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RESUMO

DARDENGO, Juliana de Freitas Encinas. M.Sc. Universidade do Estado de
Mato Grosso, Janeiro de 2014. Diversidade genética, distribuicdo espacial e
anatomia foliar de Theobroma L. em populagcao natural no norte do estado
de Mato Grosso. Orientadora: Ana Aparecida Bandini Rossi. Co-orientadora:
Ivone Vieira da Silva.

A analise dos padrbes de distribuicdo espacial e genético e o conhecimento
anatdmico de uma espécie sao ferramentas muito utilizadas para entender seu
comportamento ecoldgico, pois embasam estratégias de manejo e influenciam
na estrutura populacional. O presente estudo objetivou estudar a estrutura
horizontal das espécies Theobroma speciosum (cacaui) e Theobroma
subincanum (cupui) e também caracterizar a diversidade genética e a anatomia
foliar de T. speciosum, registrando as diferencas estruturais observadas entre
folhas de sol e folhas de sombra. A diversidade genética detectada encontra-se
espacialmente estruturada dentro da populacdo, sendo que quanto mais
proximas as arvores, maior € a probabilidade de serem aparentadas. Em
relacdo a distribuicdo espacial, T. speciosum apresentou padréo de distribuicdo
agregado, enquanto T. subincanum padrdo aleatorio. A distribuicdo diamétrica
de T. speciosum seguiu uma distribuicio em forma de “J” invertido,
comportamento esperado para um ambiente florestal com pouca presséo
antropica. Ja T. subincanum n&o seguiu 0 mesmo padrdo, entretanto as
espécies demonstraram estar bem estabelecidas na area, com numero de
individuos significativo em todas as classes diamétricas. A constituicdo do
mesofilo nas folhas de sol e sombra de T. speciosum variou com o ambiente.
Plantas expostas a pleno sol apresentaram células mais alongadas no
parénquima palicadico, parénquima lacunoso com mais camadas e maior
guantidade de tricomas nas folhas, enquanto que as folhas de sombra
apresentaram células com muitos espacos intercelulares no mesofilo. Foram
observadas alteracdes anatdmicas significativas ocasionadas pelas variacdes
da intensidade luminosa sobre as folhas, o que evidenciou grande capacidade
adaptativa de T. speciosum. Assim, os resultados apontam a importancia de
areas de conservacdo como forma instituida para salvaguardar ambientes
naturais das pressoes exercidas por diferentes acbes antropicas e também a

necessidade de estudos na regidao do bioma amazdonico.
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Palavras-chave: Conservacao, Variabilidade Genética, Amazoénia.
ABSTRACT

DARDENGO, Juliana de Freitas Encinas. M.S. Universidade do Estado de
Mato Grosso, 2014 January. Genetic diversity, spacial distribuction and
leave anatomy of Theobroma L. natural population in the northern of Mato
Grosso state. Adviser: Ana Aparecida Bandini Rossi. Co-adviser: lvone Vieira
da Silva.

The spatial and genetic distribution analysis and the anatomical knowledge of a
species is a very useful tool to understand your ecological behavior because it
provides information that underlie management strategies and influence the
population structure. The present study aimed to study the horizontal structure
of the species Theobroma speciosum (cacauhy) and Theobroma subincanum
(cupui) and also characterize the genetic diversity and anatomy of leaves of T.
speciosum, recording the structural differences observed between sun leaves
and shade leaves. The genetic diversity detected was spatially structured within
the population, and that the closer the trees, more is the probability of being
closely related. In relation to spatial distribution, the T. speciosum individuals
showed aggregated distribution pattern, while T. subincanum presented a
random pattern. The diameter distribution of T. speciosum followed a
distribution in the form of inverted "J", behavior expected for a forest
environment with low anthropic pressure, as T. subincanum not followed the
same pattern, however the species proved to be well established in the area,
with a significant number of individuals in all diameter classes. The constitution
of the sun and shade leaves of T. speciosum mesophyll varied with the
environment. Plants exposed to full sunlight showed longer cells in the palisade
parenchyma, spongy parenchyma also showed many layers of overlapping
cells, whereas shade leaves showed cells with many intercellular spaces. Were
observed significant anatomical changes caused by variations of light intensity
on the leaves, which revealed a large adaptive capacity of T. speciosum. Thus,
the results indicate the importance of conservation areas established in order to
safeguard the natural environment from the pressures of different anthropic
actions, and also the need for studies in the region of the Amazon biome.

Key-words: Conservation, Genetic Variability, Amazonia.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1. A Floresta Amazonica

A Floresta Amazoénica localiza-se ao norte da América do Sul e possui
cerca de 6,5 milhdes de km2. Destes, cerca de 85% encontra-se em territorio
brasileiro e os 15% restantes entre Bolivia, Colémbia, Equador, Guiana, Guiana
Francesa, Peru, Suriname e Venezuela (SIVAM, 2012). O clima é equatorial
quente e Umido, com temperatura variando pouco durante todo o ano. A
distribuicdo das chuvas é bastante irregular, sendo em média de 2300 mm
anuais (FISCH et al., 1998).

A Amazobnia possui uma heterogeneidade de habitats, solos e micro
climas que a caracterizam como um ambiente formado por mosaicos distintos e
interdependentes, que provavelmente sdo 0s responsaveis por esta floresta
conter a maior biodiversidade do planeta (RIBEIRO et al.,1999).

Quanto a biodiversidade amazodnica, € evidente e preocupante o fato de
que o ritmo de perda do patrimdnio biol6gico promovido, principalmente, pelo
desmatamento e a ocupacdo agricola realizada de modo inadequado é muito
maior que o do processo de inventario. Assim, a necessidade de estratégias
para a conservacdo da biodiversidade, aliada as pressdes mundiais por
tecnologias menos agressivas ao ambiente, tornou prioridade a pesquisa sobre
recursos genéticos.

1.2. Caracteristicas do cacaui (Theobroma speciosum) e cupui
(Theobroma subincanum)

Tanto o cacaui quanto o cupui sdo nativos de toda regido Amazoénica e
ocorrem preferencialmente em mata primaria de terra firme ndo inundavel.
Seus frutos sdo comestiveis e com as sementes (améndoas) prepara-se um
chocolate de qualidade. Entre as espécies do género, 0 cacaui é a que possui
o teor de gordura mais parecido com o cacau, ou seja, um sucedaneo potencial
(SILVA et al.,, 2004). O cupui também representa um grande potencial
econdmico para a regido, apesar de seu potencial, esta espécie ainda continua
pouco relacionada a estudos que viabilizem o manejo de suas populagdes.

O cacaui e o0 cupui apresentam arvores de porte mediano,
entretanto, a copa do cacaui é estreita e rala e seu fruto apresenta casca

levemente aveludada (LORENZI, 2000), enquanto o cupui apresenta copa



multirramificada e fruto com pericarpo duro e resistente, recoberto por um

indumento semelhante ao do cupuagu verdadeiro (CAVALCANTE, 1991).

1.3. Diversidade Genética

Conhecer os padrbes de variabilidade genética entre e dentro de
populacées € um valioso instrumento que podera ajudar na adocao de praticas
mais eficientes, no tocante a conservacdo, podendo servir de base para
técnicas de manejo adequado de fragmentos e fornecer subsidios para
medidas de conservacgao in situ (RENAU-MORATA et al., 2005).

Os estudos moleculares sobre diversidade genética facilitam a
identificacdo de variacdes genéticas ndo representadas nas colecdes e o
melhor direcionamento no uso do material, em programas de melhoramento
genético (LIMA et al., 2003).

Espécies que apresentam valores baixos de diversidade genética podem
ter reduzida capacidade de sobreviver a doencas e nédo se adaptarem a
mudancas ambientais. Assim, a diversidade genética pode ser considerada de
fundamental importédncia para a sustentabilidade e estabilidade dos
ecossistemas (RAJORA & PLUHAR, 2003).

1.4. Estrutura genética espacial

A estrutura genética espacial refere-se a distribuicdo espacial dos
gendtipos dos individuos dentro da populacdo, sendo determinada pelos
padrbes de dispersdo de pdélen e sementes, densidade de individuos adultos,
selecdo micro ambiental, regeneracdo e pelo sistema de reproducéo
(HAMRICK & LOVELESS, 1986; LOISELLE et al., 1995).

O reconhecimento da existéncia de certo nivel de estruturagdo genética
espacial em populacdes auxilia no estabelecimento de medidas de
conservagao genética, indicando formas de maximizar a diversidade genética
na coleta de sementes para programas de conservacao ex situ, melhoramento
genético, recuperacdo de areas degradadas, bem como inferir sobre tamanhos
minimos de area para a sua conservacao in situ. (GUSSON et al., 2005).

1.5. Marcadores Microssatélites (SSR)

Estudos genéticos em populacdes naturais de espécies arbdreas

tropicais por marcadores moleculares tiveram inicio na Malasia, com grande

avanco nas florestas neotropicais no Panama, Costa Rica e no Brasil
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(KAGEYAMA et al., 2003). Por marcador molecular, define-se todo e qualquer
fenétipo molecular oriundo de gene expresso. E uma caracteristica capaz de
detectar diferencas entre dois ou mais individuos ou organismos (VIANA et al.,
2003).

Assim, pode-se considerar como marcador genético, toda caracteristica
fenotipica ou qualquer segmento de DNA que sejam transmitidos pelos pais
para as progénies e que permitam a analise de similaridade e diversidade
genética entre individuos. As diferencas na sequéncia génica podem ser
diretamente observadas e descritas com alto grau de precisdo. Os marcadores
moleculares sao utilizados no estudo da extensao e distribuicdo da variacao
entre espécies como também para investigar questdes taxonbmicas e
evolutivas (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Com o desenvolvimento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction
ou reacdo em cadeia da DNA polimerase) na década de 80, novos tipos
marcadores foram desenvolvidos, por meio da PCR. Amplificando-se por¢des
especificas do genoma, desde que as sequéncias adjacentes sejam
conhecidas. Com base na técnica de PCR, foi possivel desenvolver varias
metodologias para detectar marcadores moleculares de DNA, dentre os quais
0s marcadores microssatélites (SSR - Simple Sequence Repeats - Sequéncias
simples repetidas) (VIANA et al., 2003).

Segundo Gaiotto et al. (2003), os marcadores de microssatélites sao
altamente informativos e discriminantes. Eles tém sido utilizados em estudos de
populacdes naturais por serem: multialélicos, altamente polimorficos,
codominantes, abundantes, uniformemente distribuidos no genoma e
facilmente obtidos em ensaios de PCR.

As sequéncias de DNA que flanqgueiam os SSR sao geralmente
conservadas entre os individuos de uma mesma espécie, permitindo a selecéo
de iniciadores (“primers”) especificos que amplificam, via PCR, fragmentos
contendo o DNA repetitivo em todos os gendtipos. Os produtos da amplificacdo
podem ser observados em gel de poliacrilamida ou de agarose de alta
resolucdo. As bandas séo visualizadas no gel por meio de coloracdo com
brometo de etidio ou nitrato de prata (CAIXETA et al., 2006).



1.6. Anatomia Foliar

A plasticidade fenotipica € a capacidade que alguns gendétipos possuem
de responder a alteragbes do meio ambiente em que se encontram,
modificando a sua expressao fenotipica, mediante ajustamentos morfologicos
ou fisiologicos (SCHLICHTING, 1986).

Isso ocorre quando espécies tipicas de sub-bosque apresentam
ocorréncia em locais com elevada incidéncia luminosa, como pastagens. Em se
tratando de intensidade luminosa é importante levar em consideracdo as
variacfes na estrutura foliar, pois, este é o 6rgédo da planta que mais responde
anatomicamente as variagbes Iluminosas de um determinado habitat
(DICKISON, 2000).

Esse € um dos maiores interesses da plasticidade, o fato de poder
incluir também processos ativos de adaptacdo ao stress ambiental, um aspecto
fundamental para garantir a estabilidade das popula¢gdes perante as alteracdes
globais do clima, especialmente importante no caso das arvores, que sao
organismos de grande longevidade, associada a uma reproducdo tardia e
incapazes de se deslocarem para zonas de clima mais favoravel (SULTAN
2000).

As condi¢Bes do solo, da 4gua, da luz e da temperatura, influenciam no
desenvolvimento e produtividade das plantas, muitas plantas expostas a alta
intensidade luminosa, por mutacfes adquirem mecanismos morfolégicos e
fisiolégicos que possibilitam sua sobrevivéncia (SILVA et al., 2005). Esses
mecanismos compreendem, na folha principalmente, a reducédo do tamanho,
capacidade de enrolamento, alta densidade de tricomas, estdmatos profundos,
acumulo de mucilagem e outros metabdlitos secundarios e aumento da
compactacao do mesofilo (BOSABALIDIS & KOFIDIS, 2002).

1.7. Estrutura e Distribuicédo Espacial

A andlise dos padrbes de distribuicdo espacial € uma ferramenta muito
utilizada para entender o comportamento ecoldgico da espécie, pois fornece
informacdes que embasam estratégias de manejo e influenciam na estrutura
populacional (ANJOS et al., 2004). A distribuicdo espacial é resultante de
varios fatores que interagem entre si, tais como o tipo de solo, altitude,
intensidade luminosa, presenca de dispersores e polinizadores (BUDKE et al.,
2004).



A distribuicdo do niumero de individuos em classes de tamanho é outro
fator que determina a estrutura populacional de uma espécie. Segundo
Saloméo (1995), a maioria das espécies tropicais apresenta uma distribuicdo
balanceada, entretanto Oliveira & Amaral (2004) consideram a distribuicdo em
“J” invertido como caracteristica de florestas nativas com pouca ou nenhuma
presséo antropica.
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3. CAPITULOS

3.1. DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA ESPACIAL DE Theobroma
speciosum Willd. ex Spreng. EM UMA POPULACAO NATURAL DO
PARQUE NACIONAL DO JURUENA - MT



Resumo - (Diversidade e estrutura genética espacial de Theobroma speciosum
willd ex spreng. em uma populacdo natural do Parque Nacional do Juruena —
MT). O uso da genética de populagbes para quantificar a diversidade de
populacdes arboreas tropicais aponta algumas direcdes para analisar o nivel
de conservacdo de determinada espécie. Com o intuito de elucidar a
importancia de unidades de conservacdo como o Parque Nacional do Juruena,
foram analisadas a diversidade genética e a distribuicdo espacial em uma
populacdo natural de T. speciosum com base no polimorfismo de cinco locos
microssatélites. Foram mapeados e genotipados 49 individuos adultos e 51
subadultos existentes na populagcdo. Os adultos apresentaram
significativamente menor diversidade genética e maior endogamia (k = 10,40 +
2,06; Ae = 10,34 + 2,00; F = 0,682 £ 0,113) do que os subadultos (k = 10,60 +
2,33; Ae = 10,57 £ 2,35; F = 0,569 + 0,172). A diversidade genética detectada
encontra-se espacialmente estruturada dentro da populacéo, sendo que quanto
mais proximas as arvores, maior € a probabilidade de serem aparentadas. O
estabelecimento de unidades permanentes de conservacdo como o Parque
Nacional do Juruena mostrou-se ser uma ferramenta valiosa para preservar a
diversidade genética entre os individuos de populacfes naturais.

Palavras-chave: Cacaui; Amazonia; Variabilidade Genética.

Abstract- (Diversity and spatial genetic structure of Theobroma speciosum
Willd. Ex Spreng. in a natural population in the Parque Nacional do Juruena,
Mato Grosso state, Brazil). The use of population genetics for quantify the
diversity of tropical tree populations shows some directions for analyses of
conservation level in determinated species. With the aim to elucidate the
importance of conservation units like Parque Nacional do Juruena, were
analyzed the genetic diversity and the spatial structure of a natural population T.
speciosum based in five microsatellites loci polymorphism. 49 adults and 51
subadults individuals were mapped and genotyped existing in the population.
The adults showed significantly less genetic diversity and more inbreeding (k =
10,40 + 2,06; Ae = 10,34 £+ 2,00; F = 0,682 £ 0,113) than the subadults (k =
10,60 £+ 2,33; Ae = 10,57 = 2,35; F = 0,569 + 0,172). The genetic diversity
detected was spatially structured within the population, and that the closer the
trees, more is the probability of being closely related. The establishment of
permanent conservation units like the Parque Nacional do Juruena showed be
a valuable tool to preserve genetic diversity among individuals from natural
populations.

Keywords: Cacauhy; Amazonia; Genetic variability.



Introducéao

Na regido Amazonica encontra-se grande variedade de ambientes e
potencial de recursos naturais. A falta de conhecimentos biol6gicos da grande
maioria das espécies da flora amazbnica é motivo de preocupacdo, em
decorréncia da perda destes recursos naturais, face a expansao da fronteira
agricola e a exploracéo irracional nesta regido (RAPOSO, 2007).

Segundo Laurance & Vasconcelos (2009), os estudos disponiveis
indicam que a fragmentacdo florestal causa uma diversidade de efeitos,
alterando o tamanho e a dinamica das populacdes, a composicéo e a dinamica
das comunidades, as interacdes tréficas e 0s processos ecossistémicos. Nesse
sentido, medidas que diminuam a taxa de desmatamento na ainda
relativamente pouco fragmentada paisagem amazonica sdo urgentes.

Assim, com o intuito de salvaguardar espécies endémicas da
Amazonia foi criado em 2006 o Parque Nacional do Juruena, unidade de
conservacgao de protecao integral, localizada no sudeste do Amazonas e norte
de Mato Grosso, com area aproximada de 195.752.671 ha (SILVA et al., 2013).

Dentro desta Unidade de Conservacédo (UC), ocorre naturalmente o
género Theobroma L., atualmente incluido na familia Malvaceae Juss.
(ALVERSON et al., 1999). No volumoso grupo de espécies do género com
aproveitamento convencional ou mesmo com potencialidades de uso, encontra-
se Theobroma speciosum Willd. ex Spreng.

Segundo Ducke (1940), a espécie é importante por representar uma
possivel fonte de genes de resisténcia para as espeéecies mais relevantes
economicamente. A casca do fruto, associada a cinza da madeira, € designada
para a producdo de um sabdo artesanal, usado no interior da Amazdnia como
excelente desodorante (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002). Em relacdo aos
acidos graxos, Gilabert-Escriva et al. (2002) relatam que a composi¢ao € muito
similar a encontrada na manteiga de cacau. Ja Balée (1994) detectou seu uso
alimenticio pelos indios Ka’apor e Dewalt et al. (1999) pelos Tacana (Bolivia).

Segundo Kageyama (1987), o uso da genética de populacdes para
quantificar a diversidade de populacdes arbolreas tropicais, aponta algumas
direcbes importantes que visam minimizar os impactos ambientais, bem como
analisar o nivel de conservacdo de determinada populacdo. Para estimar os

parametros que inferem historia evolutiva, estrutura populacional e diversidade
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genética em populacdes naturais, os marcadores moleculares sdo uma das
principais ferramentas utilizadas (SELKOE & TOONEN, 2006; SUNNUCKS,
2000).

Dentre esses marcadores, um dos mais utilizados sdo os
marcadores microssatélites (SSR). Os marcadores microssatélites se
distinguem dos demais por serem abundantes, estarem distribuidos por todo o
genoma, apresentarem polimorfismo do tipo codominante, serem de natureza
multialélica, necessitarem de pequenas quantidades de DNA e serem
transferiveis entre espécies de um mesmo género (GRATTAPAGLIA, 2001).

Devido a sua alta variabilidade, esses marcadores tém sido
utilizados como uma poderosa ferramenta em diversos estudos envolvendo
mapeamento genético, melhoramento, analises de parentesco, sistemas de
reproducdo, fluxo génico e conservacdo (MORGANTE & OLIVIERI 1993;
CHASE et al., 1996; JARNE & LAGODA 1996; ZANE et al., 2002; ELLEGREN
et al., 2004; VARSHNEY et al., 2005).

Considerando a existéncia de poucos estudos ecoldgicos e
genéticos de espécies silvestres do género Theobroma e com o intuito de
elucidar a importancia de unidades de conservacdo, tais como o Parque
Nacional do Juruena, foram analisadas a diversidade genética e a distribuicao
espacial em uma populacéo natural de T. speciosum por meio de marcadores
microssatélites. O estudo foi conduzido com base em um censo da populacao,
amostrando-se arvores adultas e subadultas.

Este estudo visa responder os seguintes questionamentos: (i) o
estabelecimento de unidades permanentes de conservagdo como Parque
Nacional do Juruena tém sido o suficiente para preservar a diversidade
genética entre os individuos de uma populacdo natural? (ii) existem diferencas
nos niveis de diversidade entre arvores adultas e subadultas? (iii) qual a
distancia minima entre os individuos para a coleta de sementes representativa
para programas de conservagdo? (iv) a diversidade genética apresenta-se

estruturada espacialmente na populagao?
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Material e Métodos
Area de estudo e nimero amostral

Para caracterizacao da diversidade genética de T. speciosum, foram
amostrados 100 individuos em uma populacdo natural localizada no Parque
Nacional do Juruena, no norte do Estado de Mato Grosso.

O clima da regido € equatorial e se caracteriza por temperaturas
médias entre 24°C e 26°C e amplitude térmica anual de até 3°C. As chuvas sao
abundantes (mais de 2.500 mm.ano™) e regulares (PNJU, 2013).

Para este estudo foi implementada uma grade de 200 x 160m (3.2
ha.grade™), dentro da qual foram distribuidas sistematicamente 40 subparcelas
contiguas de 20 x 40m (800 m2) (Figura 1). Dentro da grade foram amostrados,
mapeados (georreferenciados com GPS) e medidos para o diametro a altura do
peito (DAP - didmetro a altura do peito medido a 1,30m do solo) 100 individuos
arbéreos vivos da espécie que apresentaram DAP > 1 cm.

Foram coletadas amostras de tecido vegetal foliar de cada individuo,
o material foliar foi identificado e acondicionado em silica gel ainda em campo e
posteriormente foi armazenado em freezer, a -20 °C.

Extracdo de DNA e andlises de microssatélites

O DNA genbmico total foi extraido de aproximadamente 100 mg de
folhas, usando o método de CTAB descrito por Doyle & Doyle (1987), com
modificacdes. A qualidade e a concentracdo do DNA extraido foram
confirmadas por eletroforese em gel de agarose 1% com marcador de DNA A.

Vinte e trés pares de primers microssatélites (SSR) isolados e
caracterizados por Lanaud et al. (1999) para a espécie T. cacao foram testados
utilizando trés individuos de T. speciosum para amplificacdo inicial via PCR.
Dos vinte e trés primers testados, cinco foram selecionados para o estudo da

diversidade genética da espécie em estudo (Tabela 1).

12



0.02 0.04 0.08 Kilometers
L 1 1 1 | 1 1 1 |

70'0I'O"W GO'OI'O'W 50'0.'0”W

Legenda

® Theobroma speciosum

I:] Parcelas 20 x 40 m
Parque Nacional do Juruena

- Estado de Mato Grosso

D Amazénia Legal

0°0'0" = 000"

10°0'0"S= [=10°0'0"S

20°0'0"S

20°0'0"S¢ T T T
70°00'W 60°0'0'W 50°00"W

FIGURA 1. Localizacdo geografica das subparcelas em estudo no Parque
Nacional do Juruena.
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TABELA 1. Caracteristicas de 05 primers SSR isolados e caracterizados por
Lanaud et al. (1999) selecionados para o estudo da diversidade genética em
uma populacédo natural de T. speciosum.T, (Temperatura de anelamento); (pb)
pares de bases.

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

mTcCIR3 CATCCCAGTATCTCATCCATTCAGT 46 249
CTGCTCATTTCTTTCATATCA

mTcCIR9  ACCATGCTTCCTCCTTCA 51 274
ACATTTATACCCCAACCA

mTcCIR10 ACAGATGGCCTACACACT 46 208
CAAGCAAGCCTCATACTC

mTcCIR17 AAGGATGAAGGATGTAAGAG 51 271
CCCATACGAGCTGTGAGT

MTcCIR22 ATTCTCGCAAAAACTTAG 46 289
GATGGAAGGAGTGTAAATAG

O programa de amplificacdo utilizado foi de acordo com o descrito
por Lanaud et al. (1999), com modificacdes: 1 ciclo inicial de desnaturacao 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 extenséo final de 72°C por 5 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em
gel de agarose 2% (m.v') em tampdo de corrida TBE 1X, em voltagem
constante de 85 V por aproximadamente cinco horas. A coloracdo do gel foi
feita com brometo de etideo (0,2 mg.mL™). Em seguida o gel foi fotografado
sob luz ultravioleta usando Transiluminador UVB LTB-21x26 (Loccus
Biotecnologia) e posteriormente fotografado.

Os fragmentos de SSR (produtos de amplificagao) foram analisados
no programa GelQuant Pro para a construcdo de uma matriz com base no
tamanho dos fragmentos das bandas encontradas nos géis.

Analise da Diversidade Genética
A diversidade genética para amostra dos adultos e subadultos

(sendo classificados desta forma de acordo com o DAP que apresentaram) da
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populacao foi caracterizada para o numero total de alelos nos locos e numero
meédio de alelos por locos (k), numero efetivo de alelos nos locos e média por
locos (Ae), heterozigosidade observada (Ho) e esperada em Equilibrio de
Hardy-Weinberg (He). O erro padrdo da média, calculado por reamostragem
jackknife entre locos para estes parametros foi utilizado para verificar
diferengas entre as médias de adultos e subadultos.

Os niveis de endogamia dentro das amostras foram quantificados
pelo indice de fixacdo (F) de acordo com o método de Weir & Cockerham
(1984). A significancia estatistica dos valores de F foi testada por permutacéo
(10000). Aplicou-se também neste caso uma correcao sequencial de Bonferroni
para multiplas comparagfes para evitar falsos positivos. Todas estas analises
foram realizadas com o auxilio do programa Fstat 2.9.3.2 (GOUDET, 1995).
Analise da Estrutura Genética Espacial

A caracterizacdo da distribuicdo espacial dos gendtipos dentro da
populacdo foi realizada a partir da distancia genética de Gregorius (1978).
Todos os possiveis pares de combinacdes de arvores foram considerados
como um conjunto e foram acessados para uma das 10 classes de distancia.
Foram utilizadas classes de distancias equidistantes e calculados os valores da
distancia genética de Gregorius (1978) para cada uma dessas classes. A
distancia entre multilocos mensurada através de Dgn, entre dois gendtiposiejé

definido como:
1 M
0< Dg, =—>.Dg(i, j)<1
M =

Em que M representa o numero de locos, Dgm € a média aritmética
do valor Dg (GREGORIUS, 1978) de cada loco.

A distancia genética meédia Dg entre todos os pares i e | de gendtipos
multilocos pertencentes a uma dada classe de distancia espacial sq serve como
ferramenta para mensurar a estrutura genética espacial. O valor médio, entre
todos os pares, constitui um valor de referéncia contra qual a estrutura genética
espacial € medida. Distancias abaixo do valor de referéncia indicam uma
estrutura espacial positiva, em que individuos préximos sdo mais similares
geneticamente do que o esperado para uma distribuicdo espacial aleatoria dos
gendtipos (estrutura positiva), e distdncias acima da referéncia indicam

estrutura negativa, em que individuos préximos demonstram maior divergéncia
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genética do que o esperado para uma distribuicdo espacial aleatdria dos
gendotipos.

Para o célculo da Dg entre dois individuos, os dados de cada
genatipo foram codificados para suas frequéncias alélicas, ou seja, quando o
genotipo era homozigoto para o alelo sob andlise, atribuiu-se o valor 1,0,
quando heterozigoto atribuiu-se valor 0,5 e quando o alelo estava ausente o
valor 0,0.

Um procedimento de permutacdes usando 1000 simulacdes de
Monte-Carlo foi utilizado para testar a significancia do desvio da distribuicdo
espacial aleatéria de cada medida calculada (MANLY, 1991). As andlises de
distribuicdo espacial e os respectivos intervalos de confiangca a 95% foram
obtidos através do programa SGS (DEGEN, 2003).

O coeficiente de coancestria ( /xy) entre pares de arvores foi

estimado para cada uma das 10 classes de distancia pré-estabelecidas,
usando o estimador do coeficiente de coancestria proposto por Loiselle et al.
(1995):

X Z(pi_ﬁk)(pj_ﬁk)
0“ — i=1

ij

1
+
(2n-1)

> .- p)

Em que, p;i e p; sdo as frequiéncias do alelo k nos individuos i e j, px
€ a média da frequéncia dos alelos na populacédo parental e n é o tamanho
amostral. O intervalo de confianca a 95% de probabilidade do coeficiente médio
de coancestria estimado, para cada classe de distancia, foi construido com
base no erro padrdo da média das estimativas, obtido por reamostragem
jackknife entre locos. O coeficiente de coancestria e o erro padrdo foram
estimados usando o programa SPAGeDi versédo 1.3 (HARDY & VEKEMANS,
2002).
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Resultados e Discusséo
Diversidade genética nos adultos e subadultos

A populacdo de Theobroma speciosum apresentou um alto nivel de
diversidade genética para os locos analisados, fator que pode estar relacionado
a alta densidade da espécie na area amostral (31,25 ind.ha™), ja que segundo
Gusson et al. (2005), espécies que mantém populacbes com alta densidade
demogréfica apresentam maiores niveis de diversidade genética do que as de
baixa densidade, aumentando a probabilidade de ocorrerem mutacdes e a
incorporacao de novos alelos nas populacgdes.

O numero médio de alelos por loco variou de 07 (mTcCIR9) a 13
(mTcCIR3) nos adultos, enquanto que nos subadultos apresentou entre 07
(mTcCIR9) e 14 alelos (mTcCIR9) (Tabela 2). A média do numero efetivo de
alelos nos locos foi de 10,34 para os adultos e 10,57 para os subadultos,
valores que corroboram com os encontrados por Nybom (2004), que revisou
106 estudos de diversidade genética intraespecifica em plantas silvestres com
base em marcadores microssatélites e reportou uma média de 9,9 alelos por
loco. Segundo Alves et al. (2007), a maioria das espécies arbéreas tropicais
apresenta um grande namero de alelos por loco e consequentemente uma alta
heterozigosidade esperada.

Os adultos apresentaram um menor numero total de alelos (52) do
qgue o observado nos subadultos (53), sendo apenas um alelo exclusivo nos
subadultos (Tabela 2). A presenca de alelos exclusivos nos subadultos sugere
fluxo génico externo & area de estudo, ou seja, 0s parentais hdo se encontram
na populacdo amostrada.

O numero efetivo de alelos por loco (Ae) foi menor do que o0 nimero
médio de alelos por locos (k) em ambos adultos e subadultos (Tabela 2) exceto
loco mTcCIR3 nos subadultos e mTcCIR9 nos adultos, indicando que muitos
alelos sado raros (frequéncia < 0,05), o que ressalta a importancia da
manutencdo de unidades de conservagdo, como o Parque Nacional do
Juruena, no sentido de manter a diversidade genética da espécie, uma vez que
a perda de alelos raros pode ter um impacto a longo prazo na dinamica
genética da populacdo, pois representam um potencial genético na adaptacéo
de populacbes a selecdo natural (BUCHERT et al., 1997; RAJORA et al.,
2000).
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A heterozigosidade média esperada (He) estimada para cada loco
foi maior que a média da heterozigosidade observada (Ho) para todos os locos
analisados. A heterozigosidade esperada (He) variou entre 0,735 (loco
MTcCIR9 nos subadultos) e 0,915 (loco mTcCIR3 nos subadultos), enquanto
gue a heterozigosidade observada (Ho) variou de 0,149 (loco mTcCIR10 nos
subadultos) a 0,600 (loco mTcCIR3 nos subadultos) (Tabela 2).

Alves et al. (2007), em estudo com popula¢gdes naturais e cultivadas
de T. grandiflorum, utilizando 21 locos microssatélites obtiveram também
valores superiores para He (0,419) em comparacdo com Ho (0,355),
Motamayor et al. (2002) e Sereno et al. (2006) em pesquisas com T. cacao,
obtiveram valores equivalentes, He = 0,540 e 0,566; Ho = 0,347 e 0,413,
respectivamente.

Contudo, Lemes et al. (2007) em estudo com trés espécies de
Theobroma utilizando 13 locos microssatélites, obtiveram valores diversos para
He e Ho, para uma populacao cultivada de T. grandiflorum reportaram valores
maiores para He (0,78) do que para Ho (0,67), j& para as populacdes nativas
de T. subincanum e T. sylvestris, encontraram valores maiores para Ho (0,73 e
0,61) do que para He (0,68 e 0,43).

Muitas espécies arbdreas neotropicais ocorrem com uma densidade
menor do que a observada em regides temperadas, com aglomeracdo de
individuos, o que tende a reduzir a diversidade genética intrapopulacional
devido ao pequeno tamanho efetivo da populagdo, enquanto favorece a
diferenciacéo populacional (LEMES et al., 2003; NOVICK et al., 2003; DUTECH
et al., 2004). Tal como observado neste estudo, muitas espécies arboreas
tropicais apresentam baixa heterozigosidade observada, podendo derivar de
um sistema de cruzamento que favorece a endogamia biparental ou a
autofecundacéo (COLLEVATTI et al., 2001; DUTECH, 2004).

Uma importante consequéncia da estrutura genética espacial
detectada em varias espécies arbdreas tropicais estudadas anteriormente
(DEGEN et al., 2004; HARDY et al., 2006) tem sido a comum observacéo de
cruzamentos entre parentes, resultando em excesso de homozigotos
comparado com o esperado nas proporcdes de Hardy-Weinberg.

A estimativa do numero médio de alelos por locos (k), o numero

efetivo de alelos por loco (Ae), e a heterozigosidade observada (Ho) foram
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maiores nos subadultos do que nos adultos, enquanto que a estimativa do
indice de fixacdo (F) foi menor nos subadultos que nos adultos (Tabela 2). Isso
demonstra que o0s subadultos tém maior diversidade genética e menor
endogamia do que os adultos. Uma explicacao para este resultado € de que os
subadultos representam a recombinacdo entre muitos genétipos de uma
populacdo muito maior do que a constituida pelos adultos, ou seja, a area
reprodutiva da populag¢do é maior que a area amostrada.

O indice de fixacao foi positivo e significativamente diferente de zero
para todos os locos analisados para ambos adultos e subadultos (Tabela 2),
sugerindo desvios das proporcdes do equilibrio de Hardy-Weinberg, devido ao
excesso de homozigotos, provavelmente por endogamia. Segundo Kageyama
et al. (2003b), o indice de fixacdo € um dos parametros mais importantes em
genética de populacbes, por medir o balanco entre homozigotos e
heterozigotos nas populacdes.

Theobroma speciosum € considerada uma espécie auto-
incompativel (SOUZA & VENTURIERI, 1998). Segundo Silva & Martins (2004),
possui sindrome floral adequada a polinizacdo por dipteros saprofagos, sendo
Drosophila sp. seu principal polinizador, assim, o indice de fixacdo apresentado
pode ser justificado apenas por endogamia biparental.

Outra explicacdo para os altos niveis de endogamia observados em
ambos adultos e subadultos pode ser a presenca de alelos nulos (que falharam
na amplificagdo por causa de mutagBes no flanqueamento nos sitios dos
primers), dominancia alélica ou uma transmissdo de alelos tendenciosa
(NYBOM, 2004).

TABELA 2. Diversidade genética e endogamia em locos microssatélites de
arvores adultas e subadultas de Theobroma speciosum.
Loco k Ae Ho He F

Adultos (N=49)
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mTcCIR3 13 12,87 0,333 0,911 0,634*
mTcCIR9 07 7,00 0,184 0,791 0,767*
mTcCIR10 12 11,85 0,124 0,910 0,863*
mTcCIR17 10 9,97 0,372 0,899 0,586*
mTcCIR22 10 9,99 0,386 0,897 0,569*
Média 10,40° 10,34 0,280 0,882 0,682*
EP (95%) +2,06 +2,00 +0,106 +0,046 +0,113
Total 52 - - - -
Subadultos (N=51)

mTcCIR3 14 14 0,600 0,915 0,344*
mTcCIR9 07 6,95 0,227 0,735 0,691*
mTcCIR10 12 11,97 0,149 0,914 0,836*
mTcCIR17 10 9,99 0,424 0,896 0,526*
mTcCIR22 10 9,96 0,465 0,878 0,470*
Média 10,60° 10,57 0,373 0,868 0,569*
EP (950) + 2,33 +2,35 0,164 + 0,068 +0,172
Total 53 - - - -

k € o numero total de alelos em cada loco e para todos os locos; Ae € o nimero
efetivo de alelos nos locos; He € a heterozigosidade esperada em Equilibrio de
Hardy-Weinberg; Ho é a heterozigosidade observada; F é o indice de
fixacdo.EP gs%) = calculado por reamostragem jackknife entre locos *P < 0,05. £
= NUmero médio de alelos nos locos (A).

Alelos nulos aumentam o numero de individuos supostamente
homozigotos, visto que apenas um dos alelos amplifica em caso de plantas
heterozigotas para o alelo nulo. Existem fortes indicios da segregacéo de alelos

nulos nesses locos, pois varios individuos apresentaram auséncia de
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amplificacdo em alguns locos. No entanto, a presenca de alelos nulos ou
dominancia alélica € dificil de ser demonstrada, requerendo experimentos
especificos, como descrito por Morand et al. (2002).

Uma hipétese alternativa para estes altos niveis de endogamia € a
presenca do efeito Wahlund, segundo o qual o aumento da taxa de
homozigose seria causado pela subdivisdo da diversidade genética total da
espécie em populacdes (KAGEYAMA, 2003b). Alves et al. (2007) relataram
indice de fixacdo positivo para populacdes naturais de T. grandiflorum e
também ndo descartaram a possibilidade do efeito Wahlund devido a possivel
existéncia de subunidades de reproducao temporais no interior das regides da
amostra.

Distribuicdo espacial dos gendétipos

Ao analisar o distograma entre a distancia genética de Gregorius
(1978) e as classes de distancia espacial (Figura 2), o padrdo espacial é
evidenciado pelos valores abaixo do valor de referéncia nas menores classes
de distancia e maior nas ultimas classes de distancia.

Nota-se que na populacao o valor da distancia genética € menor e
significativo a 95% de probabilidade até aproximadamente a metade da classe
de distancia quatro (raio de aproximadamente 70 m), e maior e significativo a
partir do inicio da classe cinco (75 m). Isto sugere que arvores de T. speciosum
localizadas até 70 m distantes entre si, apresentam algum grau de parentesco
e a partir dessa distancia as arvores passam a apresentar um padrao aleatério
e divergente em termos de frequéncias alélicas.
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i ‘D/B/a

0.85-
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0.80 } } } } } } } } i
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FIGURA 2. Distograma para a Distancia Genética de Gregorius por classes de
distancia entre &rvores em uma populagdo de Theobroma speciosum.

A analise da distribuicdo espacial do gendtipo de T. speciosum a
partir da estimativa do coeficiente de coancestria entre pares de arvores por
classes de distancia também detectou estrutura genética espacial até a
distancia de aproximadamente 70 m entre as arvores (Figura 3), com valores

variando entre #xy = 0,0446 e #xy = 0,009.

)
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FIGURA 3. Correlograma plotando o coeficiente de coancestria em diferentes
classes de distancia entre arvores em uma populacdo de Theobroma
speciosum. Linha pontilhada: intervalo de confianca a 95% de probabilidade do
coeficiente médio de coancestria estimado. Linha continua: variagdo da
coancestria.

De acordo com o correlograma, as sementes de T. speciosum s&o
dispersas até aproximadamente 70 m de distancia da arvore matriz, a
consequéncia da estrutura genética espacial € a possibilidade de ocorrerem
cruzamentos entre individuos parentes, gerando endogamia biparental e
consequentemente, depressdo por endogamia biparental, pois a espécie
apresenta mecanismos de auto-incompatibilidade.

A presenca de cruzamentos entre individuos aparentados sugere a
existéncia de estrutura de familias dentro da populacdo. Esta hipotese é
aceitavel, considerando a caracteristica demografica da espécie, pois o padrao
espacial agregado mostrou-se estar associado a estrutura genética. Segundo
Kageyama et al. (2003b), o agrupamento € formado pelas caracteristicas de
dispersdo das espécies, em que grandes quantidades de sementes sé&o

depositadas nas vizinhancas das arvores matrizes, esta caracteristica
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dispersiva aumenta a probabilidade do estabelecimento de filhos proximos a
arvore matriz e cruzamentos entre individuos aparentados, como os detectados
neste estudo.

Cruzamentos entre individuos aparentados tém sido relatados em
estudos do sistema de reproducdo em populacbes naturais de diversas
espécies arboreas tropicais (O’MALLEY et al., 1987; MURAWSKI & HAMRICK,
1991; HALL et al., 1995; BOSHIER et al., 1995; LEE, 2000; SCHIMIDT- ADAM
et al., 2000; SEBBENN et al., 2000; SEOANE et al., 2001; SOUZA et al., 2003),
reforcando a hipotese de estrutura genética espacial e que parte do fluxo
génico é restrito as vizinhangas das arvores maternas.

Alves et al. (2003) também detectaram cruzamentos entre individuos
aparentados em uma populagdo natural de T. grandiflorum, pois 93% dos
individuos de progénies de polinizacdo aberta que analisaram em seu estudo
apresentaram-se irmaos-completos ( #xy =0,25).

Segundo Kageyama (2003a), a coancestria reduz o tamanho efetivo,
aumenta a endogamia nas progénies, acima do esperado simplesmente pelo
acaso (meios-irmaos). Assim, a alta coancestria na primeira classe de distancia
(#xy = 0,0446) estd diretamente relacionada ao excesso de homozigotos na
populacdo. Estas altas estimativas sdo comuns nas espécies com distribuicdo
espacial agregada que dependem da acdo de insetos polinizadores
(KAGEYAMA, 2003b), como a espécie em estudo.

A combinacdo de grandes vizinhangas e comportamento dos
polinizadores, visitando arvores proximas e de forma sisteméatica, poderia
explicar as altas proporcdes de parentesco nas progénies desta espécie. No
entanto, sdo necessarios estudos complementares sobre a biologia reprodutiva
das espécies e do comportamento dos polinizadores, a fim de se entender
melhor a ocorréncia dos cruzamentos biparentais.

Outro fator que pode explicar a alta coancestria observada neste
estudo é o numero de adultos e subadultos encontrado na populacdo, que
evidencia a expansdo da populacdo, pois apresentou mais individuos
subadultos (DAP<5 cm) do que individuos adultos (DAP>5), os quais
provavelmente séo os pais dos jovens (KAGEYAMA, 2003a).
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Segundo Kageyama et al. (2003b) a estrutura genética de espécies
arbéreas tropicais esta associada a padrbes reprodutivos e demogréficos
dentro das populacdes, em que espécies que apresentam maiores taxas de
cruzamento, distribuicdo agregada e alta densidade populacional apresentam
menor divergéncia genética do que as espécies com maiores taxas de
autofecundacéo e baixa densidade populacional.

Silva et al. (2011), em estudo com uma populacdo natural de T.
cacao no estado do Para, amostraram 156 individuos em uma area de
aproximadamente 0,56 ha (278,57 ind.ha™) e relataram uma estrutura espacial
significativa até o raio de quinze metros, os autores justificaram essa alta
correlacao espacial pela presenca de clones e também pelo padrao agregado
dos individuos.

No presente estudo também foi observado um padrdo agregado de
individuos e a coancestria apontou a presenca de clones na populacéo,
contudo, foi analisada uma é&rea de 3.2 ha e amostrados 100 individuos,
denotando uma densidade muito inferior a analisada por Silva et al. (2011)
(31,25 ind.ha™), fato que pode justificar a diferenca no limite de vizinhanca
genética nos dois trabalhos.

Véarios estudos com espécies arboreas nativas tém relatado a
presenca de estrutura genética espacial entre os individuos, contrastando com
a teoria geral de que, em populacdes naturais, existe o predominio de
cruzamentos aleatorios (KAGEYAMA, 2003b).

Barreira et al. (2006) detectaram forte estrutura genética espacial
em uma populacdo natural de Eremanthus erythropappus (300 ind.ha™), com
arvores proximas entre si em até 180 m, Bittencourt & Sebbenn (2007)
relataram uma estrutura genética espacial significativa entre arvores adultas,
subadultas e plantulas de Araucaria angustifolia (42 ind.ha) at¢ 50 m de
distancia, o que segundo os autores indica uma dispersdo de sementes a
curtas distancias, Gusson et al. (2005) ao estudarem a diversidade e estrutura
genética espacial em duas populacdes de Eschweilera ovata amostraram mais
de 20 individuos adultos por hectare e obtiveram padrdo espacial nas classes
iniciais até 65 m.

ImplicagOes para conservacao e coleta de sementes
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Informacdes de ecologia e genética em populacbes naturais de
espécies arblreas tropicais sdo incipientes na literatura, em fungcdo da alta
diversidade e complexidade de espécies, trazendo dificuldades na amostragem
e nas metodologias apropriadas para seu estudo.

Esse conhecimento € essencial para o entendimento da estrutura
genética das populacdes e, portanto, para o delineamento de estratégias de
conservagao, melhoramento e manejo sustentado (definicdo de tamanho de
reservas, manejo adequado das espécies, recuperacao de areas degradadas,
coleta de sementes para plantios com espécies nativas) (KAGEYAMA et al.
2003b). Tais informacdes sdo importantes para adocdo de estratégicas para a
conservagdo da Floresta Amazobnica, gerando indicadores para
estabelecimento e manejo de reservas genéticas in situ, assim como para a
implantacéo de corredores de fluxo génico entre pequenas reservas.

O reconhecimento da existéncia de estruturacdo genética espacial
nas populagcbes da espécie auxilia no estabelecimento de medidas de
conservagao genética, indicando formas de maximizar a diversidade genética
na coleta de sementes para programas de conservacao ex situ, melhoramento
genético, recuperacdo de areas degradadas, bem como inferir sobre tamanhos
minimos de area para a conservacgao in situ.

Por exemplo, com base nos presentes resultados, pode-se inferir
que a coleta de sementes de T. speciosum nao deve ser realizada em arvores
localizadas dentro de distancias inferiores a 70 m, a fim de evitar amostrar
sementes de arvores parentes, o que reduziria o tamanho efetivo de variancia
(tamanho efetivo na populagédo descendente). Contudo, € importante ter-se em
mente que mesmo utilizando esta estratégia, as sementes coletadas podem
reter algum grau de endogamia biparental, se 0s cruzamentos ocorrerem
dentro das vizinhangas das arvores maternas, conforme observado por Gusson
et al. (2005).

Considerando a alta densidade demogréfica da espécie e o tamanho
da area estudada, combinados com o alto nimero médio de alelos por locos e
a presenca de alelos raros, pode-se afirmar que a populacdo estudada
apresenta alto valor para a conservagdo genética in situ de T. speciosum, bem

como para a coleta de germoplasma visando sua conservacao ex situ e coleta
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de sementes, seja para a formacdo de mudas destinadas a restauracdo de

areas degradadas bem como para o melhoramento florestal.

Conclusdes

e A populacdo estudada de T. speciosum apresenta niveis de
diversidade genética representativos, logo o estabelecimento de unidades
permanentes de conservacdo como o Parque Nacional do Juruena é uma
ferramenta valiosa para preservar a diversidade genética entre os individuos de
populacdes naturais;

e Os individuos subadultos apresentaram maior diversidade
genética e menor endogamia do que os adultos;

¢ A coleta de sementes de T. speciosum ndo deve ser realizada em
arvores localizadas dentro de distancias inferiores a 70 m;

e A diversidade genética detectada na populacao de T. speciosum
estudada, encontra-se espacialmente estruturada dentro da populagéo, sendo
que quanto mais préximas as arvores, maior € a probabilidade delas serem

aparentadas.

26



Referéncias Bibliogréficas

ALVERSON, W. S.; WHITLOCK, B. A.; NYFFELER, R.; BAYER, C.; BAUM, D.
A. Phylogeny of the core Malvales: evidence from ndhF sequence data.
American Journal of Botany, v. 89, p. 1474-1486, 1999.

ALVES, R. M.; SEBBENN, A. M.; ARTERO, A. S.; CLEMENT, C.; FIGUEIRA,
A. High levels of genetic divergence and inbreeding in populations of cupuassu
(Theobroma grandiflorum) Tree Genetics & Genomes, v. 3, p. 289-298, 2007.

ALVES, R. M.; ARTERO, A. S.; SEBBENN, A. M.; FIGUEIRA, A. Mating system
in a natural population of Theobroma grandiflorum (Willd. Ex Spreng.) Schum.,
by microsatellite markers. Genetic Molecular Biology, v. 26, p. 373-379,
2003.

BALEE, W. Footprints of the Forest — Ka’apor ethnobotany — the historical
ecology of Plant Utilization by an Amazonian people. New York: Columbia
University Press, 1994. 369p.

BARREIRA, S.; SEBBENN, A. M.; SCOLFORO, J. R. S.; KAGEYAMA, P. Y.
Consequéncias da exploracdo florestal sobre a diversidade genética e o
sistema de reproducdo de uma espécie arborea tropical de alta densidade
populacional, Eremantus erythropappus. Scientia Forestalis, v. 71, p. 119-
130, 2006.

BITTENCOURT, J. M.; SEBBENN, A. M. Patterns of pollen and seed dispersal
in a small fragmented population of a wind pollinated Araucaria angustifolia in
southern Brazil by paternity analysis. Heredity v. 99, p. 580-591, 2007.

BOSHIER, D.H.; CHASE, M.R.; BAWA, K.S. Population genetic of Cordia
alliodora (Boraginaceae), a neotropical tree: 3- gene flow, neighborhood and
population substructure. American Journal of Botany, v.82, n.4, p.484-490,
1995.

BUCHERT, G. P.; RAJORA, O. P.; HOOD, J.V. Effects of harvesting on genetic
diversity in old-growth eastern white pine in Ontario, Canada. Conservation
Biology, v. 11, p. 747-758, 1997.

CHASE, M.; KESSELI, R.; BAWA, K. Microsatellite markers for population and
conservation genetics of tropical trees. American Journal of Botany, v. 83, p.
51-57, 1996.

COLLEVATTI, R. G.; GRATTAPAGLIA, D.; HAY, J. D. High resolution
microsatellite based analysis of the mating system allows the detection of
significant biparental inbreeding in Caryocar brasiliensis, and endangered
tropical tree species. Heredity, v. 86, p. 60-67, 2001.

DEGEN, B.; BANDOU, E.; CARON, H. Limited pollen dispersal and biparental

inbreeding in Symphonia globulifera in French Guiana. Heredity, v. 93, p. 585—
591, 2004.

27



DEGEN, B. Spatial genetic software (SGS): version 1.0d. Silvolab Guyane.
Cedex: INRA Station de Researches Forestieres, 2003. Disponivel em:
<http://korov. cirad.fr/genetique>. Acesso em; 28 dez. 2013.

DEWALT, S.J.; BOURDY, G.; MICHEL, L.R.C. de; QUENEVO, C. Ethnobotany
of the Tacana: quantitative inventories of two permanent plots of northwestern
Bolivia. Economic Botany, v.53, n.3, p.237-260, 1999

DI STASI, L. C.; HIRUMA-LIMA, C. A. Plantas medicinais na Amazbnia e na
Mata Atlantica. 2.ed. Sdo Paulo: UNESP, 2002. 604p.

DOYLE, J. J.; DOYLE, J. L. A rapid DNA isolation procedure for small amounts
of fresh leaf tissue. Phytochemical Bulletin, v. 19, p.11-15, 1987.

DUCKE, A. As espécies brasileiras de cacau (género Theobroma L.), na
botanica sistematica e geografica. Rodriguésia, v.4, n.13, p.265-276, 1940.

DUTECH C.; JOLY H. I.; JARNER P. Gene flow, historical population dynamics
and genetic diversity within French Guiana populations of a rainforest tree
species, Vouacapoua americana. Heredity, v. 92, p. 69-77, 2004.

ELLEGREN H. Microsatellites: simple sequences with complex evolution.
Nature Reviews Genetics, v. 5, p. 435-445, 2004.

GILABERT-ESCRIVA, M. V.; GONCALVES, L. A. G.; SILVA, C. R. S;
FIGUEIRA, A. Fatty acid and triacylglycerol composition and thermal behavior
of fats from seeds of Brazilian Amazonian Theobroma species. Journal of
Science of Food and Agriculture, v. 82, p.1425- 1431, 2002.

GOUDET , J. Fstat. (Version 2.9.3.2.): a computer program to calculate F-
statistics. Journal Heredity, v. 86, p. 485-486, 1995.

GRATTAPAGLIA, D. Marcadores moleculares em espécies florestais:
Eucalyptus como modelo. In: NASS, L. L., VALOIS, A. C. C., MELO, I. S,,
VALADARES-INGLIS, M. C. (Ed). Recursos genéticos e melhoramento —
plantas. Fundagao MT, RondondpolisMT. p. 967-1010, 2001.

GREGORIUS H. R. The concept of genetic diversity and its formal relationship
to heterozigosity and genetic distance. Mathematical Bioscience, v. 41, p.
217-222,1978.

GUSSON E.; SEBBENN A. M.; KAGEYAMA P. Y. Diversidade e estrutura
genética espacial em populacdes de Eschweilera ovata (Cambess) Miers.
Scientia Forestalis, v. 66, p. 123-135, 2005.

HALL, P.; WALKER, S.; BAWA, K.S. Effect of forest fragmentation on genetic

diversity and mating system in a tropical tree, Pithecellobium elegans.
Conservation Biology, v.10, n.3, p. 57-768, 1995.

28



HARDY O. J.; MAGGIA L.; BANDOU E.; BREYNE P.; CARON H.,;
CHEVALLIER M. H.; DOLIGEZ A.; DUTECH C.; KREMER A.; LATOUCHE-
HALLE C.; TROISPOUX V.; VERON V.; DEGEN B. Fine-scale genetic structure
and gene dispersal inferences in 10 Neotropical tree species. Molecular
Ecology, v. 15, p. 559-571, 2006.

HARDY, O. J.; VEKEMANS, X. SPAGeDi: a versatile computer program to
analyse spatial genetic structure at the individual or population levels.
Molecular Ecology, v. 21, p. 618-620, 2002.

JARNE P.; LAGODA P. J. L. Microsatellites, from molecules to populations and
back. Trends in Ecology & Evolution, v. 11, p. 424-429, 1996.

KAGEYAMA, P. Y. Conservacdo in situ de recursos genéticos de plantas.
Scientia Florestalis, v. 35, p. 3-37, 1987.

KAGEYAMA, P. Y.; SEBBENN, A. M.; RIBAS, L. A.; GANDARA, F. B,
CASTELLEN, M.; PERECIM, M. B.; VENCOVSKY, R. Diversidade genética em
espécies arboreas tropicais de diferentes estagios sucessionais por
marcadores genéticos. Scientia Florestalis, v.64, p.93-107, 2003b.

KAGEYAMA, P.Y.; CUNHA, G.C.; BARRETO, K.D.; GANDARA, F.B;
CAMARGO, F.R.A.; SEBBENN, A.M. Diversidade e autocorrelacdo genética
espacial em populacdes de Ocotea odorifera (Lauraceae). Scientia florestalis,
v.64, p.108-119, 2003a.

LANAUD C.; RISTERUCCI A. M.; PIERETTI I.; FALQUE M.; BOUET A,
LAGODA P. J. L. Isolation and characterization of microsatellites in Theobroma
cacao L. Molecular Ecology, v. 8, p. 2141-2143, 1999.

LAURANCE, W. F.; VASCONCELOS, H. Consequéncias ecolégicas da
fragmentacao florestal na Amazénia. Oecologia Brasiliensis, v. 13, p. 434-
451, 2009.

LEE, S.L. Mating system parameters of Dryobalanops aromatica Gaertn. F.
(Dipterocarpaceae) in three different forest types and a seed orchard. Heredity,
v.85, p.338-345, 2000.

LEMES, M. R.; GRIBEL R.; PROCTOR J.; GRATTAPAGLIA D. Population
genetic structure of mahogany (Swietenia macrophylla King, Meliaceae) across
the Brazilian Amazon, based on variation at microsatellite loci: implycations for
conservation. Molecular Ecology, v. 12, p. 2875-2883, 2003.

LEMES, M. R.; MARTINIANO, T. M.; REIS, V. M.; FARIA, C. P.; GRIBEL, R.
Cross-amplification and characterization of microsatellite loci for three species
of Theobroma (Sterculiaceae) from the Brazilian Amazon. Genetic Resources
and Crop Evolution, v. 54, p. 1653-1657, 2007.

29



LOISELLE B. A.; SORK V. L.; NASON J.; GRAHAM C. Spatial genetic structure
of a tropical understory shrub, Psychotria officinalis (Rubiaceae). American
Journal of Botany, v. 82, p. 1420-1425, 1995.

MANLY, B. F. J. 1991. Randomization and Monte Carlo Methods in Biology.
Chapman & Hall, London. 240 p.

MORAND, M. E.; BRACHET, S.; ROSSIGNOL, P.; DUFOUR, J.; FRASCARIA-
LACOSTE, N. A generalized heterozygote deficiency assessed with
microsatellites in French common ash populations. Molecular Ecology, v. 11,
p. 377-385, 2002.

MORGANTE, M.; OLIVIERI, A. M. PCR-amplified microsatellites as markers in
plant genetics. The Plant Journal, v. 3, p. 175-182, 1993.

MOTAMAYOR, J. C.; RISTERUCCI, A. M.; LOPEZ, P. A.; ORTIZ, C. F;
MORENO, A.; LANAUD, C. Cacao domestication I: the origin of the cacao
cultivated by the Mayas. Heredity, v. 89, p. 308-386, 2002.

MURAWSKI, D. A.; HAMRICK, J. L. The effect of the density of flowering
individuals on the mating systems of nine tropical tree species. Heredity, v.67,
p.167-174,1991.

NOVICK R. R.; DICK C. W.; LEMES M. R.; NAVARRO C.; CACCONE A,
BERMINGHAM E. Genetic structure of Mesoamerican populations of big-leaf
mahogany (Swietenia macrophylla) inferred from microsatellite analysis.
Molecular Ecology, v. 12, p. 2885-2893, 2003.

NYBOM H. Comparison of different nuclear DNA markers for estimating
intraspecific genetic diversity in plants. Molecular Ecology, v. 13, p. 1143
1155, 2004.

O’'MALLEY, D. M.; BAWA, K. S. Mating system of a tropical rain forest tree
species. American journal of botany, v.74, n.8, p.1143-1149, 1987.

PNJU - PARQUE NACIONAL DO JURUENA. Disponivel em:
<http://www.parquenacionaldojuruena.com.br>. Acesso em: 20 dez. 2013.

RAJORA, O. P.; RAHMAN, M. H.; BUCHERT, G. P.; DANCIK, B. P.
Microsatellite DNA analysis of genetic effects of harvesting in old-growth
eastern white pine (Pinus strobes) in Ontario, Canada. Molecular Ecology, v.
9, p. 339-348, 2000.

RAPOSO, A. Estrutura genética e fluxo génico de populagdes naturais de
andiroba (Carapa guianensis Aubl.,, Meliacea) visando o0 manejo e a
conservacao da espécie. Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento de
Plantas) — Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de
Séo Paulo, Piracicaba, 2007.143 p.

30



SCHIMIDT-ADAMS, G.; YOUNG, A. G.; MURRAY, B. G. Low outcrossing rates
and shift in pollinators in New Zealand Pohutukawa (Matrosideros excelsa;
Myrtaceae). American journal of botany, v.87, n.9, p.1265-1267, 2000.

SEBBENN, A. M.; KAGEYAMA, P. Y.; SIQUEIRA, A. C.M. F.; ZANATTO, A. C.
E. Taxa de cruzamento em populagbes de Cariniana legalis (Mart.) O. Ktze.:
implicagbes para a conservacdo e o0 melhoramento genético. Scientia
Florestalis, v. 58, p. 25-40, 2000.

SELKOE K. A.; TOONEN R. J. Microsatellites for ecologists: a practical guide to
using and evaluating microsatellite markers. Ecology Letters, v. 9, p. 615-629,
2006.

SEOANE, C.E.C; SEBBENN, A.M.; KAGEYAMA, P.Y. Sistema reprodutivo em
populacdes de Esenbeckia leiocarpa. Revista do Instituto Florestal, v.13, n.1,
p.19-26, 2001.

SERENO M. L.; ALBUQUERQUE P. S. B.; VENCOVSKY R.; FIGUEIRA A.
Genetic diversity and natural population structure of cacao (Theobroma cacao
L.) from the Braziian Amazon evaluated by microsatellite markers.
Conservation Genetics, v. 6, p. 13-24, 2006.

SILVA, A. R.; MARTINS, M. B. A new anthophilic species of Drosophila Fallén
belonging to the bromeliae group of species (Diptera, Drosophilidae). Revista
Brasileira de Zoologia, v. 21, p. 435-437, 2004.

SILVA, B. M.; ROSSI, A A. B.; DARDENGO, J. F. E.; CARVALHO, M. L. S,
SILVA, C. J. Estrutura e padrdes de distribuicdo espacial de duas espécies de
Theobroma em um parque de preservacdo permanente no norte do estado de
mato grosso. Enciclopédia Biosfera, v.9, n.17, p. 2789 — 2795, 2013.

SILVA, C. R. S.; ALBUQUERQUE, P. S. B.; EVERDOSA, F. R.; MOTA, J. W.S;
FIGUEIRA A.; SEBBENN, A. M. Understanding the genetic diversity, spatial
genetic structure and mating system at the hierarchical levels of fruits and
individuals of a continuous Theobroma cacao population from the Brazilian
Amazon. Heredity, v. 106, p. 973-985, 2011.

SOUZA, L. M. F. |.; KAGEYAMA, P. Y.; SEBBENN, A. M. Sistema de
reproducdo em populacdo de Chorisia speciosa A. St.-Hil (Bombacaceae).
Revista Brasileira de Botanica, v.26, n.1, p.113-121, 2003.

SOUZA, M. S.; VENTURIERI, G. A. Floral phnology and breeding system of
cacauhy (Theobroma speciosum Willdenow — Sterculiaceae). Projeto: Biologia
aplicada a domesticacao de fruteiras amazoénicas do género Theobroma. In:
Primeiro relatorio, Belém, 105p, 1998.

SUNNUCKS, P. Efficient genetic markers for population biology. Trends
Ecology Evolution, n. 15, p.199-203, 2000.

31



VARSHNEY, R. K.; GRANER, A.; SORRELLS, M. E. Genic microsatellite

markers in plants: features and applications. Trends Biotechnology, v. 23, p.
48-55, 2005.

WEIR, B. S.; COCKERHAM, C. C. Estimating F-statistics for the analysis of
population structure. Evolution, v. 38, p. 1358-1370, 1984.

ZANE, L.; BARGELLONI, L.; PATARNELLO, T. Strategies for microsatellite
isolation: a review. Molecular Ecology, v. 11, p. 1-16, 2002.

32



3.2 ESTRUTURA ESPACIAL DE Theobroma subincanum Mart. E
Theobroma speciosum Willd. ex Spreng. NO PARQUE NACIONAL DO
JURUENA, MATO GROSSO!

! Artigo submetido no periodico “Revista Arvore”.
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Resumo — (Estrutura espacial de Theobroma subincanum Mart. e Theobroma
speciosum Willd. ex Spreng. no Parque Nacional do Juruena, Mato Grosso). A
andlise dos padrbes de distribuicdo espacial € uma ferramenta muito utilizada
para entender o comportamento ecolégico das espécies, pois embasa
estratégias de manejo e influencia na estrutura populacional. Com o objetivo de
estudar a estrutura horizontal das espécies T. speciosum (cacaui) e T.
subincanum (cupui), arvores silvestres com alto potencial alimenticio, foi
implementada uma grade de 200 x 160 m, dividida em 40 subparcelas de 20 x
40 m no Parque Nacional do Juruena — Mato Grosso. Nestas parcelas foram
mensurados todos os individuos que apresentaram DAP > 1 cm. Os seguintes
parametros foram analisados: nimero de individuos; densidade; altura total;
area basal; distribuicdo diamétrica e distribuicdo espacial. A pesquisa amostrou
165 arvores de T. speciosum (51,56 ind.ha™) e 34 de T. subincanum (10,62
ind.ha™) com diametro médio de 6,72 e 12,44 cm respectivamente. Em relacdo
a distribuicdo espacial, T. speciosum apresentou padrdo de distribuicdo
agregado, enquanto T. subincanum padréo aleatorio. A distribuicdo diamétrica
de T. speciosum seguiu uma distribuicio em forma de “J” invertido,
comportamento esperado para um ambiente florestal com pouca presséo
antropica. Ja T. subincanum ndo seguiu 0 mesmo padrdo. Entretanto as
espécies demonstraram estar bem estabelecidas na area, com numero de
individuos significativo em todas as classes diamétricas. Assim, com base nos
resultados apresentados é possivel apontar a importancia de areas de
conservagao como forma de salvaguardar ambientes naturais das pressoes
exercidas por diferentes acdes antropicas e também a necessidade de estudos
na regido do bioma amazbnico, para o0 estabelecimento do padrdo de
distribuicdo espacial de muitas outras espécies.

Palavras-chave: Cacaui; Cupui; Amazonia.

Abstract - (Spatial structure of Theobroma subincanum Mart. and Theobroma
speciosum Willd. ex Spreng in the Parque Nacional do Juruena, Mato Grosso
state, Brazil). Analysis of the spatial distribution is a very useful tool to
understand the ecological behavior of the species because it provides
information that underlie management strategies and influence the population
structure. To study the horizontal structure of the species T. speciosum
(cacauhy) and T. subincanum (cupui) in the Parque Nacional do Juruena - Mato
Grosso, it was implemented one 200 x 160 m grid, divided in forty 20 x 40 m
subplots. All individuals of the species under study that had DBH > 1 cm were
measured. The following parameters: number of individuals, density, total
height, basal area, diameter distribution and spatial distribution were analyzed.
The research sampled 165 T. speciosum trees (51,56 ind.ha®) and 34 T.
subincanum (10,62 ind.ha®) with a mean diameter of 6,72 and 12,44 cm
respectively. In relation to spatial distribution, the T. speciosum individuals
showed aggregated distribution pattern, while T. subincanum presented a
random pattern. The diameter distribution of T. speciosum followed a
distribution in the form of inverted "J", behavior expected for a forest
environment with low anthropic pressure, as T. subincanum not followed the
same pattern, however the species proved to be well established in the area,
with a significant number of individuals in all diameter classes thus, the results
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indicate the importance of conservation areas established in order to safeguard
the natural environment from the pressures of different anthropic actions, and
also the need for studies in the region of the Amazon biome, to establish the
spatial distribution pattern of many other species.

Keywords: Cacauhy; Cupui; Amazonia.
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Introducéo

Nos dias atuais, uma das maiores ameacas para a conservacao das
florestas tropicais € a transformacgéo e a exploracdo deste habitat. A expanséo
das fronteiras agropecuarias, principalmente para a implantacdo de pastagens,
tem elevado a taxa de perda de florestas nativas (SCHWARTZ et al., 2007). Tal
exploracdo modifica significativamente a estrutura da floresta, atuando
diretamente no padrdo de distribuicdo espacial e fenoldgico das espécies
nativas (COSTA & MAGNUSSON, 2003).

O Parque Nacional do Juruena (PNJu) ¢é uma Unidade de
Conservacao de Protecao Integral administrada pelo Instituto Chico Mendes de
Biodiversidade (ICMBIio). Localiza-se no norte de Mato Grosso e
Sudeste do Amazonas, entre 0os municipios de Apui e Maués (AM) e Apiacas,
Cotriguacu e Nova Bandeirantes (MT). Sua criacdo em 2006 representou uma
das maiores acdes de ordenamento e preservacdo do meio ambiente no Brasil
(PNJU, 2013).

A importancia ecolbgica, sécio ambiental e politica desta area
legalmente protegida tem aumentado devido localizar-se na fronteira da
biodiversidade entre os biomas Cerrado e Amazonico, onde nos ultimos anos,
a Floresta Amazbnica vem sendo paulatinamente fragmentada em ilhas,
levando o estado de Mato Grosso a apresentar os maiores indices de
desmatamento e de queimadas na Amazonia legal. Em consequéncia desta
paisagem convertida, a regido mostra atualmente um tracado no uso da terra,
denominado nas politicas publicas como “Arco do desmatamento” e de
“‘queimadas” (LOUREIRO, 2009).

Entre as espécies silvestres encontradas nessa unidade de
conservacgao, estdo o cacaui e o cupui, pertencentes a familia Malvaceae, com
alto potencial alimenticio (LORENZI, 2000). Segundo Ferrdao (2001), estas
espécies sdo comumente encontradas em areas de terra firme, onde vivem a
sombra de outras arvores.

O cacaui e 0 cupui apresentam arvores de porte mediano,
entretanto, a copa do cacaui € estreita e rala e seu fruto apresenta casca

levemente aveludada (LORENZI, 2000), enquanto o cupui apresenta copa
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multirramificada e fruto com pericarpo duro e resistente, recoberto por um
indumento semelhante ao do cupuagu verdadeiro (CAVALCANTE, 1991).

Espécies nativas do género Theobroma tém despertado grande
interesse da comunidade cientifica internacional, e o conhecimento da sua
estrutura e dispersdo € de fundamental importancia para a ciéncia, sendo o
primeiro passo para os programas de melhoramento genético e domesticacéo,
facilitando as programacoes de coleta e preservacado (DUARTE et al., 2010).

A distribuicAo espacial € uma ferramenta que auxilia na
compreensao dos seus aspectos ecoldgicos, possibilitando analisar resultados
que podem ajudar na compreensao da dependéncia espacial das espécies e
do seu padrao de distribuicdo, fornecendo subsidios importantes para técnicas
de manejo sustentavel da floresta, auxiliando ainda em processos de
amostragem e monitoramento de plantas em unidades de conservacéo
(PEREIRA et al., 2006). A distribuicdo espacial € resultante de varios fatores
gue interagem entre si, como o tipo de solo, altitude, intensidade luminosa,
presenca de dispersores e polinizadores (BUDKE et al., 2004).

A distribuicdo do numero de individuos em classes de tamanho é
outro fator que determina a estrutura populacional de uma espécie e, segundo
Saloméo (1995), a maioria das espécies tropicais apresenta uma distribuicdo
balanceada, entretanto Oliveira & Amaral (2004) consideram a distribuicdo em
“J” invertido como caracteristica de florestas nativas com pouca ou nenhuma
pressao antrépica.

Os individuos arboreos de uma espécie vegetal podem estar
distribuidos espacialmente na comunidade de modo agrupado, ao acaso
(aleat6rio) ou uniformemente (BROWER & ZAR, 1984). Espera-se que O
comportamento da estrutura diamétrica de T. speciosum e T. subincanum seja
em forma de “J” invertido, tipico de espécies de floresta nativa, e sua
distribuicdo espacial agregada, de acordo com a maioria dos estudos
realizados em espécies de florestas de terra firme (SOUZA et al., 2011).

Diante disto, o presente estudo objetivou responder as seguintes
guestBes: Qual a estrutura horizontal das espécies T. speciosum e T.
subincanum no Parque Nacional do Juruena— Mato Grosso? A estrutura

diamétrica das espécies em estudo apresenta um padrdo caracteristico

37



encontrado para espécies de florestas tropicais? Qual o padréo de distribuicdo

espacial de T. speciosum e T. subincanum?
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Material e Métodos

A éarea estudada localiza-se no Parque Nacional do Juruena, com
area de 195.752.671 ha, sendo que 60% da é&rea total do parque localiza-se
no estado de Mato Grosso, distribuido pelos municipios
de Apiacas (971.935haou 50% da area do parque), Cotriguacu e Nova
Bandeirantes. O restante da éarea (40%) esta localizado no estado
do Amazonas, distribuido pelos municipios de Apui e Maués (PNJU, 2013).

O Programa nacional da diversidade biolégica em avaliacdes e
identificacbes de areas prioritarias para a conservacao, utilizacao sustentavel e
reparticdo dos beneficios da biodiversidade da Amazénia brasileira (BRASIL,
2002) estabeleceu 27 eco-regides para a Amazonia Legal Brasileira, entre as
quais esta parte da Amazbnia legal Mato-Grossense, onde localiza- se o
Parque Nacional Juruena. Esta Unidade de conservacédo (UC) abrange ainda
as cabeceiras e trechos de importantes rios amazoénicos, como 0 Aripuana,
afluente do Madeira, rios Juruena e Teles Pires, afluentes do Tapajés,
constituindo uma zona de grande interesse biogeogréfico.

Conforme Souza (2004), € possivel identificar nesta regido, a
ocorréncia de quatro grandes conjuntos de fisionomias: sub-montana, inter-
montana, de terras baixas e riparia. Segundo a classificacdo de Koéppen, a
regido apresenta clima tipo Awi, sendo tropical chuvoso com temperaturas
médias entre 24 e 26°C e amplitude térmica anual de até 3°C. As chuvas sao
abundantes (mais de 2.500 mm.ano™) e regulares. No inverno, a regido pode
receber frentes frias originarias da massa polar atlantica, que sédo responsaveis
pelo fendbmeno da friagem, sendo que a queda brusca na temperatura que
pode atingir 10°C (PNJU, 2013).

Para o levantamento dos dados estruturais da populagdo de cada
espécie, foi implementada uma grade de 200 x 160m (3.2 ha.grade™) dentro
dos modulos de pesquisa implantados pelo Programa de Pesquisa em
Biodiversidade (PPBbio). Na grade de estudo foram distribuidas
sistematicamente 40 parcelas contiguas com dimensfes de 20 x 40m (800 m2)
(Figura 1).
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FIGURA 1. Localizagdo geografica das parcelas em estudo no Parque Nacional
do Juruena.



Dentro das parcelas, foram mensurados altura e diametro de todos
os individuos arbdreos vivos das espécies que apresentaram DAP (diametro a
altura do peito medido a 1,30m do solo) > 1 cm, sendo todos
georreferenciados.

A identificacdo taxondmica das espécies foi realizada com auxilio de
parataxonomistas recrutados na regido. Em seguida, todo material identificado
foi descrito conforme o sistema de classificacdo Angiosperm Phylogeny Group
versao Il (SOUZA & LOREZI, 2005).

A estrutura horizontal das espécies foi caracterizada por meio das
analises dos seguintes parametros: NI (Namero de Individuos), D (Densidade);
G (Area basal) (SOUZA et al., 2011), Distribuicdo Diamétrica e Distribuicio
espacial.

Para o estudo da distribuicdo diamétrica no ambiente, o nimero de
classes a serem utilizadas foi calculado de acordo com a metodologia descrita
por Higuchi et al. (2008), que considera: n classes= 1+3,33logN (N= namero de
dados), sendo que o intervalo entre as classes foi ajustado segundo o nimero
de classes. A analise da distribuicdo diamétrica foi elaborada por meio de
histogramas (Figura 2), com numero de individuos por centro de classes de
diametro, iniciado pelo diametro minimo de inclusdo (1 cm), para a espécie T.
speciosum utilizou-se 8 classes e para T. subincanum 6.

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

_nELX2=N)
¢ NN -D)

Em que, Id: indice de Morisita; n: numero total de parcelas
amostradas; N: numero total de individuos por espécies, contidos em n
parcelas; X2: quadrado do numero dos individuos por parcela; s: nUmero 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 significancia de 0,05
de probabilidade de erro.

Nz X
N

X? N
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A interpretacdo do valor do qui-quadrado foi baseada nos seguintes
parametros: se o valor calculado for menor que o valor tabelado, o Id n&o difere
significativamente de 1, e a espécie apresentara um padrao de distribuicdo
aleatério. Porém, se o valor do qui-quadrado for maior que o valor tabelado, a
espécie tendera a um padrao de distribuicdo agregada, se (Id=1), ou uniforme,
(Id>1) (BROWER & ZAR, 1977).
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Resultados

Foram amostradas 165 arvores de T. speciosum e 34 de T.
subincanum, sendo o diametro minimo, médio e maximo encontrados
respectivamente 1.11, 6.72 e 19.41 cm para T. speciosum e 1.59, 12.44 e
30.55 cm para T. subincanum. A densidade para T. speciosum foi de 51.56
(ind.ha) e a &rea basal de 0.26 m2.ha™. J& para T. subincanum a densidade
encontrada foi de 10.62 (ind.ha™) e &rea basal de 0.17 m2ha™, para as 40
parcelas inventariadas (Tabela 1).

TABELA 1. Média e erro padrdo da Densidade (ind.ha™), area basal (m2.ha™),
diametro (cm) e altura total (m) de T. speciosum e T. subincanum no Parque
Nacional do Juruena, Mato Grosso.

Densidade Area Basal Diametro Altura Total

Especie (ind.ha™®) (m2.ha™) (cm) (m)

T. speciosum 51.56 +11.53 0.26+0.005 6.72+4.45 7.43+4.45
T. subincanum 1062+1.15 0.17+0.015 1244+6.84 12.43+4.82

A maior parte dos individuos da espécie T. speciosum amostrados
apresentou DAP nas classes entre 1-2,5 e 2,6-5,0 cm (74 individuos — 45%),
(Figura 2A). Ja para T. subincanum, apenas 5 (15%) individuos amostrados
apresentaram essa mesma faixa de DAP (Figura 2B). Cerca de 71% dos
individuos de T. subincanum foram alocados em trés classes que
compreendem juntas DAP de 5.1 a 20.0 cm (24 individuos), enquanto que T.
speciosum apresentou apenas 19% (31 individuos) dos individuos com DAP
acima de 10,1 cm. Além disso, observou-se que as espécies estudadas
apresentaram individuos em todas as classes diamétricas.

A distribuicdo diamétrica dos individuos de T. speciosum (Figura 2A)
seguiu o0 padrdo caracteristico das espécies de florestas nativas. Ja a
distribuicdo diamétrica dos individuos de T. subincanum (Figura 2B) ndo seguiu
0 padrdo caracteristico das espécies de florestas nativas, pois apresentou

poucos individuos na faixa de DAP de 1,0 a 5,0 cm.
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FIGURA 2. Distribuicdo diamétrica de T. speciosum e T. subincanum no
Parque Nacional do Juruena, Mato Grosso. A - T. speciosum; B - T.
subincanum.

Quanto & altura, os individuos de T. speciosum apresentaram meédia
de 7,43 m e os de T. subincanum 12,43 m (Tabela 1). A maior parte dos
individuos de T. speciosum apresentou altura entre 1,2 e 6,2 (48%) e os
individuos de T. subincanum entre 6,3 e 11,2 (35%).

A relacdo de correspondéncia entre o diametro e a altura total
apresentou tendéncia linear para ambas as espécies estudadas, contudo a
espécie T. speciosum apresentou um valor de R maior (0,67) (Figura 3A) que

T. subincanum (0,54) (Figura 3B).
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FIGURA 3. Relacdo hipsométrica de T. speciosum e T. subincanum no Parque
Nacional do Juruena, Mato Grosso. A - T. speciosum; B - T. subincanum.

Em relacdo a distribuicdo espacial dos individuos, a espécie T.
speciosum apresentou valor de qui-quadrado maior (153,78) que o tabelado
(54,5) e T. subincanum valor menor (41,29), logo os individuos de T.
speciosum possuem padrao de distribuicdo agregado, enquanto os individuos

de T. subincanum apresentam padrdo aleatorio (Tabela 2).
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TABELA 2. Demonstragdo dos valores encontrados no célculo de distribuicdo
espacial de Theobroma speciosum e Theobroma subincanum no Parque
Nacional do Juruena, Mato Grosso.

o indice de ) Distribuicdo
Espécie o X2 Cal X“Tab )
Morisita Espacial
T. speciosum 1.69 153.78 545 Agregado
T. subincanum 1.06 41.29 54.5 Aleatorio
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Discussao

Muitos estudos tém registrado a presenca de Theobroma speciosum
e Theobroma subincanum por todo bioma amazénico (HERAULT et al., 2010;
AMARAL et al., 2011; TORRES, 1996; SANTOS et al., 2012; MARCHANT et
al., 2002). Souza et al. (2011), ao estudarem T. subincanum no estado do
Amapa, amostraram 37 arvores em uma area com aproximadamente 1,1 ha,
com densidade de 33.63 ind.ha™ e éarea basal de 3.07 m2.ha”, resultados
superiores aos encontrados neste estudo para a espécie (10.62 ind.ha™ e 0.17
m2.ha!). Para a espécie T. speciosum, em estudo realizado nas proximidades
do Rio Xingu, no estado do Para, Campbell et al. (1986) inventariaram 48
individuos em uma éarea de 4,5 ha, com densidade de 10,67 ind.ha™ e area
basal média de 8.95 mzha®, enquanto que no presente estudo, foram
inventariados 165 individuos em uma area de 3,2 ha, revelando assim uma
maior densidade (51.56 ind.ha™), porém uma menor area basal média (0.26
m2.ha') quando comparado aos resultados encontrados pelos autores
anteriormente citados.

As espécies em estudo apresentaram média de diametro de 6.72 cm
para T. speciosum e 12.44 cm para T. subincanum, valor semelhante ao
verificado por Souza et al. (2011) que encontraram média de 11.63 cm em seu
estudo com T. subincanum. Porém Guorlet-Fleury & Houllier (2000), numa
floresta tropical de varzea na Guiana Francesa, utilizando como nivel de
inclusdo DAP 210 cm, identificaram 57 individuos da mesma espécie com DAP
médio de 17.38 cm, superior ao encontrado neste estudo.

Assim como no estudo de Souza et al. (2011), a distribuicdo
diamétrica dos individuos de T. subincanum no presente trabalho, ndo seguiu
0 padrao caracteristico de distribuicdo exponencial em forma de “J” invertido.
Segundo os mesmos autores, esse comportamento pode ser explicado pelo
fato da populacdo em questdo sofrer o efeito de fatores bioticos, abioticos ou
até mesmo fatores intrinsecos a espécie dificultando sua regeneracao, fazendo
com que a taxa de mortalidade supere a taxa de crescimento.

Ja a distribuicdo diamétrica dos individuos de T. speciosum
aproximou-se do padréo caracteristico de distribuicdo exponencial em forma de

“J” invertido, o que, segundo Oliveira & Amaral (2004), demonstra ser o
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comportamento para um ambiente florestal com pouca ou nenhuma pressao
antrépica, padrao esperado para este estudo, ja que a area amostral encontra-
se em um parque de preservacado permanente. Além disso, observou-se que
ambas as espécies apresentaram-se distribuidas em todas as classes de
diametro. Este tipo de comportamento, segundo Boufleuer (2004), é
caracteristico de espécies tolerantes a sombra, as quais mantém uma taxa de
estabelecimento de plantulas aproximadamente constante.

Quanto & altura, os individuos de T. speciosum apresentaram média
de 7.43 m e os de T. subincanum, 12.43 m. Coelho et al. (2013), em estudo
realizado no municipio de Iltupiranga-PA, registraram a presenca de T.
speciosum em todos o0s estratos de altura analisados (estrato superior:
individuos com DAP >10cm; estrato médio, com DAP <10 e altura = 2.0 e
estrato inferior com individuos apresentando altura < 2.0). Ja T. subincanum foi
encontrada apenas nos estratos superior e médio, confirmando a tendéncia de
individuos de T. subincanum apresentarem maiores médias de altura que T.
speciosum.

A relacdo de correspondéncia entre diametro e altura total foi linear
para ambas as espécies estudadas. Paiva (2009), em estudo com castanheiras
no estado do Amap4, obteve resultado similar.

Em relacdo a distribuicdo espacial, os individuos de T. speciosum
apresentaram padrdo de distribuicAo agregado, corroborando com o0s
resultados de Santos et al. (2008) que também encontraram distribuicdo
agregada para a mesma espécie em um fragmento rural no municipio de Alta
Floresta, estado de Mato Grosso.

Os individuos de T. subincanum apresentaram padrao aleatorio,
diferentemente do encontrado por Souza et al. (2011) e Bentes-Gama et al.
(2002), em cujos estudos a espécie denotou padrdao agregado. Contudo,
Queiroz et al. (2007) nas proximidades do rio Mutuaca, Amapda, encontraram
distribuicdo uniforme para o mesmo género (Theobroma sp). Souza et al.
(2011) afirmam que resultados sobre distribuicdo espacial tém sido
controversos, 0 que poderia representar um comportamento distinto nas
diferentes regibes na Amazbnia, ou simplesmente refletir o emprego de

diferentes metodologias de coleta de dados e analise da distribuicdo espacial.
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O padrédo de distribuicdo espacial de T. speciosum pode ser
relacionado & elevada densidade de individuos encontrada (51.56 ind.ha™),
com participacdo de arvores de pequeno porte (DAP médio de 6.72 cm),
tendendo a formar pequenas e densas manchas na vegetacdo, como
observado em campo neste trabalho.

Espécies vegetais frequentemente apresentam distribuicdo espacial
agrupada, isto é, formam grupos de individuos em decorréncia das formas de
reproducdo, presenca de disturbios ou fatores ambientais que limitam sua
distribuicdo, e até mesmo, pelas complexas interacbes entre membros da
comunidade (PERRY & DIXON, 2002).

O tipo de reproducdo e dispersdo dos frutos pode explicar a
distribuicdo agregada do cacaui. Segundo Lorenzi (2000), cada planta produz
uma grande quantidade de frutos muito apreciados por mamiferos de médio
porte, tais como macacos, e que associado a eficiéncia digestiva desses
animais, contribui para a ocorréncia de sombras de sementes agregadas nas
imediacbes das plantas maternas. Este efeito pode, a longo prazo, contribui
para a ocorréncia de padrdes altamente agregados de parentesco genético,
como observado no presente estudo (JORDANO et al., 2006).

Os varios padrbes de distribuicdo espacial das arvores, da
composicao de espécies, da densidade, distribuicdo diamétrica e estrutura da
floresta criam condi¢cbes favoraveis para o desenvolvimento de processos
naturais como mortalidade, regeneracao, formacao de clareiras, dentre outras
responsaveis pela manutencédo da biodiversidade e dos estagios de sucessao
na floresta (MALTAMO et al., 2000). Logo, € interessante que as espécies
vegetais apresentem diferentes padrdes de distribuicdo, como os relatados
neste estudo.

Assim, estudos como o presente trabalho s&o importantes, pois
fornecem informagdes sobre a ecologia, subsidiam a definicdo de estratégias
de manejo ou conservacdo, auxiliam em processos de amostragem ou
simplesmente esclarecem a estrutura espacial de uma espécie (ANJOS et al.,
1998).

Os resultados obtidos apontam para a importancia de areas de
conservacdo como forma instituida para salvaguardar ambientes naturais das

pressdes exercidas por diferentes acdes antropicas e também a necessidade

48



de se ampliar as areas de estudo na regido de ocorréncia do bioma amazbnico,
para possibilitar o estabelecimento do padrdo de distribuicdo espacial ndo s6
das espécies do género Theobroma, como também de muitas outras, pois
segundo Anjos et al. (2004), estas informacfOes ainda sdo escassas para a

maioria das espécies das florestas brasileiras.
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Conclusdes

e As espécies demonstraram estar bem estabelecidas na area,
distribuidas com numero de individuos significativo em todas as classes
diamétricas;

e A distribuicdo diamétrica dos individuos de Theobroma speciosum
seguiu o padrao caracteristico encontrado para espécies de florestas tropicais,
contudo, Theobroma subincanum ndo seguiu o padrdo caracteristico das
espécies de florestas nativas;

e Os individuos de T. speciosum apresentaram padrao de
distribuicdo agregado, enquanto os individuos de T. subincanum apresentaram
padrdo aleatério;

e Os resultados permitem inferir que o estado de conservacao das
espécies € satisfatério e também reafirmar a importancia da manutencao de

UC’s como o Parque Nacional do Juruena.
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3.3 ANALISE DA INFLUENCIA LUMINOSA NOS ASPECTOS ANATOMICOS
DE FOLHAS DE Theobroma speciosum Willd ex Spreng. (MALVACEAE)
VISANDO DIFERENTES ESTRATEGIAS DE CONSERVAC}AO
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Resumo — (Analise da influéncia luminosa nos aspectos anatémicos de folhas
de Theobroma speciosum Willd ex Spreng. (Malvaceae) visando diferentes
estratégias de conservagdo). O conhecimento anatbmico de Theobroma é
importante para o0 estabelecimento e manutengdo de colegbes de
germoplasma, tendo em vista estudos agrondmicos, fitopatolégicos e
programas de melhoramento genético. Este estudo objetivou caracterizar a
anatomia das folhas de T. speciosum, registrando as diferengas estruturais
observadas entre folhas de sol e folhas de sombra. Folhas de individuos de T.
speciosum foram coletadas no Parque Nacional do Juruena e em pastagens na
zona rural do municipio de Alta Floresta - MT. Foram analisados a espessura
do mesofilo foliar, dos parénquimas palicadico e lacunoso, da nervura mediana
e do feixe vascular. A andlise de agrupamento foi realizada mediante a
utilizacdo do método Hierarquico UPGMA, com base na Distancia Euclidiana
média padronizada. Foram observados tricomas glandulares do tipo claviforme
e tricomas estrelados sésseis. A epiderme € unisseriada, o mesofilo é
dorsiventral, entretanto os parénquimas sao pouco distintos. Feixes vasculares
colaterais estédo dispersos no mesofilo, formando bainhas que se estendem até
as epidermes. A nervura central, em seccdo transversal, possui formato
biconvexo, com sistema vascular fechado e envolto por bainha
esclerenquimética. A constituicdo do mesofilo das folhas variou com o
ambiente. Plantas expostas a pleno sol apresentam células mais alongadas no
parénquima palicadico (392,22 um), parénquima lacunoso com mais camadas
e maior quantidade de tricomas, enquanto que as folhas de sombra
apresentaram células com muitos espacos intercelulares no mesofilo. O
dendrograma indica a formacao de dois grupos distintos: o grupo | composto
pelas plantas do Parque e o grupo Il composto pelas plantas das pastagens.
Tal agrupamento demonstrou alteragdes anatdomicas significativas ocasionadas
pelas variacbes da intensidade luminosa sobre as folhas, o que evidenciou
grande capacidade adaptativa de T. speciosum.

Palavras-chave: Cacaui; Amazonia; Mesofilo.

Abstract - (Analysis of the luminosity on the anatomical aspects of Theobroma
speciosum Willd. ex Spreng. (Malvaceae) leaves targeting different
conservation strategies). The anatomical knowledge of Theobroma is important
for the establishment and maintenance of germplasm collections, considering
agronomic studies, phytopathological and breeding programs. This study aimed
to characterize the anatomy of leaves of T. speciosum, recording the structural
differences observed between sun leaves and shade leaves. T. speciosum
leaves were collected at Juruena National Park and pastures in the rural
municipality of Alta Floresta - MT. We analyzed the thickness of the leaf
mesophyll, palisade and spongy parenchyma, and midvein vascular bundle.
Cluster analysis was performed using the Hierarchical UPGMA method, based
on the standardized mean Euclidean distance. Were observed glandular
trichomes, type claviforme and sessile stellate trichomes, the epidermis is
uniseriate in cross section, the species has a dorsiventral mesophyll and the
parenchymas are little different. Collateral vascular bundles are dispersed in the
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mesophyll, forming sheaths that extend up to the epidermis. The midvein, in
cross section, has a biconvex shape, the vascular system presents closed and
surrounded by sclerenchymatic sheath. The constitution of the leaves
mesophyll varied with the environment, plants exposed to full sunlight showed
longer cells in the palisade parenchyma, spongy parenchyma also showed
many layers of overlapping cells, whereas shade leaves showed cells with
many intercellular spaces, was noted presence in higher quantities of trichomes
on sun leaves. The dendrogram indicated the formation of two distinct groups,
group | comprises the plants of the park and pasture plants were allocated in
group I, this clustering showed significant anatomical changes caused by
variations of light intensity on the leaves, which revealed a large adaptive
capacity of T. speciosum.

Key-words: Cacauhy; Amazonia; Mesophyill.
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Introducéo

As causas do desmatamento acelerado na Amaz6nia séo varias e
incluem a expansédo da atividade pecuaria, da agricultura de corte e queima, da
extracdo madeireira e da agricultura comercial (FEARNSIDE, 2001). Segundo
Laurance & Vasconcelos (2009), uma consequéncia direta e inevitavel do
desmatamento é a fragmentacdo florestal, que ocorre a medida que uma
grande extensao de floresta é subdividida e diminui de tamanho.

Os estudos disponiveis indicam que a fragmentacao florestal causa
uma diversidade de efeitos, alterando o tamanho e a dinamica das populacdes,
a composicdo e a dinamica das comunidades, as interacdes troficas e os
processos ecossistémicos (LAURANCE & VASCONCELQOS, 2009).

Diante disto, varias espécies tipicas de sub-bosque estdo ocorrendo
em locais com alta incidéncia luminosa, em pastagens, como € o caso da
espécie Theobroma speciosum. Quando se trata de intensidade luminosa, é
importante levar em consideracdo as variacfes na estrutura foliar, pois, este é
0 6rgao da planta que mais responde anatomicamente as varia¢cées luminosas
de um determinado habitat (DICKISON, 2000).

As condi¢cdes de solo, agua, luz e temperatura influenciam no
desenvolvimento e produtividade das plantas, muitas expostas a alta
intensidade luminosa e, por mutacfes, adquirem mecanismos morfolégicos e
fisiolégicos que possibilitam sua sobrevivéncia (SILVA et al., 2005). Esses
mecanismos compreendem, na folha, principalmente, a reducdo do tamanho,
capacidade de enrolamento, alta densidade de tricomas, estbmatos profundos,
acumulo de mucilagem e outros metabolitos secundarios e aumento da
compactacdo do mesofilo (BOSABALIDIS & KOFIDIS, 2002). Assim, a
intensidade de luz promove altera¢des na estrutura das folhas, resultando em
folhas denominadas folhas de sol e folhas de sombra (CUTTER, 1978).

De acordo com Boeger & Wisniewski (2003), as folhas de sol
apresentam caracteristicas xeromorficas, oriundas de uma maior intensidade
luminosa, menor disponibilidade de dgua no solo, deficiéncia de nutrientes no
solo ou mesmo pela baixa temperatura. As caracteristicas observadas nessas
folhas sdo a presenca de abundante cuticula, paredes celulares mais

espessas, endoderme mais espessa, além de se verificar folhas pequenas e
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compactas, parénquima palicadico mais desenvolvido que o parénquima
lacunoso, grande frequéncia de estdmatos, e algumas vezes, células menores
e abundante esclerénquima, ao contrario do que se observa, geralmente, em
folnas de sombra, que por receberem uma menor intensidade luminosa néo
apresentam estas caracteristicas (CUTTER, 1978).

Theobroma speciosum Willd. ex Spreng. (cacaui) esta entre as
espécies silvestres do género Theobroma L. e ocorre em toda a Amazobnia
brasileira. A espécie € importante por representar uma possivel fonte de genes
de resisténcia para outras mais importantes economicamente. Dentro do
género, é a que apresenta teor de gordura mais parecido com o do cacau,
sendo um sucedaneo potencial (SANTOS, 2003).

O cacaui € uma arvore de 8 a 14 metros, dotadas de copa estreita e
rala, sendo suas folhas simples, alternas, disticas, pecioladas e inteiras. O fruto
apresenta casca levemente aveludada, de cor amarela quando maduro,
possuindo cerca de 20 sementes imersas numa polpa suculenta, muito
consumida por mamiferos de médio porte, tais como macacos (LORENZI,
2000).

O conhecimento anatdémico de Theobroma torna-se Uutil para o
estabelecimento e manutencdo de colecdes de germoplasma, tendo em vista
que tais informacBes fornecem subsidios aos estudos agrondmicos,
fitopatolégicos e programas de melhoramento genético (GARCIA, 2012).
Entretanto, estudos anatdmicos referentes as espécies pouco exploradas
economicamente, como o cacaui sdo escassos, constando na literatura apenas
trabalhos referentes as sementes (SANTOS, 2003; MARTINI et al., 2008).

O entendimento das relagbes anatomo-ecolégicas ocorrentes nos
vegetais, € uma das principais abordagens para o conhecimento do grau de
adaptacdo das espécies aos nichos ecologicos ou de seus comportamentos
sob condicbes ambientais extremas (LUTTGE, 1997). Para entender as
estratégias adaptativas das plantas nos seus distintos estadios na dindmica da
floresta tropical e considerando também a continua devastacdo, sao
necessarias a elaboracéo e execucao de projetos de recuperacao.

Os projetos devem estar embasados em informacgdes obtidas a partir
de estudos sistematizados das caracteristicas do ambiente e das espécies

vegetais que poderdo colonizar areas a serem recuperadas. A auséncia de
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estudos envolvendo espécies vegetais tropicais, especialmente arbdreas, com
respeito as variacdes morfoanatbmicas e fisiologicas de folhas provocadas
pelas condi¢des distintas de luminosidade, evidencia a necessidade de um
quadro de informacgBes cientificas, que poderd subsidiar os projetos de
reflorestamento (SILVA et al., 2005).

Assim, este trabalho teve por objetivo caracterizar a anatomia das
folnas de T. speciosum, registrando-se também, as diferencas estruturais
observadas entre folhas de sol (pastagem) e folhas de sombra (floresta
ombroéfila densa), visando avaliar sua capacidade adaptativa para a

implantacéo de estratégias de conservacao in situ e ex situ.
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Material e Métodos

Folhas de individuos de Theobroma speciosum foram coletadas no
Parque Nacional do Juruena e em pastagens na zona rural do municipio de
Alta Floresta - MT. O parque apresenta uma area de 195.752.671 ha, com 60%
no estado de Mato Grosso e 40% no Amazonas (PNJU, 2013). E possivel
identificar na regido a ocorréncia de quatro grandes conjuntos de fisionomias:
sub-montana, inter-montana, de terras baixas e riparia. Segundo a
classificacdo de Koppen, a regido apresenta clima tipo Awi, sendo tropical
chuvoso com temperaturas médias entre 24 e 26°C e amplitude térmica anual
de até 3°C. As chuvas sdo abundantes (mais de 2.500 mm.ano™) e regulares
(PNJU, 2013). O municipio de Alta Floresta, segundo a classificacdo de
Koppen, apresenta clima tipo Awi, sendo tropical chuvoso com estacdo seca
nitida de dois meses. A temperatura média anual varia entre 20 e 38°C, tendo
média de 26°C. A precipitacdo pluviométrica é elevada (entre 2.500 a 2.750
mm), com intensidade maxima entre janeiro e mar¢o (FERREIRA, 2001).

As folhas do parque foram coletadas no més de julho de 2012 e as
folhas da pastagem em marco de 2013, as mesmas foram fixadas em FAA,
com graduacéo alcodlica de 50° GL, por 48 h, sendo estocadas posteriormente
em etanol 70° GL (70% v/v) (JOHANSEN, 1940). Para a anélise anatémica, foi
escolhida a regido mediana de folhas completamente desenvolvidas, ao nivel
do 5° no visivel de cinco individuos diferentes na area de pastagem e cinco na
area de floresta. Seccdes transversais foram obtidas a méo livre, com o auxilio
de lamina de barbear, coradas com azul de astra e fucsina basica e montadas
em laminas histoldgicas (KAISER, 1880).

As ilustracdes foram obtidas por meio do capturador de imagens,
acoplado ao fotomicroscopio Leica DMLB, com o auxilio do programa Leica
IM50.

Em seguida foi feita a caracterizacdo anatdomica das folhas e um
estudo anatdbmico comparativo entre cinco folhas de arvores situadas na
pastagem, expostas a uma maior intensidade luminosa, as quais foram
chamadas “folhas de sol”, e cinco folhas de arvores localizadas no Parque, as
quais foram denominadas “folhas de sombra”, registrando-se as diferencas

encontradas.
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Foram analisados a espessura do mesofilo foliar, dos parénquimas
palicadico e lacunoso, da nervura mediana e do feixe vascular com o auxilio do
programa Anati Quant 2® UFV (AGUIAR et al., 2007). Cada tratamento (folhas
de sol e sombra) consistiu em 10 repeti¢cdes, sendo cinco individuos e duas
laminas de cada. As médias da espessura de cada tecido foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade pelo programa estatistico SISVAR
4.6 (FERREIRA, 2011).

A estimacdo da divergéncia entre os 10 individuos de cacaui por
meio de caracteristicas anatbmicas quantitativas foi realizada mediante o
emprego de andlise multivariada. Na predicdo da divergéncia, utilizou-se a
Distancia Euclidiana média padronizada como medida de dissimilaridade
(CRUZ & REGAZZI, 2001):

1 1
Dii' = \/HZ(th _Xt'f )2

em que dii : distdncia entre os gendtipos i e i’; Xij: observacdo no i-ésimo
genitor em referéncia a j-€sima caracteristica; n : nimero de caracteristicas em
estudo. A andlise de agrupamento foi realizada mediante a utilizacdo do
método Hierarquico UPGMA, com base na Distancia Euclidiana média
padronizada (CRUZ & REGAZZI, 2001), utilizando os recursos computacionais
do Programa Genes (CRUZ, 2006).

61



Resultados e Discussao

Foram observados tricomas glandulares no limbo do tipo claviforme,
com pedidnculo bicelular e cabeca com 4-6 células (Fig. 1A) e tricomas
estrelados sésseis no limbo com elevacdo no centro do tricoma, na regido
basal (Fig. 1B), cuja presenca foi considerada por Cuatrecasas (1964) como
um carater diagnéstico em Theobroma. Santos (2003) descreveu tricomas
glandulares claviformes na epiderme cotiledonar de espécies de Theobroma,
incluindo T. speciosum, e Nakayama et al. (1996) nas folhas de T. cacao.

A epiderme € unisseriada em secc¢ao transversal, com células mais
altas de paredes periclinais externas geralmente planas na face adaxial, e
células menores de paredes periclinais externas convexas na face abaxial (Fig.
10).

O mesofilo da espécie € dorsiventral (Fig. 1C), caracteristica
comumente encontrada em Malvaceae (KUBITZKI & BAYER, 2003). O
parénquima palicadico consiste em um a dois estratos e o0 parénquima
lacunoso, é constituido por trés estratos de células alongadas (Fig. 1C), de
modo que os parénquimas sdo pouco distintos.

Os feixes vasculares colaterais estdo dispersos no mesofilo,
envoltos por células esclerenquimaticas e parenquimaticas, com contetdo
fendlico, formando bainhas que se estendem até as epidermes (Fig. 1C). Tal
caracteristica também é verificada em T. cacao (NAKAYAMA et al., 1996).

Extensbes da bainha do feixe sdo consideradas como vias de
transporte de substancias, principalmente dgua, entre as nervuras e as células
epidérmicas (BECK, 2010).

Os ductos encontram-se associados aos feixes vasculares (Fig. 1C).
Idioblastos, contendo cristais prismaticos ou comumente drusas de oxalato de
calcio, ocorrem geralmente entre as células do parénquima pali¢cadico (Fig.
1D). Segundo Franceschi & Nakata (2005), os cristais de oxalato de calcio tém
varias funcdes nos vegetais, como o armazenamento de calcio, protecéo contra
herbivoria e regulacdo da luz durante a fotossintese em plantas de ambiente de
sombra.

A nervura central, em secc¢ao transversal, possui formato biconvexo

(Fig. 1E). Logo abaixo da epiderme abaxial ocorrem cerca de duas a trés
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camadas de colénquima angular-lacunar (Fig. 1B). Os resultados de Garcia
(2012) corroboram com os encontrados em T. speciosum aqui estudada, em
estudo anatbmico com 3 espécies nativas de Theobroma, a autora constatou
que a morfologia da nervura central, em seccdo transversal, mostrou
similaridade entre T. grandiflorum e T. subincanum, nas quais é cbncava-
convexa e variou em T. speciosum, destacando-se como biconvexa. O sistema
vascular apresenta-se fechado e envolto por bainha esclerenquimatica. Os
feixes vasculares sdo colaterais, geralmente organizados em forma de anel,
com um ou mais feixes acessorios externos ou encerrados na medula (Fig. 1F).
Na porgédo central da nervura observa-se um ducto secretor de mucilagem (Fig.

1E, 1F).

0 @ v @ Boecig 0ty 88

FIGURA 1. Seccdes transversais do limbo foliar de T. speciosum. A: Aspecto
da epiderme evidenciando, tricoma glandular do tipo claviforme, constituido por
célula basal (Cb), pedunculo bicelular (P) e células secretoras (Cs). B: Tricoma
estrelado pendunculado, notar a elevagcdo no centro. C: Constituicdo do
mesofilo, mostrando a estratificacdo dos parénquimas palicadico (Pp) e
lacunoso (Pl). Destaque para epiderme unisseriada e extensdo da bainha
parenquimatica e esclerenquimatica (seta preta). D: Idioblasto cristalifero em
seccgdao transversal. E: Aspecto geral da Nervura central. F: Sistema vascular
envolto por bainha esclerenquimatica (Be), com arranjo em anel encerrando um
feixe acessorio na medula (seta), notar a ocorréncia de ducto secretor (D) na
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porgéo central. X: xilema, F: floema. Barras: A: 40 um; B e C: 50 um; D: 80 um;
E: 110 pm; F: 60 pm.

A constituicdo do mesofilo das folhas variou com o ambiente. Ambas
as plantas apresentam parénquima palicadico formado por uma camada de
células, contudo as plantas expostas a pleno sol apresentam células mais
alongadas (Fig. 2A). O paréngquima lacunoso também se diferencia, nas folhas
de sol apresenta muitas camadas de células com poucos espacos
intercelulares, enquanto que as folhas de sombra apresentam células com
muitos espacos intercelulares (Fig. 2B). As espessuras médias de ambos 0s
tecidos apresentaram diferencas significativas, enquanto os parénquimas
palicddico e lacunoso de plantas de sol apresentaram espessura média entre
392,22 e 429,85 um, ja os tecidos das plantas de sombra apresentaram médias
entre 238,40 e 228,15 pm, respectivamente (Tabela 1).

TABELA 1. Espessura da nervura central (NC), feixe vascular (FV), mesofilo (MS),
parénquima palicadico (PP) e parénquima lacunoso (PL), em folhas de T. speciosum
de pastagem (P) e de floresta ombrdfila densa (F).

NC (um) FV (um) MS (um) PP (um) PL (um)

Folha de Sol (P) 2003,19a 264,33 a 321,04 a 392,22a 429,85a

Folha de Sombra (F) 1516,67 b 166,91 b 206,54 b 238,40b 228,15b

CV (%) 7,89 12,19 10,88 6,58 24,74

Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem entre si, pelo teste

de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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L & .
FIGURA 2. SecglOes transversais da folha de T. speciosum. A: Mesofilo de
folhas das plantas de ambiente a pleno sol, com feixes vasculares colaterais
(seta). B: Mesofilo de folhas das plantas de ambiente sombreado. (PI-
Parénquima lacunoso; Pp- Parénquima pali¢cadico). Barras: A e B: 70 pm.

Segundo Boeger & Wisniewski (2003), as folhas de arvores de
florestas tropicais mais expostas a intensidade Iluminosa apresentam
caracteristicas xeromorficas, especialmente identificadas pelo parénquima
palicAdico mais espesso, parénguima lacunoso com poucos espacos
intercelulares e alto grau de esclerofilia, como observado no presente estudo
(Tabela 1 e Figura 2).

A maior espessura de parénquima palicadico € importante para
evitar a fotoinibicdo nas folhas com exposicdo a maior intensidade luminosa
(TAIZ & ZEIGER, 2004). Isso permite que a luz seja transmitida mais
diretamente, evitando o maior aproveitamento do excesso de luz que incide na
porcao superior da arvore (MAJEROWICZ, 2004).

A maior razdo da area dos espacos do parénquima lacunoso pela
area total deste mesmo parénquima em foliolos de sombra (Fig. 2B) permite
um maior aproveitamento da luz incidente na porgcao inferior interna do
individuo, uma vez que 0s espacos intercelulares geram interfaces ar-agua,
que refletem e refratam a luz possibilitando a difusdo luminosa (MAJEROWICZ,
2004).

Outras caracteristicas evidenciadas na Figura 2 é a presenca em
maior quantidade de tricomas nas folhas de sol e também maior espessura nos
feixes vasculares colaterais (Fig. 2A), o que segundo Waldhoff & Furch (2002)

também seriam especializagbes relacionadas a protecdo, uma vez que 0sS
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tricomas mantém uma atmosfera saturada em vapor de agua em torno da folha
e os feixes vasculares s&o considerados vias de transporte principalmente para
a agua (LARCHER, 2000).

O dendrograma dos individuos pelo método UPGMA (Fig. 3), indica
a formacéo de dois grupos principais. O grupo | € composto pelas plantas do
Parque Nacional do Juruena (Individuos 1 a 5), enquanto que as plantas de
ambiente a pleno sol (Pastagem) foram alocadas no grupo Il (Individuos 6 a
10).

3 T il
5 —_—
Grupo [ 2
11—
L1
6
9
Grupo II4 7 ]
10
8
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

0 A7 35 53 I 89 1.07 125 143 1.61 1.79

FIGURA 3. Dendrograma representativo do padrédo de dissimilaridade entre os
10 individuos de T. speciosum, obtido pelo Método de Agrupamento de Ligacdo
Média entre Grupos (UPGMA) com base na Distancia Euclidiana média
padronizada, estimada a partir de 5 caracteristicas anatbmicas quantitativas.

A caracteristica quantitativa que mais contribuiu para a explicacao
da divergéncia anatbmica entre as plantas de sol e de sombra foi a espessura
da nervura central (69%) (Tabela 2), as plantas de sol apresentaram uma
meédia de 2003,19 um, enquanto as plantas de sombra 1516,67 (Tabela 1).
Esse fato corrobora com a observacéo feita por Eschrich (1995), de que os
orgaos foliares melhor vascularizados (plantas de ambiente a pleno sol),
tornam-se mais aptos a enfrentarem deficiéncias hidricas. Contudo, Gomes
(1992) aponta que alguns estudos com espécies lenhosas indicam que mesmo
aguelas plantas que na fase adulta sdo essencialmente helidfilas, apresentam

um crescimento insatisfatorio quando plantadas a pleno sol.
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TABELA 2. Contribuicdo relativa das cinco caracteristicas quantitativas
avaliadas para a divergéncia anatbmica foliar em 10 individuos de T.
speciosum.

Caracteristica Contribuicéo (%)
Nervura Central 69,05
Parénquima lacunoso 12,08
Parénquima palicadico 7,95

Feixe vascular 6,82

Mesofilo 4,10

TOTAL 100,00

O agrupamento de plantas de sol e plantas de sombra em grupos
distintos demonstrou alteragbes anatdomicas significativas ocasionadas pelas
variacbes da intensidade luminosa sobre as folhas, o que evidenciou grande
capacidade adaptativa de T. speciosum, uma vez que tal plasticidade permite a
sobrevivéncia da espécie em ambientes diversos. Para o ambiente florestal, tal
caracteristica € fundamental, dada a dindmica da floresta, e também justifica o
desenvolvimento da espécie em areas de pastagem.

A plasticidade fenotipica € a capacidade que alguns genoétipos
possuem de responder a alteracbes do meio ambiente em que se encontram,
modificando a sua expresséo fenotipica, mediante ajustamentos morfolégicas
ou fisiolégicas (SCHLICHTING, 1986). No entanto, 0 seu maior interesse esta
relacionado com a possibilidade da plasticidade incluir também processos
ativos de adaptacéo ao stress ambiental, um aspecto fundamental para garantir
a estabilidade das populacdes perante as alteracbes globais do clima,
especialmente importante no caso das arvores, que sdo organismos de grande
longevidade, associada a uma reproducéo tardia e incapazes de se deslocarem
para zonas de clima mais favoravel (SULTAN, 2000).

A capacidade adaptativa diante de diferentes condigbes de
luminosidade evidencia que esta espécie pode obter sucesso em ambientes a
céu aberto e sob cobertura, podendo inclusive ser usada em projetos de
reflorestamento ou ainda em consoOrcio com outras espécies mais exigentes
com relagdo a quantidade de luz. Contudo, sdo necessarias ainda, pesquisas
gue avaliem a germinacao da espécie sob estresse hidrico, para verificar sua

resiliéncia a ambientes secos, uma vez que os individuos isolados na
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pastagem, ora analisados, sdo provavelmente resultado de fragmentacao

florestal.
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Conclusdes

e A epiderme das folhas de T. speciosum € unisseriada, o mesofilo
dorsiventral, entretanto os parénquimas sao pouco distintos, foram observados
tricomas glandulares do tipo claviforme e tricomas estrelados sésseis.

e Feixes vasculares colaterais estdo dispersos no mesofilo,
formando bainhas que se estendem até as epidermes. A nervura central, em
seccdao transversal, possui formato biconvexo, com sistema vascular fechado e
envolto por bainha esclerenquimética.

e A constituicdo do mesofilo das folhas variou com o ambiente,
plantas expostas a pleno sol apresentaram células mais alongadas no
parénquima palicadico, parénquima lacunoso com mais camadas e maior
quantidade de tricomas, enquanto que as folhas de sombra apresentaram
células com muitos espacos intercelulares no mesofilo.

e A espécie demonstrou capacidade adaptativa diante de diferentes
condicdes de luminosidade, o que justifica estratégias de conservacao in situ e

ex situ.
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4., CONCLUSOES GERAIS

Os resultados encontrados neste trabalho permitem concluir que:

e A diversidade genética detectada na populacdo de T. speciosum
estudada encontra-se espacialmente estruturada dentro da populagcao, logo o
estabelecimento de unidades permanentes de conservacdo como o Parque
Nacional do Juruena € uma ferramenta valiosa para preservar a diversidade
genética entre os individuos de populacdes naturais.

e As populacdes de T. speciosum e T. subincanum demonstraram
estar bem estabelecidas na area estudada e distribuidas com numero de
individuos significativo em todas as classes diamétricas, o que permite inferir
que o estado de conservacdo das espécies é satisfatério e também elucidar a
importancia da manutencdo de unidades de conservacdo como o Parque
Nacional do Juruena.

¢ A constituicdo do mesofilo das folhas de T. speciosum variou com
o ambiente, demonstrando certa plasticidade fenotipica, assim, pode obter
sucesso em ambientes a céu aberto, podendo inclusive ser usada em projetos
de reflorestamento, contudo, sdo necessérias ainda, pesquisas que avaliem a
germinacdo da espécie sob estresse hidrico, para verificar sua resiliéncia a

ambientes secos.
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