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Figura 1. (A) Padrao de producdo de flores e nimero de individuos floridos em uma
populacdo de Ameroglossum pernambucense, localizada na Pedra do Guariba
(municipio de Agrestina, PE, Brasil), e de quatro varidaveis ambientais, em intervalos de
7 a 10 dias, entre os anos de 2008 e 2010. As variaveis ambientais apresentadas sdo: (B)
radiagdo solar acumulada (radsol) e precipitacdo (prec); (C) variagdo do comprimento
do dia (A durdia) e do horario de ocaso (A ocaso). Para explicar o nimero de flores
produzidas, o melhor modelo encontrado por regressdo stepwise (F3.51=37,46,75; R?
ajustado=0,69; p<0,0001) incluiu as variaveis 4 ocaso (p<0,0001), durdia (p=0,002) e
prec (p=0,17). O melhor modelo para explicar o nimero de individuos em flor
(F2:52=33,99; R? ajustado=0,57; p<0,0001), por outro lado, incluiu apenas as variaveis A
ocaso (p<0,0001) e radsol (p=0,14). Notar (faixas verticais) a relacdo entre a variacao
acentuada do horario de ocaso, apds o equindcio de margo ¢ o padrdo de floragdo da
populacdo, assim como a ocorréncia do pico da floracdo sempre quatro meses apos o
equinocio de marco. Setas indicam a estagdo seca. Para atender aos pressupostos da
regressao linear multipla, as varidveis resposta (numero de flores e individuos floridos)

foram transformados por raiz quadrada.

Figura 2. Valores observados versus valores esperados para os melhores modelos
encontrados por duas regressdes lineares multiplas stepwise para explicar a quantidade
de flores produzidas (Fs.5;=37,46,75; R? ajustado=0,69; p<0,0001; A) e o nimero de
individuos em flor (F»:5,=33,99; R? ajustado=0,57; p<0,0001; B) ao longo das floragdes
de uma populacdo de Ameroglossum pernambucense no inselberg Pedra do Guariba
entre os anos de 2008 e 2010. As variaveis explicativas utilizadas nos modelos foram:
radiacdo solar acumulada (radsol), precipitacdo (prec), variacdo do comprimento do dia
(A durdia) e do horario de ocaso (A ocaso). As observagdes ocorreram em intervalos de
7 a 10 dias e os valores das varidveis respostas foram transformados por raiz quadrada

para atender aos pressupostos de regressoes lineares multiplas.

Figura 3. (A) Flor omitofila de Ameroglossum pernambucense; (B) desenho

esquematico em corte longitudinal da flor.



Figura 4. Beija-flores polinizando Ameroglossum pernambucense na populacdo Pedra
do Guariba, Nordeste do Brasil. (A) Amazilia fimbriata (Gmelin,1788), principal
polinizador e (B) Phaethornis pretrei (Lesson & Delattre, 1839). Notar contato da

cabeca (A) e bico (B) dos beija-flores com as estruturas reprodutivas.

Figura 5. Padrido de produgdo de néctar (concentragdo e volume) de Ameroglossum
pernambucense da populacdo do inselberg Lajedo do Boi, Nordeste do Brasil. A
concentracdo de néctar variou de maneira significativa ao longo da antese (g.l.=7;
F=5,79, p=0,0002), sendo mais baixa no inicio (6h do primeiro dia), mais alta ao final
(14h do terceiro dia) e estavel no intervalo compreendido entre esses dois momentos da
antese. A variagdo do volume de néctar revelou uma tendéncia de produgdo de néctar
durante os dois primeiros dias da antese com interrupgdes noturnas dessa producdo.
Entretanto, apesar do volume ter variado significativamente ao longo da antese (g.1.=7;
F=2,78; p=0,02), estatisticamente a produgdo de néctar até¢ o segundo dia s6 pode ser
evidenciada pelas diferencas significativas entre o volume do inicio da antese e das 14h
do segundo dia (p=0,001). A interrupgdo noturna dessa producdo, por sua vez, so6 foi
evidenciada para a primeira noite, onde houve diferencas significativas entre o volume
das 6 e 22h do primeiro dia (p=0,049), mas ndo entre o volume das 6h do primeiro e

segundo dias (p=0,13). As barras de erro representam o desvio padrao das médias.

Figura 6. Padrio de secre¢do de néctar em mg de agucares/flor ao longo da antese, na
populacdo do inselberg Lajedo do Boi, Nordeste do Brasil. Observa-se uma tendéncia
de aumento na produgdo de néctar durante os dois primeiros dias da antese, havendo
interrupgdo dessa producdo durante as duas noites. Entretanto, apesar da deteccio de
diferengas significativas (g.1.=7; F=3,08; p=0,01), a quantidade de néctar secretada no
inicio da antese s diferiu estatisticamente dos horarios posteriores as 6h do segundo dia
(p=0,001), Embora também tenha havido diferengas significativas entre as 14h do
primeiro dia e 6h do terceiro (p=0,009), a quantidade de néctar ndo variou das 14 as 22h
do segundo dia (p=0,06), o que pode indicar uma interrup¢do da produgdo de néctar

também na segunda noite. As barras de erro representam o desvio padrao das médias.



Figura 7. Propor¢do de frutos formados (%) entre os diferentes tratamentos
reprodutivos realizados nos individuos de Ameroglossum pernambucense das
populacdes Pedra do Guariba e Lajedo do Boi, localizadas no Nordeste do Brasil. A
auséncia de diferencas significativas entre a quantidade de frutos formados nos
diferentes tratamentos (g.l.=5; x2=9,4; p=0,14) revelou que A. pernambucense é uma
espécie autocompativel e com capacidade de formar frutos espontaneamente.
C=controle; EP=eficiéncia de polinizador; X=xenogamia intra-populacional; XI=
xenogamia inter-populacional; AE= autopolinizagdo espontanea; AG=autogamia;

GEIT=geitonogamia.

Figura 8. Peso dos frutos maduros coletados apos diferentes experimentos de
polinizagdes controladas realizados em individuos de Ameroglossum pernambucense
nas populacdes dos inselbergs Pedra do Guariba e Lajedo do Boi, localizadas no
Nordeste do Brasil. O peso dos frutos de autogamia espontanea foi significativamente
inferior (g.1.=5; F=3,07; p=0,01) ao dos frutos dos demais tratamentos, os quais ndo
variaram significativamente entre si. C=controle; EP=eficiéncia de polinizador;
X=xenogamia intra-populacional; XI= xenogamia inter-populacional; AE= autogamia
espontanea; AG=autogamia. A linha tracejada no interior das caixas representa as
médias e as linhas continuas as medianas. A margem inferior das caixas representam o
25° percentil, as superiores o 75° e as barras de erro inferiores e superiores o 10° e 90°

percentil, respectivamente.

Figura 9. Numero de sementes formadas por fruto apds diferentes experimentos de
polinizagdes controladas realizados em individuos de Ameroglossum pernambucense
nas populacdes dos inselbergs Pedra do Guariba e Lajedo do Boi, localizadas no
Nordeste do Brasil. O numero de sementes formadas por autogamia espontanea foi
significativamente inferior ao dos demais tratamentos (g.1.=5; F=3,07; p=0,01), que, por
sua vez ndo diferiram entre si significativamente entre si. C=controle; EP=eficiéncia de
polinizador; X=xenogamia intra-populacional; XI= xenogamia inter-populacional; AE=
autogamia espontanea; AG=autogamia. A linha tracejada no interior das caixas
representa as médias e as linhas continuas as medianas. A margem inferior das caixas
representam o 25° percentil, as superiores o 75° e as barras de erro inferiores e

superiores o 10° e 90° percentil, respectivamente.



Figura 10. Peso das sementes formadas apds diferentes experimentos de polinizagdes
controladas realizados em individuos de Ameroglossum pernambucense nas populagdes
dos inselbergs da Pedra do Guariba e Lajedo do Boi, localizadas no Nordeste do Brasil.
Nao foram encontradas diferengas significativas entre a raiz quadrada do peso das
sementes produzidas pelos diferentes tipos de polinizacdo (g.1.=5; F=2,02; p=0,08)
C=controle; EP=eficiéncia de polinizador; X=xenogamia intra-populacional; XI=
xenogamia inter-populacional; AE= autogamia espontanea; AG=autogamia. A linha
tracejada no interior das caixas representa as médias e as linhas continuas as medianas.
A margem inferior das caixas representam o 25° percentil, as superiores o 75° e as

barras de erro inferiores e superiores o 10° e 90° percentil, respectivamente.

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Sincronia de floragdo - S;, indice de Freitas & Bolmgren (2008) e Z, indice de
Augspurger (1983) —e comparagdo entre as datas dos picos de floragcdo das populagdes
de Ameroglossum pernambucense da Pedra do Guariba (PG) e do Lajedo do Boi com os
dias dos equinocios de margo (equi) entre os anos de 2008 e 2010. Notar que os picos
ocorreram muito proximos a um intervalo preciso de quatro meses apos os (fonte:

Observatorio Real de Greenwich).

Tabela 2. Médias e desvios-padrao (entre parénteses) do volume (vol.), percentual de
concentracdo (conc.) e miligramas (mg) de agucares no néctar de flores de
Ameroglossum pernambucense que sofreram entre uma e oito remogoes de néctar ao
longo da antese. Nao foram detectadas diferencas significativas nem no volume (g.1.=7;
F=0,85; p=0,55), nem na massa de acucares (g.1.=7; F=0,59; p=0,0,76) totais das flores
submetidas a diferentes quantidades de remocdes de néctar. A auséncia de desvios-
padrdo no ultimo horario de remocdo do primeiro grupo se deveu a persisténcia de
apenas uma flor até este horario de retirada. A auséncia de dados, no grupo 3 a partir
das 6h do 3° dia também se deveu a senescéncia natural das flores desse grupo antes dos
ultimos horarios de remog¢do. As analises ocorreram na populagdo do afloramento

granitico Lajedo do Boi, municipio de Agrestina, Pernambuco - Brasil.
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1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1. AFLORAMENTOS GRANITICOS

1.1.1. Caracteristicas gerais

Os afloramentos graniticos sdo formagdes antigas com ca. de 50 milhdes de
anos, que estdo dispersos em diferentes paisagens do globo (Porembski et al., 1997).
Dependendo de sua forma, os mesmos podem receber diversas denominacdes, dentre
elas, inselbergs (Porembski et al., 1997; Porembski 2007a; Michael et al., 2010). O
isolamento espacial, somado a altas temperaturas e solos rasos ou ausentes, que tém
baixa capacidade de reter 4gua, sdo caracteristicas que diferenciam os afloramentos
graniticos das matrizes que os entornam e os fazem ser categorizados como ilhas
xéricas. Devido a essas caracteristicas particulares, a vegetagdo encontrada nesses
ambientes ¢ predominantemente xérica, além de ocorrerem inimeros taxons exclusivos
(Biendinger et al., 2000; Michael et al., 2010; Porembski, 2007a; Porembski et al.,
1997; Szarzynski, 2000; Wyatt, 1997).

Por serem “ilhas terrestres” e com fronteiras bem delimitadas, as popula¢des de
plantas vasculares exclusivas de afloramentos graniticos tendem a ter o seu tamanho
limitado pela area do afloramento e, portanto, possuem o tamanho geralmente reduzido
(Barbara et al., 2007; Porembski, 2007a; Wyatt, 1997). Varios trabalhos t€ém relatado
altos niveis de diferenciagdo genética para populacdes de plantas exclusivas de
inselbergs, os quais sdo principalmente atribuidos ao isolamento espacial, ao reduzido
tamanho efetivo dessas populagdes (N.), a baixa capacidade dos polinizadores
promoverem fluxo polinico interpopulacional e ao nivel de autogamia de cada espécie

(Barbara et al., 2007, 2009; Durka et al., 2004; Palma-Silva et al., 2011; Wyatt, 1997).

1.2. Aspectos reprodutivos de plantas rupicolas e de ambientes insulares

Devido a pouca disponibilidade hidrica dos afloramentos graniticos € o seu
isolamento espacial, acredita-se que determinadas estratégias reprodutivas nesse

ambiente sejam mais favoraveis do que outras (Biendinger et al., 2000; Wyatt, 1997). A
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auto-compatibilidade ¢ frequente, sendo sua ocorréncia atribuida a (1) facilidade de
colonizac¢do de ambientes insulares, (2) garantia reprodutiva em populacdes pequenas e
pouco atrativas para polinizadores, (3) escape a competi¢cdo por polinizadores e (4)
manuten¢do de gendtipos adaptados as condigdes de estresse dos afloramentos (Baker,
1955; Lohne et al., 2004; Wendt et al., 2001, 2002; Woitke, 2006; Wyatt, 1997).
Entretanto, apesar de varias espécies exclusivas desses ambientes apresentarem altos
niveis de autocompatibilidade, refletido pela semelhanca no numero de frutos e
sementes formados por autofecundacdo e xenogamia, atributos alégamos também
ocorrem nessas espécies, sugerindo o favorecimento de um sistema reprodutivo misto
(Lohne et al., 2004; Wendt et al., 2001, 2002; Wyatt, 1983). A autocompatibilidade ¢é
também uma caracteristica compartilhada por espécies rupicolas de distribuigdo restrita
(Wendt et al., 2001; 2002). Sistemas autocompativeis parecem ter relacdo com espécies
de distribuicdo restrita, pois reduzem a variabilidade genética e, consequentemente, a
amplitude de nicho de uma espécie, limitando assim, sua capacidade de ocupar novas
areas (Lowry & Lester, 2006). A autocompatibilidade pode ser também resultado de
eventos de dispersdo e fragmentagdo, comuns em plantas raras que exigem habitats
especificos (Wendt et al., 2002). Plantas rupicolas que possuem baixa capacidade de
dispersdo, como Arenaria spp. (Caryophillaceae) devem levar até milhdes de anos para
que suas sementes alcancem novos afloramentos (Wyatt, 1984). Dessa maneira, a
autocompatibilidade pode facilitar a colonizacdo a partir de uma ou poucas sementes,
por autogamia ou geitonogamia, em ambientes insulares (Baker, 1955; Wyatt, 1997;

Anderson ef al., 2001; Bernadello et al., 2004; Lohne et al., 2004).

1.3. Ameroglossum pernambucense, DISTRIBUICAO E STATUS DE CONSERVACAO

Ameroglossum ¢ um género monotipico cuja Unica espécie, A. pernambucense
Eb Fischer, S. Vogel & A. Lopes (Scrophulariaceae), ¢ endémica dos afloramentos
graniticos da Caatinga e dos brejos de altitude (Fischer et al. 1999; Giulietti et al., 2004)
- enclaves de floresta Atlantica inseridos no dominio das caatingas (Andrade-Lima,
1960). Na literatura ha registro de populacdes conhecidas apenas para os estados de
Pernambuco e Paraiba (Fischer et al., 1999; Giulietti et al., 2004; Porto et al., 2008;
Souza & Giulietti, 2009). Essa planta ¢ um arbusto perene que compde a vegetagdo
xérica dos inselbergs em que ocorre e cuja sindrome de polinizagdo é a ornitofila

12



(Fischer et al., 1999). Ameroglossum pernambucense foi classificada como espécie
vulneravel a extingdo pela Fundacdo Biodiversitas (2005) e encontra-se incluida na lista
do Governo Brasileiro de espécies com deficiéncia de informagdes e cujos estudos
cientificos para avaliagdo do seu status de conservacao sdo prioritarios (MMA, 2008).
Os afloramentos graniticos estdo suscetiveis a diferentes pressdes antropicas, tais
como: mineragdo, pisoteio e pastagem por rebanhos, queimadas, coleta de espécies
ornamentais, turismo e atividades recreativas (ex. escaladas e esportes automobilisticos)
(Porembski 2007b; Michael et al. 2010). Porembski (2007b) afirmou que em regides
tropicais as consequéncias desses impactos ¢ a extingdo das espécies exclusivas dos
afloramentos graniticos, as quais sdo substituidas por espécies ruderais. No Nordeste do
Brasil, os afloramentos graniticos também se encontram expostos as pressdes acima
citadas (Pitrez, 2006; observacdo pessoal), ndo havendo legislacdo especifica que

assegure a conservacao desses ambientes no Brasil (Meirelles ef al., 1999).

1.4. IMPLICACOES CONSERVACIONISTAS DO CONHECIMENTO DA ECOLOGIA

REPRODUTIVA DE PLANTAS AMEACADAS DE EXTINCAO

1.4.1. Implicacdes gerais

No atual cenario de acelerada perda de areas naturais, as espécies de distribuigao
restrita e habitat especifico sdo apontadas como mais vulneraveis a extin¢cdo quando
comparadas as espécies amplamente distribuidas (Kruckeberg & Rabinowitz, 1985).
Nesse sentido, diversos autores tém buscado compreender como a historia de vida e os
atributos ecoldgicos explicam a especificidade de habitat e distribui¢do restrita das
espécies endémicas (Bevill & Louda, 1999; Broennimann et al., 2005; Murray et al.,
2002). Embora a ecologia reprodutiva muitas vezes ndo explique a raridade de uma
planta (Murray et al., 2002), a fenologia reprodutiva, as interagdes com os polinizadores
e o sistema reprodutivo podem estar relacionados a sua distribuicdo e vulnerabilidade
(Torres et al., 2002; Murray et al., 2002; Parmentier et al., 2005; Lowry & Lester, 2006;
Copete et al., 2008). Além disso, conhecer os aspectos reprodutivos de uma espécie
pode auxiliar a compreender os fatores que afetam a capacidade reprodutiva de uma

populacdo e, consequentemente, sua manuten¢ao ou regeneragdo. Portanto, informacdes
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da ecologia reprodutiva sdo importantes para a reintroducdo e manejo de espécies

endémicas e ameagadas (Bawa, 1990; Bernardello et al., 2004; Rodriguez-Pérez, 2005).

1.4.2. Fenologia da floracao

A duracdo dos eventos de floragdo, assim como sua intensidade, sdo fatores
importantes para atragdo dos polinizadores e para a producao de sementes (Augspurger,
1983; Murray et al., 2002; Torres et al., 2002; Copete et al., 2008). Além do padrdo de
floracdo, a sincronia em que os individuos de uma populacdo ou de populagdes
adjacentes florescem determinam a quantidade de flores disponiveis aos polinizadores
em um determinado tempo e espago. Dessa maneira, quanto maior a sincronia maior a
atracdo dos polinizadores e as possibilidades de cruzamentos interindividuais,
garantindo maior fluxo génico (Bawa et al., 1990; Gentry, 1974; Kameyama & Kudo,
2009). Entretanto, para florescerem sincronicamente, as plantas devem responder a
estimulos ambientais que desencadeiem processos fisiologicos que culminem na
floragdo. Arvores de florestas umidas da Amazonia, em que hd pouca sazonalidade e
que o comprimento do dia ndo varia ao longo do ano devido a baixa latitude, parecem
ter sua floracdo induzida pelas acentuadas variagdes no horario de alvorada ou ocaso
que antecedem os equindcios de verdo e inverno (Borchert et al, 2005). Além da
regulacdo fotoperiddica, a precipitagdo, a temperatura e a intensidade da radiagdo solar
podem ser também fatores determinantes para induzir a floracdo de plantas tropicais
(Giinter et al., 2008; Haugassen & Peres, 2005; Yeang, 2007; van Schaik et al., 1993).
Outros autores, no entanto, argumentam que em regides tropicais a floragdo ¢ uma
reposta a varios estimulos ambientais, e ndo a apenas um (Giinter et al., 2008; van
Schaik et al,, 1993). Por exemplo, Giinter et al. (2008), comparando o padrdo
fenologico de arvores ocorrentes em uma area umida e outra sazonal, tiveram
evidéncias de que a florag@o era induzida por controle fotoperiddico, radiagio solar e

precipitagdo.
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1.4.3. Caracteristicas do néctar e sua producao: especializacio floral aos beija-

flores

O néctar € o principal recurso floral de plantas polinizadas por animais, estando
associado a atracdo de polinizadores e consequente sucesso reprodutivo das plantas
(Galetto & Bernardello, 2004; McDade & Weeks, 2004a). As flores adaptadas a
polinizag@o por beija-flores, geralmente possuem quantidades copiosas de néctar com
concentracdes de agucares que variam dos 15 aos 30% (McDade & Weeks, 2004a). A
disponibilidade de néctar nas flores determina o padrdo de forrageio dos beija-flores
(Feinsinger, 1976; Feinsinger & Colwell, 1978; Macdade & Weeks, 2004ab). Dessa
maneira, flores especializadas em beija-flores devem manter o néctar em quantidade e
qualidade suficientes para garantir o interesse dos beija-flores pelas flores (Feinsinger,
1976; Feinsinger & Colwell, 1978).

Além do volume e concentragdo de aglicares no néctar, a duracdo de sua
producdo também deve influenciar o niumero de visitas que uma flor vai receber. Dessa
maneira, flores que produzem néctar ao longo de toda a antese e que ndo cessam sua
produgdo apds a visita de um polinizador, devem receber maior nimero de visitas
(Feinsinger, 1976; Freitas & Sazima2001; Kato & Sakai, 2008). A densidade de flores
disponiveis também influéncia a quantidade de néctar disponivel e interfere no padrao
de forrageio dos beija-flores. Flores com grandes quantidades de néctar em altas
densidades estimulam a demarcagdo de territorios por determinados beija-flores, que
impedem ou reduzem as visitas de outros beija-flores, interferindo, portanto, no fluxo
polinico (Feinsinger, 1976; Feinsinger & Colwell, 1978; Freitas & Sazima, 2001;
Garrison & Gass, 1999).

1.4.4. Sistema reprodutivo e limitacdo polinica

O sistema reprodutivo de uma planta influencia diretamente a variabilidade
genética de suas populagdes, bem como o nivel de dependéncia dos polinizadores para a
producdo de sementes (Barret, 1998; Good-Avila et al.,2001; Moeller, 2006). Embora
um sistema autoincompativel obrigue a formagao de sementes apenas por xenogamia, o
que assegura maior potencial adaptativo por aumentar a variabilidade genética de uma
populacdo, espécies autocompativeis sdo comuns entre as angiospermas (Barret, 1998;
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Schemske & Lande, 1985; Stebbins, 1957). Afirma-se que esse sistema reprodutivo
pode ser vantajoso por permitir a coloniza¢do de areas distantes sem necessitar a
presenga de parceiros sexuais nessas novas areas (Anderson et al., 2001; Baker, 1955;
Bernadello et al., 2004; Lohne et al, 2004; Wyatt, 1997). Além disso, sistemas
autogamicos garantem a formagdo de sementes quando os polinizadores estdo escassos
ou ausentes (Kalisz et al., 2004; Kalisz & Vogler, 2003). Entretanto, esse sistema reduz
a variabilidade genética das plantas, diminuindo assim sua adaptabilidade as varia¢des
ambientais (Dudash, 1990; Lowry & Lester, 2006). Uma terceira alternativa reprodutiva
as duas anteriores € o sistema reprodutivo misto, que favorece a alogamia, mas garante a
producdo de sementes quando os polinizadores estdo ausentes (Goodwillie et al., 2005;
Kalisz et al., 2004).

Uma vez que as plantas podem apresentar diferentes estratégias reprodutivas,
que devem estar associadas aos habitats que ocupam, perturbagdes ambientais devem
alterar a dindmica reprodutiva das populacdes (Kearns et al., 1998; Knight et al., 2005).
Por exemplo, a fragmentacao de habitat pode reduzir a disponibilidade de polinizadores
e resultar em limitag@o polinica (Becker ef al., 2011; Knight et al., 2005; Neel, 2002).
Além disso, populagdes pequenas e isoladas sdo, geralmente, pouco atrativas aos
polinizadores. Portanto, espécies que se distribuem em pequenas manchas ou tiveram
habitat reduzido por acdo antrdpica estdo mais vulneraveis a extingdo devido a
endogamia, deriva genética e limitacdo de polinizadores (Ellstrand and Elam, 1993;
Kearns et al., 1998; Neel, 2002). Dessa maneira, avaliar o sistema reprodutivo dessas
espécies e verificar se as mesmas estdo sofrendo algum constrangimento reprodutivo,
permite avaliar se suas populacdes estdo sendo afetadas nesta fase do ciclo de vida
(Bawa, 1990; Becker et al., 2011, Bernardello et al., 2004; Rodriguez-Pérez, 2005;
Philipp and Nielsen, 2010).
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LISTA DE ABREVIACOES

PG = Pedra do Guariba

LB = Lajedo do Boi

LAMEPE/ITEP = Laboratério de Meteorologia de Pernambuco/Instituto de Tecnologia
de Pernambuco

Radsol = radiacdo solar acumulada

Prec = precipitagao

Adurdia = variagdo do comprimento do dia

Aocaso = variacdo do horario de ocaso

X = xenogamia

AG = autogamia

CPTEC = Centro de Previsdo do Tempo e Estudos Climaticos
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1. INTRODUCAO

Espécies cujas populagdes sdo pequenas (<100 individuos) e isoladas, em razdo
de fragmentacdo natural ou de origem antropica, tendem a ter maior vulnerabilidade a
extingdo devido a erosdo genética decorrente de endogamia, deriva genética ou reducdo
de fluxo génico por limitagdo de polinizadores (Becker et al, 2011, Cruzan, 2001;
Ellstrand and Elam, 1993; Kearns ef al., 1998; Kruckeberg and Rabinowitz, 1985).
Nesse contexto, o conhecimento da ecologia reprodutiva das espécies endémicas e
ameacgadas, cujas populacdes sZo reduzidas e fragmentadas, ¢ fundamental para
compreender os mecanismos envolvidos na geragdo do produto final da polinizagdo, as
sementes, e quais fatores podem afetar este processo (Bawa, 1990; Becker et al., 2011,
Bernardello et al., 2004; Philipp and Nielsen, 2010; Zhang et al., 2011).

Os afloramentos graniticos, que a depender da forma, podem receber diferentes
denominacgdes, dentre elas inselberg, sdo ambientes que se encontram isolados em
diferentes paisagens do globo e abrigam um grande numero de espécies endémicas
(Porembski et al., 1997; Porembski 2007a; Michael et al., 2010). As populagdes de
plantas exclusivas dos afloramentos graniticos sdo isoladas espacialmente, de maneira
analoga as populacdes de ilhas oceanicas (Porembski, 2007a; Wyatt, 1997). Além disso,
por terem suas fronteiras extremamente bem delimitadas pela matriz, suas populagdes,
além de isoladas, tendem a ser pequenas (Barbara et al, 2007). Os afloramentos
graniticos estdo suscetiveis a diferentes pressdes antropicas, tais como: mineracao,
pisoteio e pastagem por rebanhos, queimadas, coleta de espécies ornamentais, turismo e
atividades recreativas (ex. escaladas e esportes automobilisticos) (Porembski 2007b;
Michael et al. 2010). Porembski (2007b) afirmou que em regides tropicais as
consequéncias desses impactos sdo a extin¢do das espécies exclusivas dos afloramentos
graniticos, as quais sdo substituidas por espécies ruderais. No Nordeste do Brasil, os
afloramentos graniticos também se encontram expostos as pressdes acima citadas
(Pitrez, 2006; observagdo pessoal), ndo havendo legislacdo brasileira especifica que
assegure a conservacao desses ambientes (Meirelles ef al., 1999).

Ameroglossum  pernambucense Eb  Fischer, S. Vogel& A. Lopes
(Scrophulariaceae) ¢ um arbusto ornitofilo e endémico dos afloramentos graniticos
inseridos na Caatinga — Grande Area Natural (Mittermeier et al., 2003) - e nos brejos de
altitude (Fischer et al. 1999; Giulietti et al., 2004), enclaves de floresta Atlantica — hot
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spot mundial (Myers et al., 2000) - inseridos no dominio das Caatingas (Andrade-Lima,
1960). Na literatura ha registro de populacdes conhecidas apenas para os estados de
Pernambuco ¢ Paraiba (Fischer et al., 1999; Giulietti et al., 2004; Porto et al., 2008;
Souza and Giulietti, 2009), entretanto, populagdes ja foram localizadas no estado do Rio
Grande do Norte ¢ Alagoas (observagdo pessoal). Embora A. pernambucense esteja
incluida em Scrophulariaceae, familia cuja filogenia controversa resultou na
transferéncia da maioria dos seus géneros para Plantaginaceae, Orobanchaceae,
Calceolariaceae e Linderniaceae (Souza and Lorenzi, 2008), Souza & Giulietti (2009)
afirmaram que esta espécie estd proximamente relacionada a Penstemon e Russelia,
géneros atualmente incluidos em Plantaginaceae (Stevens, 2001 onwards). A maioria
das populagdes dessa espécie ocorre em locais superiores aos 500 m de altitude e o
numero de individuos em cada afloramento pode variar de um a poucas centenas
(observagdo pessoal). Em 2005, A. pernambucense foi incluida na categoria vulneravel
a extingdo, junto a mais 1494 espécies vegetais, na Lista da Flora Brasileira Ameagada
de Extincdo Segundo Avaliacdo no Workshop da Fundagdo Biodiversitas (2005), que
seguiu os critérios da IUCN (2001), e foi solicitada pelo Ministério do Meio Ambiente
para gerar a Lista Oficial de Espécies Ameacadas da Flora Brasileira (MMA 2008).
Entretanto, sem ter sido claramente justificado pelo MMA (Biodiversitas, 2009), A.
pernambucense ¢ mais 1023 espécies, classificadas em alguma categoria de ameaca
foram incluidas apenas na Lista de Espécies da Flora Brasileira com Deficiéncia de
Dados, lista oficial do Governo Federal que discrimina espécies consideradas
prioritarias para pesquisas cientificas que visem avaliar seu status de conservacdo, mas
que ndo sdo legalmente protegidas (MMA 2008). Caso semelhante foi recentemente
relatado por Versieux (2011) para Vriesea minarum L.B. Sm., Bromeliaceae exclusiva
do Quadrilatero Ferrifero de Minas Gerais.

Uma vez que populagdes pequenas e isoladas sdo mais suscetiveis a graves
perdas de variabilidade genética e que o conhecimento da ecologia reprodutiva de
espécies endémicas e ameagadas permite a predi¢do de eventos que possam limitar sua
reproducao (Bernardello et al., 2004; Cruzan, 2001; Ellstrand and Elam, 1993; Kearns
et al., 1998; Klank et al., 2010; Kruckeberg and Rabinowitz, 1985; Liao and Reed,
2009; Meredith et al., 2011; Philipp and Nielsen, 2010; Willie and Méittanen, 2011),
este trabalho teve como objetivos verificar quatro fatores reprodutivos (fenologia e
sincronia da floragdo, oferta de néctar aos polinizadores e sistema reprodutivo) com
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importante papel sobre o fluxo génico e sucesso reprodutivo de populagdes de
angiospermas (Bawa et al., 1990; Becker et al., 2011, Tschapka and Helversen, 2007;
Kameyama and Kudo, 2009; Torres et al., 2002; Sun et al., 2010). Além disso, também
se avaliou a presenga e o comportamento de forrageio dos polinizadores e se havia

limitacdo reprodutiva em duas populagdes de A. pernambucense.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Locais de estudo

O presente estudo foi realizado em duas populacdes, distantes ca. de 12 km,
ocorrentes em dois afloramentos graniticos pertencentes ao Municipio de Agrestina,
Centro-Oeste de Pernambuco, Nordeste do Brasil. Um dos afloramentos, Pedra do
Guariba (PG) - 08°22°57,8” S; 35°59'40,5" O, alt. 677 m -, estd localizado em um brejo
de altitude (floresta Atlantica) e o outro, conhecido como Lajedo do Boi (LB) -
08°28'07,6" S; 35° 55' 05,6" O, alt. 443 m -, em area de Caatinga. Em ambas as
populacdes os individuos de A. pernambucense vegetavam no solo acumulado em
pequenas depressdes ou frestas da rocha. Na populagdo PG, o niimero de individuos
férteis era ca. de 40 e estavam concentrados na porcdo sul do afloramento. Na
populacdo LB havia ca. de 70 individuos férteis, os quais estavam distribuidos mais
homogeneamente ao longo da rocha. A precipitacdo média anual da regido em que as
populacdes estdo localizadas é de aproximadamente 670 mm, sendo o periodo de maior

precipitagdo entre os meses de marco e julho (fonte: LAMEPE/ITEP).

2.2. Fenologia da floracao

Os eventos de floracdo da populacdo PG foram acompanhados entre os anos de
2008 e 2010 e os da populagdo LB apenas em 2010. Em ambas as populagdes o
acompanhamento fenoldgico consistiu na contagem, em intervalos de 7 a 10 dias, das
flores de todos os individuos férteis encontrados durante todo o periodo da floragdo

(exceto na populacao LB, nas quais foram excluidos os individuos que ja estavam em
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flor no inicio do acompanhamento e andlise). Ao todo, 41 individuos foram
monitorados na popula¢do PG e 67 na populacdo LB. Para cada ano e populagdo foram
obtidos os seguintes parametros fenoldgicos (modificados de Dafni, 1992): nimero total
de flores ao longo da floragdo; duragdo da floragdo, tempo entre a primeira e ultima flor
produzida; pico da floragdo, definido pelo maior nimero de flores contadas em um
censo; numero de semanas entre o inicio ¢ o pico da floragdo; numero de individuos
férteis; média de flores produzidas por individuo ao longo da floragdo; maior e menor
numero de flores produzidas por um individuo durante a floragdo e em um unico censo.
A partir dos dados fenoldgicos foram determinadas a sincronia de florag@o intra
e interpopulacionais, através dos indices de Augspurger (1983) e Freitas & Bolmgren
(2008). A diferenca entre esses dois indices se deve ao fato do primeiro levar em conta
apenas o nivel de sobreposicdo dos individuos férteis analisados, enquanto o segundo
leva em conta também o nivel de sobreposicdo da intensidade de floracdo desses
individuos (ver Freitas and Bolmgren, 2008). Com os dados fenoldgicos, verificou-se
também o efeito das variaveis ambientais radiagdo solar acumulada (radsol), variagao do
horario de ocaso (A ocaso), variagdo da duragdo do dia (A durdia) e precipitagdo (prec)
sobre a quantidade de flores produzidas ¢ o niumero de individuos em flor (ver topico
2.8. Analise dos dados). A escolha dessas varidveis explicativas se baseou em diversos
estudos que verificaram respostas significativas dos padrdoes fenologicos,
principalmente de comunidades de arvores tropicais, a estes fatores ambientais (ver

Borchert et al., 2005; Yeang, 2007; Giinter et al., 2008).

2.3. Morfologia e biologia floral

Para a morfometria floral foram tomadas medidas dos verticilos florais, com
auxilio de paquimetro digital e estereomicroscopio, de 44 flores pertencentes a 17
individuos (maximo de cinco flores coletadas por individuo) da populagio PG. A
existéncia de odores florais foi verificada a partir da inclusdo, de 30 flores — 15 para
cada populagdo - em frascos separados de vidro e tampados. Apos 30 minutos os frascos
foram abertos e a presenca de odor verificada por distintas pessoas (Dafni, 2005). Para
determinagdo do horario da antese, sua duracdo e eventos associados, 32 botdes em pré-
antese de diferentes individuos (11 na PG e 21 no LB) foram marcados em campo e
acompanhados, em intervalos de 4 h durante o periodo diurno, até a senescéncia das
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flores. A receptividade estigmatica foi determinada em campo com perdxido de
hidrogénio (H,0O,) (Galen and Plowright, 1987), utilizando-se 10 flores de cada
populacdo e de individuos distintos. A viabilidade polinica foi estimada com carmim
acético a 2% (Radford, 1974), a partir da contagem do nimero de graos invidveis (ndo

corados) dentre os primeiros 2000 graos de polen observados.

2.4. Visitantes florais

Para determinar a partilha de polinizadores entre as duas populagdes A.
pernambucense, seu padrdo de forrageio e se os mesmos correspondiam a sindrome de
polinizagdo das flores, foram realizadas observacdes naturalisticas ao longo de todo o
dia (Lehner, 1979) na populagdo PG entre 2008 e 2010 (52,5 h) e na populacdo LB em
2010 (10 h). Durante as observacdes determinou-se a frequéncia e o comportamento
(pilhadores ou polinizadores) dos visitantes florais. A determinacdo da frequéncia se
deu a cada investida do visitante floral aos individuos focais, ndo sendo contabilizado
na frequéncia o nimero de visitas que ocorriam em cada uma das investidas. Em duas
ocasides foram feitas observagdes na populagdo LB ao anoitecer por cerca de 30 min.
Foram considerados polinizadores aqueles que ao obter o recurso das flores (néctar)
contactavam o estigma e pilhadores os que removiam poélen ou néctar sem contactar esta

estrutura.

2.5. Dindmica de néctar

As andlises de néctar foram realizadas na populagdo LB. Em campo, foram
obtidos o volume e a concentragdo das flores de A. pernambucense com auxilio,
respectivamente, de microseringa e refratdmetro de bolso. Posteriormente, com os
valores de volume e concentragdo, foi possivel calcular a quantidade de agtlicares
(mg/flor) das flores amostradas (Galetto and Bernardello, 2005). Foram analisados: (1)
o padrao de producdo de néctar e (2) o efeito de sucessivas retiradas sobre o volume e
massa de agucares totais produzidos pelas flores. Para este fim, foram utilizados oito
grupos de quatro a cinco flores (total = 39 flores), sendo o néctar retirado em intervalos
de oito horas (6:00, 14:00 e 22:00 h). Para determinar o padrao de produgdo, o néctar
era retirado, a cada intervalo, de um novo grupo de flores que ainda ndo havia sido feita
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a retirada. Para determinar a capacidade de reposi¢ao e a producdo total de néctar apds a
remocdo do mesmo, a cada vez que se iniciava a remogdo de néctar em um grupo de
flores, 0 mesmo sofria repetidas remogdes apds cada intervalo (adaptado de Freitas &
Sazima, 2001; ver tabela 2 deste trabalho). Entre cada remogao, as flores eram isoladas
com sacos de voile com ~5 pm de malha para evitar a retirada de néctar por visitantes
florais. Ao remover o néctar se teve extrema cautela para evitar danos ao nectario e

outras partes florais.

2.6. Sistema reprodutivo

O sistema reprodutivo foi determinado em ambas as populagdes a partir de
experimentos de polinizagdes controladas, utilizando-se flores previamente isoladas de
visitantes florais e com o estigma receptivo. Quando necessario, o isolamento das flores
dos visitantes florais foi feito com sacos de voile (11,5 X 7,0 cm) com ~5 pm de malha.
Foram realizados os seguintes testes, modificados a partir de Radford et al. (1974): (1)
autogamia espontanea (Npg=31; N;z=33; > =64) - botdes intactos foram isolados dos
visitantes florais; (2) autogamia (Npg =20; Nzz=34; > =54) - polinizagdo manual com o
pélen da propria flor; (3) xenogamia (Npg =15; Nrz=33; total=48) - polinizagdo manual
de uma flor com o polen de outro individuo da mesma populacdo; (4) xenogamia
interpopulacional (Npg=20; N.z=23; >=43) - polinizagdo manual cruzada entre flores
das populagoes PG e LB; (5) eficiéncia de polinizador (Npg=13; Ny p=23; >=36) -
botdes em pré-antese foram emasculados, sem comprometer a arquitetura floral, e
expostos aos visitantes florais; (6) agamospermia (Npc=20; N;5=20; > =40) - botdes em
pré-antese foram emasculados e isolados dos visitantes florais; (7) controle (Npg=25;
Npp=56; >=81) - flores foram aleatoriamente marcadas e deixadas expostas aos
visitantes florais. Para cada tratamento utilizou-se 1-4 flores por individuo e para cada
cruzamento interfloral foram utilizadas 2-4 flores doadoras de polen. As flores
utilizadas na xenogamia inter-populacional foram acondicionadas em caixas térmicas
umedecidas com lengos de papel e o transporte entre as populagdes durou ca de 30 min.
Apos a senescéncia das flores submetidas aos diferentes tratamentos reprodutivos, os
sacos de voile foram mantidos para evitar a perda das sementes devido a deiscéncia dos

frutos.
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Apobs os experimentos de polinizacdes controladas a formagdo de frutos foi
acompanhada semanalmente para a determinag@o da razédo fruto-flor de cada tratamento.
Os frutos formados em cada tratamento foram coletados entre 45-60 dias apos a
realizacdo do experimento e trazidos para o laboratério. Esses frutos foram entdo
desidratados em estufa a 60° C por ca. de quatro dias. Apos a desidratacdo, os frutos e
50 sementes — escolhidas ao acaso - de cada fruto foram pesados separadamente em
balanca de precisdo. Apds a pesagem, as sementes oriundas dos frutos formados pelos
diferentes tratamentos foram contadas. Devido a for¢a dos ventos, muitos frutos foram
perdidos. Assim, para se obter maior numero de réplicas, optou-se por analisar

conjuntamente os dados de sistema reprodutivo das duas populagoes.

2.7. Analise dos dados

Para avaliar o efeito das varidveis ambientais sobre a floracdo de A.
pernambucense na populacdo PG foram realizadas duas regressdoes multiplas stepwise
em que as varidveis resposta foram: (1) numero de flores produzidas ou (2) nimero de
individuos em flor. Os valores incluidos nos modelos de regressdo para essas variaveis
foram os obtidos pelo acompanhamento a cada intervalo de 7 a 10 dias durante as
floragdes de 2008 a 2010, os quais totalizaram 55 observagdes. Para ambas as
regressoes as variaveis explicativas foram: radsol, A ocaso, A durdia e prec. Para evitar
problemas de multicolinearidade (Zar, 1996), verificou-se, através do indice de
correlacdo de Spearman, a correlacdo entre as varidveis explicativas, as quais ndo
apresentaram indices superiores a 0,38.

Uma vez que as plantas apresentam, geralmente, um retardo entre o estimulo
ambiental e as respostas fenologicas (Borchert et al., 2005; Yeang, 2007), os dados
climaticos e fenologicos foram correlacionados cruzadamente através de analise de
séries temporais. Dessa maneira, as maiores correlacdes entre cada variavel explicativa
e as varidveis resposta, encontradas em um intervalo de tempo de até¢ 10 semanas
anteriores as observagoes fenologicas, determinavam o retardo com que cada variavel
explicativa iria ser incluida nos modelos. Apos aplicar as correlagdes cruzadas, os
retardos com que as varidveis explicativas foram incluidas nos modelos foram os
seguintes: radsol, seis semanas, tanto para o modelo de numero de flores produzidas,
quanto para o de individuos férteis; 4 ocaso, trés semanas para o modelo numero de
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flores produzidas e quatro semanas para o de niimero de individuos férteis; prec, seis
semanas para o primeiro modelo e sete semanas para o segundo. Como os maiores
indices de correlagdo encontrados para a varidavel durdia foram com retardo de zero
semana, esta variavel foi incluida em ambos os modelos sem retardo temporal. Os dados
de radsol foram fornecidos pelo Centro de Previsdo do Tempo e Estudos Climaticos

(CPTEC), através do site http://sinda.crn2.inpe.br/PCD/historico/consulta_pcdm.jsp. Os

dados de precipitacdo (prec) foram cedidos pelo Laboratério de Meteorologia de
Pernambuco (LAMEPE), disponiveis no enderego virtual

http://www.itep.br/LAMEPE.asp. Esses dados sdo referentes ao municipio de Caruaru

(PE), cidade mais proxima as areas de estudo - distante 5 km da populacao PG e 20 km
da populacdo LB — cujos dados ambientais estavam disponiveis. Os horarios de ocaso e
duragdo dos dias foram obtidos no Anuario Interativo do Observatorio Nacional

(http://euler.on.br/ephemeris/index.php).

Para determinar os polinizadores mais frequentes da populagdo PG, comparou-se
o numero de visitas’h dos dois beija-flores (Amazilia fimbriata e Phaethornis pretrer)
observados ao longo dos trés anos de estudo através de um teste ¢ pareado. Uma terceira
espécie, Eupetomena macroura, foi observada na populagdo PG apenas duas vezes em
2010 e, por isso, ndo foi incluida na analise. Devido ao menor tempo de observagdo dos
visitantes florais na populagdo LB (10h), ndo foram realizados testes estatisticos para
esta populacdo. Para os dados de sistema reprodutivo foi utilizado o teste de Qui-
quadrado para comparar a frequéncia de frutos formados entre as diferentes
polinizagdes controladas. As médias de peso de frutos e sementes, assim como de
numero de sementes dos diferentes tratamentos reprodutivos, foram comparadas por
ANOVA 1 fator, com teste de Tuckey ou Fischer LSD a posteriori.

Para determinar o padrio de producdo de néctar, foram comparados por
ANOVAs 1 fator o volume, concentragdo e mg de aglcares obtidos na primeira
remocdo de cada grupo de flores. Para verificar o efeito de repetidas remocdes sobre a
produgdo total de néctar, também foi realizada uma ANOVA 1 fator, em que se
comparou o volume e massa de aclcares totais produzidos pelas flores submetidas
desde uma até oito remocoes.

Para todas as regressdes, testes 1 ¢ ANOVAs foram verificados os pressupostos
de normalidade dos dados (teste de Kolmogorov-Simirnov) e homogeneidade de
variancias (teste de Levene). Quando as variaveis ndo atendiam a alguns desses pré-
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requisitos os dados foram transformados na sua raiz quadrada (Zar, 1996). Para todos os
testes estatisticos o a adotado foi de 5%. As analises foram realizadas no programa

computacional Statistica 8.0.

3. RESULTADOS

3.1. Fenologia reprodutiva

O numero maximo de flores produzidas ocorreu em 2008, na populacdo PG
(9931 flores). A floragdo de A. pernambucense ocorreu de maio a outubro nas duas
populagdes, durando ca. de 20 £ 1,63 semanas (2008-2010) (figura 1 A). Na populacio
PG, em 2008, houve o maior pico de floragdo com 1516 flores e na populagdo LB o
pico de floragdo em 2010 apresentou 1230 flores. As populagdes atingiram o pico apds
8,75 = 1,71 (média + desvio padrdo) semanas do seu inicio. O niimero de individuos
férteis por ano variou entre 22 e 41 (populagdo PG). A populacdo LB apresentou maior
numero de individuos férteis, 67. A média de flores produzidas por individuo em cada
floracdo foi 239,47 + 134,26, podendo haver, no entanto, ampla variacdo entre os
individuos. Esta variag@o pareceu ser influenciada pelo tamanho dos individuos, onde os
maiores produziram até 2024 flores e os menores chegaram a apresentar apenas uma
flor por ano. O tempo médio de floragdo, por individuo, foi 9,47 + 1,18 semanas ¢ o
maximo de flores contadas para um individuo em um dia de censo foi 283, na
populacdo PG em 2008 (tabela 1). Tanto a sincronia de floragdo intra quanto
interpopulacionais, calculadas pelo indice de Augspurger (1983) para ambas as
populacdes, foram superiores a 0,7. Por outro lado, 0 mesmo ndo aconteceu com a
sincronia da intensidade de floracdo dos individuos, calculada pelo indice de Freitas &
Bolmgren (2008), na qual os valores calculados foram préoximos ou inferiores a 0,1
(tabela 1).

O melhor modelo encontrado pela regressdo stepwise (F3.5:=37,457; R?
ajustado=0,669; p<0,0001) para explicar a quantidade de flores produzidas incluiu trés
varidveis explicativas, sendo as duas primeiras significativas e a terceira ndo (figura 2
A). A primeira foi A ocaso (p<0,0001), a segunda durdia (p=0,026) e a terceira foi
radsol (p=0,17) (figura 1 B e C). Ja para explicar a quantidade de individuos em flor, o
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melhor modelo escolhido (F2:5,=33,99; R? ajustado=0,57; p<0,0001; figura 2 B) incluiu
apenas duas varidveis, A ocaso e radsol, sendo a primeira significativa (p<0,0001) e a
segunda nao (p=0,14) (figura 1 B ¢ C). Em nenhum dos dois modelos a variavel
precipitag@o foi incluida. Apesar disso, as floragdes sempre iniciaram durante a estacao
chuvosa (figura 1 B) e se estenderam até o inicio da estacdo seca (indicada pelas setas
da figura 1). Durante os trés anos de acompanhamento, o pico da floragdo ocorreu quase
que precisamente quatro meses apos o equinodcio de outono. O intervalo entre esses dois
eventos ¢ marcado pela grande variacdo do horario de ocaso, o qual possui maior
variacdo do que a duragdo do dia (figura 1 B e C; tabela 1). O mesmo foi observado
para a populagcdo LB. A maior antecipacdo registrada do pico da floragdo foi de cinco
dias e o maior atraso foi de oito dias, assumindo que o pico deveria ocorrer quatro
meses apds o equinocio de outono (fonte: Observatorio Real de Greenwich
http://www.nmm.ac.uk/explore/astronomy-and-time/time-facts/equinoxes-and-solstices)

(tabela 1).

3.2. Morfologia e biologia floral

Ameroglossum pernambucense possui flores zigomorfas, nototribicas, inodoras,
tubulosas, e predominantemente vermelhas com labelo inferior de cor amarela e voltado
para tras (figura 3 A). O comprimento superior da corola ¢ de 48,24 + 6,76 mm, a
entrada do tubo tem 15,64 + 1,83 mm de largura ¢ o comprimento desse tubo é de 35,78
+ 4,92 mm. Na entrada do tubo da corola ha uma constrigdo, causada pela invaginagao
da parte inferior do tubo, e logo apos isso ha uma expansdo do mesmo. As flores
possuem quatros estames e um estigma, ambos exsertos, ¢ um estaminddio reduzido
com 2,53 £ 1,12 mm e aparentemente ndo funcional. O nectario esta localizado na base
do ovario supero, sendo o néctar armazenado em uma camara nectarifera na base da
corola (figura 3 B). As flores se dispdem em cimeiras curtas axilares e sdo sustentadas
por um pedicelo relativamente rigido que as mantém inclinadas para cima ca. de 30 °.

Em ambas as populagdes a antese ocorreu principalmente apds o amanhecer
(~5:00 h), embora fossem observadas flores se abrindo ao longo de todo o dia. Na
populacdo PG a antese durou cerca de 60 h para a maioria das flores (81,82%; 9/11
flores) e na populacdo LB a maioria das flores senesceu apds ca. de 36 h da antese
(66,66%; 14/21 flores). Todas as flores testadas mostraram-se receptivas ja no inicio da
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antese, sendo a maioria protoginica (PG: 90,9%; LB: 76%) por algumas horas até
tornarem-se funcionalmente hermafroditas apos a abertura das anteras. Nesse momento,
uma pronunciada hercogamia podia ser notada, onde o estigma se projetava para fora do
tubo floral e as anteras permaneciam no seu interior. Entretanto, ao longo da antese, as
anteras eram projetadas para o exterior da corola, alcancando o estigma e facilitando a
autopoliniza¢do espontanea. Entretanto, ao final da antese, as anteras da maioria das
flores encontravam-se com pouco pdlen. A viabilidade polinica foi alta e apenas 6,62 +

11,03% dos graos de pdlen das flores da populacdo PG foram considerados inviaveis.

3.3. Visitantes florais

Os tunicos polinizadores observados foram beija-flores nas duas populacdes
estudadas. Na populagdo PG apenas duas espécies foram observadas em 2008 e 2009:
Amazilia fimbriata (Gmelin, 1788) e Phaethornis pretrei (Lesson & Delattre, 1839)
(figura 4 A, B). A primeira, mais frequente (t = -6,01; g.1. = 11; p < 0,001), apresentou
comportamento territorialista, permanecendo empoleirada em galhos de arvores
proximos a populagdo, visitando as flores de A. pernambucense 12,67 + 6,34 vezes/h.
Phaethornis pretrei ndo era observado nas imedia¢des da populacdo PG nos intervalos
das visitas e apresentou 3,41 + 2,06 visitas/h as flores, sendo quase que invariavelmente
perseguido por 4. fimbriata a cada investida, o que reduzia o namero de flores visitadas.
Em 2010 outra espécie foi observada visitando as flores da populagdo PG, Eupetomena
macroura (Gmelin, 1788). Esse beija-flor também apresentou comportamento
territorialista, perseguindo tanto A. fimbriata quanto P. pretrei. Apesar disso, E.
macroura s6 foi observado nas imediacdes da populacdo PG durante algumas semanas
(2-3 semanas), apos o que ndo foi mais visto, enquanto as duas outras espécies
permaneceram visitando as flores dessa populagao.

Na populacao LB foram observadas duas espécies de beija-flores visitando as
flores de A. pernambucense, E. macroura e Amazilia versicolor (Vieillot, 1818), ndo
tendo esta ultima sido observada na populacio PG. Também ndo foi observado
comportamento antagonistico entre essas espécies de beija-flores. Em ambas as
populagdes o comportamento de todos os beija-flores indicou alta frequéncia de
cruzamentos geitonogamicos. Durante os trabalhos de campo, outras duas espécies,
Chlorostilbon lucidus (d'Orbigny & Lafresnaye, 1838) e um Phaetorninae néo
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identificado foram observados na populacdo LB visitando flores de outras espécies do
afloramento.

Além dos beija-flores, foram observadas visitas de pequenos meliponineos
pilhando o polen das anteras e sem contactar o estigma das flores. Também foram
observadas duas visitas de um Lepidoptera pilhando néctar. Apesar do grande niumero
de flores, conspicuidade e abundancia de néctar (ver adiante), as flores de A.
pernambucense, ndo foram observadas sendo visitadas por abelhas de grande porte
como espécies de Xylocopa e Eulaema nigrita (Lepeletier, 1841), embora estas abelhas
tenham sido frequentemente observadas visitando flores melitofilas de espécies
simpatricas as duas populacdes estudadas. Nas duas ocasides em que foram feitas
observacodes ao anoitecer ndo foram observadas visitas, embora em uma delas tenham
sido observadas repetidas visitas de um esfingideo as flores de Mitracarpus frigidus
(Willd. Ex. Roem. & Schult.) K. Schum. (Rubiaceae), proximas aos individuos de A.

pernambucense.

3.4. Dinamica de néctar

A concentragdo de agucares no néctar ao longo da antese variou
significativamente (g.1.=7; F=5,79; p=0,0002). Essa variagdo se deu pela menor
concentracdo (17,05 = 3,67%) ao inicio da antese (6:00h do primeiro dia; p<0,01),
quando comparado aos demais horarios, e ao final desse periodo (14:00h do terceiro dia,
p<0,0001), cuja concentragdo foi maior. Entre as 14:00h do primeiro e as 6:00h do
terceiro dia, a concentracdo pareceu se estabilizar (21,94 + 1,55%), pois ndo houve
diferengas significativas entre os horarios compreendidos nesse intervalo (figura 5).
Com relagdo ao padrdo de secrecdo de néctar ao longo da antese, observou-se que tanto
o volume, quanto a massa de agucares tenderam a aumentar durante os dois primeiros
dias, havendo, entretanto, uma interrup¢do da producdo de néctar na primeira e segunda
noites (figuras 5 e 6). Entretanto, apesar das diferencas significativas, ao longo da
antese, do volume (g.1.=7; F=2,78; p=0,02) e da quantidade de agucares nas flores
(g.1.=7; F=3,08; p=0,01), estatisticamente esse padrdo ndo ficou tao claro. O volume de
néctar do inicio da antese (6:00h do primeiro dia) foi significativamente inferior a
maioria dos demais horarios, mas ndo variou em relacdo as 14:00h do primeiro dia
(p=0,42) e as 6:00h do segundo (p=0,13). Portanto, uma vez que houve diferencas entre
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os volumes das 6:00 e 22:00h do primeiro dia (p=0,049), mas ndo entre as 6:00h do
primeiro e segundo dias, isso pode indicar que a producdo de néctar ¢ interrompida
durante a primeira noite da antese, sendo, apos isso retomada (figura 5). A massa de
aclcares ao longo da antese, diferente do volume, s6 variou significativamente da
quantidade inicial a partir das 14:00h do segundo dia (p=0,001). Embora a diferenca na
massa de acgucares entre as 14:00h do primeiro e segundo dias tenha sido claramente
significativa (p=0,009), entre as 14:00h do primeiro dia e 22:00h do segundo dia essa
diferenga foi apenas marginalmente significativa (p=0,059), o que pode indicar a
interrupgdo ou redugdo na produgdo de néctar também durante a segunda noite (figura
6).

A remogao do néctar ndo interrompeu sua produgdo, sendo a quantidade média
de agucares por retirada de néctar no grupo em que se realizou oito remogdes sucessivas
igual a 3,09 £ 1,56 mg. O volume total de néctar produzido pelas flores de A.
pernambucense submetidas a diferentes quantidades de remog¢des variou de 69,25 a
107,8 ul e a massa total de acticares variou entre 16,9 e 24,8 mg. Entretanto, o nimero
de remogdes ndo interferiu significativamente no volume (g.1.=7; F=0,85; p=0,55) e

quantidade de agucares (g.1.=7; F=0,59; p=0,0,76) produzidos pelas flores (tabela 2).

3.5. Sistema reprodutivo

A quantidade de frutos formados ndo variou significativamente em funcdo do
tratamento reprodutivo (g.1.=5; x’=9,4; p=0,14), revelando que 4. pernambucense é uma
espécie autocompativel e capaz de se autopolinizar espontaneamente (figura 7). Por
outro lado, o peso dos frutos (g.1.=5; F=3,07; p=0,011) e o niimero de sementes
formadas (g.1.=5; F=3,41; p=0,006) variaram significativamente entre os diferentes
tratamentos reprodutivos. Essas diferengas foram causadas pelo menor peso dos frutos e
quantidade de sementes formadas apenas por autogamia espontanea (figuras 8 e 9). Nao
foram detectadas diferengas significativas entre o peso das sementes formadas pelos

diferentes tratamentos (g.1.=5; F=2,02; p=0,008) (figura 10).
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4. DISCUSSAO

4.1. Fenologia reprodutiva

A alta sincronia de individuos férteis observada em A. pernambucense ao longo
de trés anos e o grande numero de flores com quantidades copiosas de néctar que um
individuo pode portar, deve ter forte influéncia na atracdo dos polinizadores (Stiles,
1978) e no sucesso reprodutivo desta planta. Segundo diferentes autores (Stiles, 1978;
Canela and Sazima, 2003), um padrio de floragdo regular e sincrénico indica a
especializacdo a um determinado grupo de polinizadores, o que foi corroborado pela
observagdo da polinizacao apenas por beija-flores. Além disso, o fato das populagdes de
A. pernambucense terem tamanho reduzido deve torna-las mais suscetiveis a deriva
genética (Loveless and Hamrick, 1984). Dessa maneira, quanto maior for a sincronia
intra e interpopulacional menores sdo as chances de haver deriva. Por outro lado, a
baixa sincronia da intensidade de floragdo dos individuos deve ser efeito da grande
variacdo na capacidade de produgdo de flores em funcdo do tamanho do individuo
(Ollerton and Lack, 1998; Bustamante and Blrquez, 2008).

Diferente da vegetagdo arbustivo-arborea dos inselbergs do Nordeste sul-
americano (Groger and Huber, 2007) e africanos (Biendinger er al, 2000), A.
pernambucense nao floresceu durante a estacdo seca. Por outro lado, nos afloramentos
de arenito da Chapada Diamantina (Nordeste do Brasil), Concei¢do et al (2007)
observaram correlacdo positiva entre a floragdo das plantas desses afloramentos e as
chuvas de semanas anteriores, inclusive para espécies ornitofilas. Apesar da semelhanga
de resultados, o efeito da precipitacdo ndo foi incluido em nenhum dos dois modelos
gerados pelas regressdes stepwise. Diversos autores relataram, tanto para florestas
tropicais umidas, quanto secas, que fatores como radiagdo solar e controle fotoperiddico
eram os principais indutores da floracdo das arvores dessas florestas (Rivera et al,
2002; Borchert et al., 2005; Yeang, 2007). Portanto, a regularidade das variagdes do
horario de ocaso e duracdo do dia, assim como a evidente relagdo entre o equinocio de
mar¢o e o pico de floracdo, podem explicar a maior influéncia desses fatores sobre a
floracdo de A. pernambucense. Apds o equindcio ha uma acentuada variacao do horario
de ocaso, o qual varia de maneira mais acentuada que o comprimento do dia e que se
estende até o solsticio de junho. Isso deve, portanto, explicar por que a variavel A ocaso
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influenciou mais o nimero de flores do que durdia. Segundo Borchert ez al. (2005), as
variagdes no horario do poér do sol em periodos proximos ao equindcio em latitudes
entre 3 e 6° S sdo maiores que as variagcdes dos horarios de alvorada e comprimento do
dia e, portanto, devem ser o principal fator a influenciar as floragdes em arvores
ocorrendo nessas latitudes. Padrdo semelhante foi encontrado para A. pernambucense,
cujas populacdes ocorrem a ca. de 8 S. A auséncia de efeito significativo da
precipitagdo parece mostrar a forte influéncia fotoperiodica sobre a floragdo desta
planta. Populacdes suscetiveis a efeitos de deriva genética, devido a um tamanho
reduzido e ao isolamento espacial devem ser beneficiadas por uma flora¢do sincronica
que aumente as chances de fluxo génico (Augspurger, 1985). Dessa maneira, uma vez
que as chuvas na Caatinga podem oscilar entre os anos (Reis, 1976), fatores mais
estaveis como os fotoperiddicos devem ter maior forga seletiva na regulacdo da
floracdo. Além disso, espécies cujas populagdes podem ocorrer em ambientes
microclimaticamente distintos — como € o caso da popula¢do PG, que ocorre em uma
mata serrana mais Umida e a populacdo LB em area de caatinga -, a regulacdo da
floragdo por fatores microclimaticamente independentes deve aumentar as chances de
fluxo polinico.

Por outro lado, se apenas a regulacdo fotoperiddica influenciasse a fenologia,
seriam esperadas duas floragdes por ano, ja que ocorrem dois equindcios, sendo este o
padrio encontrado para muitas espécies arboreas amazonicas onde ha pouca
sazonalidade (Borchert ef al., 2005). Entretanto, o segundo equindcio do ano na area
estudada ocorre durante a estagdo seca, indicando que um segundo evento de floracao
no ano deve ser limitado pelos baixos niveis de precipitagdo. Estes resultados estdo de
acordo com o afirmado por Giinter et al. (2008) de que vérios fatores, ao invés de

apenas um, regulam os padrdes fenologicos de plantas.

4.2. Biologia floral de Ameroglossum pernambucense e especializacao a ornitofilia

Os atributos florais de A. pernambucense como cor, forma e auséncia de odor
sdo tipicos de espécies omitofilas (sensu Faegri and Pijl, 1979). Entretanto, argumenta-
se que a corola vermelha, longa, tubulosa e estreita, assim como a auséncia de uma
plataforma de pouso sdo caracteristicas que dificultam mais a visita das flores pelas

abelhas do que facilitam o acesso ao néctar pelos beija-flores (Grant and Grant, 1968;
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Faegri and Pijl, 1979; Castellanos et al., 2004). Embora ainda haja certa controvérsia
quanto a eficiéncia desses atributos (ex. Lange et al, 2000), ndo foram observadas
visitas por abelhas de médio e grande porte as flores de 4. pernambucense, nem como
pilhadoras, ainda que estas estivessem ativas nos locais de estudo.

Néctar abundante com concentragdo de agucares em torno dos 15 e 30%, como o
observado em A. pernambucense, sdo também considerados adaptacdes a polinizacdo
por beija-flores (Mcdade and Weeks, 2004a), uma vez que abelhas preferem néctar com
concentracdes entre 30 e 50% (Pouvreau,1974). Entretanto, varias espécies de
Scrophulariaceae (sensu lato) entomofilas, principalmente polinizadas por abelhas,
apresentam néctar com concentragdes inferiores a 25% como Pedicularis palustris L.
(8-19,5%; Macior, 1993), Rhinanthus minor L. (14-23%; Kwake et al, 1985) ¢
Penstemon speciosus Lindley (20-25%; Castellanos et al., 2002). Apesar de
concentracdes semelhantes, o que diferencia o néctar dessas flores do néctar de A.
pernambucense é o volume, o qual pode ser ca. de 80 vezes superior ao de uma flor de
R. minor (0,25 pl por dia). Stiles & Freeman (1993) afirmaram que o volume, mais do
que a concentragdo, devia ser o principal fator de escolha dos beija-flores. Portanto, uma
vez que abelhas podem visitar flores com néctar em concentracdes semelhantes as
encontradas em A. pernambucense, a morfologia de suas flores deve ser a principal
barreira impedir o acesso ao néctar pelas abelhas e as quantidades copiosas desse
recurso devem ser determinantes para atrair os beija-flores.

Ao contrario da grande variacdo do volume de néctar encontrado em populagdes
de 12 espécies ornitofilas neotropicais, McDade and Weeks (2004a) observaram a
tendéncia de uma constancia nas concentracdes do néctar entre os individuos de cada
espécie. A concentragdo entre essas espécies variou de 16 a 28%. Similarmente ao
observado por estas autoras, o volume e a massa de aglicares encontrados em A.
pernambucense variaram ao longo da antese e apresentaram alta varidncia, enquanto a
concentracdo mostrou-se constante ao longo da maior parte da antese e com baixa
variancia. A constancia da concentragdo do néctar nas flores de 4. pernambucense
indica que embora sua quantidade possa variar entre as flores e o horario de antese, a
sua qualidade varia pouco, apesar das altas temperaturas dos afloramentos graniticos
(Wyatt, 1997) poderem alterar a concentragdo devido a evaporacdo. Portanto, duas
podem ser as explicacdes para a concentragdo pouco variavel: (1) a profundidade do
tubo da corola minimiza a evaporagdo (Corbet, 2002) ou (2) um mecanismo
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homeostatico ¢ responsavel pela regulacdo da concentragdo de agtcares nas flores (ex.
Nepi and Stipczynska, 2008). A manutencdo de um “padrdo de qualidade” do néctar
pode ser um importante fator para atrair polinizadores especificos (Nepi and
Stipczynska, 2008) e, consequentemente, assegurar o sucesso reprodutivo da planta
(Holtkamp et al., 1992; Nepi et al., 2003; Thomson and Plowright, 1980; Zimerman,
1983). Por exemplo, Medicago sativa L. (Fabaceae) e Linaria vulgaris (L.) Mill.
(Scrophulariaceae sensu lato) tiveram o nimero de sementes diretamente afetado pela
quantidade e qualidade do néctar nas flores (Holtkamp et al., 1992; Nepi et al., 2003).
Além da quantidade e qualidade do néctar, seu padrao de producdo e o niimero
de flores que um individuo pode portar influenciam o padrao de forrageio dos beija-
flores a planta e, consequentemente, a formacdo de frutos em espécies que se
beneficiam por alogamia (Feinsinger, 1976; Kato and Sakai, 2008; Lara and Ornelas,
2008; Leiss and Klinkhamer, 2005; Macdade and Weeks, 2004ab). Segundo Feinsinger
(1976), quanto maior o tempo de produgdo de néctar em quantidades compensaveis,
maior a probabilidade de uma flor ser visitada. Entretanto, além das caracteristicas do
néctar e sua producdo, o nimero de flores que um individuo pode suportar a0 mesmo
tempo, assim como a densidade das plantas, sdo determinantes na atragdo dos beija-
flores e determinam suas estratégias de forrageio (Feinsinger, 1976; Feinsinger and
Colwell, 1978; Freitas and Sazima, 2001; Garrison and Gass, 1999). Com rela¢do ao
numero de flores oferecidas, Feinsinger (1976) observou que flores de uma espécie de
Cuphea com pouco néctar e distribuidas espagadamente eram evitadas por beija-flores
territorialistas enquanto as flores de uma espécie de Inga também com pouco néctar,
mas com grande numero de flores por individuo eram exploradas por esses beija-flores.
Freitas and Sazima (2001), por sua vez, sugeriram que o baixo nimero de visitas de
beija-flores as flores ornitofilas de Esterhazya macrodonta Cham. & Schitdl.
(Scrophulariaceae sensu lato) se devia ao reduzido nimero de flores nos individuos
dessa planta (1-4) e a interrupgdo de sua produgdo apds a remogdo. Neste trabalho, a
analise de néctar revelou uma produgdo continua e crescente ao longo da antese, embora
no periodo noturno as evidéncias sejam de interrup¢do na produgdo. Além da producdo
continua, a remog¢ao do néctar das flores ndo interrompeu sua produg¢do, indicando que
apos ser visitada a flor persiste enquanto recurso. Levando em conta o niimero de flores
que um individuo de 4. pernambucense pode portar (até 283) e a quantidade média de
agucares nas flores submetidas a oito remogdes (3,09 = 1,56 mg = 12,36 £ 6,25 cal, Img
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de agucar = 4 cal, Dafni 1992), uma planta pode oferecer ca. de 3,49 kcal. Tendo em
vista que a exigéncia diaria de calorias de um beija-flor esta entre 6 e 10kcal (Carpenter,
1983), um unico individuo de A. pernambucense pode suprir 1/2 a 1/3 da demanda
energética de uma ave, o que explicaria o comportamento territorialista observado na
populacdo PG.

Portanto, a soma de diferentes fatores, tais como: morfologia restritiva das
flores; producdo continua de um néctar volumoso e constante na qualidade,
independente de remogdo - somado ao grande numero de flores que um individuo pode
portar — devem ter importante influéncia sobre a exclusividade da polinizacdo por beija-
flores e auséncia de limitacdo polinica evidenciada pelo alto sucesso reprodutivo natural

das populacdes estudadas.

4.3.Ecologia reprodutiva de A. pernambucense e sua relacio com as condicoes

insulares dos afloramentos graniticos

Os dados obtidos com as poliniza¢des controladas mostraram A. pernambucense
como uma espécie completamente autocompativel, embora dependa de polinizadores
para produzir frutos mais pesados e com maior nimero de sementes. Apesar disso, a
auséncia de diferencas significativas entre o nimero de sementes presentes nos frutos
formados naturalmente (controle) e nos frutos das polinizagdes manuais (xenogamias e
autogamia), em que polen era depositado abundantemente no estigma, mostrou que as
populacdes estudadas ndo estdo sofrendo limitacdo polinica. Considerando que apenas
beija-flores foram observados como polinizadores, concluiu-se que estes tém importante
papel na manuten¢do das duas populagdes estudadas de A. pernambucense.

A presenga de autocompatibilidade e a dependéncia de polinizadores para
aumentar a producdo de sementes, encontradas em A. pernambucense, caracterizam um
sistema de reproducdo mista (Goodwillie et al., 2005). Essa estratégia reprodutiva ¢
descrita na literatura para varias espécies de Scrophulariaceae de diferentes géneros
(Donnelly et al., 1998; Lange et al., 2000; Neel, 2002; Stewart et al., 1996), sendo
considerada uma maneira de assegurar a reproducdo em ambientes onde a presenca de
polinizadores ¢ incerta (Kalisz et al., 2004; Goodwillie et al., 2005). As plantas que
possuem sistema reprodutivo misto podem ainda empregar diferentes estratégias para
retardar a autopoliniza¢do, favorecendo assim a alogamia (Lloyd and Schoen, 1992). E
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possivel que a autopolinizacdo espontinea ocorra em A. pernambucense ao final da
antese, onde a hercogamia é reduzida. Entretanto, independente do mecanismo que
governa este processo, o reduzido numero de sementes formadas espontancamente,
indica que ha baixa pressdo seletiva sobre esse sistema de polinizagdo e que a maioria
dos frutos formados naturalmente sdo por geitonogamia ou xenogamia, mediadas por
beija-flores.

Uma vez que a dispersdo de A. pernambucense (observ. pess.) é barocorica e os
afloramentos graniticos sdo ilhas terrestres, a colonizacdo de novos afloramentos deve
acontecer raramente e por um numero reduzido de sementes. A dificuldade de
colonizac¢do de novos afloramentos, e consequente isolamento das populagdes devido a
matriz indspita para as plantas exclusivas desses ambientes, ja foi observada por Wyatt
(1984) para Arenaria uniflora Muhl. (Caryophyllaceae) e por Parmentier et al. (2006),
estudando a distribuicdo de espécies de Poaceae ocorrentes em inselbergs. Dessa
maneira, um sistema autocompativel, como afirmou Baker (1955), permite a
colonizacdo de novas areas mesmo na auséncia de parceiros sexuais. Além disso, a
auséncia de diferencas significativas entre o sucesso reprodutivo dos tratamentos de
autogamia e xenogamias intra e interpopulacionais sugerem que as populacdes
analisadas ndo estdo sofrendo depressdo endogamica, tampouco exogamica, apesar das
evidéncias de pouco fluxo génico entre elas e da grande diferenciagdo genética relatadas
na literatura para populacdes rupicolas (e.g. Barbara et al., 2007, 2009; Durka et al.,
2004; Palma-Silva et al., 2011; Wyatt, 1997)

Em contraste, uma vez que o tamanho das populagdes de A. pernambucense ¢é
limitado pela fronteira dos afloramentos em que ocorrem, suas populagdes, além de
isoladas, tendem a ser pequenas e, por isso, mais suscetiveis a deriva genética (Loveless
and Hamrick, 1984). Uma vez que a deriva pode ser acentuada pela endogamia (Willie
and Maittdnen, 2011), um sistema predominantemente endogdmico em A.
pernambucense aumentaria a homogeneidade genética intrapopulacional, reduzindo
assim o potencial adaptativo das mesmas. Portanto, o alto valor energético que apenas
um ou poucos individuos dessa planta podem representar para um beija-flor, pode ser
explicado pela ampla capacidade de forrageio desses polinizadores (ca. de 1km ou mais)
quando os mesmos forrageiam em trapline (Feinsinger, 1976; Feinsinger and Colwell,
1978), o que possibilita o fluxo génico entre individuos de afloramentos vizinhos.

Kramer et al (2011) verificaram que as populacdes espacialmente isoladas de
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Penstemon rostriflorus Kellog — espécie polinizada por beija-flores — possuiam menor
estruturacdo genética e maior fluxo génico do que as populagdes igualmente isoladas
das espécies melitofilas P. deustus Douglas ex Lindl. e P. pachyphyllus A. Gray ex
Rydb. Embora o comportamento territorialista de beija-flores, como foi observado por
A. fimbriata e E. macroura na populagdo PG, possa reduzir a distancia de dispersao do
poélen, a defesa territorial deve aumentar a distancia do fluxo polinico pelos outros beija-
flores como P. pretrei, que apds visitar algumas das flores do territério eram
afugentados e impelidos a procurar recurso em outro lugar. Portanto, um sistema de
polinizagdo especializado a ornitofilia deve aumentar o tamanho efetivo das populacdes
(Ne), por aumentar as chances de cruzamentos entre individuos de afloramentos
vizinhos, reduzindo as taxas de endogamia e os efeitos da deriva genética.

Concluiu-se que os modelos de regressao revelaram que as acentuadas variagdes
no horario de ocaso que antecedem o equindcio de marco foram o principal fator a
explicar a floragdo de A. pernambucense. Entretanto, a ocorréncia de apenas um evento
de floracao por ano, que ocorre durante a estacdo chuvosa, indicam a influéncia das
chuvas sobre a floracdo, embora esta variavel ndo tenha sido incluida nos modelos
gerados. A regulagdo da floracdo por fotoperiodo deve ser uma estratégia chave para
aumentar a sincronia fenoldgica e aumentar as chances de fluxo polinico entre
subpopulagdes adjacentes. A alta capacidade de autogamia e o alto valor energético das
flores de A. pernambucense, somados a auséncia de limita¢do polinica, indicam que as
populacdes, embora dependam de polinizadores para aumentar o sucesso reprodutivo,
ndo estdo sendo reprodutivamente afetadas. Entretanto, a possibilidade de autogamia -
por autopolinizagdo espontdnea ou geitonogamia — e o tamanho limitado das
subpopulacdes potencializam a perda de variabilidade genética por endogamia e deriva.
Portanto, para que os possiveis efeitos deletérios causados pela deriva sejam
minimizados, subpopulacdes proximas e que compreendam a area de forrageio de beija-
flores devem ser conservadas de maneira a aumentar as possibilidades de cruzamentos

e, consequentemente, a variabilidade genética.
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Figura 1. (A) Padrao de producdo de flores e nimero de individuos floridos em uma
populacdo de Ameroglossum pernambucense, localizada na Pedra do Guariba
(municipio de Agrestina, PE, Brasil), e de quatro variaveis ambientais, em intervalos de
7 a 10 dias, entre os anos de 2008 e 2010. As variaveis ambientais apresentadas sdo: (B)
radiacdo solar acumulada (radsol) e precipitagdo (prec); (C) variagdo do comprimento
do dia (A durdia) e do horario de ocaso (A ocaso). Para explicar o nimero de flores
produzidas, o melhor modelo encontrado por regressdo stepwise (F3.51=37,46,75; R?
ajustado=0,69; p<0,0001) incluiu as variaveis 4 ocaso (p<0,0001), durdia (p=0,002) e
prec (p=0,17). O melhor modelo para explicar o nimero de individuos em flor
(F2:52=33,99; R? ajustado=0,57; p<<0,0001), por outro lado, incluiu apenas as varidveis A
ocaso (p<0,0001) e radsol (p=0,14). Notar (faixas verticais) a relacdo entre a variacao
acentuada do horario de ocaso, apds o equindcio de margo e o padrdo de floragcdo da
populacdo, assim como a ocorréncia do pico da floracdo sempre quatro meses apos o
equinocio de marco. Setas indicam a estagdo seca. Para atender aos pressupostos da
regressao linear multipla, as varidveis resposta (numero de flores e individuos floridos)
foram transformados por raiz quadrada.
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Figura 2. Valores observados versus valores esperados para os melhores modelos
encontrados por duas regressoes lineares multiplas stepwise para explicar a
quantidade de flores produzidas (F3.51=37,46,75; R? ajustado=0,69; p<0,0001; A) e
o nimero de individuos em flor (F»:5,=33,99; R* ajustado=0,57; p<0,0001; B) ao
longo das floragdes de uma populacdo de Ameroglossum pernambucense no
inselberg Pedra do Guariba entre os anos de 2008 e 2010. As variaveis explicativas
utilizadas nos modelos foram: radiagdo solar acumulada (radsol), precipitagédo
(prec), variacdo do comprimento do dia (A durdia) e do horario de ocaso (A ocaso).
As observacdes ocorreram em intervalos de 7 a 10 dias e os valores das variaveis
respostas foram transformados por raiz quadrada para atender aos pressupostos de
regressoes lineares multiplas.



Figura 3. (A) Flor omitofila de Ameroglossum pernambucense; (B) desenho
esquematico em corte longitudinal da flor.
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Figura 4. Beija-flores polinizando Ameroglossum pernambucense na populacdo Pedra
do Guariba, Nordeste do Brasil. (A) Amazilia fimbriata (Gmelin,1788), principal
polinizador e (B) Phaethornis pretrei (Lesson & Delattre, 1839). Notar contato da
cabeca (A) e bico (B) dos beija-flores com as estruturas reprodutivas.
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Figura 5. Padrido de produgdo de néctar (concentragdo e volume) de Ameroglossum
pernambucense da popula¢do do inselberg Lajedo do Boi, Nordeste do Brasil. A
concentragdo de néctar variou de maneira significativa ao longo da antese (g.l.=7;
F=5,79, p=0,0002), sendo mais baixa no inicio (6h do primeiro dia), mais alta ao final
(14h do terceiro dia) e estavel no intervalo compreendido entre esses dois momentos da
antese. A variagdo do volume de néctar revelou uma tendéncia de produgdo de néctar
durante os dois primeiros dias da antese com interrupgdes noturnas dessa produgio.
Entretanto, apesar do volume ter variado significativamente ao longo da antese (g.1.=7;
F=2,78; p=0,02), estatisticamente a producdo de néctar até¢ o segundo dia s6 pode ser
evidenciada pelas diferencas significativas entre o volume do inicio da antese e das 14h
do segundo dia (p=0,001). A interrup¢do noturna dessa producdo, por sua vez, so6 foi
evidenciada para a primeira noite, onde houve diferencas significativas entre o volume
das 6 e 22h do primeiro dia (p=0,049), mas nio entre o volume das 6h do primeiro e
segundo dias (p=0,13). As barras de erro representam o desvio padrao das médias.
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Figura 6. Padrio de secre¢do de néctar em mg de agucares/flor ao longo da antese, na
populacdo do inselberg Lajedo do Boi, Nordeste do Brasil. Observa-se uma tendéncia
de aumento na produ¢do de néctar durante os dois primeiros dias da antese, havendo
interrupgdo dessa producdo durante as duas noites. Entretanto, apesar da deteccdo de
diferengas significativas (g.1.=7; F=3,08; p=0,01), a quantidade de néctar secretada no
inicio da antese s diferiu estatisticamente dos horarios posteriores as 6h do segundo dia
(p=0,001), Embora também tenha havido diferengas significativas entre as 14h do
primeiro dia e 6h do terceiro (p=0,009), a quantidade de néctar ndo variou das 14 as 22h
do segundo dia (p=0,06), o que pode indicar uma interrup¢do da produgdo de néctar
também na segunda noite. As barras de erro representam o desvio padrao das médias.
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Figura 7. Propor¢do de frutos formados (%) entre os diferentes tratamentos
de Ameroglossum pernambucense das
populacdes Pedra do Guariba e Lajedo do Boi, localizadas no Nordeste do Brasil. A
auséncia de diferencas significativas entre a quantidade de frutos formados nos
diferentes tratamentos (g.1.=5; x’=9,4; p=0,14) revelou que A. pernambucense é uma
espécie autocompativel e com capacidade de formar frutos espontaneamente.
C=controle; EP=eficiéncia de polinizador; X=xenogamia intra-populacional; XI=
xenogamia inter-populacional; AE= autopolinizagdo espontanea; AG=autogamia;

reprodutivos realizados nos individuos

GEIT=geitonogamia.
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Figura 8. Peso dos frutos maduros coletados apds diferentes experimentos de
polinizagdes controladas realizados em individuos de Ameroglossum pernambucense
nas populacdes dos inselbergs Pedra do Guariba e Lajedo do Boi, localizadas no
Nordeste do Brasil. O peso dos frutos de autogamia espontanea foi significativamente
inferior (g.1.=5; F=3,07; p=0,01) ao dos frutos dos demais tratamentos, os quais ndo
variaram significativamente entre si. C=controle; EP=eficiéncia de polinizador;
X=xenogamia intra-populacional; XI= xenogamia inter-populacional; AE= autogamia
espontanea; AG=autogamia. A linha tracejada no interior das caixas representa as
médias e as linhas continuas as medianas. A margem inferior das caixas representam o
25° percentil, as superiores o 75° e as barras de erro inferiores e superiores o 10° e 90°
percentil, respectivamente.
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Figura 9. Numero de sementes formadas por fruto apds diferentes experimentos de
polinizagdes controladas realizados em individuos de Ameroglossum pernambucense
nas populacdes dos inselbergs Pedra do Guariba e Lajedo do Boi, localizadas no
Nordeste do Brasil. O numero de sementes formadas por autogamia espontdnea foi
significativamente inferior ao dos demais tratamentos (g.1.=5; F=3,07; p=0,01), que, por
sua vez ndo diferiram entre si significativamente entre si. C=controle; EP=eficiéncia de
polinizador; X=xenogamia intra-populacional; XI= xenogamia inter-populacional; AE=
autogamia espontanea; AG=autogamia. A linha tracejada no interior das caixas
representa as médias e as linhas continuas as medianas. A margem inferior das caixas
representam o 25° percentil, as superiores o 75° e as barras de erro inferiores e
superiores o 10° e 90° percentil, respectivamente.
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Figura 10. Peso das sementes formadas apds diferentes experimentos de polinizagdes
controladas realizados em individuos de Ameroglossum pernambucense nas populagdes
dos inselbergs da Pedra do Guariba e Lajedo do Boi, localizadas no Nordeste do Brasil.
Nao foram encontradas diferengas significativas entre a raiz quadrada do peso das
sementes produzidas pelos diferentes tipos de polinizacdo (g.1.=5; F=2,02; p=0,08)
C=controle; EP=eficiéncia de polinizador; X=xenogamia intra-populacional; XI=
xenogamia inter-populacional; AE= autogamia espontanea; AG=autogamia. A linha
tracejada no interior das caixas representa as médias e as linhas continuas as medianas.
A margem inferior das caixas representam o 25° percentil, as superiores o 75° e as
barras de erro inferiores e superiores o 10° e 90° percentil, respectivamente.
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Tabela 1. Sincronia de floragdo - S;, indice de Freitas & Bolmgren (2008) e Z, indice de
Augspurger (1983) —e comparagdo entre as datas dos picos de floragcdo das populagdes
de Ameroglossum pernambucense da Pedra do Guariba (PG) e do Lajedo do Boi com os
dias dos equinocios de margo (equi) entre os anos de 2008 e 2010. Notar que os picos
ocorreram muito proximos a um intervalo preciso de quatro meses apos os (fonte:
Observatorio Real de Greenwich).

2008 2009 2010
PG PG PG LB PG+ LB
V4 0,833 0,862 0,755 0,865 0,044
Si 0,102 0,104 0,061 0,048 0,825
Dia pico 21/07 22/07 15/07 28/07 -
Dia equi 20/03 20/03 20/03 20/03 -
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Tabela 2. Médias e desvios-padrdo (entre parénteses) do volume (vol.), percentual de concentracdo (conc.) e miligramas (mg) de agucares no
néctar de flores de Ameroglossum pernambucense que sofreram entre uma e oito remogdes de néctar ao longo da antese. Ndo foram detectadas
diferencgas significativas nem no volume (g.1.=7; F=0,85; p=0,55), nem na massa de acucares (g.1.=7; F=0,59; p=0,0,76) totais das flores
submetidas a diferentes quantidades de remogdes de néctar. A auséncia de desvios-padrdo no ultimo horario de remogdo do primeiro grupo se
deveu a persisténcia de apenas uma flor até este horario de retirada. A auséncia de dados, no grupo 3 a partir das 6h do 3° dia também se deveu a
senescéncia natural das flores desse grupo antes dos ultimos horarios de remocgdo. As analises ocorreram na populacdo do afloramento granitico
Lajedo do Boi, municipio de Agrestina, Pernambuco — Brasil.

1° dia | 2’ dia | 3" day
6:00 14:00 22:00 6:00 14:00 22:00 6:00 14:00 Total
Set  vol. conc. mg vol. conc. mg vol. conc. mg vol. conc. mg vol. conc. mg vol. conc. mg vol. conc. mg vol. conc. mg vol. mg N°rem.
1 20.87 17.05 398 23 2142 529 20.0 21.58 4.63 12.7 21.6 298 146 20.92 3.33 43 1833 147 7.67 194 237 1.0 21.0 0.67 96.5 21.39 8
(N=5) (11.01)(3.67) (2.51) (5.93) (0.77) (1.35) (10.48)0.66  (2.48) (7.79)(1.57) (1.96) (8.21) (1.69) (1.89) (8.26) (2.71) (2.19) (6.65) (0.84) (0.03) (1.73)- - (39.96)(8.97)
2 354 21.68 839 252 20.26 555 154 205 337 173 20.8 3.93 8.5 193 213 437 186 1.76 3.12 189 1.26 107.8 24.16 7
(N=5) (31.28)(1.17) (7.67) (8.2) (2.64) (2.14) (5.69)(1.96) (1.26) (9.16) (2.47) (2.16) (6.73) (1.01) (1.01) (5.37) (1.98) (0.83) (4.05)(0.42) (0.67) (43.98)(10.89)
3 57.7 2148 1321 6.2 189 1.61 99 2035 28 375 186 0.84 - - - - - - 69.25 16.19 6
(N=4) (33.94)(1.72) (7.75) (5.13)(1.64) (1.08) (9.32) (2.17) (2.03) (5.95) (4.81) (1.42) (36.51)(8.96)
4 48.8 21.88 11.57 129 21.16 3.03 82 2027 3.06 44 174 127 3 16.1 1.15 76.7 17.66 5
(N=5) (8.8) (1.47) (2.73) (5.56) (2.28) (1.57) (8.73) (2.64) (1.8) (6.9) (2.42) (1.29) (4.24)(5.8) (1.11) (17.42)(3.71)
5 81.5 2296 2022 63 21.04 14 8.0 2045 229 36 214 21 994 24.28 4
(N=5) (38.29)(1.73) (10.03) (4.99) (2.22) (1.1) (7.87) (2.23) (1.85) (4.98)(1.41) (0.47) (35.19)(9.47)
6 71.9 21.68 16.84 59 16.1 13 58 172 2.89 83.6 19.03 3
(N=5) (12.68)(1.78) (3.89) (4.22) (5.49) (0.82) (8.69)(6.22) (2.31) (23.67)(6.25)
7 743 2256 18.23 84 212 237 82.7 2013 2
(N=5) (13.75)(1.94) (4.55) (7.3) (1.8) (1.4)  (19.27)(5.66)
8 67.8725.15 18.06 67.87 18.06 1
(N=4) (44.2)(2.1)  (10.99) (44.2) (10.99)
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RESUMO

A fragmentacdo limita o tamanho populacional e aumenta os riscos de extingdo por
perdas genéticas. Afloramentos graniticos sdo ilhas terrestres cujas popula¢des tendem a
serem pequenas, isoladas e sofrerem pressdes antropicas. Ameroglossum
pernambucense ¢ um arbusto ornitofilo, exclusivo dos afloramentos graniticos do
Nordeste brasileiro e vulneravel a extingdo. Os objetivos deste trabalho foram avaliar
em duas populagdes: os fatores que determinam a floragdo desta planta; as
caracteristicas do néctar e sua producdo; o sistema reprodutivo e sua dependéncia por
polinizadores; e verificar se havia limitacdo reprodutiva nessas populacdes. A variagdo
do horario de ocaso foi o principal fator a explicar a floragdo de A. pernambucense,
havendo alta sincronia de individuos férteis, mas baixa sincronia na sua intensidade. As
flores sdo ornitdfilas e beija-flores foram os tnicos polinizadores observados. Néctar foi
abundantemente produzido ao longo da antese e sucessivas remog¢des ndo interrompem
sua produgdo. O sistema reprodutivo mostrou-se autocompativel, embora dependa de
polinizadores para producdo de mais sementes. Nao se verificou limita¢do polinica nas
populacdes estudadas. Os aspectos reprodutivos analisados mostraram uma alta
adaptacdo de 4. pernambucense as condi¢Ges insulares dos afloramentos graniticos. A
regulacdo fenolodgica por fotoperiodo deve aumentar a sincronia de floracdo entre os
afloramentos. A autocompatibilidade, alto valor energético das flores e exclusiva
polinizacdo por beija-flores devem explicar o sucesso reprodutivo natural das
populacdes estudadas e aumentar as chances de cruzamentos entre individuos distantes.
Portanto, para diminuir as chances de extingdes locais por perdas genéticas, planos de

manejo devem levar em conta a conservacao de subpopulagdes proximas.

Palvras-chave: inselbergs; fragmentagdo; conservacdo; fenologia; ornitofilia; dinamica

de néctar; plantas rupicolas.
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ABSTRACT

Habitat fragmentation limits population size and increases extinction risks by genetic
losses. Granitic outcrops are land islands which populations tend to be small, isolated
and under anthropic pressures. Ameroglossum pernambucense is an ornithophilous
shrub exclusive to Brazilian Northeastern granite outcrops, and classified as vulnerable
to extinction. The goals of this research were to investigate in two populations: factors
related to flowering of this shrub; its nectar traits and production pattern; the breeding
system and pollinator dependence; and verify pollen limitation in the studied
populations. Variation in sunset time was the main factor to explain A. pernambucense
flowering pattern. High synchrony of fertile individuals was observed, although
flowering intensity synchrony was low. Flowers are typically ornithophilous and
hummingbirds were the sole observed pollinators. Nectar was abundantly produced
during flower anthesis and successive removals didn’t cease its production. Mating
system was full self-compatible, however, pollinators were necessaries to increase seed
production. Pollen limitation wasn’t detected. The reproductive traits analyzed in A.
pernambucense were interpreted as highly adapted to the insular conditions of granitic
outcrops. Phenological photoperiodic regulation may increase flowering synchrony
between outcrops and the self-compatibility. High flower energetic value and exclusive
pollination by hummingbirds may explain the natural reproductive success of the
studied populations and increase the probability of crosses between distant individuals.
Therefore, to reduce local extinction risks by genetic losses, conservation plans should

considerate preservation of close subpopulations.

Key-words: inselbergs; habitat fragmentation; conservation; phenology; ornthophiliy;

nectar dynamics; rupicolous plants.
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8. ANEXO —NORMAS DE PUBLICACAO DO PERIODICO ONDE O MANUSCRITO SERA

SUBMETIDO

Length of Papers

Papers should not exceed 8 printed pages or 9,000 words. One printed page in the
journal (without figures and tables, with about 3 subheads and paragraphs) usually
contains roughly 6200 characters. The number of figures plus tables should not exceed
9. Appendices will be published as Supporting Information rather than in the main text.

References: About 40 to 50 references usually fill one printed page.

New: Page Charge: Starting in 2011, original research papers longer than the guidelines
given above when in proof will be subject to a page charge at a rate of GBP 100 per
page above the 8-page limit (first 8 pages are free of charge). An invoice will be sent to
authors for these charges upon print publication of their article. Invited and review

articles are excluded from this rule.

Arrangement

Research papers

Title page: The first page of each paper should indicate: The title, the author's names
and affiliations, a short title for use as running head, the name, address, e-mail address,
phone and fax number of the corresponding author, and 3 to 7 keywords.
Abbreviation: List with abbreviations where appropriate.

Abstract: The abstract must not exceed 250 words. It should include the hypothesis,
explain the novelty of the work, and what it adds to the body of scientific knowledge.
The following sections cover the usual contents: Introduction, Materials and Methods,
Results, Discussion, Acknowledgements, References (see below), Tables (see below),
Figure legends (see below), [llustrations (see below).

In Materials and Methods, Results and Discussion subheadings are possible. If an
author chooses to combine sections Results and Discussion, an additional section

Conclusions can be added, but this must be brief.

Concise review articles
Choose subheadings as appropriate but do not use a numbering system. Title page, Key

words, Abstract and other items as for full length papers.
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Tables

Tables must be serially numbered in Arabic numerals and each must carry a brief
descriptive heading. Tables reproduced from other publications must state their precise
source. Only signs that can be typeset should be used in the tables and legends. Please
provide Tables in Word and include them at the end of the manuscript after the
References, each on a separate page. Refrain from using both tables and graphs to

demonstrate the same results.

Figures and Graphics

Electronic artwork

It is essential that all artwork is provided in electronic format. Please save vector
graphics (e.g. line artwork) in Encapsulated Post-script (EPS) format and bitmap files
(e.g. half-tones) in Tagged Image Format (TIFF). Detailed information on our digital
illustration standards is available

athttp://www.blackwellpublishing.com/bauthor/illustration.asp.

Please do not embed any tables and/or figures in the text document.
If you should encounter difficulties upon submitting figures and graphics, please contact
the editorial office by e-mail under annette.schlierenkamp(@ctp.uni-freiburg.de or by

telephone under ++ 49/(0)761/203-8300.

Colour illustrations: Authors are required to cover the cost of colour printing.
Therefore, please note that if there is colour artwork in your manuscript when it is
accepted for publication, Wiley-Blackwell require you to complete and return a colour

work agreement form before your paper can be published. Colour printing costs €300

per article + VAT. Please supply colour work as eps, tiff or jpg files.The colour work
form can be downloaded as a PDF from the internet. [To download PDF files you must
have Acrobat Reader installed on your computer. If you do not have this program, this
is available as a free download from the following web

address: http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. The web address for
the form ishttp://www.blackwellpublishing.com/pdf/PLB_CWAF.pdf.

References

The list of references must include all (but no additional) references quoted. Arrange
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references alphabetically according to author name, not chronologically. The name of
the journals containing the cited papers should be given in full.

Each article reference should be given as in the following example:

Alfano J.R., Collmer A. (2004) Type III secretion system effector proteins: double
agents in bacterial disease and plant defence. Annual Review Phytopathology, 42, 385-
414.

Books or other non-serial publications which are quoted in the references must be cited
as follows:

Gage J.D., Tyler P.A. (1991) Deep-sea Biology.: A Natural History of Organisms at the
Deep-sea Floor. Cambridge University Press, Cambridge: 504 pp.

Lester R.N., Hasan S.M.Z. (1991) Origin and domestication of the brinjal

eggplant, Solanum melongena, from S. incanum, in Africa and Asia. In: Hawkes J.G.,
Lester R.N., Nee M., Estrada N. (Eds), Solanaceae IlI: Taxonomy, Chemistry,
Evolution. Royal Botanic Gardens, Kew; London, UK: 369-387.

Articles not yet published may only be cited if they have definitely been accepted for

publication. They must be denoted by the expression 'in press'.

We recommend the use of a tool such as EndNote or Reference Manager for reference

management and formatting.

Units
Plant Biology will follow the system of SI units (Systeme International d'Unites).

Within a given paper chosen units must be uniform.

Abbreviation
Note that common abbreviations can be used without explanation. Others must be
explained. In case of doubt always give an explanation. Use FW = fresh weight and DW

= dry weight.

Scientific Names
Scientific names should be cited in their complete form when first mentioned with
genus - species - authority - cultivar (cv.) or subspecies (ssp.) where appropriate. Latin

names should be underlined or typed in ifalics. Subsequently the generic names should
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be abbreviated, but avoid confusion: e.g. use A. comosus if the only genus with a first
fetter A in your paper is Ananas; but use unambiguous abbreviations if you have more
than one genus with the same first letter, e.g. Ananas comosus, Aechmea nudicaulis =
A. comosus, Ae. nudicaulis, etc. Common names of organisms must be accompanied by
the correct scientific name when first mentioned. For rare or exotic genera it may be
useful to give the name of the family and/or higher taxon in brackets when first

mentioned.

Copyright

Authors will be required to assign copyright of their paper to the German Botanical
Society, Royal Botanical Society of the Netherlands and Blackwell Publishing.
Copyright assignment is a condition of publication and papers will not be passed to the
publisher for production unless copyright has been assigned. (Papers subject to
government or Crown copyright should tick box 3 on the form). Download

the Copyright Assignment Formhere. The publishers will not refuse any reasonable

request by authors for permission to reproduce their contributions to the journal.

Reprints

A PDF offprint of the online published article will be provided free of charge to the
corresponding author, and may be distributed subject to the Publisher's terms and
conditions. The corresponding author will be asked to provide up to seven email
addresses for early distribution of a PDF offprint by the publisher. Paper offprints of the
printed published article may be purchased if ordered via the method stipulated on the
instructions that will accompany the proofs. Printed offprints are posted to the
correspondence address given for the paper unless a different address is specified when
ordered. Note that it is not uncommon for the printed offprints to take up to 8 weeks to
arrive after publication of the journal. For further information please contact C.O.S.
Printers PTe Ltd, 9 Kian Teck Crescent, Singapore 628875; Fax: +65 6265 9074; E-

mail: offprint@cosprinters.com.

Author material archive policy
Please note that unless specifically requested, the Publisher will dispose of all hardcopy

or electronic material submitted 2 months after publication. If you require the return of
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any material submitted, please inform the editorial office or production editor as soon as

possible after the final decision about publication.
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