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RESUMO

As veredas possuem grande relevancia ja que estdo diretamente associadas ao afloramento do
lencol freatico. Mudancas no uso da terra como o avango das atividades agropecuarias, podem
alterar as caracteristicas desses ambientes contribuindo para uma rapida degradacao. Em alguns
casos as espécies expressam estratégias para reproducdo afim de maximizar o sucesso
reprodutivo em ambientes como o de vereda. O sucesso reprodutivo pode ser influenciado a
diversos fatores, entre eles, o fluxo polinico (modulado pela vagilidade dos polinizadores e
distancia espacial) e pela diversidade genética (distancia genética e fatores como depressao de
endogamia e¢ alogamia). Para isso, os marcadores moleculares temsido uma ferramenta
importante nos estudos variabilidade genotipica e fluxo génico em populagdes naturais de
plantas. Com isso, estudos genéticos voltados para plantas do cerrado ,podem ajudar a entender
e mensurar os fatores evolutivos que atuaram e atuam neste bioma. Pressupde-se que o tipo de
polinizagdo e a ocorréncia em ambientes hidromorficos de veredas podem estar associados a
estrutura genética. O fluxo de pdle nem Costus spiralis (Jacq.) Roscoe, tipicos de areas mais
umidas, deve ser garantido pela capacidade dos beija-flores de voar a longas distancias em
ambientes lineares de veredas. Para avaliar o efeito da distancia foram realizados cruzamentos
a diferentes distancias e analisado o sucesso reprodutivo. Utilizamos primers microssatelites
para analise da diversidade genética para Costus spiralis. Para tanto, testamos a
transferabilidade de primers SSR desenvolvidos para espécies congenéricas e selecionamos
aqueles efetivamente amplificados e que se mostraram polimorficos para a populagao estudada.
Neste estudo, observamos que Costus spiralis ¢ uma espécie autocompativel, que apresenta
maior sucesso reprodutivo com a polinizagdoa curtas distancias entre o doador e o receptor,
oque ¢ corroborado pelos dados preliminares do segundo capitulo, que indicam uma
variabilidade genética maior dentro dos agrupamentos de plantas (distancias menores que 60m)
do que entre plantas mais distantes. Pode-se concluir que o polinizador transporta de forma

eficiente os genes, de modo a nao haver diferengas entre as regides selcionadas da vereda.

Palavras-chave: Diversidade genética; distancia espacial de cruzamento; sucesso reprodutivo

e veredas.



ABSTRAT

The vereda palm swamps have great relevance as they are directly associated with the upwelling
of the water table. Changes in land use, such as the advance of agricultural activities, can change
the characteristics of these environments, contributing to rapid degradation. In some cases, plant
species shows trategies for reproduction in order to maximize reproductive success in
environments such as vereda. Reproductive success can be influenced by pollen flow
(modulated by pollinator vagility and spatial distance) and by genetic diversity (genetic distance
and factors such as inbreeding depression and allogamy). Genetic studies with Cerrado plants
can help to understand and measure the evolutionary factors that act in this biome, such as
molecular markers experiments that have been an important tool in the studies genotypic
variability and gene flow in natural plant populations . The underlying idea is that the type of
pollination and their occurrence in hydromorphic environments of veredas may be associated
with different genetic structures. Thus, the pollen flow in Costus spiralis (Jacq.) Roscoe, a
typical plant of suchhumid areas, must be assuredby the hummingbirds' ability to fly long
distances in linear vereda environments. To assess the effect of distance on reproductive
patterns, hand cross pollinations were performed at different distances and reproductive success
was analyzed. We used microsatellite markers (SSR)to analyze genetic diversity for Costus
spiralis. To do so, we tested the transferability of primers developed for other species of the
same genus and selected the effectively amplified and polymorphic ones to evaluate the
population structure. In this study, we observed that Costus spiralis is a self-compatible species,
which presents greater reproductive success after pollination among plants in a given cluster
(less than 60m distant) than between plants further away. This was corroborated by the
preliminary data of the second chapter, which indicated a greater genetic variability within
clusters. than between them. We conclude that the hummingbird pollinators efficiently
transports the genes, so that there were no differences between the selected clusters along the

studied Vereda.

Keywords: Genetic diversity, crossing spatial distance, reproductive success, Palm swamps,

Cerrado.
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INTRODUCAO GERAL

No Brasil as veredas sdo consideradas zonas umidas que ocorrem comumente no
dominio do Cerrado (Ribeiro & Walter 1998), e possuem grande relevancia para o bioma, uma
vez estdo diretamente associadas ao afloramento do lencgol fredtico (Ribeiro & Walter 1998).
Essas zonas imidas criam fisionomias vegetais lineares que aparecem sobre solos com alto teor
de matéria organica e com umidade variando em gradientes que vao desde 4areas
permanentemente inundadas até regides onde o solo ¢ mais seco. A vegetacdo desta
fitofisionomia ¢ adaptada a estas condi¢des hidromorficas, que podem ser permanentes ou
sazonais, e ¢ tipicamente composta por um estrato herbaceo-arbustivo, com agrupamentos da
palmeira buriti (Mauritia flexuosa) nas areas de alagamento permanente (Ribeiro e Walter
2008). O gradiente topografico e as zonas de umidade do solo criam um mosaico de micro-
habitats com peculiaridades floristicas e estruturais, justificando o alto niumero de espécies
endémicas encontrado nessas areas (Oliveira et al. 2009, Kurtz et al. 2013, Nogueira 2022).
Esse alto grau de endemismo e os fatores ambientais ressaltam a singularidade das veredas e
reforca sua importancia ndo s6 na manuten¢do da diversidade vegetal, mas como fontes
essenciais de abrigo, alimento e local de reproduc¢do da fauna do Cerrado (Carvalho1991). Para
além disto, as veredas sdo de grande relevancia para a provisdo e manuten¢do dos recursos
hidricos do Cerrado, estando associadas as nascentes de importantes rios do bioma (Araujo et
al. 2002, Oliveira et al. 2009)

As veredas sdo ecossistemas sensiveis que apresentam baixa resiliéncia a distirbios
antropicos (Meirelles et al. 2004), e estdo inseridas na legislagdo ambiental brasileira como
“Areas de Preservagio Permanente” (Kurtz et al., 2013, 2015). Apesar da protegdo legal, essas
areas continuam sendo negligenciadas e vem sofrendo constante degradagdo. Mudangas no uso
da terra como, por exemplo, o avanco das atividades agropecudrias, supressdo de vegetagao
para construcdo de estradas e canais de drenagem podem alterar os niveis de umidade,
caracteristicas do solo, os padroes de heterogeneidade ambiental e composi¢ao da vegetagao,
contribuindo para uma rdpida degradagcdo desses ambientes (Aratjo et al. 2002). Quando
associadas as mudancas climaticas as degradagdes desses ambientes provocam alteragdes no
regime de dgua e diminui¢cdo do nivel do lengol freatico levando a seca das areas de vereda
(Oliveira et al., 2014, 2015, 2017, Avila et al., 2016). Como resultado dessas alteracdes, a

invasdo de espécies exoticas tem se tornado algo cada vez mais comum (Junk et al. 2014), além
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do dominio de espécies pioneiras e uma alta expansao de espécies arbdreas de cerrado nas areas
abertas de vereda, levando assim a perda de suas caracteristicas iniciais (Nunes et al. 2022).

Neste contexto, as plantas de veredas apresentam estratégias de reproducao que
maximizam o sucesso reprodutivo nesses ambientes(Batista e Biachetti 2003, Maciel et al.
2016, Cardoso e Oliveira, Dias 2018). Algumas plantas apresentam flores hermafroditas e um
sistema de autocompatibilidade que permite que os gametas presentes no graos de podlen
fecundem os ovulos de uma mesma flor e produzam sementes viaveis. Plantas autoférteis
parecem ser comuns em ambientes de veredas (Ramirez & Brito 1990), e garantem a produgao
de frutos e sementes e a seguranga reprodutiva mesmo na auséncia de polinizadores e fluxo de
polen mais amplo (Villegas 2020). Por outro lado, o sucesso reprodutivo muitas vezes nao
depende somente do fluxo de polen e da disponibilidade dos gametas para potencializar o
sucesso reprodutivo. Mesmo plantas autoférteis vao ser beneficiadas por vetores que realizem
um efetivo servigo de polinizagao, que na maioria das vezes funciona como um sistema de troca
entre planta e polinizador, sendo vantajosa para ambos(Justino et al. 2012). O polinizador
otimiza o fluxo polinico e, em contrapartida, a planta fornece recursos florais, nutritivos ou
energéticos, que permitem a sobrevivéncia dos animais polinizadores. Entdo, mesmo em
plantas autoférteis e relativamente independentes dos servigos de polinizag¢do, na pratica a
disponibilidade desses vetores e de recursos energéticos podem potencializar as interagdes €
garantir o sucesso reprodutivo das plantas (Sletvold 2012, Villegas 2020). Dentre as varias
consequéncias do sucesso reprodutivo, a evolucao, continuidade e a conservagao dos genes na
prole sdo as mais importantes (Moza e Bhatnagar 2007).

Os servigos de polinizagdo vao afetar o fluxo de pdlen entre plantas. A deposigao de
polen pode acontecer entre plantas vizinhas ou distantes, entre flores dentro de um mesmo
individuo ou até mesmo dentro da mesma flor (Jersakova & Johnson 2006, Cardoso et al. 2018,
Villegas 2020). Logo, quando essa movimentacdo do pdlen ocorre a curtas distancias,
associado a uma dispersao local das sementes, ha um aumento na probabilidade de ocorréncia
de cruzamentos entre individuos vizinhos. Tal movimentacdo pode acarretar em depressdao por
endogamia ou consanguinidade, devido o parentesco entre os individuos préximos e a
possibilidade de expressao de genes deletérios (Price e Waser 1979, Villegas 2020). Por outro
lado, a movimentac¢do de polen entre individuos muito distintos geneticamente pode ocasionar
outros problemas, como isolamento reprodutivo devido a distancia. Os problemas decorrentes
do cruzamento entre individuos muito distintos geneticamente sdo denominados depressdo por

exogamia/alogamia (Price e Waser 1979). Aparentemente a alta heterozigosidade pode levar a
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diminui¢ao do sucesso reprodutivo, afetando uma ou mais caracteristicas fenotipicas e ou
genotipicas (Lynch 1991, Frankam et al. 2002). Dessa maneira, a estrutura genética
populacional pode afetar o sucesso reprodutivo das plantas de maneira mais ou menos
independente do fluxo de podlen e dos servigos de polinizagdo (Waser e Price 1989, 1994). Isto
implica que, mesmo garantidas as condig¢des para o fluxo de polen, a estrutura genética das
plantas envolvidas pode afetar o sucesso reprodutivo.

Estudos genéticos com plantas do Cerrado podem ajudar a entender ¢ mensurar os
fatores evolutivos que atuaram e atuam no bioma, além de apresentar dados para subsidiar a
criagdo de medidas para conserva-lo (Buzatti 2012). Os marcadores moleculares tem sido uma
ferramenta importante nos estudos variabilidade genotipica e fluxo génico em populagdes
naturais de plantas (Provan et al. 2001, Kalia 2011). Os microssatélites (SSR) sdo um tipo de
marcador molecular que apresenta repetigdes em tandem de 1 a 6 nucleotideos encontrados com
frequéncia nos genomas, ¢ sdo muito utilizados em trabalhos de genética populacional devido
aos seus atributos, tais como hipervariabilidade, natureza multialélica, herangca codominante,
reprodutibilidade abundancia relativa, que auxiliam na caracterizagdo da diversidade genética
em plantas (Parida et al. 2009 e Kalia 2011). Além da diversidade, os SSR podem auxiliar em
analise de paternidade, constru¢do de mapas gendmicos, tamanho da populacdo, parentesco
entre outros (Selkoe 2006, Parida et al. 2009). Estes marcadores moleculares podem ser
utilizados para estimar a similaridade-dissimilaridade genética entre plantas e explicar
processos de depressdo de endogamia e alogamia (Parida et al. 2009 e Kalia 2011) .

Costus spiralis é frequentemente encontrada em areas de vereda onde os beija-flores sdo
os visitantes florais e polinizadores mais importantes, contribuindo com o fluxo de poélen e
producao de sementes. Apesar de autocompativel/autofértil a espécie € beneficiada pelas visitas
dos beija-flores e depende deles para a produgao de frutos, ja que tem mecanismos morfologicos
para evitar autogamia (autopolinizagdo automatica). Mais do que simplesmente afetar a
producdo das sementes de Costus spiralis, os servigos de polinizacao realizados pelos beija-
flores aparentemente resultam em sementes com maior vigor e capacidade de crescimento
quando comparadas mesmo as sementes resultantes de polinizagdes cruzadas manuais (Araujo
e Oliveira 2007). Os autores sugerem que o fluxo de pdlen mais heterogéneo e a maiores
distancias poderia explicar as diferencas de vigor.

A partir disto, o objetivo deste trabalho € testar o efeito de cruzamentos realizados entre
individuos a diferentes distancias para o sucesso reprodutivo em uma populacao Costus spiralis,

evidenciando os possiveis efeitos de depressdo endogamica ou alogamica. Além disso, este
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trabalho tem o objetivo avaliar a variabilidade genética da populagdo desta espécie modelo
utilizando marcadores moleculares codominantes (SSR — Sequéncias Simples Repetidas ou
microssatélites). Ainda, avaliar se as possiveis diferencas entre cruzamentos realizados a
distancias diferentes poderiam ser explicadas pelas diferencas genéticas entre os individuos na
populagdo.

Essa dissertagdo foi divida em dois capitulos. O primeiro reuniu os experimentos
realizados em campo para confirmar os aspectos reprodutivos de Costus spiralis e avaliar os
efeitos das distancias entre individuos no sucesso reprodutivo. O sucesso reprodutivo (fitness)
foi estimado pela produgdo de frutos e sementes, e pelo vigor da progénie resultante. Neste
sentido, o capitulo inicial pretendeu responder as seguintes perguntas: 1) A produgdo de frutos
varia com a distancia espacial entre o doador e receptor de pdlen? 2) Qual das distancias
apresenta o maior sucesso reprodutivo? 3) A distancia afeta apenas produgao de frutos ou afeta
também o peso das sementes? Em relacdo a tltima questdo o peso das sementes foi usado como
um proxy complementar para o sucesso reprodutivo. A ideia foi que o fluxo de pdlen entre
individuos distantes pode nao afetar a fecundidade em termos de producao de frutos, mas pode
afetar a qualidade e vigor das sementes formadas, o que poderia ser refletido no peso relativo
entre tratamentos de distancias.

No capitulo seguinte, foram utilizados marcadores SSR para avaliar a similaridade-
dissimilaridade genética entre os individuos de Costus spiralis na mesma populacao. Os primers
de marcadores microssatélites (SSR), construidos para outras espécies do mesmo género foram
testados para transferabilidade e, posteriormente, usados para analisar a diversidade genética
da populacdo amostrada ao longo da vereda. Neste capitulo, pretendeu-se responder as
seguintes perguntas: 1) E possivel transferir marcadores microssatélites entre espécies
correlacionadas de Costus? 2) Essa transferibilidade apresenta marcadores polimorficos para
uso e andlise da diversidade genética em Costus spiralis? 3) A variabilidade genética
encontrada na populacdo estudada ¢ comparavel a outras espécies de Cosfus e a outras plantas
de vereda? 4) E, finalmente, se haveria uma correlacdo entre as distancias espaciais e as
distancias genéticas entre os individuos amostrados? Devido ao custo de construgdo de novos
marcadores microssatélites, uma série de estudos mostra que ¢ viavel a transferibilidade de
primers deste tipo de marcador entre espécies correlacionadas (Valderrama 2020) e isso
aumenta a capacidade de estudo da diversidade genética de espécies nativas.

Virios fatores ecologicos, reprodutivos e evolutivos podem interferir na diversidade

genética da populagdo, como isolamento através de barreiras fisicas e fenotipicas, presenga de
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polinizador e dispersor de semente, a autocompatibilidade, dentre outros. Isso ressalta a

necessidade de estudos especificos em espécies modelos como Costus spiralis, que apresenta

autocompatibilidade, polinizagdo por beija-flores e € representativa de uma area que sofre

intensas ameagas a sua conservagao, a vereda.
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CAPITULO 1:

O EFEITO DA DISTANCIA DE CRUZAMENTO NO SUCESSO
REPRODUTIVO DE Costus spiralis

10
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INTRODUCAO

Devido a imobilidade das plantas, a maioria das espécies dependem de vetores bidticos
(polinizadores) para realizagao do fluxo polinico (Barrett 1998). No processo de forrageamento,
esses polinizadores sdo capazes de movimentar graos de pdlen de doadores a diferentes
distancias, podendo aumentar o sucesso reprodutivo das plantas (Araujo e Oliveira 2007, Kropf
e Renner 2008). Assim, o fluxo de polen ¢ um dos mecanismos responsaveis pela
movimentagdo dos genes, € consequentemente, pela variabilidade genética dentro de uma
populacao de plantas. Quando baixo, o fluxo de polen pode vir a afetar a distribuigdo ¢ a
variabilidade genética populacional e associado a dispersao local, pode promover uma série de
efeitos deletérios (Charlesworth e Charlesworth 1999). Por outro lado, o fluxo de pdlen e genes
pode evitar a fixacdo de gendtipos especializados e a capacidade das plantas de sobreviver em
ambientes extremos (Jain 1976). Entender os fatores modulando o fluxo de poélen pode ser vital
para delinear estratégias de conservagao.

O fluxo de pdlen realizado por polinizadores ¢ o grande responsavel pela variabilidade
genética na populagdo, uma vez que durante as visitas, ocorre a deposi¢ao de polen pelas anteras
em partes do corpo do polinizador, que ao chegar em outra flor € capaz de depositar esse pélen
na superficie estigmatica, garantindo a movimento do pdlen de uma flor para outra (Rech et al.
2014). Neste sentido, pode-se pensar que quanto maior a distancia espacial entre o receptor € o
doador de polen, maior sdo as chances de que ocorra variabilidade genética (Waser 2000). As
espécies podem apresentar distdncias espaciais Otimas de polinizagdo, sendo que alguns
trabalhos demonstram um efeito negativo com a reducdo da distancia da fonte de pdlen (Rigney
1995, Souto et al., 2002). Estes efeitos deletérios sio comumente descritos como depressao de
endogamia e estariam associados a expressao de genes recessivos.

Por outro lado, a depressdo por xenogamia ou alogamia pode acontecer quando os
individuos estdo localizados a grandes distancias espaciais, € com isso apresentam uma
adaptacao fenotipica/genotipica a cada micro-habitat que estdo inseridos. Essas adaptagdes
podem gerar diferengas que, quando acumuladas, podem levar a um isolamento reprodutivo
entre esses individuos distantes (Waser 2000).

Estudos realizados em algumas regides do mundo tém mostrado que mesmo espécies
autocompativeis podem ser limitadas no fluxo génico, podendo ser influenciadas pela
efetividade/comportamento dos polinizadores (Waser & Price 1994). A singularidade dos

ambientes de veredas reforca a importancia de entender os processos reprodutivos e a
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interdependéncia dessas plantas com seus polinizadores, para considera¢des sobre politicas de
conservacao.

O Cerrado brasileiro ¢ conhecido como hotspot de biodiversidade (Strassburg 2017),
devido a alta diversidade de espécies, condi¢des geograficas, climaticas e de disponibilidade de
agua, que variam ao longo de toda a extensao do bioma. As veredas sdo formagdes que ocorrem
em solos hidromoficos, em areas de emergéncia do lencol fredtico, que as distingue das demais
fitofisionomias conhecidas do Cerrado, ¢ que selecionam a composicdo floristica e as
caracteristicas estruturais. Além dos recursos hidricos, as veredas apresentam uma flora
endémica e uma grande diversidade beta (Silva et al. 2018). Esses recursos ambientais, como
solos hidromorficos, com grande quantidade de matéria organica e afloramento de lengol
freatico, podem selecionar uma série de adaptagdes locais nos individuos. Mas apesar do
endemismo associado a condigdes especificas de crescimento, as plantas de veredas, como as
espécies de Cerrado de uma maneira geral (Oliveira & Gibbs 2002,Rechet al. 2014), necessitam
dos servicos de polinizacdo bidtica para producdo de frutos e sementes. Apesar dos estudos
ainda serem relativamente raros, a flora das veredas parece ser predominantemente
autocompativel/autofértil, mas depende de vetores biodticos para producao de frutos e sementes,
e capacidade de regeneragdo (Ramirez e Brito 1990).

Costus spiralis é uma espécie comum em areas de veredas no tridngulo mineiro. E uma
planta herbacea rizomatosa, com inflorescéncias chamativas polinizadas primariamente por
beija-flores. As flores tém antese diurna, sdo autocompativeis e apresentam hercogamia de
aproximag¢ao, como um mecanismo para evitar a autopolinizagao espontanea (Araujo e Oliveira
2007). Essa espécie exibe uma distribui¢do agrupada, formando varias touceiras ao longo da
vereda, o que pode sugerir que a dispersao das sementes ocorra proximo a planta progenitora.
O principal polinizador de C. spiralis na regido € o beija-flor Phaethornis pretrei, que visita de
forma sistematica as flores existentes em um grupo de individuos, e em seguida, migra para
outros agrupamentos. Esse comportamento pode ser benéfico para a planta, uma vez que, ao
apresentar rotas de forrageamento, o polinizador mantém o fluxo polinico e, consequentemente,
aumenta o numero de graos de pélen de doadores diferentes chegando ao estigma (Araujo e
Oliveira 2007). Os autores acreditam que esta diversidade polinica poderia explicar o maior
vigor encontrado nas sementes resultantes de polinizacdes mesmo quando comparadas as
sementes de polinizagdes cruzadas controladas.

Estudos mostram que a taxa de diversifica¢do tem sido maior entre espécie polinizadas

por beija-flores do que nas polinizadas por abelhas (Valderrama 2020). Este parece ser o caso
11



67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99

de espécies Neotropicais de Costus, que apresentaram varias mudancas nas sindromes de
polinizagdo ao longo do tempo, entre aves e insetos (entre abelhas e beija-flores), demonstrando
rapido isolamento ecoldgico e diversificagdo (Kayet al., 2005, Specht et al, 2012, Salzman et
al. al., 2015).

Diferentes tipos de polinizagdo podem afetar o sucesso reprodutivo em Costus. Em
Costusallenii e Costuslaevis as sementes provenientes de autopolinizacdo, sdo menores do que
as de polinizagdo cruzada (Schemske 1983, Araujo e Oliveira 2007). Além disso, a capacidade
de germinagdo varia com a qualidade e tipo de habitat, influenciando a aptidao das sementes
(Schemske 1983).

Em C. spiralis, os polinizadores parecem produzir sementes mais vigorosas mesmo
quando comparadas aquelas provenientes de polinizagdes manuais com até trinta metros de
distancia entre o doador de pdlen e o receptor (Aratjo e Oliveira 2007). A distancia e
heterogeneidade polinica parecem ter um efeito sobre a qualidade das sementes formadas.

Tendo em vista estas consideracdes, este estudo pretende avaliar o efeito de diferentes
distancias do doador de pdlen para o sucesso reprodutivo em Costusspiralis(Jacq.) Roscoe
(Costaceae) uma espécie autocompativel e polinizada por beija-flores. Mais especificamente,
procurou-se responder as seguintes perguntas: 1) A producao de frutos varia com a distancia
espacial entre o doador e receptor de pdlen? 2) Existe uma distancia que apresenta maior
sucesso reprodutivo? 3) A distancia afeta apenas producao de frutos ou afeta também o peso
das sementes? Em relagdo a ultima questdo o peso das sementes foi usado como um proxy
complementar para o sucesso reprodutivo. A ideia foi que o fluxo de polen entre individuos
distantes pode ndo afetar a fecundidade em termos de producao de frutos, mas pode afetar a
qualidade e vigor das sementes formadas, o que poderia ser refletido no peso relativo entre

tratamentos de distancias.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O presente estudo foi realizado em uma area de vereda pertencente a Reserva Particular
do Patrimonio Natural do Clube de Caca e Pesca Itororé de Uberlandia (CCPIU). A reserva do
CCPIU estd localizada entre as coordenadas 48°18°06”0 e 18°59°21”’S e possui ca. 400 ha de

Cerrado, contemplando vérias fitofisionomias do bioma. A area efetivamente protegida pela
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RPPN ¢ uma area de vereda com ca. 4km de entre extensdo (Maruyama et al. 2013). O CCPIU
¢ marcado pela sazonalidade bem definida, com uma estacdo fria e seca a partir de maio a

setembro, € outro quente e chuvosa de outubro a abril (Képpen 1948).

Figura 1. Area da vereda presente no Clube Caga e Pesca Itororé de Uberlandia (CCPIU). Os

cruzamentos realizados a diferentes distancias (destacadas em metros: 800m, 1300m e 2000m)

Vereda Clube Caca e Pesca ' Legenda
@ Cluke Caca e Pesca lorord de Uberlandia

+  Lozalizacao dos agrupamentos utilizados em experimento de campo

‘I‘«rea A

CEi’AC.ﬁ.RF-\S
‘Area C ‘-1 897461

Cl{jbe Caga e Pesca ltororo de'tiberandia Ty r -t;

foram marcados por setas laranjadas entre as 3 areas destacadas (A, B e C).

Espécie Modelo

Costus spiralis¢ uma monocotiledonea, da familia Costaceae, pertencente a ordem
Zingiberales. Possui o habito de erva rizomatosa e apresenta inflorescéncia do tipo racemosa
com o formato de espiga. Essa espiga ¢ envolvida por bracteas vermelhas sobrepostas,
desenvolvendo os botdes florais, flores e frutos em seu interior. A maturacao das flores e frutos
ocorre em espiral e cada individuo abre uma ou duas flores por dia no formato tubular. As flores
sdo vermelhas e possuem um estilete com fixacdo terminal posicionado entre as duas tecas da
antera. O estigma ¢ bilobulado e imido, apresentando um dos l6bulos um pouco mais curto do
que o outro. Em sua morfologia, o estigma apresenta um apéndice dorsal que aparentemente

possui a fungdo de se reposicionar apds as visitas dos polinizadores. Esta espécie apresenta
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hercogamia de movimento, que ¢ a separacdo espacial dos oOrgdos reprodutivos com a
movimentagdo dos mesmos, durante os processos de deiscéncia (Aratjo & Oliveira 2007). A
familia Costaceae Nakai (Zingiberales) possui uma ampla distribui¢cao pantropical totalizando
125 espécies representante dos géneros Cheilocostus C. Specht, Chamaecostus C. Specht & D.
W. Stevenson, Costus L., Dimerocostus O. Kuntze, Monocostus K. Schumann, Paracostus C.
Specht e Tapeinochilos Miquel (Valderrama 2020, Stevens 2021). C spiralis é polinizada por
Beija-flores , porém a producao de nectar extra- floral faz com que suas inflorescéncias sejam
constantemente visitadas por formigas (Stevens 2021). Sua floracdo ocorre de Dezembro a
Marco, tendo seu pico no més de feveiro e iniciando a frutificagdo em Junho no ano de 2021,
ao passo que em 2022 a floragdo teve inicio no final de Janeiro e se extendeu até Junho, tendo

seu pico em Feveiro e Marco,inicando a frutificagao em Julho.

Desenho experimental dos cruzamentos

Para averiguar o efeito da distancia de cruzamentos no sucesso reprodutivo de Costus
spiralis foram realizados cinco tratamentos ecada tratamento correspondeu a uma distancia
entre doador e receptor de pdlen. As distancias encontradas entre os grupos de individuos que
foram utilizadas para o cruzamento foram 10m, 60m, 800m, 1300m e 2000m. Os graos de pdlen
foram coletados no inicio da abertura da flor com auxilio de uma pinga e armazenados em
microtubos. Logo em seguida foram transportados até os outros pontos onde foram realizados
os demais cruzamentos, totalizando 200 flores (40 flores por cada tratamento) (Fig.1). As
inflorescéncias foram previamente ensacadas para evitar qualquer tipo de interferéncia externa
e os cruzamentos foram realizados de Dezembro de 2020 a Abril de 2021. Apds a passagem do
fogo em Outubro de 2021, houve uma perda significativa da vegetacdo na area, inclusive da
espécie modelo deste trabalho. Com o inicio do periodo chuvoso as rebrotas tomaram forga e
em Janeiro de 2022. Foram feitos novos cruzamentos que incluiram autopolinizagdao (onde o
polen de uma mesma flor foi colocado sobre o estigma), 60m, 800m, 2100m totalizando 320
cruzamentos em 2022, com 80 flores para cada tratamento/distancia. Apds a realizagcdo dos
cruzamentos, as inflorescéncias foram ensacadas novamente a fim de evitar qualquer
interferéncia externa até a formacao dos frutos.

Durante os dois experimentos de campo, os tratamentos foram realizados em blocos
casualizados por individuo. Foram feitos todos os tratamentos de polinizagdes controladas em

numeros similares por individuo de maneira a evitar pseudoreplicacdo. Uma flor foi utlizada
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como doadora de polen e receptora de polen de outra flor. Além das polinizagdes manuais
controladas, foram coletados frutos resultantes de polinizagdes naturais (em flores marcadas,

nao isoladas e expostas a polinizacao aberta).

Avaliagdo dos frutos e sementes

Os frutos provenientes de cada tratamento foram coletados separadamente e levados
para o laboratorio. Além do nimero de frutos, foram analisados o nimero de sementes formadas
e 0s pesos (massa em gramas) das sementes. Essas medidas foram realizadas com auxilio de

uma balanga de precisao (BEL -ENGINEERING).

Analise Estatistica

Para realizagdo da analise comparativa da formacdo de frutos provenientes do
experimento de polinizagdo a diferentes distancias, foi utilizado o teste de regressdo logistica
par a par. De maneira a averiguar se houve diferen¢a no peso das sementes entre os tratamentos,
foi utilizado o teste GLM familia Gamma para o ano de 2021, ja em 2022 foi utilizadoGamma
familia Gaussian e para analisar os nimeros de sementes por fruto, foi utilizado GLM familia
binomial negativo utilizado nos dois anos. Depois de rodar os glms, foi utilizado um test pos
hoc para verificar a diferenca par a par entre os tratamentos. O pacote utilizado para esse fim
foi o emmeans. Os melhores modelos foram selecionados pelo método de AIC usando a funcao
AlCctab do pacote bbmle. Para as analises estatisticas foram utilizados os pacotes ‘Ime4’ e ‘car’
e ‘ggplot2’ para construcdo dos graficos. Todas as analises estatisticas foram conduzidas

usando o aplicativo R versdo 4.0.2 (R Development Core Team, 2020).

RESULTADOS

Costus spiralis apresenta autocompatibilidade e devido a morfologia e posi¢do dos
orgaos reprodutivos, a deposicao de polen do mesmo individuo pode vir a acontecer até mesmo
durante as visitas, uma vez que o pistilo de C. spiralis estd posicionado entre as anteras, € a
estigma encontra-se um pouco acima (Figura 2). A corola tubular facilita o processo de retirada
e deposicao dos graos de polen durante a visita, além de que esse processo de dispersdo ¢ feito

de forma agrupada, semelhante a uma nuvem de pélen. De qualquer forma, a hercogamia e a
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estrutura do estigma requer visitas efetivas ou manipulagdo da flor para que ocorra a polinizagao
e producdo de frutos. Flores ensacadas e deixadas sem manipulagdo nunca produziram frutos
como descrito por Araujo e Oliveira (2007).

Além do sistema de compatibilidade, esta espécie conta também com uma hercogamia
de aproximacdo relativamente pequena. Uma observagdo sistematica e direcionada aos
polinizadores nao foi realizada,mas foi possivel verificar que Eupetomena macroura, o
polinizador que realizou as visitas durante a realizagdo dos experimentos, apresentou um
comportamento territorialista com outras espécies ¢ até mesmo com outros individuos que
tentavam chegar proximo aos grupos de flores de C. spiralis. Quando ndo estavam visitando,
os individuos de E. macroura pousavam em galhos acima das flores e apresentavam uma
postura observadora, chegando a realizar voos proximos a cabeca dos pesquisadores, a medida

que chegavamos perto das inflorescéncias.

Figura 2: Morfologia e estrutura das flores de Costus spiralis, vista frontal de uma flor (A)
Inicio de abertura e maturagdao dos frutos, (B) fruto, (C) flor, (D) posicdo dos orgaos
reprodutivos na flor, onde o estigma encontra-se entre as anteras, facilitando a autopolinizagao,
(E) insercdo da flor na inflorescéncia, (F) vista lateral da flor, (G) e apos a abertura do botao,

sem polinizagdo, (H)Costus spiralis, logo apds a polinizacao realizada pelo beija-flor.
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- Figura 3:
Foto retirada em campo, Eupetomena macroura apoiado em um galho de arvore logo acima

dos clusters de Costus spiralis.

Formacgdo de frutos e numero de sementes

No ano de 2021, o desenvolvimento dos frutos deu-se por volta de quatro meses apos a
realizagdo dos tratamentos. O tratamento que resultou no maior nimero de frutos foi o da
distancia de 10 metros totalizando 35% dos cruzamentos realizados, seguido por 60 metros com
12,5% dos frutos formados, 1300 metros com 7,5% e 800 metros com 5% de frutficacdo. A
menor taxa de frutificagdo foi a 2000 metros, onde somente ca. 2,5% dos cruzamentos resultou
em frutos. Em contrapartida as polinizagcdes naturais, flores ndo ensacadas e expostas a
polinizagdo pelos beija-flores e outros visitantes, atingiram 75% de frutificagao.

No ano de 2022, foram realizados 80 cruzamentos por tratamento. As maiores taxas de
frutificagdo foram, em ordem decrescente, polinizacdo natural com 48,5%, 10 metros com
23,75%, autopolinizacdo com 17,5%, 60 metros 13,75%, 2000 metros com 11,25% de
frutificacdo, e a menor tava de frutificagdo foi no tratamento de 800 metros com apenas 5%

(Figura 1).
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Grifico 1: Resultados dos testes de polinizagdes controladas a diferentes distancias gerografica
(tratamentos) em Costus spiralis (Costaceae) na Reserva Ecoldgica do Clube Caga e Pesca
Itororé de Uberlandia, MG. Porcentagem de frutos formados entre os tratamentos nos anos de

2021 e 2022.

No ano de 2021, o teste de regressdo logistica apontou que o tratamento de 10 metros
apresentou uma diferenga significativa em relagdo a producdo de sementes quando comparado
com tratamento de 2000m (p<0.05). A polinizagdo natural foi significativamente diferente de
todos os tratamentos, produzindo mais frutos que as polinizagdes manuais (10m, 1300m,
2000m, 60m, 800m respectivamente, p< 0.05) (Tabela 1). O niimero total de sementes obtidas
de cada tratamento foi 79 sementes provenientes do tratamento de 10 metros, 52 sementes do
tratamento de 60 metros, 25 sementes do tratamento de 800 metros, 10 sementes do tratamento
de 1300 metros e 4 sementes provenientes do tratamento de 2000 metros.

No ano de 2022, o teste de regressdo logistica apontou que o tratamento de 10 metros
novamente apresentou uma diferenga significativa em relacdo a producdo de sementes quando
comparado com tratamento de 800 metros (p<0.05). A polinizagdo natural foi
significativamente diferente de todos os tratamentos, produzindo mais frutos que as
poliniza¢gdes manuais (10m, 1300m, 2000m, 60m, 800m, p< 0.05) (Tabela 2). O ntimero total
de sementes obtidas de cada tratamento foi de 141 sementes provenientes do tratamento de
autopolinizagdo, 176 sementes referentes ao tratamento de 10 metros, 98 sementes do
tratamento de 60 metros, 25 sementes do tratamento de 800 metros e 81 sementes provenientes
do tratamento de 2000 metros. Em 2022, apds a passagem do fogo, houve o comprometimento

dos individuos localizados a 1300, portanto ndo foram realizados cruzamentos a essa distancia.
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Tabela 1: Numero de frutos formados a partir de polinizacdo cruzada a diferentes distancias no
ano 2021, polinizagdes manuais (10m, 60m, 800m, 1300m, 2000m e polinizagdo natural) em
Costus spiralis (Costaceae). Analise de regressdo logistica foi utilizada par a par para avaliar
diferencas entre os tratamentos, tendo apresentado valores significativos no tratamento de 10
metros quando comparado com a 2000m, e polinizagdo natural quando comparado aos demais

tratamentos (valores em negrito) P < 0,05.

Contraste Estimativa SE df Z.ratio Valor P
10m - 1300m 1.893 0.686 Inf 2.761 0.0639
- 2000m 3.045 1.066 Inf 2.857 0.049
10m - 60m 1.327 0.582 Inf 2.281 0.2019
10m - 800m 2.325 0.798 Inf 2.915 0.0414
10m - -1.718 0.493 Inf -3.483 0.0066
1300m - 2000m 1.151 1.177 Inf 0.978 0.9251
1300m - 60m -0.566 0.767 Inf -0.738 0.9772
1300m - 800m 0.432 0.942 Inf 0.459 0.9975
1300m - -3.611 0.703 Inf -5.139 <.0001
2000m - 60m -1.718 1.12 Inf -1.534 0.6423
2000m - 800m -0.719 1.246 Inf -0.577 0.9925
2000m - -4.762 1.077 Inf -4.424 0.0001
60m - 800m 0.999 0.869 Inf 1.149 0.8606
60m - -3.045 0.602 Inf -5.061 <.0001
800m - -4.043 0.812 Inf -4.978 <.0001

Tabela 2: Numero de frutos formados a partir de polinizagdo cruzada a diferentes distancias no
ano 2022, poliniza¢gdes manuais (Autopolinizacdo, 10m, 60m, 800m, 2000m e polinizacao
natural) em Costus spiralis (Costaceae). Analise de regressao logistica foi utilizada par a par
para avaliar diferengas entre os tratamentos, tendo apresentado valores significativos no
tratamento de 10 metros quando comparado com a 800m, e polinizagdo natural quando

comparado aos demais tratamentos (valores em negrito) P < 0,05.

Contraste Estimativa SE df Z.ratio Valor P
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10m - 2000m 0.899 0.441 Inf 2.04 0.3196

10m - 60m 0.67 0.418 Inf 1.604 0.5961

- 800m 1.778 0.576 Inf 3.085 0.0249
10m - auto 0.384 0.394 Inf 0.974 0.9263
10m - -1.116 0.345 Inf -3.236 0.0154
2000m - 60m -0.229 0.48 Inf -0.477 0.9969
2000m - 800m 0.879 0.623 Inf 1.411 0.7207
2000m - auto -0.515 0.46 Inf -1.119 0.8738
2000m - -2.015 0.419 Inf -4.815 <.0001
60m - 800m 1.108 0.607 Inf 1.826 0.4491
60m - auto -0.286 0.438 Inf -0.652 0.9869
60m - -1.786 0.394 Inf -4.531 0.0001
800m - auto -1.394 0.591 Inf -2.357 0.1716
800m - -2.894 0.56 Inf -5.172 <.0001
auto - -1.501 0.37 Inf -4.06 0.0007

Peso das sementes

A média dos pesos das sementes provenientes da polinizacdo do ano de 2021 foi
respectivamente: tratamento de polinizagao natural - 0.0098g, 10 metros - 0.0121g, seguido por
1300 metros - 0.0063g, 60 metros - 0.092¢g, 800 metros - 0.094g e 2000 metros - 0.0100g. No
ano de 2022, a média dos pesos encontrados foi polinizag@o natural (0.0117g), seguido por 10
metros (0.0105g), 60 metros (0.0096g), autopolinizacao (0.0094g) 2000 metros (0.0094g) e 800
metros com (0.0086g). No primeiro ano a maior média foi proveniente do tratamento de 10
metros € a menor de 800 metros, ja no segundo ano a maior média foi polinizagdo natural e a
menor média foi no 800 metros.

No ano de 2021 foi realizado também um teste GLM com distribuicdo gamma, para
comparar peso das sementes em cada tratamento, a partir deste teste foi possivel verificar uma
diferenca significativa entro o peso das sementes do tratamento de 10 metros, quando
comparado a 60 metros ¢ 1300 metros (P < 0,05).Outro tratamento que também obteve
diferencas significativas foi da polinizagdo natural quando comparado aos tratamentos de 10
metros € 1300 metros (P < 0,05) (Tabela 3). Para o ano de 2022 as diferengas significativas
foram entre 10 metros quando comparado aos tratamentos de autopolinizacdo, 800 e 2000
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301  metros (P <0,05), e polinizagdo natural quando comparado a todos os tratamentos de distancias

302 (P <0,05) (Tabela 4).
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305  Grafico 2: Peso das sementes (massa em gramas) provenientes dos frutos das polinizagdes
306 realizadas em Costus spiralis (Costaceae), em 2021, na vereda da Reserva Ecolédgica do Clube
307 Caga e Pesca Itororo de Uberlandia, MG. Polinizacdo natural, cruzamento a 10 metros,
308 cruzamento a 60 metros, cruzamento realizados 800, cruzamentos realizados a 1300 ¢ 2000
309  metros respetivamente.
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314  Grafico 3: Peso das sementes (massa em gramas) dos frutos dos tratamentos de polinizagdo
315 realizadas em Costus spiralis (Costaceae), em 2022, na vereda da Reserva Ecologica do Clube
316  Caga e Pesca Itorord de Uberlandia, MG. Polinizacao natural, cruzamentos de autopolinizagao,
317  cruzamento a 10 metros, cruzamento a 60 metros, cruzamento realizados 800 e 2000 metros
318  respetivamente.

319

22



320
321
322
323
324

325

Tabela 3: Peso das sementes formadas a partir de polinizacdao cruzada em cada tratamento com

diferentes distancias geofraficas em Costus spiralis (Costaceae) no ano 2021. Analise utilizada

para avaliar as diferencas entre os tratamentos foi o GLM distribui¢do gamma, com o pos-hoc

para comparagdo par a par, onde os valores significativos estao marcados de azul na tabela e

apresentaram P < 0,05.

Contraste Estimativa SE df Z.ratio Valor P

1300m 2000m -0.00368  0.002491 Inf -1.476 0.68
1300m 60m -0.00287  0.00117 Inf -2.452 0.1387
1300m 800m -0.00312  0.001323 Inf -2.356 0.172
1300m auto -0.00576  0.001117 Inf -5.155 <.0001
1300m pol_nat -0.00345 0.000985 Inf -3.507 0.006
2000m 60m 0.000807 0.002388 Inf 0.338 0.9994
2000m 800m 0.000558  0.002467 Inf 0.226 0.9999
2000m auto -0.00209  0.002363 Inf -0.882 0.9508
2000m pol nat 0.000222  0.002303 Inf 0.096 1
60m 800m -0.00025 0.001119 Inf -0.223 0.9999
60m auto -0.00289  0.000865 Inf -3.342 0.0108
60m pol nat -0.00059  0.000685 Inf -0.853 0.9573
800m auto -0.00264 0.001064 Inf -2.485 0.1285
800m pol nat -0.00034  0.000923 Inf -0.363 0.9992
auto pol_nat 0.002307 0.000591 Inf 3.903 0.0013

23



326
327
328
329
330

331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342

Tabela 4: Peso das sementes formadas a partir de polinizacdo cruzada em cada tratamento com
diferentes distancias geofraficas em Costus spiralis (Costaceae) no ano 2022. Analise utilizada
para avaliar as diferencas entre os tratamentos foi o GLM distribuigdo gamma, com o pos-hoc
para comparagdo par a par, onde os valores significativos estao marcados de azul na tabela e

apresentaram P < 0,05.

Contraste Estimativa SE df Z.ratio Valor P

10m - 2000m 0.11217 0.0342 Inf 3.278 0.0134
10m - 60m 0.08531 0.0314 Inf 2.718 0.0718
10m - 800m 0.19273 0.0598 Inf 3.224 0.016
10m - auto 0.10615 0.0283 Inf 3.751 0.0024
10m - pol_nat -0.1089 0.0215 Inf -5.059 <.0001
2000m - 60m -0.02686 0.0391 Inf -0.687 0.9834
2000m - 800m 0.08056 0.0641 Inf 1.256 0.809
2000m - auto -0.00602 0.0366 Inf -0.164 1
2000m - pol nat -0.22107 0.0317 Inf -6.975 <.0001
60m - 800m 0.10742 0.0627 Inf 1.714 0.5226
60m - auto 0.02084 0.034 Inf 0.613 0.9902
60m - pol_nat -0.19421 0.0286 Inf -6.786 <.0001
800m - auto -0.08658 0.0612 Inf -1.415 0.718
800m - pol_nat -0.30162 0.0584 Inf -5.167 <.0001
auto - pol_nat -0.21505 0.0252 Inf -8.537 <.0001

DISCUSSAO

As polinizacdes manuais controladas realizadas a distancias diferentes emCostus
spiralis resultaram numa maior formacao de frutos e sementes em distancias mais proximas e
nas poliniza¢des naturais. De maneira similar, as sementes foram em maior niimero e mais
pesadas nos frutos resultantes de polinizagdes a distancias menores e nas poliniza¢des naturais.
Estes resultados indicam que as polinizagdes entre individuos proximos parecem resultar num
maior sucesso reprodutivo e que cruzamentos a distancias maiores t€ém um efeito inverso,
resultando em menos frutos e sementes menores. Os detalhes e as consequéncias destes

resultados sdo discutidos abaixo.
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Costus spiralis ¢ uma espécie polinizada por beija flores e o presente trabalho partiu do
presuposto de que o numero de frutos e sementes teria uma estreita relacdo com esses
polinizadores. Os resultados de poliniza¢ao natural obtidos aqui confirmaram as observagdes
do estudo anterior (Araujo e Oliveira 2007) e foram similares at¢ mesmo em termos
quantitativos. Porém a média do peso das sementes encontradas por Araujo e Oliveira (2007)
foi menor do que média encontrada no presente trabalho. Apesar da passagem do fogo entre os
anos de 2021 e 2022, a partir das analises € possivel observar uma estabilidade reprodutiva para
Costus spiralis, uma vez que a média das sementes apresentou se estavel, durante os dois anos.
Nas duas floragdes as taxas de formacao de frutos foram maiores para as curtas distancias de
reproducdo, autopolinizagdo, 10 e 60 metros. A passagem do fogo parece ter propiciado uma
maior taxa de frutificagdo a 2000 metros, possivelmente devido a mudangas nas condi¢des num
grupo mais distante, que recebeu a maior parte das poliniza¢des nessa distdncia no ano de 2022.
A queima libera grandes quantidades de nutrientes e estas plantas cresciam numa area que foi
particularmente queimada, o que explicaria 0 aumento no nimero de nimero de sementes no
ano 2022.

O estudo anterior observou que ha diferencas significativas entre autopolinizagdo e
polinizagdo cruzada (onde os graos polen foram coletados a pelo menos 30 metros de distancia
do receptor). Com isso, imaginamos que, em maiores distancias, o sucesso das polinizagdes
cruzadas poderia ser até maior. Porém, os dados deste trabalho apesar de corroborar os
resultados encontrados por Araujo e Oliveira (2007) para autopolinizacdo e distdncias menores,
ndo diferiu com as outras distancias maiores testadas. Isto implica que as curtas distancias
reprodutivas tem um efeito positivo no sucesso reproditvo de Costus spiralis.

Entdo como explicar o maior sucesso reprodutivo obtido para poliniza¢des naturais tanto
no presente estudo quanto no estudo anterior? A ideia aventada por Aragjo e Oliveira (2007)
era que os polinizadores, trazendo podlen de distdncias maiores, poderiam aumentar a
heterozigose e o vigor das sementes. Mas os cruzamentos a distancias maiores feitos no presente
estudo resultaram em menos frutos e sementes sem diferengas significativas em termos de peso
que pudessem indicar diferengas de vigor. E possivel que os beija-flores sejam mais eficientes
no processo de polinizagdo que as polinizagdes experimentais realizadas. Mas ndo conseguimos
ver evidéncias claras de que as polinizagdes manuais fossem menos eficientes.

Costus spiralis foi visitada regularmente por beija flores ao longo dos dois anos do
estudo. Eupetomena macroura foi o principal polinizador avistado para a espécie,

diferentemente do observado por Araujo e Oliveira (2007) onde o principal polinizador foi o
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Phaethornis pretrei. Araujo e Oliveira (2007) observaram quePhaethornis pretrei visita de
forma sistematica as flores existentes em um grupo de individuos, e em seguida, migra para
outros agrupamentos, o que favorece a dispersdo de pdlen a curtas distancias. Mas P. petrei ¢
descrito em outros estudos (e.g. Aragjo et al 2018) como um beija-flor que visita flores num
comportamento de trap-line (linha de captura), o que poderia garantir o fluxo entre grupos
inclusive mais distantes de plantas de Costus spiralis. Por outro lado, o comportamento
territorialista do Eupetomena macroura, nao somente implica em polinizagdes principalmente
entre plantas muito proximas, incluidas no territorio defendido, como ainda impede que outras
espécies de beija-flores visitem as plantas naquela area, afetando a dispersao dos graos de pdlen
e diminuindo a guilda de visitantes deC.spiralis.

Alguns estudos realizados com espécies de Cerrado mostraram que a floracdo em massa
e a distribuicdo aglomerada de individuos, como ¢ o caso de C. spiralis, pode interferir na
dispersao de poélen. Quanto maior o nimero de flores abertas em um agrupamento, maior sera
o de forrageamento dos polinizadores naquela area, aumentando o fluxo polinico entre plantas
vizinhas (Collevatti 2020). O comportamento territorial pode ampliar ainda mais esse efeito,
facilitando a poliniza¢do entre individuos préoximos. Caso as plantas ndo tenham barreiras
contra endogamia ou ndo tenham carga genética, tal padrao de polinizagdes proximas pode
inclusive ser favorecido, como parece acontecer com C. spiralis.

Este estudo sugere entdao que a distancia 6tima dispersao do polen para C. spiralis ocorre
entre 10 e 60 metros, que provavelmente corresponde a distincia de polinizagdo pelos beija-
flores mais comuns durante o estudo. Poliniza¢des a maiores distancias ndo sao inviaveis, mas
resultaram em menos frutos formados. Este padrao também foi observado para outras espécies
nao polinizadas por insetos no Cerrado. Em Cariocar brasiliensis, uma espécie polinizada por
morcegos, a distancia de dispersdo do polen pode ser superior a 500 m, porém a maior parte do
fluxo polinico ocorreu em distancias inferiores a 200 m (80%), e a distancia média de dispersao
do polen foi de 132m (Collevatti 2010). Ao contrario de C. spiralis, Platypodium elegans
(Fabaceae) apresentou uma alta propor¢ao na dispersao de polen a longa distancia, superior a
750 m (Hamrick e Murawski 1990).

Pensava-se que por apresentar crescimento vegetativo e dispersdo de sementes por
gravidade, os individuos de um mesmo grupo (até uns 10 metros de distdncia) seriam muito
aparentados, podendo levar a depressao por endogamia. Porém, as polinizagdes realizadas a 10
metros apresentaram frutificacdo e producdo de sementes significativamente maiores que os

outros tratamentos nos dois anos (inclusive peso das sementes eram maiores). A frutificacao foi
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inclusive maior que o tratamento de autopolinizagdo em 2022. Isso indica, portanto, que esta
espécie ndo sO6 ndo apresenta depressao por endogamia, como os individuos localizados a 10
metros de distancias, sao diferentes o suficiente para gerar variabilidade genética (capitulo 2) e
produzir mais frutos do que as autopolinizagdes ou outras polinizagdes experimentais.

Mas apesar de explicar o sucesso de frutificacdo a curta distdncia, a auséncia de
depressdo endogamica e o comportamento territorial dos beija-flores mais frequentes nao
explicam o maior sucesso das polinizagdes naturais. A polinizagdo natural foi
significativamente maior nos dois anos de experimento. Isto ¢ provavelmente devido a
eficiéncia do polinizador no processo de dispersdo e deposi¢ao do polen no estigma. Além
disso, os beija-flores realizam visitas repetidas ao longo do dia, provavelmente depositando um
nimero maior e mais heterogéneo de graos de poélen. Mas estas vantagens ndo parecem
estarassociadas a polinizacdo a distdncias maiores como preconizada por Aratjo e Oliveira
(2007).

Apesar da polinizagdo por beija-flores ser vista como eficiente para o transporte de podlen
a distancias maiores, diferencas comportamentais entre espécies pode afetar o fluxo efetivo de
polen. Um estudo selecionou cerca de seis espécies de Justicia (Acanthaceae) polinizadas por
beija-flores e quatro espécies polinizadas por abelhas e fez um comparativo das distancias de
dispersdo de graos de polen entre beija flores territoriais e abelhas (Lebuhn et al 2019). Neste
estudoasdistancias de dispersdo de polen mais curtas foram encontradas em espécies
polinizadas por beija-flores e ndo nas espécies polinizadas por abelhas.

Estudos com Costus indicam que a deposi¢ao de pdlen e polinizagdo efetiva ndo € tdo
simples (Yost 2009). Os graos de polen t€ém baixa adesdo nas papilas estigmaticas e talvez as
visitas repetidas dos beija-flores ao longo do dia otimizem o processo. Tais peculiaridades
poderiam explica o maior sucesso de frutificacdo, mas ainda resta explicar as diferencas de

vigor das sementes observadas nos esudos anterior e corroboradas pelos resultados atuais.
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CAPITULO 2:

TRANSFERIBILIDADE DE PRIMERS MICROSSATELITES DE Costus scaber
(Ruiz e Pav) e C. pulverulentus PARA Costus spiralis (Jacq) Roscoe,UMA ESPECIE DE
VEREDA
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INTRODUCAO

A diversidade genética depende de interagdes ecoldgicas, uma vez que o sucesso deste
sistema de troca ¢ a manutengao do fluxo de genes na populagdo (Hunghes et al. 2008). Em
tese, individuos geneticamente diferentes podem interagir de maneiras diferentes (Crutsinger et
al. 2006, Hunghes et al. 2008). A genética em plantas também pode influenciar e/ou até mesmo
explicar a variagao em caracteristicas ecoldgicas de grande relevancia para sobrevivéncia, como
a taxa de crescimento, capacidade competitiva e funcao imunologica (Schweitzer et al. 2005,
Crutsinger et al. 2006, Johnson et al. 2006, Hunghes et al. 2008). Além disso, a heterogeneidade
espacial dos individuos dentro da populagdo, a diversidade genética juntamente com sistemas
e mecanismos reprodutivos podem moldar a estrutura genética de uma populacdo (Hamrick e
Schnabel 1985).

Com o avanco das analises genéticas voltadas para questdes ecoldgicas, estas se
tornaram mais eficientes, flexiveis e difundidas (Selkoe ¢ Toonen 2006). Diversos tipos de
marcadores genéticos foram desenvolvidos para abordagens ecoldgicas, sendo que dentre eles
os microssatélites ou sequéncias simples repetidas (Single Sequence Repeat SSR) sdo os mais
utilizados devido a capacidade de se analisar uma heranga codominante, por serem multialélicos
e também altamente variaveis em relagcdo aos demais marcadores (Nybom 2004, Kalia 2011).

Os microssatélites sdo constituidos por um par de primers (geralmente com 1 a 6
nucleotideos) que sdo complementares e desenvolvidos para promover a amplificacdo de
regides do DNA com sequéncias que se repetem também chamadas de sequéncias em tandem.
O numero de unidades repetitivas pode ser diferente entre individuos ou populagdes devido a
erros da DNA polimerase durante a replicagdo ou por outros mecanismos cOmo o crossing over
(Eisen 1999, Kalia 2011). Essas sdo passiveis de observagdo através da eletroforese em gel de
alta resolucdo, que permite a uma primeira analise de genotipagem dos individuos (Schlotterer
2000, Kalia 2011), ou ainda trabalhos mais recentes utilizam, quando disponivel,
sequenciadores que permitem qua a genotipagem seja realizada com maior acuracia e
facilidade. As andlises destas modificagdes sdo capazes fornecer dados como, diversidade
genética, inferir relagdes genéticas intraespecificas e interespecificas, que permitem uma
analise mais apurada da estrutura populacional das espécies (Maia et al. 2017).

Algumas regides do DNA vizinha a um locus de microssatélite sdo conservadas, e essas
regides sdo chamadas de flanqueadoras. A partir delas, ¢ possivel identificar um locus

microssatélite e desenvolver primers que se ligam de forma complementar a essa regido e que
37
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conseguem conduzir o processo de amplificagdo (PCR) (Kalia 2011). A limitacao do uso destes
marcadores moleculares estd na necessidade de desenvolvimento de iniciadores especificos
para todas as espécies, principalmente para espécies de plantas nativas. Para desenvolver um
iniciador com estas caracteristicas, ¢ necessario conhecer a sequéncia de DNA e apds isso
projetar primers para cada locus de cada espécie (Paglia 1998, Ellis e Burke 2007). Devido a
necessidade de sequenciamento, o desenvolvimento de primers microssatélites ¢ trabalhoso e
tem um alto custo financeiro. Todavia, uma solu¢do possivel para muitas espécies ¢ a
transferéncia de marcadores SSR ja desenvolvidos para espécies correlacionadas. A
transferebilidade de primers SSR permite que estudos de diversidade génetica sejam
desenvolvidos de forma mais rapida e abrangente para alguns grupos (Soares et al. 2013).

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro e considerado um hotspot de
biodiversidade, com mais de 4000 espécies de plantas endémicas na regido (Strassburg et al
2017). Mas ainda ndo existem marcadores SSR desenvolvidos especificamente para muitas
espécies de plantas da regido, o que limita o uso desses marcadores para estudos populacionais
(Collevatti 2010).

Costus spiralis(Jacq.) Roscoe ¢ uma espécie comume em areas de veredas do tridngulo
mineiro. E uma espécie autocompativel, mas que depende de polinizagio ativa para a formagio
de frutos (Araujo & Oliveir 2007). Essa espécie exibe uma distribui¢do agrupada, formando
varias touceiras ao longo da vereda, o que pode sugerir que a dispersao das sementes ocorra
proximo a planta progenitora. O principal visitante de C. spiralis é Phaethornis pretrei, que
visita de forma sistematica as flores existentes em um grupo de individuos, e em seguida, migra
para outros agrupamentos. Esse comportamento pode ser benéfico para a planta, uma vez que,
ao apresentar rotas de forrageamento, o polinizador mant¢tm o fluxo polinico e,
consequentemente, aumenta o numero de graos de polen de doadores diferentes chegando ao
estigma. Um estudo anterior observou diferencas na taxa de germinagdo de sementes
provenientes de polinizagdes naturais € manuais em C. spiralis com até trinta metros de
distancia entre o doador de pdlen e o receptor, o que pode indicar que esse comportamento do
visitante pode promover o transporte de pdlen a distancias maiores, aumentando o fluxo génico
(Aragjo e Oliveira 2007).

Essa espécie de monocotiledonea ¢ importante para a composicao floristica de uma
fitofisionomia do Cerrado que estd constantemente ameagada, a vereda. Além disso, C. spiralis
apresenta uma biologia reprodutiva e floral interessante como descrito anteriormente € pouco

estudada e por isso torna-se o modelo para estudos de diversidade genética neste ambiente. No
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entanto, ndo ha marcadores microssatélites desenvolvidos especificamente para essa espécie.
Existem sim marcadores SSR desenvolvidos para espécies do mesmo género, C. Scaber Ruiz
& Pav e C. pulverulentus C. Presl (Kay 2011), que ocorrem em outros ambientes tropicais.
Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a transferibilidade de marcadores
microssatélites de C. scaber. e C. pulverulentus para Costus spiralis. Além disso, usamos alguns
dos primers efetivamente transferidos e polimorficos para comparar a diversidade genética

entre individuos de C spiralis numa vereda do tridngulo mineiro.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo

O trabalho foi desenvolvido com amostras de individuos da espécie Costus spiralis
coletados em uma area de vereda pertencente a Reserva Particular do Clube de Caca ¢ Pesca
Itoror6 de Uberlandia (CCPIU) (Figura 1A e B). Suas coordenadas geograficas sao 48°18°06”0
e 18°59°21”S. A érea natural ocupa ca. 400 ha de Cerrado (Maruyama et al. 2013), sendo que
em torno de um quarto desta area esta efetivamente incluida na RPPN. O Cerrado possui duas
estacdes bem definidas, onde a estacdo fria e mais seca ocorre entre os meses de Maio e
Setembro e a estacdo chuvosa e quente ocorre entre os meses de Outubro a Abril (Koppen
1948, Rosa et al. 1991). As plantas floresceram de Dezembro a Junho, tendo seu pico de
floracio em Fevereiro e Margoe apresentam folhas jovens principalmente no periodo de

Dezembro a Margo (periodo chuvoso).

Procedimentos Laboratoriais

Foram coletadas e armazenadas amostras de folhas jovens de 45 individuos de Costus
spiralis. As folhas foram armazenadas separadamente em saquinhos de papel devidamente
identificados de acordo com o nlimero do individuo e a 4rea da vereda. Apds a coleta, o material
foi levado ao Laboratorio de Morfologia Vegetal e Imagem - LAMOVI do Instituto de Biologia
da Universidade Federal de Uberlandia e foram armazenados em silica gel.

Para a extracdo do DNA foi utlizado nitrogenio liquido para fracionar as folhas sem
perda ou danos no material genético. Foram utilizados kits de extragdo DNeasy Plant mini

(QIAGEN) e Plant/Fungi DNA Isolation Kit (NORGEN). A quantidade de DNA extraida foi
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averiguada com auxilio de um Nanodrop (Thermo Fisher). A qualidade da extracdo utilizando
os diferentes kits ndao foi comparada, mas ambos foram eficientes na obtengdo do DNA.

Os primers foram selecionados a partir do estudo de Kay (2011) (Tab. 1), que foram
desenvolvidos e testados para Costus scaber ¢ C. pulverulentus. Inicialmente, um teste com
apenas trés individuos de C. spiralis foi realizado para obter as melhores temperaturas de
anelamento e posteriormente os 45 individuos foram utilizados.Para a realizagdo das
amplificacdes foi utilizado o Kit 7ag PCR Master Mix (1000 U), adicionado ao primer e DNA
extraido (20-55 ng de DNA). O uso desse kit para a PCR reduz erros de pipetagem, podendo
garantir resultados satisfatorio.

A amplifica¢do dos fragmentos foi realizada em dois termocicladores (O Thermo Fisher
Scientific Oy e o SimpliAmp Thermal Cyclerv) e as temperaturas de anelamento testadas foram
de 60°C 4 64°C (Tabela 1) indicadas por Kay (2011). As temperaturas foram ajustadas de
acordo com a melhor visualizagdo e especificidade das bandas no gel de eletroforese (Figura
1C e D).Para realizar as reacdes de PCR as seguintes condi¢des de reacdo foram testadas no
termociclador: desnaturacao inicial a 94°C por 3 min, 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 60, 62 ou
64°C por 1 min s, 72°C por 8 min; extensdo final em 4°C por 30 min.. Apds a PCR, foram
realizadas as eletroforeses por meio do gel de agarose ultrapura a 3,0%, corados em solugdo de
Brometo etidio 0.9 pg/mL eimersos em tampao TBE 0.5X com a tensdo de 80 V por cerca de 4
horas e posteriormente, fotodocumentados. As bandas de DNA foram analisados por
visualizacdo sob luz ultravioleta, fotografadas utilizando camera digital (Canon PC1564). As
fotografias foram analisadas e comparadas as banda bem delineadas/visiveis , indicando a
amplificacdo especifica e a presenca de alelos com pesos moleculares dentro das faixas

descritas nos estudos originais.

Andlise de dados

A fim de avaliar os dados obtidos de transferibilidade de Costus spiralis, as bandas
foram identificadas de forma visual na imagem capturada do gel de agarose, onde os critérios
de avaliacdo foram amplificacdo, nitidez e tamanho das bandas. Cada locus foi analisado de
acordo com o tamanho das bandas, descrito no artigo referencial e com auxilio do marcador
molecular DNA ladder 100 bp (Ludwig Biotec) que indicava o peso das bandas. Os parametros
de diversidade genética foram calculados usando GenAlEx 6.5 (Peakall e Smous 2006), que

forneceu a heterozigosidade média esperada (He) e heterozigosidade observada (Ho).
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133 Os 45 individuos da populagdo estudada foram divididos em 4 subpopulagdes (area A,
134 B, C e D do mapa), que foram anteriormente descritas em um estudo que realizou cruzamentos
135 com diferentes distancias entre o doador e o receptor de polen. Essas subpopulagdes sdo
136  agrupamentos espassados ao longo da vereda, onde os individuos agrupados nas subpopulagdes
137  foram utilizados para realizar uma analise de Amova que estima a porcentagem de variancia
138  molecular entre e dentro das subpopulagdes e ainda um teste de Mantel que foi utilizado para

139  testar o isolamento por distancia entre essas areas. (Kay 2011).
140
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Figura 5: A e B mostram detalhes da espécie de planta Costus spiralis. A: Inflorescéncia com
duas flores abertas. B: Individuo de C. spiralis na vereda da reserva do Clube Caga e Pesca
Itorord. As imagens C e D mostram o resultado da amplificagdo do primer D9. C: Teste de
amplificagdo a 60° C com excesso de bandas inespecificas. D: Teste de amplificagdo a 60,5° C

com apenas as bandas especificas definidas a partir do tamanho descrito por Kay (2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO
42



155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186

Oito dos primers (loci) microssatélites dos quinze testados (53.33%) foram transferidos
com sucesso para C. spiralis produzindo bandas com qualidade suficiente para identificar de
maneira reproduzivel os alelos em cada loci nos organismos analisados Apenas um dos primers
foi monomorfico para a populacdo estudada e os outros sete foram polimorficos, portanto a
porcentagem de loci polimoérficos da populagao foi de 87,5%.

A heterozigosidade observada (Ho) média nesta populagao de C. spiralis foi de 0.185 e a
heterozigosidade esperada (He) média foi de 0.395. A maior heterozigosidade observada e
esperada encontrada foram nos primers/loci ctri4dAll e chex12B9 (0.444 e 0.500
respectivamente; Tabela 1) e as menores foram nos primers/loci ctril3A12 e ctri3B1 (0.000 e
0.314respectivamente; Tabela 1). Em Costus scaber e Costuspulverulentus, espécies também
polinizadas por beija-flores e que apresentam fortes semelhangas ecoldgicas com C. spiralis
(Kay e Schemske 2003). A heterozigosidade esperada e observada também foi similar usando
os mesmos marcadores, mas para C. scaber 14 loci foram utilizados e para C. pulverulentus 12
loci foram utilizados dos quinze loci construidos originalmente para estas espécies. Isso pode
explicar a maior variacdo na encontrada nessas espécies (Costus scaber Ho = 0.05 no locus
nctet3E6, nctrilC9 e ¢dilOE12 a 0.75 no locus ncdi8A10, He = 0.05 nctet3E6, nctrilC9 e
cdilOE12 a 0.85 ncdi8A10; Costuspulverulentus Ho = 0.05 no locus ctet5C2 a 1.00 no locus
ncdi8A10, He = 0.05 no locus ctet5C2 a 0.89 no locus ncdi8A10) (Kay et al. 2011).

Kay et al. (2011), utilizando os mesmos marcadores, encontraram a maior
heterozigosidade observada e esperada quando analisaram o locus ncdi8 A10 (Costus scaber Ho
=0.75, He = 0.85; Costus pulverulentus Ho = 1.00, He = 0.89). Até o momento ndo obtivemos
sucesso na transferibilidade deste locus para Costus spiralis, mas pretende-se testar outras
temperaturas e alteragdes no ciclo de amplificagdo que possam viabilizar a amplificagdo desta
regido, ja que ¢ altamente polimoérfica para as espécies de Costus. Na verdade os primers
testados amplificaram em alguma das temperaturas testadas, mas como alguns ndo
apresentaram especificidade na amplificagdo das bandas de interesse eles ndao foram
considerados como efetivamente transferidos e ndo foram utilizados para a populagio de C.
spiralis. Mas ¢ possivel que, como no caso do primer ncdi8A10, ajustes mais finos da
temperatura possam melhorar a amplificagdo das bandas especificas e eles podem ainda vir a

ser usados para analises populacionais de Costus spiralis.
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de anelamento; TaB = Tamanho de banda; Trans = Transferibilidade.

Tabela 5: Loci testados, temperaturas utilizadas e o tamanho de bandas. TeA = Temperatura

Primer TeA TeA TaB Transferibilidade Ho He
testada recomendada
nctril 70/ 60, 60.5, 63 °C 237/249 X 0,122 0,442
K217202 62, 63°C
ctet53/ 60, 60.5, 63°C 172/184 X 0,294 0,472
JK216440 62, 63°C
nctril 13/ 60, 60.5, - 135/138 - - -
JK216242 62, 63°C
ncdi8A10/ 60, 60.5, - 180/210 - - -
JK216680 62, 63°C
ctri4Al1/ 60, 60.5, 63°C 230/233 X 0,444 0,498
JK216382 62, 63°C
ctril3A12/ 60, 60.5, 60,5°C 253/274 X 0,000 0,493
JK217056 62°C
ctri3B1/ 60, 60.5, 60,5°C 246/255 X 0,098 0,314
JK216305 62°C
ctri2D9/ 60, 60.5, 60,5°C 152/170 X 0,268 0,442
JK216253 62°C
chex12B9/ 60, 60.5, 60,5°C 189/207 X 0,257 0,500
JK216985 62°C - -
ctet5C2/ 60, 60.5, - 256/259 -
JK216473 62, 63,
63.5°C
nctril C9/ 60, 60.5, - 151/154 - - -
JK216161 62, 63,
63.5°C
cdidG6/ 60, 60.5, - 233/243 - - -
JK216441 62, 63,
63.5°C
nctet3E6/ 60, 60.5, - 144/148 - - -
JK216336 62, 63,
63.5°C
ctri3D11/ 60, 60.5, - 270/276 - 0,000 0,000
JK216330 62, 63,
63.5°C
cdilOE12/ 60, 60.5, - 156/168 - - -
JK216871 62, 63,
63.5°C

Com base nos sete primers efetivamente transferiveis e polimorficos, foi possivel

comparar a diversidade genética entre as subpopulagdes e individuos na area de vereda

estudada. Quando os 45 individuos de C. spiralis foram separados em quatro subpopulagdes
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(Figura 13) a analise da percentagem de varidncia molecular (AMOVA) mostrou que a maior
variagdo encontrada estd dentro das subpopulacdes (93%, Tabela 2), enquanto que a variagao
entre as subpopulagdes foi muito menor (7%). Estas subpopulacdes estdo localizadas a distancia
maxima de 2000 metros, o que pode explicar a semelhanca entre elas. O teste de Mantel,
realizado ndo mostrou correlagdo significativa entre a distdncia espacial e a distancia genética
(r=0,015, P = 0,290), indicando que ndo ha diferenciacdo ou isolomento por distancia entre
estas subpopulagdes.

Estudos sobre a variancia molecular de espécies autocompativeis utilizando os mesmos
marcadores microssatélites (Nybom 2004), apresentam indices diferenciacdo de (42%) entre
populagcdes menores do que o encontrado para C. spiralis.Varios tragos da historia de vida das
plantas influenciam a diversidade genética e a diferenciacdo entre as suas populacdes como o
sistema reprodutivo, a forma de vida, a amplitude geografica e a dispersdo das sementes
(Nybom 2004). A heterozigosidade esperada e¢ observada média descrita para espécies
autocompativeis utilizando os mesmos marcadores moleculares (He = 0.41 ¢ Ho = 0.05,
respectivamente; Nybom 2004) ¢ similar a encontrada para C. spiralis (He = 0.395; Ho =

0.185).

Tabela 6: Anélise de variancia molecular (AMOVA) nas 4 subpopulagdes de C. spiralis

localizadas na area de vereda pertencente a Reserva Particular do Clube de Caga e Pesca Itororo

de Uberlandia (CCPIU).

Variincia Molecular df SS MS Est. Var. %
Interpopulacional 3 37,369 12,456 0,505 7%
Intrapopulacional 41 289,208 7,054 7,054 93%
Total 44 326,578 7,559 100%

Para efeito de comparagao, Miconia albicans,espécie de planta do Cerrado e que se
encontra na area da borda da mesma vereda aqui estudada, apresenta heterozigosidade esperada
média de 0.168 (estimado utilizando marcadores ISSR, Dias et al. 2018), inferior ao descrito
para C. spiralis. Mas além da diferenca no tipo de primer utilizado (que talvez subestime a
heterozigozidade), esta espécie € apomitica obrigatoria (ndo produz pdlen viavel) e a
heterozigozidade ¢ provavelmente resultado de recombinagdes durante a meiose (Dias et al.
2021). Para Tibouchina hatschbachii, outra espécie estudada com marcadores codominantes
similares,a média encontrada foi de 0,492 (estimado utilizando marcadores SSR). Esta ¢ uma

espécie autdgama que disponibiliza somente polen para seus vetores de polinizagdao (Maia et al.
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2017),porém € uma espécie que apresenta uma distribui¢do agregada de forma semelhante a C.
spiralis. Este tipo de distribuicdo agregada pode reduzir a heterozigosidade local (Gtzendanner
e Soltis, 2000).

O estudo mais aprofundado, utilizando marcadores microssatélites que garanta a
reprodutibilidade e que seja capaz de analisar alelos co-dominantes, ¢ necessario para
compreensdo da interagdo entre os processos ecoldgicos e genéticos. A transferibilidade de loci
microssatélites pode ser cada vez mais utilizada para proporcionar estudos como estes, com
menor custo € que permitem uma avaliagdo, mesmo que preliminar, da variabilidade genética
de populagdes nativas de Cerrado. Estudos como realizados para C. spiralis podem ser
utilizados como modelos para avaliacdo de um maior nimero de populagdes e analise mais

acurada da estrutura genética de plantas do Cerrado.
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CONCLUSOES GERAIS

O estudo mostrou que a distancia espacial entre os individuos ndo explica as diferengas
de fecundidade (producdo de frutos e sementes) nem de vigor resultantes do processo de
polinizacdo. Cruzamentos a distdncias menores produziram maior nimero de frutos e
assementes apresentaram peso similar aquelas formadas a partir de cruzamentos a distancias
maiores. Nao houve evidéncia de que cruzamentos a maiores distancias resultassem em
vantagens que ajudassem a explicar o sucesso da polinizagdo natural por beija-flores. Na
verdade, os beija-flores mais comuns durante o experimento foram espécies territorialistas que
talvez favorecam os cruzamentos a pequenas distancias. Talvez a heterogeneidade polinica ou
as visitas repetidas propiciadas pelos beija-flores possam explicar as diferencas de fecundidade
e vigor observadas nas polinizacdes naturais nos estudos anteriores € mesmo nos noOssos
experimentos.

As andlises moleculares mostraram que embora a variabilidade genética encontrada para
Costus spiralis tenha sido baixa, existem diferengas entre individuos e heterozigozidade
marcada dentro das populagdes. Os experimentos realizados neste trabalho, baseados na
variagdo da distancia espacial entre doadores e receptores de pdlen e na diversidade genética
encontrada, sugerem que a populagdo do estudo ndo € espacialmente estruturada. A andlise de
diversidade génetica sugere que ha uma diversidade maior dentro dos grupos do que entre eles.
O que sugere que as polinizagdes realizadas pelo beija flor dentro do mesmo agrupamento,
como por exemplo, as distdncias de 10 e 60 metros (que foram realizadas dentro dos grupos),
podem nao ser afetados pela baixa variabilidade génetica ou efeito da endogamia como sugerido
por outros estudos. E possivel pensar também que as diferencas genéticas pequenas entre as
subpopulagdes possam ser resultado de um fluxo génico suficientemente amplo pelos beija-
flores, o que impediria diferenciacdo ou isolamento das subpopulagdes, pelo menos na escala
de distancias estudada.

Os padroes observados podem estar associados a manutencao da espécie na vereda,
porém serd necessario o desenvolvimento de outros trabalhos que investiguem outros fatores
que podem estar associados a estruturacdo desta espécie na veredas Além disso, ¢ necessario
monitorar € avaliar os componentes posteriores da aptidao, pois efeito da distancia pode ser

expresso em outras do ciclo de vida nesta espécie.
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