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INTRODUCAO
As plantas sdo organismos sésseis e, portanto, a dispersdo de didsporos € a principal forma de

manutencdo do fluxo génico, que somada aos fatores evolutivos como selegdo, deriva genética e
mutacdo, além de fatores ecoldgicos, exercem influéncia direta na diversidade e estruturacdo genética
dentro e entre populagdes (Wright, 1943; Loveless & Hamrick, 1984; Slatkin, 1985; Sork, 2016). Nas
plantas com sementes (Spermatophyta) o fluxo génico é resultado das dindmicas de dispersdo do pdlen
e sementes (revisado em Ghazoul, 2005).

A polinizacdo, principalmente mediada por agentes bidticos, pode favorecer a polinizacao
cruzada, reduzindo as taxas de extincdo (Regal, 1977), além de estar relacionada a maiores taxas de
especiacdo, principalmente por promover mecanismos de isolamento reprodutivo relacionados a
variacdo geogréfica de tragos morfolégicos e comportamentais das plantas e seus polinizadores (Bawa,
1990). Enquanto a dispersdo de sementes pode estar relacionada a colonizagéo ou reestabelecimento de
individuos em areas distintas (Regal, 1977). Consequentemente, tanto a polinizacdo quanto a dispersédo
de sementes sdo apontadas como as principais causas da alta diversidade genética das angiospermas e
também como agentes da irradiacdo das plantas com flores (Bawa, 1995).

A contribuicdo da dispersdo do pdlen e sementes para o fluxo génico dentro e entre
(sub)populagbes varia substancialmente entre espécies, ou mesmo entre diferentes escalas espaciais de
uma mesma espécie (McCauley, 1997). Em grande parte das espécies vegetais, as sementes geralmente
sdo dispersas a pequenas distancias da planta-méde (Willson, 1993), como ocorre em espécies
autocoricas (Vittoz & Engler, 2007). Nestes casos, a polinizacdo possui funcdo fundamental na
manutencdo do fluxo génico e, consequentemente, na estruturacdo genética.

A polinizacdo, por sua vez, € influenciada por diversos fatores que variam em uma escala de
espaco e tempo, como a fenologia e sistema reprodutivo das plantas (Elzinga et al., 2007; Oliveira &
Maruyama, 2014; Maia et al., 2018), disponibilidade de recursos, comportamento e composicdo dos
polinizadores (Rathcke, 1992; Goulson, 1999; Jirgens et al., 2009; Zambon et al., 2020) e padrdes de
distribuicdo espacial dos individuos vegetais (e.g., fragmentacdo, densidade e abundancia; Ghazoul,
2005; Hanoteaux et al., 2013). Além disso, a paisagem também tem papel fundamental na variacédo da
diversidade genética e fluxo génico (Shirk et al., 2010; Zeller et al., 2012; Balkenhol et al., 2016;
Monteiro et al., 2019). Estudos em paisagens ambientalmente complexas, embora sejam escassos,
apontam tal fator como um dos agentes capazes de moldar o fluxo génico e estruturacdo genética de
populacdes naturais (Sork et al., 1999; Turcheto et al., 2015; Maia et al., 2018; Cruzan & Hendrickson,
2020).
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O estado do Parand, regido sul brasileira, possui em seu territorio uma significativa diversidade

fitofisiondmica, consequéncia da acdo mutua de aspectos geogréaficos, geoldgicos, historicos e
climaticos (Labiak, 2014). Embora a Floresta Ombrofila Mista (FOM) ou “Floresta com Araucaria” -
devido ao predominio do pinheiro Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze (Araucariaceae) nesta
formacdo florestal - seja a principal formagdo vegetacional no estado, especificamente no Segundo
Planalto Paranaense ha uma ampla distribuicdo de campos naturais (Maack, 2002; Labiak, 2014). Esta
regido, informalmente denominada “Campos Gerais”, € formada por um complexo mosaico de campo e
floresta, com relictos de savana e campos rupestres (Cerrado; Veloso et al., 1991; Maack, 2002). Este
mosaico vegetacional é resultado de uma provavel formacdo de campos originais do Pleistoceno
(Behling, 1997; Maack, 2002). Entretanto, posteriores mudangas para um clima mais (mido
favoreceram a expansao de formagdes florestais em areas de solos mais profundos e proximos a corpos
d’agua (Behling, 1997; Maack, 2002), culminando no cenario paisagistico mais proximo do encontrado
atualmente. Este ambiente tdo heterogéneo configura um sistema Unico e de grande importancia na
investigacdo de como uma paisagem complexa pode afetar a distribui¢do de individuos vegetais e sua
interacdo com polinizadores, moldando os padrdes de dispersdo de pélen e, consequentemente, 0
sucesso reprodutivo e estruturacdo genética dessas espécies.

As formacgdes campestres paranaenses podem ser classificadas de acordo com as caracteristicas
de profundidade e drenagem do solo em campos secos ou Umidos (Moro & Carmo, 2007). Ainda, nos
campos secos ha um tipo de vegetacdo restrita a afloramentos rochosos, os refigios vegetacionais
rupicolas (sensu Moro & Carmo, 2007). Estes refugios representam um padrdo vegetacional muito
singular, detendo um consideravel nimero de espécies endémicas da regido (Moro & Carmo, 2007;
Maia & Goldenberg, 2014), fato que revela a importancia deste tipo de vegetacdo. Além disso, o
padrdo de distribuicdo restrito de algumas espécies faz deste sistema um excelente modelo para
investigar os processos que moldam a dindmica de dispersdo de sementes e polen dentro e entre
afloramentos. Podendo gerar impacto na diversidade e estruturacdo genética, considerando os padrdes
de distribuicdo dos individuos nestes refugios e reconhecendo possiveis barreiras naturais capazes de
influenciar no fluxo génico entre eles (e.g., Lousada et al., 2011), como matrizes florestais de FOM ou
savanas.

Taxons da familia Melastomataceae sdo notaveis modelos para testar hipoteses acerca do
impacto da paisagem e do padrdo de distribuicdo dos individuos na dispersdo e sucesso reprodutivo de
espécies ocorrentes em areas de campos rupestres. Embora seja uma familia megadiversa, constituida
por cerca de 5750 espécies em 177 géneros (Michelangeli et al., 2020), podemos destacar trés pontos

principais que justificam essa importancia: (i) sua ampla ocorréncia em campos rupestres da regiao

Inserido ao protocolo 17.678.020-7 por: Luan Salles Passos em: 25/05/2021 16:04.




subtropical da América do Sul (Romero & Martins, 2002; Faria et al., 2006; Santos et al., 2012); (ii) a

presenca de um sistema especializado de polinizacdo conservado na maioria das espécies (Renner,
1989), onde a dispersdo de polen se da quase obrigatoriamente por abelhas capazes de vibrar as anteras
para acessar 0 polen (buzz-pollination; Buchmann, 1983); e, (iii) pela existéncia de espécies com frutos
Secos que apresentam sementes sem adaptacOes para dispersdo a longas distancias, disseminadas por
vetores abidticos; e espécies de frutos bacaceos, principalmente da tribo Miconieae, dispersos por
animais (Brito et al., 2017).

De maneira geral, o entendimento dos fatores acima nos permite fazer inferéncias sobre a
historia de vida das espécies de Melastomataceae em areas campestres, e também compreender padrbes
e processos que influenciam especies com biologia semelhante. Ainda, a maioria dos estudos
envolvendo fluxo génico e estruturacdo genética trabalha com hipéteses a nivel interpopulacional ou de
espécie (Brito et al., 2016; Maia et al., 2017a), poucos trabalhos estudaram padrfes espacialmente
localizados. Essa lacuna pode negligenciar processos que ocorrem em escalas menores e/ou em
determinados ambientes de paisagens tdo peculiares como 0S campos rupestres no mosaico
vegetacional campo-florestal com relictos de Cerrado encontrados na regiéo subtropical da America do
Sul. Esse padréao vegetacional é capaz de gerar variacGes geograficas em microescala nos mais diversos
aspectos (e.g., fenologia, sistemas reprodutivos, interacdo com polinizadores), resultando em eventos

locais que podem culminar em linhagens microendémicas.

OBJETIVO DA TESE

O objetivo central desta tese é investigar como as caracteristicas da paisagem e dos padrdes de
distribuicdo dos individuos afetam, em microescala, a abundancia e comportamento de polinizadores, e
a dispersdao de polen e suas consequéncias (e.g., sucesso reprodutivo, estruturacdo genética, fluxo
génico, etc.) em taxons que ocorrem em paisagens fragmentadas com base no mosaico vegetacional
composto de campos naturais, campos rupestres, FOM, e savanas, em trés unidades de conservacao
(UC) do estado do Parand, a saber: Parque Estadual de Vila Velha (PVV), Parque Estadual do Guartela
(PEG) e Parque Estadual do Cerrado (PEC). Nosso intuito é extrapolar nossos resultados para espécies

endémicas com padrbes semelhantes de distribuicdo em areas similarmente complexas.

Objetivos especificos

Para respondermos nosso objetivo central, estabelecemos os seguintes objetivos especificos:
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1) Avaliar como a paisagem fragmentada e a distribui¢do dos individuos nas trés UC’s afetam a

abundéancia de polinizadores, e qual a consequéncia para 0 sucesso reprodutivo desses individuos,
utilizando como modelo espécies da familia Melastomataceae (Capitulo 1);

2) Compreender os padrdes de dispersdo de pdlen dentro e entre os afloramentos rochosos de
Pleroma hatschbachii (Wurdack) P. J. F. Guim. & Michelang., a partir de experimentos com tintura em
po fluorescente (material analogo ao pélen) e marcadores genéticos no PEG (Capitulo 2);

3) Investigar se a distancia entre individuos influencia no sucesso reprodutivo de espécies
densamente distribuidas em afloramentos rochosos e espécies com distribuicdo esparsa nos mosaicos
campo-floresta considerados (Capitulo 3).

Baseados em nossos objetivos, propusemos as seguintes hipdteses: (1) as formacGes florestais
dos mosaicos campo-floresta terdo dois papéis na dispersdo de pélen: i. apresentardo impacto positivo
(fonte de polinizadores) no numero de visitas de polinizadores nos individuos floridos do entorno; ii.
atuardo como barreira para dispersdo de pélen entre individuos separados por essas formagdes. Ainda,
espécies com dispersdo autocorica apresentardo maior densidade de individuos, portanto, também
apresentardo maior quantidade de visitas. (2) A dispersédo polinica dentro de um afloramento ser4 maior
que o esperado ao acaso, devido seguir a distribuicdo dos vizinhos mais préximos. Portanto,
encontraremos uma significativa estruturacdo genética espacial intrapopulacional, resultado do baixo
fluxo génico entre afloramentos devido a fragmentacdo natural do habitat de P. hatschbachii
(afloramentos rochosos). (3) Baseando-nos no modelo de isolamento pela distancia (Wright, 1951) e na
densidade de individuos, o efeito da distancia de cruzamento entre individuos sera maior entre as
espécies que apresentarem distribuicdo restrita aos afloramentos rochosos. Enquanto em espécies com

distribuicdo mais esparsa ndo havera efeito da distancia de cruzamento.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

Conduziremos nossos estudos em trés unidades de conservacdo distintas, todas situadas no
Segundo Planalto do estado do Parand, sdo elas: Parque Estadual de Vila Velha (PVV), Parque
Estadual do Guartela (PEG) e Parque estadual do Cerrado (PEC). O PVV esté localizado no municipio
de Ponta Grossa (25°12°34”S; 50°03°370) e apresenta uma area de 3803,3 ha (Silva, 2018).0 clima
do PVV ¢é o Cfb (temperado e Umido), conforme a classificacdo de Kdeppen, com meédia anual de
precipitacdo de 1554 mm, sendo janeiro o més mais chuvoso (Silva, 2018; Caramari, 2004). O PEG
esta situado no municipio de Tibagi, (24°34°10”S; 50°15°25”0), com uma area de aproximadamente

789,97 ha (Carmo & Assis, 2012). O PEG apresenta uma topografia muito variada, sendo que nas
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por¢Bes mais baixas, entre 800 — 900 m acima do nivel do mar, estd inserido o Rio lapd, um dos limites

da unidade; e, com as altitudes mais elevadas variando entre 1050 — 1150 m (Carmo & Assis, 2012). O
clima do PEG, de acordo com a classificacdo de Kdeppen, é o Cfa (subtropical, imido e quente) com
influéncia do Cfb (temperado e Umido), com ocorréncia de geadas durante o inverno (Maia &
Goldenberg, 2014). A média de precipitacdo mensal esta proxima dos 116,23 mm, sendo janeiro e
fevereiro considerados os meses mais chuvosos (Maia & Goldenberg, 2014). O PEC, por sua vez, esta
localizado no municipio de Jaguariaiva (24°16°00”S; 49°49°21”0), totalizando 426,62 ha de area
(Uhlmann et al., 1997). O clima da regido conforme a proposta de Kdeppen é o Cfb (temperado e
Umido), com altitude variando de 800 — 900 m acima do nivel de mar, sendo que o Rio Jaguariaiva esta
inserido em declives mais acentuados atingindo cerca de 750 m acima do nivel do mar (Uhlmann,
1995).

Devido a marcada variacdo na topografia, influéncias climaticas, propriedades edaficas, além
da historia da regido, ambas as UC’s apresentam uma notdria heterogeneidade vegetacional, formando
um ecotono entre Mata Atlantica e Cerrado, sendo o limite austral deste ultimo bioma (Veloso et al.,
1991; Maack, 2012; Labiak, 2014). A vegetacdo de Mata Atlantica tem influéncia de formacgdes
campestres e florestais, como FOM e elementos de Floresta Estacional Semidecidual (FES; ver Carmo

& Assis, 2012), formando um complexo mosaico campo/floresta com formagdes de campos rupestres.

Espécies Modelos

Para o Capitulo 1, as espécies serdo definidas conforme distribuicdo nas areas de pesquisa (em
torno de 4-5 espécies). Para esta escolha serdo definidos os seguintes critérios: espécie com reproducéo
reconhecidamente sexuada (ndo-apomiticas; veja Maia et al., 2016a) e que apresentem um ndmero
significativo de individuos nas areas de estudo. Além disso, selecionaremos espécies com diferentes
mecanismos de dispersdo de diasporos, ou seja, espécies com frutos secos (autocoria) e com frutos
carnosos (zoocoria).

No capitulo 2, trabalharemos com Pleroma hatschbachii (Wurdack) P. J. F. Guim. &
Michelang. (= Tibouchina hatschbachii Wurdack; ver Michelangeli et al., 2020). Uma espécie
arbustiva endémica do estado do Parana e sul de Sdo Paulo (Meyer et al., 2009). Esta espécie apresenta
distribuicdo local restrita a afloramentos rochosos (Meyer et al., 2009; Maia & Goldenberg, 2014). A
espécie é autocompativel e polinizada por abelhas de grande porte (e.g., abelhas do género Bombus;
Maia et al., 2018) capazes de vibrar as anteras para acessarem o polen de forma legitima (polinizacédo
vibratil ou buzz-pollination; Buchmann, 1983). Os frutos sdo secos do tipo capsula, que se abrem e

liberam milhares de sementes que, por sua vez, ndo apresentam adaptacOes para dispersdo a longa
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distancia (Maia et al., 2018). Tal caracteristica foi apontada como um dos principais fatores da elevada

estruturacdo genética entre as populacgdes da espécie (Maia et al., 2017).

A principio, para o Capitulo 3, além de P. hatschbachii, pre-selecionamos outras trés espécies,
Pleroma guartelaensis F. S. Mey & R. Goldenb., Chaetostoma armatum (Spreng.) Cogn. e Miconia
sellowiana Naudin. Pleroma guartelaensis é um arbusto com flores pentameras de pétalas roxas, possui
dez estames dimdrficos e frutos capsulares (Meyer & Goldenberg, 2014). Chaetostoma armatum é uma
espécie de subarbusto, de flores 4-5 meras de pétalas rosas (Silva et al., 2020). Miconia sellowiana ¢é
uma espécie de porte arbustivo a arbéreo, de flores pequenas, pentdmeras e diplostémones, e frutos
bacéceos (Goldenberg, 2004). Assim como P. hahtschbachii, C. armatum e M. sellowiana sdo
autocompativeis (Maia et al., 2016a). N&o ha até o presente momento dados sobre biologia reprodutiva
e polinizacdo para P. guartelaensis.

Coletaremos amostras de ramos férteis de todas as espécies para posterior prensagem e
herborizacdo dessas plantas (Mori et al., 1989), que serdo o material testemunho do desenvolvimento
de nosso projeto. Esses exemplares serdo entdo depositados no herbario do Departamento de Botanica
da Universidade Federal do Parana (UPCB).

Metodologia que contempla o Capitulo 1
Analise da paisagem

Avaliaremos o efeito da paisagem sobre a abundancia de polinizadores de espécies de
Melastomataceae através da definicdo das classes de ocupacédo vegetal na area de estudo, com base em
técnicas de classificacdo do uso do solo a partir dos complementos Semi-automatic Classification
Plugin (Congedo, 2016) e Thematic Raster Editor (Corredor, 2021) do software QGIS v3.14 Hannover
(QGIS Development Team, 2019). Com auxilio destes complementos, classificaremos o uso do solo
com definicdo de pixel de 1x1 m. A classificacdo serd realizada a partir de imagens do satélite
Copernicus Sentinel para os mesmos periodos de coleta dos dados, que possuem defini¢do de pixel de
10 x 10, disponiveis no catalogo do INPE (2020). Consideraremos dois niveis de influéncia da
paisagem: vegetacdo local (VL) e paisagem préxima (PP). Para VL serédo realizados recortes em raios
de até 150 m, para PP em raios de até 3000 m (Moreira et al., 2015), ambos a partir do ponto central
das unidades amostrais (individuos). Para os recortes de PP, sera calculado o Indice de Diversidade de
Shannon-Wiener para paisagem (SHDI). Esta métrica € baseada no célculo do somatoério da proporcéao
de cada classe multiplicado pelo logaritmo neperiano dessa proporcao. Assim, quanto mais diversa a
quantidade de tipos de vegetacdo e a area que ocupa na paisagem, maiores serdo 0s valores de

Shannon-Wiener (Moreira et al., 2015). Para PP, além de SHDI sera calculada a métrica de isolamento
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de fragmentos florestais e o percentual de cobertura florestal. O isolamento sera estimado a partir da

distancia euclidiana média do vizinho mais préximo (ENM_MN), que quantifica o isolamento dos
fragmentos a partir da distancia média entre os fragmentos mais préximos. O percentual de cobertura
(PLAND) florestal sera estimado a partir do percentual de ocupacao da classe dentro do raio. Todas as
métricas serdo calculadas a partir do complemento “landscapemetrics” (Hesselbarth et al., 2019).

Para testar a hipdtese do efeito da paisagem sobre o sucesso reprodutivo de Melastomataceae,
realizaremos uma selecdo de modelos lineares generalizados (GLM) uni e multivariados, onde a
variavel dependente (abundancia de polinizadores) sera modelada em fungdo das métricas de paisagem
(SHDI, ENM_MN e PLAND). A selecdo de modelos sera realizada através do critério de informacéo
de Akaike de segunda ordem (AICc). Além do melhor modelo, serdo considerados plausiveis 0s
modelos com AAICc < 2 e AICc superior a0 do modelo nulo (Burnham & Anderson, 2002). As
analises serdo realizadas através do pacote MuMIm (Barton, 2009) no ambiente R (R Core Team,
2020).

Densidade dos individuos e tipo de vegetacdo em que ocorrem

Com as espécies definidas, realizaremos um censo populacional dos individuos potencialmente
reprodutivos (i.e., ndo serdo amostradas plantulas e juvenis). Descreveremos os padrdes de distribuicdo
e densidade dos individuos, assim como a classe de ocupacéo vegetal onde se encontram através do
georreferenciamento com GPS de todos os individuos, e analises espaciais com o auxilio do software
QGIS v3.14 Hannover (QGIS Development Team, 2019) e o pacote dismo do ambiente R (R Core
Team, 2020). Durante a fenofase de floracdo, registraremos o numero de individuos floridos e a

quantidade de flor/individuo como possivel efeito no nimero de visitas.

Observacéo de polinizadores

Registraremos a guilda de visitantes florais para cada espécie selecionada por dois anos
consecutivos com a finalidade de relacionarmos os dados das anélises da paisagem com a quantidade
de visitas. Assim, sistematizaremos nossas observacdes da seguinte forma: os individuos identificados
serdo observados durante 30 minutos, ao fim deste periodo, passaremos a outro individuo da mesma
espécie, observando um total de n individuos por periodo de floracdo, sendo n o nimero de individuos
floridos observados por espécie. Registraremos a identidade do individuo visitado, a quantidade de
flores disponiveis aos visitantes, a riqueza e abundéncia de visitantes e o horario das visitas por dois
anos consecutivos. Consideraremos apenas as Visitas legitimas, ou seja, quando 0s visitantes tocarem

tanto 0 estigma quanto as anteras. As observagdes serdo realizadas durante o periodo especifico da
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antese das espécies selecionadas em dias ensolarados ou parcialmente nublados, sem precipitacao

(Silveira et al., 2002). Por fim, calcularemos a frequéncia de visita (em visitas.flor.h"t) para que
possamos comparar as diferencas no padrdo de visitas e associarmos as métricas de paisagem. Os
visitantes serdo coletados com uma rede entomoldgica e sacrificados em acetato de etila para futura
identificacdo por especialistas.

Sucesso reprodutivo

Avaliaremos 0 sucesso reprodutivo nas espécies selecionadas através da propor¢do de frutos
formados em um total de dez flores marcadas e disponiveis aos polinizadores em um unico individuo,
com réplicas em x individuos (a quantidade x podera variar de acordo com a espécie e a quantidade de
individuos floridos), e pela proporcdo de sementes formadas, baseados na média de évulos/flor na
populacdo de cada espécie. Estes dados seréo coletados por dois anos consecutivos, seguindo 0 mesmo

periodo da observacdo dos polinizadores (se¢do Observacéo de polinizadores).

Metodologia que contempla o Capitulo 2
Variabilidade e estruturacéo genética dentro e entre afloramentos

Para avaliacdo da variabilidade e estruturacdo genética de Pleroma hatschbachii dentro e entre
afloramentos, utilizaremos dados genéticos extraidos de oito locos microssatélites polimdrficos
especificos descritos por Maia et al. (2016b). O material genético foi extraido e genotipado a partir de
individuos adultos e progénies amostradas em trés afloramentos distintos no PEG no ano de 2017.
Estes dados compdem um conjunto do banco de dados de Maia e colaboradores (2017; dados nédo
publicados). Este banco foi produzido em parceria com a Dra. Viviane Silva-Pereira e o Dr. Renato
Goldenberg, ambos docentes do Departamento de Botanica da Universidade Federal do Parana (UFPR)
e que deverdo ser coautores deste capitulo. Os afloramentos estudados apresentam densidade de
individuos visualmente diferentes. O AR-1 é separado do AR-2 pelo Rio Tibagi, e do AR-3 por 430 m
de distancia em linha reta. Entre AR-1 e AR-3 ha uma malha de vegetacdo florestal separando estes
afloramentos. Para responder as questdes genéticas propostas, utilizaremos as matrizes de frequéncias
alélicas e genotipicas de cada loco para calcular os indices de diversidade genética. Estes indices serdo
calculados atraves dos pacotes diveRsity (Keenan et al., 2013), PopGenKit (Paquette, 2012) e poppr
(Kamvar et al., 2014) no ambiente R (R Core Team, 2020).

Para a analise de estrutura genética espacial em fina-escala, utilizaremos como base a estimativa
do coeficiente de parentesco entre pares de individuos (Fij; Loiselle et al., 1995), utilizando o software

SPAGeDi 1.5 (Hardy & Vekemans, 2002). Com os dados de georreferenciamento dos individuos em
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cada afloramento no ano de 2017, empregaremos as coordenadas (X, Y) para gerar uma matriz de

distancias geogréficas entre pares de individuos. As classes de distancias serdo definidas pelo
SPAGeDI. A estrutura genética espacial sera quantificada por meio do calculo de Sp (Vekemans &
Hardy, 2004).

Estimaremos a diferenciacdo genética populacional utilizando os valores de 6 como um
estimador do coeficiente de endogamia entre cada par de afloramentos (Fst; Weir & Cockerham,
1984). Os intervalos de confianga dessas estimativas serdo calculados com 10.000 reamostragens
bootstrap. As inferéncias de estrutura populacional, nimero de subpopulacBes geneticamente
homogéneas e atribui¢do dos individuos (Q) em cada cluster mais provavel serdo realizadas por meio
de uma abordagem bayesiana no software STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Selecionaremos
0S parametros previamente com base no conjunto de dados.

Avaliaremos se os afloramentos séo geneticamente diferenciados, devido a um isolamento por
distancia (Wright, 1965), através de analises realizadas a partir do nosso conjunto de dados com auxilio
dos pacotes geneland (Guillot et al., 2005) e dismo no ambiente R (R Core Team, 2020).

Dispersao de pdlen

A dispersdo de polen em P. hatschbachii no PEG sera estimada de maneira direta e indireta,
atraves de rotas de polinizadores e dispersao de tintura em pé fluorescente (material andlogo ao polen),
e dados moleculares, respectivamente. Destacamos que abordagem indireta sera baseada no ano de
2017, quando foram coletados os dados moleculares.

Para descrever a rota de polinizadores, utilizaremos apenas as abelhas classificadas como
polinizadoras por Maia et al. (2018). Para tanto, descreveremos os padrdes de distribuicdo dos
individuos conforme metodologia descrita em Densidade dos individuos e tipo de vegetacdo em que
ocorrem. Assim, observaremos um polinizador a partir de uma planta focal e sua rota em um unico
afloramento. Registraremos 0s seguintes parametros: espécie do polinizador, quantidade de flores
disponiveis e visitadas/individuo, quantidade de individuos visitados, quantidade de individuos
proximos nao visitados. Ainda, marcaremos 60 flores em cada afloramento (n=10 flores/individuo;
sendo trés individuos com distribuicdo na porcdo Norte e outros trés na porcdo Sul do afloramento) e
contaminaremos as anteras desses individuos com tintura em p6 fluorescente (material analogo ao
polen; Diniz et al., 2019) de cores diferentes entre os individuos e afloramentos para ser carreado por
polinizadores ao longo da antese. Esta abordagem nos ajudara a identificar, de maneira qualitativa, 0s

padrdes de dispersdo de pdlen dentro e entre afloramentos.
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A abordagem indireta seré realizada através da analise dos dados moleculares coletados (ver

Variabilidade e estruturacdo genética dentro e entre afloramentos). Realizaremos a andlise de
paternidade através do programa CERVUS 3 (Kalinowski et al., 2007). As analises terdo como base 0s
genotipos das matrizes, de suas progénies e demais individuos adultos reprodutivos da populacéo
(candidatos a doadores de polen). Definiremos os parametros do programa com base no conjunto de
dados. Nas simulagcfes de paternidade utilizaremos 10.000 repeticfes e 0s niveis de confianga restrito
de 99% e relaxado de 95%, para determinar o doador de pélen.

Por fim, utilizaremos métricas de analise de paisagem (ver metodologia em Analise da
paisagem), conciliando com marcadores moleculares, os quais seréo definidos posteriormente, ao longo

do desenvolvimento deste capitulo.

Metodologia que contempla o Capitulo 3
Densidade de individuos e biologia floral

Caracterizaremos a densidade de individuos floridos para todas as espéecies de acordo com a
metodologia descrita em Densidade dos individuos e tipo de vegetacdo em que ocorrem. Coletaremos
dados como a quantidade de individuos floridos, quantidade de flores/individuo e flores total durante o
periodo de floracdo. Ainda, obteremos dados de biologia floral como tempo de antese das flores de

ambas as especies e quantidade de 6vulos por flor.

Tratamentos de polinizagdes controladas

Para investigar o efeito da distdncia no sucesso reprodutivo de ambas as espécies,
delimitaremos diferentes afloramentos rochosos (minimo de quatro afloramentos) onde ocorram P.
hatschbachii e P. guartelaensis, e que apresentem diferentes distancias entre si. Enquanto para C.
armatum e M. sellowiana estabeleceremos classes de distancias entre individuos de acordo com o
censo populacional de ambas as espécies. Selecionaremos n individuos de cada espécie em cada
afloramento ou classe de distancia, sendo n o nimero de individuos floridos disponiveis, para
aplicarmos o0s seguintes tratamentos de polinizacdo controlada: autopolinizagdo manual (0 m);
polinizacdo com doador de pdlen no mesmo afloramento ou mesma classe de distancia; polinizacao
com doador de pélen do afloramento mais préximo ou classe de distancia mais proxima; polinizacédo
com distancia intermediaria ou classe de distancia intermediaria; polinizacdo com doador de pdlen do
afloramento mais distante ou classe de distancia distante; e, polinizacdo controle, onde as flores dos

individuos selecionados serdo marcadas e estardo sujeitas as condigdes naturais de polinizacdo. Para
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definir o sucesso reprodutivo de cada tratamento, avaliaremos a propor¢do de frutos e sementes
formadas.

Para avaliar se a proporcdo de frutos formados (vardveis-resposta) ajustaremos um modelo
linear generalizado, assumindo uma distribuicdo binomial (fruto formado ou ndo), usando a identidade
das plantas como fator aleatério. Para a quantidade de sementes formadas em resposta ao tratamento,
utilizaremos um modelo linear. Nossas andlises serdo realizadas no ambiente R, onde poderemos
utilizar os pacotes vegan (Oksanen et al., 2013), car (Fox & Weisberg, 2011), Ime4 (Bates et al., 2015)
e nlme (Pinheiro et al., 2016). Sempre que necessario, aplicaremos testes post-hoc (teste de Tukey,
assumindo a < 0,005) com corregdes de Bonferroni utilizando o pacote glhtno R (Hothorn et al.,
2016).

CUSTOS DO PROJETO E CRONOGRAMA

Tabela 1. Previsdo orgamentaria para o desenvolvimento do presente projeto.

Elemento de Despesa Valor Especifico (R$) Valor Geral (R$)

Combustivel e Pedagios 300,00 3000,00
Materiais 200,00 2000,00
TOTAL 500,00 5000,00
Nota: Valor especifico referente a uma expedicdo a campo.
Ano 1 Ano 2 Ano 3 Ano 4
Etapas
Sem.1 | Sem. 2 | Sem.3 | Sem. 4 | Sem.5 | Sem.6 | Sem. 7 | Sem. 8
Levantamento
Bibliografico
Realizacdo de
Disciplinas
Coleta de dados
em Campo

Atividades em
Laboratério
Andlise dos

Dados
Escrita da
Tese
Defesa da
Tese
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