os testes de polinizagdo controlada indicaram que esta
espécie é auto-compativel. A andlise genética de progénies oriundas de
polinizacdo natural, usando marcadores microssatélites, confirmou os dados
dos teste de polinizagdo, porém uma proporgo maior de sementes é formada
quando as flores sdo submetidas a polinizagdo cruzada, indicando que C.
villosum & uma espécie com sistema de cruzamento misto. Das 55 sementes
de cinco arvores, genotipadas com microssatélites, 80% foram resultantes de
eventos de fecundacdo cruzada, apresentando ao menos um alelo diferente
dagueles encontrados na planta-mae. As 20% restantes foram resultantes de
auto-fecundacgdo ou de cruzamentos entre plantas geneticamente aparentadas.
Progénies originadas de trés arvores, incluindo uma na area urbana de
Manaus, apresentaram somente sementes de cruzamentos, o que
provavelmente esta relacionado com a presenga de polinizadores de longa
distancia, como morcegos e esfingideos, na éarea de ocorréncia desses
individuos. Em contraste, uma arvore localizada em uma &rea onde se
registrou somente visitas de marsupiais, 58% das sementes apresentaram
gendtipo consistente com auto-fecundacgao. A analise de uma progénie de onze
sementes coletadas de um individuo isolado em fragmento de 10 hectares,

apresentou um numero minimo de trés arvores doadoras de pdlen, permitindo
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INTRODUGCAO

Estudos na floresta tropical tém evidenciado uma alta diversidade de espécies
vegetais e de polinizadores. Essa diversidade sugere a existéncia de grande
namero de estratégias de reproduczo e de interagdes interespecificas, bem como
uma grande heterogeneidade na estrutura genética de comunidades (BAwA 1990,
JANZEN 1980). A intrincada rede de interagGes entre as especies e 0 meio na
floresta tropical, faz com que mudangas na densidade ou no comportamento do
polinizador, possam ocasionar efeitos criticos na fertilizacao e sucesso reprodutivo
das plantas (JAMES ef a/.1998).

Arvores do dossel sdo os principais elementos estruturais da floresta tropical.
Essas espécies podem ocorrer na densidade de um adulto, ou menos, por
hectare. A maioria dessas espécies & autoincompativel, fazendo com que suas
populagdes reprodutivas cubram grandes areas o que pode torna-las susceptiveis
a fragmentagdo. Porém, mesmo que a fragmentacao possa ocasionar a perda de
microhabitats Unicos, as populagdes podem n&o ser afetadas em sua reprodugao
uma vez que o polinizador pode cobrir grandes distancias, nao sendo limitado pelo
tamanho dos fragmentos (CHASE et al. 1996b, HAMILTON 1999, LOVELLES 1992).
Alteragdes no padrdao de forrageaménto dos polinizadores podem afetar os
cruzamentos e conseqiientemente a diversidade genética da progénie da planta
(NASON et al. 1996, SILVERTOW e DousT 1993).

A conseqiiéncia genética da diminuigdo da populagao é o aumento da
endogamia e manifestagio da carga genética que esta escondida no gendtipo em
forma de alelos recessivos deletérios. Em homozigose, 0s alelos recessivos
podem manifestar suas caracteristicas deletérias, ocorrendo em maior frequiéncia,
quando a populagéo que esta fazendo parte do espectro de cruzamentos
promovidos  pelo polinizador, & formada por individuos geneticamente
aparentados. Os efeitos da manifestagdo de recessivos deletérios vao desde a
diminuigao do vigor até queda da fertilidade (HAMRICK e NAson 2000).

O estudo da biologia reprodutiva de arvores tropicais tem sido objeto de

grande interesse da comunidade cientifica para atender a crescente necessidade
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de compreender como é possivel manter a biodiversidade. Os dados sobre a
reprodugdo de uma espécie, como sistema sexual, mecanismos de
incompatibilidade, padrao de floragéo e processo de polinizagdo podem nortear a
adogdo de estratégias de manejo e manutengao de populagbes e ecossistemas,
pois 4 manutengdo da variabilidade genética, permite a adaptagao a uma maior
gama de condigbes ambientais e esta diretamente relacionada com a
sobrevivéncia das populagées no ambiente (KAGEYAMA 1990, HAMRICK e NASON

2000).

Com o advento de técnicas de biologia molecular como isoenzimas, RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) e microssatélites, tem-se determinado, de
maneira mais direta a estrutura genética das populagdes e o modo pelo qual as
freqiiéncias alélicas variam de uma geragéo para outra. O entendimento da
estrutura e dinamica genética permite a utilizagdo apropriada dos recursos
genéticos florestais (CHASE et al. 1996a, HAMRICK et al. 1995, KAGEYAMA 1990,
NEWTON et al. 1999). Assim, o estudo da biologia reprodutiva, através da aplicagao
de técnicas classicas de biologia da polinizagdo, em conjunto com O USO de
ferramentas da biologia molecular tem permitido que se faga um paralelo entre
comportamento do vetor do pdlen e a estrutura genética e como essa relagéo se

regula (SILVERTOW e DousT 1993).

A familia Caryocaraceae consiste de 26 espécies distribuidas em dois
géneros, Caryocar L. e Anthodiscus G. F. W. Meyer, exclusivamente encontrados
na Regido Neotropical. O género Caryocar agrupa 16 espécies, das quais, apenas
quatro nao sdo endémicas de areas de Floresta Tropical (ARAUJO 1995, PRANCE e
SILVA 1973, PRANCE 1990). Nas areas adjacentes a Cidade de Manaus sao
encontradas trés espécies (uma delas com duas sub-espécies): Caryocar villosum
(Aubl.) Pers., C. pallidum A.C.Sm., C. glabrum (Aubl.) Pers. ssp. glabrum e C.
glabrum (Aubl.) Pers. ssp. parviflorum (A.C.Sm.) Prance & M.F. da Silva (RIBEIRO
et al. 1999). Para essas espécies, ha registro de polinizagao por morcegos apenas
em Caryocar villosum (VOGEL 1968). Outros estudos que abordam questfes
relativas ao polinizador de espécies do género sao os realizados em Caryocar
prasiliense Camb.(GRIBEL e HAY 1993), Caryocar microcarpum Ducke (Nogueira
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comunicacdo pessoal) além de relatos de coleta de polen de Caryocar sp. em
pélos de Phyllostomus discolor (WILLING 1983). Entre todos os trabalhos citados,
apenas Gribel e Hay (1993) abordam as questdes relativas a biologia floral,
ecologia da polinizag&o, o sistema de cruzamento e outros aspectos da biologia da
planta.

O conhecimento do sistema de compatibilidade e do fluxo de polen em fungéo
do comportamento do polinizador pode levar a descrigéo da dindmica genética das
populagbes de arvores. Apesar dos registros de quiropterofilia em Caryocar
villosum e do conhecimento da eficiéncia de morcegos em cobrir grandes areas,
pouco se sabe como essa caracteristica afeta a estrutura genética das populagdes
de arvores quiropterdfilas.

Nos ultimos anos o uso dos marcadores moleculares tem trazido avangos na
pesquisa da ecologia reprodutiva das plantas. Numerosos marcadores do DNA
tém sido desenvolvidos recentemente. Dentre esses, destacam-se os
microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat) por serem altamente
informativos. Os microssatelites ja foram desenvolvidos para algumas plantas
tropicais como: Theobroma spp. (LANAUD et al. 1999), Symphonia globulifera L.
(ALDRICH et al. 1998), Eucalyptus sp. (BRONDANI et al. 1998), Pithecellobium sp.
(CHASE et al. 1996a), Caryocar brasiliense Camb. (COLLEVATTI et al. 1999),
Copaifera sp. (CONDIT e HusBeLL 1991), Carapa guianensis Aubl. (DAYANANDAN et
al. 1999), Dinizia excelsa Ducke (Dick € HAMILTON 1999), Melaleuca sp. (MIWA et
al. 2000; ROSSETO et al. 1999), Simarouba amara Aubl. (RODRIGUEZ et al. 2000),
Shorea sp. (UJINO et al. 1998) e Swietenia humilis (WHITE e POWELL 1997a).

Devido ao grande polimorfismo dos microssatélites, o uso desses é
especialmente indicado para estudos do sistema de cruzamento e de paternidade,
comparando o sucesso reprodutivo dos doadores de poélen em fungéo da estrutura
da populagdo e dos mecanismos de compatibilidade, além de permitir tracar
inferéncias quanto a eficiéncia do polinizador, niveis de endogamia e de alogamia
(CRUZAN 1998).

Cada loco microssatélite precisa ser amplificado por um par de iniciadores,
desenvolvidos especificamente para 0 mesmo. O conhecimento de que existe a
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conservagao das regides que flanqueiam os microssatélites entre espécies
relacionadas, permite a transferéncia de pares de iniciadores entre estas espécies
(CHASE et al. 1996a, DAYANANDAN et al. 1997, FERREIRA e GRATTAPAGLIA 1998,
WHITE e POWELL 1997b). A transferibilidade entre espécies congenéricas ja foi
comprovada para os pares de iniciadores desenvolvidos para Caryocar
brasiliense, onde foi constatado que as regides que flanqueiam as areas de
microssatélites sdo conservadas entre C. brasiliense, C. villosum, C. glabrum, C.
pallidum, C. edule e C. coriaceum. (COLLEVATTI et al. 1999). Os dez locos
microssatélites desenvolvidos por Collevatti et al. (1999) para C. brasiliense
combinados apresentaram alto poder de exclusao de paternidade (Q =
0,99999995 ).

O uso de marcadores moleculares com este nivel de polimorfismo permite, por
meio do mapeamento e genotipagem dos individuos do campo & posterior
genotipagem da progénie, estimar o quanto as plantas vizinhas a planta mae
podem contribuir como doadores de polen. Desta forma pode-se definir a distancia
dos cruzamentos para as plantas analisadas. A genotipagem dos individuos de um
fragmento e de sua progénie pode revelar se as plantas dos fragmentos realizam
cruzamentos somente com plantas do mesmo fragmento ou se o polinizador é
capaz de transpor a distancia em que o fragmento esta de outra area florestal,
tornando possivel avaliar o impacto causado pela fragmentagao nas espécies que
dependem desse polinizador.

Esses dados sdo particularmente importantes para a conservagao de C.
villosum, que é uma espécie endémica da Amazonia que ocorre nas florestas de
terra firme e é conhecida regionalmente como piquia. Nessa regido, a polpa do
piquia é apreciada como condimento, sendo utilizada na produgdo de doces,
manteiga e licor (ARAUJO 1995, CAVALCANTE 1988, PRANCE e SILVA 1973). Da
semente (castanha) é possivel se extrair um 6leo, empregado como lubrificante e
combustivel de lamparinas (ARAUJO 1995). O piquia tem seu ritidoma utilizado na
medicina popular além de ser indicado como fornecedor de boa madeira para a
construcdo de barcos (ARAUJO 1995, CAVALCANTE 1988, PRANCE e SILVA 1973,

VASTANO € BARBOSA 1983).
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Neste trabalho, foram usados marcadores microssatélites para estudar a
dinamica de cruzamentos de arvores de C. villosum em locais com diferentes
niveis de influéncia antropica e os resultados foram comparados com os dados

obtidos dos estudos sobre biologia reprodutiva e comportamento dos

polinizadores.




PP PPIPACTF GGG

Q@

3PP RIIIAIIRND

'\_)

N

OBJETIVOS

Este trabalho objetiva descrever a polinizagéo e o sistema de cruzamento de

C. villosum na regido de Manaus, na Amazdnia Central. Especificamente

pretende-se:

a) Descrever a biologia floral e a ecologia da polinizagéo de C. villosum.

b) Quantificar a importancia relativa da auto-polinizagcéo e da polinizagéo

cruzada na formagao da progénie.

Cc) Avaliar, pela analise genética da progénie, o alcance do fluxo de poélen

promovido pelos polinizadores da espécie.
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Capitulo 1:
Biologia floral de Caryocar villosum (Caryocaraceae) uma arvore

emergente da Floresta Tropical na Amazdnia Central

Resumo '

O piquia (Caryocar villosum (Aubl.) Pers., Caryocaraceae) € uma arvore
emergente comum na Amazénia central que tem sua madeira comercializada
assim como seus frutos. No presente trabalho foi estudado a biologia floral a
ecologia da polinizagdo e o sistema de cruzamento de C. villosum. Foram
observadas arvores em ambiente urbano, mata continua e fragmentos de mata,
descrevendo aspectos da interagio polinizador-planta, assim como caracteristicas
das flores. Foram realizadas polinizagdes controladas para estudo do sistema de
cruzamento. As flores de C. villosum tem a forma de “pincel-de-estames”, sao
esbranquigadas, ficam expostas acima da copa em inflorescéncias terminais,
apresentam antese noturna, duram apenas uma noite e secretam grandes
quantidade de néctar (cerca de 750 pl por noite), caracteristicas da sindrome de
quiropterofilia. A espécie foi visitada por morcegos Phyllostomus discolor e
Glossophaga soricina assim como por marsupiais arboricolas e mariposas
Sphingidae. As polinizagdes manuais revelaram que o piquia é autocompativel,
mas que a formagdo de frutos em polinizagdes cruzadas é maior do que a
observada em autopolinizagoes. A planta se mostrou como uma importante fonte
de recurso alimentar para as espécies de polinizadores noturnos. C. villosum
oferece um bom modelo para estudo da biologia reprodutiva de plantas
quiropteréfilas, pois morcegos polinizam um grande numero de espécies de

plantas tropicais.
1.1 Introdugéao

Arvores do dossel sao os principais elementos estruturais da floresta tropical,
sendo que essas espécies geralmente ocorrem na densidade de um adulto ou
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menos por hectare. A maioria dessas espécies € autoincompativel, pressupondo
que suas populagées ocupem grandes éreas (CHASE et al. 1996a, HAMILTON 1999,
LOVELESS 1992). Informagbes sobre sistema sexual, mecanismos de
incompatibilidade, padrao de floragéo e processo de polinizaggdo podem nortear a
adocao de estratégias de manejo e manutencao de populagdes, estudando a
interagdo entre o polinizador e a planta (KAGEYAMA 1990, HAMRICK € NASON 2000).

A familia Caryocaraceae é composta por 26 espécies distribuidas em dois
géneros, Caryocar e Anthodiscus. Nas areas adjacentes a Cidade de Manaus sao
encontradas trés espécies do género Caryocar. C. villosum (Aubl.) Pers., C.
pallidum A.C.Sm., C. glabrum ssp. glabrum e C. glabrum ssp. parviflorum
(A.C.Sm.) Prance & M.F. da Silva (ARAUJO 1995, PRANCE e SILVA 1973, PRANCE
1990, RIBEIRO et al. 1999). Apenas em Caryocar villosum ha registros da biologia
reprodutiva da planta feitos por Vogel (1968), que observou a visitagdo de
morcegos. Outros estudos relevantes de biologia reprodutiva no género sao os
realizados em Caryocar brasiliense Camb. por Gribel e Hay (1993) que abordam a
questdes relativas a biologia floral e o sistema de cruzamento.

Neste trabalho foram estudados a interagdo entre o polinizador € a planta
analisando a biologia floral, o comportamento dos polinizadores e 0 sistema de
cruzamento de C. villosum. Esta espécie € uma arvore emergente comum na
Amazénia Central, sendo necessario a utilizagdo de técnicas de escalada e uma
boa infra-estrutura para instalagdo de plataformas que permitem o acesso as
flores. Os dados de biologia reprodutiva sdo importantes para a preservagao de C.
villosum, que é uma espécie endémica conhecida regionalmente como piquia e
que tem suas populagbes ameacgadas devido a fragmentagdo e o interesse
comercial pela sua madeira (ARAUJO 1995, CAVALCANTE 1988, PRANCE e SiLvVA
1973, VASTANO e BARBOSA 1983).

1.2 Material e Métodos

O trabalho foi realizado no municipio de Manaus com observagbes de
campo nos dias 09, 21, 28 e 29 de agosto de 2000, na reserva florestal Adoipho
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Ducke (Km 26, AM-010), 12, 13 e 14 de novembro de 2000, na mata da
Universidade do Amazonas (UA) e nos dias 20, 21 e 22 de setembro de 2001, em
uma arvore isolada em ambiente urbano, em frente ao Instituto Nacional de
Pesquisas do Amazonas (INPA). As observagoes foram realizadas em seis
arvores, estando quatro na reserva Adolpho Ducke. Todas as observagoes
aconteceram em noites sem precipitagdo pluviométrica. -

A_partir das 17:30 h foram iniciadas as observagoes, registrando-se os
dados relativos aos eventos florais de cinco inflorescéncias focais por noite de
observagao. As anotagbes consideraram o movimento e a duragao temporal dos
eventos assim como a funcionalidade das partes florais. As inflorescéncias focais
tinham todos as visitas registradas. A quantidade de néctar e a concentracao de
agucar foram quantificadas em intervalos de 01:30 h a partir do inicio da abertura
das flores. As observagdes de eventos e visitas findavam apds a queda das
petalas da inflorescéncia focal. O néctar foi coletado diretamente com uma- seringa
milimetrada em cinco flores por planta. Cada flor era mantida isolada de visitantes
no periodo entre medigdes utilizando um saco de papel. A concentragao de agucar
foi medida com um refratdmetro manual.

Os experimentos de sistema reprodutivo foram realizados em trés arvores
de C. villosum da area da reserva florestal Adolpho Ducke. Os testes para verificar
o sistema de cruzamento de foram feitos a noite, geralmente no periodo de 21:30
e 23:30 h e foram realizados em flores previamente ensacadas no mesmo dia por
volta das 12:00 h. A polinizagao foi feita arrastando a superficie estigmatica em
uma laminula de vidro previamente coberta de pélen. As flores ensacadas que
receberam polen de outra planta foram emasculadas para evitar autofecundagéo.
Apé6s a polinizagéo, as flores voltavam a ser ensacadas até a manha do dia
seguinte. As flores tratadas foram acompanhadas até vinte dias apés a
polinizacao, intervalo em que os frutos ja nao eram mais abortados, exceto, devido
a predagao.

As caracteristicas estruturais das flores foram anotadas e medidas
diretamente em flores de 6 plantas. A presenga de osméforos foi evidenciada em

flores de quatro plantas diferentes coletadas desde o estagio de botao até depois
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da queda, utilizando vermelho neutro (KEARNS e INOUYE 1993). A quantidade e
viabilidade do poélen foi estimada em cinco anteras maduras e cinco anteras
maduras de estaminodios de trés plantas. O poélen foi considerado viavel quando
corado em vermelho por tetrazolio (0,2%). A medida do pdlen e da superficie
estigmatica foi feita em 25 graos de polen e trés estigmas com o auxilio de um
Microscopio (Ocular: 15x Kyowalescale e lamina micrometrica: 5+100/100mm).
Esxicatas do material estudado foram depositadas no Herbario do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazénia (Referéncia - INPA 206.271).

Nas observagdes das visitas, utilizou-se lanternas com filtro vermelho para
evitar mudangas no comportamento do visitante. Atengéo especial foi dada ao
comportamento dos visitantes em ordem de sua importancia como potencial
polinizador, sendo coletado dados referentes a frequéncia e tempo de cada visita.
O recurso fotografico auxiliou a analise do comportamento do visitante e da efetiva
atuagdo do mesmo como polinizador. Os visitantes florais foram coletados nas
noites ndo empregadas no trabalho de registro de visitas. Morcegos foram
coletados com uma rede de neblina de 1,5/1m colocada proximo a inflorescéncia.
Apenas um morcego foi colocado como referéncia na Colegao de Mamiferos do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (Referéncia — INPA 3972).

1.3 Resultados

A planta

Caryocar villosum é uma arvore emergente com uma copa ampla em
funcao dos ramos que se desdobram a partir do fuste. Os galhos ultrapaésam a
copa-das outras arvores e suportam aglomerados densos de folhas formando uma
cobertura continua. A espécie floresce por um periodo que vai de agosto ao final
de outubro e as inflorescéncias ficam bem acima da cobertura de folhas (13 - 24
cm ), em um pedunculo longo e pouco flexivel. Os botoes e flores ficam voltados
para cima, podendo, cada inflorescéncia, produzir em média 25 botbes verde-

claros (dp = 4; n = 12) que florescem sequencialmente na quantidade de um ou

dois por noite (Figura 1).
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Os botdes, a medida que vao maturando, mantém a coloragéo e o tamanho
das sépalas. As pétalas crescem até atingirem um tamanho entre 20,8 e 32,7 mm
e ficam amarelo-claro. Os botdes maduros comegam a abrir entre 17:00 e 19:00 h
sendo que uma planta pode abrir seus botdes em horarios diferentes, havendo
diferencas até mesmo entre botées de uma mesma inflorescéncia. As flores se
abrem lentamente com uma seqiléncia de eventos que duram de 40 a 90 minutos.
As flores de uma mesma planta geralmente gastam o mesmo tempo para
completarem a abertura.

A seqiéncia de eventos comega com o afastamento das cinco pétalas
concavas que lentamente abrem espacgo apicalmente, para a saida de poucas
anteras. Nesta fase os filetes se encontram agrupados formando um tufo Unico
espiralado e comprimido. Qualquer espago entre as pétalas libera as anteras que
estao sendo pressionadas por todo o tufo que comeca a se estender. Antes que
as pétalas se afastem completamente os filetes ja se encontram estendidos na
vertical. Os estames se encontram no centro do tufo de filetes, emergindo do
ovario. Entre a base dos filetes e a camara que circunda o ovario pode ser
observad'o um anel de estruturas semelhantes a pequenos estames. As pétalas
branco-amareladas continuam a se afastar, sendo acompanhadas pelos estames.
Neste trabalho os estames menores com base hipertrofiada, provavelmente
responsaveis pela produgéo de néctar, serao tratados como estaminédios sensu
Prance e Silva (1973), apesar de produzirem polen.

Pouco antes da abertura do botdo e durante toda a seqiiéncia de eventos
da antese é possivel sentir o odor adocicado & pouco agradavel da flor. Pprém, o
odor aumenta quando a flor esta aberta e os dos osmoforos da parte interna das
pétalas estao expostos, intensificando o cheiro liberado antes da abertura da flor.
Os osmoforos estdo distribuidos regularmente nas pétalas em areas que" nao
estavam em contato com outras pétalas antes da abertura do botao, assim, sado
encontrados em maior quantidade na face interna das duas pétalas mais internas
e na face externa das duas pétalas mais externas do botao.

No final da antese, os estames (aproximadamente 234) e estaminodios
(aproximadamente 41) desenham uma estrutura hemisferica de filetes brancos e
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anteras amarelas ao redor de quatro estiletes verde-claros (Figura 1). Os filetes,
com 58-77 mm de comprimento, expéem as anteras 5-20 mm abaixo do nivel dos
estigmas. Os estaminodios tém 20-33 mm de comprimento, incluindo sua base
hipertrofiada que forma uma estrutura anelar ao redor camara nectarifera. Essa
camara tem o raio de 4 mm e apresenta em seu centro em tons verde-claros, um
ovario supero, tretralocular com um 6vulo por l6culo, sendo que de cada l6culo
emerge um estilete. A camara nectarifera abriga o néctar produzido pela planta.

A produgéo de néctar pela base dos estaminddios, pdde ser detectada ja a
partir do inicio da abertura da flor, quando as anteras comegam a sair. Durante
toda a antese e no periodo em que a flor esta disponivel a visitacao, a quantidade
de néctar secretado se mantém em torno de 164 pl (dp = 52 ul; n = 15),
perfazendo aproximadamente 750 pl por flor por noite. A concentragdo de agucar
foi constante ao longo do periodo em que a flor estava aberta, se mantendo em
torno de 12,9% (dp = 1,4; n = 15) (Figura 2). Desde o inicio da antese, as anteras
de deiscéncia longitudinal j4 estavam abertas, expondo o polen em grumos que
ficavam pulverulentos a partir de sua saida do botdo. Qualquer agitagao na flor
liberava uma nuvem de polen que se depositava em pétalas e outras pecas florais.

O numero médio de graos de pdlen nas anteras dos estames foi de 411,3
(dp = 115,6; n = 15) e nas anteras dos estaminédios foi de 195,73 (dp = 79,5, h =
15). O teste do tetrazoélio mostrou que a percentagem média de pélen inviavel nos
estames foi de 9,28%, variando entre 4,83% e 20,85% (n=15), enquanto que nos
estaminodios foi de 20,25%, variando entre 419% e 55,19% (n 15).
Multiplicando o numero de gréos de polen das anteras pelo numero médio de
estames (234) e estaminddios (41) a produgéo de polen por flor chega a 94.366,7
graos, sendo que 89,16% séo viaveis. O tamanho médio dos graos de pélen é de
3.8 mm? (n=25), enquanto a superficie estigmatica tem uma area de 23,6 mm?

(n=3), permitindo a deposicdo de aproximadamente 6-7 graos de polen nessa

reduzida area.
Em trés plantas da Reserva Ducke, todas ou parte das flores de algumas

inflorescéncias néo apresentavam antese completa. Nessas flores alguns ou todos
os estigmas e estiletes nido se distendiam completamente ficando murchos. A
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produgdo de néctar podia ou néo ser comprometida, entretanto, néo foi percebida
diferenca na liberagéo do pdlen. O acompanhamento de 17 flores com antese
incompleta constatou que os ovarios dessas flores foram abortados no dia anterior
a abertura da flor nao perdurando o mesmo tempo que os ovarios abortados que
foram fecundados por polinizagdo manual (Tabela 1).

Entre 00:00 e 02:30 h, as pétalas estames e estaminddios sdo descartados
juntamente com o néctar produzido pouco antes da abscisao. Na planta, restam
apenas o ovario, as sépalas e os quatro estigmas, concluindo um ciclo de
aproximadamente 7 h (n = 5 plantas) em que a flor &€ funcionalmente atrativa,
podendo ser visitada pelos polinizadores.

Quanto ao sistema de cruzamento, os tratamentos de auto-polinizacao e de
polinizagéo cruzada obtiveram respectivamente 6,9 % e 14,8 % de sucesso na
produgao de frutos, conforme os resultados sumarizados na Tabela 1. Parte das
flores das arvores onde foram feitos os tratamentos foram acompanhadas como
controle, dentre essas, apenas as flores com antese completa produziram frutos
(Tabela 1). As caracteristicas morfologicas das flores e inflorescéncias de C.

villosum éstéo descritas na Tabela 2.

Visitantes florais
Por volta das 17:00 h a copa ainda esta iluminada pela luz do sol e os

primeiros visitantes comegam a surgir. Destacam-se como visitantes os beija-
flores (Trochilidae - Heliotrix aurita, Amazilia versicolor, Talurania furcata), abelhas
(Apidae), besouros (Lampiridae) e mariposas (Noctuidae), todos com diferentes
comportamentos diante da flor.

" Os beija-flores visitam a flor s6 até o anoitecer (18:30 h), neste periodo os
se alimentam de néctar introduzindo o bico por entre a pequena abertura: das
pétalas e as poucas anteras expostas. As abelhas, que sao pequenas em relagao
4 flor, coletam o pélen depositado nas pegas florais e no tufo de anteras. Neste
mesmo periodo podem ser vistos besouros caminhando entre as anteras e as
mariposas Noctuidae que se alimentam de néctar pousando nas sepalas e
bolocando sua proboscide por entre as pétalas e anteras até alcangar a cadmara
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nectarifera. A noite, os besouros e mariposas continuam a visitar as flores porem
nesse periodo & mais intensa a atividade de mariposas Sphingidae, morcegos
Philostomidae e pequenos mamiferos nao voadores como Didelphideos.

Dentre todos os visitantes, os morcegos foram mais frequentes (x= 13
visitas/h; dp = 1,2; n = 20 flores ). Em plantas que nao eram frequentadas por
morcegos, 0 numero de visitas de mariposas Noctuidae era superior ao numeros
de visitas outros animais (aproximadamente 4 visitas por hora). As espécies de
morcegos observadas forrageando o néctar do piquia foram: Glossophaga soricina
e Phyllostomus discolor sendo o ultimo o principal visitante das flores que estavam
mais acessiveis a observagdes focais.

As visitas de P. discolor iniciaram por volta das 19:00 h quando as pétalas
das flores estavam afastadas o suficiente para expor a camara nectarifera. As
visitas diminuiam quando as flores comegavam a perder as pétalas, estames e
estaminodios. A queda de parte das pegas florais & favorecido pela visitagéo de
morcegos que visitavam a planta no final da noite. Nesse periodo, poucos
morcegos forrageiam aproveitando o néctar preso aos estaminodios e que foram
produzidos um pouco antes da planta descartar pétalas e androceu.

O grupo de P. discolor sobrevoa a arvore e os membros se langcam
individualmente sobre as flores que se sobressaem da densa copa do piquia. As
flores mais internas a copa sa@o acessadas pelos vaos entre os aglomerados de
folhas formados por diferentes galhos da planta. A visitagéo de P. discolor € feita
quando o mesmo pousa sobre a inflorescéncia, o que dura aproximadamente
1segundo (dp=0,4 s; n = 22). O pouso/visitagéo ocorre quando o morcego chega
por cima na flor e coloca a cabega dentro da mesma, mantendo as asas
arquéadas. Nesse ponto, seu v6o é interrompido por uma pausa no batimento das
asas, que ficam um pouco abertas ou abragam toda a inflorescéncia. Ainda com a
cabeca dentro da flor, o morcego comeca a arquear suas asas até que possam
ser batidas novamente possibilitando a saida da inflorescéncia. Na saida o
morcego langa seu corpo para traz saindo por cima ou por baixo da copa.

Durante o contato com a flor, o P. discolor coloca o focinho dentro do anel

de anteras lambendo o néctar acumulado na camara nectarifera e preso por
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aderéncia aos estaminodios. A aproximagcao por cima € suficiente para que o
morcego toque os estigmas e grande parte das anteras de uma ou mais flores que
sdo contatadas quando a inflorescéncia & abracada. Assim, o polen de piquia é
depositado praticamente em toda a regido ventral do morcego incluindo asas e
eventualmente na cabega (Figura 3). As visitas de P. discolor ocorrem em
intervalos que variaram de 2 a 10 minutos nas noites de novembro quando esses
dados foram coletados.

As flores de acesso mais dificil que geralmente nao s&o visitadas por
Phyllostomus, sao visitadas por morcegos glossofagineos que apresentam outro
comportamento em sua visita. Com um véo adejado e um pequeno tamanho
corporal os glossofagineos aproximam-se rapidamente da inflorescéncia e fazem
um breve véo adejado em frente a flor. Nessa posigéo, eles estendem as asas
para traz e langam a cabega para frente colocando o focinho dentro da flor apés
esse breve contato os morcegos impulsionam o corpo para traz e saem em voo.
Os pequenos morcegos glossofagineos fazem varias incursées rapidas (menos de
1 segundo) a mesma flor, descrevendo sempre a mesma rota, esse vOo repetido
deidae vinda se assemelhava ao movimento de um péndulo. Devido ao tamanho
corporal dos morcegos glossofagineos, & possivel que toquem somente as
anteras pelo lado em que foi feita aproximacao e visita, nao tocando os estigmas
que estdo no centro do anel de anteras (Figura 4). O registro fotografico de
morcegos glossofagineos indica que os visitantes apresentam uropatagio
desenvolvido o que permite relacionar como polinizadores, morcegos dos géneros
Glossophaga, Lonchophylla e Lionycters, descartando espécies do género
Anoura. No entanto, observagées pessoais sugerem que estes visitantes sao
Glossophaga soricina, pois sao os glossofagineos mais comuns em areas urbanas
onde foram feitos os registros. O fato de G. soricina ser considerado o
glossofagineo visitante de flores de C. villosum é respaldado pelo trabalho de
Vogel (1968).

Nas observagdes realizadas no més de setembro de 2001 em uma arvore
na area urbana, o padrao de visitacao de morcegos P. discolor foi do tipo “trap

line”, com grandes grupos visitando a planta em intervalos (Figura 6). Apesar dos
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morcegos G. soricina terem sido notados durante toda a noite forrageando nas
flores préximas do observador, o padréo de visitagao do tipo “trap line” ndo péde
ser confirmado, pois suas visitas sao mais cripticas, dificultando o registro dos
morcegos na planta. As observagdes feitas em uma arvore florida no periodo de
novembro de 2000 nao registraram o padréo do tipo onda de atividade, tipica do
forrageamento em “trap line”. Nas observagdes de novembro de 2000, uma flor de
piquia foi visitada até 100 vezes durante o periodo em que esteve exposta a
visitagdo, porém em quatro noites de observagéo na reserva florestal Ducke as
plantas nao tiveram suas flores frequentadas por morcegos, sendo registrado
somente visitas de didelphidae.

As visitas das mariposas Sphingidae ocorreram durante toda a noite porém,
nao ultrapassaram duas por flor e ndo apresentaram a mesma interagdo
demonstrada por morcegos e outros mamiferos. A visitagao era realizada durante
um véo adejado em que a mariposa tocava estigmas e anteras enquanto langava
sua proboscide para o interior da cadmara nectarifera (Figura 5). Essas visitas
duravam apenas alguns segundos em que a mariposa voava irregularmente sobre
a flor. Durante o trabalho foi coletado apenas um individuo de Pachylia ficus
(Linnaeus 1758), com uma espirotromba de 47,2 mm.

Dentre os mamiferos niao voadores que frequentaram as flores do piquia
estdo Caluromys lanatus e Caluromys philander (Didelphidae). Registrou-se a
presencga de grupos de até sete individuos de Caluromys forrageando nas flores
de uma unica arvore (18/09/2000 — 23:00h) da Reserva Ducke. As visitagGes
ocorriam em qualquer horario durante o periodo de abertura da flor, porém as
flores observadas foram visitadas somente uma vez durante toda a noite. Esses
mamiiferos caminhavam pelos galhos da planta e, usando a cauda para se
equilibrar, chegavam até mesmo nas inflorescéncias mais na extremidade’ dos
galhos. Durante a visitagao seguravam a inflorescéncia e colocavam o focinho
dentro das flores abertas tocando com a cabega anteras e estigmas e entéo
recuando com extrema agilidade para o galho a procura de outras inflorescéncias.

Uma das plantas da reserva florestal Adolpho Ducke manteve suas flores
até as 07:20 h do dia seguinte a abertura. No periodo de luz do dia, que comega
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as 05:40 h, registrou-se a visita de abelhas e beija-flores que perduraram até o
inicio da queda das péatalas estames e estaminddios. Nessas visitagGes, os beija-
flores introduziam o bico préximo a base da coroa de anteras até a camara
nectarifera sem tocar as anteras e estigmas da flor.

1.4 Discussao

Biologia floral
Caryocar villosum € uma espécie com caracteristicas tipicas da sindrome

de quiropterofilia definida por varios autores (SAZIMA e SAZIMA 1978). Dentre essas
caracteristicas destacam-se: antese noturna, coloragio esbranquigada, estruturas
resistentes e amplas, grande quantidade de néctar, localizagao fora da folhagem,
odor forte e pouco agradavel além de grande quantidade de pdlen. A
quiropterofilia esta relacionada com estruturas que facilitam a polinizacao por
morcegos apresentando caracteristicas que tornam as flores conspicuas e
acessiveis no periodo da noite.

o 4periodo de abertura, a produgdo de néctar desde o inicio da antese e
principalmente a prematura liberagao de odor favorece a inclusdo da planta em
rotas de polinizadores do tipo “trap line”, que necessitam de grande quantidade de
recursos no inicio do periodo de atividade. A abertura lenta contrasta com
algumas plantas quiropteréfilas como Ceiba pentandra (GRIBEL ef al. 1999), C.
acuminata (BAKER 1960), Pseudobombax longiflorum (RocHA et al. 1991) e
Passiflora mucronata (HEITALUS et al. 1974). A lentidao desse processo pode ser
em fungao da dependéncia da circulagdo de uma grande quantidade de agua.
Esse fato & respaldado por observagbes de Vogel (1968), que inflorescéncias
colhidas antes da abertura e colocadas em uma vasilha com agua " nao
completaram a antese.

A eventual necessidade de uma eficiente circulagdo de agua podera ser o
fator responsavel pela dificuldade na distensao de filetes, estiletes e estaminodios

que acomete algumas flores de uma mesma planta. Caso o pélen dessas flores
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seja viavel, essas flores podem estar funcionando como doadoras de pédlen, e
funcionalmente atuando como flores estaminadas.

A constante produgao de néctar durante todo o periodo de antese garante o
retorno do polinizador. Parte desse volume é armazenado pela ampla camara
nectarifera e pela base dos estamintdios e outra parte, forma uma bolha de
liquido que, devido a sua tenséo superficial, fica presa por aderéncia aos inumeros
estaminodios. Sazima e Sazima (1978), ja discutiram adaptagées dos
estaminodios aos polinizadores o que reforgca o fato dessa estrutura ter a funcao
de impedir a perda de néctar, fundamental a atragao de animais dependentes de
grande quantidade de recursos.

A producdo continua de um grande volume de néctar e a grande
quantidade de flores dentre as quais poucas formam frutos e algumas nao tem
antese completa, contribuem para o aumento do “display” necessario a atragao de
animais com estratégia de forrageamento em grupo, dentre esses Phyllostomus
discolor que pode forragear solitariamente ou em grupo, dependendo da
disponibilidade de flores (SAzIMA e SAZIMA 1977). Esse fato € comprovado pela
atracdo de individuos de P. discolor solitarios no final da noite quando a maior
parte das flores ja caiu.

Em espécies quiropteréfilas, a grande quantidade de poélen produzida para
aumentar as chances de cruzamento s6 é efetiva se houver uma eficiente
deposicéo de pélen no vetor que é de grande porte quando comparado com outros
polinizadores. Em algumas plantas quiropteréfilas o aumento na deposi¢ao de
polen no polinizador & favorecido pelo aumento do tamanho da antera que
inevitavelmente entra em contato com o visitante, como € o caso de Hymenaea
stignocarpa (GiBBs et al. 1999) e Passiflora mucronata (SAZIMA e SAZIMA 1978).
Também é comum que todas as flores da inflorescéncia, atuem na deposic&o de
polen como as Ceiba (GRIBEL et al. 1999; BAKER 1960), poréem, outras
Bombacaceae quiropteréfilas como Pseudobombax (GRIBEL 1998), seguem mais o
estilo de Caryocar villosum e C. brasiliense (GRIBEL € HAy 1993) possuindo

grandes flores com grande quantidade de anteras que formam uma bola de

estames ou um pincel (BAKER 1960).
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A disposi¢ao dos estames em forma de bola ou pincel torna impossivel
acessar a camara nectarifera sem que se toque nas anteras depositando podlen
em uma grande area do polinizador. Segundo Baker (1960), essa estratégia
geralmente é observada em flores visitadas por morcegos grandes, enquanto
flores quiropterofilas com anteras que promovem a deposigao de pélen em uma
regido mais definida estao relacionadas com morcegos menores que possuem
maior estabilidade no vé6o como os glossofagineos, garantindo um certo padréo
nas visitas, como ocorre nas de beija-flores.

Segundo Heithaus et al. (1974), em interagbes em que o polinizador tem um
grande tamanho corporal a alta producgéao de pélen, capaz de cobrir o todo o corpo
do polinizador, aumenta as chances de cruzamento. Isso pode ser exemplificado
em Caryocar brasiliense, congénere comum no cerrado do Brasil Central, em que
o aumento da quantidade de pélen no corpo do polinizador é fundamental para
que haja a polinizagéo, pois a superficie estigmatica pode receber apenas de 4-6
graos de polen (GRBEL e HAY 1993). De maneira semelhante, C. villosum
apresenta uma produgdo de aproximadamente 84.000 graos de pélen viaveis por
flor e uma superficie estigmatica onde se alojam apenas 6-7 graos de pdlen.
Apesar da pequena separagdo espacial entre as anteras e as superficies
estigmaticas (hercogamia), essa caracteristica pode diminui a possibilidade de
auto-polinizacao (GRIBEL e HAY 1993, HEITHAUS ef al. 1974). Cruden (1977), em
sua discussao sobre a importancia do alto nimero de gréos de pélen para garantir
a polinizagéo, propde uma grosseira determinagdo do sistema de cruzamento
baseado na raziao entre a quantidade de pélen produzido e o nimero de 6vulos.
Considerando a razdo pélen/ovulo para C. villosum (cerca de 21.034 graos de
polen por o6vulo produzido) podemos definir, baseado nos critérios de Cruden
(1977), a espécie como xenogama, porém a alta produgao de pdlen parece estar
mais relacionada ao tamanho do polinizador.

De acordo com Cruden (1977), 2 a 7 gréos de pdlen s&o necessarios para
garantir a probabilidade de formacéo do fruto. Nesse sentido, em C. villosum e C.

prasiliense, a quantidade de pélen que entra em contato com o estigma fica bem
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proxima do limite do comprometimento da polinizagdo o que pode justificar a
autocompatibilidade.

Gribel e Hay (1993) usando o indice de auto-incompatibilidade descrito por
Bullock (1985) encontraram em C. brasiliense um valor superior ao maximo
utilizado para definir a espécie como autoincompativel. O mesmo indice foi
calculado para C.villosum obtendo-se 0,46 (Tabela 1) que & superior ao indice
obtido nos tratamentos em C. brasiliense (ISl= 0,29). Porém, Collevatti et al.
(2001), utilizando marcadores moleculares, encontraram uma alta taxa de
polimorfismo nas progénies de C. brasiliense, sugerindo que essa espécie
apresenta um eficiente mecanismo de autoincompatibilidade que promove um
aborto seletivo de frutos, cujo pélen provém de individuos parentais. Essa seria a
justificativa para o baixo nimero de embriées que se desenvolvem por flor, a alta
taxa de aborto que pode estar ocorrendo em detrimento da baixa quantidade de
recursos. Assim, C. brasiliense pode ser uma planta com autogamia facultativa
cuja taxa de aborto de frutos resultantes de autocruzamento é dependente da
quantidade de recursos. Esse mecanismo pode se repetir em C. villosum, porém
sao necessarias analises genéticas das progénies para confirmar estas suspeitas
(Capitulo 2).

Visitantes florais

A biologia floral de Caryocar villosum aponta que esta espécie apresenta
sindrome de quiropterofilia, porém a diversidade de visitantes florais requer
consideragdes relativas ao papel que cada espécie desempenha como
polinizador. Os visitantes vespertinos freqientam a flor no periodo inicial da
antese quando os estigmas ainda nao se distenderam, desta forma foram
desconsiderados na dis¢ussao pela baixa chance de estarem influenciando na
produgéo de frutos.

Gribel e Hay (1993) registraram a presenga de mariposas Sphingidae em C.
prasiliense concluindo que as espécies desse grupo que possuem a probdscide
menor ou do mesmo tamanho dos estiletes podem contribuir para a polinizagao e,

consequentemente, produgao de frutos. Em C. villosum os esfingideos que foram
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observados em atividade na flor apresentam um tamanho de probdscide que
favorece o contato com as anteras, reforgcando a importancia desses insetos na
polinizagdo da espécie.

Dentre os morcegos que visitam a flor do piquia, Glossophaga soricina,
visita principalmente flores da parte baixa da copa que nao sado acessadas por
Phyllostomus discolor. Segundo Heithaus et al. (1974), a visitagao repetida em
uma mesma flor com movimentos pendulares &€ uma caracteristica de G. soricina.
Lemke (1984), descreve o comportamento de G. soricina como territorialista no
inicio da noite, assumindo um padréo “trap line” com a diminuicdo na quantidade
de recurso do territério. Em C. villosum n&o foi possivel registrar a adogao da
estratégia do tipo “trap line”, também, nao foi notificada redugao na quantidade
recursos produzidos pela planta. As visita repetidas em apenas uma flor e
principalmente a diminuigdo do movimento entre plantas pode estar afetando o
numero de cruzamentos realizados por G. soricina. Os registros fotograficos nao
confirmaram o contato do estigma de C. villosum com o corpo de Glossophaga
que € um morcego pequeno com aproximadamente 9-10 g e antebrago de 32 -
37mm (TlMM e LAVAL 1998). Gribel e Hay (1993) registram que G. soricina visita
massivamente as flores de C. brasiliense, sendo responsavel por grande parte da
polinizagao dessa espécie. Dessa forma, nao pode-se descartar a possibilidade de
G. soricina e outros glossofagineos atuarem como polinizadores efetivos de C.
villosum.

Phyllostomus discolor € maior que G. soricina (antebrago 55 — 67mm; TiMM
e LAVAL 1998) o que sugere que esta espécie seja a principal polinizadora do
piquia. Esse morcego visita as flores em grandes grupos de individuos durante a
execugao de um trajeto que inclui varias plantas. Essa estratégia & conhecida
como “ondas de forrageamento”, pois uma mesma planta é visitada em intervalos
regulares (HEITHAUS et al. 1974). A adogao dessas rotas se da em fungao da
quantidade de flores existentes em cada planta e favorecem cruzamentos entre
individuos em floragao. Nas plantas de C. villosum que floresceram em novembro
nao foi percebida a visitagao de P. discolor em padrao de ondas de
forrageamento. O fato dessa planta ser o dltimo individuo de piquia em floragao,
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pode ter contribuido para que um grande nimero de grupos de morcegos tenha
incluido esta planta em seu trajeto o que pode mascarar os intervalos entre ondas
de forrageamento. Isso reforca a importancia de C. villosum na dieta dos
morcegos e da alta produgéo de néctar que confere vantagens da inclusdo dessa
espécie em rotas de varios grupos de P. discolor.

Assumindo que os mamiferos néo voadores que visitaram as flores de C.
villosum morfologicamente e comportamentalmente atuam como vetores de polen,
definiu-se esse grupo como polinizadores, apesar de nao saber-se a importancia
relativa desses visitantes na produgao de frutos. A dinamica de cruzamentos e o
fluxo génico promovido pelos mamiferos nao voadores pode variar em fungao do
deslocamento desses animais, o que esta relacionado ao metabolismo animal e a
quantidade de recurso oferecido (CARTHEW e GOLDINGAY 1997). Caluromys lanatus
e C. philander foram os visitantes mais freqiientes, porém segundo Janson et al.
(1981), esses animais tém uma mobilidade pequena concentrando sua atividade
de forrageamento em apenas uma arvore por noite.

Janson et al. (1981), Gribel (1988) e Carthew e Goldingay (1997)
descrevem as caracteristicas da sindrome de polinizacédo por mamiferos noturnos
ndo voadores se assemelhando muito as caracteristicas da sindrome de
polinizacdo por grandes morcegos discutida por Baker (1960). A sindrome de
quiropterofilia para morcegos pequenos (BAKER 1960) possui caracteristicas mais
distintas das adaptagbes das plantas a mamiferos noturnos nao voadores
discutidas por Janson et al. (1981). Porém a sindrome de quiropterofilia para
morcegos pequenos pode estar mais relacionada a sindrome de ornitofilia (SAzIMA
e SazIMA 1978), tendo evoluido provavelmente a partir de pressdes seletivas
exercidas por morcegos polinizando plantas ornitofilas no periodo crepuscular. O
género Bauhinia L., possui espécies quiropterdfilas, ornitofilas e Bauhinia aculeata
apresenta um comportamento intermediario (HOKCHE e RAMIREZ 1990).

Assim, em uma viséo geral tem-se: Caryocar brasiliense sendo polinizado
principalmente por pequenos morcegos e por Phyllostomus discolor na regiao do
Brasil Central (GRBEL € HAY 1993), C. villosum visitada basicamente por

mamiferos nao voadores em uma area de mata e por Phyllostomus discolor e
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Glossophaga soricina em area urbana. Um quadro semelhante € observado em
Ceiba pentandra, visitada por mamiferos ndo voadores no sudeste do Peru
(JANZON et al. 1981), por mamiferos nao voadores e morcegos do género
Phyllostomus na Amazénia Central (BAKER 1960, GRIBEL et al. 1999) e por
morcegos Megachiroptera na Africa e em pequenas ilhas do pacifico (HARRIS e
BAKER 1959, ELmaVisT et al. 1992). As variagdes na freqiiéncia de potenciais
polinizadores diminuem a previsao da visita de um polinizador especifico, esse
fato pode tornar vantajosa a adogéo de um mecanismo de autogamia facultativa,
que parece ocorrer em Ceiba pentandra (BAKER 1960, MURAWSKI & HAMRICK 1992,
ELmQVIST et al. 1992, GRIBEL et al. 1999)

Percebe-se que C. villosum apresenta uma sindrome direcionada a
morcegos grandes, mas também favorece outros polinizadores noturnos, como
glossofagineos, esfingideos e marsupiais arboricolas, gerando a possibilidade da
planta utilizar diferentes grupos animais como vetores de polen. Essa estratégia
generalista pode decorrer do fato de que arvores de grande porte possuem
geragdes muito longas, permitindo que varios polinizadores com suas curtas
geragdes se especializem a flor. Se muitos polinizadores forem eficientes, a planta
ndo sofrerd pressbes para reorganizar sua estrutura a favor de determinado
animal, apresentando uma estrutura floral relativamente “aberta” que confere a
planta a capacidade de se adaptar a varias especies de visitantes florais, em
varias areas. Talvez essa seja uma justificativa para manutengéo de sistemas de
polinizagdo pouco especializados que tem se mostrado comum na natureza (BAWA
1990, MACHADO e OLIVEIRA 2000).
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Capitulo 2:
Estudo do sistema de cruzamento e fluxo de pélen em Caryocar
villosum (Caryocaraceae), por meio do uso de marcadores

microssatélites

Resumo

Este estudo visa quantificar a variabilidade genética da progénie de C. villosum em
diferentes ambientes, verificando a importancia relativa da auto-polinizacdo e da
polinizagdo cruzada na formag&o das sementes. Foram utilizados nove locos
microssatélites, anteriormente desenvolvidos para C. brasiliense, para analise de
progénies de polinizagdo aberta de cinco arvores adultas na regiao de Manaus,
AM. Das 55 sementes genotipadas, 80% foram resultantes de eventos de
fecundagdo cruzada, apresentando ao menos um alelo diferente daqueles
encontrados na planta-mae. As 20% restantes foram resultantes de eventos de
auto-fecundacéo ou de cruzamentos entre plantas geneticamente aparentadas. As
analises genéticas das progénies confirmaram que C. villosum é uma espéecie com
sistema de cruzamento misto. Os dados das cinco familias, formadas pela arvore
mae e 9-12 sementes originadas de polinizagdo natural, foram discutidos
separadamente, pois refletem as situagoes particulares em que as matrizes se
encontravam no campo. Progénies originadas de trés arvores apresentaram
somente sementes resultantes de fecundagao cruzada, o que provavelmente esta
relacionado com a presenga de polinizadores de longa distancia, como morcegos
e mariposas esfingideas, na area de ocorréncia desses individuos. Na quarta
arvore, em contraste, registrou-se somente visitas de marsupiais e 58% das
sementes apresentaram gendtipo consistente com auto-fecundagao ou com
cruzamento entre arvores geneticamente similares. A analise da progénie de onze
sementes do quinto individuo, isolado em um fragmento de 10 hectares, mostrou
que quatro sementes foram resultantes de eventos de auto-fecundagao, enquanto

que as outras sete resultaram de cruzamentos com no minimo trés outras arvores,
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o que permitiu inferir a ocorréncia de fluxo de pélen a uma distancia de mais de
600 metros. Os resultados desse estudo sugerem que o sistema de cruzamento
misto e a possibilidade de ser polinizado por diversos animais noturnos torna C.
villosum uma espécie resistente as alteragbes no ambiente que resultem na
diminuicdo da densidade da espécie e/ou de seus polinizadores. No entanto,
apenas as polinizagdes efetuadas por animais que cobrem grandes distancias,
como morcegos, podem evitar as conseqiiéncias genéticas da endogamia.

2.1 introducao

O estudo da complexa rede de interagbes ecoldgicas no dossel da floresta
tropical é uma das Ultimas fronteiras do conhecimento humano. Trabalhos
recentes mostram que a maioria das arvores que compdem o dossel ocorre em
baixa densidade fazendo com que a distancia entre individuos de uma
determinada populagéo seja grande quando comparada com arvores de florestas
temperadas (STAcY et al. 1996). A estabilidade das populagdes de arvore
emergentes, bem adaptadas a distribuicdo espacial esparsa, sugere a existéncia
de uma intrincada rede de interacdes das plantas com polinizadores e dispersores
que garantam a reprodugao das espécies vegetais € a manutengéo de populagbes

geneticamente viaveis.

As adaptagbes das espécies de plantas estdo condicionadas ao
comportamento dos polinizadores, assim como s&o afetadas por alteragdées na
densidade dos mesmos (JAMES et al. 1998). A separacao espacial entre individuos
de uma espécie de planta em uma populagdo pode ser insignificante quando
comf)arada com a area de forrageamento dos polinizadores, normalmente animais
alados com grande mobilidade. Na regi&o tropical, esse fato confere resisténcia as
populacdes de plantas as alteragoes ambientais que resultem em redugdo de
densidade (CHASE et al. 1996b, HAMILTON 1999, LOVELESS 1992, COLLEVATT! et al.
2001). Porém, modificagbes nas interagdes planta-polinizador influenciam as taxas
de cruzamentos e consequentemente afetam a variabilidade genética das
progénies da planta (NASON et al. 1996, SiILVERTOW € DousT 1993).
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Para entender melhor essas relagées, o estudo da biologia reprodutiva de
arvores tropicais tem sido bastante explorado. Dados sobre o sistema reprodutivo,
mecanismos de incompatibilidade, padrao de floragédo e processos de polinizagao
podem, quando combinados, fornecer a base cientifica para o manejo e
manuten¢éo adequada de populagGes e ecossistemas (KAGEYAMA 1990, HAMRICK
e NASON 2000).

Caryocar villosum (Aubl.) Pers. (Caryocaraceae) € uma espécie endémica
da floresta Amazénica, comum na regido da Amazénia Central. Observagées de
Vogel (1968) mostram que a espécie apresenta sindrome de polinizagdo por
morcegos, e dados recentes (presente estudo, Capitulo 1) indicam que C. villosum
¢ polinizada principalmente por morcegos (glossofagineos e Phyllostomus
discolor) além de mariposas e marsupiais arboricolas. Os estudos do efeito
desses polinizadores no fluxo génico das plantas, geralmente enfocam a distancia
que estes vetores sdo capazes de promover cruzamentos (GRIBEL et al. 1999,
CHASE ef al. 1996a, COLLEVATTI ef al. 2001, Dick 2001, Loveless et al. 1998).

Dessa forma, além dos classicos trabalhos de biologia reprodutiva que
investiga‘m os sistemas de cruzamentos por meio de polinizagdes controladas e
descrevem a ecologia da polinizagdo, marcadores moleculares tém sido utilizados
com freqiiéncia para quantificar o nivel de alogamia das populagdes e individuos
em plantas tropicais (COLLEVATTI et al. 2001, Dick 2001, LEMES 2000, Loveless
1992). Dentre os marcadores moleculares utilizados nestes estudos destacam-se
os locos microssatélites ou SSR (Sequéncias Simples Repetidas), por sua
expressao codominante e multialelismo, possibilitando potencialmente a detecgéo
e discriminagao de todos os alelos de um determinado loco. Tais caracteristicas
tornam os locos microssatélites marcadores ideais na determinagé@o da estrutura
genética de populagdes, sistema de acasalamento, fluxo génico e analise de
paternidade de sementes (SiLvERTOW e Doust 1993, Cruzan 1998).

A conservacdo de sitios de microssatélites entre espécies relacionadas tem
sido observada em diferentes familias de plantas (COLLEVATTI et al. 1999,
DAYANANDAN ef al. 1997, KlAs et al. 1995, LANAUD et al. 1999, WHITE e POWELL
1997), tornando possivel a transferencia de marcadores entre espécies ou mesmo
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géneros relacionados utilizando primers heter6logos. A possibilidade de utilizagao
de marcadores microssatélites desenvolvidos para uma determinada espécie em
outras relacionadas, aumenta significativamente a relagdo custo/beneficio no
emprego desta tecnologia.

Recentemente, Collevatti et al. (1999) desenvolveram e caracterizaram
marcadores para 10 locos microssatélites em Caryocar brasiliense, arvore que
ocorre nos cerrados Brasileiros. No presente estudo esses marcadores foram
utilizados para investigar o sistema de cruzamento e a distancia do fluxo de
polen em cinco arvores de C. villosum na regiao de Manaus, na Amazénia

Central.
2.2 Material e Métodos

Area de estudo

Todas as plantas utilizadas neste trabalho estdo em areas de terra firme da
Amazénia Central, municipio de Manaus, Brasil, onde foram realizadas as
observacdes sobre a biologia floral de Caryocar villosum (presente estudo,
Capitulo 1). Das cinco plantas utilizadas como matrizes, duas estao em reservas
que séo areas do PDBFF, a aproximadamente 80 km ao norte de Manaus (02°
25' S 59° 50W). Uma delas esta isolada em um fragmento de 10ha com todas as
arvores mapeadas da reserva 1202 e a outra estd na mata continua, na borda de
uma area mapeada de 1ha da reserva 1103. Também foi estudada uma planta
na estrada vicinal ZF-3 (80 km de Manaus) que da acesso as areas do PDBFF. A
quarta planta se encontra no centro de uma area mapeada de nove hectares da
Reserva Florestal Ducke (km 26, Rodovia AM 010; 02° 55’ — 03’ 08'S; 59" 54’ —
59° 59'W) e a quinta esta situada dentro da cidade de Manaus prc’;ximé as
instalacdes do INPA. As cinco arvores estudadas estao representadas na Figura
1 e correspondem as matrizes que floresceram em 2000, desenvolveram frutos
que pudessem ser coletados no inicio de 2001 e produziram pléantulas para que
aproximadamente dez sementes fossem utilizadas nas analises genéticas.
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O clima na regido é do tipo quente umido, correspondente a clima Af ou
tropical chuvoso, segundo a classificagcdo de Koéppen. A média anual de
temperatura na regido é de 26 °C com a precipitagdo anual de 2362mm + 400mm
(MARQUES FILHO et al. 1981). Caracteristicamente &€ um clima sazonal sendo que
na estacao seca de junho a outubro, a média mensal de pluviosidade ¢ inferior a
100mm, enquanto que, na estagdo das chuvas de fevereiro e margo, ocorrem
médias pluviométricas mensais superiores a 300mm (SCARIOT 1999).

Analises genéticas

Para a realizagdo das andlises genéticas foram coletadas folhas de
individuos adultos de C. villosum as quais foram armazenadas em silica gel e
acondicionadas a — 20 ° C até a extragao do DNA. A extragido do DNA de folhas
foi feita baseada em protocolo CTAB modificado por Ferreira e Grattapaglia
(1998). Também foi extraido DNA de células da radicula de sementes utilizando-
se o Kit Nucleon Phytopure (Amersham Pharmacia Biotech). A quantificagéo do
DNA extraido foi realizada comparativamente utilizando-se padrées de massa
molecular conhecidas em géis de agarose 1% corado com brometo de etidio.

Para a amplificacdo dos locos microssatélites, foram utilizados 10 pares
de iniciadores previamente desenvolvidos para Caryocar brasiliense e com
transferibilidade comprovada para C. villosum (COLLEVATTI et al. 1999).

As reagdes de PCR foram realizadas em um volume total de 13 pl
contendo 200 uM de cada dNTP, tampéo PCR 1X (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50
mM KCI, 1.5 mM MgCI2), 0.9 pM de cada primer, 2.5 mg/ml de BSA, 1U de Taq
DNA polymerase e 7.5 ng de DNA. As amplificagées foram realizadas em
terméciclador MJ Research PTC-200 nas seguintes condigdes: 96 °C por 2 min.,
seguido por 30 ciclos de 94 °C por 1 min., 56 °C por 1 min., e 72 °C por 1 min, e
uma etapa final de elongamento a 72 °C por 7 min.

Para a determinagdo dos genotipos os fragmentos amplificados foram
analisados em gel denaturante de poliacrilamida 4% corado com nitrato de prata
(BAsSAM et al. 1991) e estimado o tamanho dos alelos em comparagdo com um
marcador de massa molecular de 10-bp (Gibco, MD). A analise dos tamanhos
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dos fragmentos foi conservativa adotando-se um intervalo de dois pares de base
para cada alelo. No caso do aparecimento de bandas resultantes de produtos
secundarios da reagao de PCR, considerou-se para genotipagem os fragmentos
de maior tamanho no gel. Foram genotipadas cinco familias compostas pela
arvore mae e 9-12 sementes ou plantulas originadas de polinizagao natural. As
relagbes de parentesco e de cruzamento entre os individuos foram avaliadas
verificando a presenga de pelo menos um dos alelos maternos e o aparecimento
de alelos nao presentes na mae, respectivamente.

Analise dos dados

Para caracterizagao dos locos microssatélites foram analisadas dez arvores
adultas escolhidas aleatoriamente na populagao da regiao de estudo . Cada loco
foi caracterizado quanto ao numero de alelos, heterozigosidade esperada (He),
heterozigosidade observada (Ho) e probabilidade de excluséo de paternidade (Q)
segundo Weir (1996). A determinagdo da heterozigozidade esperada foi feita
utilizando o programa GENEPOP, versdo 3.1 ¢ (RAYMOND € ROUSSET 1998).
Para o estudo do sistema reprodutivo foram analisadas cinco progénies de
polinizagéo aberta. O genétipo multilocos de cada progénie foi comparado ao
genotipo multilocos da planta-mae a fim de determinar se: (1) a progénie
apresentava genétipo consistente com a autofecundagao ou fecundagao cruzada
e (2) caso a origem fosse de fecundagéo cruzada, se a progénie apresentou
gendtipo consistente com cruzamento da planta-mae com alguma das arvores
adultas vizinhas, genotipadas. As progénies de polinizagdo aberta foram
caracterizadas quanto a média de alelos por loco, nimero minimo de pais,
hetefozigosidade esperada (He) e fluxo de pélen detectado. O nimero minimo de
pais da progénie foi calculado considerando-se, para o loco mais polimérfico, o
numero de alelos encontrados em todos os individuos da progénie diferentes
daqueles encontrados na planta mae, dividido por dois.

O indice de autocompatibilidade foi calculado segundo Bullock (1985)

através da formula:
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] S I __ % de sementes de autofecundag¢do
" % de sementes de cruzamento

2.3 Resultados

Caracterizagio dos locos

Dos 10 locos microssatélites desenvolvidos para C. brasiliense e analisados
em C. villosum, apenas um (cb13) ndo amplificou. O nimero de alelos detectados
por locos variou de 6 a 9 com média de 7.9 para os 9 locos analisados. A
heterozigosidade esperada variou de 0.68 a 0.90 com média de 0.79 e a
heterozigosidade média observada foi de 0.50 (0.30-0.70) (Tabela 1). A
probabilidade de exclusdo de paternidade variou de 0,46 a 0,73 entre os nove
locos (Tabela 1). A analise dos 9 locos combinados indicou uma probabilidade de
exclusdo de paternidade de 0,9855, considerando-se as freqiiéncias alélicas de
apenas dez individuos analisados. A analise das cinco progénies de meios irmaos
oriundas de polinizacdo aberta confirmou a segregagdo mendeliana para 0s nove
locos, ou seja, cada individuo da progénie exibiu ao menos um alelo idéntico ao da

planta-méae (Figura 2).

Analise das progénies

Os resultados refletem as situagbes particulares em que as matrizes se
encontram no campo. Assim, a apresentagdo dos resultados acompanhara a
descrigdo da localidade e das possibilidades de cruzamento das plantas que
frutificaram em 2001. No total foram analisados 55 sementes, sendo que 44 foram
resultantes de cruzamentos com outras arvores e 11 apresentam genoétipo
consistente com autofecundagao. Utilizando indice de autocompatibilidade de
Bullock (1985), em que 0,25 seria o limite para plantas auto-incompativeis, C.
vilosum €& uma planta no limite entre auto-compatibilidade e auto-
incompatibilidade. Os dados das cinco progénies analisadas isoladamente, estdao

sumarizados na Tabela 3.
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Individuo ZF-03

A planta localizada na estrada vicinal ZF-03 (70 km ao norte de Manaus)
nao se encontra em uma area mapeada, porém é considerada um planta de mata
continua, uma vez que a estrada é de pouco movimento e apenas em alguns
pontos o contato entre copas € interrompido. Dessa matriz foram analisados doze
sementes com o uso dos cinco locos que se apresentaram mais polimoérficos (cb1,
cb3, cb6, cb11 e cb 20). O numero médio de alelos encontrados nos cinco locos
foi de 5,2 alelos por loco. Com base no loco com maior niumero de alelos
diferentes da planta mae, essa progénie revelou que no minimo trés outras plantas
foram responsaveis pela produgdo das doze sementes. Os resultados
confirmaram que nessa progénie de doze sementes, todas originaram-se de
polinizagéo cruzada.
Individuo 1103

O individuo da mata continua da reserva 1103 do PDBFF se encontra
sozinho na borda de uma area de um hectare mapeada. Dessa matriz foram
obtidas onze sementes que foram analisadas com os locos ¢b1, cb3, cb6, cb11 e
cb 20. O nimero médio de alelos encontrados foi de 5,6 alelos por loco
apresentando um nimero minimo de trés pais responsaveis pela polinizagéo desta
progénie. Os resultados confirmam que todas as onze sementes dessa matriz sdo
originadas de fecundagao cruzada.
Individuo 1202

A area mapeada 1202 ¢ um fragmento de mata isolado por uma area de
pastagem, distando aproximadamente 600 metros da mata continua mais proxima.
Alén da matriz, ha apenas mais um individuo de C. villosum neste fragmento. Da
matriz foram analisadas onze sementes com os locos cb1, cb3, cb6, cb11 e cb 20.
Juntamente com a progénie, foi analisada a planta que também ocorre no
fragmento. Nas onze sementes, o numero medio de alelos dos cinco locos foi de
4.8 alelos e ao menos trés pais originaram essas sementes. Os cinco locos
demonstraram que sete das onze sementes foram resultantes de cruzamento com

butras arvores. Para as quatro sementes que ndo foram evidenciados
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cruzamentos, foram feitas analises extras com os locos ¢cb5, cb9, cb12 e cb 23,
confirmando que eram provavelmente resultantes de autofecundagéo. A arvore
que também se encontra no fragmento nao e responsavel por nenhuma das
paternidades e nao produziu frutos no mesmo periodo que a matriz analisada, néo
ha informacao disponivel se a mesma floriu concomitante a matriz.
Individuo INPA

A planta localizada na area urbana em frente as instalagées do INPA, se
encontra isolada em uma area de alto transito de veiculos, onde foram feitas parte
das observagbes de campo descritas no Capitulo 1. Dessa matriz foram
analisadas nove sementes com nove locos. O numero medio de alelos
encontrados nos nove locos foi de 4,1 alelos por loco, apresentando um namero
minimo de trés pais responsaveis por essa progénie de nove sementes. Os
resultados confirmam que todas as nove sementes genotipadas dessa matriz sao
originadas de cruzamentos com outras plantas.
Individuo Ducke

A area mapeada de mata continua da Reserva Florestal Ducke é de nove
hectares‘. Nessa area encontram-se quatro plantas a distancias de 73 metros, 125
metros, 148 metros e 193 metros da matriz, localizada no centro da area. Nessa
mesma localidade mais dois individuos, um a 400 metros e outro a 284 metros da
matriz, foram utilizados na analise juntamente com as quatro plantas da area de
nove hectares. Assim, foram analisadas 12 sementes e seis possiveis pais com os
locos cb1, cb3, cbB, cb11, cb 20, cb5, cb12 e cb 23. O nimero médio de alelos
encontrado nas 12 sementes foi de 2,88 alelos por loco. Com base no loco com
maior numero de alelos diferentes da planta mae, apenas um pai foi responsavel
por essa progénie. Das cinco sementes resultantes de cruzamento trés sao
cruzamento com a planta a 73 metros, permitindo inferir que as duas semeéntes
restantes sao filhos de um segundo pai ndo localizado, mas que se encontra a
uma distancia superior a 150 metros que € a distancia da matriz & borda da
parcela mapeada. A média das heterogeneidades observadas foi 0,593 e das

esperadas foi 0,534.
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Das sete sementes que nao resultaram de fecundagao cruzada, trés tinham
gendtipo compativel com autofecundagao e os demais parecem ter sido originados
de cruzamentos da planta mae com os individuos da area mapeada que
compartilham varios alelos com a matriz. Incorporando os dados dos quatro
individuos mapeados na area de nove hectares da Reserva Ducke, a média de
alelos por loco aumenta para apenas 3,75, mostrando que essa populagdo €&
formada de individuos geneticamente similares. A Tabela 2 apresenta os alelos
obtidos na analise da planta mae e dos outros seis individuos da area mapeada.
Devido ao grande compartihamento de alelos, todos os individuos da area de
nove hectares podem ser considerados filhos ou irmaos da matriz analisada, fato

que nao ocorre com os individuos mais distantes (284m e 400m), localizados fora

da parcela.

2.4 Discussao

Os resultados mostram que os locos microssatélites constituem ferramenta
eficiente para estudos de ecologia reprodutiva de C. villosum. A alta probabilidade
de exclusao de paternidade encontrada nesse estudo (Q = 0,9855, considerando
os nove locos) permite tracar inferéncias quanto ao fluxo de polen e o sistema de
cruzamento com um grau de precisdo ndo obtido com técnicas classicas de
estudo de ecologia da polinizagéo (Dow e ASHLEY 1996).

A caracterizacao dos locos realizadas em dez individuos adultos mostravam
que as heterozigosidades observadas foram consideravelmente menor que as
heterozigosidades esperadas, exceto para o loco cb5. Isso sugere a existéncia de
um excesso de homozigotos na populagdo em relagao ao esperado pelo equilibrio
de Hardy-Weinberg, que considera acasalamentos ao acaso na populagéo.. Tal
observacéo pode ser explicada provavelmente pela ocorréncia de endogamia na
populagao acarretando no aumento da frequiéncia de individuos homozigotos na
progénie. A resolucao de géis corados com nitrato de prata, pode ter dificultado a

genotipagem de individuos heterozigotos com alelos separados por apenas 2
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pares de bases que na analise feita de forma conservativa, podem ter sido
considerados como homozigotos.

Os resultados sobre o sistema de cruzamento de C. villosum reforcam a
idéia de que a reprodugdo da planta estad intimamente relacionada com o
comportamento do polinizador e como este € afetado pelo ambiente. A arvore da
Reserva Ducke onde apenas marsupiais foram observados visitando as flores
(presente estudo, Capitulo 1), apresentavam progénie resultante de
autofecundagdo ou de cruzamento com arvores vizinhas e geneticamente
aparentadas. Essa caréncia de polinizadores de grandes distancias e a limitada
movimentagdo de Caluromys sp. (JANSON et al. 1981, CARTHEW e GOLDINGAY
1997) talvez expliquem o fato de que trés dos cinco cruzamentos sao filhos da
matriz com a planta mais préxima. Os 73 metros que separam as duas plantas,
sd0 menos expressivos, se for considerado que a copa de C. villosum & ampla,
reduzindo a distancia entre os ramos floridos dos individuos. Neste trabalho nao
foi encontrada uma explicacdo plausivel para a auséncia de morcegos visitando
flores de C. villosum na Reserva Ducke.

A analise dos gendtipos dos individuos proximos a matriz da Reserva
Florestal Ducke revelou que nos nove hectares mapeados todas as plantas sdo
individuos geneticamente similares, o que pode ser um reflexo da dificuldade de
dispersdo das sementes dessa espécie que, apesar de apreciadas pelas
populages animais, sao grandes(aproximadamente 53g - ALENCAR & MAGALHAES
1979), bem protegidos por uma carapaga lenhosa e coberta por espinhos. Essa
baixa dispersao atua como uma restricao no fluxo génico como foi discutido por
Collevatti et al. (2001) para Caryocar brasiliense, uma espécie comum nos
cerrados do Brasil Central.

A conseqiiéncia da dispersdo de sementes limitada seria o estabelecimento
de populagbes muito estruturadas geneticamente, o que ressalta a importancia de
polinizadores de longa distancia, como morcegos, para o aumento dos
cruzamento entre individuos nao aparentados (Rousik 2000, GRIBEL et al. 1999). A
endogamia bi-parental pode ser diluida também pela assincronia e né&o
periodicidade da floragdo de plantas de C. villosum. O piquia na area da reserva
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Ducke ocorre na densidade de 0,7 individuos por ha (R.L. MARTINS dados né&o
publicados), porém o efeito da assincronia seria 0 mesmo de reduzir o tamanho
efetivo da populagao, aumentando a distancia dos cruzamentos (BAWA 1977,
CHASE et al. 1996a, NAGAMITSU et al. 2001). As progénies resultantes de
cruzamentos entre individuos geneticamente préximos estdo também sujeitas as
mesmas conseqiiéncias de depressdao por endogamia que as progéhies
originadas de autofecundacéo, ou seja, a manifestacao da carga genética com a
diminuicdo de vigor e fertilidade (HAMRICK € NASON 2000).

A restricao ao fluxo de genes pela baixa dispersao de frutos acentua-se em
fragmentos onde dispersores estéo confinados ou s&o inexistentes (KEARNS et al.
1998). As autofecundagdes na progénie da planta 1202, localizada no fragmento
de 10 ha, podem ser resultantes da polinizagdo por marsupiais arboricolas ou do
forrageamento restrito dos morcegos que frequentaram o fragmento, o que
diminuiria a taxa de cruzamento. A baixa taxa de cruzamento entre plantas de
fragmentos e o baixo fluxo de sementes podem ter consequéncias graves para as
populagdes dos fragmentos, pois os cruzamentos “consangtiineos” podem causar
uma diminuicdo na producdo de frutos pela expressdao de alelos deletérios
recessivos e ocasionar a perda de variages genéticas adaptativas (NASON et al.
1998). Em sucessivas gerag¢des, pode ocorrer diminuigdo da variagao geneética em
fragmentos distantes geneticamente de outros fragmentos devido a deriva
genética (COLLEVATTI et al. 2001; NASON et al. 1997).

Estudos de estrutura de populagdes como o de Loveless et al. (1998)
atribuem o fluxo de genes de espécies de plantas com dispersao de sementes
limitada, ao movimento promovido pelos polinizadores. Os cruzamentos com
plantas que estdo fora do fragmento tendem a diluir os efeitos do isolamento
genético como diferenciagéo entre populagbes. Com a rapida fragmentagdo do
ambiente Amazonico a tendéncia é o estabelecimento de grupos parentais em
fragmentos que permutardo genes com individuos localizados em fragmentos
mais proximos desde que a distancia entre eles nao ultrapasse o tamanho critico

minimo necessario para suportar a populagdo de polinizadores (NASON et al.

1998).
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A entrada de pdlen externo no fragmento onde se localiza a planta 1202
demonstra a capacidade do polinizador de promover cruzamentos entre plantas
separadas até 600m. Esse deve ser o resultado da visitagdo de morcegos que,
apesar da baixa presenga demonstrada pela produgdo de sementes de auto-
polinfzagéo. tem um importante papel na manutengao da variabilidade genética da
progénie gerada dentro do fragmento. A presenga de morcegos Phyllostomus spp.
(presente estudo, Capitulo1), capazes de percorrer grandes distancias (> 1km -
Heithaus et al. 1975) corroboram a afirmagao de que as populag¢des de C. villosum
cobrem grandes areas e podem ser resilientes a fragmentagdo. Chase ef al.
(1996a) utilizando microssatélites, encontrou uma distancia de cruzamento
maximo de 350 metros para mariposas, enquanto Dick (2001) registrou distancias
que variam de 128 a 3200m entre plantas de Dinizia excelsa polinizadas por
abelhas, mostrando que essa resisténcia a fragmentagao esta bem relacionada ao
tipo de polinizador que frequenta a planta.

O numero minimo de pais observados, responsaveis pelas progénies revela
a capacidade que os morcegos possuem de promover cruzamentos com muitas
plantas e ndao somente com a planta mais proxima. Esse dado € mais uma
evidéncia de que C. villosum é uma planta visitada por animais que cobrem longas
distancias (Dow e ASHLEY 1996) e que freqiientam varias plantas doadoras de
polen. Surpreendentemente, a taxa de cruzamento em ambiente urbano mantém-
se alta quando comparada com a planta de mata continua da reserva Ducke. Isto
pode ser explicado pela ocorréncia de fragmentos florestais remanescentes dentro
da cidade, a presenca de P. discolor e glossofagineos nestas areas e a dificuldade
das populagdes de marsupiais arboricolas se deslocarem nesse ambiente em
maosaico.

Caryocar villosum parece ser uma espécie predominantemente alégama,
mas com um potencial de endogamia que n&o pode ser negligenciado. A adogéo
de um sistema de cruzamento mais flexivel, com utilizagédo de uma estrutura floral
“aberta” e elevada quantidade de recursos para atragcdo de diferentes
polinizadores (Capitulo1) pode conferir a espécie uma vantagem adaptativa por
nao depender de flutuagdes das populagbes de uma determinada espécie de
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polinizador nas diferentes areas de ocorréncia. Um sistema de cruzamento com
certo grau de autogamia € comum a outras plantas de ambientes em que a
presenca do polinizador é incerta (CRUDEN 1977). Nas arvores de C. villosum aqui
estudadas nao foi encontrada nenhuma relacao clara do efeito direto da
fragmentagdo ou qualquer outra modificagdo antrépica na taxa de cruzamento.

Os resuitados desse estudo sugerem que o sistema de cruzamento misto e
a polinizagao por um amplo espectro de visitantes tornam C. villosum uma espécie
resistente as alteracdes no ambiente que resultem na diminuigdo da densidade da
espécie efou de seus polinizadores, porém as consequéncias genéticas da
endogamia (como por exemplo diminui¢do da variabilidade genética da progénie)
provavelmente so poderéo ser evitadas pela presenca de polinizadores de longas

distancias.
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CONCLUSOES

1) C. villosum €& uma planta que tipicamente exibe a sindrome de
quiropterofilia com uma disposigéo das anteras em forma de bola de estames ou
pincel, comum a plantas com flores visitadas por morcegos grandes.

2) Devido a sua estrutura floral aberta, o acesso ao néctar é facilitado a varios
tipos de visitantes florais. Os visitantes mais comuns sao morcegos que pousam
nas flores (Phyllostomus discolor), morcegos de vdo adejado (glossofagineo),
mariposas esfingideos e marsupiais.

3) A estruturacdo floral polifilica que confere a planta a capacidade de se
adaptar a varias areas e a varios tipos de polinizadores pode conferir a espécie
vantagens adaptativas, ndo dependendo especificamente de um determinado
polinizador para se reproduzir.

4) C. villosum é uma espécie com um certo grau de autocompatibilidade com
indicios de que o pélen xenégamo tenha prevaléncia sobre o proprio poélen na
fecundagéo da oosfera.

5) O sistema de cruzamento misto e a possibilidade de ser polinizada por
muitos visitantes conferem uma certa resisténcia a alteragdes no ambiente como
fragmentacdo e urbanizagdo. Porem as conseqiiéncias genéticas de endogamia
(como por exemplo diminuigdo da variabilidade genética da progénie) s6 podem
ser aliviadas pela presenca de polinizadores de longas distancias.

6) N3o foi encontrado um padréo claro em relagéo a influencia do habitat na
diversidade genética da progénie e na taxa de cruzamento, que parece estar mais
diretamente relacionada a presenga de polinizadores de longa distancia como

morcegos e mariposas.
7) Os marcadores microssatélites se mostraram como eficientes ferramentas

para utilizagdo em estudos de fluxo génico e sistema de cruzamento de C.
villosum, contribuindo para um melhor entendimento das estratégias de
reprodugdo dessa espécie florestal e complementando as técnicas classicas

aplicadas em estudos de ecologia da polinizagéo.




Anexo A
Tabelas e Figuras do Capitulo 1
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TABELA 1. Resultado dos testes de polinizagao controlada nas flores de Caryocar

villosum.
Tratamento Numero de Namero de Sucesso em
flores frutos %
Auto-polinizagdo 29 2 6,9
Polinizagdo cruzada 27 4 14,8
Polinizagdo aberta (controle) 33 1 3,0
Polinizagdo aberta (flores com 17 0 0

antese incompleta)
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TABELA 2. Caracteristicas morfoldgicas das flores e inflorescéncias de C. villosum.

Estrutura Dimensodes Quantidade Coloragéo
intervalo +dp

pedinculo da inflorescéncia 13 -24 cm _ verde

(n=12) )
-botdes/ inflorescéncia _ 25+4 verde
(n=12)

comprimento da sépala 8,5-151mm 50 verde-amarelado
(n=6) (n=6)

comprimento da pétala 20,8-32,7 mm 5+0 amarelo-claro
(n=4) (n=4) esbranquicada

comprimento do estame 58-77 mm 234+ 20 branco—amarelado
(n=5) (n=5)

comprimento do estaminédio 20-33 mm 41+ 5 branco—amarelado
(n=95) (n=5)

comprimento do estilete 72- 81 mm 4+0 verde-claro
(n=3) (n=3) esbranquicado

altura do ovario 4,4-54 mm 10 verde-claro
(n=4) (n=3)

diametro do pdlen do estame 578-815u 411,3+115,6 amarelo
(n=25) (n=15)

diametro do pdlen do 59,0-76,5p 195,7 £ 79,5 amarelo

estaminodio (n=25) (n =15)

diametro da superficie 535 -545 4+0 _

estigmatica (n=3) (n=3)




42

FIGURA 1. Inflorescéncia de C. villosum com flores e botdes.
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A)

quantidade de néctar

B)

concentragio de agicar (%)
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FIGURA 2. A) Volume de néctar produzido por flor (n =
concentragdo de aglcar ao longo do periodo em que a flor de C.villosum esta
aberta (n = 15). As barras verticais representam o desvio padréo.

15). B) Variagdo na
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FIGURA 3. Visita de Phyllostomus discolor na flor de C. villosum. Note que o
morcego pousa sobre a inflorescéncia € 0 pélen esta depositado na superficie

ventral da asa do animal.
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FIGURA 4. Visita de morcego glossofagineo na flor de C. villosum. Note que

devido ao voo adejado o morcego nao pousa na inflorescéncia, tocando apenas a

flor que esta sendo visitada.
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FIGURA 5. Visita de Sphingidae na flor de C. villosum.
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horario aproximado das ondas de

forrageamento (em minutos) do grupo de P. discolor em uma planta de C.

FIGURA 6. Tempo de duragao por

villosum, setembro de 2001.
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Anexo B
Tabelas e Figuras do Capitulo 2
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TABELA 1. Caracteristicas dos locos microssatélites analisados em C. viflosum.

Loco A He Ho Q
cb1 8 0,88 0,40 0,6868
cb3 9 0,86 0,50 0,6671
cb5 6 0,68 0,70 0,4561
cbb 9 0,86 0,60 0,6671
cb9 6 0,84 0,30 0,6234
cb11 9 0,89 0,40 0,7065
cb12 7 0,69 0,50 0,4674
cb20 9 0,90 0,70 0,7308
cb23 8 0,88 0,40 0,6868
Média 7.9 0,79 0,50 *0,9855
A: numero total de alelos

He: heterozigosidade esperada

Ho: heterozigosidade observada

Q: probabilidade de exclusao de paternidade
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* obtido pela combinagao dos valores da probabilidade de exclusao de cada loco.




TABELA 2: Genétipo de sete individuos adultos de C. villosum na Reserva Ducke.
Tamanho dos alelos em pares de bases. Os valores entre parénteses se referem a
distancia das arvores em relagao a matriz. Os individuos # 1, # 2, # 3, e # 4
localizam-se dentro a area de 9 hectares mapeada. Os individuos # 5 e # 6 se

encontram fora da area mapeada.

299909030 NIINNTRDNP0PD00090000000COOCICQROIONIIISTE

# matriz #1 #2 #3 #4 #5 #6
::;;?\\\\ (73m) | (125m) | (148m) | (193m) | (284m) | (400m)
cb 20 140 158 158 158 140 170 140

140 140 140 140 140 158 140
cb 23 160 156 000 160 160 152 150
156 146 000 152 152 146 146
cb1 178 178 178 178 178 178 172
178 178 178 178 178 178 172
cb11 158 158 158 158 158 148 150
146 156 136 158 158 148 136
cb12 168 176 180 188 176 179 168
158 158 158 158 168 158 158
cb3 142 142 142 142 148 142 132
132 138 128 132 132 142 126
cb5 149 145 145 155 135 149 145
135 135 135 135 135 139 139
cb6 120 118 118 128 104 120 118
108 104 104 104 104 114 114
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TABELA 3. Resultado da andlise das cinco progénies de C. villosum, apresentando para cada uma: quantidade de
sementes utilizadas na analise, nimero de locos analisados, nimero médio de alelos nos locos, média das
heterozigosidades esperadas obtidas na analise dos locos, nimero minimo de pais (doadores de pélen) da progénie

genotipada, porcentagem de sementes resultantes de cruzamentos e fluxo de pélen detectado em algumas progénies.

familia habitat n° de n°de alelos/loco He n°® minimo de % de fluxo de
sementes locos (média)+ (média)+ pais * cruzamentos  podlen
ZF-03 mata continua 12 9 5,20 0,61 3 100% ?
1103 mata continua 11 5 5,60 0,61 3 100% ?
1202 fragmento 10ha 11 9 4,80 0,59 3 63,63% >600 m
INPA area urbana 9 9 4,20 0,56 3 100% ?
Ducke mata continua 12 8 2,60 0,39 2 41,66% 150 m

Total 55 - - - - 80% -

* Nao foi considerado como doador de pélen a propria arvore mae, quando auto-fecundada.
+ Foi considerado apenas os locos cb1, cb3, cb6, cb11 e cb20
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FIGURA 1. Imagem de satélite do municipio de Manaus — AM. Localizagéo
aproximada do individuos: INPA (1), Ducke (2), 1202 (3), 1103 (4) e ZF-3 (5).
Fonte: Landsat5, cena 231-062 - 990915, INPE-IPAAM.
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170 bp = B

120 bp =

FIGURA 2. Parentesco e segregacdo em duas familias de meio irmaos de
Caryocar villosum, oriundos de polinizagéo aberta, visualizado em gel denaturante
de poliacrilamida corado com nitrato de prata. A) Familia 1202, loco cb20, na
primeira linha esta o marcador de 10 bp (Gibco, MD), na segunda linha a matriz
(genétipo 170/158) seguida dos 12 filhos (gendtipos: 170/158, 170/170, 170/144,
158/150, 170/154, 162/158, 170/158, 170/150, 170/170, 170/158, 158/148,
158/148). B) Familia INPA, loco cb05, na primeira linha esta o marcador de 10 bp
(Gibco, MD), na segunda linha a matriz (gendtipo 149/149) seguida dos 9 filhos
(gendtipos: 149/139, 149/149, 153/149, 149/149, 149/149, 149/149, 153/149,

153/149, 149/131).
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