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RESUMO

Varella, Tatiane Lemos; M. Sc.; Universidade do Estado de Mato Grosso; Feveiro de
2015. Estrutura populacional, diversidade genética e aspectos reprodutivos da
espécieTheobroma speciosum Willd. ex Spreng. Orientadora: Ana Aparecida Bandini
Rossi. Conselheiras: Maurecilne Lemes da Silva Carvalho e Telma Nair Santana
Pereira.

Theobroma speciosum é uma espécie nativa da regido Amazonica e apresenta
potencial para ser implantada em um programa de melhoramento genético devido a
presenca de um banco de genes que pode ser de resisténcia a patologias das
espécies cultivadas. No entanto, a fragmentacdo florestal causada pela acao
antropica ocasiona isolamento das populacdes naturais, alterando os padrdes de
migracdo e dispersdo das sementes, 0 que pode gerar a erosao genética da
espécie. Assim, o0 presente estudo teve como objetivo analisar a estrutura
populacional e os aspectos reprodutivos da espécie T. speciosum em fragmentos
florestais urbanos na cidade de Alta Floresta, MT, bem como avaliar, por meio de
marcadores microssatélites, a diversidade genética da espécie. Foram selecionados
trés fragmentos florestais urbanos no municipio de Alta Floresta-MT, denominados:
parque C/E, parque J e parque Zoobotanico. Para o estudo da estrutura
populacional foram implantadas grades nesses fragmentos e amostrados todos o0s
individuos com CAP > 1 cm. Os dados foram comparados com um estudo realizado
no Parque Nacional do Juruena em 2013. Para o estudo dos aspectos reprodutivos,
foram avaliados a viabilidade polinica com base em testes colorimétricos, a
receptividade estigmatica com peroxido de hidrogénio em 7 horarios de coleta. Para
o estudo da diversidade genética foi amostrado um total de 75 individuos, sendo 25
em cada fragmento, dos quais foram coletadas folhas para a extracdo de DNA
gendmico. As amplificacdes foram realizadas via PCR com o emprego de 9 primers
SSR. Com relacdo as classes diamétricas e de altura, o Unico parque urbano que
manteve um maior nimero de individuos nas menores classes (0-5 cm e 0-5 m),
assim como o PNJu, foi o parque Zoobotanico, demonstrando capacidade
regenerativa populacional, apresentando o modelo caracteristico das florestas
tropicais (“J-invertido”), enquanto que nos parques C/E e J, a espécie ndo seguiu
esse padrdo. Quanto ao padréo de distribuicdo dos individuos, todas as populacdes
apresentaram comportamento agregado. O Cacaui possui inflorescéncia caulinar,
com flores hermafroditas, diclamideas com calice e corola pentameras. As flores
possuem 5 estames, 5 estaminddios e 6 anteras. O giniceu € pluricarpelar com
soldadura gamocarpelar,formando um sé pistilo. O estigma é ramificado e o ovario é
supero com placentacdo axial. As flores medem em média de 14,89mm de
comprimento e 19,77mm de largura. A viabilidade polinica permaneceu alta,
independente do horario de coleta e do corante utilizado, com média superior a 94%.
Os estigmas de T. speciosum, encontraram-se receptivos em todos os horarios de
avaliacdo, com percentual médio acima de 75%. Todos o0s nove locos
microssatélites utilizados na genotipagem foram polimérficos e amplificaram 84
alelos. A heterozigozidade esperada foi maior que a observada em todos os
marcadores. A maior parte da variabilidade genética encontra-se intrapopulacional.
O dendrograma gerado pelo método UPGMA possibilitou a formacéo de 3 grupos
distintos, assim como no agrupamento do “Structure”, demonstrando que os
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individuos ficaram alocados nas suas devidas populacdes. Com base nos resultados
obtidos, podemos concluir que o presente estudo serve de base para o
estabelecimento de estratégias que visem a conservacdo e 0 manejo da espécie
nesses fragmentos urbanos.

Palavras-Chave: Cacaui, Marcador Molecular, Fragmentacao Florestal.



ABSTRACT

Varella, Tatiane Lemos; M. Sc.; Universidade do Estado de Mato Grosso; Feveiro de
2015. Population structure, genetic diversity and reproductive aspects of species
Theobroma speciosum Willd. ex Spreng. Orientadora: Ana Aparecida Bandini Rossi.
Conselheiras: Maurecilne Lemes da Silva Carvalho e Telma Nair Santana Pereira.

Theobroma speciosum is a native species of the Amazon region and has the
potential to be deployed in a genetic breeding program due to the presence of a gene
bank that may be resistance to diseases of cultivated species. However, forest
fragmentation caused by anthropic action causes isolation of natural populations,
migration changing patterns and seeds dispersal, which can lead to the genetic
erosion of the species. Thus, this study aimed to analyze the populational structure
and the reproductive aspects of T. speciosum in urban forest fragments in the city of
Alta Floresta, MT, as well as assess the genetic diversity of the species by
microsatellite markers. Three urban forest fragments were selected in the
municipality of Alta Floresta-MT denominated: Park C/E, J Park and Zoobotanical
Park. For the populational structure study, grids were implanted in these fragments
and sampled all individuals with CAP> 1 cm. Data were compared to a study at
Juruena National Park in 2013. For the reproductive aspects study, the pollen
viability based on colorimetric tests and the stigmatic receptivity with hydrogen
peroxide within 7 hours of collection were evaluated. To study the genetic diversity, a
total of 75 individuals were sampled, 25 in each fragment whose leaves were
collected for the genomic DNA extraction. The amplifications were performed by PCR
with the use of 9 SSR primers. Concerning the diameter and the height classes, the
only urban park which maintained a greater number of individuals in smaller classes
(0-5 cm and 0-5 m) as well as the PNJu, was the Zoobotanical Park, showing a
populational regenerative capacity with the characteristic model of tropical forests ("J-
inverted"), while in the parks C/E and J the species did not follow this pattern. As for
the individual distribution pattern, all populations showed aggregate behavior. The
flowers have five stamens homodynamos, 5 staminodes and 6 anthers. The
gynoecia is pluricarpelar with gamocarpelar soldering, forming an only pistil. The
stigma is branched and the ovary is superior with axial placentation. The flowers
have an average of 14.89mm length and 19,77mm of width. The pollen viability
remained high, regardless the time collection and the dye used, with an average over
94%. The T. speciosum stigmas found themselves receptive at all times of
evaluation, with an average percentage above 75%. All nine microsatellite loci used
for genotyping were polymorphic, and amplified 84 alleles. The expected
heterozygosity was higher than that observed in all markers. Most of the genetic
variability is intrapopulational. The dendrogram generated by the UPGMA method
allowed the formation of three distinct groups as well as the "Structure” grouping,
showing that individuals were allocated to their proper populations. Based on the
obtained results, we can conclude that this study provides the basis for the
establishment of strategies that aim the conservation and the management of these
species in these urban fragments.

Keywords: Cacauhy, Molecular Marker, Forest Fragmentation.



1. INTRODUCAO GERAL

A Floresta Amazonica € a maior floresta tropical do mundo, representando 40%
(3.900.000 km?) dos remanescentes mundiais (INPE, 2002), sendo um dos biomas
mais ricos e de maior diversidade do planeta. Estima-se que s6 a comunidade de
plantas vasculares tenha cerca de quarenta mil espécies, das quais trinta mil sé&o
endémicas (Mittermeier et al., 2003) com grande potencial para uso na agricultura e
melhoramento genético (Souza, 1997). Além disso, a AmazOnia representa uma fonte
extraordindria de recursos para a populacdo brasileira e um bem incalculavel para a
populacdo mundial (Barreto et al., 2005).

Entretanto, o uso sustentavel destes recursos € um desafio para as préoximas
geracdes, em decorréncia do processo de desenvolvimento ao qual a Amaz6nia vem
sendo submetida, levando a formacdo de mosaicos em fragmentos florestais
(Bierregaard et al., 1992), resultando em perda de biodiversidade, isolamento de
populacdes e mudancas nos padrdes de migracao e dispersao das espécies (Laurance
et al., 2002), afetando diretamente na estrutura e na dinamica das comunidades
florestais (Coelho et al., 2013). Nos ultimos 10 anos (2004 a 2013), foram cerca de 11,7
milhdes de hectares de area florestal convertida na Amazonia para atividades humanas
(INPE, 2014).

Devido ao desmatamento acelerado, espécies do género Theobroma L. estédo
sofrendo forte erosé@o genética, principalmente na regido sul e sudeste do Para (Alves
et al., 2013), logo, estudos que abordam a estrutura, bem como a dispersdo das
espécies sao necessarios para o estabelecimento de programas de conservacao,
melhoramento e até domesticacdo (Duarte, 2010). Véarias espécies, como 0 cacau,
cupuacu, cacaui e cupui tém despertado o interesse da comunidade cientifica, pois sédo
frutiferas nativas com potencialidade econdmica para a regido Amazonica (Duarte,
2010).

O Cacaui (Theobroma speciosum Willd ex Spreng) é uma planta auto-
imcompativel (Souza e Venturieri, 1998), com arvores de porte mediano que podem
alcancar 15 m de altura, frutos globoides-elipsdide com cerca de 10 cm, sementes
elipséide-oblonga em numero de 20 a 26 por fruto, recobertas por uma polpa de
coloracdo clara e de sabor adocicado (Santos, 2003). As flores s&o hermafroditas
agrupadas em buquet florais, apresentam mecanismos seletivos especificos que
servem como atrativo para 0s polinizadores, como o0s nectarios florais que se
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encontram na base da cogula (pétala modificada) (Yong, 1984), esta estrutura protege
as anteras e somente pequenos insetos conseguem penetra-la, além disso, existem
barreiras fisicas entre o giniceu e o androceu que impendem outros visitantes de
percorrerem essas estruturas (Silva, 2003). Endress (1994) classificou esse tipo floral
como flor armadilha.

Embora T. speciosum ser economicamente uma espécie inexpressiva, ela esta
proxima geneticamente ao cacau (T. cacao) e cupuacu (T. grandiflorum), sendo assim
uma possivel fonte de genes para eles (Souza e venturieri, 2010). Esses genes podem
ser de resisténcia a patologias das espécies cultivadas, como podriddo-parda dos
frutos do cacaueiro, vassoura-de-bruxa, moniliase e a murcha-vascular-estriada
(Dantas Neto et al., 2005).

Segundo Raposo (2007), a falta de conhecimentos biolégicos da grande
maioria das espécies da flora amazénica é motivo de preocupacao, em decorréncia da
perda destes recursos naturais. O conhecimento da estrutura populacional e da
diversidade genética, bem como o entendimento dos processos reprodutivos de
espécies arboreas tropicais, podem fornecer informacgdes importantes para auxiliar nas
tomadas de decisdes sobre o manejo florestal a fim de garantir a reproducdo e a
manutencdo da diversidade genética das espécies nas areas manejadas (Maués e
Oliveira, 2010; Moura et al., 2009).

Segundo Kageyama (1987), o uso da genética de populacdes para quantificar
a diversidade de populacdes arbdreas tropicais aponta algumas dire¢cdes importantes
que visam minimizar os impactos ambientais, e a andlise do nivel de conservacédo de
determinada populacao, permitindo um mecanismo de sele¢do atuando em funcéao da
adaptabilidade das espécies (Estopa, 2006).

Dentre as técnicas utilizadas para caracterizar a diversidade genética,
destacam-se os marcadores moleculares, principalmente os microssatélites (Selkoe e
Toonen, 2006), devido a sua eficacia na compreensao de muitos campos da genética,
como a estrutura genética de populacdes, fluxo génico, andlise de paternidade,
viabilidade de populagbes, além de permitir a quantificacdo dos efeitos da
fragmentacdo de habitats e estabelecer estratégias para a conservacdo de espécies
(Lemes et al., 2003).

Outra forma de verificar o efeito da fragmentacdo e entender o processo
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possibilitam o estabelecimento de estratégias importantes para a conservagdo e
manejo de espécies inseridas em programas de melhoramento genético (Kiill e Costa,
2003), além de ser a chave para o sucesso em polinizacbes manuais e hibridacbes
artificiais.

Diante do acima exposto, 0 presente estudo teve como objetivo analisar a
estrutura populacional e os aspectos reprodutivos da espécie T. speciosum em
fragmentos florestais urbanos na cidade de Alta Floresta, MT, bem como avaliar por

meio de marcadores microssatélites a diversidade genética da espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Floresta Amazdnica

Localizada ao norte da América do Sul, a Floresta Amazonica possui cerca
de 6,5 milhBes de km2, sendo que 85% encontram-se em territorio brasileiro e o
restante dividido entre a Bolivia, Coldbmbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa,
Peru, Suriname e Venezuela (Sivam, 2012). Apresenta um clima equatorial quente e
Uumido, com pouca variacdo da temperatura durante todo o ano, a distribuicdo das
chuvas é irregular, com média de 2300mm anuais (Fisch et al., 1998).

A regido Amazobnica € detentora de um quarto da biodiversidade do planeta
e ocupa a segunda posicdo em termos de diversidade genética de espécies
frutiferas tropicais, com potencialidade econdémica (Clement, 2001; Araujo et al,
2002). No entanto, o extrativismo e a exploracdo excessiva dessas espécies
aumentaram rapidamente, e devido a tais fatores, a Amazénia tem sido foco de
atencdo mundial com o objetivo de assegurar sua grande biodiversidade (Fisch et
al., 1998).

Segundo Sousa (1997), a perda de recursos genéticos tem sido inevitavel na
Amazobnia, sendo o processo de substituicdo da vegetacdo natural por pastagens,
responsavel pelo desaparecimento de inimeras populacdes de espécies vegetais.

Desde 1990 a taxa de desmatamento vem crescendo de forma acelerada e
a area cumulativa desmatada na Amazonia legal brasileira chegou cerca de 653 mil
km? no ano de 2003, correspondendo a 16,3%, sendo os estados do Para,
Rondbénia, Mato Grosso e Maranhdo os responsaveis por mais de 90% dessa area
desmatada (Ferreiro, 2005).

2.2 Theobroma speciosum

A espécieTheobroma speciosum € uma frutifera silvestre pertencente a
familia Malvaceae, conhecida popularmente como cacaui. Esta distribuida por toda
regido Amazonica (Cavalcante, 1991), ocorrendo preferencialmente em mata
primaria de terra firme néo inundavel (Lorenzi, 2000), sendo bastante dispersa, nao
frequente e pouco cultivada (Cavalcante, 1991).

Quanto a morfologia, apresenta arvores de porte mediano com cerca de 8 a
15 metros de altura, dotadas de copa muito frondosa e ramos curtos, troncos
cilindricos, lenhosos, onde, desde a base se inserem as densas e aglomeradas
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inflorescéncias que se destacam na paisagem florestal (Lorenzi, 2000). As flores
apresentam calice e corola pentameros, pétalas vermelho-escuro, 5 estaminddios
alternando com outros tantos estames (Ferrdo, 2001).

As folhas sdo simples, alternas, disticas, pecioladas com cerca de 30 a 40
cm de comprimento e 14 a 20 cm de largura, contendo de 5 a 8 pares de nervuras
laterais, visivelmente inclinadas para o apice, o limbo é coriaceo, oblongo, ovado ou
eliptico. O fruto mede em torno de 10 a 12 cm de comprimento, contendo uma casca
levemente aveludada de cor amarela quando maduro, possui em cerca de 20
sementes imersas numa polpa suculenta, adocicada e quase sem cheiro
(Cavalcante, 1976; Cavalcante, 1991; Lorenzi, 2000; Ferrdo, 2001; Ronddn, 2005).

De acordo com Lorenzi (1998) a floracao ocorre durante os meses de agosto
a outubro e os frutos amadurecem entre fevereiro e abril. A sindrome floral é
adequada a polinizacéo por dipteros saprofagos da familia Drosophilidaee Phoridae
(Silva, 2003). Anualmente é produzida uma grande quantidade de sementes viaveis,
disseminadas pela fauna em geral (Lorenzi, 1998). Devido ao comportamento
recalcitrante, as sementes devem ser plantadas logo apds a colheita, diretamente
em substrato organo-arenoso, mantidas em ambiente sombreado (Carvalho et al.,
2001).

Do ponto de vista econdmico o cacaui é empregado como alimento humano,
cosmeético, para fins medicinais e ornamentais. Os frutos sdo consumidos in natura
ou preparados como suco, geléias e sorvetes (Cuatrecasas 1964, Cavalcante 2010).
As sementes apresentam alto teor de gordura, utilizadas na producédo de chocolate
artesanal por comunidades nativas da Amazbnia (Cuatrecasas, 1964; Gomes,
1972), além de possuir efeito diurético e estimulante com principios similares a
cafeina (Giorgetti, 2007). A améndoa € rica em diversos alcaldides, cafeina e
teobromina e serve para fabricar manteiga de cacau (Saddi, 1977). A casca do fruto,
associada a cinza da madeira, é designada para a producao de um sabao artesanal,
usado no interior da Amazénia como excelente desodorante (Di Stasi e Hiruma-
Lima, 2002).

T. speciosum podera ser utilizada em programas de melhoramento genético
como uma possivel fonte de genes de resisténcia contra pragas e doengas, como é
0 caso da vassoura-de-bruxa, que vem prejudicando a produgao nas lavouras de

cacau e cupuagu (Santos, 2003).



2.3 Fragmentacéo florestal

O processo acelerado de fragmentacdo, em decorréncia do crescimento
populacional, traz como consequéncia a formacdo de mosaicos de vegetacdo
remanescente (Estopa et al., 2006), onde na maioria das vezes ocorre devido a
substituicdo de parte da floresta por pastagem e atividades agricolas (Carvalho et
al., 2005; Oliveira et al.,, 2003), reduzindo o tamanho das popula¢des naturais,
ocasionando alteracfes nos processos ecologicos e genéticos das espécies que ali
ocorrem (Estopa et al., 2006).

Essa ocupacdo agricola realizada de modo inadequado vem ocasionando
perdas da diversidade genética de espécies nativas da Amazodnia (Tabarelli et al.,
2004; Araujo et al., 2002), levando ao isolamento de populacdes de espécies
arboreas, reduzindo o numero de individuos reprodutivos e a densidade
populacional, afetando dessa forma a deriva genética, fluxo de genes, sele¢cédo e
sistema de reproducao (Young et al., 2000).

De acordo com Melo Junior (2004), além da reducao indiscriminada dos
biomas e a extincdo de espécies, esse efeito também reduz a capacidade das
populacbes naturais a se adaptarem as mudancas ambientais. Desta forma, o
estabelecimento de um programa de levantamento da variabilidade genética
existente pode minimizar tal situacdo. Sendo assim torna-se necessario avaliar a
diversidade bioldgica contida nos atuais fragmentos por meio de sua quantificacéo,
compreendendo as variacdes do ambiente e a direcdo das mudancas nos processos
ecolégicos, permitindo a avaliagdo do potencial de perda e para conservacdo dos
recursos naturais a longo prazo (Carvalho et al., 2005).

2.4 Estrutura populacional

A estrutura genética espacial refere-se a distribuicdo espacial dos genétipos
dos individuos dentro da populacao, sendo determinada na maioria das vezes pelos
padrbes de dispersdo de genes via sementes e via polen (Moura et al., 2009),
densidade de individuos adultos, selecdo micro ambiental, regeneracdo e pelo
sistema de reproducao (Hamrick e Loveless, 1986; Loiselle et al., 1995).

A analise do padrao espacial ou a estrutura da diversidade genética entre 0s
individuos arb6reos é um componente importante para compreender 0S processos

genéticos, ecoldgicos e evolucionarios (Gusson, 2005), observados nas populacdes



e comunidades florestais, melhorando a eficiéncia da amostragem para maximizar a
diversidade génica ou minimizar os cruzamentos endogamicos (Epperson, 1990).

Desta forma, para definir a escala espacial de estudos e permitir fazer
inferéncias sobre a distribuicdo espacial dos gendtipos, é necessario informacdes
sobre a histéria de vida e sobre os mecanismos de dispersdo das espécies
(Gongalves et al., 2010). Segundo Bittencourt e Sebbenn (2008), os cruzamentos
endogamicos podem ser causados devido aos baixos niveis de imigracéo de polen e
pela dispersdo de polen e sementes proximas a arvore matriz (Vekemans e Hardy,
2004).

2.5 Diversidade genética

Entender os padrdes de variabilidade genética entre e dentro de populacdes
€ um instrumento importante na adocdo de préaticas eficientes de conservacgéo,
podendo servir de base para técnicas de manejo adequado de fragmentos e
fornecer subsidios para medidas de conservacéo in situ (Renau-Morata et al., 2005).

A diversidade genética é fundamental para a sustentabilidade das espécies,
pois fornece matéria-prima para a adaptacdo, evolugcdo e sobrevivéncia de
populac6es arbéreas (Rajora e Pluhar, 2003), havendo necessidade de preservacao
e manutencao dessa variabilidade (Araujo et al., 2002), uma vez que a reducao de
espécies pode ocasionar um maior ataque por pragas e doencas, limitando a
produtividade e o melhoramento genético. Assim, a diversidade genética,pode ser
vista como fundamental para a sustentabilidade e estabilidade do ecossistema
natural (Rajora e Pluhar, 2003).

2.6 Marcadores microssatélites

Os estudos moleculares vém fornecendo novos métodos para estudos
genéticos e de evolucdo de plantas, com excelentes meios para a aquisicdo de
informacBes genéticas relevantes a serem empregadas em programas de
conservacao e melhoramento genético. Para tal estudo, € necessario a utilizacédo de
marcadores moleculares que possibilitam avaliar a variabilidade genética existente
dentro e entre espécies distintas (Bered et al., 1997).

Os marcadores moleculares sao fragmentos de DNA que permitem a

distincdo de individuos geneticamente diferentes (Borém e Caixeta, 2006), sendo



amplamente utilizados em programas de melhoramento de plantas, em estudo da
extensdo e distribuicdo da variacdo entre as espécies, caracterizacdo de
populacdes, como também para investigar questbes taxondmicas e evolutivas
(Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Varios sdo os marcadores moleculares disponiveis para a caracteriza¢do da
diversidade, sendo os microssatélites (SSR), os mais utilizados, devido ao elevado
conteudo informativo, sua robustez analitica e transferibilidade, indicados para uso
em espécies florestais por serem altamente heterozigotas (Grattapaglia, 2007).

Os marcadores microssatélites (SSR) sdo co-dominantes, multialélicos e
possuem alta reprodutibilidade com ampla resolucdo (Oliveira et al., 2006),
apresentam capacidade de detectar polimorfismo, com grande aplicacdo em estudos
genéticos, inclusive em conservacdo genética, caracterizacdo de cultivares,
melhoramento molecular, testes de paternidade e estudos de filogenia (Santos et al.,
2010; Zhang et al., 2010). Tais marcadores fornecem niveis elevados de informacéo
genética por loco, podendo ser analisados a partir de qualquer tipo de tecido em
qualquer estagio de desenvolvimento, com necessidade apenas de uma pequena
quantidade de DNA (Souza, 2011).

Consistem de sequéncias curtas de 2-5 nucleotideos repetidas em tandem,
flanqueadas por sequéncias Unicas ndo repetidas. A variacdo alélica em locos de
microsatélites pode ser facilmente detectada por PCR usando primers flanqueadores
especificos (Hancock, 2000). Os marcadores microssatélites sdo especificos para
cada espécie, no entanto, pelo fato das regibes flanqueadoras serem, na maioria
das vezes, conservadas entre espécies ou géneros proximos, € possivel utilizar
iniciadores desenvolvidos para espécies correlacionadas. Essa caracteristica é
denominada transferibilidade ou amplificacdo cruzada (Varshney, 2005; Bravo,
2006). Tal caracteristica pode ser utilizada para minimizar os custos de
implementacdo destes marcadores em espécies para as quais ainda ndo ha

iniciadores desenvolvidos.

2.7 Biologia Reprodutiva
O estudo da biologia floral € um fator fundamental para a compreenséo da

biologia reprodutiva das espécies nas comunidades vegetais (Ramirez, 2002),



inferindo diretamente no seu modo de polinizacdo (Sousa et al., 2010), servindo de
base para o desenvolvimento de programas de melhoramento genético.

Segundo Techio et al. (2006), para 0 sucesso na selecdo de gendtipos e
cruzamentos em um programa de melhoramento genético, estudos que avaliem a
viabilidade do polen e a receptividade estigmatica sédo indispensaveis. A estimativa
da viabilidade do grdo de polen é fator primario para que ele venha a ter
oportunidade de germinar no estigma da flor, sendo um estagio decisivo a
fertilizacdo (Dafni, 1992), podendo ser realizado através de um grande numero de
técnicas, incluindo os métodos colorimétricos com corantes quimicos especificos
que reagem com 0s componentes celulares presentes nos gréos de pélen maduros,
como por exemplo, o lugol, o carmim acético e a solucdo tripla de Alexander
(Pagliarini e Pozzobon, 2004).

A coloracdo com o Lugol baseia-se em uma reac¢do quimica que acontece
entre o iodo e a molécula de amido. J4 o carmim acético reage com o material
genético existente no citoplasma, como o DNA (Pagliarini e Pozzobon, 2004),
enquanto que o reativo de Alexander utiliza uma solugao tripla, composta por orange
G, fuccina basia e verde malaquita (Alexander, 1969).

Por outro lado, a taxa de fertilizacdo e o sucesso da polinizagdo também
podem ser influenciados pela receptividade do estigma (Souza et al., 2004), pois ela
determina o periodo de maxima receptividade, para racionalizar o processo em
experimentos de hibridacdo e em todo e qualquer procedimento que aconteca a
polinizacédo artificial, em termos de tempo dispendido e quantidade de pélen utilizada
(Bruckner et al., 1995). Uma forma de avaliar a receptividade estigmatica é através
do uso de perdxido de hidrogénio, onde observa-se a acdo da peroxidase pela
formacéo de bolhas de ar, consistindo em um método simples e barato (Dafni, 1992;

Kearns e Inouye, 1993).
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4. CAPITULOS

4.1 CAPITULO 1

Efeito da fragmentacdo na diversidade genética de populagfes naturais de
Theobroma speciosum Willd. ex Spreng.

RESUMO

A fragmentacdo florestal reduz o tamanho efetivo das popula¢des naturais, isola
individuos na paisagem e consequentemente provoca alteracdes no sistema de
cruzamento das espécies, como 0 aumento do grau de parentesco entre individuos
e a endogamia. Verificar o impacto da degradacdo do habitat em remanescentes
florestais auxilia na avaliacdo das consequéncias genéticas e ecolOgicas destas
mudancas, e permite formular estratégias de conservacdo eficazes e sustentaveis
para a gestdo dos recursos genéticos de espécies que habitam paisagens
degradadas. Neste contexto, o presente estudo objetivou avaliar a diversidade
genética em populacdes fragmentadas de T. speciosum, por meio de marcadores
microssatélites. Foram selecionados trés fragmentos florestais urbanos no municipio
de Alta Floresta-MT denominados: parque C/E, parque J e parque Zoobotanico. Um
total de 75 individuos foram amostrados, sendo 25 em cada fragmento, dos quais
foram coletadas folhas para a extracdo de DNA gendmico. As amplificacdes foram
realizadas via PCR com o emprego de 9 primers SSR. Todos 0s nove locos
microssatélites utilizados na genotipagem foram polimoérficos e amplificaram 84
alelos. A heterozigozidade esperada apresentou média de 0,97 acima da observada
em todos os marcadores. A AMOVA revelou que a maior parte da variabilidade
encontra-se dentro das populacdes (64%) do que entre as populagbes (36%). O
dendrograma gerado pelo método UPGMA possibilitou a formacdo de 3 grupos
distintos, assim como no agrupamento do “Structure”, demonstrando que os
individuos ficaram alocados nas suas devidas populacdes. Devido aos elevados
niveis de diversidade génica detectados no presente estudo nas trés populacdes,
podemos ressaltar a importancia da manutencéo e a protecao dessa diversidade ao
longo da paisagem estudada.

Palavras-chave: Variabilidade genética, Marcadores SSR, Amazoénia.
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Theobroma speciosum Willd. ex Spreng. fragmentation effect on genetic
diversity of natural populations

ABSTRACT

The Forest fragmentation reduces the effective size of natural populations, isolates
individuals in the landscape and consequently causes changes in the species
crossing system such as the increasing degree of relatedness between individuals
and in breeding. Checking the impact of habitat degradation in forest fragments
assist in the assessment of genetic and ecological consequences of these changes,
enabling to formulate effective and sustainable conservation strategies to manage
the genetic resources of species that in habit degraded landscapes. In this context,
the present study aimed to evaluate the T. speciosum genetic diversity in fragmented
populations using microsatellite markers. Three urban forest fragments were selected
in Alta Floresta municipal district-MT denominated: Park C / E, Park J and
Zoobotanic Park. A total of 75 individuals were sampled, 25 in each fragment, whose
leaves were collected for the genomic DNA extraction. The amplifications were
performed by PCR using 9 SSR primers. All nine microsatellite loci used for
genotyping were polymorphic and amplified 84 alleles. The expected heterozygosity
showed a 0,97 average, above the observed one in all markers. The AMOVA test
revealed that most of the variability is within populations (64%) than among the
populations (36%). The dendrogram generated by UPGMA method enabled the
formation of three distinct groups as well as in the "Structure” group, showing that the
individuals were allocated to their proper populations. Due to the high levels of
genetic diversity detected in all these three populations studied, we can emphasize
the importance of maintaining and protecting this diversity along with the investigated
landscape.

Keywords: Genetic variability, SSR markers, Amazon.
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INTRODUCAO

O Brasil apresenta uma vasta diversidade de tipos de solos e climas,
favorecendo o cultivo de diversas frutiferas tropicais, elevando o seu potencial na
fruticultura (Simao, 1998). Na Amazobnia, essa potencialidade é encontrada nas mais
diversas espécies das familias botanicas, como por exemplo, Fabaceae,
Bignoniaceae, Lauraceae, Lecythidaceae, Rubiaceae, Anacardiaceae, Malvaceae,
Asteracee, Araceae, Arecaceae, Poaceae, entre outras (Neto, 2011).

As espécies do género Theobroma (Malvaceae) sdo endémicas da regido
Amazobnica (Dias, 2001) e demandam pesquisas para sua integracdo aos programas
de melhoramento pois representam recursos genéticos com potencialidade para a
obtencéo de variedades mais produtivas e resistentes a pragas e doencas (Almeida
et al., 2009).

Segundo Souza e Venturieri (2009), a espécie silvestre Theobroma
speciosum Willd. ex Spreng., apresenta uma possivel fonte de genes de resisténcia
a doencas, que podera servir de base para programas de melhoramento genético
das espécies mais relevantes economicamente, como T. cacao (cacau) e T.
grandiflorum (cupuacu).

Em areas florestais amazoénicas do estado de Mato Grosso, principalmente
nas cidades de Aripuana e Alta Floresta, seus frutos sdo consumidos in natura ou
preparados como sucos (Neto, 2011). Corréa, (1926) relata que no norte do pais os
frutos sao frequentemente encontrados a venda nos mercados, principalmente no
estado do Par4, onde segundo Ferrdo, (2001) séo utilizados na producéo de sucos,
geleias, doces e sorvetes (Saddi, 1977).

As sementes sdo amplamente utilizadas na confeccdo de chocolates,
bombons e bebidas como vinhos, licores, vinagres, etc. (Saddi, 1977). A casca do
fruto associada a cinza da madeira € designada para a producdo de um sab&do
artesanal, usado no interior da Amazénia como excelente desodorante (Di Stasi e
Hiruma-Lima, 2002). A sua ampla utilizagéo confere condi¢des diferenciadas para se
estabelecer como uma nova opg¢ao no mercado interno e externo de frutas nativas
da regido Amazonica.

No entanto, as espécies nativas remanescentes do género Theobroma estéo
sofrendo forte erosdo genética em funcdo da acdo antrépica (Alves et al., 2013),

levando ao isolamento das populacdes em pequenos fragmentos reduzindo o
18



namero de individuos reprodutivos e a densidade populacional, afetando os
processos genéticos como deriva genética, fluxo de genes, selecédo e sistema de
reproducéo (Young e Boyle 2000).

Segundo Costa et al. (2011), informacfGes sobre a variacdo genética de
espécies nativas sdo fundamentais para o desenvolvimento de estratégias que
possibilitem a domesticacdo e incorporacdo dessas espécies nos sistemas
produtivos regionais, bem como minimizar os impactos ambientais e estabelecer um
plano de conservacao efetiva.

Os marcadores moleculares sdo uma das principais ferramentas utilizadas
para estimar a estrutura populacional e caracterizar a diversidade genética em
populacdes naturais (Selkoe e Toonen, 2006), pois fornecem uma abordagem mais
especifica de cada individuo e sado eficientes para a determinacdo da variabilidade
genética (Yanaka, 2005).

Existem varios marcadores moleculares disponiveis, dentre esses destacam-
se 0s que usam a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), como o0s
microssatélites ou SSR (Single Sequence Repeat), sendo o mais utilizado devido ao
seu elevado contetudo informativo, sua robustez analitica e transferibilidade
(Grattapaglia, 2007; Santos et al., 2010). Sado encontrados abundantemente no
genoma e apresentam polimorfismo do tipo codominante (Li et al., 2009).

Estudos realizados com marcadores microssatélites vém evidenciando, a
diversidade e caracterizacdo genética da espécie Theobroma cacao (Lanaud et al.,
1999; Alves et al., 2013; Pugh et al., 2004; Schnell, 2007). Primers desenhados para
T. cacao foram transferidos para outras espécies do género como Theobroma
grandiflorum para amplificar microssatélites (Lanaud et al., 1999).

Avaliar a \variabilidade genética € uma estratégia fundamental,
principalmente para espécies nativas pouco estudadas, cuja magnitude da
diversidade ainda néo é totalmente conhecida (Costa et al., 2011).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética
em populagdes de T. speciosum, com ocorréncia natural em fragmentos florestais
urbanos, localizados na cidade de Alta Floresta, MT, por meio de marcadores

microssatélites.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi desenvolvido em trés fragmentos urbanos, denominados de
parques municipais: C/E que compreende uma area de 9,19 ha, J com uma area de
7,38 ha e o Zoobotanico que possui uma area de 17,6 ha, sendo o maior em
extensdo. Os fragmentos estdo localizados no municipio de Alta Floresta, regido
norte do estado de Mato Grosso (Figura 1). A cidade de Alta Floresta estd a 283 m
de altitude, o clima é equatorial quente e Umido e a temperatura média anual é de

24°C, com maxima de 40°C.
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Figura 1. Localizagdo do municipio de Alta Floresta — MT e dos trés fragmentos urbanos em
estudo.
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Na regido, predomina a vegetacdo do tipo Floresta Ombroéfila Aberta. O
clima é do tipo AW segundo a classificacdo de Koopen, sendo verdo tropical

chuvoso com nitida estacdo seca no inverno (IBGE, 1997).

Material vegetal

Para a caracterizagdo da diversidade genética, foram amostrados 25
individuos de T. speciosum em cada um dos fragmentos (Figura 2), totalizando 75
individuos. Todos os individuos amostrados foram georreferenciados com um

receptor de GPS Garmin Etrex®.
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Com o auxilio de um podéao, foram coletadas amostras de material foliar em
cada um dos individuos, preferencialmente as que se encontravam em estagio
juvenil, sem danos mecanicos ou sinais de doenca.

O material coletado foi devidamente identificado e acondicionado ainda em
campo em recipientes contendo silica gel e posteriormente, armazenado em freezer
a —20°C no laborat6rio de Genética Vegetal e Biologia Molecular da Universidade do
Estado de Mato Grosso (UNEMAT), campus Universitario de Alta Floresta — MT.

Extracdo e quantificagdo do DNA

O DNA gendmico total foi extraido de aproximadamente 100 mg de folhas,
usando o método de CTAB descrito por Doyle & Doyle (1990), com modificacdes:
aumento da concentracdo de polivinilpirrolidona (PVP) de 1% para 2% e de f-
mercaptoetanol de 0,2% para 3% nho tampao de extracao.

A confirmacdo da quantidade do DNA extraido foi realizada por meio da
eletroforese em gel de agarose 1%. O DNA extraido foi comparado com DNA padréao
(lambda) com amplitude de variagao de 10, 20, 50 e 100 ng/puL. O DNA quantificado

foi diluido para a obtengao das solucdes de trabalho a 2ng/uL.

Amplificac&o e genotipagem de locos microssatélites

Foi testada a transferibilidade dos vinte e trés pares de primers
microssatélites (SSR) isolados e caracterizados por Lanaud et al. (1999) para a
espécie T. cacao, utilizando trés individuos de T. speciosum para amplificacéo inicial
via PCR. Dos vinte e trés primers testados, nove foram selecionados para analise da

diversidade genética de T. speciosum (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas de 09 primers SSR isolados e caracterizados por Lanaud et al.
(1999) selecionados para o estudo da diversidade genética em T. speciosum. (Ta)
Temperatura de anelamento); (pb) pares de bases

Nome Sequéncia (5’-3’) Ta(°C) Tamanho esperado
(pb)

MTCCIR7  ATGCGAATGACAACTGGT 51 160
GCTTTCAGTCCTTTGCTT

mMTcCIR9  ACCATGCTTCCTCCTTCA 51 274
ACATTTATACCCCAACCA

MTCCIR1I0  ACAGATGGCCTACACACT 46 208
CAAGCAAGCCTCATACTC

MTCCIR1L  TTTGGTGATTATTAGCAG 46 208
GATTCGATTTGATGTGAG

MTCCIR17 AAGGATGAAGGATGTAAGAG 51 271
CCCATACGAGCTGTGAGT

MTCCIR1Y - ACAACCCGTGCTGATTA 46 376
GTTGTTGAGGTTGTTAGGAG

MTCCIR22 A TTCTCGCAAAAACTTAG 46 289
GATGGAAGGAGTGTAAATAG

MTCCIR26 - ATTCATCAATACATTC 46 298
GCACTCAAAGTTCATACTAC

mTcCIR28 46 336

GATCAATCAGAAGCAAACACAT
TAAAGCAGCCTACCAAGAAAAG

As reacOes de amplificacdo via PCR foram realizadas em termociclador
Biocycler com um volume final de 13 uL, sendo 0,12uL de Taq DNA polimerase
(Phoneutria); 1,5uL Tampéo 10x [10 mM Tris-HCI (pH 8.3) 50m MKCI, 0,1% de
tween, 10mM MgCl;]; 0,5uL MgCl, (50mM); 2uL de primer F; 2uL de primer R; 3uL
de dNTPs; 1uL de DNA; 2,88 uL de agua destilada e autoclavada.

O programa de amplificacdo utilizado foi de acordo com o descrito por
Lanaud et al. (1999), com modifica¢des: 1 ciclo inicial de desnaturacéo a 94 °C por 4
minutos, seguido por 32 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 46°C — 51°C (dependendo
do primer utilizado) por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e 1 ciclo de extensao final de
72°C por 5 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 4% (m.v') em tamp&o de corrida TBE 1X, em voltagem constante de 85V
por aproximadamente quatro horas. Os tamanhos dos fragmentos amplificados
foram estimados por comparagdo, com o marcador molecular de 100 pb DNA

Ladder. A coloracdo do gel foi realizada com brometo de etideo (0,6 ngmL™). Em
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seguida os géis foram visualizados em transiluminador UV e fotodocumentados com

camera digital.

Anadlise dos dados

Os fragmentos de SSR (produtos de amplificacdo) foram analisados no
programa GelQuant Pro® (DNR, 2006) para a constru¢do de uma matriz com base
no tamanho das bandas (pb) encontradas nos géis. Os dados da matriz foram
analisados pelo programa GenAlEx 6.5® (Peakall e Smouse 2006) para a obtencéo
da andlise das coordenadas principais (PCA) e da variancia molecular (AMOVA),
utilizada para inferir sobre a estrutura genética das popula¢cdes por meio da
decomposicéo total nos componentes entre e dentro de populacdes.

O programa Power Marker V.3.25 (Liu e Mouse, 2005) foi utilizado para a
determinacao da frequéncia alélica, diversidade génica, heterozigosidade observada
e esperada e PIC (Conteudo de informacédo de polimorfismo). A matriz dos valores
de distancia genética de Nei (1983) entre os individuos, gerada pelo programa
Power Marker V.3.25, foi importada para o0 MEGA 6.5 (Kumaret al., 2004) para a
construcdo do dendrograma utilizando o método UPGMA.

O programa “Structure” (Pritchard et al., 2000), baseado em estatistica
bayesiana foi utilizado para inferir o ndmero de grupos (k). Foram realizadas 20
corridas para cada valor de K, 200.000 “burn-ins” e 500.000 simulagdes de Monte
Carlo de Cadeias de Markov (MCMC). Para definicdo do K mais provavel em relacéo
aos propostos foram utilizados os critérios de Pritchard e Wen (2004) e também o
critério de Evano et al. (2005), sendo os resultados enviados para o site Structure

Harvester.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os nove locos microssatélites utilizados na genotipagem dos 75 individuos
de T. speciosum foram todos polimorficos e amplificaram 84 alelos, com variacéo de
seis a treze alelos por loco com média de 9,33 por primer. O nimero maximo de
alelos (13) foi encontrado no primer (mTcCIR19) e o minimo (6) no primer
(mTcCIR7) (Tabela 2).

Segundo Alves et al. (2007), a maioria das espécies arbodreas tropicais

apresentam um grande numero de alelos por loco e consequentemente uma alta
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heterozigosidade esperada. Entretanto, Lanaud et al. (1999) analisando gendtipos
de T. cacao e Alves et al. (2013), em acessos de T. grandiflorum, obtiveram médias
inferiores ao encontrado para T. speciosum neste estudo, sendo 4,4 alelos por locus
para T. cacao e 3,21 para T. grandiflorum.

A diversidade génica (Dg) variou de 0,69 para o primer mTcCIR22 a 0,89
para o primer mTcCIR28 com média de 0,79 por primer (Tabela 2).

Todos os locos apresentaram um elevado conteddo de informacéo
polimorfica (PIC), variando de 0,65 a 0,88 com média de 0,76 (Tabela 2),
demonstrando a qualidade dos marcadores, pois segundo Botstein et al. (1980),
marcadores que apresentam PIC acima de 0,50 s&o considerados muito
informativos, valores entre 0,25 e 0,50 sdo mediamente informativos e valores
inferiores a 0,25 pouco informativos. Assim, destaca-se os primers mTcCIR17,
MTcCIR19 e mTcCIR28, pois apresentaram valores superiores a 0,75. De acordo
com Boza et al. (2013), marcadores altamente polimorficos, sdo ateis na
identificacdo da diversidade genética. O alto valor de PIC encontrado para T.

speciosum indicou a existéncia de uma alta variabilidade genética.

Tabela 2. Niumero de alelos (Na), Diversidade Génica (Dg), Heterozigosidade esperada
(He), Heterozigosidade observada (Ho) e PIC para os 9 primers SSR, com base na
amplificacdo de 75 individuos de Theobroma speciosum das trés popula¢cdes amostradas no
municipio de Alta Floresta, MT

Loco Na Dg He Ho PIC
mTcCIR7 6 0,78 0,94 0,02 0,75
mTcCIR9 8 0,80 0,90 0,02 0,77
mTcCIR10 8 0,75 0,96 0,34 0,71
mTcCIR11 8 0,71 0,97 0,04 0,67
mTcCIR17 11 0,85 0,97 0,10 0,83
mTcCIR19 13 0,85 1 0,36 0,84
mTcCIR22 10 0,69 0,97 1 0,65
mTcCIR26 8 0,79 1 0 0,77
mTcCIR28 12 0,89 1 0,33 0,88

Total 84 - - - -

Média 9.33 0.79 0.97 0.25 0.76

A média da heterozigozidade observada foi de 0,24 com valor maximo de 1
para o primer mTcCIR22 e minimo de 0,02 para o primer mTcCIR7, ja nom TcCIR26
nao foi observado heterozigosidade (0) (Tabela 2). A heterozigozidade esperada
apresentou meédia de 0,97, estando sempre acima da observada em todos o0s
marcadores, com exce¢dao do marcador mTcCIR22 que foi superior (Tabela 2).
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Todos os marcadores com excecdo do mTcCIR22 apresentaram nivel reduzido de
heterozigosidade, com valores inferiores a 50%.

Corroborando com esses resultados, Zhang et al. (2012), em estudo com
populacbes de T. cacao, utilizando 15 locos microssatélites, obtiveram também
valores superiores para He (0,56) em comparacdo com Ho (0,38). Da mesma forma
ocorreu para a espécie T. grandiflorum em um estudo com 21 marcadores
microssatélites, onde He (0,41) e Ho com (0,35) (Alves et al., 2007). Motamayor et
al. (2002) e Sereno et al. (2006) em pesquisas com T. cacao, obtiveram valores
equivalentes, He = 0,54 e 0,56; Ho = 0,34 e 0,41, respectivamente.

Segundo Carvalho (2010), a baixa taxa de heterozigosidade esta associada
ao isolamento reprodutivo causado pela fragmentacédo florestal, pois a reducao
continua no tamanho das populacdes as submetem a perda de variabilidade
genética por deriva genética (Sebbenn e Ettori, 2001). A perda de variabilidade
genética nos fragmentos florestais em estudo levou a populacdo de T. speciosum a
apresentar altos indices de endogamia, com uma média de 0,61 para a populacdo
do parque C/E, 0,59 para o parque J e 0,52 para o parque zoobotéanico (Tabela 3).

Observamos que esse alto indice de endogamia pode ser explicado pela
acao dos dispersores que deixam as sementes perto dos seus parentais, levando a
espécie a apresentar um padréo de distribuicdo agregado. A dispersdo de sementes
perto da arvore materna favorece a formacdo de uma estrutura genética espacial
(Sobierajski et al., 2006), que aumenta a possibilidade de cruzamento entre
individuos da mesma familia, gerando endogamia biparental e consequentemente,
depressao por endogamia biparental. Sebbenn et al. (2011), em um estudo com
Copaifera langsdorffii, relatam que um fragmento urbano pequeno pode influenciar a
distancia de dispersdo de sementes, pois limita as areas disponiveis para o
estabelecimento das plantulas.

Todas as populagdes apresentaram uma alta diversidade génica, entretanto
a populacéo do parque C/E demonstrou a maior diversidade com 0,62 (Tabela 3). A
heterozigosidade esperada foi de 0,97 para a populacdo do parque C/E, 0,94 para o
parque J e 0,99 para o Zoobotéanico, estando sempre acima da heterozigosidade
observada.
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J& o conteudo de informacao polimérfica foi alto para todos os fragmentos,

sendo de 0,55 para o parque C/E, 0,50 para o parque J e 0,47 para o parque
Zoobotanico.

Tabela 3. Comparacdo da diversidade genética entre as trés populacdes estudadas via
indice de diversidade génica de Nei (H)

Populacéo D.G He Ho F PIC
Parque C/E 0,62 0,97 0,24 0,61 0,55

Parque J 0,56 0,94 0,23 0,59 0,50
Parque Zoo 0,54 0,99 0,26 0,52 0,47

A analise de coordenadas principais (PCA) explicaram 41,11% da variacao
total entre as amostras, sendo de 18,45% para o primeiro componente, 13,96% para
0 segundo e 8,70% para o terceiro. Observou-se a formacéo de trés grupos distintos
conforme demonstrado na Figura 3, onde os individuos ficaram alocados de acordo

com a sua similaridade genética e a distribuicdo geografica.
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Figura 3: Disperséo grafica a partir da analise das coordenadas principais dos 75 individuos
de Theobroma speciosum provenientes dos trés parques florestais urbanos amostrados em
Alta Floresta, MT.

A AMOVA revelou que a maior parte da variabilidade genética encontra-se
dentro das populacdes com 64% do que entre as populagdes que representam 36%.
Espécies perenes de fecundagdo cruzada, assim como T. speciosum, acumulam

maior variabilidade genética dentro de suas populacdes, e de acordo com Hamrick
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et al. (1991), representam menor diferenciagéo entre populagdes. Segundo Loveless
e Hamrick (1984), muitas espécies arbdreas possuem efetivos meios de dispersao
de genes e, com isto, mantém altos niveis de variacdo genética dentro de
populacoes.

Theobroma speciosum é uma espécie de planta com sistema reprodutivo
auto-incompativel (Souza e Venturieri, 1998), sendo, portanto, eficientemente
polinizada somente se seus polinizadores (Drosophila sp.) visitarem outros
individuos na populacéo, Silva e Martins (2004). Apesar deste estudo ndo abranger
0s meios de polinizacdo de T. speciosum por meio dos resultados de diversidade,
pode-se inferir que ocorreu troca génica entre os individuos das populagdes.

O dendrograma gerado a partir da distancia genética de Nei (1983) pelo
método UPGMA, possibilitou a formacdo de 3 grupos distintos, onde os
agrupamentos formados representam as populacdes isoladamente, pois todos o0s
individuos ficaram alocados nas suas devidas populagbes (Figura 4), revelando que
existe uma maior similaridade genética entre os genaétipos de cada populacéo.

O grupo | (G1) foi formado pela populacdo do parque C/E (gendtipos de 1-
25). Neste agrupamento pode ser detectado a formagéo de trés subgrupos, sendo o
subgrupo | constituido pelos individuos 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24
e 25; o subgrupo Il pelo individuo 3 e o subgrupo Il pelos individuos 1, 2, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 11 e 12 (Figura 4). Nesse grupo os individuos que apresentaram maior
similaridade foram 0 11 e 0 12 e 0 mais dissimilar foi o individuo 3.

O grupo Il (G2) foi formado pela populagdo do parque J (gendtipos do 26-
50). Neste agrupamento pode ser detectado a formacgao de dois subgrupos, sendo o
subgrupo | formado pelos individuos 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,46 e 47; 0
subgrupo Il 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 48, 49 e 50. Dentro desta
populacdo os individuos mais similares foram: 27, 28, 49 e 50, ja o individuo que
apresentou a maior dissimilaridade foi o individuo 45 (Figura 4).

O grupo Il (G3) foi formado pela populacdo do parque zoobotanico
(gendtipos do 51-76). Neste agrupamento observou-se a formagdo de trés
subgrupos, sendo o subgrupo | formado pelos individuos 52 e 53; o subgrupo Il 54,
55, 56, 57, 62, 63, 64, 65 e 66; o subgrupo Ill 51, 58, 59, 60, 61, 67, 68, 69, 70, 71,
72, 73, 74 e 75. Os individuos mais similares nessa populacdo foram: 59, 60, 64 e

66, e 0 mais dissimilar foi o individuo 51 (Figura 4).
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Figura 4. Dendrograma gerado a partir da distancia genética de Nei (1983), pelo método
UPGMA dos individuos de T. speciosum das trés populac6es amostradas. Grupo |: Parque
C/E; Grupo IlI: Parque J e Grupo lll: Parque Zooboténico.
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A populacdo do parque C/E formou um grupo isolado em relacéo as outras
duas populacdes, provavelmente em virtude da sua localizacdo, pois encontra-se na
zona central da cidade, e consequentemente foi o primeiro fragmento a ficar isolado
na malha urbana do municipio de Alta Floresta, MT, por volta de 1990. Enquanto
que o parque J e o parque Zoobotanico estdo localizados na mesma dire¢cdo na
periferia da cidade, regido onde os loteamentos, e consequentemente a
fragmentacao, ocorreram mais tarde. Tendo em vista que o parque J e Zoobotanico
encontram-se na mesma direcdo e foram isolados mais recentemente, podemos
inferir que havia um corredor que possibilitava a troca de material genético.

Os individuos mais dissimilares encontrados nas trés populacdes dos
parques C/E, J e Zoobotanico apresentam potencial para selecdo de plantas
matrizes na formacéo de bancos de germoplasma, visto que sdo geneticamente 0s
mais distantes dentro dos diferentes grupos.

Com base na analise bayesiana determinada pelo “Structure”, verifica-se
qgue os individuos estéo distribuidos em trés grupos (Figura 5), onde todos alocaram
25 individuos respectivamente. Observa-se uma correspondéncia entre o0
dendrograma UPGMA e o agrupamento gerado pelo “Structure”, pois os individuos
ficaram alocados devidamente dentro de suas populacdes; entretanto, a
correspondéncia nédo foi completa entre os tipos de subgrupos gerados, isto porque
segundo Romao et al. (2011) o agrupamento feito pelo “Structure” tende a gerar uma

diferenciacdo mais profunda de subgrupos.
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Figura 5. Representacdo da distribuicdo dos 75 individuos de T. speciosum em grupos
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segundo dados moleculares de 9 primers SSR, utilizando o programa “Structure”. Os
individuos estéo representados por barras verticais com coloracdes de acordo com 0 grupo
ao qual pertencem (trés grupos, K = 3). G1: Parque C/E, G2: Parque Zoobotanico e G3:
Parque J.

Devido aos elevados niveis de diversidade génica detectados nas trés
populacdes dos parques C/E, J e Zoobotéanico, podemos ressaltar a importancia da
manutencdo e a protecdo dessa diversidade ao longo da paisagem estudada,
visando a conservagdo in situ, bem como a coleta de germoplasma para a
conservagao ex situ. Tendo em vista, que se trata de populagdes fragmentadas onde
a exploracao predatoria dos frutos impede a sua dispersado, e consequentemente, o
estabelecimento natural das plantulas, podendo ocasionar a perda da diversidade

genética, levando a erosao genética da espécie nas proximas geracoes.

CONCLUSOES

Todos os primers utilizados no estudo apresentaram polimorfismo. O maior
namero de alelos foi identificado pelos primers mTcCIR19 (13 alelos) e mTcCIR28
(12 alelos). A qualidade dos marcadores foi confirmada pelo contetido de informacgéo
polimérfica, com média de 0,76. Os gendtipos de cada populagéo ficaram agrupados
dentro de sua populacdo de origem, revelando uma estrutura geografica. A
diversidade genética € maior em nivel intrapopulacional do que interpopulacional.

O gendtipo 3 do parque C/E, o 45 do parque J e 0 51 do parque zoobotanico
podem servir como plantas matrizes em um programa de melhoramento genético,
visto que esses foram os mais dissimilares dentro das popula¢des estudadas. O
presente estudo revela informacgdes importantes para adocao de estratégicas para a
conservacgao, caracterizacao e prospeccao da espécie T. speciosum nos fragmentos
florestais urbanos, gerando indicadores para estabelecimento e manejo de reservas

genéticas in situ.
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4.2 CAPITULO 2

Estrutura populacional e distribui¢c&o espacial de Theobroma speciosum Willd.
ex Spreng no norte do Estado de Mato Grosso

RESUMO

A andlise dos padrfes de distribuicdo espacial € uma ferramenta muito utilizada para
avaliar 0s processos sucessionais, genéticos e ecologicos, 0s quais Sao
fundamentais para a compreensao de um sistema florestal. Neste estudo foram
analisadas a estrutura populacional e a distribuicdo espacial de Theobroma
speciosum (cacaui), em trés fragmentos florestais urbanos no municipio de Alta
Floresta-MT, e comparados com os resultados de um estudo realizado em 2013, no
Parque Nacional do Juruena. Foi amostrado um total de 323 individuos de T.
speciosum, sendo 50 no fragmento do parque C/E (6,32 ha), 32 no fragmento do
parque J (3,92 ha), 76 no fragmento do parque Zoobotanico (15,84 ha) e 165 no
Parque Nacional do Juruena (3,2 ha). A menor densidade de individuos encontrados
nos parques urbanos pode estar correlacionada com o processo de fragmentacao
atual, visto que o PNJu é uma unidade de conservacdo permanente de floresta
continua e apresentou maior densidade de individuos. Com relagcdo as classes
diamétricas e de altura, o Unico parque urbano que manteve um maior nimero de
individuos nas menores classes (0-5 cm e 0-5 m), assim como o PNJu, foi o parque
Zoobotanico, demonstrando capacidade regenerativa populacional, apresentando o
modelo caracteristico das florestas tropicais (“J-invertido”), enquanto que nos
parques C/E e J ndo seguiu-se esse padrao. Essa diferenca provavelmente deve-se
a um histérico de perturbacdes mais intensas e recentes nos parques C/E e J.
Quanto ao padrao de distribuicdo dos individuos, todas as populacdes apresentaram
comportamento agregado, com os individuos jovens préximos aos provaveis
parentais.

Palavras-chave: Cacaui, Amazénia, Distribuicdo Diamétrica.
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Populational structure and spatial distribution of Theobroma speciosum Willd. ex
Spreng in northern state of Mato Grosso

ABSTRACT

The analysis of spatial distribution patterns is a widely used tool that evaluates the
successional, genetic and ecological processes which are fundamental to the
understanding of a forest system. In this study, the Theobroma speciosum (cacaui)
populational structure and spatial distribution were analized in three urban forest
fragments located in Alta Floresta city MT, comparing to results of one study conducted
in 2013 at Juruena National Park. A total of 323 individuals of T. speciosum were
sampled, 50 in park fragment C/E (6.32 ha), 32 at Park J fragment (3.92 ha), 76 at
Zoobotanic Park (15, 84 ha) and 165 at Juruena National Park (3.2 ha). The lowest
density of individuals found in these urban parks can be correlated with the current
fragmentation process since the PNJu is a permanent conservation area of continuous
forest and evidenced a higher density of individuals. Regarding the diameter classes
and height, the only urban park that kept a greater number of individuals in smaller
classes (0-5cm and 0-5m) as well as at the PNJu was the Zoobotanic park,
demonstrating the regenerative capacity of population within the tropical forests
characteristic model ("J-inverted"), while in parks C/E and J this pattern was not
observed. This difference is probabbly due to the most intense and recent disturbances
in parks C/E and J. About the individual distribution pattern, all populations showed an
aggregated behavior of younger individuals close to the likely parentals.

Keywords: Cacauhy, Amazon, Diametric distribution.
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INTRODUCAO

O Cacaui (Theobroma speciosum Willd. ex Spreng) é uma espécie frutifera
nativa da floresta Amazonica (Duck, 1953), desenvolve-se preferencialmente em mata
de terra firme ndo inundavel, sendo bastante dispersa e pouco cultivada (Cavalcante,
1991).

Comunidades nativas da Amazoénia consomem os frutos de cacaui in natura,
além de utilizd-los na producdo de sucos, geléias e sorvetes (Ferrdo, 2001; Saddi,
1977). Miranda et al. (2004), relatam que T. speciosum € promissora para a producao
de biodiesel em seus estudos realizados na Reserva Extrativista do Capand Grande
(Manicoré-Am). Os &cidos graxos encontrados nas suas sementes possuem
composicdo muito similar a encontrada na manteiga de cacau (Gilabert-Escriva et al.,
2002).

Em decorréncia do crescimento populacional, a espécie vem sofrendo o efeito
da fragmentacdo dos seus habitats, trazendo como consequéncia a formacdo de
mosaicos de vegetacdo remanescente (Carvalho et al., 2010), onde na maioria das
vezes ocorre devido a substituicdo de parte da floresta por pastagem (Carvalho et al.,
2005; Oliveira et al., 2003), reduzindo o tamanho das populacdes naturais (Estopa et
al., 2006), alterando o funcionamento e a organizacdo dos ecossistemas florestais.
Estas alteracdes causam a reducdo do fluxo génico entre populacdes (Laurance e
Vasconcellos, 2009), atuando diretamente no padrédo de distribuicdo espacial das
espécies.

Mudancas na dinamica e composi¢do das populacdes e das comunidades,
bem como nas interacdes troficas e nos processos ecossistémicos sdo as principais
consequéncias da fragmentacdo florestal (Laurance e Vasconcelos, 2009). A
intensidade dessas perturbacdes € responsavel pela formacdo das diferentes
estruturas florestais secundarias, como a baixa densidade de arvores de maior porte e
reducao significativa na cobertura do dossel (Alves, 2006).

Dentro da paisagem florestal, os individuos jovens sdo considerados como
indicadores da estrutura de comunidade futura, e dependem somente de condi¢cbes
favoraveis para se desenvolverem. (Felfili et al., 2001). Logo, para que uma populacao
arbérea especifica se mantenha numa determinada comunidade florestal, espera-se
encontrar representatividade da espécie em todos 0s extratos da vegetacéo (Salles e
Schiavini, 2007).
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Os estudos populacionais podem demonstrar a dindmica das mudancas
presentes em populagcdes naturais com relagdo a estrutura etaria, regeneracao,
sobrevivéncia e mortalidade (Guilnerme e Oliveira, 2011), e assim contribuir para o
monitoramento das mudancas temporais decorrentes dos efeitos do ambiente (Silva et
al., 2014), fornecendo informacgdes para a criacdo de estratégias de manejo e acdes de
conservagao (Anjos, 2004).

Apesar da importancia econémica e ecologica do género Theobroma, ainda
existem poucos estudos com estas espécies principalmente as silvestres. Neste
contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a estrutura populacional e a
distribuicdo espacial de Theobroma speciosum (cacaui) em trés fragmentos
florestais urbanos no municipio de Alta Floresta-MT, e comparar com a distribuicdo
espacial encontrada por Dardengo (2014) em um estudo com T. speciosum no
Parque Nacional do Juruena-MT.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi conduzido no municipio de Alta Floresta, localizado no norte do
estado de Mato Grosso (Figura 1), onde o clima é caracterizado, segundo Kopen
como do tipo AWI (tropical chuvoso com estacao seca), sendo a temperatura média
anual de 26 °C e pluviosidade média anual 2.750 mm (IBGE, 1997).

O municipio esta a uma altitude de 250 a 450 m acima do nivel do mar, com
solos variaveis, predominando o grupo de Podzdélico (Amarelo e Vermelho-Amarelo)
e, em pequenos percentuais, Latossolos e Hidromérficos (Prefeitura Municipal De
Alta Floresta, 2013). JA o relevo pode ser dividido em quatro unidades
geomorfolégicas, sendo a Depressao Interplanaltica da Amazdénia Meridional,
Planaltos dos Apiacas-Sucunduri, Planalto Dissecado da Amazénia e os Planaltos
residuais do Norte de Mato Grosso (Radambrasil, 1980). A vegetacdo é
predominantemente do tipo Floresta Ombréfila Aberta (IBGE, 2012).

Para o estudo, foram selecionados trés parques municipais que constituem
fragmentos florestais urbanos: Parque C/E, Parque J e o Parque Zoobotanico
(Figura 1).
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Figura 1. Localizagdo do municipio de Alta Floresta — MT e dos trés fragmentos urbanos
onde foram implantadas as grades de estudo.

Foram utilizados também, os dados de um levantamento realizado no
Parque Nacional do Juruena — Mato Grosso, em 2013 (Dardengo, 2014) (Figura 2).
O Parque Nacional do Juruena (PNJu) é uma Unidade de Conservacédo de Protecao
Integral, administrada pelo Instituto Chico Mendes de Biodiversidade (ICMBIio).
Localiza-se no norte do estado de Mato Grosso e Sudeste do Amazonas, entre 0s
municipios de Apui e Maués (AM) e Apiacéas, Cotriguacu e Nova Bandeirantes (MT).
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Figura 2. Localizacdo do Pargue Nacional do Juruena (PNJu) e da parcela implantada no
PNJu no Estado de MT. Fonte: Dardengo (2014).

Amostragem

No parque C/E foi implantada uma parcela de 420x160m (6,72 ha.grade™)
dividida em 84 subparcelas de 20x40m. No parque J uma parcela de 280x140m
(3,92 ha.grade™) dividida em 49 subparcelas (20x40), e no parque Zoobotanico uma
parcela de 440x360m (15,84 ha.grade™), dividida em 198 subparcelas (20x40). As
parcelas foram estabelecidas aleatoriamente em cada parque.

No PNJu implantou-se uma parcela de 200x160m (3,2 ha.grade™) dentro
dos médulos do Programa de Pesquisa em Biodiversidade (PPBio), onde foram
distribuidas 40 subparcelas contiguas com dimensGes de 20 x 40m (800 m?)
(Dardengo, 2014).

Dentro das parcelas foi mensurado o didmetro de todos os individuos
arboreos vivos que apresentaram CAP (circunferéncia a altura do peito) > 1 cm,
sendo todos georreferenciados com auxilio do GPS Garmin Etrex®. Para os
individuos que apresentaram ramificacdo, foi anotado apenas o maior valor de CAP.
A altura foi estimada visualmente, tendo como base a altura de uma pessoa.

Os dados para testar a existéncia de diferencas entre as estruturas de
tamanho dos individuos foram analisados através do teste de Kolmogorov-Smirnov
ao nivel de significancia de 5% de probabilidade (Zar, 1966). As analises foram
realizadas utilizando o software R (R Development Core Team, 2005).

O padréo de distribuicdo espacial foi estimado através do indice de Morisita
(Id), conforme recomendac¢des de Brower e Zar (1977):

CN(ZX?=N)
¢ N(N-1)
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Em que, Id: indice de Morisita; n: numero total de parcelas amostradas; N:
namero total de individuos por espécies, contidos em n parcelas; X2 quadrado do
namero dos individuos por parcela; s: nimero de espécies amostradas.

A significancia dos valores calculados para o indice de Morisita (Id) foi obtida
mediante o teste do qui-quadrado a um nivel de 0,05 de probabilidade de erro.
Valores de Id menores do que 1 indicam a inexisténcia de agrupamento; iguais a 1

indicam distribuicdo regular e maiores do que 1 distribuicdo agregada (Krebs, 1989).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram amostrados um total de 323 individuos de T. speciosum, sendo 50 no
fragmento do parque C/E com densidade de 7,44 ind. ha™ (6,72 ha), 32 no
fragmento do parque J com densidade de 8,16 ind.ha™ (3,92 ha), 76 no fragmento do
parque Zoobotanico, densidade de 4,79 ind. ha® (15,84 ha) e 165 no Parque
Nacional do Juruena, densidade de 51,56 ind. ha™ (3,2 ha).

As parcelas dos parques urbanos (C/E; J e Zoobotanico) apresentaram uma
menor densidade de individuos quando comparadas com a parcela do PNJu, o que
pode correlacionar com o processo de fragmentacdo atual dos parques urbanos,
visto que o PNJu é uma unidade de conservacao permanente, area de acesso
restrito, com protecéo integral e de floresta continua. Segundo Paglia et al. (2006),
fragmentos florestais apresentam menor diversidade de habitats do que florestas
continuas, o que pode prejudicar na rigueza e abundancia de espécies (Vasconcelos
et al., 2006), assim como verificado no presente estudo.

Resultados semelhantes ao dos parques urbanos, foram encontrados em
estudos realizados por Campbell et al. (1986), nas proximidades do Rio Xingu, no
estado do Para, onde amostraram um total de 48 individuos de T. speciosum em
uma area de 4,5 ha, com densidade de 10,67 ind. ha™. J& para a espécie
Theobroma subincanum Souza et al. (2012), amostraram 37 individuos em uma area
de 9 ha, com uma densidade de 33.63 ind. ha™.

A distribuicdo diamétrica e de altura (Figura 3 e 4) dos individuos de T.
speciosum nos parques Zooboténico e PNJu tendeu a seguir uma funcéo
exponencial negativa “J invertido”, o que segundo Machado et al. (2010), é
caracteristico da maioria das florestas nativas. Ribeiro et al., (2001) relatam que isso

ocorre no momento em que as populacdes de plantas apresentam uma
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predominancia de individuos menores, decaindo exponencialmente a medida que se
tornam maiores, indicando um balangco positivo entre recrutamento e mortalidade,
sendo caracteristico de populacdes auto-regenerativas, onde os individuos menores
substituem, sucessivamente, os individuos adultos na populacdo, permitindo a
continuidade da sucesséo ecoldgica nesses ambientes (Silva Janior, 2004; Carvalho
e Nascimento, 2009).

Esses dados nos permite inferir que nos parques Zoobotanico e PNJu ha
uma maior taxa regenerativa, ja que existem maiores proporcfes de espécimes
jovens nas classes iniciais, evidenciando possiveis estratégias que a espécie
escolheu para tamponar os efeitos da fragmentacédo, representando uma estratégia
adaptativa importante para a permanéncia e continuidade da espécie no local, uma
vez que a populacdo encontra-se estavel e em regeneracdo. Por outro, lado esses
dois ambientes apresentam uma maior cobertura vegetal para o desenvolvimento da
espécie, principalmente o PNJu que é uma unidade de conservacao.

Os individuos de T. speciosum nos parques C/E e J ndo seguiram o padrao
caracteristico das espécies de florestas nativas (J invertido), pois apresentaram um
menor numero de individuos distribuidos na primeira classe em relagdo as classes
subsequentes. No parque urbano C/E, foram amostrados poucos individuos na
menor classe de DAP (0-5 cm) e altura (0-5 m), ao contrario do parque J que
apresenta um maior niamero de individuos na menor classe de DAP, porém para as
classes de altura o parque J assemelha-se ao parque C/E (Figura 3 e 4). Tais
resultados demonstram uma baixa taxa de regeneracdo da espécie nestes dois
ambientes, evidenciando uma maior pressao antrépica do que o PNJu e o fragmento
do parque Zoobotanico, sendo as duas menores areas estudadas.

Resultados semelhantes foram encontrados por Silva et al. (2013), com a
mesma espécie e por Souza et al. (2011), com a espécie T. subincanum. Essa baixa
taxa de regeneracdo encontrada pode estar associada a reproducéo, visto que T.
speciosum é uma espécie aldgama e apresenta barreiras fisicas que favorecem a
auto-incompatibilidade, ou até mesmo por fatores ambientais, como os causados
pela fragmentacéo dos habitats que pode ocasionar dificuldades na germinacédo, no
crescimento e na sobrevivéncia das plantulas.

Macacos e formigas predam os frutos de T. speciosum antes da sua

maturacédo, prejudicando o banco de sementes que daria continuidade a sucessao
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ecolégica nesses ambientes. Lana et al. (2013), relatam que a perda de frutos e
sementes pode gerar uma desconfiguragao dessa curva (J invertido), indicando uma
influéncia negativa no ingresso de individuos das menores classes para as de
maiores dimensdes. Este padréo de florestas nativas pode também ser influenciado
por fatores bidticos, abidticos ou até mesmo fatores intrinsecos a espécie,
dificultando a sua regeneracdo nessas populacdes, fazendo com que a taxa de
mortalidade supere a taxa de crescimento (Souza et al., 2011).

A distribuicdo diamétrica dos individuos do parque C/E nao diferiu
significativamente da do parque J, através do teste de Kolmogorov-Smirnov (D=0.18,
P=0.58), entretanto diferiu do parque Zoobotanico (D=0.26, P=0.03). O PNJu tem
uma distribuicdo parecida com a do parque J e do parque Zoobotéanico, divergindo
marginalmente (D = 0.2, P = 0.08) do parque C/E. Enquanto, para a distribuicdo de
altura dos individuos, ndo houve diferenca significativa entre os fragmentos em
estudo, quando comparados par a par pelo teste de Kolmogorov-Smirnov conforme

observado na Tabela 1.
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Figura 3. Distribuicdo por classes diamétricas dos individuos de T. speciosum amostrados
nos trés fragmentos florestais urbanos e no PNJu em estudo.
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Figura 4. Distribuicao por classes de altura dos individuos de T. speciosum amostrados nos
trés fragmentos florestais urbanos e no PNJu em estudo.

Tabela 1. Comparacdo da estrutura de didmetro e altura dos individuos de T. speciosum
nos quatro fragmentos florestais pelo teste de Kolmogorov-Smirnov com nivel de
significancia de 0,05

Distribuicdo Diamétrica Distribuicdo de Altura
Combinacéo V. da Estatistica Probabilidade V. da Estatistica Probabilidade

PNJu x C/E D =0,20 p=0,08 D =0,15 p=0,39
PNJu x J D=0,21 p=0,19 D=0,12 p=0,83
PNJu x Zoo D=0,12 p=041 D=0,13 p=0,31
C/IExJ D=0,18 p =0,58 D=0,12 p=0,94
C/E x Zoo D =0,26 p =0,03 D=0,16 p=0,42
J X Zoo D =0,23 p=0,20 D=0,17 p=0,54

PNJu: Parque Nacional do Juruena; C/E: Parque C/E; J: Parque J; Zoo: Parque Zoobotanico.

O valor do Indice de Disperséo de Morisita (Id), para as quatro populacées
(C/E, J, Zoobotanico e PNJu), indicou um padrao de distribuicdo espacial agregado
(Id= 3,23; Id= 5,35; Id= 10,07 e Id= 1,69; respectivamente), sugerindo que ha,
provavelmente, baixa taxa de competicdo intraespecifica na populacéo, dispersao
restrita de sementes proximas a planta-mae ou presenca de distlrbios ou fatores
ambientais que limitam sua distribuicéo.

Corroborando com esses resultados, Silva et al. (2013) encontraram 0s

mesmos padrdes ao avaliarem a distribuicAo das espécies T. speciosum e T.
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subincanum no PNJu, o que pode ocorrer em funcdo da heterogeneidade ambiental,
pois segundo Bernasol e Lima-Ribeiro (2010), as espécies se agrupam em lugares
gue oferecem as condi¢cOes favoraveis para a sua reproducdo e sobrevivéncia. Além
disso, Bruzinga et al. (2013), relatam que o padrédo de distribuicdo agregado pode
indicar que a espécie apresenta uma dispersdo limitada em relagcdo a fonte de
propagulos, ou é exigente em condi¢cdes micro-ambientais especificas.

Dentre os trabalhos que procuram determinar o padrdo de distribuicdo
espacial de espécies arbdreas, alguns encontraram o mesmo detectado nesse
estudo (Bruzinga et al.,, 2013; Bernasol e Lima-Ribeiro, 2010; Almeida e Cortines,
2008; Souza e Coimbra, 2005).

Analisando a figura 5 e 6 para a distribuicAo de diametro e altura dos
individuos de T. speciosum nas quatro populacbes em estudo, observa-se uma
agregacdo de individuos menores préximos aos de maior porte, isso pode ser
consequéncia do modo de dispersédo dos frutos e sementes que séo deixados pelos
seus dispersores perto da planta-méae, pois segundo Crawley (1986), a distribuicédo
espacial de sementes e plantulas de uma determinada espécie depende da
interacdo de alguns fatores como a forma que as plantas produtoras de sementes
estdo localizadas no espaco, a existéncia de locais mais favoraveis a germinacao
(Parker et al., 1997), o padrao da chuva de sementes ao redor de cada planta-mae
(Crawley, 1986).

Por outro lado, Andreazzi et al. (2009) relatam que ambientes fragmentados
ocasionam a extincdo de espécies dispersoras, o que afeta a taxa de remocao das
sementes, a distancia de dispersdao para a planta-méde e o recrutamento das
espécies de plantulas por esses animais (Andreazzi et al., 2009) atingindo
diretamente na distribuicdo da espécie nesses ambientes (Rabello et al., 2010).

Estudos que descrevem a forma de dispersdo de Theobroma speciosum
ainda nado foram realizados; no entanto, observamos durante as avaliacbes nos
fragmentos urbanos que macacos consomem os frutos perto da planta-mae ou até
mesmo sem retira-los das arvores, também foram encontradas muitas plantas com
seus frutos fixos no caule até o apodrecimento. Dados como esses podem explicar o
agrupamento de individuos menores proximos aos de maior porte, uma vez que nao

foram encontrados frutos disseminados longe de seus parentais.
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Figura 5. Distribuicdo espacial com relacéo a localizacéo geogréafica e o DAP dos individuos
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Figura 6. Distribuicdo espacial com relagcdo a localizacdo geogréfica e a altura dos
individuos de T. speciosum amostrados nos quatro fragmentos avaliados.

CONCLUSOES

A distribuicdo diamétrica dos individuos de Theobroma speciosum no parque
Zoobotanico e PNJu seguiu o padrdo caracteristico encontrado para espécies de
florestas tropicais, enquanto que nos parques C/E e J ndo seguiu-se esse padrao.
Essa diferenga provavelmente deve-se a um histérico de perturba¢cdes mais intensas
e recentes nos parques C/E e J. Quanto ao padréo de distribuicdo dos individuos,
todas as populagBes apresentaram comportamento agregado, com os individuos

jovens proXimos aos provaveis parentais.
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4.3 CAPITULO 3

Morfometria floral e estimativa da viabilidade polinica de Theobroma
speciosum Willd. ex Spreng.

RESUMO

Theobroma speciosum € uma espécie nativa com potencial de uso pelas
comunidades locais da Amazobnia e também para programas de melhoramento
genético, visando o melhoramento de espécies j& domesticadas como o cacau e 0
cupuacu. O sucesso da introducdo de uma espécie em um programa de
melhoramento é influenciado pelo conhecimento detalhado dos processos
reprodutivos. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a morfometria floral e a
viabilidade polinica de T. speciosum em populacdes nativas localizadas em
fragmentos urbanos no norte do estado de MT. Para a analise morfométrica foram
coletadas 90 flores frescas, nas quais foram mensuradas 14 caracteristicas com
auxilio de um paquimetro digital: comprimento da flor da base ao topo, largura da flor
aberta, comprimento da lamina da sépala, largura da lamina da sépala, na porcao
média, comprimento da lamina da ligula, largura da lamina da ligula, na porcéao
média, comprimento da cogula, na por¢cdo média, largura da cogula, na porgcédo
média, comprimento do pedunculo, largura do pedunculo, na porcdo média,
comprimento dos estaminoides, comprimento do ovario, largura do ovario, na por¢cao
média e comprimento do estigma. Para a estimativa da viabilidade polinica foram
coletados botbes florais em 10 gendtipos de cada fragmento. Os testes
colorimétricos foram realizados com trés corantes: reativo de Alexander, lugol 1% e
carmim acético 2%. As andlises foram realizadas com o auxilio do programa
GENES. O Cacaui possui inflorescéncia caulinar, com flores hermafroditas,
diclamideas com calice e corola pentameras, presenca de pétalas modificadas em
ligula e cogula. As flores possuem 5 estames homodinamos, 5 estaminédios e 6
anteras. O giniceu é pluricarpelar, com soldadura gamocarpelar, formando um sé
pistilo. O estigma é ramificado e o ovario é supero com placentacdo axial. As flores
medem de 9,86mm a 18,36mm de comprimento com uma média de 14,89mm e
largura de 10,34mm a 24,7mm, tendo uma meédia de 19,77mm. Os pdlens de T.
speciosum apresentaram uma média acima de 97% de viabilidade para os trés
testes colorimétricos utilizados. Observou-se diferenca estatistica significativa na
viabilidade polinica de T. speciosum estimada com o corante carmim acético a 1%
de probabilidade (p<0,01), entre os trés fragmentos em estudo. O fragmento do
parque Zoobotanico apresentou a maior viabilidade polinica em todos os testes
colorimétricos utilizados. Apesar do alto percentual de viabilidade polinica
encontrado para os trés testes colorimétricos, recomenda-se a utilizacdo da solucao
tripla de Alexander para estimar a viabilidade dos poélens de T. speciosum, pois nas
praticas laboratoriais, este corante se mostrou mais eficaz, distinguindo com maior
precisdo 0s polens viaveis dos inviaveis, promovendo uma facil e segura
visualizacéao.

Palavras-chave: Cacaui, Biologia Floral, Testes Colorimétricos.
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Floral morphometry and pollen viability estimate of Theobroma speciosum
Willd. ex Spreng.

ABSTRACT

Theobroma speciosum is a native species with potential for use by local communities
in the Amazon and also for genetic breeding programs for the improvement of
species already domesticated as cocoa and cupuacu. The successful introduction of
a species into a breeding program is influenced by a detailed know ledge of
reproductive processes. Thus, the aim of this study was to evaluate the T. speciosum
floral morphology and the pollen viability in native populations located in urban
fragments in the northern Mato Grosso state. For the morphometric analysis, 90 fresh
flowers were collected, in which 14 characteristics were measured with the aid of a
digital paquimeter: the flower length, the flower open width, the sepal length, the
sepal width, the ligule length, the ligule width, the cowl length, the cowl width, the
peduncle length, the peduncle width, the staminodes length, the stigma width and the
ovary length. To estimate pollen viability, flower buds were collected in 10 genotypes
of each fragment. Colorimetric tests were performed with three dyes: reactive
Alexander, Lugol at 1% and the acetic carmine at 2%. The analyzes were performed
with the aid of the GENES program. Cacaui has stem inflorescence with
hermaphrodite flowers, dichlamydeous with calyx and corolla pentamerous, and
presence of petals modified in ligule and cowl. The flowers have five stamens
homodynamos, 5 staminodes and 6 anthers. The gynoecia is pluricarpelar with
gamocarpelar soldering, forming an only pistil. The stigma is branched and the ovary
is superior with axial placentation. The flowers measure from 9,86mm to 18,36mm of
length, with an average of 14.89mm and a width from 10,34mm to 24,7mm, having
an average of 19,77mm. The T. speciosum pollen had an average above 97% of
viability for the three colorimetric tests used. There was a significant statistical
difference in the T. speciosum pollen viability estimated with acetic carmine dye to
1% of probability (p <0.01) between the three fragments studied. The Zoobotanical
Park fragment had the highest pollen viability in all colorimetric tests used. Despite
the high pollen viability percentage found for the three colorimetric tests, it is
recommended to use the triple solution Alexander to estimate the viability of the T.
speciosum pollen because in laboratory practice, this dye was more efficient,
distinguishing the accurate viable pollen from the unviable one, promoting a safe and
easy viewing.

Keywords: Cacauhy, Floral Biology, Colorimetric tests.
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INTRODUCAO

A floresta Amazbnica € detentora da maior biodiversidade do mundo,
incluindo espécies vegetais com grande potencial econémico e que ainda ndo foram
domesticadas (Maués e Couturier, 2002). Dentre essas, encontram-se as do género
Theobroma L., sendo as de maior importancia dentro da familia Malvaceae
(Purseglove, 1968), despertando grande interesse da comunidade cientifica
internacional (Duarte et al., 2010).

No volumoso grupo de espécies com aproveitamento convencional ou
mesmo com potencialidades de uso encontra-se o Theobroma speciosum Willd. ex
Spreng., destacando-se entre os populares “cacaus” (Guarin Neto, 2011). E
considerada de acordo com Balée (1994), como a espécie ecologicamente mais
importante do género.

No Brasil € conhecida popularmente como cacaui, cacao azul, cacau-da-
mata e cacau-de-macaco (Cavalcante 1991). Seus frutos, embora tendo menor
importancia econdmica que Theobroma cacao (cacau) e Theobroma grandiflorum
(cupuagu), sao apreciados pela populagdo local, consumidos tanto como fruta
fresca, quanto na forma de refresco (Ferrdo, 2001). Em relacdo as sementes,
possuem o teor de gordura mais proximo do cacau, podendo ser utilizadas para a
fabricacédo de chocolates (Cavalcante, 1991; Silva, 2003).

Além da sua ampla utilizacdo, o cacaui podera também contribuir para
experimentos direcionados a formacdo de hibridos (Silva, 2003), uma vez que
hibridac6es interespecificas entre espécies do género Theobroma L. sdo estratégias
potenciais para T. cacao e T. grandiflorum (Venturieri e Venturieri, 2004), visto que
0s parentes selvagens fornecem genes valiosos para a resisténcia a doencas, alto
teor de proteina, resisténcia a seca e outros atributos economicamente desejaveis
(Hajjar e Hodgkin, 2007).

O sucesso da introducdo de T. speciosum em um programa de
melhoramento de plantas necessita de um conhecimento detalhado de sua genética
(Santos et al., 2012) e biologia floral, pois além de proporcionarem um entendimento
do sistema reprodutivo, sdo pontos fundamentais da biologia reprodutiva da espécie,
considerados a base para o desenvolvimento de programas de melhoramento

genético (Maueés et al., 2002).
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Estimativas da viabilidade polinica constituem um importante parametro em
programas de melhoramento genético e em andlises de fluxo génico (Martins et al.,
1981; Botto, 1997), visto que uma boa viabilidade polinica ligada ao conhecimento
da morfologia das plantas, pode aumentar a eficAcia nos cruzamentos em
programas de hibridagdes (Einhard et al., 2006).

De acordo com Pagliarini e Pozzobon (2004), a avaliacdo da viabilidade
polinica pode ser realizada com base em parametros citolégicos, como a reacéao a
corantes quimicos especificos que reagem com componentes celulares presentes
nos graos de podlen maduro, como por exemplo, o lugol, o carmim acético e a
solucéo tripla de Alexander.

Ha relatos de alguns trabalhos abordando a biologia reprodutiva em algumas
espécies do género Theobroma, como em Theobroma grandiflorum (NETO e
MAUES, 2008; ANTONIO, 2004; VENTURIERI e RIBEIRO FILHO, 1995; MAUES
etal., 2001), Theobroma cacao (GODOQY et al., 2009; CABRAL et al., 2013; WINDER
e SILVA, 1972) e Theobroma speciosum (SOUZA e VENTURIEI, 2010; SILVA,
2003; YOSHIMOTE et al.,, 2008); entretanto, escassas sao as informacodes
referentes a biologia floral de espécies silvestres do género Theobroma L., sendo
necessarias para a ampliacdo do conhecimento sobre os aspectos reprodutivos.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a morfometria floral e a viabilidade
polinica de T. speciosum em populacfes nativas localizadas em fragmentos urbanos

no norte do estado de MT.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi conduzido no municipio de Alta Floresta, localizado no norte do
estado de Mato Grosso (Figura 1), onde o clima é caracterizado, segundo Kdpen
como do tipo AWI (tropical chuvoso com nitida estacdo seca), sendo a temperatura
média anual de 26 °C e pluviosidade média anual de 2.750mm (IBGE, 1997).

Para o estudo, foram selecionados trés parques municipais que constituem
fragmentos florestais urbanos: o parque C/E, o parque J e 0 parque Zoobotanico

(Figura 1), onde a espécie Theobroma speciosum ocorre naturalmente.
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Figura 1. Localizagéo do municipio de Alta Floresta — MT e dos fragmentos em estudo.

Morfologia e Morfometria Floral

Para a realizacdo do estudo da morfologia floral foram utilizadas flores
frescas de T. speciosum, coletadas no més de setembro de 2013. A morfologia
externa e interna foi observada em Lupa estereoscépica e descrita de acordo com o
Manual de Organografia de Vidal e Vidal (2003).

Para a analise morfométrica foram coletadas flores de nove (09) individuos
selecionados aleatoriamente em trés fragmentos urbanos (Figura 1). Em cada
individuo foram coletadas 10 flores, totalizando 90 flores.

A caracterizacdo morfométrica das flores foi realizada utilizando 14
caracteres de acordo com Alves et al. (2003), com auxilio de um paquimetro digital:

comprimento da flor da base ao topo (CFL), largura da flor aberta (LFL),
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comprimento da lamina da sépala (CSE), largura da lamina da sépala, na porgéo
média (LSE), comprimento da lamina da ligula (CLI), largura da lamina da ligula, na
porcdo média (LLI), comprimento da cogula, na porcdo média (CCG), largura da
cogula, na porcdo meédia (LCG), comprimento do pedunculo (CPE), largura do
pedunculo, na porcdo média (LPE), comprimento dos estaminoides (CES),
comprimento do ovéario (COV), largura do ovario na por¢cdo média (LOV),
comprimento do estigma (CEST).

Para todas as variaveis avaliadas foi realizada anélise estatistica descritiva
pelo programa GENES, sendo calculada a média, os valores minimos, maximo,
desvio padréo e o coeficiente de variagdo. Todas as analises foram executadas no
programa GENES (Cruz, 2013).

Testes de Viabilidade Polinica

Para a estimativa da viabilidade polinica, foram coletadas flores em 30
gendtipos de T. speciosum distribuidos nos trés fragmentos florestais urbanos,
sendo 10 gendtipos em cada fragmento. As flores foram coletadas pela manha,
fixadas em solucdo de etanol/acido acético (3:1), mantidos em temperatura ambiente
por 24 horas. Posteriormente, foram transferidos para o freezer até o preparo das
laminas.

Os testes de viabilidade polinica foram realizados utilizando trés diferentes
corantes: Solucéao tripla de Alexander (Orange G, fucsina basica, verde malaquita)
(Alexander, 1969), onde os graos de pdlen viaveis sdo detectados pela presenca da
cor vermelha ou purpura noprotoplasma, enquanto que os grdos de pdlen inviaveis
apresentam coloracao verde; carmim acético (Kearns e Inouye, 1993) que indica a
viabilidade do pdlen pela coloracdo vermelha; lugol (Dafni, 1992) que indica
aviabilidade pela coloragdo marrom.

Foram preparadas 8 laminas por localidade, utilizando a técnica de
esmagamento das anteras (Guerra e Souza, 2002). Foi adicionada uma gota do
corante correspondente sobre a lamina; em seguida, as anteras foram colocadas
sobre o corante e maceradas com o auxilio de um bastdo de vidro. Apos a retirada
dos resquicios das anteras, o material foi coberto com uma laminula. Foram
contabilizados 250 grdos de polens por lamina, perfazendo um total de 2.000 graos

de pélen por corante e por fragmento. Na avaliacdo, os poélens foram classificados
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como normais/viaveis (N/V) e anormais/inviaveis (A/l) de acordo com a reagdo de
coloracdo. A visualizagdo do material foi feita em microscépio 6ptico em dimenséo
de 40x (10x ocular e 4x objetiva).

Para comparar as médias entre cada corante e analisar as diferencas entre
0s mesmos, foi realizada a andlise dos dados da viabilidade polinica através do
intervalo de confianga para propor¢do, empregando o método de amostragem
simples ao acaso. Ja para indicar qual o melhor corante na estimativa da viabilidade
polinica e comparar as localidades, os resultados foram submetidos a uma analise
de variancia e comparados pelo teste de média de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade. Todas as analises foram executadas no programa GENES (Cruz,
2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Morfologia e Morfometria floral

O Cacaui possui inflorescéncia caulinar (Figura 2A), com flores
hermafroditas, diclamideas com célice e corola pentameras, presenca de pétalas
modificadas em ligula e cégula (Figura 2C e D). A cogula forma uma camara de
formato cdbncavo na base das pétalas, assim como verificado pelos autores
Cavalcante (1991), Ferrao (2001), Young (1984). Segundo Cuatrecasas (1964), as
inflorescéncias medem de 1,5 a 2,0 cm de comprimento, contendo em média 250
flores com cores variando de vermelho a purpura.

A cogula tem uma funcdo importante para a reproducdo de T. speciosum,
pois além de proteger as estruturas reprodutivas, atuam como uma armadilha para
os polinizadores, que ao entrarem na camara, ficam com seus corpos cobertos de
graos de polen (Yong, 1984). Souza e Venturieri (1998) relatam que em espécies do
género Theobroma essas estruturas possuem odor acentuado, parecendo com um
forte cheiro de lim&o, considerado por Silva (2003), como um atrativo para Drosofilas
(polinizadores). Estruturas como a cogula favorecem a alogamia e a
autoincompatibilidade da espécie (Souza e Venturieri, 2010).

Em relacdo a estrutura do androceu, as flores possuem 5 estames
homodinamos (Figura 2E), 5 estaminddios inférteis que formam um circulo em volta
do ovario (Figura 2F) e 6 anteras (contendo duas tecas) com deiscéncia longitudinal

extrorsa (Figura 2G). Andrade (2009) relata que os estaminddios atuam como uma
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barreira fisica entre os érgaos reprodutivos das flores, favorecendo a polinizagédo
cruzada, e consequentemente, aumentam a variabilidade dentro da espécie.
O giniceu é pluricarpelar (5 carpelos) (Figura 2 H e 1), com soldadura

gamocarpelar, formando um sé pistilo. O estigma é ramificado e ovario € supero com

placentagéo axial.

Figura 2. Detalhe das infloréscias, flores e pecas florais de T. speciosum. (A) inflorescéncia;
(B) flor com seta indicando a sépala; (C) seta indicando a ligula; (D) flor com seta indicando
a cogula; (E) seta indicando os estames; (F) seta indicando os estaminédios em circulo; (G)
seta indicando as anteras; (H) seta indicando o gineceu; (I) ovario plurilocular, setas
indicando os carpelos.

As flores de T. speciosum medem de 9,86mm a 18,36mm de comprimento
com uma meédia de 14,89mm, a largura de 10,34mm a 24,7mm, tendo uma meédia de
19,77mm (Tabela 1).

Com relacdo a estrutura da corola, a ligula mede em média 7,58mm de

comprimento e 8,66mm de largura, enquanto que a cogula mede de 8,66mm de
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comprimento e largura de 7,24mm. Ja o célice apresenta sépalas com 11,16mm de
comprimento e 4, 45mm de largura.

O comprimento médio do ovario é de 3,04mm e a largura média é de
2,50mm, e encontra-se envolvido por um circulo de estaminoides inférteis, com
comprimento médio de 8.78mm (Tabela 1).

Os valores da morfometria floral de T. speciosum para os caracteres CLL,
LLL, CES, COV e LOV encontrados neste estudo, foram maiores do que o0s
encontrados por Santos et al. (2012), em um estudo com a mesma espécie na
colecdo de germoplasma do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC) em llhéus,
Bahia, Brasil. De acordo com os resultados obtidos, podemos inferir que as flores de

T. speciosum variam de tamanho de acordo com a regido em que se encontram.

Tabela 1. Caracterizagcdo biométrica de flores de Theobroma speciosum coletadas em
fragmentos florestais urbanos de Alta Floresta, MT, Brasil. (n=90)

Média (mm) Minimo (mm) Maximo (mm) D.P.
CFL 14.89 9.86 18.36 2.03
LFL 19.77 10.34 24.7 2.54
CSE 11.16 3.46 13.29 1.41
LSE 4.45 3.2 6.81 0.74
CLI 7.58 5.29 9.99 0.95
LLI 8.66 5.55 10.7 1.23
CCG 8.66 4.73 8.71 0.75
LCG 7.24 3.25 7.64 0.66
CES 8.78 6.44 11.35 1.24
Ccov 3.04 1.39 3.77 0.44
LOV 2.50 2.3 3.88 0.34
CET 2.57 2.04 3.7 0.28
CPE 22.40 15.2 29.74 3.3
LPE 1.50 0.98 2.23 0.22

CFL: comprimento da flor; LFL: largura da flor; CSE: comprimento da sépala; LSE: largura da sépala;
CLI: comprimento da ligula; LLI: largura da ligula; CCG: comprimento da cégula; LCG: largura da
cogula; CES: comprimento do estaminoide; CET: comprimento do estigma; COV: comprimento do
ovario; LOV: largura do ovario; CPE: comprimento do pedunculo; LPE: largura do pedinculo. D.P.:
Desvio Padréo.

Viabilidade Polinica

Os pélens de T. speciosum apresentaram uma média acima de 97% de
viabilidade em todos os trés testes colorimétricos utilizados. O reativo de Alexander
corou o grao de podlen viavel de purpura no protoplasma com fino contorno azul-

esverdeado na parede celular (Figura 3A), indicando que em média 97,88% dos

61



gréos possuiam protoplasma e parede celular integra, j& os invidveis apresentaram
coloracdo esverdeada (Figura 3B).

O carmim acético 2% corou em media 97,88% dos graos de podlen de
vermelho intenso (Figura 3C), demonstrando a sua integridade cromossdmica, pois
segundo Munhoz et al. (2008), um alto valor de viabilidade revelado pelo corante
carmim acético evidencia que o material genético do grao de polen possui uma boa

integridade.

®

30u 30u

30u 30u

30u 30pu

Figura 3. Fotomicrografias dos grdos de pélen de T. speciosum. (A) Reativo de Alexander
(pélen viavel); (B) Reativo de Alexander (pélen inviavel); (C) Carmim acético (pélen viavel);
(D) Carmim acético (pdlen inviavel); (E) Lugol (polen viavel); (F) Lugol (pélen inviavel).
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A presencga de amido como reserva foi observada em 97,68% dos gréaos de
pélen pelo teste com Lugol a 1% que reagiu com o amido presente, proporcionando
coloracdo marrom intensa (Figura 3E). Apesar do Lugol ser usado para estimar a
viabilidade polinica de varias espécies, ele esta associado mais especificamente na
deteccdo de amido, que pode estar presente tanto em grédos de polens maduros
como nos abortados (King, 1960; Beyhaut, 1988; Rodriguez-Riano e Dafni, 2000).
Com base nos resultados obtidos os polens de T. speciosum apresentam uma
grande quantidade de amido como reserva.

A andlise de variancia revelou diferenca estatistica para a viabilidade
polinica entre os fragmentos apenas para o corante carmim acético (Tabela 2).

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia para viabilidade polinica de T. speciosum, entre
os trés fragmentos de estudo, submetidos a trés diferentes testes colorimétricos

Corantes
Reativo de Lugol Carmim Acético
Alexander 1% 2%
Média Geral 97,88 97,68 97,88
Graus de Liberdade 2 2 2
F 0,21" 1,85™ 0,44**
Coeficiente de Variacao (%) 1,52 2,21 1,49

" nao significativo. ** significativo a 1%.

Os trés testes colorimétricos revelaram um maior percentual médio de
viabilidade polinica nos individuos amostrados no fragmento Zooboténico, sendo
que apenas com o0 carmim acético ocorreu diferenca estatistica significativa, com os
individuos do fragmento C/E apresentando o menor percentual de viabilidade
(Tabela 03). Porém os testes colorimétricos revelaram um percentual médio acima
de 96% para os individuos dos trés fragmentos, segundo Biondo e Battistin (2001), a
elevada taxa de viabilidade pode indicar alto potencial de fertilidade dos gametas

masculinos.

Tabela 03. Comparacao dopercentual médio de viabilidade polinica de T. speciosum entre
os trés fragmentos em estudo para cada teste colorimétrico utilizado

Corantes
Fragmentos Reativo de Alexander Lugol 1% Carmim acético 2%
C/E 97,6 a 96,5 a 96,55 b
J 98,1a 98,1a 97,8 ab
Zooboténico 98,45 a 98,45 a 99,3a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Cabral et al. (2013), obtiveram resultados semelhantes ao analisarem a
viabilidade polinica com o Carmin acético 2% e o Lugol 1% em sete acessos de
Theobroma cacao, demonstrando porcentagens acima de 95% para ambos os
corantes. Gomes et al. (2013), utilizando Carmim acético, Lugol e reativo de
Alexander, em duas populacdes de Mauritia flexuosa no municipio de Alta floresta,
MT, também encontraram alta viabilidade polinica, com estimativas superiores a
90%.

A alta porcentagem da viabilidade polinica encontrada é muito importante
para a reproducéo da espécie, pois quanto mais alta esta for, maior seré o indice de
fertilizacdo; além disso, a possibilidade da formacgédo de diferentes combinacdes
entre alelos, e em Ultima andlise, de variabilidade genética é maior (Souza et al.,
2002).

Todos os corantes testados foram eficazes na determinacdo da viabilidade,
apresentando percentual médio acima de 97%. Entretanto, o reativo de Alexander
proporcionou uma maior confiabilidade visual na distingdo entre pdlens viaveis e
inviaveis. Segundo Munhoz et al. (2008), essa facilidade de distincdo de pdlens
vidveis e invidveis devido as colora¢cfes diferenciadas, faz com que esse corante
seja considerado por muitos uma ferramenta valiosa, podendo ser utilizado até
mesmo na identificagdo de hibridos.

Outros estudos, tais como, Techio et al. (2006) com Capin-elefante e
milheto; Damasceno Janior, (2008) com a espécie Carica papaya e Auler et al.
(2006), com a espécie Baccharis trimera, também recomendaram a utilizacdo da
solucdo de Alexander para o monitoramento da viabilidade de grdos de pdlen
frescos ou armazenados. Portanto, recomenda-se a utilizaacdo do reativo de

Alexander para a andlise da viabilidade polinica da espécie T. speciosum.

CONCLUSOES

A espécie Theobroma speciosum apresenta morfologia tipica do género
Theobroma, possuindo flores hermafroditas, pentameras e diclamideas. A presenca
de estruturas modificadas, tais como a cégula e os estaminoides, funcionam como
uma barreira que favorecem a alogamia da espécie e a polinizacdo por pequenos
insetos. A viabilidade polinica mostrou-se alta com média acima de 97% em todos
0s trés testes colorimétricos utilizados; entretanto, o reativo de Alexander
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proporcionou uma maior confiabilidade visual na distingdo entre pdélens viaveis e
inviaveis, sendo assim recomendado para analise da viabilidade polinica de T.
speciosum.

O teste com o Lugol a 1% revelou a presenca de amido como reserva em

97,68% dos gréos de pdolen de Theobroma speciosum.
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4.4 CAPITULO 4

Viabilidade polinica e receptividade do estigma de cacaui (Theobroma
speciosum Willd. ex Spreng.)

RESUMO

Estimativas da viabilidade polinica e receptividade estigmatica constituem um
importante parametro para programas de melhoramento genético, especialmente
quando se utilizam técnicas de polinizacdo artificial para a hibridacdo de espécies.
Neste contexto, o presente trabalho objetivou estimar a viabilidade polinica e avaliar
a receptividade do estigma durante a antese de Theobroma speciosum. O estudo foi
realizado durante o periodo de floracdo da espécie em gendétipos distribuidos em
fragmentos florestais urbanos na cidade de Alta Floresta, MT. Os registros sobre os
eventos florais, viabilidade polinica e receptividade estigmatica foram realizados em
um periodo de 24h com intervalos de 4h, sendo que o primeiro horario de coleta
iniciou-se as 22h finalizando 24h depois, as 22h. Para a analise da viabilidade
polinica foram coletadas flores/ bot6es e fixadas em etanol: &cido acético (3:1).
Posteriormente foram confeccionadas laminas e a estimativa da viabilidade foi
realizada por meio do Reativo de Alexander. A receptividade do estigma foi avaliada
com peroxido de hidrogénio a 3%. As flores de cacaui iniciaram o0 processo da
abertura as 2h com rupturas nas sépalas, apresentando flores totalmente abertas
apos as 6h. A viabilidade polinica permaneceu alta independente do horario de
coleta analisado, com média superior a 94%. Os estigmas de T. speciosum,
encontraram-se receptivos em todos os horéarios de avaliacdo, com percentual médio
acima de 75% de receptividade; entretanto, os horarios das 2h e 10h da manha
apresentaram as maiores taxas com média de 95%. Assim, recomenda-se que as
polinizagBes controladas sejam realizadas entre as 2h e 10h, periodo de maior
receptividade estigmatica e maior disponibilidade de pélen nas flores.

Palavras-chave: Biologia Reprodutiva, Recursos Genéticos, Melhoramento vegetal.
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Cacaui (Theobroma speciosum Willd. ex Spreng.) pollen viability and stigma
receptivity

ABSTRACT

Estimates of pollen viability and stigmatic receptivity are an important parameter in
genetic breeding programs, especially when employing artificial pollination
techniques for species hybridization. In this context, the present study aimed to
estimate the pollen viability and evaluate the stigma receptivity during the Theobroma
speciosum anthesis. The study was conducted during the flowering period of the
species in genotypes distributed in urban forest fragments in Alta Floresta municipal
distrioct - MT. The floral events records, the pollen viability and the stigmatic
receptivity were conducted in a 24-hour period within 4 hours intervals, being the first
collection at 22:00 pm, 24 hours after finishing at 22:00 pm. For the analysis of the
pollen viability, flowers / buttons were collected and fixed in ethanol: acetic acid (3:1).
Subsequently, were made blades and an estimated viability was performed through
the Alexander Reactive. The stigma receptivity was evaluated with 3% hydrogen
peroxide. The cacaui flowers started the process of opening at 2 pm with the sepal
breaks, and presented flowers fully open after 6:00 pm. The pollen viability remained
high regardless the collection time analyzed, presenting an average above 94%. The
T. speciosum stigmas were receptive at all times of evaluation, with an average
receptivity percentage above 75%, though the timing between 2:00 am and 10:00 am
had the highest values, with an average of 95%. Thus, it is recommended that the
controlled pollinations should be performed between 2:00 am and 10:00 am, period
of greater stigmatic receptivity and flower pollen a vailability.

Keywords: Reproductive Biology, Genetic Resources, Plant Breeding.
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INTRODUCAO

O género Theobroma pertence a familia Malvaceae e possui
aproximadamente 22 espécies, das quais 13 ocorrem no Brasil (Esteves, 2014),
tendo como representantes mais ilustres o cacau (T. cacao) e o cupuagu (T.
grandiflorum) (Venturieri, 1993), as Unicas espécies do género cultivadas
comercialmente (Silva et al., 2011).

A espécie silvestre Theobroma speciosum Willd. ex Spreng. € conhecida
popularmente como cacaui e possui o teor de gordura mais proximo do cacau (Silva
et al., 2004). Seus frutos sdo consumidos in natura ou preparados como suco, e as
suas sementes sdo utilizadas na producdo de chocolate, geralmente nas
comunidades nativas da Amazonia (Lorenzi, 2009).

O cacaui € uma planta de porte ereto, atingindo aproximadamente 15 m de
altura, com copa muito frondosa e ramos curtos, troncos cilindricos, lenhosos, onde,
na base do caule j& se inserem as densas e aglomeradas inflorescéncias multiflorais
vermelho-purpuras, que se destacam na paisagem florestal. As flores apresentam
calice e corola pentameros, pétalas vermelho-escuro, 5 estaminddios alternando
com outros tantos estames (Ferrdo 2001).

A espécie apresenta sindrome floral adequada a polinizacdo por dipteros
saprofagos da familia Drosophilidae e Phoridae que visitam as flores no horéario de
maior receptividade (Martins e Silva, 2003). Sua floracdo pode ser observada nos
meses de agosto a outubro, com os frutos amadurecendo entre fevereiro e abril
(Lorenzi, 1998).

Estudos sobre a biologia reprodutiva de espécies nativas sdo de
fundamental importancia para determinar as estratégias a serem adotadas em um
programa de melhoramento genético (Stiehl-Alves e Martins, 2008) e oferecem
dados para entender os processos de domesticacdo dessas espécies. O
conhecimento da viabilidade do grdo de podlen e a variacdo da receptividade
estigmatica sdo extremamente importantes para escolha de progenitores a serem
usados em casos de hibridagGes artificiais (Stiehl-Alves et al., 2008; Takehana et
al., 2013).

A viabilidade polinica é essencial para o sucesso da fertilizacdo uma vez que

o tamanho do fruto, o nimero de sementes e a porcentagem de frutos, aumentam se

72



a quantidade de gréos de pdélen acima do requerido for depositada no estigma da flor
(Akamine e Girolami, 1957). Outra forma de facilitar os cruzamentos artificiais é
através da variacao da receptividade estigmatica, periodo em que a porcéo feminina
encontra-se receptiva ao grao-de-podlen (Stiehl-Alves e Martins, 2008). Galen et al.
(1987), descrevem a receptividade do estigma como o estadio mais importante da
maturacdo da flor, pois exerce grande influencia na taxa de polinizagdo. Um dos
fatores que prejudicam a polinizacdo € a escassez de informacfes sobre o melhor
horério de receptividade do estigma, fazendo com que varias polinizacdes sejam
repetidas como forma de assegurar a produgcéo de sementes (Souza e Pinto Junior,
1994).

Tendo em vista a importancia de espécies nativas na obtencédo de hibridos
interespecificos, torna-se necessario o conhecimento sobre os melhores horéarios de
coleta do pdlen e o periodo em que o estigma da flor apresenta-se mais receptivo.
Neste contexto, o presente trabalho objetivou estimar a viabilidade polinica e avaliar
a receptividade do estigma durante a antese de Theobroma speciosum, uma
espécie nativa da regido Amazobnica, e assim ampliar as informacdes sobre os
aspectos reprodutivos da espécie e contribuir com programas de melhoramento

genético e conservagao.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi conduzido em um fragmento florestal urbano remanescente,
denominado Parque C/E, localizado no municipio de Alta Floresta, MT, onde a
espécie Theobroma speciosum ocorre naturalmente. O Municipio esta situado entre
as coordenadas geograficas de 9° 02’ 29” a 11°15’ 45” de Latitude Sul e 54° 44’ 55”
a 58° 45’ 10” de Longitude Oeste (Figura 1).

O municipio de Alta Floresta apresenta clima do tipo AWI — classificacdo
Koopen — tropical chuvoso com nitida estagéo seca, e com temperaturas entre 20 °C
a 38 °C, com pluviosidade média anual de 2.750mm (IBGE, 1997). A cobertura
vegetal dominante no municipio é do tipo floresta ombréfila aberta tropical. O relevo
€ formado pelo Planalto Apiacas—Sucurundi e a Depressdo Interplanaltica da

Amazobnia Meridional (Butturi et al., 2013).
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Figura 1: Localizagdo do Municipio de Alta Floresta-MT com destaque no fragmento
florestal urbano C/E.
Material Vegetal

No periodo de florescimento da espécie, em setembro de 2014, foram
coletados botdes florais e flores abertas para andlise da receptividade do estigma e
da viabilidade polinica. A coleta foi realizada em um periodo de 24h com intervalos
de 4h, sendo que o primeiro horario de coleta iniciou-se as 22h com coleta de
botdes, e o ultimo horario foi 24h apos as 22h, periodo em que as flores estavam
totalmente abertas.
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Durante o periodo de coleta foi observado em campo o desenvolvimento das
inflorescéncias e das flores de cacaui. Foram identificados e descritos quatro
estagios de desenvolvimento floral, tendo como base a abertura da flor durante o

periodo de 24h de coletas.

Viabilidade Polinica

Para a determinacdo da viabilidade polinica utilizou-se um mix de pdlens
para cada um dos horarios estabelecidos. O material coletado foi fixado em solugéo
carnoy (etanol: acido acético, na proporcao 3:1), mantidos em temperatura ambiente
por 24 horas, e posteriormente foram transferidos para o freezer até o preparo das
laminas.

O teste de viabilidade polinica foi realizado utilizando a solucéo tripla reativo
de Alexander, que consiste na diferenciacdo dos pdlens vidveis dos inviaveis pela
coloracdo; os viaveis apresentam cor purpura no protoplasma e um contorno verde
da parede celular, e os inviaveis, pela auséncia do nucleo, coloracdo esverdeado
(Alexander, 1969).

Para cada horério de coleta foram preparadas oito laminas, confeccionadas
através do método de esmagamento das anteras (Guerra e Souza, 2002), com
auxilio de um bastéo de vidro para a liberacdo dos gréos de pdélen. Apds a retirada
dos resquicios das anteras, o material foi coberto com uma laminula e observado
através do método de varredura, sob microscépio fotbmico binocular com lente
objetiva de 40x (BEL Fhotonics e Primo Star Zeiss), sendo contabilizados 250 graos
de pdlen por lamina, totalizando 2.000 graos de polen por horario avaliado.

Na avaliacdo, os gréos de pélen foram classificados como normais/ viaveis
(N/V) e anormais/ inviaveis (A/l) de acordo com a reacdo da coloracdo. Com o0s
dados obtidos em cada horario, calculou-se a porcentagem de pélens viaveis.

Para obtencdo das imagens de interesse foi utilizado um capturador de
imagens, acoplado ao fotomicroscépio Leica DMLB, com o auxilio do programa
Leica IM50.

Para comparar as meéedias da viabilidade polinica entre os horarios, foi
realizado o intervalo de confianca, e posteriormente os resultados foram submetidos
a analise de variancia e comparados pelo teste de Tukey em nivel de 5% de

probabilidade, com o auxilio do programa GENES (Cruz, 2013).
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Receptividade estigmética

A receptividade estigmatica foi determinada em campo por trés dias
consecutivos, perfazendo sete horarios de avaliacdo como relacionado acima,
completando um ciclo de 24h de observacao. Para cada horéario foram analisados 10
estigmas de botdes ou flores dependendo do horario de avaliagdo. Os estigmas
foram retirados e imersos em peroxido de hidrogénio a 3%, sendo observado com
lupa manual (10x), seguindo a técnica de Dafni (1992).

A receptividade do estigma foi estimada de acordo com a intensidade de
formagdo de bolhas na superficie estigmatica. Para obter resultados confiaveis,
estigmas danificados ou com polen na superficie ndo foram utilizados. Foram
determinadas cinco notas de avaliacdo da receptividade sendo de acordo com a
intensidade de formacdo de bolhas na superficie estigmatica, nos seguintes
percentuais de 0% nao receptivo, 25% pouco receptivo, 50% parcialmente receptivo,
75% muito receptivo e 100% totalmente receptivo.

O efeito dos horarios sob a receptividade do estigma foi observado com
base no percentual médio em cada intervalo de observacao e através da analise de

regresséo obtida com o auxilio do Programa SISVAR (Ferreira, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Biologia Floral

O cacaui possui flores hermafroditas agrupadas em inflorescéncias densas e
aglomeradas que se inserem no caule desde a base, possui coloracdo vermelho-
purpura que se destaca na paisagem florestal (Figura 2A e B). As inflorescéncias de
T. speciosum sdo constituidas de botdes, flores novas e velhas em disposi¢cdes
variadas (Figura 2 A e B), segundo Cuatrecasas (1964), cada inflorescéncia possui
em media 250 flores. As flores sdo diclamideas, actinomorfas com célice e corola
pentameros.

T. speciosum € uma espécie auto-incompativel (Souza e Venturieri, 1998),
cuja estrutura floral descrita por Silva (2003), apresenta barreiras fisicas entre o

gineceu e o androceu favorecendo a alogamia e a especializagao por polinizadores.
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Figura 2. Estagios de desenvolvimento floral de T. speciosum. (A) Inflorescéncia com
botbes fechados e flor aberta, indicados pela seta; (B) Seta indicando botbes em pré-antese;
(C) Flor semi-aberta; (D) Flor aberta.

Os quatro estagios florais identificados e utilizados para avaliacdo da
viabilidade polinica e receptividade estigméatica neste estudo estéo representados na
Figura 2. O estagio | caracteriza-se por botbes fechados em pré-antese, sendo este
0 primeiro estagio a ser coletado nas plantas as 22h (Figura 2A); estagio Il, botdes
iniciando a abertura (quando comeca a ruptura nas costuras naturais das sépalas),
coletados as 2h (Figura 2B); estagio lll, flores semi-abertas (flores com sépalas e
pétalas semi-abertas) coletado as 6h (Figura 2C) e estagio IV, antese (quando as
pétalas estdo totalmente abertas) coletado as 10h, 14h, 18h e 22h, ultimo horario de
coleta (Figura 2D).

Os horarios em que ocorreram os estagios florais neste estudo diferiram dos

77



encontrados por Souza e Venturieri (2010), pois segundo estes autores, 0
rompimento das sépalas de T. speciosum (pré-antese) inicia-se por volta das 14h,
com rupturas em qualquer ponto ao longo das costuras naturais entre as sépalas e

atingem a sua maior frequéncia as 22h, com a antese ocorrendo entre as 2h e 6h.

Viabilidade Polinica

A analise de variancia demonstrou diferencas significativas (p<0,01) para a
viabilidade polinica entre os horarios de coleta das flores de T. speciosum (Tabela
1).

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia da viabilidade polinica de T. speciosum para 0s
sete horarios avaliados (22:00h, 2:00h, 6:00h, 10:00h, 14:00h, 18:00h, 22:00)

Fontes de Variacao GL Quadrado Médio (%) F
Horérios 6 29,39 0,0”
Residuos 49 2,55
C.V. (%) 1,64

Apesar do nivel de significancia dos resultados obtidos, observa-se que nao
houve a prevaléncia de grdos de podlen inviaveis (Figura 3B) em nenhum dos
horarios avaliados, e sim uma alta porcentagem de pélens viaveis (Figura 3A) com
média acima de 94% independente do horério, conforme Tabela 2, sendo este, um
fator importante para a reproducdo da espécie pois a producdo de graos de pdlen

inviaveis reduz a eficacia na polinizacéao.

®
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Figura 3. Pdlens Viaveis (A) e inviadveis (B) de T. speciosum, resultantes da reacdo de
coloracdo com Reativo de Alexander.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Cabral et al. (2013), ao
realizarem um estudo com a espécie T. cacao, encontrando porcentagens acima de
95% para botdes florais e acima de 80% em flores abertas, através de analises com

0 corante carmim acético, e acima de 95% e 86% com olugol.

Tabela 2. Média da viabilidade polinica de T. speciosum estimada pelo corante Reativo de
Alexander para os sete horéarios de coleta do pélen

Horarios Médias (%) C. V. (%)
22:00 h 99,20 a 0,68
02:00 h 95,30 cd 1,41
06:00 h 96,50 bc 1,19
10:00 h 98,45 ab 1,01
14:00 h 94,00d 3,66
18:00 h 97,55 abc 0,71
22:00 h 98,65 ab 0,99

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade. C.V., Coeficiente de Variagéo.

Os maiores indices de pélens viaveis obtidos através do teste colorimétrico
com o corante reativo de Alexander, foram encontrados no primeiro horario de coleta
do pdélen (22h), no momento em que as flores mostraram-se totalmente abertas
(10h), e no ultimo horario de coleta as 22h do dia seguinte, com médias acima de
98%, respectivamente. As 14h houve uma queda da viabilidade polinica,
apresentando a menor média de 94% dentre os sete horarios analisados (Tabela 2).

Para a espécie T. speciosum, as avaliacbes de viabilidade polinica
revelaram que os graos de poélen podem ser coletados em qualquer um dos horarios
avaliados pois o menor percentual médio encontrado foi de 94%, entretanto,
recomenda-se, pelo critério de disponibilidade de pdélen nas anteras, que as coletas
de polen a serem utilizados em polinizacdes e hibridacdes artificiais sejam
realizadas nos primeiros horarios da antese, pois segundo Venturieri (1994), as
anteras apresentam um maior niumero de graos de polen préximos a antese floral.
Consequentemente, as polinizacdes realizadas neste periodo proporcionam uma
maior deposicao de pdolen nos bragos estigmaticos.

Analisando o intervalo de confianca a 95% da viabilidade polinica de T.
speciosum nos diferentes horarios de coleta (Figura 4), observa-se que 0 maior
intervalo de confianca foi encontrado as 14h, com um limite inferior de 90,83% e
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limite superior de 96,77%, enquanto que as 22h (horario inicial de avaliagéo)
apresentou o menor intervalo de confianga, com um limite inferior de 98,57% e
superior de 99,73%.
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Figura 4. Intervalos de confianga a 95% dos resultados da coloragdo com o corante reativo
de Alexander para os sete horarios de coleta de po6len de T. speciosum.

De acordo com Loguercio e Batisttin (2004), com estudos de viabilidade
polinica é possivel obter uma visdo prévia sobre a infertilidade das plantas, bem
como o conhecimento do potencial de reproducdo de uma populacdo. Assim, €
possivel inferir que a populacdo de cacaui do Parque C/E apresenta alto potencial
de viabilidade nos gametas masculinos, podendo ser utilizados em polinizacdes
artificiais.

A alta viabilidade polinica encontrada para T. speciosum é um fator muito
importante para as popula¢cdes manterem seus niveis de variabilidade genética, uma
vez que a espécie é aldbgama, e quanto maior for a viabilidade polinica, maior sera o

indice de fertilizacdo e a producédo de combinac¢des entre alelos distintos.

Receptividade estigmética

Os estigmas de T. speciosum, encontram-se receptivos em todos o0s
horarios de avaliacdo, com percentual médio acima de 75% (Tabela 3). Segundo
Spira et al. (1992), a permanéncia da receptividade do estigma por um longo periodo
proporciona maiores chances de éxito na polinizacdo, uma vez que aumenta o

tempo para deposicéo de polen.
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De acordo com Silva et al. (2010), a receptividade estigmética € resultado da
maturagédo do gameta feminino e pode influenciar a taxa de fecundag&o e o sucesso
da polinizacdo. Assim, um maior periodo de receptividade do estigma facilita a
introducdo da espécie em um programa de melhoramento genético, visto que o
polén de T. speciosum da populacédo do parque C/E pode ser depositado no estigma

floral a qualquer hora do dia.

Tabela 3. Médias percentuais da receptividade estigmatica de T. speciosum em 7 horarios
por 3 dias consecutivos

Recepitvidade

Horario — — — —
1° Avaliacdo 2° Avaliacdo 3° Avaliacdo Média geral

22:00 78% 78% 98% 85%
02:00 85% 100% 100% 95%
06:00 75% 95% 95% 88%
10:00 93% 95% 95% 94%
14:00 83% 70% 88% 80%
18:00 70% 80% 85% 78%
22:00 83% 80% 80% 81%

No horario inicial as 22h, os estigmas dos botdes florais ja estavam
receptivos com o percentual médio de 85%, variando de 78 a 98%. Foi observado
gue no inicio da antese as 2h da manha e quando a flor estava totalmente aberta as
10h, ocorreram os maiores percentuais de estigmas receptivos, com média de 95%
e 94%, respectivamente. Posteriormente, nos horarios das 14h, 18h e 22h houve
uma reducéo desses valores (80%, 78% e 81%) (Figura 4), sendo as menores taxas
observadas nos dois ultimos horarios de avaliacdo (Tabela 3).

Corroborando com esses resultados Souza e Venturieri (2010), analisando a
receptividade estigmatica de T. speciosum em cinco horarios (06:00, 10:00, 14:00,
18:00 e 22:00), relatam o maior indice de receptividade no periodo das 6h as 10h.
Silva (2003) encontrou resultados semelhantes ao trabalhar com a mesma espécie,
sendo os horarios das 08h as 11h o momento de maior receptividade floral. O
mesmo padrao foi encontrado para outras espécies do género, como T. cacao, T.
subincanum, T. grandiflorum e T. obovatum (Sampayan, 1966; Rodrigues e
Venturieri, 1997; Venturieri e Ribeiro-Filho, 1995; Souza e Venturieri, 1998). Os

resultados obtidos evidenciam que o periodo da manha € o mais indicado no caso
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de polinizacbes controladas para T. speciosum, uma vez que uma alta taxa de

receptividade aumenta o sucesso da fertilizagéo.

100 - y = -1.002x2 + 6.4385x + 81.429
R2=0.6341
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Figura 4. Estimativa de estigmas receptivos de T. speciosum ao longo de 24 horas de
avaliagdo em setembro de 2014.

Observamos que a espécie T. speciosum apresentou grdos de polens
vidveis e estigmas receptivos antes da abertura das flores. Estes dados sé&o
importantes, pois permitem ao melhorista fazer cruzamentos controlados no periodo

em que as flores ainda néo foram polinizadas.

CONCLUSOES

A viabilidade polinica permaneceu alta independente do horario de coleta
analisado, com média superior a 94%. Os estigmas permaneceram receptivos
durante todo o periodo de observacao; entretanto, as 18h foi encontrada a menor
receptividade, com média de 78%, os maiores percentuais de receptividade foram
observados nos horarios das 2h e 10h da manha.

Recomenda-se que as polinizacdes controladas sejam realizadas entre as
2h e 10h da manha, periodo de maior receptividade estigmatica e maior

disponibilidade de pélen nas flores.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram um padrdo de
distribuicdo agregado para a espécie T. speciosum nos trés fragmentos florestais
analisados. A qualidade dos marcadores utilizados no estudo da diversidade
genética foi confirmada pelo conteudo de informacédo polimorfica, apresentando uma
meédia de 0,76 por loco. Os gendtipos de cada populagéo ficaram agrupados dentro
de sua populacdo de origem, revelando uma estrutura geogréfica. A diversidade
genética é maior em nivel intrapopulacional do que interpopulacional.

O estudo da morfologia floral revelou que a espécie possui flores
hermafroditas, pentameras e diclamideas, com presenca de estruturas modificadas,
tais como a coOgula, ligula e estamindides que funcionam como uma barreira
reprodutiva favorecendo a alogamia da espécie e a polinizagcdo por pequenos
insetos. Quanto a viabilidade polinica, tanto na comparacdo entre os trés estes
colorimétricos como na comparacdo entre diferentes horarios de coleta, foi
encontrada alta taxa de polens vidveis com meédias acima de 94%. Os estigmas
permaneceram receptivos durante todo o periodo de observacao, entretanto, nos
horarios das 2h e 10h da manha foram encontradas as médias mais altas.

As informacgfes obtidas com o presente estudo, podem ser utilizadas no
estabelecimento de estratégias de conservacdo e de melhoramento genético da

espécie.
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