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Introducao Geral

A literatura classica em ecologia da polinizacésemse em uma visdo adaptacionista, na
qual os polinizadores teriam caracteristicas eapeatlas as flores que visitam e essas aos
seus polinizadores, sendo essas “adaptacfes” chans@itdromes de polinizacdo, onde a
habilidade dos polinizadores em acessar as fle@a s foco central dos estudos (Faegri &
van der Pijil 1979). Embora essa visdo ainda perdas estudos atuais (e.g. Hingston &
McQuillan 2000, Péreet al.2009), pelo fato das sindromes serem bons guiaprgyéem
uma idéia inicial sobre a ecologia da polinizacaopthnta, elas ndo devem ser utilizadas
exclusivamente para desenhar conclusfes sem e&ogscos. As interacdes entre plantas
e polinizadores sdo amplamente diversas e complpaes serem resumidas em alguns
poucos termos, como caracteristicas fenotipicassf@cie$Ollerton & Watts 2000).

Mesmo nas espécies que parecem ter adaptacOespparaarticulares de polinizadores,
observactes detalhadas demonstram a ocorréncidltplos visitantes nas flores (Ollerton
1996). Assim, caracteres especificos utilizadoa pagvisdo das sindromes, como caracteres
florais nem sempre combinam perfeitamente com dategia dos polinizadores (Saket al.
1999).

Complementarmente, a associacao da morfologid #diancao das plantas aos caracteres
energéticos, morfolégicos e comportamentais domipabores, pode ndo ter relagdo direta
com a origem de adaptacgdes, pois a polinizagédo gardealizada relativamente com sucesso
mesmo sem uma relagéo direta histérica com detaduigrupo de polinizador, tratando-se
muitas vezes de exaptacdes ao invés de adaptsadss strictdHerrera 1996). Exaptacgoes,
assim, sugerem caracteristicas que ndo foram “Hadar” para determinada funcao

propriamente, mas que existem por outras razfesetemonadas diretamente com pressdes
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seletivas, sendo cooptadas para um novo uso (Gbhwdba 1982, Sepulveda & El-Hani
2008).

Além da atracdo por recursos oferecidos pelas gdarst presenca de polinizadores e
flutuacdo destes nas comunidades, muitas vezdhiéniciada pelo ambiente fisico que age
como filtro das comunidades (Sargent & Ackerly 20@8ravés de caracteristicas abidticas
(Andrieu et al. 2009) como por exemplo, caracteristicas do miabitht e/ou microclima
(Herrera 1995, Torrest al. 2007) ou até mesmo por fatores em maior escataydmtes das
mudancas climaticas globais (Toregsal. 2007). Além disso, a composicdo e a interacdo da
fauna visitante também pode ser reflexo do contdat@aisagem na qual a populacdo esta
inserida (Steffan-Dewenteast al. 2002, Devotoet al. 2005), revelando interacbes mais ou
menos especializadas (Warmtral. 1988, Kearns 1992, Torres al. 2007).

Assim, mesmo quando muitos caracteres preditos péf@lromes ocorrem, observam-se
variacbes na fauna visitante, como por exemplogasp de plantas com sindrome de
polinizacdo noturna sendo mais eficientemente @aldas por visitantes diurnos (Wodt al.
2003, Giménez-Benavidexd al. 2007), resultado da escassez de polinizadoreprpssdes
ambientais (Wolfiet al. 2003).

Estudos tém demonstrado que espécies vegetaisaestium Unico polinizador mais sao
excecOes do que regra (Waseral. 1996, Wolffet al. 2003, Sakaet al. 1999). Entretanto,
apesar da maioria das espécies receber um espacpio de visitantes florais, nem todo
visitante € um polinizador eficiente para garaotimesmo sucesso reprodutivo (Lau &
Galloway 2004, Carvalho & Machado 2006), consewraphte, para compreender a
complexidade das interagdes entre flores e vigisadtfundamental avaliar a eficiéncia dos
visitantes florais como polinizadores efetivos.

A exploracao de recursos florais muitas vezes refabilidades comportamentais dos

polinizadores para detectar sinais e associa-los @eursos, além de habilidades
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10

morfologicas e fisiologicas para explora-los (Waseral. 1996), tais aspectos podem
influenciar na eficiéncia do polinizador do pon®\dsta da planta relacionado por exemplo,
ao tamanho do polinizador (Boggs 1988), do seuaapdoucal (Svenssort al. 1998,
Temeleset al. 2000), tempo gasto nas flores (Tepedino 1981, keyd1995, Singh 2008),
frequéncia de visitas (Tepedino 1981, Kests al1995), e forrageamento (Carvalho &
Oliveira 2003). Essa associacdo de requerimentosigiante com a sua capacidade de
transporte dos grédos de polen das plantas podegrenidiar um visitante floral de um
polinizador efetivo, ou seja, aquele que realizitas legitimas, sem a retirada apenas do
recurso, mas contatando as partes reprodutivakde possibilitando sua fecundacao.

Algumas espécies, realmente parecem ter estratégpecializadas que combinam suas
estruturas reprodutivas com a capacidade dosmnisgam adquirir 0s recursos, restringindo
a gama de visitantes que podem obter o recursoe ¢adem de fato realizar a polinizacao,
como por exemplo, plantas com anteras poricidagdiita 2005), grande parte das orquideas
com suas polinias (Westat al. 2005), espécies do géndfaus e vespas (Chalcidoidea,
Agaonidae) (Murray 1985)Yuccasp. (Agavaceae) e as larvas de lepidopteros que se
desenvolvem em flores que seréo polinizadas pelalsos (Aker & Udovic 1981, Pellmyr &
Huth 1994), e flores com mecanismos de armadilbaf( 1984), dentre muitos outros.

A especializacdo de uma planta a determinado giegmolinizador, pode aumentar o seu
sucesso reprodutivo, pois normalmente implica era omnor perda de polen (Dafni 1984,
Wilcock & Neiland 2002). Por outro lado, morfologiflorais mais especializadas, estariam
mais sujeitas as variagdes nos “servicos” de agdo (Waseet al. 1996), ou seja, 0 seu
sucesso reprodutivo correria maior risco decorrdatéalha do transporte de pélen pela falta
de vetores especializados (Wilcock & Neiland 2002).

Variagbes nos “servicos” de polinizacdo podem esdacionadas a limitacdo de

polinizadores, pdlen e/ou polinizagdo, muitas véa#t® da pressao antropica em ambientes
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naturais (Aizen & Feinsinger 1994, Kearisal. 1998). Consequéncias como a diminuicao
significativa do numero de frutos, podem ser olmdag (Berjan@t al. 2011), assim como
influéncias na dindmica populacional e viabilidacan a limitacdo do recrutamento (Prete
al. 2008).

A limitacdo dos “servicos” de polinizacdo, tambéad@ ser consequéncia do isolamento
de populacdes, decorrente de processos como adnagpao (Kearnst al. 1998), ou de
condicbes abidticas adversas como populacbes eaislae altitude na paisagem, que
impedem o deslocamento de polinizadores (Eriletead. 1993, Arroyoet al. 2006, Pérezt
al. 2009. Do ponto de vista do visitante floral, as imp{ides podem ocorrer em seu
comportamento, que normalmente € afetado (Gowarde 2002), interferindo nas distancias
de forrageamento e densidades populacionais (AiZeginsinger 1994).

Para as plantas, as taxas de polinizacdo sédo adet@dinningham 2000), reduzindo a
aptidao pelo decréscimo no namero de oOvulos fetilbs, de sementes maduras e de tubos
polinicos (Aizen & Feinsinger 1994), aumentanddaasas de intercruzamento e reduzindo a
variabilidade genética (Govera¢ al. 2002), podendo levar inclusive a extingdo de aspéc
(Lennartsson 2002).

Sabe-se, entretanto, que as estratégias das pféata® limitam apenas as interagcdes com
seus polinizadores, pois espécies podem se repradum a presenca de vetores, através de
estratégias de autofertilizacdo, em que o pélenrda mesma planta alcanca seu estigma
viavel, ou através da apomixia, em que o frutoré&mo sem a fusdo de gametas, com o
desenvolvimento do 6évulo sem a recombinacdo de rimlatgenético. Muitas espécies
combinam mecanismos associados a reproducdo preset sem eles, sendo as chamadas
estratégias mistas de polinizacdo (Kevan 1984, Giiaz et al. 2005).

Em populagbes de plantas isoladas, as frequéneigmlthizacdo devem diminuir tanto

pelas distancias de forrageamento dos polinizadqresito pela atragdo destes que diminui
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pelas manchas populacionais menores (Kunin 1993dy#uvi 2001). Por outro lado, nessas
espécies isoladas, com sistemas mistos de polétzagecanismos de autofertilizacdo sao
registrados em maior frequéncia (Eriksetral. 1993, Arroyoet al. 2006, Péreet al. 2009.

Normalmente, a polinizacdo cruzada, parece serrdaita quando ha a possibilidade
desta ocorrer. Diversos sdo os exemplos de estudos espécies economicamente
importantes demonstrando um incremento da varioié genética pela polinizacdo cruzada
que resulta em aumento na producédo de frutos ensesnéestudos citados em Free 1993,
Maccagnanget al. 2003, Almeidaet al. 2000) e/ou no maior vigor dos frutos (Alves & Fasi
2007, De Holanda-Netet al. 2002, Nebel & Trump (1932). Em contraposicao agagens
da polinizacdo cruzada, a auto-polinizacdo, podeze a formacdo de sementes, produzir
sementes inviaveis (Torres & Galetto 2008) e lesadepressdo genética (Mahy &
Jacquemart 1999, Cheptetial. 2001).

No entanto, estudos tém revelado que em espéaiesagtbgamia parcial ou completa o
polimorfismo pode ser mantido (Marshall & Weir 19,78 que espécies com longo historico
de auto-cruzamentos parecem menos susceptiveisefadss da depressdo genética,
demonstrando adaptabilidade a tal condi¢cdo (Cheoitls & Charlesworth 1987).

Ja para plantas que se reproduzem por agamospernpi@jmorfismo genético ndo é
mantido (Marshall & Weir 1979) e em espécies endémiou de distribuicdo restrita os
efeitos da baixa variabilidade genética parecem asentuados (Palacios & Gonzalez-
Candelas 1997). Por outro lado, essa estratégade parantir a reproducéo eliminando a
dependéncia de polinizadores, aumentando tambéotemgial de colonizacdo da espécie
vegetal (Baker 1955).

A ocorréncia da polinizagdo cruzada depende destisgatores como comportamento e
presenca de polinizadores e das caracteristicagugats das flores, como cor, recursos e

forma, que podem exercer pressoes sobre as inesréiEfistrand & Elam 1993).
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Caracteres como barreiras temporais e espaciamataacdo dos 0rgaos reprodutivos,
parecem auxiliar no favorecimento da polinizacdwada e por vezes no impedimento da
autofertilizacdo, ja que o depdésito de pdlen pdo-polinizacdo pode ter custo negativo no
sucesso reprodutivo da espécie (Gaderall1989). Contudo, ndo ocorrendo a polinizacao
cruzada as plantas tém o beneficio da formacaemerdes ou frutos que mesmo quando
possuem menor vigor garantem sua sobrevivéncia.

A existéncia de um sistema misto de polinizacd@assjm, uma importante estratégia,
mesmo em plantas especialistas, que apresentam sigtsima um produto de compensacéao
muitas vezes por pressdes de um cenario evolutimoaenbientes caracterizados por
“servi¢cos” de polinizacdo variaveis, ou seja, hatbiimprevisiveis (Pérezt al. 2009. Para
Darwin, a existéncia de flores com morfologias egpeadas, com@phrys apiferaque sao
auto-fertilizadas, era um grande paradoxo ja qtia ssperado a auséncia de autopolinizacéo
espontanea em plantas especializadas, principantavido as restricbes mecanicas e seu
tipo de desenvolvimento, como relatado em seu lipublicado em 1862The various
contrivances by wich British and Foreign Orchide &fertilized by Insec}s

Atualmente, mais exemplos sdo encontrados de plamtian morfologias elaboradas ou
ditas especializadas, como as orquideas ou espicfamilia Solanaceae, mas que devido as
condicbes ambientais adversas utilizam mecanisnosfedilizacdo que né&o incluem
visitantes florais, embora em alguns casos, consoSidanaceae com anteras poricidas, a
taxa de autofertilizacdo seja bastante baixa ¢Lial. 2006, Péreet al. 2009). As mudancas,
ou as explicagdes para a adaptabilidade, mesmalquaparentes, contudo, nem sempre sao
simples, envolvendo em muitos casos questdes ibest@e evolutivas, associadas a ecologia e
a genética das espécies, gue nem sempre podeoessadas.

Assim, questbes relativas a aplicabilidade dasrsines de polinizagdo, ao papel da

limitacdo de pdlen e/ou polinizadores e ao efeitasdlamento de populacdes e interferéncia
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nos sistemas reprodutivos sdo grandes paradigncasitesdos na literatura em ecologia da

polinizacdo, cujos esforcos para entendimento explise na tentativa de entender as

relacbes dentro de diferentes escalas e possiyatisras das relacdes entre plantas e seus
polinizadores.

Diante disso, a espéchristolochia giganteaMart e Zucc apresenta-se, aparentemente,
como excelente modelo para investigacdes de teagliganas nos tempos atuais. Esta espécie
pertence a familia Aristolochiaceae, grupo de aspgomas basais, que compreende cerca de
500 espécies, a maioria (370 espécies) inclusagneroAristolochia (Juddet al. 2009), de
distribuicdo primaria em regides tropicais, embpraitas espécies desse género também
sejam encontradas em ambientes temperados (Lawr&ndBonzalez 2003). Paises
particularmente ricos em espécies sdo México eilRmas contém inclusive muitas espécies
endémicas ou de distribuicdo restrita (Gonzéalez8)198s flores desta familia chamam
atencao principalmente pelo seu grande tamanhdpsmnsideradas as maiores do mundo,
juntamente com as flores dRafflesia(Endress 1994) e também pela coloracdo conspicua
semelhante a cor de carne, normalmente uma cotoregdnelha escura salpicada com
manchas brancas.

De maneira caracteristica e bem conhecida as fldeedristolochia sdo altamente
derivadas funcionando como armadilhas para insgiesrealizam sua polinizacdo (Knoll
1929apudRulik et al.2008). Embora o género seja bastante diversaipossplano basico
floral relativamente estavel, formado por um pdganonossimétrico, de simetria zigomorfa
com apenas trés sépalas unidas em um tubo longuarido uma armadilha (Endress 1994).

Semelhante a ocorréncia de um mesmo plano bashiologia floral das espécies parece
apresentar muitos aspectos em comum. Segundo &elb (2006), o estudo da biologia
floral é registrado desde 1923 por Cammerlohenjidegpelos trabalhos de Petch (1924) e

Daumann (1959), demonstrando a ocorréncia de ffooteginia.
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Registros da biologia floral juntamente com os dinjzacao revelam que os insetos sao
atraidos pela emissao de odores no lobo do penenpwimeiro dia de abertura das flores e
as papilas presentes, forcam o caminho para quasefds ndo consigam sair e figuem
aprisionados onde o néctar € secretado, no segliadinde ndo mais existe a producdo de
odor, os estigmas se unem impossibilitando o reoaitio de pdlen e as anteras se abrem
liberando o pdlen aos prisioneiros que séo libegd®roctoet al. 1996).

O odor nesta familia tem papel importante na atraigipolinizadores, sendo atribuido a
grande parte das espécies estudadas a presencasé&ei@as com odor desagradavel,
semelhante a carne em putrefacdo (Endress 1994toPri al. 1996). As espécies de
Aristolochiaceae tém uma forte relacéo de poliipagom moscas saprofitas, que buscam as
flores para depositar seus ovos ou para encontrgranceiro reprodutivo (Sakai 2002, Rullik
et al. 2008, Nakonechnayet al. 2008).

A sindrome descrita para a familia € a de saprdmidfaegri & van der Pijil 1979)
corroborada aparentemente pela maior parte doslasstiealizados, sendo os dipteros os
visitantes predominantes, além de principais prdidiores, pela analise da carga polinica
(Costa & Hime 1981, Sakai 2002, Trujillo & Sérsia0B, Nakonechnayet al. 2008, Ruliket
al. 2008). Contudo, outros visitantes, mesmo que enomaimero, sdo também reportados,
pertencentes as familias Coleoptera, Hymenoptesacdptera, Hemiptera, Neuroptera,
Thysanoptera, Lepidoptera (Costa & Hime 1981, SakarP, Burgeset al. 2004, Ruliket
al. 2008).

A autopolinizagdo dentro de uma mesma flor (autogpméo ocorre nas flores desta
familia, ja que a protoginia ocorre. No entanto registros tanto de espécies auto-
incompativeis (Burgesst al. 2004) quanto de espécies auto-compativeis (Tou§illSérsic

2006).



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

16

Para Aristolochia gigantea estudos sdo escassos, 0 Unico trabalho publisade a
biologia da polinizacdo desta espécie foi realizado Costa & Hime (1981) em planta
cultivada no Jardim Boténico do Rio de Janeircs@ja, fora do ambiente natural.

Previamente, no primeiro trabalho realizado cons@eeie, na qual é feita sua descricao,
infere-se como habitat natural o estado da Bamdoea sem maiores informacdes sobre
municipios e/ou locais (Martius & Zuccarini, 18248)m trabalhos posteriores, confusdes
sobre as informagfes quanto a sua origem e digifilbyparecem comecgar a ocorrer, pois em
Barringer (1983) registra-se a ocorréncia da plaatea as florestas umidas do Panama e
Brasil Amazonico, embora esse autor registre difgae no material da América Central e
América do Sul, sendo as flores deste ultimo maiadéd no trabalho de Masters (1869) a
origem da planta € atribuida a locais “em montahhasBahia e Minas Gerais. Trabalhos
posteriores citam a origem da espécie apenas nia Béllair & Saint-Léger 1899) e na
Bahia e em Minas Gerais (Rodigas 1893, Costa & Hif&l, Capellari-Junior 1991).

Segundo Capellari-Junior (1991) esta espécie oeonreegides do bioma caatinga, porém
preferencialmente em areas umidas como margensiemmatas secundarias, pastagens e
bordas de estradas, e quando cultivada, desenselbbem em qualquer tipo de solo. Talvez
por isso haja certa confusdo no registro de alguespécies, como por exemplo, da espécie
reportada por Barringer (1983) que deve ser culiviaa Amazoénia (Capellari-Junior 1991).
Registros de espécies sdo encontrados em herbar®ssil como nos estados de Séo Paulo,
Rio de Janeiro, Santa Catarina, Parana, e foraaé® nma Costa Rica, Panama e Estados
Unidos, embora tais registros sejam atribuidosp&ass cultivadas (Costa & Hime 1981,
Capellari-Junior 1991).

A contradicdo nas informagbes mostra a necessidadestudos que visem esclarecer a
distribuicdo e origem d@ristolochia gigantea Uma importante e util ferramenta para

analisar os padrdes de distribuicdo geograficaméddelagem ecoldgica de distribuicdo de
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nicho. Nesta abordagem, um modelo de nicho ecadgonstruido, baseado nos valores de
variaveis ambientais (dimensfdes do nicho) de Idadks conhecidas e projetado em um
espaco geografico para a identificacdo de regidesnpiais para a ocorréncia das espécies
(Scott et al2002). A aplicacdo desta técnica € bastante Utilcaracterizar distribuicoes
geogréaficas baseadas em conjuntos de dados meitas \ncompletos, como em espécies
nao estudadas e que podem apresentar erros quaudalestribuicdo (Siqueirt al. 2009).

Complementarmente a confusdo na distribuicdo, o edoAristolochia giganteando
parece algo bem estabelecido. Capellari-Junior )188portou diferencas nos registros de
herbarios encontrados referentes ao odor das esp@cis em notas de plantas na regiao de
origem (areas de caatinga) as flores desta esppmsentam odor de carne em putrefacao,
mas quando cultivadas em Sao Paulo as flores apa@aen odor semelhante a erva-cidreira.
O estudo de Costa & Hime (1981) com a espécie, mmbenha focado apenas em
caracteristicas das flores como morfologia, pigoeet polinizadores, sem tratar do sistema
reprodutivo da espécie registraram seu odor comte &éadocicado, semelhante a frutas em
decomposicdo, mas sem chegar a ser tdo desagradavel

Poderiamos esperar assim por algumas informacddsastantes que ou ha mais de uma
espécie dita comdristolochia gigantea ou variacbes podem ocorrer naturalmente na
espécie, inclusive no seu odor. Observacdes présgigadas em campo por P.G. Kevan, B.
F. Viana e F. O. da Silva, na Bahia, apontaramisténcia de odor de citronela nas flores e
nenhum visitante floral foi encontrado. Os odoresta espécie sdo uma mistura bastante
complexa, aparentemente o odor de carne em pldcefasde ocorrer dentro do utriculo, mas
o odor de citronela é encontrado no perianto (RdRagusqers. con).

Seria esperada entdo, pelo odor de putrefacaof@né@dservadan situ), a atracdo por
dipteros sapréfitos, mas o odor de citronela écédo normalmente como repelente de

moscas. Outros visitantes, como as abelhas eugdass(Euglossine, Hymenoptera, Apidae)
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podem ser atraidas por citronela (Dodsxnal. 1969, Pearson & Dressler 1985), mas
poderiamos também esperar encontrar outros diptéossaprofitos (Howlett 191&2pud
Janget al. 1997).

A distancia entre os individuos de giganteapode também ser crucial para identificar
padrbes relacionados a disponibilidade de polinizsl e as estratégias reprodutivas da
planta, ou seja, se as espécies estiverem isatalastante para impedir o deslocamento dos
polinizadores elas podem estar com altas taxasitddedtilizacdo. Todavia, para acessar a
maior parte da variabilidade existente da espébém do uso de ferramentas ecoldgicas, €
fundamental o uso de ferramentas genéticas, ppopi@narem mais elementos para analise
da estrutura populacional.

O uso da genética em trabalhos de ecologia daipmiéio permite que elementos da
historia das espécies possam ser reconstruidoglaiaspectos evolutivos e de mudancas dos
grupos de polinizadores ou estratégias de poliazdReddyet al. 2002, Pérezt al. 2006,
Pérezet al. 2009), além disso, estratégias de conservacaarpselesuplementadas (Cregta
al. 2009).

Diante das questdes levantadas, da auséncia ddogs&um ambientes naturais com
Aristolochia gigantea principalmente pela possibilidade da relacatadespécie com uma
possivel mudanca na sindrome de polinizacdo pegvigtovavelmente por pressdes
ambientais como a limitacdo nos “servicos” de ppdigdo, a presente dissertacdo tem como
objetivo principal prover melhor entendimento deedsidade de mecanismos de polinizagao
e distribuicdo geografica no génexdstolochiae nas angiospermas basais em geral. Assim,
no primeiro capitulo iremos apresentar os resuftadas investigacbes relacionadas ao
sistema de polinizacéo de giganteae no segundo o modelo preditivo da distribuicassde

espécie baseada nas caracteristicas do seu nicho.
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ABSTRACT

» Background and AimAristolochiagenus presents a basic structural plan of trapefte and

a fly pollination syndrome in a very conserved wale flower scents in this family play an
important role in the attraction, being common homa unpleasant smells. The
exception to this was reported in only one speciaatii now, Aristolochia gigantea
which has citronella-like odor. This trait may indie a differentiation in the flower visitors
with respect to the usual Vvisitor fauna reported fother species ofAristolochia
Characteristics and behavior of pollinators coupled with the
distance between individuals and populations cacribaal to identify patterns on the genetic
structure that can be linked to both the availgbilf pollinators and plant reproductive
strategies. Thus, we analyzed the reproductive essccpollinators, genetic flow and
conservation status @éf. gigantegpopulations in the Chapada Diamantina, Bahia.

» MethodsFifteen populations oA. giganteawere used in this study to tests about floral
biology, resource, pollination systems, in con&gdlexperiments (open and bagged flowers)
and visitors collected in flowers. To genetic vhilidy six populations were selected in
different places, and analysed with a PCR-ISSRniecie.

» Key Results and Conclusigks usual in the genus, fly pollination was observedhis
species even with particularities as flower sizd ador. The main pollinator of this species
seems to b&legaselia(Phoridae), evidenced primarily by its frequenayhim flowers and
the transference of compatible pollen tubes. Camsid A. giganteadependent on biotic
vectors for seed formation, the small size of plagpulations and the limited flight range of
pollinators may be directly related to the low gemevariability suggesting also pollen
limitation and a need of conservation practiced #mdress not only the species, but the
native pollinator’s populations.

Key words: AristolochiaceaeAristolochia giganteafloral biology, pollination, flower

visitors, specialization, Diptera, genetic varidapil
Palavras-chavesAristolochiaceaeAristolochia giganteabiologia floral, polinizacéo,

visitantes florais, especializacdo, Diptera, validdde genética.
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Sousa et al. Pollination biology and genetic vailig§p of Aristolochia gigantea

INTRODUCAO

A literatura cldssica em ecologia da polinizagdobaseia no paradigma de que
diversos fenotipos florais refletem a especialivag@ diferentes grupos de polinizadores, as
chamadas sindromes de polinizacdo (Faegri & vanPgér 1979; Fensteet al, 2004).
Atualmente, trabalhos demonstram que embora asosiied sejam bons guias que provéem
uma idéia inicial sobre a ecologia da polinizacaopthnta, elas ndo devem ser utilizadas
exclusivamente para desenhar conclusbes sem estugusicos, pois as interacdes entre
plantas e polinizadores sdo amplamente diversas gEem resumidas em alguns poucos
termos, como caracteristicas fenotipicas das esp@oilerton & Watts, 2000).

Além da atracdo por recursos oferecidos pelasgdaatpresenca de polinizadores e a
flutuacdo destes nas comunidades sdo, muitas vaflasnciadas pelo ambiente fisico, que
agem como filtro das comunidades (Sargent & Acke&t08). A composicao e a interacao
da fauna visitante também pode ser reflexo do gtmtda paisagem na qual a populacéo esta
inserida (Steffan-Dewentat al, 2002; Devotcet al, 2005), revelando interagdes mais ou
menos especializadas (Wartral, 1988; Kearns, 1992; Torres al, 2007).

A especializacdo de uma planta a determinado gitegmolinizador, pode aumentar o
seu sucesso reprodutivo, pois normalmente implcauma menor perda de poélen (Dafni,
1984; Wilcock & Neiland, 2002). Por outro lado, findogias florais mais especializadas,
estariam mais sujeitas as variagées nos “servigespolinizacdo (Wasest al, 1996), ou
seja, 0 seu sucesso reprodutivo correria maioo decorrente da falha do transporte de pdlen

pela falta de vetores especializados (Wilcock &, 2002).
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Além da especializacdo em um determinado grupdenses de compatibilidade e
incompatibilidade tém diferentes pesos no sucesgwodutivo das plantas. A auto-
incompatibilidade parece ser uma estratégia faebrgglo incremento da variabilidade, ou
mesmo por evitar a depressao genética (Mahy & éacgu, 1999; Cheptoet al, 2001), por
outro lado, a auto-compatibilidade pode garantifoemacdo de frutos e consequente
perpetuacdo da espécie em locais de condicesnadr@ereet al, 2009), ou em locais em
gue polinizadores sao ausentes (Bagettl, 1989).

Fatores morfologicos, troficos, e também ambienpgidem influenciar essas relacdes
(Boggs, 1988; Herrera, 1995; Torresal., 2007; Sargent & Ackerly, 2008; Andrieat al.,
2009), por isso, tais interacbes e suas relacbegsgecializacdo consistem em bons
elementos para testar muitas hipoteses atuais et@®sl com processos ecologicos e
evolutivos (Real, 1983), podendo prover entendimgrdra adaptacdes ecoldgicas entre
espécies. Espécies ou familias com maior graupkcedizacdo, contudo, parecem constituir
modelos mais interessantes para entendimentom#d®sies, por facilitarem a visualizacéo e
entendimento de mudancas ocorrentes nos gruposlugzadores, ou mesmo no sistema
sexual (Péreet al, 2006; Patterson & Givnish, 2003; Johngssnal, 2008; Smith, 2010;
Pauw, 2006).

Aristolochiaceae é uma familia basal de Angiospernte distribuicdo primaria em
regides tropicais (Lawrence & Gonzélez, 2003) e eomaior parte das espécies (c.a. 370)
pertencentes ao génehoistolochia(Juddet al, 2009). O plano estrutural basico das flores é
relativamente constante no grupo, embora haja esorariacbes do tamanho floral (por
exemplo, menos de 2.0 cm como Anstolochiareticulatae A. serpentariaa mais de 35 cm
como emA. grandiflorae A. gigantea De maneira caracteristica e bem conhecida essflo
de Aristolochiaapresentam muitos aspectos morfolégicos em comtra gincomo o fato de

se apresentarem como armadilhas para insetos glieane sua polinizacdo (Knoll, 1929
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apud Rulik et al., 2008), com uma estrutura floral relativamente vedt&ormado por um
perianto monosimétrico, de simetria zigomorfa cqganas trés sépalas unidas em um tubo
longo, formando uma armadilha (Endress, 1994), & biwlogia floral com aspectos bastante
conservadores, em que ha a atracdo de insetosmisido de odores no lobo do perianto no
primeiro dia de abertura das flores e a liberagd® mblinizadores prisioneiros apenas no
segundo dia (Proctat al, 1996).

O odor nesta familia tem papel importante na atragéndo atribuido a grande parte das
espécies estudadas a presenca de esséncias comesdgradavel, semelhante a carne em
putrefacdo (Endress, 1994; Proctdr al, 1996). Ha nesta familia uma forte relacdo de
polinizacdo com moscas saproéfitas que buscam essflgara depositar seus ovos ou para
encontrar um parceiro reprodutivo (Sakai, 2002;liRwdt al, 2008; Nakonechnayaet al.,
2008). Aparentemente, a relacdo com os visitatwesis € forte, pois a autogamia nédo deve
ocorrer nessas plantas, devido a forte dicogama@aqgginia). Quanto a biologia reprodutiva,
ha tanto espécies auto-incompativeis (Burgesd, 2004) quanto auto-compativeis (Trujillo
& Sérsic, 2006).

Para Aristolochia giganteaos estudos s&@o escassos, a Unica referéncia etamta
literatura sobre a biologia da polinizacdo desizéeie € a de Costa & Hime (1981), com
estudos realizados em plantas cultivadas no Jadidnico do Rio de Janeiro, ou seja, fora
do ambiente natural. Observagfes prévias realizaalaB Kevan, B. Viana e F.O. da Silva,
em ambiente natural, na regido da Chapada Dianaamim Estado da Bahia, chamaram
atencdo inicialmente para um odor bastante sentelhancitronela, que seria bastante
diferente do esperado para o arquétipo desta famidisim, por caracteres morfoldégicos que
se mantém, seria esperada uma polinizacdo poralpsaprofitos, mas o odor de citronela,
geralmente associado como repelente de moscagjgodasionar 0 aparecimento de outros

grupos de polinizadores, como abelhas euglossifieaglossine, Hymenoptera, Apidae)
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(Dodsonet al, 1969; Pearson & Dressler, 1985), ou mesmo outiperos nao saprofitos
(Howlett, 1912apudJanget al, 1997).

Mudancas na fauna visitante podem acarretar emficenghbes no fluxo génico da espécie
de planta (Schmitt, 1980). Aliada a uma possiveallanga na sindrome de polinizacaoAde
gigantea a distancia entre os individuos e populacdes mosker cruciais para identificar
padrbes relacionados a disponibilidade de polimiesl e as estratégias reprodutivas da
planta. Assim, o conhecimento da estrutura genéigcama populacdo pode complementar
informacdes sobre a polinizacdo, sistema reproodutlispersdo, dentre outros aspectos da
ecologia da planta ja que tais fatores estdo ertrante relacionados (Loveless & Hamrick,
1984).

Diante dessas observacOes, a espécigiganteaseria, aparentemente, um excelente
modelo para respostas de questdes referentesaigma das sindromes de polinizagdo nos
tempos atuais, ja que se apresenta como um dosnmmdrdo gradiente de variacdo de
tamanho floral com flores com mais de 35 cm, e odor diferente das demais estudadas até
0 presente momento.

Assim, pretende-se prover melhor entendimento sabeeologia da polinizacédo de
gigantea acrescentando informacfes para 0 género e angwapebasais em geral,
analisando o fluxo génico, o sucesso reproduti status de conservacao da espécie. Os
objetivos especificos foram formulados para respoad seguintes perguntas: Quem sdo 0s
potenciais polinizadores d& gigante® A espécie depende de vetores para a formacéo de
frutos? Qual a taxa de formacgéo de tubos polintons diferentes grupos de visitantes e em
flores sem manipulagbes experimentais? Qual a ptédpode diversidade genética entre
populacdes e estruturacdo genética? O que a eatggnética populacional sugere quanto ao

seu padrao de polinizagédo?
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MATERIAL E METODOS
Area de estudo
A partir de registros de herbarios foram realizaolascas de locais com populagdesAde
gigantea para estudos manipulativos na Chapada Diamantadia, Brasil. Quinze
populacdes foram encontradas (Tabela 1, Fig. 1¥iaoo municipios, sendo eles Morro do
Chapéu, Utinga, Lencois, Itaeté e Rio de Contas.ld@ais em que as populacdes se
encontram partilham algumas caracteristicas em w©broomo: estarem presentes em
vegetacOes sempre proximas a corpos d’agua, peoenedo; geralmente ocupando areas
restritas (isoladas), ndo ocupando, por exemplaches continuas na paisagem.

As observacOes foram realizadas durante o ano & @n visitas mensais em diferentes
localidades, durante as visitas eram registradasmiacdes quanto a presenca de flores e
sementes nas populacdes. Todas as populacOes titter@das para a coleta de flores e
insetos nas flores assim como de observa¢des qadlm@cao, contudo, para as observacoes
da biologia floral e sistemas reprodutivos, foraitizadas apenas as populacdes presentes da

regido de Rio de Contas.

Procedimentos amostrais:

Identificacdo dos principais polinizadores de Agyagitea?

Para responder a esta pergunta, foram feitos tquieseiramente para descrever
caracteristicas importantes para a polinizacaospacte, como referentes a sua biologia e

recursos florais e da coleta de visitantes emdlore

Biologia floral
Durante os meses de maio e junho, floreAAdgigantea(n = 15) de diferentes plantas

foram marcadas na fase de botdo (em pré-antesey elesenvolvimento foi observado
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durante todo o ciclo de vida, até o envelhecimésgmescéncia), registrando-se 0 momento
da ocorréncia das diferentes fases do seu deséneol, referentes a mudanca dos
apéndices florais, o0rgdos reprodutivos e odoresa Ramplementar informacfes sobre
caracteristicas da espécie, 13 flores foram medasram relacdo ao comprimento total,
largura total, tamanho do utriculo e largura décuto.

A receptividade estigmatica foi testada, com uspeatéxido de hidrogénio como descrito
por Dafniet al. (2005), em trés flores diferentes por fenofase3rpara cada estagio floral,
fase feminina, fase intermediaria e fase masculiobyervando-se a presenca ou nédo de
bolhas produzidas pela reacéo. A viabilidade padirioi avaliada com vermelho neutro 1%
segundo Kearns & Inouye (2003), em anteras naceldiss de flores abertas (n=5) até
anteras deiscentes em fenofase masculina (n=5)tezaande flores senescentes (n=5).
Sementes foram contabilizadas em frutos formaduasalmente nas populacdes (n= 19).

Graos de polen foram montados em stubs metéliacnsafpspécime), metalizados com

ouro e observados em microscopio eletrénico deestara JEOL JSM-6390 LV a 10 kV.

Recurso floral

O néctar foi removido em trés flores recém abddge no primeiro dia de abertura da
flor, com auxilio de papel filtro Wathman no. 1 pacessar a composicao de acucares. A
identificacdo e a quantificacdo de carboidratosrforealizadas através de cromatografia
gasosa. As amostras foram processadas com triloetddano e hexametildisilasano em
pirimidina (Sweeleyet al, 1963). Em seguida os derivados foram injetados uam
cromatografo gasoso Konik 3000-HRGS equipado comintegrador Spectra — Physics
SP4290 e um detector de ioniza¢do de chama e uorzaddV 101 (2m de altura), 3% sobre
Chromosorb G/AW- DMCS (malha 100 — 120). Foi uétip nitrogénio como gas portador

(30 ml/min) e o seguinte programa de temperateraperatura inicial 208°C /2min, logo 1°C
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/min até os 215°C que se manteve por 1 min, por& /min até 280°C no qual se
estabilizou durante 5 min (Galetto & Bernadello 2000s acucares-testemunha (Sigma

Chemical C.) foram processados do mesmo modo.

Visitantes florais

Flores abertas em diferentes estagios foram caletacdbservadas quanto a presenca de
visitantes florais em seu interior (n=137, mesmopgr de flores em que visualizou-se a
formacdo de tubos polinicos). As flores coletadd@sam sua abertura fechada para impedir a
saida dos visitantes e posteriormente eram colscastacongelador para separacao destes
que foram alfinetados ou fixados em alcool a 70%eddendo do tamanho e grupo
taxondmico para posterior identificacdo e examisagiganto a presenca de graos de pdlen
aderidos ao corpo. Também foi registrada a fasé@l@s em que se encontravam.

Durante o periodo de observacao da biologia floralmés de maio, duas flores foram
observadas também quanto ao comportamento denesitorais em visitas as flores, sendo
registrado o periodo em que entravam em floresrexdgertas, ou saiam de flores do segundo
dia, assim como seu comportamento em flores nonslegdia, antes de sairem, através da
abertura do utriculo com auxilio de estilete. O portamento foi registrado através de

filmagens em um periodo aproximado de 24 horasdervacoes.

Analise da dependéncia de vetores para producdouties e sementes

Para saber se as floresAlegiganteaeram autogamicas, flores foram isoladas de vigigan
florais antes da antese e observadas quanto adaona ndo de frutos (n=17), sendo ao
mesmo tempo comparadas com flores marcadas, masnsacadas (n=17), apds cerca de
quinze dias, tempo necessario para a visualizagaimtdmescimento da regido do ovério,

eram registradas informagdes de formacédo ou nfwitds.
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Outros experimentos como a geitonogamia e a xenagado foram realizados devido as
dificuldades encontradas, como o pequeno numeflor@ds disponiveis para a realizacdo dos
experimentos e a imprevisibilidade no tempo de ghoade cada fenofase floral; na maioria
das vezes ndo era possivel prever quando um blat@b fmesmo com grande tamanho,

estava prestes a abrir.

Avaliacdo da taxa de formacédo de tubos polinicas diferentes grupos de visitantes e
em flores sem manipulacdes experimentais

Estigmas florais de diferentes estagios foram adtet e processados com corante azul de
anilina (Martin, 1959; Dafnet al, 2005) para observacdo em microscopio de fluoneszé
em busca de tubos polinicos formados em floreswwmé§o encontramos visitantes (n= 103)
e em flores em que podemos encontrar visitantefeleentes grupos taxonémicos (n= 137,
flores que foram coletadas com diferentes grugogisitantes identificados até o nivel mais
especifico possivel por especialistas). A idersfém dos diferentes grupos, seu numero e
quantidade nas flores, relacionada com a formagidutos polinicos nos prové mais

precisao para inferir o potencial polinizador despécie.

Andlise da diversidade e estrutura genética de [amdes

Para a realizacdo de analises genéticas, que psdgenir o padrdo de polinizacdo da
populacao, foram selecionadas seis populagdesjfererdes localidades, correspondendo a
65 individuos, com uma média aproximada de 11 iddivs por populagédo (Tabela 1). Por
ser uma espécie de trepadeira e de dificil detaxghim de individuos, foram considerados
como individuos plantas jovens, com distincdo bdstalara de onde estavam e para o0s

individuos mais velhos, realizamos estimativas dmse na area e plantas com caules
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bastante evidentes, preferindo nestas contabilimanimero menor de individuos para nao
superestimar o numero na populacgéo.

Foram coletadas amostras de folhas de cada indiddicondicionadas em silica gel para
desidratacdo e posterior extracdo de DNA. ApOs sadddacdo das amostras, as mesmas
foram processadas no Laboratorio de Biologia MdéeciLBM) da Universidade Federal da
Bahia.

O DNA de cada amostra foi extraido de folhas canéoprotocolo adaptado por Doyle &
Doyle (1987) que utiliza tampado de extracdo CTAB 1&6 purificacdo com
cloroférmio:octanol (24:1), adaptado para microsib® DNA extraido foi quantificado
através de eletroforese em gel de agarose 1% cop@taTAE (Tris, Acido Acético, EDTA)
corado com brometo de etidio na presenca de martaddda Hind IlI.

O DNA genbdmico total foi usado para amplificacicaaés da reacdo em cadeia da
polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR). Alifioggdo de todos os fragmentos foi
realizada em um volume final de gDcontendo 1X buffer, 2.5 mM Mggl0.2 mM dNTPs,
0.5 mM deprimer, 1.0 unidade d&daq DNA polymerase (Phoneutria) e DNA gendmico. A
amplificacéo dos fragmentos iniciou com um ciclodésnaturacao inicial de 94°C por 1 min
e 30 seq, seguido de 35 ciclos de amplificacado4d€ por 40 seg (desnaturacdo), 46°C por
45 seg (anelamento), 72°C por 1 min 30 seg (exé¢nsd@pds um ciclo final de 94°C por 45
seq, 44°C por 45 seqg, e 72°C por 7 min. Foranzatibs ogprimers UBC899, John, Terry,
Mao e Manny para a amplificacdo de regides ISSRIf@M\&t al, 1998). Os produtos da
reacao de PCR foram separados e visualizados silavéetroforese em gel de agarose 1,4%
com tampdo TAE corado com brometo de etidio naepgs de marcaddradder de 100
pares de bases e posteriormente foram fotodocudumnta

O perfil genético de todos os individuos de cadaufagdo para cadaimer utilizado foi

determinado através da analise comparativa dasemsagos géis de cada populacdo. Este
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perfil foi convertido em uma matriz de presencagBuséncia (0) de bandas utilizadas para
as analises genéticas, comparando as bandas doamd@as do marcador presente no gel. A
variabilidade genética para todas as populacbfeedtimada pelos seguintes parametros:
namero de bandas, nimero de bandas exclusivagrpé&mpde loci polimoérficosR; critério
0,95), heterozigosidade media esperada l(ynch & Milligan, 1994; Powellet al, 1996).
Matrizes de distancia genética e de identidade tgané'unbiased genetic identity”; Nei,
1978) foram calculadas para populacdes, e tambénedtizada a Analise Molecular de
Variancia (AMOVA) através do software GenAlex 6Beékall & Smouse, 2006). A partir
das distancias genéticas de Nei (1978) obtidas @elvAlex foram realizadas analises de
agrupamento Ward methotldo programa Past (Hammet al, 2001).

A estimativa da proporcdo da diversidade genétitae epopulacdes@st) (Pearse &
Crandall, 2004), importante para avaliar a esteupgpulacional, bem como, do fluxo génico
(Nm) foram calculadas a partir das frequéncias aklagundo Lynch & Milligan (1994)
através do Software Popgene 1.31 (Mahal, 1999). Os dados de fluxo génico foram
corrigidos indiretamente através da formiia = 0.5 (1GstGs)) (McDermott & McDonald,

1993) pelo fato de ISSR ser um marcador dominante.

RESULTADOS

A. giganteaé uma liana perene de floracdo assincrénica naslggbes, e de caule
bastante fibroso e resistente (Fig. 2-B). Suaseslopossuem em média 33+4 cm de
comprimento total, mas algumas podem ultrapassanmb@® coloracdo das sépalas, bastante
conspicua, possui tom avermelhado, quase vinhomanthas pequenas brancas presentes

em toda sua extensdo, possuindo préximo a abedturatriculo (com média 20 cm de
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comprimento e abertura com 6 cm de largura) umaragdio amarelada que se estende por
cerca de 3 cm acima deste (Fig. 2-A).

Tipicamente, como caracteristica da familia, espg@e possui as estruturas femininas e
masculinas (seis estigmas e seis anteras) fusisrfadaando uma so estrutura denominada
ginostémio (Fig.3-D). O fruto € uma capsula seg#icipéndulo, formado a partir da
fecundacéo do ovério infero que quando ndo fecunsa@dssemelha a um filamento preso as
sépalas (Fig. 2-C), quando fecundado forma um frato abertura a partir da base, abrigando
diversas sementes com pequena ala em torno déuestgerminativa de formato cordiforme
(Fig. 2-D).

Durante o periodo de estudo, as floresAdgiganteainiciaram a abertura de 0000 h até
5000 h, contudo, a maioria das flores inicia astis 3000 h. As condi¢cfes climaticas néo
variaram muito no periodo com minima de 13°C e2®@0 h e 3000 h e maxima de 23°C as
8000 h.

A separacao total das sépalas pode levar de pesegosidos até algumas horas (o maior
tempo registrado foi de quatro horas) estando masteento os estigmas ja receptivos e as
flores assim no estagio feminino (Fig. 3-C). No neoio da abertura € dificil a percepcao de
algum odor, mas entre 6000 h a 8000 h, dependeslcahdi¢des climaticas, por exemplo,
da temperatura mais alta ou do aparecimento dendscsol mais cedo, as flores comecam a
exalar um forte odor, semelhante a citronela quenalinente permanece mesmo apdés ser
fecundada, até cerca de quatro dias apds a abddsifiores.

No segundo dia da abertura, aproximadamente 22shampas a antese, 0s estigmas
colapsam, retraindo a parte superior (Fig. 3-Ipawrir deste momento cessa a receptividade,
as flores ficam em um estagio intermediario semcaptividade estigmatica e também ainda
sem a deiscéncia das anteras que ocorre cercaae lgras depois ou de 27 horas apés a

antese com a exposi¢cdo dos graos de polen e mudarga estagio masculino (Fig. 3-E).
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Finalmente apés 48 horas do inicio da antese, @momudancas na coloracdo das anteras,
que se tornam mais escuras. Mesmo neste estaglo rfimitas flores permanecem com as
pétalas bastante vistosas e o0 odor pode permapeceté quatro ou cinco dias, ap0s esse
periodo a parte superior das sépalas caem e as floam bastante escuras até cairem. Caso
haja a fecundacao, o ovario, localizado acima dpalas comeca a “inflar”, essa mudanca
pode ser facilmente percebida apds aproximadangemee dias. Com a formacao final do
fruto do tipo cépsula septicida, péndulo cuja alvaribocorre a partir da base, abrigando
aproximadamente 718 * 294 sementes que possuenenze@la em torno da estrutura
germinativa de formato cordiforme (Fig. 2-C,D). &stsementes estdo dispostas em seis
l6culos, com uma média de 120 sementes por loculo.

Os gréaos de podlen de giganteatém aproximadamente 50 um, sédo apolar-assimétricos
inaperturados de sexina verrucada e estdo viavesnm em anteras fechadas, mas séo
liberados apenas apos o segundo dia de abertaraco&rendo desta forma sobreposicdo de
fenofases. Contudo, no mesmo individuo € possivebrdrar flores em diferentes estagios
florais, ou seja, flores em botédo, em fase masaudiiase feminina, ndo excluindo assim a
possibilidade da ocorréncia de geitonogamia.

O néctar pode ser obtido em flores recém abertagstagio feminino. Nas flores mais
velhas, do segundo dia, mesmo quando sao isoladesiths por sacos de voil ou plastico,
ndo é possivel a retirada do recurso. A composigaréctar consiste em sua maior fragdo de
sacarose (56.5 a 68.81%) seguida por frutose (E0ZB73%) e glicose (11.66 a 14.25%), e
esta presente na forma de pélos glandulares em mhapsgenas por¢des de forma circular
quase centrais na por¢ao interna do utriculo @ig). A visualizacdo destas regides é mais
dificil no inicio da abertura, pois sua estrutueac®nfunde com os demais tricomas do
utriculo; apenas no segundo dia ap6s a anteseuandq o papel filtro era utilizado para

remover o néctar era possivel observar um escueatinda regido. Provavelmente o uso do
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néctar pelos visitantes ou mesmo o simples fattadénharem pelas flores podem escurecer
as areas dos nectarios.

Das 137 flores d@. giganteacoletadas com visitantes florais foram encontrati$30
visitantes pertencentes a diferentes ordens como: Diptera,eoptdra, Hemiptera,
Hymenoptera e Araneae. Destes representantes eia @ibtera estiveram em mais de 80%
das flores coletadas, sendo a familia Phoridaeisneresentativa (Tabela 2).

Nas flores em que os visitantes florais estavaragmtes, ocorreu a formacao de grandes
quantidades de tubos polinicos em 23% das floresasp Em 16% das flores foi encontrada
uma quantidade de até 50 tubos polinicos e em @&K/lares ndo houve a formacédo de um
tubo polinico sequer. Das flores com formacdo dedg quantidade de tubos polinicos pode-
se notar que a quantidade de visitantes no intedaoou bastante, de um a quase duzentos,
mas na maioria das flores individuos da familiaritlae estavam presentes, as excecoes
foram para uma flor contendo um individuo Z&prionus indianugDrosophilidae) e uma
contendo um individuo da familia Chironomidae.

Dentre as espécies de Phoridae nas flores conngeede muitos tubos polinicos, estavam
espécies dePseudohypocerap. (Fig. 5-A),Neodohrniphorasp. eMegaseliasp. (Fig. 5-B).

A espécieMegaseliasp. esteve presente em quase todas essas flonegxoecido apenas
daquelas em que foram encontrados visitantes dasotamilias, citadas anteriormente e
também ocorreu exclusivamente em 21 destas flores.

A quantidade de insetos nas flores com formacailaes polinicos de maneira geral foi
muito baixa, havendo normalmente um a dois indiv$dde cada espécie, a exceg¢do ocorre
novamente para a espédegaseliasp., com registro de até 165 individuos nas flores.
Embora esta espécie, também tenha sido encontmad®®% das flores sem a formacéo de

tubos polinicos com um a onze individuos por flor.
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Normalmente, ndo sdo encontrados muitos indivichassflores, pois de todas as flores
analisadas, apenas trés apresentaram mais de iv@tlimd na flor. De maneira geral, as
flores apresentaram uma média de 12 visitantesflpgr com numero maximo de 187
visitantes e minimo de um, em muitas flores (54arfo encontrados apenas um ou dois
visitantes.

Durante o periodo de 24 horas de registro dosanigs nas flores encontramos apenas
individuos da familia Phoridae, provavelmente pato de ser esta a mais comum nas flores.
A entrada destes insetos nas flores ocorreu noreménpela manha com o nascer do sol e da
emissao de odores, sendo observada a entradaidieliod entre 6300 h a 6500 h até as
8000 h. Normalmente sua saida das flores de segdiadocorre também neste horario e
muitos individuos foram observados se deslocanda fi@res proximas, na mesma planta,
alguns com gréos de pdlen aderidos ao corpo.

Antes de deixarem as flores, individuos da fanMharidae foram observados caminhando
sobre o ginostémio em busca de polen e ficarammaes de uma hora se alimentando de
graos de pdlen mesmo com os danos realizadosaras fl)ara a observacdo. O Unico grupo
encontrado com grandes quantidades de polen adaoidmrpo, na parte dorsal do térax
foram insetos da familia Phoridae, mais especifesdm espécies deseudohypocerap. e
Megaseliasp., também foi observado que tais insetos pod@mfaciimente das flores
mesmo no primeiro dia.

Quanto a formacdo de frutos notou-se que floretadas de visitantes florais néo
produzem frutos, e entre as flores expostas adantiss ha uma taxa de formagéao de frutos
de aproximadamente 40%. Das flores que foram oadasvquanto a formagédo de tubos
polinicos, notou-se que em apenas 21% destas tparide quantidade de formacéo de tubos
polinicos, a visualiza¢do destas laminas ndo peranitontagem da quantidade exata de tubos

formados, apenas de grandes massas com gréos ate gpdubos polinicos entrelagcados,
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diferentemente dos 25% dos estigmas observadosuena gnaxima quantidade de tubos
existente foi de até 70 tubos polinicos. A maidaa flores (54%) ndo apresentou a formacéao
de um tubo polinico sequer.

Quanto a variabilidade genética, os ciqroners utilizados geraram 48ci, a maioria
polimorficos. Bandas com pouca intensidade e deilditlentificacdo foram excluidas da
analise. O numero de fragmentos analisados var@wW4 (primer John) a 14 (primer
UBC899) com uma média de 9,6 loci por primer (Tab&l. O tamanho dos fragmentos
variou, aproximadamente, de 200 a mais de 2.008spde bases - pb. As populacbes que
apresentaram alelos exclusivos foram da localideed®entura (Morro do Chapéu) e Itaeté
(Tabela 4), mas nenhuma populacao apresentouXolcisévos fixados.

O numero de alelos gerados por populacdo varioB5dé@Umbuzeiro) a 42 (ltaeté); a
meédia geral foi de 37,8 alelos por populacéo amddisO grau de polimorfismo variou entre
12.5% (Umbuzeiro e Utinga) e 35.4% (Itaeté) e arozigosidade média esperada dentro das
populacdes (He) variou de 0.045 (Utinga) a 0.1&&(&) (Tabela 4).

As Analises Moleculares de Variancia (AMOVA), realilas com as seis populacoes
detectaram maior variacdo dentro (72%) do que emdrgopulacdes (28% - Tabela 5),
enquanto que a estruturacdo genética entre asgodesl foi de 0.5005 (GST). A taxa de
fluxo génico entre as populacdes foi de 0.4990.

A similaridade genética entre as populacdes ankiséoi analisada através do indice de
similaridade de Nei (1978) (Tabela 6). A maior iidede genética ocorreu entre as
populacdes de Ventura e ltaeté (0.960) e a mente exs populacbes de Lencois e
Arapiranga (0.849).

A andlise de agrupamento (Fig. 6) foi realizadaagipda identidade genética de Nei

(1978) (Tabela 6). Nesta analise foi evidenciadéoranacdo de dois grupos entre as
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populacdes um com as populacdes de Itaeté, Veeturancois e outra com as demais

populacdes (Arapiranga, Umbuzeiro e Utinga).

DISCUSSAO

Mesmo com uma biologia floral que apresenta diveespectos em comum a maioria das
espécies da familia Aristolochiaceae, incluindo cdoracdo semelhante a cor de carne
(Proctoret al, 1996; Belloet al, 2006 e referéncias neste), ndo ha um mecanismo de
aprisionamento muito efetivo nas flores Alegigantea pois muitos insetos, sobretudo seu
principal grupo de visitantes florais, pertenceraegamilia Phoridae, conseguem facilmente
sair das flores ainda que no primeiro dia de apranento. No estudo de Sakai (2002), foi
observado que els. maximauma espécie que embora seja bem menoAqgegantealcom
utriculo medindo de 3.5 x 2.9 cm) e com predomirgade visitas poMegaselia sakaiae
(Phoridae) também ocorre esse tipo de comportantestvisitantes de deixarem facilmente
as flores.

A modificacdo na direcdo dos tricomas ou mesmoasifo das flores da inflorescéncia
pode ser visualizada em outras espécies (Burgesa, 2004; Oelschlagel, 2009) e é
atribuido como um dos principais fatores por maotewisitantes aprisionados nas flores,
impedindo sua saida no primeiro dia e assegurangalimizacdo especifica (Oelschlagel,
2009). A auséncia de modificacdo na posicdo dosnras emA. giganteapode explicar o
fato de os visitantes néo ficarem de fato aprigiosano utriculo, com excec¢éao daqueles com
maior tamanho corpdéreo como as abelfdagona spinipes ja que quatro das seis
encontradas estavam mortas dentro das flores.

Assim a permanéncia dos visitantes nas flores poderer para a reproducédo desses, ja
que machos e fémeas sédo encontrados nas floremjesmo muitas larvas de Diptera

(excluidas das contagens de visitantes floraisposicdo, ou alimentagcéo, sendo registrado o
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comportamento de moscas da familia Phoridae seestando de pdlen e de néctar. Sakai
(2002) também reportou resultado semelhante enesflae A. maximaem relacdo ao
comportamento reprodutivo alimentar desses insptogipalmente pol. sakaiae

Quanto ao horario de antese, embora pouco tenbaresgistrado, pode-se notar que ha
diferencas em algumas espéciesAdistolochia com espécies de antese diurna (Siqueira,
1988) e vespertina (Murugae al, 2006). EmA. giganteaembora o inicio da separacdo das
sépalas ocorra aproximadamente as 3000 h, o cd@mnérada dos insetos como para outras
espécies ocorre pela manh&.(Siqueira, 1988; Disney & Sakai, 2000; Burgetal.,2004).
Embora a abertura das flores ndo seja sincrénicajup em um mesmo individuo ou
populacdo ocorre abertura de flores em diferente®gos, observa-se um namero pequeno
de flores por planta ao mesmo tempo, o que, aiégsnsistente com os sistemas de floracao
de lianas (Hilje, 1984; Proctet al, 1996apudBurges<t al, 2004).

A geitonogamia ndo é improvavel nas flores, jA m@am observados visitantes se
deslocando para flores de um mesmo individuo. A-aampatibilidade em espécies de
Aristolochiando é incomum, pois dos principais trabalhos reseatn que se investigou o
sistema sexual de espécies Aestolochig trés espéciesd. maxima(Sakai, 2002) A.
manshuriensis(Nakonechnayaet al, 2008) e A. arcuata, apresentaram-se como auto-
incompativeis; enquanto que sete espécies apremmrs®& COmMO auto-compativeis.
paucinervis(Berjanoet al, 2006) A. inflata (Sakai,2002) A. argentina(Trujillo & Sérsic,
2006) A. tagala(Muruganet al, 2006) A. baeticaBerjanoet. al, 2011) A. melastoma e A.
elegangSiqueira, 1988).

A apomixia e/ou autopolinizacéo, entretanto, n&gedeocorrer j4& que em nenhuma das
flores ensacadas houve a formacédo de frutos. RelatiJade de sementes contadas nos
frutos, ja que nédo foi possivel a contagem do narderoévulos, é sugerido que no minimo

300 gréos de podlen sejam necessarios para a fosnaac&utos, j& que foi 0 niumero mais
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proximo ao menor encontrado de sementes, e dasta,fflores contendo estigmas em que
foram encontrados menos de 70 tubos polinicos e@&nd formar frutos.

Apesar de diferir do odor esperado para espéciggatiéas que apresentam sindrome de
polinizacdo por moscas, nas floresAlegiganteahouve predominio de visitantes da ordem
Diptera. Embora visitantes de outras ordens tambéarram nas flores das espécies do
género, a ordem Diptera, mais especificamente difaRhoridae representa grande maioria
das visitas enA\. argentina(Trujillo & Sérsic, 2006)A. grandiflora(Burges<et al.,2004),A.
melastoma (Siqueira, 1988),A. maximae A. inflata (Disney & Sakai, 2001), onde
predominam as espécies do géridemaselia.

No estudo realizado por Costa & Hime (1981) cémgigantea embora tenha sido
encontrada uma fauna visitante bastante similared@gédo as principais ordens encontradas
no presente estudo, foi atribuida a espécie mamdamte do estudd?seudohypocera
kerteski(91%), o papel de polinizador efetivo.

Na regido da Chapada Diamantina, Bahia, considerancabundancia das espécies
visitantes, as grandes massas polinicas encontag@aislas ao corpo e a formacéo de tubos
polinicos, pode-se considerar a espétégaseliasp. como o polinizador da espécie, mas nao
podemos descartar a possibilidade de um papel temger na polinizacdo por
Pseudohypocerap. Diferencas no polinizador, ainda que perteigcaruma mesma familia,
podem ocorrer quando se trata de distintas ocoa®meograficas e/ou da comparacdo de
estudos com espécies cultivadas como previamegittreelo por Burgesst al. (2004).

Alguns visitantes dé\. giganteasdo oportunistas, estando nas flores para prederso
animais, isso pode ser visto principalmente pelsstantes das familias Staphylinidae
(Coleoptera) e Dolichopodidae (Diptera) (Triplehé&nJohnson, 2011) e pelas aranhas que

entram nas flores em busca de insetos ou mesmuo fBcaspreita destes, fazendo teias na
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entrada dos utriculos como observado em algumessfloontudo nédo se sabe ao certo sobre
o real papel desta fauna visitante e as relac@septes.

Estudos de variabilidade genética na familia Aliefloiaceae sdo raros. Em um estudo
baseado em polimorfismos isoenzimaticos de popatad@A. manshuriensisa Russia foi
observado alto grau de similaridade genética erstq@opulacdes estudadas (Nakonecheaya
al., 2007; Korenet al, 2009). Estes estudos foram os primeiros a utilimarcadores
moleculares para estimar a variabilidade genéticerapopulacional na familia
Aristolochiaceae.

A variabilidade genética analisada, com maior djéacia dentro das populacées e menor
entre as populacdes, indica um padrao reprodutogamico (Loveless & Hamrick, 1984;
Hamrick & Godt, 1996). Contudo, os polinizadores n@vem percorrer grandes distancias,
ja que o fluxo genético entre populacdes ndo € altque seria esperado para espécies
polinizadas por visitantes com limitado raio de \@mexemplo das moscas encontradas. A
baixa variabilidade genética encontrada, asso@adaa baixo nimero de formacéo de tubos
polinicos no estigma sugere a ocorréncia de lid@daplinica nas populacdes de estudo.

O indice de polimorfismo detectado através de ndares ISSR nas populacdes estudadas
de A. giganteapode ser considerado de moderado (em Ventura,Oleng Itaeté) a baixo
(demais populacdes). Resultados préoximos foramrgramos para espécies endémicas como
em Proteopsis argente@Asteraceae) com polimorfismo médio de 19.2% (Jesas, 2001)

e outras espécies 26.3% (Hamrick & Godt, 128fid Jesuset al, 2001) e resultados
superiores foram descritos para espécies ameagadagincdo como etiryngium alpinum
(Apiaceae) com polimorfismo detectado de 54%, nestgcie também foi detectado um
baixo fluxo entre populac¢des (Gaudetihl.,2000).

Diversos sdo os fatores que podem influenciar meahiidade genética de populacdes

como o modo de reprodugédo, sistemas de cruzamem@nho populacional, distribuicdo
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geografica, fluxo génico, taxas de mutacdo e migraselecdo natural e deriva genética,
estruturadas no tempo e espaco (Loveless & Hamii@B4). Normalmente espécies de
distribuicdo ampla tém niveis de variacdo genétiagores quando comparadas com espécies
de distribuicdo geografica restrita, e consequesidéen S80 as que apresentam maior
variabilidade intrapopulacional (Cavalli & Winge0@3). Em A. gigantea embora seja
registrada sua ocorréncia como espécie cultivadawnos locais fora da area do presente
estudo, como em outros estados, as populacdesradgis na Chapada Diamantina possuem
aparentemente distribuicdo restrita podem estaersdd influéncia do pequeno tamanho
populacional, ndo se sabe se o fluxo com as optyaslacdes cultivadas ocorre.

Populacdes pequenas podem ter sua diversidaddaogerettuzida devido apool génico
dos seus fundadores (efeito fundador), ou a evelgaeducdo populacional (efeito gargalo
de garrafa), que podem ter causado uma diminuigAdachanho efetivo da populacao,
induzindo a perda de diversidade genética. Alénsalacdo natural, na qual os alelos que
conferem menor valor adaptativo séo eliminadopogsilacdes pequenas também estdo mais
sujeitas a influéncia de eventos estocasticos,ctaiso a deriva genética, o que contribui
ainda mais para a reducao da variabilidade gendiggopulacdes de Itaeté e Ventura, as
maiores encontradas, foram as que apresentaramesiaiomero de alelos, alelos exclusivos,
maior porcentagem dici polimorficos e maior heterozigosidade média esjzemeste
estudo. Os resultados sugerem assim um efeitdfisgghio do tamanho populacional sobre
as populagdes d& gigantea.

A populagdo de LencoOis também apresentou altoscdadde polimorfismo quando
comparados com outras populacdesAdgiganteae que pode ter relacdo além do tamanho
populacional com outros parametros da paisagemconatemplados no presente estudo,
como da presenca de mais areas conservadas queecavo o0 deslocamento dos

polinizadores. Em estudo de variabilidade genétma Cattleya elongataOrchidaceag)
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espécie endémica da Chapada Diamantina, as popslapais polimorficas foram as
encontradas em Morro do Chapéu e Lencgéis (ndo Havaopulacbes de Itaeté neste estudo),
sendo a alta variabilidade da populacdo de Vemélaaionada supostamente a caracteristicas
ecologicas exclusivas, como respostas adaptatieas@acao de diferentes nichos levando a
selecédo de uma diversidade alélica maior (Cruz7R2@omplementarmente, menores valores
de variabilidade genética podem estar relacionadaseas com maior influéncia antropica,
como encontrado nas demais populacdes do estudegsdes proximas a criacao de gado.

A estruturacdo genética, de forma geral, estaioglada diretamente com o fluxo génico,
uma vez que o aumento do fluxo génico tende a ammeanhomogeneidade e diminuir a
diferenciacao (estruturacdo) das populacdes (Les&eHamrick, 1984). O fluxo génico, por
sua vez, é determinado por caracteristicas profeasada espécie, incluindo o sistema de
reproducdo, mecanismo de dispersdao de gréos de potee sementes (Hamrick & Godt,
1996), tamanho populacional efetivo, habilidadealenizacdo (Sun, 1997) e também com a
diferenca de tempo transcorrido entre a extingde fapulacbes intermediarias das
populacdes estudadas.

A distancia geogréfica entre as populacfeA.dgigantaparece ter relacdo com a distancia
genética, com excecao do agrupamento da populacéttimga que ficou mais proxima das
populacdes de Arapiranga e Umbuzeiro, ao invesadtél Aparentemente mais do que a
distancia geografica, por outro lado, o agrupamerdacece ser melhor explicado pela
existéncia de dois grupos, o de populacbes emeaegiinis conservadas (Ventura, Itaeté e
Lencdis), de maior tamanho e de populacbes emslatais antropizados (Arapiranga,
Utinga e Umbuzeiro).

Desta forma a diversidade genética em nivel de poptdacGes deveria ser conservada
como uma estratégia para incluir varias populagdesima escala regional, reforgcando o fato

de que estratégias de conservacdo, ndo podemits® penas a area de estudo, pois sendo
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A. giganteauma espécie dependente de polinizacdo por vet@®sos e com uma sindrome
de polinizacdo que mantém o arquétipo para a fanoili seja, a permanéncia de visitantes da
ordem Diptera como potenciais polinizadores, coot@réncia de pequenas espécies com
limitado raio de v6o, o ideal seria a existénciants populacdes conectadas para haver
maiores taxas de fluxo génico.

Pouco se conhece sobre a perspectiva e manuteragigpapulacbes de Phoridae
naturalmente, principalmente nos periodos em qoehadpopulacdes com flores nos locais
em que habitam, além disso, sob esta oOtica, fakatodos que esclarecam o0s reais
requerimentos nutricionais de individuos desta lfamiou ordem nas flores de
Aristolochiaceae e o0 que realmente os atraem parHioees, havendo a necessidade de
experimentos especificos para elucidar tais questoe

Além disso, ainda h&a que se considerar a influétheiaarcador utilizado para este estudo.
Os baixos valores de diversidade genética estimpdlms marcadores ISSR podem estar
relacionados a escolha dpsmers utilizados para a analise e que nao foram desenosl
especificamente para a espécie doe estudo (®tnéh, 2002). A utilizacdo de um namero
maior deprimers para a analise ou de outros conjuntogueers poderia resultar em um
maior polimorfismo. Estudos posteriores deveriamb@m considerar o fluxo incluindo

espécies cultivadas e padrédo de movimentacéo dezaolores nas diferentes populacdes.

AGRADECIMENTOS

Agradecemos a bolsa Capes concedida a JH Sous@Ppmjcama de Pos Graduacdo em
Ecologia e Biomonitoramento (UFBA), ao CNPq pelésadem produtividade a pesquisa a
BF Viana, e pelo auxilio financeiro ao projeto desquisa. Agradecemos também aos
pesquisadores D Ament (USP), FFde Oliveira (UFBRMahimann (Inpa), CJB Carvalho
(UFPR), M Gotshalck (FURG), J Delabie (UESC), Siix8to (UFSCAR), E Caron (UFPR)

e VC Maia (UFRJ) pela identificacdo dos visitantiesais. A Fiocruz-Ba pelo uso do
microscopio de fluorescéncia.

LITERATURA CITADA



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

43

Andrieu E, Dornier A, Ruifeda S, Schatza B, Cheptoa PO. 2009.The town
Crepisand the countrfrepis How does fragmentation affect a plant-pollinatdgeraction?
Acta Oecologic&5: 1-7.

Barrett SCH, Morgan MT, Husband BC. 1989. The dissolution of a complex
genetic polymorphism: the evolution of self-feddtion in tristylousEichhorniapaniculata
Evolution43: 1398-1416.

Bello MA, Valois-Cuesta H, Gonzalez F. 2006Aristolochia grandiflora SW.
(Aristolochiaceae): Desarrollo y Morfologia de larfmas larga del munddrev. Acad.
Colomb. Ciencl15 181-194.

Berjano R, Arista M, Ortiz PL, Talavera S. 2011.Persistently low fruiting success
in the Mediterranean pipevin&ristolochia baetica (Aristolochiaceae): a multi-year study.
Plant Biologyl3: 109-117.

Boggs CL. 1988Rates of Nectar Feeding in Butterflies: EffectSek, Size, Age and
Nectar Concentratiorfzunctional Ecology: 289-295.

Burgess KS, Singfield J, Melendez V, Kevan PG. 280Pollination biology of
Aristolochiagrandiflora (Aristolochiaceae) in Vera Cruz, MexicAnn. Missouri Bot. Gard.
91: 346-356.

Capellari-Junior L. 1991. Espécies de Aristolochia L. (Aristolochiaceae) oentes
no estado de Sao Pauldaster dissertation, Universidade Estadual de CaaspiBrasil.

Cavalli-Molina S, Winge H. 2003.Variabilidade genética em popula¢gdes naturais.
In.: Freitas LB, Bered F, ed&enética e evolugdo veget&lorto Alegre: Editora da UFRGS,

165-176.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

44

Cheptou PO, Lepart J, Escarre J. 2001.Inbreeding depression under intraspecific
competition in a high outcrossing populationQrepissancta(Asteraceae) evidence for frequency-

dependent variatiomerican Journal of Botar§8: 1424-1429.

Costa EL, Hime N. 1981.Biologia floral deAristolochia giganteaMart & Zucc
(Aristolochiaceae)Rodriguésieb6; 23-32.

Cruz DT. 1997. Variabilidade genética e morfolégica de populacdtes Cattleya
elongata Barb.Rodr. (Orchidaceae) na Chapada Diatman Bahia. Master Dissertation,
Universidade Estadual de Feira de Santana, Brasil.

Dafni A, Kevan PG, Husband BC. 2005Practical Pollination BiologyCambridge:
Cambridge University Press.

Dafni A. 1984.Mimicry and Deception in Pollinatiodnnual Review of Ecology and
Systematicg5: 259-278.

Devoto M, Medan D, Montaldo NH. 2005.Patterns of interaction between plants
and pollinators along an environmental gradi€ikos109 461-472.

Disney RH, Sakai S. 2001Scuttle flies (Diptera: Phoridae) whose larvaralep in
flowers of Aristolochia (Aristolochiaceae) in PanamBuropean Journal of Entomolo@®g:
367-373.

Dodson CH, Oressler RL, Hills HG, Adams RM, Willians NH. 1969.Biologically
active compounds in orchid fragranc8siencel64: 1243-1249.

Doylle JJ, Doylle JL. 1987.A rapid DNA isolation method for small quantitief
fresh tissued?hytochemical Bulletin of Botanical Society of Alceed9: 11-15.

Endress PK. 1994.Diversity and Evolutionary Biology of Tropical Flews.
Cambridge: Cambridge University Press.

Faegri K, Van Der Pijl L. 1979. The principles of pollination ecologyth edn.

Inglaterra: Pergamon Press.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

45

Fenster CB, Armbruster WS, Wilson P, Dudash MR, Thaoson, JD. 2004.
Pollination syndromes and floral specializatidmnual Review of Ecology, Evolution, and
Systematic85: 375-403.

Gaudeul M, Taberlet P, Till-Bottraud I. 2000. Genetic diversity in an endangered
alpine plant, Eryngium alpinumL. (Apiaceae), inferred from amplified fragment dém
polymorphism markerdviolecular Ecologyd: 1625-1637.

Hammer O, Harper DAT, Ryan PD. 2001. PAST: Palaeontological Statistics
software package for education and data analysiseontologia Electronicd: 9.

Hamrick JL, Godt MJW. 1996. Effects of life history traits on genetic diveysin
plant specief?hilosophical Transactions of the Royal Societyafdon B351 1291-1298.

Herrera CM. 1995. Floral biology, microclimate and pollination by etttermic bees
in an early-blooming herliecology76: 218-228.

Jang EB, Carvalho LA, Stark JD. 1997. Attraction of Female Oriental Fruit Fly,
Bactroceradorsalis to Volatile Semiochemicals From Leaves and Ex$rad a Nonhost
Plant, Panax Rolyscias guilfoylei) in Laboratory and Olfactometer Assay®urnal of
Chemical Ecologp3: 1389-1401.

Jesus FF, Solferini VN, Semir J, Prado PIl. 2001Local genetic differentiation in
Proteopsis argenteéAsteraceae), a perennial herb endemic in BrREint Systematics and
Evolution226: 59-68.

Johnson SD, Linder HP, Steiner KE. 1998Phylogeny and radiation of pollination
systems irDisa (Orchidaceae). American Journal of Bot&%by 402-411.

Judd WS, Campbell CS, Kellogg EA, Stevens PF, Donbge MJ. 20009.
Sistemética Vegetal: Um Enfoque FilogenétRib. edn. Porto Alegre: Artmed.

Kearns CA. 1992. Anthophilous fly distribution across an elevatigmadient.

American Midland Naturalist27 172 - 182.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

46

Kearns CA, Inouye DW. 2003.Techniques for Pollination Biologist€olorado:
Univesity Press of Colorado.

Koren OG, Nakonechnaya OV, Zhuravlev YN. 2009Genetic structure of natural
populations of the relict speciégistolochia manshuriensiAristolochiaceae) in disturbed
and intact habitat$&senetikad5: 773-780.

Lawrence MK, Gonzalez F. 2003Phylogenetic Relationships in Aristolochiaceae.
Systematic Botang8: 236-249.

Loveless MD, Hamrick JL. 1984 Ecological determinants of genetic structure in
plant populationsAnnual Review of Ecology and Systemali&s65-95.

Lynch M, Milligan BG. 1994. Analysis of population genetic structure with RAPD
markersMolecular Ecology3: 91-99.

Mahy G, Jacquemart AL. 1999. Early Inbreeding Depression and Pollen
Competition inCallunavulgaris (L.) Hull. Annals of Botang3: 697-704.

Martin FW, 1959. Staining and observing pollen tubes in the styenieans of
fluorescenceStain Technolog®4: 125-128.

Martius FP, Zuccarini JG. 1824.Nova genera et speciédantarum 1: 75.

McDermott JM, McDonald BA. 1993. Gene flow in plant pathosystem&nnual
Review Phytopathologdl: 353-373.

Murugan R, Shivanna KR, Rao RR. 2006.Pollination biology ofAristolochia
tagala a rare species of medicinal importarCarrent Scienc®1: 795-798.

Nanonechnaya OV, Sidorenko VS, Koren OG, Nesterov&V, Zhuraviev YN.
2008. Specific Features of Pollination in the Manchuridirthwort, Aristolochia
manshuriensisBiology Bulletin35: 459-465.

Nei M. 1978.Estimation of average heterozigosity and genasitadce from a small

number of individualGenetics89: 583-590.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

a7

Neinhuis C, Wanke S, Hilu KW, Muller K, Borsch T. 2005. Phylogeny of
Aristolochiaceae based on parsimony, likelihoodd dayesian analyses of trnL-trnF
sequenced?lant Systematics and Evoluti@b0 7-26.

Oelschlagel B, Gorb S, Wanke S, Neinhuis C. 2008tructure and biomechanics of
trapping flower trichomes and their role in the paition biology ofAristolochia plants
(Aristolochiaceae)New Phytologisi84: 988—-1002.

Ollerton J, Watts S. 2000.Phenotype space and floral typology: Towards an
objective assessment of pollination syndromes. @nawmian Association for Pollination
Ecology honours Knut FaegriDet Norske Videnskaps-Akademi. |. Matematiski
Naturvidenskapellige Klasse, Skrift89: 149-150.

Patterson TB, Givnish TJ. 2003.Geographic cohesion, chromosomal evolution,
parallel adaptive radiations, and consequent flomdlaptations in Calochortus
(Calochortaceae): evidence from cpDNA phylogeévgw Phytologisi6l 253-264.

Pauwn A. 2006.Floral syndromes accurately predict pollinationabgpecialized oil-
collecting bee Rediviva peringueyj Melittidae) in a guild of South African orchids
(Coryciinag. American Journal of Botar§3: 917-926.

Peakall R, Smouse PE. 2006SENALEX 6: genetic analysis in Excel. Population
genetic software for teaching and researdholecular Ecology Notes6: 288-295.
(http://www.blackwell-synergy.com/doi/abs/10.11114j71-8286.2005.01155.x)

Pearse DE, Crandall KA. 2004 Beyond Fst: Analysis of population genetic data fo
conservationConservation Genetics 585-602.

Pearson DL, Dressler RL. 1985Two year study of male orchid bee (Hymenoptera:
Apidae: Euglossini) attraction to chemical baitslow land south-eastern Perdournal of

Tropical Ecolologyl: 37-54.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

48

Pérez F, Arroyo MTK, Armesto JJ. 2009. Evolution of autonomous selfing
accompanies increased specialization in the pdiiinasystems oSchizanthugSolanaceae).
American Journal of Botar§6: 1168-1176.

Pérez F, Arroyo MTK, Medel R, Hershkovitz MA. 2006.Ancestral Reconstruction
of flower morphology and pollination systems fchizanthus(Solanaceae)American
Journal of Botan®3: 1029-1038.

Powell W, Morgante M, Andre C, Hanafey M, Vogel J,Tingey S, Rafalski A.
1996. The comparison of RFLP, RAPD, AFLP and SSR (miatelfite) markers for
germplasm analysi$/olecular Breeding: 225—-238.

Proctor M, Yéo P, Lack A. 1996.The natural history of pollinatiorifhe Bath Press,
London, United Kingdom.

Real, L. 1983.Pollination Biology.New York: Academic Press.

Rulik B, Wanke S, Atthias N, Neinhuis C. 2008Pollination ofAristolochiapallid
Willd. (Aristolochiaceae) in the Mediterranediora, 203 175-184.

Sakai S. 2002 Aristolochia spp. (Aristolochiaceae) pollinated by flies bregdon
decomposing flowers in Panamfemerican Journal of Botar§9: 527-534.

Sargent RD, Ackerly DD. 2008. Plant-pollinator interactions and the assembly of
plant communitiesTrends in Ecology and Evolutid@&8: 123-130.

Siqueira MR. 1988. Biologia floral de trés espécies de Aristolochia
(Aristolochiaceae)Master Dissertation. Universidade Estadual de CaaspiBrasil.

Smith JL, Hunter KL, Hunter RB. 2002. Genetic variation in the terrestrial orchid
Tipularia discolour Southeastern Naturalidt17-26.

Smith  SDW. 2010. Using phylogenetics to detect pollinator-mediatédral

evolution. New Phytologisi88 354—363.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

49

Steffan-Dewenter |, Minzenberg U, Burger C, Thies CTscharntke T. 2002.
Scale-dependent effects of landscape context @e tpollinator guildsEcology83: 1421
1432.

Sun M 1997.Genetic diversity in three colonizing orchids witbntrasting mating
systemsAmerican Journal of Botar§4: 224-232.

Sweeley EC, Bentley R, Makita M, WELLS WW. 1963 Gas liquid
chromatography of trimethylsilyl derivatives of sug and related substancésurnal of the
American Chemical Socie®b.2497-2507.

Torres-Diaz C, Cavieres LA, Mufioz-Ramirez C, Arrop MTK. 2007.
Consequences of microclimate variation on insedlinabor visitation in two species of
ChaetanthergAsteraceae) in the central Chilean Andesvista Chilena de Historia Natural
80: 455-468.

Triplehorn CA, Johnson NF. 2011. Estudo dos InsetosSao Paulo: Cengage
Learning.

Trujilo CG, Sérsic AN. 2006. Floral biology of Aristolochia argentina
(Aristolochiaceae)Flora 201: 374-382.

Warren SD, Harper KT, Booth GM. 1988. Elevational Distribution of Insect
Pollinators American Midland Naturalist20 325-330.

Waser NM, Chittka L, Price MV, Williams NM, Ollerto n J. 1996.Generalization
in Pollination Systems, and Why it MatteEsology77: 1043-1060.

Wilcock C, Neiland R. 2002.Pollination failure in plants: why it happens amdden
it matters.Trends in Plant Sciencé 270-277.

Wolfe AD, Xiang QY, Kephant SR. 1998.Assessing hybridization in natural
population of Penstemon(Scropulariaceae) using hypervariable Inter SimBkguence

Repeat (ISSR) ban#olecular Ecology7: 1107-1125.



N

w

10

11

12

13

14

15

16

50

Yeh FC, Boyle T, Roungcai Y, Ye Z, Kiyan JM. 1999Popgenversion 1.31.
Microsoft window-based Freeware for Population GienAnalysis. Center for Internation

Forestry Research.



51

LISTA DE TABELAS E FIGURAS
TABELAS

Tabela 1. Populacdes deistolochiagiganteaMart e Zucc encontradas e utilizadas no
presente estudo durante o ano de 2010 localizad&hapada Diamantina, Bahia, Brasil. O
simbolo de “*” refere-se as populacfes selecionpdas realizacdo de analises genéticas e

suas respectivas siglas e numero de folhas utdgad

Numero
Popglagao E/Ioucr;ﬁéj ;zgle Coordenadas estldrgado Ami)stra
individuos
Lencois
LED Lencois 12°33'47.2" S; 41°23'12.7" W 10 09
Lencois I 12°33'43" S; 41°23'32" W 14 10
ltaeté:
ITA ltaeté 12°56'39.6” S; 41° 06'15"W 35 13
ltaeté Il 12°57'19.1" S; 41° 05'45.2"W 15
Itaeté 11 12°56'49.2" S; 41° 06'18.6"W 10
Rio de Contas:
Rio de Contas 13° 35'54"S; 41° 45'06"W 7
Casa de Telha 13°34°56.5” S; 41° 42'29.9"W 3
UMB Umbuzeiro 13°31'38.5” S; 41° 43'57.9"W 10 8
ARB Arapiranga 13°30'49.7” S; 41° 46’41\8 10 10
Arapiranga Il 13° 28’46” S; 41° 46’07.6"W 15
Arapiranga Il 13°2851.4” S; 41° 45'58.8"W 22
Arapiranga IV 13°28'48.7" S; 41° 45'59.7"W 11 11
Arapiranga V 13°28'44.8” S; 41° 45'18"W 7
Morro do Chapéu:
MCV Ventura 11°40'10.4”S; 40° 58'12"W 40 15

UTI Utinga 12° 02'06.8” S; 41° 04'14.7"W 20 10
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Tabela 2 . Visitantes florais encontrados no uloidas flores ddristolochia giganteaviart
e Zucc em diferentes localidades da Chapada Diamaamahia, Brasil durante o ano de
2010.

Ordem Quantidade Total %
Familia
Espécie
Diptera 1203 84.13
Phoridae 1160 81.12
Megaseliasp. 231 machos/ 827 fémeas
Megaselia scalaris 1 fémea
Neodohriniphorasp. 2 machos
Pseudohypocerap. 15 machos/ 69 fémeas
Stylettasp. 15
Cecidomyiidae 2 0.14
Clinodiplosissp. 2 fémeas
Chironomidae 3 0.21
Tribo Tarsini 2 fémeas
Chironomussp. 1 macho
Lonchaeidae 1 1 0.07
Dolichopodidae 1 0.07
Condyiostylusp. 1 fémea
Drosophilidae 22 1.54
Drosophila cardini 2 fémeas
Drosophila malerkotliana 2 fémeas
Drosophila simulans 6 machos/ 5 fémeas
Drosophilasp. (grupdripunctatg 2 fémeas
Rhinoleucophengsp. 2 fémeas
Zaprionus indianus 1 macho/ 2 fémeas
Muscidae 2 0.14
Atherigona orientalis 1 fémea
Cyrtoneurinasp. 1 fémea
Ordens nao identificadas 24 1.68
Araneae 7 0.49
Jovens — indeterminadas? 2
Clubionidae 3
Salticidae 2
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Ordem
Familia
Espécie

Quantidade

Total

%

Coleoptera
Nitidulidae
Staphylinidae

Polylobussp.

Hemiptera
Cicadellidae

Hymenoptera
Apidae
Plebeia conf. droryana
Trigona spinipes
Nanotrigona testaceicornes

Chalcidoidea

Formicidae
Dolichoderussp.
CamponotugMyrmothrix) sp.2
Camponotus conétriceps
Camponotusp.1
Cephalotes pusillu
Nylanderiasp.1
Pheidolesp.
Solenopsis geminata

121

N = O O1
w -

ANEFPRFPELPNODN

126

69

21

40

1430

8.81

0.07

4.83

0.56

1.47

2.80
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Tabela 3. Identificacdo, sequéncia, variacao deumdm (em pares de bases - pb) e niamero de

bandas analisadas gmimer e em média

Sequéncia Bandas Analisadas
Primer  (5'—>3) Tamanho (pb) Numero
JOHN (AG)7-YC 1200 - 400 4
MANNY (CAC)4-RC 1800 - 300 12
MAO (CTC)4-RC > 2000 - 600 7
Terry (GTGYGGTGRC > 2000 - 380 11
UBC899 (CA)6-RG > 2000 - 200 14
Total 44
Média 9,6

Tabela 4. No de alelos (N), No de Alelos exclusi{ies Percentual de loci polimérficos (P),
Heterozigosidade média esperada)( por populacéo. (Ver Tabela 1 para os nomes das

populacdes).

Populacao N E P He

ARB 36 0 14.6 0.050
ITA 42 3 35.4 0.132
LED 37 0 29.2 0.110
MCV 40 3 27.1 0.085
UMB 35 0 12.5 0.047
UTI 37 0 12.5 0.045
Média 37.8 21.9 0.074

Tabela 5. Anélise Molecular de Variancia (AMOVA) @opulacdes dAristolochia gigantea

Mart e Zucc.

Fonte de variacao

dfSoma dos Percentual ComponentesEstatistica

guadrados da davariancia -F
variacao
Entre populagdes 5 106.228  21.246 1.604 28%
Dentro das populacte89 238.249 4.038 4.038 72%
Total 64 344.477 5.642 100%
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Tabela 6. Matriz de identidade (abaixo) e distarfa@ma) genética de Nei entre as seis
populacdes dé. gigantea Em negrito os valores de maior e menor identidaumntrados
entre as populacdes (Ver Tabela 1 para os nomgsgatacoes).

MCV ITA LED ARB UMB UTI

0,041 0,114 0,077 0,0970,122 MCV

0,960 0,115 0,105 0,1010,105 ITA

0,892 0,892 0,164 0,1210,140 LED
0,926  0,9010,849 0,078 0,087 ARB
0,908 0,9040,886 0,925 0,062UMB

0,885 0,9000,869 0,917 0,940 UTI
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Fig. 1. Mapa com as localiza¢des dos municipios asmopulacdes estudadas de
Aristolochia giganteana Chapada Diamantina, Bahia.
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Fig. 2. Prancha de fotos deistolochia gigantea(A) em detalhe o habito da espécie; (B)
caule; (C) fruto deiscente e (D) semente. Deserllasinael Nascimento.
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2cm

Fig. 3. Prancha de fotos éeistolochia giganteaem detalhe (A) abertura do utriculo; (B)
corte transversal do utriculo; (C) Sequéncia deificagdo do ginostémio durante a antese
com (C) evidenciando a fenofase feminina, em seg{idld com um momento intermediario
em que cessa a receptividade e as anteras inigecédcia e em (E) ha a total abertura das
anteras; (F) Detalhe para o interior do utricufeetarios, evidenciados pelas regides

escurecidas na figura. Desenhos: Natanael Nastomen
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1K) um

Fig. 5. Principais visitantes florais e polinizag®deAristolochia giganteana Chapada
Diamantina, Bahia. APseudohypocerap. B.Megaseliasp. Fotos: Danilo Ament.
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Fig. 6. Andlise de agrupamento das populacdesAdgtolochia giganteana Chapada
Diamantina, Bahia, realizado a partir da Identid&smnética de Nei, pelvard’s method
Siglas: MCV= Ventura, Morro do Chapéu, LED= Len¢diBA= Itaeté, ARB= Arapiranga,
Rio de Contas, UMB= Umbuzeiro, UTI= Utinga.
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Abstract

Few predictive models were performed with rare wknown distribution species unlike
wide distribution species. One of those examplepamrly studied species iristolochia
gigantea with very contrasting information’s about its tdisution. Here in this study we
present the distribution, realms, environmentatdiac responsible for its distribution and
comments about previous literature information. Tinedels shows new areas that can be
used to find new populations, and our results ceo® the importance of predictive models to
study distribution of species, suggesting that@gichl niche modeling can provide important
contributions to the analysis of biogeographic grat and processes related to plant species
have been little studied.
Key words: Conservation; environmental distances; ptential species distribution; plant

species.
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Introducao

Praticas conservacionistas normalmente utilizararinh¢cdes de espécies endémicas ou
restritas a determinadas areas, ou mesmo a riqiezaxons superiores para identificar
possiveis areas para conservacdo (van Jaarsveld é098). Assim, informacBes sobre a
distribuicdo de espécies, o conhecimento da arexaeéncia, além das informacdes sobre
sua biologia sdo extremamente importantes.

Dentro deste panorama, tem crescido nos ultimos &mwamentas para a analise de
padrdes de distribuicdo geogréfica de diversosngv® em diferentes escalas espaciais
(Guisan & Thuiller, 2005; Jiménez-Valverde, 20aBgntre essas ferramentas, tem sido dada
maior atencdo aos modelos preditivos de distrilbud@ espécies, onde o nicho ecoldgico
potencial € modelado a partir da determinacdo debks que descrevem caracteristicas
ambientais de pontos de ocorréncia conhecidos #8disZimmermann, 2000). Tais técnicas
baseiam-se no conceito de nicho fundamental progmstHutchinson (1957), representando
intervalos de condicdes e recursos, em um espagervbiumeétrico, potencialmente
exploraveis por uma espécie, desconsiderando @dtesebioticas com outras espécies.

De uma forma geral, a modelagem espacial consisteaverter dados primarios de
registro de espécies em mapas de distribuicdo goayrindicando a provavel presenca ou
auséncia da espécie (Araujo & Guisan, 2006). Osrittigos utilizados tentam estabelecer
relacbes nado-aleatdrias entre os dados de ocar@&nauséncia com variaveis ambientais
relevantes para a espécie (p.ex. temperaturappes@o, topografia, etc).

Diferentemente do que ocorre para espécies comaadigtribuicdo, entretanto, poucos
modelos foram aplicados para espécies raras, @ossregistros de ocorréncia geralmente sao
escassos e normalmente as observacdes ndo est&@@das com uma unidade amostral
definida (ou area conhecida), faltando acuraciadaa®s (Engler et al. 2004, Siqueira et al.
2009). Mesmo assim, a aplicacdo desta técnica dielagem é bastante Gtil em caracterizar
distribuicbes geograficas baseadas em conjuntatades muitas vezes incompletos, como
em espécies com poucas informacgdes e que podeseafaeerros quanto a sua distribuicéo
(Sigueira et al. 2009). Um desses exemplos de iespgouco estudadas € a espécie
Aristolochia giganteaMart & Zucc, uma angiosperma basal, que dentro &@we a qual
pertence € a mais cultivada para fins ornamentaise(zi & Matos, 2002), provavelmente
pela falta de odor fétido nesta espécie.

A primeira descricdo ddristolochia giganteafoi realizada no trabalho de Martius &

Zuccarini (1824) e seu habitat natural foi atrilouigo estado da Bahia. Mais tarde, no
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trabalho de Barringer (1983) registrou-se a ocaieéda planta para as florestas umidas do
Panama e Brasil Amazoénico, embora esse autor naggst diferencas no material da Ameérica
Central e América do Sul, sendo as flores dest@dlltmaiores. Outras informacfes seguem
em trabalhos como em Masters (1869), onde a orig@rplanta € atribuida a locais “em
montanhas” na Bahia e Minas Gerais, Bellair & Shiédger (1899) que atribuem a origem
apenas na Bahia e em Rodigas (1893), Costa & HI®&1) e Capellari-Junior (1991) que
atribuem sua origem a Bahia e Minas Gerais.

Segundo Capellari-Junior (1991) esta espécie oennreegides do bioma caatinga, porém
preferencialmente em areas umidas como margen®sglenmatas secundarias, pastagens e
bordas de estradas, e quando cultivada, desensel\o&m em qualquer tipo de solo. Sua
adaptabilidade entdo pode explicar a confusao igarorda espécie, como por exemplo, da
espécie reportada por Barringer (1983) na Amazqu& segundo Capellari-Junior (1991),
deve ser cultivada.

Registros de herbarios mostram que populacdes. dgganteatambém sdo encontradas
em diversos locais como nos estados de S&do PaoldeRlaneiro, Santa Catarina, Parana, e
fora do Brasil na Costa Rica, Panama e Estadosogh&m alguns destes ha informacgdes
complementares sobre a ocorréncia da espécie, taealnau cultivada, em outros néo,
dificultando a descricdo da amplitude de ocorrédaiaspécie.

Expedicbes prévias em populacbes encontradas naa Bah regido da Chapada
Diamantina, um local caracterizado por um mosaieditfisionomias onde os principais
dominios vegetacionais do Estado estdo represemtatuindo a Caatinga, o Cerrado e
diversos tipos de florestas (Neves & Conceicao,/20fostraram que as populacdesAde
giganteaencontradas neste local, aparentemente estadasaolema das outras em distancias
que parecem superiores a distancia de forrageamentijpteros que comumente polinizam
espécies de Aristolochiaceae.

Desta forma, devido a contradi¢do nas informac@iesjo a necessidade do conhecimento
da distribuicdo da espécie para entendimento delisdaica populacional e a possibilidade
de incorporar areas potenciais para localizacdonaeas populacdes, evidenciamos a
relevancia de estudos que visem esclarecer abdigio da espécidristolochia gigantea
Diante desse cenario, 0 presente trabalho tem otjetivos: (1) descrever a distribuicdo de
Aristolochia gigantea (2) Analisar se h& associacdo entre a distribuiggeditiva das
espécies e os dominios em que essa se encontr&néBsar se ha associacdo com a
distribuicdo e as informacgGes encontradas na tlibexae (4) Avaliar os fatores ambientais

responsaveis na determinacgéo dos limites de digtéb.
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Métodos

Area de estudo

Sendo a distribuicdo natural deistolochia giganteaum aspecto controverso, optamos
utilizar as informagfes mais antigas e mais octesena literatura que prevéem como areas
de ocorréncia natural a Bahia (Martius & Zuccarit824; Bellair & Saint-Léger, 1899) e
Minas Gerais (Masters, 1869; Rodigas, 1893; Costdirke, 1981; Capellari-Junior, 1991).
Todos 0s demais registros da espécie fora dessas fram excluidos das amostragens por
possuirem informagdes em herbarios sobre o saucult

Desta forma, foram construidos mapas com base naagéncia de dois limites politicos
para os estados da Bahia (BA) e Minas Gerais (M@) 0 objetivo de aumentar a acuracia
do modelo, restringindo a previsdo aos limites rpeasdveis de ocorréncia, como apontam a

maior parte dos registros.

Registros de ocorréncia

Para modelar a distribuicdo geogréafica potencial Adestolochia gigantea foram
utilizados pontos de ocorréncia em trabalho reddizareviamente com a ecologia da
polinizacdo da espécie durante o ano de 2010, azb&en campo na regido da Chapada
Diamantina, Bahia totalizando quinze registros ca@ncia distribuidos em cinco diferentes
municipios (Morro do Chapéu, Utinga, Lencois, BaetRio de Contas). Estes registros foram
obtidos através de buscas nas regides e locaisinpy®x com a procura por locais
preferencialmente proximos a corpos d’agua, sendtadas as referéncias geograficas com
auxilio de GPS, em locais sempre muito proximos smbviduos ou em um ponto
aproximadamente central na populagéo.

Demais pontos de ocorréncia foram obtidos de megiste herbéarios e através da pagina
do SpeciesLinkApds serem filtradas as ocorréncias sem inforegcOmpletas, ou repetidas

obtivemos um total de 53 registros (incluindo ogdus em campo).

Sele¢do das Variaveis Ambientais

N&o sendo muito frequentes os trabalhos com linadgeratura, a selecédo das variaveis

ambientais foi baseada na ecofisiologia de espé&eigstais em geral considerando aspectos
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de dependéncia de agua, interface com outras disi@s e de aspectos geomorfolégicos e
topogréficos (Guarino & Walter, 2005). Desta forroptamos pela utilizagdo das seguintes
variaveis: Drenagem e fertilidade do solo; Altitud&recipitacdo do trimestre mais seco;
Precipitacdo do trimestre mais Umido; Temperatuéaiananual, Temperatura maxima do
més mais quente; Temperatura minima do més majirecipitacdo anual.

Variaveis bioclimaticas foram obtidas a partir dojgto WorldClim (Hijmans et al., 2005)
com resolucéo espacial de 30 segundos de arco{ayaamente 1 km). Os modelos digitais
de vegetacdo, drenagem e fertilidade do solo foottidas no site da Embrapa Solos
(disponivel em http://mapoteca.cnps.embrapa.brfggea) em 1:5,000,000 e foram
reajustadas para a resolucdo de cerca de 900mcpamaracdo com demais variaveis e
também no porta¥World Soil Information (disponivel em http://www.isric.org/). Por fim, as
variaveis topograficas foram retiradas do site &hdttle Radar Topography Mission”
(SRTM) (disponivel em http://www.worldclim.org/cemnt.htm) com resolugdo de 30

segundos de arco.

Construcéao dos Modelos

Para gerar os modelos de distribuicdo potenciaufiizado o algoritmo MAXENT -
Maximum Entropy versao 3.3.1(Phillips et al., 2Q06ue através de um processo de
otimizacao, relaciona a presenca das espécies amuteristicas do ambiente, utilizando o
principio da maxima entropia. Para processar céogude dados pequenos, este algoritmo
tem apresentado melhor desempenho do que outros co®ARP ou SVM (Elith et al.,
2006; Nabout et al., 2009). Além disso, requer apatados de presenca, podendo utilizar
variaveis continuas e categoricas o que permitpocar maior interacdes entre diferentes
variaveis (Phillips et al., 2006; Elith et al., 201

A idéia da aplicacdo do Maxent para modelos deillistdo de espécies é estimar a
probabilidade de ocorréncia da espécie encontrandbstribuicdo de probabilidade da
maxima entropia, sujeita a um conjunto de restacgee representam a informacao
incompleta sobre a distribuicdo das espécies decsge. O modelo de saida do Maxent para
uma determinada espécie € uma superficie contiruaabbres entre 0 e 100, onde altos
valores indicam maior probabilidade de encontres@écie (Guisan & Zimmermann, 2000).

A construcdo do modelo para avaliar a distribuid@cA. giganteafoi feita com uma

analise debootstrap (reamostragem) para 1000 repeticbes, com o0 objeti® obter
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probabilidades maiores para a ocorréncia da espEieo utilizada a propor¢cdo de 70% de
dados para treino e 30% dos dados para teste.

Avaliacdo do Modelo

Para avaliar a qualidade dos modelos de distribugeiados pelo MAXENT, realizou-se a
analise da curva caracteristica de operacdo (R@€)ayalia o desempenho do modelo
através de um unico valor que representa a area softva (AUC). A analise ROC é baseada
na medida da sensibilidade, que é a taxa de verdadgositivos (auséncia de erro de
omissao) versus a especificidade que é a taxalde fmsitivo (erro de sobreprevisdo).
Quanto mais proximo de 1 for a area sob a curva@Alhais distante o resultado do modelo
€ da previsédo aleatoria, ou seja, melhor o desemopgm modelo (Phillips et al., 2006).

A importancia das variaveis na distribuicdo potahdas espécies foi estimada utilizando-
se o teste de importancia das variaveis ambientaigual apresenta uma estimativa da

contribuicéo relativa das variaveis utilizadas pgear os modelos do MAXENT.

Resultados

O modelo obtido teve medida de acuracia, com \@#00.853, e demonstrou uma maior
probabilidade para a regido nordeste na Chapadadditha e uma baixa probabilidade em
outros locais na regido do estado de Minas Gefagsia 1). Complementarmente, o modelo
demonstrou a probabilidade de ocorréncia em odtrcais em que ndao ha registros da
espécie para os dois estados em um cenario desgoawaxima (Figura 1A). Para um cenario
com previsdo minima o modelo gerado demonstra uistaibdicdo bastante restrita da
espécie e apenas para o estado da Bahia (Figura 1B)

Variaveis associada a 4gua como a precipitacae®mestre mais chuvoso e também do
solo como a fertilidade e drenagem foram as vaiséyee tiveram maior explicacdo para o
modelo (22%, 19% e 17% respectivamente) enquantoaguvariaveis topograficas e de

temperatura, foram as que menos contribuiram pexalacacdo do modelo (Tabela 1).

Discussao

O mapa gerado demonstrou uma maior probabilidadedeéncia na regidao da Chapada

Diamantina (Figura 1), e por isso, os resultadb®zaexpliquem o porqué da afirmacéo de
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autores para a ocorréncia da espécie apenas na. Balta regido da Chapada Diamantina,
entretanto, é caracterizada por um mosaico desitobmias (Neves & Conceicado, 2007), e
como demonstrado por Siqueira & Duringan (2007% casos de modelos em que o bioma
nao € unico, a eficacia pode ser comprometida. Wsdeto mais inclusivo, como foi o
objetivo deste trabalho, contudo, demonstra quspaate tem condi¢cdes de sobreviver em
uma previsdo maxima na maior parte dos estadosklia B Minas, mas possui probabilidade
maior de ser encontrada na Bahia, na regido daadhdpiamantina.

Assim, a previsdo do modelo, corrobora a atribug@mrigem da espécie aos estados da
Bahia e Minas Gerais, como realizado por: Maste869; Rodigas, 1893; Costa & Hime,
1981; Capellari-Junior, 1991. Sua ocorréncia, amtypode indicar um menor esfor¢co de
coleta para o estado de Minas Gerais e/ou suprédssgoopulacdes naturais no estado, o que
influenciou na quantidade de registros, sendo itapte a deteccdo de tais areas para
conservagao.

Nossos resultados, podem ainda ter sofrido um giémto a quantidade de pontos
utilizados para a modelagem, ja que para o estaddidas Gerais obtivemos apenas nove
pontos, ndo havendo a possibilidade de excursdsmmgo. Ao analisarmos 0s registros,
entretanto, optamos pela ndo exclusdo de pontd3aha para equivaler o modelo, pois
ficariamos com poucos pontos, podendo compromes#s ainda a sua qualidade, sendo
demonstrado previamente por Hernandez et al. (2@@8)para o uso do Maxent, o ideal é a
utilizacdo de no minimo 50 pontos de ocorréncia.

Notamos que a distribuicdo dos registros para @&céspg mais ou menos homogénea
dentro dos limites conhecidos (Chapada Diamanti@afora com um recorte (BA MG)
muito maior do que o limite maximo da distribuigdms pontos. Por este motivo também, o
modelo pode perder a acuracia e ter erros de sebisfo (indicando areas adequadas onde a
espécie ndo ocorre), mas sendo o0 objetivo do estn@o simplesmente descrever a
distribuicdo geogréfica da espécie, mas enconteasgotenciais de provavel ocorréncia fora
da area atualmente conhecida optamos pela permanéos registros, mesmo podendo
incidir em erros.

Os resultados apresentados neste estudo reforgapoeancia dos modelos preditivos no
estudo da distribuicdo de espécies, sugerindo gomdelagem de nicho ecolégico pode
fornecer importantes contribuicbes para a analsepadrbes e processos biogeograficos
relacionados a espécies de plantas pouco estudaxigsdicdes nas areas em que ndo ha
registros da espécie devem ser realizadas padavalimodelo, entretanto, a ndo ocorréncia

de populagdes nos locais previstos pode nos re@metetras questdes que poderiam explicar
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a distribuicdo deAristolochia giganteaambas com consequéncias para a viabilidade da
manutencdo da espécie, como: (1) a distribuicde perdsido continua e ampla em um tempo
geoldgico, posteriormente houve a criacdo de umeeib@ geografica, como a criacdo de
estradas, com a extingdo das populagdes intermedggparando e isolando as populacdes
ou; (2) a ocorréncia da dispersdo a longa distahieentro de origem, como o cultivo por
acao antrépica e boa adaptacdo aos novos locais.

Praticas de conservacao devem levar em considesag@mor quantidade de informacéo
disponivel para as espécies, ndo apenas quant@ @isstbuicdo, mas também quanto aos
requerimentos para a manutencdo de suas populdedesdo em consideragao fatores
genéticos e de fluxo génico, promovidos pela dsjede pdlen e sementes, considerando

deslocamentos de popula¢gdes naturais de poliniea@odispersores.
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Apéndice

Figura 1: Representacdo do modelo do algoritmo Magem o método de bootstrap para a
distribuicdo da espéci@ristolochia giganteanos estados da Bahia e Minas Gerais. Nos
mapas estdo representados os valores maximos, noged@ minimos de ocorréncia,
respectivamente. As cores mais quentes (vermelmehodstram area com maior
probabilidade de ocorréncia, da mesma forma queurmeracdo respectiva as cores:
representadas pelo numero 1 até zero, diminuilzapitidade de ocorréncia.
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Tabela 1: Contribuicdo das varidveis ambientaispencentual da modelagem de nichoAfestolochia giganteacom o algoritmo Maxent,
referente aos mapas das figura 1. Na tabela Pagipi (1) refere-se a Precipitagdo do trimestre ctaivoso; Precipitacéo (2) a Precipitacao

do trimestre mais quente; Temperatura (1) a Termy@raninima do periodo mais frio; Temperatura (Zemperatura maxima do periodo mais

quente:
Precipitacdo Fertilidade PrecipitacdoDrenagem PrecipitacdoAltitude Vegetacdo TemperaturaTemperatura Temperatura
(1) anual (2) (1) anual (3)
Mapa Bahia- 0 17.9 11.6 14.9 14.9 55 8.1 5.7 15 1.3

Minas
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Conclusao Geral

Este estudo com populacdes nativas (néo cultivatéssjistolochia giganteademonstra
aspectos complementares para a ecologia da pgi#tzao género, evidenciando que a
mudanca de um odor notoriamente fétido para um dedaitronela ndo resultou em grandes
modificacbes da fauna visitante. Os pequenos palilures desta espécie, aparentemente da
familia Phoridae, ndo parecem estar conseguindosueesso na manutencdo de tais
populacdes, evidenciadas por um baixo numero dgnest com grande formacéo de tubos
polinicos e pela baixa variabilidade genética, av@mente fruto de populacdes
fragmentadas e isoladas.

Embora sem evidéncias de expedi¢cées a campo pacbar os resultados obtidos na
modelagem de nicho ecolégico da espécie, o estetaomktrou a importancia desses
modelos para andlise de padrdes e processos biafeog relacionados a espécies de
plantas pouco estudadas, aliado ao preenchimeriaxualeas existentes na literatura quanto a
distribuicdo da espécie. Assim, o trabalho apresaspectos importantes para a conservacao
da espécie e de seus polinizadores, considerammtas genéticos e de viabilidade das

populacdes considerando diferentes perspectivas.
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