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RESUMO

Nos tltimos anos, as matas secas (Florestas Estacionais Deciduais) estdo
sob forte impacto de degradacdo e fragmentacdo, com consequencia de ameacga a
varias espécies de fauna e flora. Dentre as espécies arboreas que se encontram
ameagadas de extincdo, destaca-se Cavanillesia arborea K. Shum., caracteristica
da mata seca. Portanto, o conhecimento ecoldgico e genético das populagdes
naturais ¢ fundamental para o estabelecimento de estratégias eficazes de
conservacdo genética. Este trabalho objetivou caracterizar a fenologia e
variabilidade genética de populacdes de C. arborea, espécie de ocorréncia nas
matas secas do Norte do Estado de Minas Gerais com utilizagdo de marcadores
ISSR. Sete primers ISSR foram utilizados em 175 individuos distribuidos em
cinco populagdes no norte de Minas Gerais, e geraram um total de 81 locos
polimérficos. Os resultados indicaram altos niveis de diversidade genética
dentro das populagdes. A heterozigosidade esperada (H.) e o indice de Shannon
(1) foram de 0,43 ¢ 0,61, respectivamente. A AMOVA mostrou que a maior
parte da diversidade genética ocorre dentro das populagdes (91,28% para o
conjunto das populagdes). O fluxo alélico estimado para o conjunto das
populagdes estudadas foi eficiente (Nm = 5,22), para contrapor os efeitos da
deriva genética. Com uso do teste de Mantel foi possivel constatar correlagdo
positiva (r = 0,8929 ; P=0,0330) entre as distancias genética e geografica. Os
estudos de estrutura genética espacial mostram que as populacdes FU ¢ MO
apresentam distribui¢do aleatéria dos genoétipos. Nas populagdes JAN, PC e MV
foi observada estruturagdo genética espacial, com valores de Sp, que variaram
entre 0,0005 a 0,0189. Em relacdo aos estudos fenoldgicos, a espécie apresentou
as fenofases reprodutivas e vegetativas sazonais e influenciadas diferencialmente
pelas varidveis ambientais de precipitagdo e umidade relativa. Os eventos
reprodutivos ocorreram na estacdo seca com dispersdo de frutos na estagdo
chuvosa. A fenologia vegetativa foi influenciada por fatores climaticos, e
provavelmente fatores fisiologicos que atuaram nos eventos fenologicos
vegetativos. Assim, tendo em vista o conjunto de informagdes geradas neste
trabalho, tanto do ponto de vista da estrutura genética quanto dos estudos
fenologicos ¢ de fundamental importancia a preservacdo de grandes areas de
ocorréncia da espécie para sua conservagao.

Palavras-chave: Florestas estacionais deciduais. Cavanillesia arborea.
Marcadores ISSR. Variabilidade genética. Fluxo génico. Fenologia.



ABSTRACT

In recent years, the dry forests (Deciduous Seasonal Forests) are under
severe impact of degradation and fragmentation, with the consequence of a
threat to several species of fauna and flora. Among the arboreous species that are
threatened of extinction, stresses the Cavanillesia arborea K. Shum,
characteristic of the dry forest. Therefore, the genetic and ecological knowledge
of the natural populations is fundamental to the establishment of effective
strategies for genetics conservation. This study aimed to characterize the
phenology and genetic variability of populations of C. arborea, a species of
occurrence in dry forests of northern Minas Gerais State using ISSR markers.
Seven ISSR primers were used in 175 individuals distributed in five populations
in northern Minas Gerais, and generated a total of 81 polymorphic loci. The
results indicated high levels of genetic diversity within populations. The
expected heterozygosity (H.) and the Shannon index (/) were 0.43 and 0.61,
respectively. The AMOVA showed that most of genetic diversity occurs within
populations (91.28% for the joint of populations). The allelic flow estimated for
the joint of populations studied was efficient (Nm = 5.22), to contrast the effects
of genetic drift. Using the Mantel test was possible to determine a positive
correlation (» = 0.8929, P = 0.0330) between genetic and geographic distances.
The studies of spatial genetic structure show that FU and MO populations show
random distribution of genotypes. In populations JAN, PC and MV was
observed spatial genetic structuration, with values of Sp, which ranged from
0.0005 to 0.0189. Regarding the phenological studies, the species showed
reproductive and vegetative phenophases seasonal and influenced differentially
by variables environmental and relative humidity. Reproductive events occurred
in the dry season with dispersion of fruit in the rainy season. The vegetative
phenology was influenced by climatic factors, and probably physiological
factors that acted in the vegetative phenological events. Thus, in view of the
joint of information generated in this work, both in terms of genetic structure as
the study of phenology is of fundamental importance the preservation of large
areas of occurrence of the species for its conservation.

Keywords: Deciduous seasonal forests. Cavanillesia arborea. ISSR makers.
genetic variability. Allelic flow. Phenology.
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1 INTRODUCAO

Os ecossistemas tropicais estdo sendo fragmentados e alterados na
propor¢do em que se expandem as atividades humanas sobre os ambientes.
Dessa forma, as agdes antropicas colocam em risco a preservacao de varias
populacdes de espécies nativas, o que pode resultar em diminui¢ao ou perda de
biodiversidade.

Percebe-se ainda que todo o processo de desmatamento tem resultado na
formagdo de fragmentos florestais esparsos, que constituem os ultimos refigios
para muitas espécies vegetais e animais (ESPIRITO-SANTO et al., 2002). De
fato, o processo de fragmentagdo afeta a organizagdo das comunidades naturais,
especialmente porque reduz o habitat das espécies e altera as condic¢des
climaticas locais (BIERREGAARD JUNIOR; DALE, 1997). Como
consequencia da perda de habitat e da fragmentacdo tem sido descrita a
diminuicdo do numero de individuos em algumas espécies vegetais, e iSso
podera comprometer a viabilidade dessas, uma vez que a sobrevivéncia das
espécies depende da variabilidade genética existente em suas populagdes.
Assim, ¢ importante que estudos genéticos, tais como, distribuicdo da
diversidade genética, distribui¢do espacial dos gendtipos, fluxo génico, taxas de
cruzamento, dentre outros, sejam considerados nos programas de conservagao.

Outra ferramenta importante para a compreensdo dos processos
bioldgicos associados as populagdes naturais ¢ a fenologia das espécies, que
estuda a ocorréncia de eventos bioldgicos repetitivos, as causas de sua
ocorréncia em relagdo aos fatores bidticos e abioticos, ¢ as interrelagdes entre as
fases caracterizadas por esses eventos (FERRAZ et al., 1999; LIETH, 1974).
Essas informagdes sdo de fundamental importdncia para o manejo florestal,
funcionam como ferramenta de suporte para o desenvolvimento de estratégias

conservacionistas da flora e fauna regional (FOURNIER, 1974). Além disto,



trabalhos de fenologia também fornecem bases para o entendimento dos papéis
que os fatores ambientais exercem nas plantas, pela regulacdo fitohormonal, uma
vez que inibem ou desencadeam fenofases especificas (DIAS, 1995;
LARCHER, 2000).

Tendo em vista os processos de framentacdo em curso destacam-se as
florestas tropicais secas que sdo definidas como as fitofisionomias arbdreas que
ocorrem com duas estacdes definidas como secas e imidas, ao longo do ano
(MURPHY; LUGO, 1986; SANCHEZ-AZOFEIFA et al., 2005b; VIEIRA;
SCARIOT, 2006). Estas florestas sdo distribuidas nas Américas, Africa, Asia e
Oceania (MURPHY; LUGO, 1986). No Brasil, as matas secas sdo encontradas
principalmente nas regides central e nordeste do Brasil estendendo-se até o
Norte de Minas Gerais (PRADO; GIBBS, 1993), ocupando cerca de 3% do
territorio nacional. Ocorrem também na Amazonia em areas esparsas, cuja
composicao floristica difere daquelas do Brasil Central.

As matas secas formagdes residuais de climas secos do periodo
Pleistocénico (de 10 mil a 1 milhdo de anos atras), quando estavam ligadas ao
Chaco e a Caatinga, formando uma floresta unica (RIZZINI, 1963). Sao
ecossistemas extremamente ameagados e, a0 mesmo tempo, muito pouco
estudados no mundo e principalmente no Brasil. Dessa forma, estudos genéticos
e ecologicos fornecem informagdes importantes e basicas para o manejo e
conservagdo desses ecossistemas.

No caso especifico do Estado de Minas Gerais, diversas espécies podem
estar ameacadas, pois recentemente foi sancionada pelo Governo do Estado a
Lei N°. 17.353/2008, que aumenta a possibilidade de desmatamento para 70% da
comunidade arborea secundaria das Florestas Estacionais Deciduais ¢ para 60%
a cobertura florestal em estado primario, o que coloca definitivamente em risco

as especies contidas nesse ecossistema (MINAS GERAIS, 2008).
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Uma das espécies de grande importancia nesse ecossistema ¢é a
Cavanillesia arborea K. Schum.(Malvaceae), considerada uma das arvores-
simbolo das matas secas. Devido ao grau de ameaga no qual as matas secas do
norte do Estado de Minas Gerais se encontram e a distribuigdo restrita da C.
arborea, estudos que permitam sua conservagao e manejo sdo importantes, para
sua manutencdo no seu ambiente natural. De acordo com Oliveira-Filho et al.
(1998), essa espécie ocorre no Brasil Central, abrangendo os estados de Minas
Gerais, Bahia, Goias e Espirito Santo.

Algumas questdes podem ser levantadas a respeito das populagdes de
C.arborea. E esperado que essas populagdes apresentem elevada variabilidade
genética, principalmente, dentro das mesmas, visto que Zimback et al. (2004)
relataram que espécies arboreas, geralmente, apresentam maior variabilidade
dentro das populagdes. Além disso, a espécie se reproduz, preferencialmente,
por alogamia, conforme sugeriram Telles et al. (2003). Acredita-se ainda que
populacdes mais distantes geograficamente sejam mais  diferentes
geneticamente, em decorréncia do menor fluxo alélico entre essas, pois, Hardy e
Sonké (2004) propdem que o isolamento pela distdncia é esperado devido a
dispersao ser limitada. Espera-se responder também se as populagdes naturais de
C. arborea possuem padrio aleatorio de distruibuicao espacial dos genotipos.

A presente pesquisa ¢ parte de um amplo projeto da Rede de Pesquisa
Colaborativa (Collaborative Research Network-CRN) chamada “TROPI-DRY”
(Tropical Dry Forests — Florestas Tropicais Secas), que incorpora pesquisadores
do Canada, Estados Unidos, México, Costa Rica, Venezuela e Brasil. Este grupo
trabalhara em ecossistemas florestais tropicais deciduais localizados nestes
paises durante cinco anos. Assim, sera realizado um esfor¢o continuo e
sistematico para entender, integrar ¢ comparar informagdes sobre florestas
tropicais secas nas Américas em trés niveis basicos: (1) no contexto da ecologia

¢ biologia da conservacdo; (2) no contexto do uso da terra e mudangas na
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cobertura vegetal ocorrendo nesta rica fronteira agricola e (3) no contexto do
desenvolvimento de politicas locais e nacionais que contribuem para a
conservacao destes ecossistemas.

Diante dessas consideragdes, ¢ da escassez de dados genéticos das
espécies das florestas estacionais deciduais, este trabalho teve como objetivo
caracterizar a diversidade, estrutura genética e fenologia de populacdes naturais
de C. arborea na regido norte do Estado de Minas Gerais. Os objetivos
especificos foram:

a) quantificar os niveis de diversidade genética de cinco populagdes

naturais de C. arborea;

b) verificar a distribuigdo da variabilide genética em cinco populagdes

de C. arborea;

¢) verificar se existe correlagdo entre distancias geograficas e genéticas

das populagdes de C. arborea ¢;

d) estudar a distribui¢do genética espacial das arvores; e

e) caracterizar os padrdes fenologicos e reprodutivos de C. arborea.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Florestas estacionais deciduais - matas secas

A definicdo de Florestas Estacionais Deciduais (FEDs) nas regides
tropicais € relativamente ampla e refere-se a formagdes arbdreas que ocorrem
em regides com duas estagdes (seca e chuvosa) bem definidas (MURPHY;
LUGO, 1986; NASCIMENTO; FELFILI; MEIRELLES, 2004; SANCHEZ-
AZOFEIFA et al., 2005b; VIEIRA; SCARIOT, 2006). Essa formagdo vegetal
ocorre em manchas disjuntas em toda a regido Neotropical, desde o México e
Caribe até o sudeste do Brasil e os Chacos na Argentina (PENNINGTON;
PRADO; PENDRY, 2000), sendo que a maior parte dos remanescentes
encontra-se hoje na América do Sul (PENNINGTON; LEWIS; RATTER, 2006).

No Brasil, as FEDs sdo denominadas como matas secas € ocorrem em
areas restritas nas proximidades da Caatinga e no Norte de Minas Gerais
(RIZZINI, 1963), ocupando uma area de 27.367.815ha, o que representa 3,21%
do territorio do nacional (SEVILHA; SCARIOT; NORONHA, 2004).

Existe ainda grande controvérsia relacionada a nomenclatura desses
ambientes. O termo Florestas Tropicais Secas (Tropical Dry Forests) também ¢
utilizado como sindénimo de Florestas Estacionais Deciduais. Entretanto, nessa
denominacdo estdo também incluidas as Florestas Estacionais Semi-Deciduais,
onde a vegetagdo perde menos de 50% da folhas durante certa época do ano
(SCARIOT; SEVILLA, 2005). No norte de Minas Gerais, as Florestas
Estacionais Deciduais sdo conhecidas como “matas secas” ou entdo como
Caatinga arborea (SANTOS et al, 2007). Existem também as Florestas
Estacionais Deciduais de Encosta, ocorrentes em areas de afloramento calcario
no bioma Cerrado, conhecidas com Matas Secas de Calcario (NASCIMENTO;
FELFILI; MEIRELLES, 2004) e as florestas deciduais ndo tropicais, localizadas
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principalmente no sul do Brasil, onde as baixas temperaturas sdo responsaveis
pela queda das folhas.

No Brasil, as Florestas Estacionais Deciduais estdo associadas a
diferentes tipos fitofisiondmicos e regimes de estacionalidade em volume de
precipitacdo e temperatura, topografia e caracteristcas fisicas e quimicas dos
solos (SCARIOT; SEVILLA, 2005). Essas florestas ndo apresentam associagao
com cursos d’agua, ocorrendo nos interflivios em solos mais ricos em nutrientes
(RIBEIRO; WALTER, 1998), principalmente naqueles em que sdo encontradas
concentragdes relativamente altas de calcio e magnésio (SCARIOT; FELFILI;
SOUZA-SILVA, 2005). Na maioria das vezes, essas florestas estacionais
formam fragmentos naturais descontinuos, com bordas definidas especialmente
pela variacdo na qualidade do solo (NASCIMENTO; FELFILI; MEIRELLES,
2004; SALIS et al., 2004).

Estdo distribuidas entre 100 a 1.800 metros acima do nivel do mar, em
regides com precipitacdo média de 625 a 2.875 mm e temperaturas que variam
entre 15 e 27°C (SCARIOT; FELFILI; SOUZA-SILVA, 2005; SEVILHA;
SCARIOT; NORONHA, 2004). A vegetagao ¢ tipicamente decidua e na estacio
seca cerca de 70% dos individuos estdo desfolhados (SCOLFORO;
CARVALHO, 2006).

Na América do Sul as matas secas estdo distribuidas de forma altamente
fragmentada (PENNINGTON; LEWIS; RATTER, 2006). Segundo Prado e
Gibbs (1993), as matas secas atuais representam um remanescente de uma
floresta mais continua do periodo seco do Pleistoceno que formava o Arco-
pleistocénico. Posteriormente, com o aumento da temperatura ¢ umidade, a
partir do final do 0ltimo periodo glacial, estas florestas podem ter retraido e
atingido a distribuicdo atual. Caetano et al. (2008) realizaram um estudo de

filogeografia de Astronium urundeuva (Anacardiaceae) nas matas secas
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brasileiras e os resultados encontrados reforcam a hipdtese de que essas matas
exibiam uma formag¢do mais continua.

As matas secas estdo sob forte ameaga de degradacdo e fragmentagao,
pois propiciam condi¢des ambientais e bioldgicas menos estressantes para o uso
e colonizacdo humanas do que outras regides, que tendem a apresentar variagdes
climaticas mais drasticas (EWEL, 1999).

Como a maioria das espécies arboreas presentes nas FEDs ocorre em
baixa densidade, sdo dependentes de animais para realizar a polinizagdo e
dispersdo de suas sementes e apresentam altas taxas de fecundagdo cruzada e
sistemas reprodutivos que envolvem complexos mecanismos de auto-
incompatibilidade. Todas essas caractetisticas tornam esse ecossistema
particularmente vulneraveis aos efeitos da fragmentagdo florestal (BAWA,
1974; HAMRICK; GODT, 1990).

Assim, as espécies arboreas tropicais presentes nesses fragmentos
correm o risco de extinguir-se, ja que a variabilidade genética é primordial para
as populacdes se adaptarem as mudangas ambientais (FRANKHAM; BALLOU;
BRISCOE, 2008). E ainda, a partir da reducdo e subdivisao das populagdes
causadas pelos processos de fragmentagdo, sdo observadas mudancas na riqueza
e composi¢do das espécies (MURCIA, 1995), no comportamento de
polinizadores e dispersores, no sistema reprodutivo e no fluxo génico das
espécies vegetais (GONCALVES, 2006). Modificagdes nos padrdes de
dispersdo de sementes e polen podem promover alteracdes na estrutura e na
diversidade genética (FORE et al., 1992) devido aos fatores associados com a
endogamia e a deriva genética (ELLSTRAND; ELAN, 1993; MENGES, 1991).
Além disso, os incéndios e as mudancas microclimaticas que atingem mais
intensamente as bordas dos fragmentos também alteram as taxas de mortalidade

das arvores (VIANA; PINHEIRO, 1998).
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Os poucos exemplos existentes de quantificagdo da perda da diversidade
genética pela fragmentag@o se referem a espécies arbdreas e herbaceas de clima
temperado, com poucos casos estudados de espécies arbdreas tropicais
(BRANDAO, 2008; FERNANDES, 2008; KAGEYAMA; GANDARA, 1998;
MELO JUNIOR et al., 2004). No caso das FEDs brasileiras, ha negligéncia em
termos de pesquisa e conservacdo, principalmente quando comparadas as
Florestas Tropicais Umidas, como a Amazonia e a Mata Atlantica. Além disso,
apenas 3,92% delas sdo protegidos por Unidades de Conservacdo. Por este
motivo, as taxas de desmatamento e o real estado de perturbagdo dos fragmentos
de FEDs remanescentes sdo praticamente desconhecidos (SEVILHA;
SCARIOT; NORONHA, 2004).

Existe uma lacuna em termos de pesquisa cientifica em Florestas
Tropicais Secas em comparacao as florestas tropicais umidas. Entre 1945 e
2004, apenas 14% dos estudos realizados em florestas tropicais foram realizadas
em ambientes secos, enquanto 86% foram realizados em regides umidas
(SANCHEZ-AZOFEIFA et al., 2005b). Esse niimero é alarmante, considerando
que 42% das florestas tropicais se enquadram na definicdo de Florestas
Tropicais Secas (MURPHY; LUGO, 1986). Além disso, a informagdo cientifica
sobre Florestas Tropicais Secas ¢ fragmentada e limitada a poucas 4areas,
localizadas principalmente no México e na Costa Rica (SANCHEZ-AZOFEIFA
et al., 2005a), e no Brasil principalmente no norte de Minas Gerais (ESPIRITO-
SANTO et al., 2009; NUNES et al., 2008; SANTOS et al., 2007).

Especificamente no Norte do estado de Minas Gerais, a vegetacao
expressa uma condicdo de sobrevivéncia ligada a deficiéncia hidrica, adaptada a
um clima severo e com baixa precipitagdo anual distribuida em um curto periodo
do ano e altas temperaturas (FERNANDES, 1998; SEVILHA; SCARIOT;
NORONHA, 2004). Fisionomicamente, a regido esta incluida na transicdo dos

dominios do Cerrado, onde estdo localizadas as matas secas (RIZZINI, 1997).
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Essas estdo presentes em 78 dos 89 municipios que compdem a regido Norte-
Mineira, representando 78,13% desta formacdo vegetal em Minas Gerais
(ZHOURI et al., 2008). Por isso, a regido possui extrema importancia botanica,
apresentando fisionomia e floristica bastante particulares (SANTOS et al.,
2007). Além disso, possui grande potencial biolégico, complexidade estrutural
de ambientes, endemismos e risco de distirbios, como a ocupacdo agricola e
agroflorestal, o que a torna prioritaria para a conservagdo (SILVA et al., 2004).
Madeira et al. (2008), em um estudo sobre mudangas sucessionais em
uma comunidade arbérea em fragmentos no Parque Estadual da Mata Seca,
observaram que a C. arborea ocorreu em fragmentos em estagio intermediario de
regeneracao, com historico de abandono ha cerca de 17-25 anos, apds o uso para
a criacdo de gado, e em fragmentos em estidgio avangado de regeneragdo, sem

histérico de desmatamento nos ultimos 50 anos.

2.2 Cavanillesia arborea K. Schum (Malvaceae)

Uma das espécies de grande importancia da mata seca ¢ a Cavanillesia
arborea K. Schum (Figura 1), pertencente a familia Malvaceae, a qual possui
cerca de 243 géneros e aproximadamente 4225 espécies (STEVENS, 2003)
distribuidas em todo o mundo, ocorrendo predominantemente nas regides
tropicais (CRONQUIST, 2001). No Brasil, Barroso et al. (1977) mencionaram a
ocorréncia de 31 géneros e 200 espécies de Malvaceae (ANGIOSPERM
PHYLOGENY GROUP - APG, 2003).

Cavanillesia arbdrea, conhecida popularmente por imbaré, barriguda-
branca, arvore-de-13, barriguda-lisa, essa espécie ocorre no nordeste brasileiro
desde o Piaui até o oeste da Bahia, norte de Minas Gerais e leste de Tocantins,
encontrada também em menor frequéncia na Mata Atlantica do Espirito Santo e

sul da Bahia (LORENZI, 1998; OLIVEIRA-FILHO et al., 1998).
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A espécie possui de 15-20m de altura, podendo atingir até 30m de altura
em solos de alta fertilidade, com tronco ventricoso na por¢do mediana, devido ao
armazenamento de dgua nos tecidos parenquimaticos, que atinge até¢ 150 cm de
didmetro. As folhas s3o alternas, simples, em numero de 6 a 10 por ramo e
apresenta folhagem decidua durante o periodo seco do ano, normalmente de abril
a outubro. O florescimento ocorre entre os meses de agosto ¢ setembro com as
plantas sem folhas, e os frutos amadurecem no periodo entre setembro ¢ outubro.
A madeira ¢ leve e de pouca resisténcia, ndo sendo utilizada comumente para

fins comerciais (LORENZI, 1998).

Figura 1 Cavanillesia arborea K. Shum (Malvaceae): A: Arvore; B: Flor; C:
Fruto. Foto tirada por Maria Fernanda Maia Ferreira, em 2008

Seus frutos sdo dispersos por anemocoria (PEZZINI, 2008). Quanto a
polinizagdo, o tipo mais relatado para a familia ¢ a quiropterofilia (polinizagao

por morcegos), o qual esta associado as flores em forma de pincel, posicionadas
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no apice dos ramos, com odor fétido, grande producdo de pélen e antese noturna
(EGUIARTE; RIO, 1987; FISCHE; JIMENEZ; SAZIMA, 1992).

Devido aos altos indices de fragmentagdo nas areas de mata seca, a C.
arborea encontra-se figurando na lista das espécies ameagadas de extingdo
(MENDONCA; LINS, 2000). Diante disso, o conhecimento da quantidade e
distribui¢do da variabilidade genética das suas populagdes naturais é importante
para o estabelecimento de estratégias eficazes de conservacdo genética. A
implementacdo de estratégias eficazes de conservagdo in situ depende da
disponibilidade de conhecimentos fundamentais genéticos e ecoldgicos a respeito
das areas candidatas a funcionar como reservas genéticas. Sem estes
conhecimentos, o trabalho de conservagdo genética tende a ndo ser eficiente.

Para Cavanillesia arborea, ¢ de fundamental importancia que as
estratégias de conservacdo sejam implementadas uma vez que a espécie corre
sério risco de extingdo nas areas de matas secas, pois as populagdes tendem a
desaparecer num periodo curto de tempo. As observacdes no campo demonstram
que os moradores das regides de mata seca derrubam esta espécie, pois acreditam
que ela ndo tem importancia econdmica, ¢ por isso fazerm a retirada dessas

plantas.

2.3 Diversidade e estrutura genética de plantas

A estrutura genética ¢ definida, de acordo com Brown (1978), como
sendo a forma pela qual a variabilidade genética ¢é distribuida entre e dentro dos
niveis hierdrquicos de subdivisdo de uma populagdo. Forcas evolutivas tais
como a mutacdo, migracdo, selecdo e deriva genética atuam dentro do contexto
de cada espécie influenciando a estrutura genética da populagdo, interferindo na
distribuigdo heterogénea (ndo aleatoria) dos alelos e genotipos no espago e

tempo (HAMRICK, 1982). Dessa forma, a estrutura genética de populagdes
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refere-se a heterogeneidade na distribuigdo dos gendtipos e do grau de
endogamia dentro de populagdes e entre estas. Loveless e Hamrick (1984)
consideram que a estrutura pode ser manifestada entre distintas populagdes
geograficas, dentro de um grupo local e at¢ mesmo em grupos de progénies,
podendo ainda ser definida como a distribui¢do ndo aleatéria dos alelos e
genotipos (HAMRICK; GODT, 1990).

Ecologicamente, a estrutura genética populacional ¢ afetada pela
densidade populacional, natureza das relagdes entre individuos e o ambiente, e
ainda, interacdes entre individuos e populagdes locais. Geneticamente, ¢
caracterizada pela variabilidade morfologica e quantitativa existente entre os
individuos, pelo sistema reprodutivo, pelos padroes de fluxo génico e por
estratégias adaptativas aos ambientes locais (MARTINS, 1987).

Segundo Loveless e Hamrick (1984), fatores ecoldgicos podem afetar a
estrutura genética entre e dentro de populagdes de plantas, como por exemplo, o
sistema de reproducdo (fecundacdo cruzada e autogamia), o mecanismo de
polinizacdo, a dispersdo de sementes, a dorméncia de sementes, a fenologia, o
ciclo de vida, o estagio sucessional, o tamanho populacional e a distribuigdo
espacial das populagdes. Cavallari (2004) sugere que os padroes de distribuicao
da variabilidade genética ¢ a estruturagdo das populacdes sdo definidos por
interacdes entre fatores ecoldgicos, evolutivos e outros ainda ndo
compreendidos. Isso torna possivel a adaptagdo das espécies a um meio
ambiente em mudanga (PRIMACK; RODRIGUES, 2001).

Os estudos de estrutura genética estdo fundamentados no teorema de
Hardy-Weinberg. De acordo com este principio, em uma populacido de tamanho
infinito, realizando cruzamentos ao acaso, as frequéncias génicas e genotipicas
permanecem constantes de geracdo para geracdo na auséncia de migracdo,

selecdo e deriva. Este principio permite o calculo tedrico da freqiiéncia de um
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determinado genoétipo, independente do numero de alelos existente
(FUTUYMA, 1992).

A diversidade genética existente em populagdes naturais deve ser
quantificada e avaliada quanto a sua distribuicdo entre e dentro de populagoes,
pelo fato de sua distribuicdo apresentar variagdo e por ser influenciada pelo
tamanho efetivo populacional. Além disso, a ocorréncia geografica das espécies,
modo de reproducdo, sistema de cruzamento e por mecanismos de dispersdo de
sementes (BAWA, 1992).

As florestas tropicais possuem uma grande diversidade de espécies
arboreas com diferentes sistemas reprodutivos, associados as complexas
interagdes com agentes polinizadores e dispersores de sementes (GROSS, 2005;
MACHADO; LOPES, 2004; OLIVEIRA; GIBBS, 2000). Devido a essas
caracteristicas, espécies arboreas geralmente possuem um grau relativamente
alto de variagdes genéticas, quando comparadas com outras plantas e espécies
animais (SOULE, 1986; TANKSLEY; ORTON, 1983).

Independentemente do padrao de diversidade genética de cada espécie, a
sua manutengdo promove a matéria prima para a adaptacdo, a evolugdo e a
sobrevivéncia das espécies e individuos, especialmente sobre mudangas
ambientais e condi¢des de doengas. A variabilidade genética é também a base
para o melhoramento genético. Como as espécies arboreas sdo normalmente
espécies chaves dos ecossistemas florestais, devido a sua vida longa, sua
variabilidade genética tem um significado especial. A redugdo na diversidade
genética pode predispor as espécies a doengas, reduzir a produtividade e limitar
o melhoramento genético. Assim, a variabilidade genética pode ser vista como
fundamental para a sustentabilidade e estabilidade do ecossistema (BARREIRA,
2005).

Por essas razdes, muitos programas de conservagdo de plantas raras ou

ameacadas visam manter os niveis existentes de variabilidade genética,



21

evidenciando a importancia de pesquisas em genética de populagdes para a

conservacdo das espécies (JAMES; ASHBURNER, 1997).

2.4 Analise da diversidade e estrutura genética com uso de marcadores

dominantes

Os estudos sobre genética de populacdes naturais a partir de marcadores
dominantes, iniciaram com Excoffier, Smouse ¢ Quattro (1992) pela introdugéo
da estatistica @, que proporcionou uma nova alternativa para esses tipos de
marcadores, sendo utilizada pela primeira vez por Huff, Peakall e Smouse
(1993).

De acordo com Zuccchi (2002), informagdes sobre a divergéncia de
DNA de dados provenientes de haplotipos foram incorporadas na forma de
analise de variancia, derivada da matriz de distancias quadradas entre todos os
pares de hapldtipos. Esta andlise de variancia, denominada AMOVA, produz
estimativas dos componentes de variancia, que refletem a correlagdo da
diversidade dos haplotipos em diferentes niveis de subdivisdo hierarquica. O
método acomoda diversos tipos de matrizes de entrada fornecidas pelos varios
tipos de marcadores moleculares ¢ diferentes tipos de pressuposigdes evolutivas,
sem modificar a estrutura basica da analise. A significancia dos componentes de
variancia e das estatisticas F, ¢ testada pelo uso de permutagdes. Exoffier,
Smouse e Quatro (1992), ao aplicarem esta andlise a dados de haplotipos de
DNA mitocondrial humano, verificaram que as subdivisdes de populagdes sdo
melhor resolvidas se alguma medida de diferencas moleculares entre haplotipos
for introduzida na andlise. Segundo os autores, a AMOVA ¢ facilmente
aplicavel em diferentes situagdes e constitui uma estrutura coerente e flexivel

para analise de dados moleculares (ZUCCHI, 2002).
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A andlise baseada no método das somas dos quadrados tem como
premissa, segundo Excoffier, Smouse e Quattro (1992) que as somas de
quadrados convencionais (SQ) podem ser escritas na forma de somas de
quadrados de diferengas entre pares de observagdes. Desta forma, eles
construiram uma analise de varidncia molecular hierarquica, partindo
diretamente da matriz das distancias quadradas de todos os pares de haplotipos.

Os niveis hierarquicos sdo mostrados na Tabela 1, sendo:

P = nimero total de populacdes

N = numero total de dados para dado haplétipo.

Tabela 1 Esquema da analise de variancia molecular (AMOVA)

Fonte de variacdo GL SQ QM E(QM)
Entre populagdes P-1 SQa QMa o, +20.
Dentro de populacdes N-P SQb QMb D‘b2
Total N-1

o' =0, +o

Os componentes de variancia de cada nivel de hierarquia sdo obtidos das

esperangas dos quadrados médios. De acordo com Cockerham (1969), tem-se:

)

ﬁf).sr: E

em que: Ogr = a propor¢do da variabilidade molecular de haplotipos

entre populagdes. Este indice também é denominado Fir.

Outro tipo de andlise em genética de populagdes ¢ a utilizacdo do indice
de Shannon (LEWONTIN, 1972), comumente usado em estudos ecologicos para

indicar a diversidade de espécies por area. Este indice ¢ bastante interessante
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como medida de diversidade populacional, quando se utiliza dados dominantes,
ou seja, ndo ¢ possivel detectar os genotipos heterozigotos. O indice de
diversidade de Shannon ¢é dado pela expressdo:H = - X Pi . log, Pi, em que Pi ¢
a frequéncia da presenga ou auséncia de uma dado fragmentoo de DNA.

O indice de Shannon, inicialmente utilizado em estudos ecologicos para
indicar a diversidade de espécies por area, foi introduzido por Lewontin (1972)
nos estudos de genética de populagdes. A utilizagdo desse indice como medida
de diversidade populacional ¢ interessante, especialmente quando se trabalha
com dados de marcadordes dominantes, pois seu uso possibilita contornar o
problema da nio deteccdo dos genodtipos heterozigotos, ja que o indice de
Shannon ndo se baseia na heterozigosidade da populagdo e, sim, na freqiiéncia
fenotipica do fragmento amplificado na populacio (MOURA, 2003). Por isso,
esse indice tem sido utilizado em diversos trabalhos para estudo da variabilidade
genética com marcadores dominantes (GOULART; RIBEIRO; LOVATO, 2005;
YEH; CHONG; YANG, 1995).

A estrutura genética ¢ estimada por meio do Gy ou pela analise de
varidncia molecular (AMOVA), sendo que ambos geram resultados semelhantes
(NYBOM; BARTISH, 2000). Outros parametros genéticos analisados sdo o
numero de alelos observados (n,), o namero efetivo de alelos (n.) e a

porcentagem de locos polimorficos.

2.5 Estrutura genética espacial

Em estudos genéticos, a autocorrelagdo espacial pode ser utilizada em
nivel intrapopulacional para auxiliar a deteccdo de agrupamentos de individuos
aparentados, a partir das frequéncias génicas ou genotipicas (GANDARA,
1996). A estrutura genética espacial dentro de populagdes de plantas ¢

primariamente determinada pelos efeitos da limitada dispersdo de poélen e
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sementes, pelo isolamento em pequenas manchas, pela mortalidade diferencial e
pela selegdo para micro-habitats. Portanto, a estrutura genética espacial nas
populagdes afeta a estimativa de muitos parametros genéticos populacionais,
como por exemplo, a taxa de cruzamento (EPPERSON; ALLARD, 1989).

De acordo com Sokal e Menozzi (1982), a estruturacdo genética espacial
pode servir como indicativo de processos como migracdo, fluxo génico, deriva
genética e selegdo e, ainda, influenciar a dindmica da endogamia biparental e
depressdo endogamica (SETSUKO; ISHIDA; TOMARU, 2004). A existéncia de
estrutura genética espacial positiva, ou seja, de individuos aparentados
localizados proximos dentro das populagdes, pode indicar ainda a ocorréncia de
cruzamentos endogamicos (SEBBENN, 1997).

Intuitivamente, em espécies arboreas pode-se associar a distribui¢ao
espacial, parentesco e probabilidade de cruzamento, principlamente em espécies
polinizadas por animais, em que existe uma maior tendéncia de cruzamentos
entre individuos proximos do que entre individuos mais distantes. Se estes forem
aparentados, devido a dispersdo de sementes proximas as arvores maternas, a
endogamia na populagdo pode aumentar (COLES; FOWLER, 1976). O
parentesco de uma geragdo, quando medido em termos de coancestria,
corresponde a endogamia que pode ser gerada na descendéncia, se os individuos
forem cruzados. Cruzamentos entre individuos aparentados tém sido relatados
em estudos do sistema de reprodugdo em populagdes naturais de diversas
espécies arboreas tropicais (MURAWSKI et al., 1991).

A estrutura genética espacial além de ser estimada pela autocorrelacio
espacial pode também ser analisada a partir de estimativas de coeficientes de
parentesco ou coeficientes de coancestria. A coancestria ¢ baseada na
probabilidade de identidade dos alelos em dois genes homologos amostrados da
mesma maneira. As estimativas de coancestria sdo definidas como probabilidade

de identidade por descendéncia entre alelos (RITLAND, 1996). A partir de
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dados de marcadores genéticos estima-se uma “coancestria relativa” que pode
ser definida como a razdo de diferencas de probabilidades de identidade por
estado (ROUSSET, 2002). O indice I de Moran tem sido utilizado amplamente
no estudo da distribuicdo espacial dos genétipos, mas, recentemente, varios
autores tém empregado os coeficientes de coancestria para analisar a estrutura
genética espacial de espécies arboreas (LOISELLE et al., 1995; MYAMOTO;
KURAMOTO; YAMADA, 2002). Tais coeficientes, além de informarem sobre
a presenga ou ndo de estruturacdo de familia, indicam o grau de parentesco entre
os individuos.

Assim, esta abordagem é importante quando populagdes de plantas sdo
selecionadas para conservagdo ou coletadas para uso em programas de
melhoramento (SHAPCOTT, 1995). Isto deve ser considerado a fim de se
estabelecer estratégias de amostragem de populagdes naturais, conseguindo-se
assim, maximizar a diversidade populacional ou da espécie (EPPERSON;
ALLARD, 1989). Por outro lado, ha trabalhos envolvendo espécies arboreas
tropicais que constataram a auséncia de estruturacdo genética espacial, dos quais
¢ possivel citar estudos com Platypodium elegans (HAMRICK et al., 1993),
Chorisia speciosa (SOUZA, 1997), Caryocar brasiliense (FERNANDES, 2008;
MELO JUNIOR et al., 2004) e Myrcia splendens (BRANDAO, 2008).

2.6 Marcador ISSR para caracterizacao genética de espécies vegetais

Uma das técnicas que vem sendo amplamente utilizada para estudos de
variabilidade genética ¢ o ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), proposta pela
primeira vez por Zietkiewicz, Rafalski e Labuda (1994). O ISSR ¢ um método
baseado na amplificagdo de DNA por PCR, que envolve a amplificacdo de

fragmentos de DNA presentes em uma distdncia amplificavel entre dois
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microssatélites idénticos repetidos, orientados em dire¢cdes opostas (REDDY;
SARLA; SIDDIQ, 2002).

Essas sequéncias simples sdo bastante frequentes e distribuidas ao acaso
no genoma dos eucariotas. Os locos de microssatélites se tornaram uma nova
geracdo de marcadores moleculares, porém, o uso deste marcador requer o
conhecimento prévio da sequéncia que flanqueia o microsstélite para que se
construam os primers que serdo usados na reacdo da PCR (LIU; WENDEL,
2001). Descobrir e caracterizar um nuimero grande de microssatélites ¢ um
trabalho demorado, além de ser um processo oneroso.

Uma alternativa para a técnica de microssatélites, ¢ a ISSR-PCR, onde
sdo sdo utilizadas regides entre os microssatélites como primers para
amplificacdo do DNA (REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002). A técnica do ISSR-
PCR permite, portanto, a detec¢do de polimorfismos em locos localizados entre
os microssatélites, utilizando sequéncias simples repetidas como primers
(ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994).

A mudanga da taxa evolutiva dentro dos microssatélites ¢ considerada
maior que em outras regides do DNA, aumentando, a probabilidade de
polimorfismo. O polimorfismo ¢ evidenciado quando ha presenga e auséncia de
um fragmento de DNA apods a amplificagdo e eletroforese em gel No caso do
ISSR, a fonte de variabilidade pode ser atribuida a amostra do DNA, a natureza
do primer utilizado ou ao método de deteccao (REDDY; SARLA; SIDDIQ,
2002). Os produtos resultantes da amplificacdo do tipo ISSR segregam como
marcadores mendelianos dominantes simples (GUPTA et al, 1994;
RATNAPARKHE et al.,, 1998; WANG; MAHALINGAM; KARP, 1998).
Entretanto, eles também tém se mostrado como marcadores codominantes em
alguns casos, permitindo assim distingdo entre homozigotos e heterozigotos

(AKAGI et al., 1996; WANG; MAHALINGAM; KARP, 1998).
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Os ISSR tém sido utilizados em andlises genéticas, para verificar a
variabilidade intra e intertaxondmicas, associados a outros marcadores como
RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) e RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism). Esses marcadores vém sendo utilizados
igualmente para reconstrugdes filogenéticas em niveis de espécies ou em outras
categorias taxonOmicas Além disso, sdo igualmente aplicados em estudos de
“fingerprinting” (CHARTERS et al., 1996), mapeamento genoémico (BECKER;
HEUN, 1995), selecdo assistida por marcadores (RATNAPARKHE et al., 1998),
determinacdo da frequéncia de motivos SSR e estudos de populagdes naturais e
especiagdo (BLAIR et al., 1999).

Além disso, marcadores ISSR tém sido usados em diversos estudos para
analise de variabilidade entre linhas hibridas de cultivares, complexos hibridos
naturais, e genética de populacdes (BRANDAO, 2008; SLOTTA; PORTER,
2006; SOUZA et al., 2005; WOLFE; LISTON, 1998; WOLFE; RANDLE, 2001;
WOLFE; XIANG; KEPHART, 1998; WOODS et al., 2005; XIAO et al., 2006).

2.7 Estudos fenoldgicos

Fenologia ¢ definida como sendo um estudo de ciclos de germinagao,
produgdo de folhas, floracdo, frutificacdo e senescéncia, em relagdo ao periodo
de cada um destes eventos (LARCHER, 2000), e ainda das causas de sua
ocorréncia, em relacdo as forgas seletivas bioticas e abidticas, assim como a
interrelagdo entre as fases caracterizadas por estes eventos numa mesma ou em
diferentes espécies (LIETH, 1974).

Na maioria das vezes, esses fendmenos estdo diretamente relacionados
com a precipitacao (MACHADO; BARROS; SAMPAIO, 1997), fotoperiodo
(BORCHERT et al., 2005) e temperatura (NUNES et al., 2008), e bioticos, como
as interagdes animal-planta (AIDE, 1993; FREEMAN; BRODY; NEEFUS,
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2003; JANZEN, 1967, LIEBERMAN; LIEBERMAN, 1984; PEDRONI;
SANCHEZ; SANTOS, 2002).

Nos tropicos, fatores climaticos e interagdes entre espécies estdo
frequentemente associados com a sazonalidade dos eventos vegetativos e
reprodutivos das plantas em nivel de comunidade (BATALHA; ARAGAKI;
MANTOVANI, 1997; BATALHA; MANTOVANI, 2001; FRANKIE; BAKER;
OPLER, 1974; MACHADO; BARROS; SAMPAIO, 1997; MIRANDA, 1995;
MORELLATO et al., 1989).

Do ponto de vista evolutivo, tem sido argumentado, ainda, que a
periodicidade em espécies arboreas de florestas tropicais sazonais constitui uma
estratégia adaptativa, selecionada tanto por pressdes abidticas quanto bioticas
(LIEBERMAN; LIEBERMAN, 1984; REICH, 1995; SCHAIK; TERBORGH;
WRIGHT, 1993). Assim, uma menor pressdo de herbivoria, por exemplo,
selecionaria para rebrota sincronizada na estagdo seca (AIDE, 1993), enquanto
condicdes mais favoraveis para a transferéncia de pélen e maior disponibilidade
de polinizadores podem selecionar para floragdo sazonal e sincronizada nesta
estacdo (JANZEN, 1967).

No caso especifico das florestas secas, os padrdes fenologicos sdo
particularmente importantes para a compreensdo de seu funcionamento, pois a
duracdo da estagdo seca ¢ muito mais pronunciada que em outras florestas
sazonais (JUSTINIANO; FREDERICKSEN, 2000). As principais causas dos
padrdes fenoldgicos vegetativos em florestas tropicais secas sdo a duracdao da
estacdo seca (SANCHEZ-AZOFEIFA et al., 2005a), as condi¢des hidrologicas
do solo (BULLOCK; SOLIS-MAGALLANES, 1990) e a disponibilidade de
chuva (MACHADO; BARROS; SAMPAIO, 1997). Em particular, a quantidade
de chuva pode ser a principal responsavel pelas diferencas nas caracteristicas
estruturais da floresta, como a altura do dossel ou biomassa (SANCHEZ-

AZOFEIFA et al., 2005a), e como fator limitante no crescimento ¢ reprodugdo
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das plantas (MORELLATO; LEITAO FILHO, 1992; REICH; BORCHERT,
1984).

O conhecimento da fenologia de espécies arboreas em comunidades
naturais de Florestas Estacionais Deciduais ¢ uma ferramenta importante para a
conservacao das espécies, além de subsidiar agdes de restauracdo ecoldgica
como o planejamento da coletas de sementes. Além disso, os estudos
fenologicos produzem informagdes ndo s6 sobre a época mais propicia para
colheita de sementes, mas também indicam que espécies devem ser introduzidas
em plantios como fonte de alimento para a fauna, em diferentes periodos do ano,
como forma de atrair mais diversidade para os sistemas manejados. Nesse
sentido alguns trabalhos ja foram desenvolvidos no Parque Estadual da Mata
Seca com diversas espécies, tais como, Astronium fraxinifolium Schott,
Myracrodruon urundeuva, Schinopsis brasiliensis Engl, Spondias tuberosa
(PEZZINI, 2008) e ainda Guazuma ulmifolia (NUNES et al, 2005) e
Myracrodruon urundeuva (NUNES et al., 2008), em regido de Matas Secas no

norte de Minas Gerais.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Locais de estudo e coleta do material vegetal
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As populagdes amostradas localizam-se na regido norte do Estado de

Minas Gerais, na area de ocorréncia das Matas Secas, estando inseridas na

Grande Bacia do Rio Sdo Francisco, e complexo da Serra do Espinhaco. Para a

realizagdo do estudo, foram amostrados individuos de cinco populagdes naturais

de Cavanillesia arborea K. Schum (Tabela 2).

Tabela 2 Populagdes amostradas de Cavanillesia arborea. Localidade, nimero
de individuos amostrados (N), altitude (m) e coordenadas geograficas
das areas estudadas

Populacio Localidade N°. de Individuos Altitude Coordefzadas

Amostrados (N) (m) Geogrdficas
N ey paoes
o mmebmiea g lemos
wo Mmamd g R
wo M , mes
My Bariguda 14 sso  Lsmass

Mato Verde, MG

Foram extraidas amostras de caule dos individuos de duas populagdes

presentes no Parque Estadual da Mata Seca, localizado no municipio de Manga-

MG, em uma populacdo localizada na Comunidade Barriguda, no municipio de

Mato Verde, em uma populagcdo no municipio Janudria, e em uma populacio na

regido de Mocambinho na area do Projeto Jaiba (Figura 2). Nas cinco

populagdes coletou-se um total de 175 individuos.
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Baclas Hidrogrificas do Estade de Minas Gerals

Figura 2 Localizagdo das populagdes amostradas de Cavanillesia arborea
arborea

O material coletado foi mantido em tubos de 2ul. com CTAB 5% e
levado ao Laboratério de Bioprospegdo ¢ Recursos Genéticos da Universidade
Estadual de Montes Claros, onde foi armazenado em freezer a -20°C até o inicio
dos procedimentos de extragdo e amplificagdo do DNA. A possibilidade de
extracdo de DNA a partir do caule ¢ 1til no caso da C. arborea, uma vez que
suas folhas se encontram a varios metros de altura, o que dificulta a coleta de
amostras foliares.

Em todas as populagdes os individuos foram georreferenciados com
aparelho GPS Map 76CSX - Garmin. As distancias médias entre as populacdes
variaram de 7,87Km a 143,66Km (Tabela 3).
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Tabela 3 Distancias geograficas (Km) entre as cinco populagdes naturais de
Cavanillesia arborea

JAN FU PC MO MV
JAN - 50,55 45,0 42,86 143,66
FU - - 7,87 75,94 140,74
PC - - - 50,86 135,52
MO - - - - 100,56

MV - - - - -

JAN-Januaria; FU-Furado; PC-Parcela Carlos; MO-Mocambinho; MV-Mato Verde

Duas populagdes foram coletadas no Parque Estadual da Mata Seca
(PEMYS), distantes 7,87 km uma da outra. A primeira denominada Furado (FU) -
nome dado em fun¢do do seu local dentro do parque, ¢ constituida de 37
individuos adultos, que se encontram numa regido de afloramento calcareo. A
segunda populacdo também foi coletada dentro do PEMS, denominda de Parcela
Carlos (PC) — Recebe este nome em funcao dos antigos moradores de uma das
fazendas que constituiu o parque. Constituida de 44 individuos. Nessa
populagdo, 15 arvores foram escolhidas para estudo dos eventos fenologicos.

O Parque Estadual da Mata Seca foi criado pelo decreto n° 41.479 de 20
de dezembro de 2000, como uma condicionante ambiental do projeto de
irrigacdo Jaiba/Morro Solto e sob a responsabilidade do Instituto Estadual de
Florestas (IEF). Com area de 10.281,44 hectares, o parque esta localizado no
Vale do Médio Sdo Francisco, no Municipio de Manga, Minas Gerais, ¢ esta
separado do municipio de Matias Cardoso pelo Rio Sao Francisco. Além desses
municipios, faz fronteira com Itacarambi e Sao Jodo das Missdes (Figura. 3).

O clima predominante na regido ¢ caracterizado pela existéncia de uma
estacdo seca acentuada no inverno. Os dados climaticos de Manga indicam que a
temperatura média anual na area do PEMS ¢ de 24,4°C e o indice pluviométrico
¢ de 871 mm (ANTUNES, 1994), com sete meses de precipitagdo inferior a 60
mm. Como a grande maioria das areas naturais, o PEMS é um mosaico de

formacgdes vegetais distintas, que incluem predominantemente as matas secas
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(Florestas Estacionais Deciduais), mata ciliar ainda preservada nas margens do
Rio Sao Francisco, ¢ ainda a cobertura vegetal da area ¢ composta por formagdes
distintas, dominantemente caducifélias, inserindo-se na ampla faixa transicional

entre os dominios do cerrado e da caatinga.

Figura 3 Localizagdo do Parque Estadual da Mata Seca, no norte de Minas
Gerais
Fonte: Madeira et al. (2008)

Entre as formagdes deciduas e semi-deciduas, sdo encontradas florestas
subcaducifolias em terrenos mais altos ao longo dos rios; florestas caducifélias
em solos litdlicos, que se assemelham a formagdes de Mata Atlantica
empobrecidas em numero de espécies; e florestas caducifolias em solos
podzélicos, latossolos e cambissolos, que possuem espécies arboreas da caatinga
com grande porte. Ao longo dos rios, geralmente em partes mais baixas,
destacam-se florestas perenifolias que recobrem porgdes significativas da varzea
do rio Sdo Francisco e normalmente fazem fronteira com as florestas sub-

caducifélias (INSTITUTO ESTADUAL DE FLORESTAS - IEF, 2000).
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A importancia do PEMS ¢ atribuida ao fato de ser a unica unidade de
conservacdo na margem esquerda do Rio Sao Francisco, que possui matas secas
em solos ndo-cérsticos e mata ciliar ainda preservada em suas margens (IEF,
2000). Entretanto, existem grandes extensdes de pastagens nas vizinhangas do
PEMS, o que pode ocasionar problemas, como a invasdo de gado e passagem de
fogo.

Os individuos da populagdo de Januaria (JAN) foram coletados na zona
rural do municipio, que se localiza numa regido de transi¢do entre Cerrado e
Mata Seca, sendo comum a presenca de afloramento calcareo. Os locais de
coleta de todos os individuos dessa populagdo se caracterizam por serem areas
de agricultura e pecudria, assim possuem parte da mata nativa derrubada.. Os
individuos amostrados estdo localizados nas Areas de Preservacdo Permanente
(APP) das propriedades rurais. Entrentanto, percebe-se a presenca da C. arborea
em meio a pastagens, com individuos esparsos remanescentes da vegetacdo
original. Nessa populagdo foram coletados todos os individuos adultos presentes
(41).

Os individuos da populagdo denominada Mocambinho (MO), foram
coletados no municipio Mocambinho, localizado na regido do projeto Jaiba.
Todos os indivivudos adultos presentes no local foram coletados, num total de
39. Esse fragmento de Floresta Estacional Decidual cercado por projetos
irrigados de fruticultura. Foi possivel perceber durante a coleta, a de animais,
principalmente gado, e ainda a retirada de madeira principalmente
Myracrodruon urundeuva, Tabebuia ochracea, Caesalpinia pyramidalis,
provavelmente para producao de lenha e ou mourdes.

Na populagdo Mato Verde (MV), que ¢ um fragmento localizado em
meio a pastagens, também foram coletados todos os individuos presentes no
local. Esse fragmento esta localizado no municipio de Mato Verde no norte de

Minas Gerais, no Poligono das Secas (regido Semi-Arida mineira).
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Essa area tem sido afetada pelo processo erosivo acelerado, provocado
pelo desmatamento, pela exploragdo de terras situadas as margens dos cursos
d’agua, pela méd conservacdo das estradas, e pelo turismo predatério em
ambientes frageis. Tais praticas expdem o solo a a¢ao das chuvas, favorecendo a
erosdo, tornando-o menos permeavel, impedindo que este exerca o seu papel de
estoque e filtro de dgua, numa regido onde ha deficiéncia de recursos hidricos,
reduzindo ou eliminando as populacdes de plantas que dependem desse habitat

(OLIVEIRA, 2007).

3.2 Extracdo e amplificacdo do DNA genémico

A extragdo do DNA gendmico do caule de C. arborea foi feita a partir
do protocolo proposto por Mogg ¢ Bond (2003). Amostras de caule foram
maceradas em cadinho de porcelana contendo areia autoclavada e 500 pL de
tampao de extragdo. Este tampdo foi composto por Tris 1M pH 8,0, EDTA
(Ethylenediaminetetraacetic  Acid) 0,25M pH 8,0; NaCl 5M, SDS
(Sodiumdodecylsulfate) 7%, 4gua ultrapura autoclavada, Proteinase-K
(10mg/mL) e RNAse (10mg/mL). O macerado foi transferido para tubos de 2mL
e incubados overnight em banho-maria a 37°C. Apds a incubagdo, foram
adicionados 320pL de NaCl 5M e os tubos foram levados a um agitador e
centrifugados por 5 minutos a 12.000 rpm. Posteriormente, 600uL da fase
superior (aquosa) foram transferidos para um novo tubo de 1,5mL. Ao
sobrenadante retirado foram adicionados 800uL de isopropanol gelado e os
tubos foram colocados no freezer por 3 horas. Apds esse tempo, os tubos foram
centrifugados novamente por 10 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi
retirado e deixado no tubo apenas o DNA precipitado (pellet). Este foi lavado
com 500uL de etanol 70% (v/v), desprendido do tubo e deixado a temperatura

ambiente por 5 minutos. O alcool foi descartado e a lavagem com etanol 70%
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(v/v) foi repetida. Posteriormente, foi feita uma ultima lavagem com etanol
100% (v/v) e, apos o descarte do alcool, os tubos foram deixados abertos sobre a
bancada para a secagem do DNA precipitado por 4 horas. Apds a secagem, o
DNA precipitado foi ressuspenso em 100uL de 4gua ultrapura autoclavada e os
tubos foram guardados em freezer a -20°C. A integridade do DNA extraido foi
determinada em eletroforese horizontal em gel de agarose 1,2% (p/v),
fotografado sobre luz ultravioleta.

Para a realizacdo das reagdes de amplificacdo, as amostras de DNA
foram previamente diluidas na concentracdo de 1:100 (1pL do DNA
concentrado em 100uL de agua ultrapura autoclavada). As PCR foram
desenvolvidas em volume final de 6,32ul, compostas por Tris — HCl 10 mM,
KCI 50 mM, MgCl, 2 mM, 100 uM de cada desoxinucleotideo (dATP, dTTP,
dGTP, e dCTP), 0,4 uM primer, 1 unidade de Taq DNA polimerase e 2uL de
DNA. As reagoes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador
Eppendorf, Applied Biosystems, modelo Veriti 96 Well Thermal cicler, sendo
realizados 40 ciclos de 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 35°C e 1 minuto a
72°C, seguidos de mais sete minutos a 72°C, para a completa extensdo dos
produtos amplificados e, finalmente, a redugdo da temperatura para 4°C.

O método utilizado para a separacdo dos produtos amplificados foi a
eletroforese horizontal em gel de agarose 1,2% (p/v) em tampao TBE (Tris —
base 0,1M, Acido Borico IM e EDTA 0,5M) 1X de acordo com Sambrook,
Fritsch e Maniats (1989), a uma voltagem de 120V, por duas horas e meia. Para
a eletroforese foram acrescentados em cada reacdo 2uL. de uma solugdo de azul
de bromofenol (0,25%) mais sacarose (40%). A visualizagdo dos produtos
amplificados foi feita em luz ultravioleta (UV) por meio do corante brometo de
etidio, diluido no gel, numa concentragdo de Img/mL. Os géis foram
visualizados e fotografados em equipamento de foto documentagdo por

transiluminacdo UV Vilber Loumart.
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3.3 Teste e selecdo de primers ISSR

Foram testados 28 primers ISSR, dos quais sete foram selecionados, por
apresentarem melhor resolugdo e fragmentos mais polimoérficos de DNA (Tabela
4). O perfil de amplificagdo de cada primer foi verificado em gel de agarose
apds a eletroforese. A PCR para teste e selecdo de primers ISSR foi feita
utilizando-se quatro amostras aleatérias retiradas dos 175 individuos analisados

na pesquisa.

Tabela 4 Nome, sequéncia e numero de fragmentos dos sete primers ISSR
utilizados para amplificacdo do DNA de Cavanillesia arborea

No.
Nome do primer Sequéncia (5’- 3’) Fragmentos de

DNA
UBC 850 GTGTGT GTG TGT GTGTYC 11
UBC 864 ATGATGATGATGATGATG 13
UBC 899 CATGGTGTTGGTCATTGTTCCA 15
TERRY (GTG)4-RC GTG GTG GTG GTG RC 09
BECKY (CA)7-YC CACACA CACACACAYC 8
AW3 (GT)6-RG GTG TGT GTG TGT RG 10
M1 CAA-(GA)5 CAA GAG AGA GAG A 15
Total 81

R = purina (A ou G) e Y = pirimidina (C ou T)

3.4 Fenologia

O estudo dos eventos fenologicos de C. arborea foi conduzido no
Parque Estadual da Mata Seca (PEMS), localizado no Vale do Médio Sao
Francisco, entre as coordenadas 14°49°23.0”S, e 47°53°26.0” W. O PEMS
encontra-se na margem esquerda do rio S&o Francisco, entre 0os municipios de
Manga, Matias Cardoso, Sao Jodo das Missdes e Itacarambi, no Norte do Estado

de Minas Gerais (Figura 3). O PEMS tem uma 4rea de reserva integral sobre os
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cuidados do Instituto Estadual de Floresta (IEF) de Minas Gerais que cobre
10.281,44 hectares.

Os dados climatologicos do periodo de novembro de 2007 a dezembro
de 2009 foram obtidos do banco de dados da EPAMIG (Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais), oriundos da Estagao Climatoloégica com nome
de Mocambinho. Esta estacdo da EPAMIG localiza-se no municipio de
Itacarambi, localizada a 15 km da area de estudo. Os dados obtidos da estacao
climatolégica continham informagdes de médias mensais de temperatura,
umidade relativa e precipitagdo total mensal.

A avaliagdo fenologica de C. arborea foi realizada em 15 individuos
adultos da populagdo PC com CAP (Circunferéncia a Altura do Peito; medida a
1,30 m do solo) maiores do que 1,80 m e altura superior a 10 m, que
apresentavam boas condi¢des fitossanitarias, sem doengas ou parasitoses
aparentes (NUNES et al., 2005). Além disso, foram escolhidos individuos dentro
da populacdo PC por se tratar de individuos de uma populacdio em darea
preservada dentro do PEMS. Os individuos foram escolhidos aleatoriamente,
percorrendo-se trilhas na area de estudo como sugerido por Eca-Neves e
Morellato (2004). As fenofases foram avaliadas no campo durante 26 meses,
entre novembro de 2007 a dezembro de 2009.

As visitas mensais para observagdes fenologicas seguiram a metodologia
proposta por Morellato e Leitdo Filho (1998) e realizadas com auxilio de
binéculo quando necessario. Assim, foram observadas fenofases vegetativas e
reprodutivas da espécie. Os eventos vegetativos observados foram: (1) presenca
de folhas secas (FS), caracterizadas por apresentarem cor marrom e
envelhecidas, em estado de deciduidade; (2) presenca de folha verde (FV),
caracterizada pela cor verde, ou seja, folhas novas ou maduras; e (3) brotamento
(BR), marcado pelo aparecimento de folhas com coloracdo diferenciada (verde-

claro ou avermelhadas) (NUNES et al., 2005, 2008). Os eventos reprodutivos
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foram: (4) botdes florais (BF), caracterizado pela presenga da estrutura floral até
a abertura dos botdes florais; (5) floragdo (FL): representada pela abertura dos
botdes florais (antese) até a queda das flores; (6) frutos imaturos (FI),
representado pela presenga da formagdo do fruto até o amadurecimento do
mesmo, visualizado pela presenca do fruto de coloracdo verde; e (7) frutos
maduros (FM), caracterizado pela presenca do fruto com cor amarela e marrom

claro, caracteristico do amadurecimento do fruto na espécie.

3.5 Andlises dos dados moleculares e fenoldgicos

A partir da leitura criteriosa dos géis foi gerada uma matriz bindria em
que os individuos foram genotipados quanto a presenca (1) ou auséncia de
bandas (0). As bandas que apresentaram coloragdo fraca e baixa definicdo foram
descartadas. Um loco foi considerado polimorfico para a populagao quando, pelo
menos, dois individuos foram diferentes em relacdo aos demais, considerando a

presenga ou auséncia de bandas.

3.5.1 Identificacdo do numero 6timo de fragmentos de DNA

Com a finalidade de estimar o niimero de fragmentos de DNA
necessario para obter associagdes estaveis entre os individuos, foi realizada a
analise de bootstrap. Utilizando-se o programa GENES (CRUZ, 2001), a
similaridade genética para cada par de individuos foi estimada a partir de
simulagdes com reamostragens de diferentes tamanhos, com 10.000
permutagdes. Foram obtidas as estimativas de correlacdo de valores da matriz de
similaridade com outras matrizes geradas com diferentes nlimeros de fragmentos
de DNA. A partir da andlise de bootstrap, também foi obtido o valor de estresse

(E), que indica o ajuste entre a matriz original e a simulada. Quando o valor de
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estresse assume valor inferior a 0,05, o ntimero de fragmentos ¢ considerado

suficiente para as analises (DIAS; KAGEYAMA, 1998; KRUSKAL, 1964).

3.5.2 Diversidade e estrutura genética

Com o auxilio do programa computacional PopGene (versdo 1.32)
(YEH et al.,, 1997), foram estimadas as similaridades genéticas entre as
populagdes, para a construcdo do dendrograma pelo método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Averages), adotando a rotina
SAHN (Sequential Agglomerative, Hierarchical and Nested Clustering), com o
auxilio do programa NTSYS, versdo 2.11X (ROHLF, 2000). A consisténcia dos
agrupamentos foi obtida por meio da utilizacdo de 1.000 permutagdes com o
programa TFPGA (Tools for Population Genetic Analysis) versdo 1.3 (MILLER,
1997).

A analise da diversidade genética intrapopulacional também foi realizada
com o auxilio do programa computacional POPGENE (versdo 1.32), em que,
para dados dominantes, assume-se que as populacdes estdo em Equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW). Foram estimados o nimero de alelos observados (7,),
o numero efetivo de alelos (n.) (KIMURA; CROW, 1964), a heterozigosidade
esperada (H.) (NEI, 1978), porcentagem de locos polimérficos, o indice de
Shannon (LEWONTIN, 1972), a heterozigosidade total (H;), e a
heterozigosidade média dentro da populacdo (H;). A diversidade entre
populacdes (Dst) foi dada pela expressdo: Dst = H; — H, e o coeficiente de
diferencia¢ao populacional (Gsr), dado pela expressdo: Gst = Dsr / H;, o fluxo
alélico (calculo indireto), foi realizado pela formula: Nm = 0,5 (1 — Gs1)/Gst
(MCDERMOTT; MCDONALD, 1993).

Para inferir sobre a estrutura genética das populagdes, foi realizada a

analise de variancia de dados moleculares - AMOVA (EXCOFFIER; SMOUSE;
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QUATTRO, 1992), obtida com o auxilio do programa ARLEQUIN, versao 3.1
(EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2007), realizada pela decomposi¢ao
total dos componentes entre ¢ dentro das populagdes. Uma das vantagens da
utilizagdo da AMOVA para a analise ¢ que ela ndo necessita da pressuposi¢dao
do EHW. Para o calculo da AMOVA foi utilizado como coeficiente, o quadrado
das distancias euclidianas, que ¢ andloga as analises de Excoffier, Smouse e
Quattro (1992), Huff, Peakall e Smouse (1993) e Nybom (2004). A significancia

dos componentes da variancia foi testada com 10.000 permutacdes.

3.5.3 Estrutura genética espacial

A estrutura genética espacial dos genotipos dentro de cada populagdo foi
estimada com o uso do valor de coancestria, pelo coeficiente de kinship, entre os
pares de individuos para as classes de distdncia (HARDY, 2003), utilizou o
programa SPAGEDI, versdao 1.2 (HARDY; VEKEMANS, 2002). Na andlise, a

endogamia foi considerada como zero. O coeficiente ¢ dado pela féormula:

em que:

F;é o coeficiente de kinship de coancestria genética entre i ¢ j;

Q;; € a probabilidade de as amostragens aleatorias de i e j serem idénticas
por ascendéncia;

On € a probabilidade média de que amostragem aleatoria feita na

populacao seja idéntica por ascendéncia.
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A partir do erro padrio da média das estimativas obtidas por
reamostragem jackknife, intervalos de confianca foram construidos, a 95% de
probabilidade, para o coeficiente de coancestria médio estimado para as classes
de distancia, de acordo com Hardy e Vekemans (2002). Dentro de cada classe,
fizeram-se 1.000 permutacdes para teste da ocorréncia de estrutura genética
espacial e sua magnitude foi calculada pela formula (VEKEMANS; HARDY,
2004):

Sp = -biog/(1-Fyj1))

em que:

Bi,¢ € ainclinagdo da curva de regressdo do coeficiente de coancestria;

Fijg) ¢ a média do coeficiente de coancestria da primeira classe de

distancia (£7).

Os valores de S, foram utilizados para comparar a extensdo da estrutura
genética espacial entre as populacdes. Adicionalmente, foi realizado o teste de
Mantel entre as populagdes, pelo programa computacional PCord (MCCURE;
MEFFORD, 1997), com 1.000 permutacdes, para teste de correlacdo entre a

distancia genética e geografica.

3.5.4 Analises fenologicas

Para a quantificagdo dos dados fenologicos foram utilizados dois
métodos de observagdo: o indice de atividade e o indice de intensidade de
Forunier (1974). O indice de atividade refere-se a porcentagem de individuos
manifestando o evento em cada amostragem, quando ¢é registrada somente a
presenca ou auséncia da fenofase especifica. Para a determinagdo do indice de
intensidade de Fournier, foram obtidos dados fenolégicos em campo, em uma

escala intervalar semiquantitativa de cinco categorias (0 a 4), com intervalo de
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25% entre cada categoria. Em todos os meses, os valores obtidos de todos os
individuos foram somados e divididos pelo valor maximo possivel (nimero de
individuos multiplicado por quatro). Esse valor corresponde a uma propor¢ao
que ¢, entdo, multiplicada por 100, para transforma-la em um valor porcentual
(ECA-NEVES; MORELLATO, 2004).

A influéncia das varidveis ambientais (temperatura, umidade relativa, e
precipitagdo) sobre os eventos fenoldgicos, de atividade e de intensidade de cada
fenofase (folhas secas, folhas verdes, brotamento, botdes florais, floragao, frutos
imaturos, frutos maduros) foi testada pela correlagdo de Spearman (ZAR, 1996).
Foi utilizada a correlagdo de Spearman considerando que os dados ndo séo
paramétricos. Todas as andlises foram realizadas por meio do programa

Statistica 5.0 (STATISTICA..., 2001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fragmentos de DNA amplificados

Os sete primers utilizados produziram 81 locos polimoérficos. A Tabela 4
(Material e Métodos), pg.35, apresenta a distribuicdo de locos entre os primers,
que variou de 8 a 15 por primer, com média de 11,57 locos polimérficos. Como
em todas as populacdes estudadas o tamanho amostral foi inferior a 50, foram
considerados polimoérficos os locos em que a frequéncia do alelo mais comum
foi menor ou igual a 95% (NEI, 1987). A figura 4, ilustra um exemplo do padrio

de framentos de DNA encontrados para as populagdes de C. arborea.
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Figura 4 Padrao de um gel de agarose, em individuos de Cavanillesia arborea,
com fragmentos de DNA amplificados com primer ISSR UBC 864

Diversos estudos citam que o ntmero de locos de marcadores
dominantes varia de acordo com a espécie em estudo (BRANDAO, 2008;
CHEN et al., 2006; FERNANDES, 2008; GE; SUN, 2002; TAN et al., 2003).

Dessa forma, a analise do nimero 6timo de marcadores ISSR para caracterizar
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as populagdes de C. arborea, pela reamostragem bootstrap, estimou 57 locos,
em que o valor de estresse foi inferior a 0,05 e a correlagdo de 0,95 (Grafico 1).
Este valor representa um numero de fragmentos amplificados suficiente e ou
minimo para obter associagdes estdveis entre os individuos amostrados

(KRUSKAL, 1964; SILVEIRA; RUAS; RUAS, 2003).
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Grafico 1 Coeficiente de correlagdo do numero 6timo de fragmentos de DNA
para Cavanillesia arborea

Foi possivel constatar a qualidade e a potencialidade do marcador ISSR
no presente estudo, pois os individuos nas diferentes populacdes apresentaram o
mesmo padrido de fragmentos de DNA com uso de um mesmo primer. Isso
reforca o potencial do uso de marcadores ISSR em estudos de diversidade

genética para diferentes espécies.

4.2 Diversidades genética das populacgdes analisadas

As estimativas de divergéncia genética intrapopulacional obtidas em

populacdes naturais de C. arborea estdo dispostas na Tabela 5. A porcentagem
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de locos polimorficos (P) foi elevada em todas as populagdes, com valores
variando de 95,06% na populagdo de Mato Verde a 100% nas populagdes de FU
e PC, sendo a média de 98,27%.

Tabela 5 Estimativas genéticas de C. arborea em cinco populacdes naturais. Ng:
numero de alelos observados, N,: numero efetivo de alelos, He:
diversidade genética de Nei, /: indice de Shannon, e P: porcentagem
de locos poliméficos

Populagoes N, N, H, 1 P
JAN (01, ,19576) (01,’26480) (0?13096) (0(? 15376) 97,53
FU (02,60000) (01. 18838) (0(364754) (0%6837) 100
PC (02,60000) (01, 18534) (00,6‘250) (0?66543) 100
MO (01,19191) (01,57197) (0(364930) (0(316120) 98,77
MV (01,’29158) (ol,’27494) (0?]412 3) (0?16512) 95,06
Media 1,98 1,78 0,43 0,61 98,27

(): Desvio padrdo. JAN: Janudria; FU: Furado; PC: Parcela Carlos; MO: Mocambinho;
MV: Mato Verde

Diversos trabalhos com populagdes naturais (ALEXANDER; LISTON;
POPOVICH, 2004; GE; SUN, 2001; XIA et al., 2007), apontam para o uso da
porcentagem de locos polimérficos como uma medida importante da diversidade
genética. Entretanto, apesar do uso desse parametro como indicador de
diversidade genética, em diversos trabalhos com marcadores dominantes
percebe-se que os valores de porcentagem de locos polimdrficos variam
bastante. Os niveis de polimorfismo para diferentes espécies sdao descritos como
muito baixos, cerca de 7%, em Vicia psiformis (BLACK-SAMUELSSON et al.,
1997), de 20 a 30% em Acanthus ilicifolius Linn. e Limonium dufourii
(LAKSHIMI et al., 1997; PALACIOS; GONZALES-CANDELAS, 1997) e

valores maiores, como os relatados por Lacerda et al. (2001) com 71% de locos
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polimérficos para Plathymenia reticulata e 64,9% para P. foliolosa (LACERDA
et al., 2002). Em Hymenaea courbaril e H. stigonocarpa, Brandiao (2002)
encontrou 77% e 65% de locos polimoficos, respectivamente. Em Eremanthus
erythropappus, Moura (2005) encontrou 75% de locos polimoérficos, utilizando 8
primers RAPD. Branddo (2008) encontrou valores entre 83 a 89% de locos
polimérficos para espécie Myrcia splendens com uso do marcador ISSR,
resultados parecidos como os obtidos por Fernandes (2008) que utilizou o
mesmo marcador em Caryocar brasiliense.

Ao comparar com resultados obtidos neste trabalho com o de outras
espécies estudas como os citados acima que utilizaram marcadores da mesma
natureza pode-se concluir que ocorre variagdo expressiva nesses percentuais, em
funcdo provavelmente de caractisticas ecologicas de cada espécie, amostragem
de inidviduos e populagdes que variam em cada trabalho, ou ainda, em fungdo
do maior polimorfismo dos marcadores ISSR quando comparados com os
marcadores RAPD.

O valor médio da diversidade genética foi 0,43, ¢ a média do indice de
Shannon foi 0,61.. A heterozigosidade esperada (H.) variou de 0,39 na
populagdo de Januaria a 0,45 nas populacdes localizadas no PEMS (FU e PC).
Os valores estimados para o indice de Shannon (I) variaram de 0,57 na
populagdo de Januaria (JAN) a 0,64 na populagdo Parcela de Carlos (PC). Os
indices de diversidade genética apresentados (H, e /) mostram altos niveis de
diversidade genética dentro das populagdes de C. arborea . Ao observar os
desvios padrdes apresentados para as estimativas de H,, € possivel perceber que
os niveis de diversidade genética sdo similares em todas as populagdes A
existéncia de alta diversidade genética dentro das populagdes naturais de C.
arborea também pode ser confirmada quando se compara os valores do indice

de Shannon, com aqueles encontrados para outras espécies arboreas, nos quais
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foram utilizadas metodologias similares, como encontrados por Brandado (2008)
e Fernandes (2008).

Lacerda et al. (2001) observaram valores de o H, variando de 0,301 a
0,367 para Plathymenia reticulata. Torezan et al. (2005) obtiveram o He igual
a 0,41 para individuos adultos de Aspidosperma polyneuron. Tais comparacdes
revelam forte evidéncia de que a espécie C. arborea apresenta niveis altos de
variabilidade genética intrapopulacional. No caso especifico da Cavnillesia
arborea, os altos indices de diversidade genética encontrados podem ser
resultado de suas caracteristicas ecologicas, uma vez que a espécie tem
fertilizacdo cruzada, e é polinzada por morcegos, além disso, tem dispersdo
anemocorica (PEZZINI, 2008), e ainda segundo Vieira e Sacariot (2006), produz
grande quantidade de frutos antes da estagdo chuvosa.

Ao comparar os diferentes tipos de marcadores, geralmente os
dominantes apresentam maiores niveis de diversidade genética em relagdo aos
marcadores codominantes (GE; SUN, 2001). Moura (2005), em trabalho com
Eremanthus  erythropappus  utilizou tanto marcadores codominantes
(isoenzimas) quanto dominantes (RAPD), e encontrou altos niveis de
diversidade genética na espécie Eremanthus erythropappus em cinco populagdes
estudadas com os dois tipos marcadores (aloenzimas ¢ RAPD). No entanto,
estimativas genéticas por meio de marcadores dominantes sdo algumas vezes
menores do que por marcadores codominantes de acordo com estudos de Smith
e Pham (1996). Por outro lado, Tarezan et al. (2005) encontraram baixos niveis
de diversidade genética, tanto em individuos adultos, quanto regenerantes, de
Aspidosperma polyneuron, utilizando marcadores dominantes (RAPD).

Entretanto, ¢ importante salientar que esses resultados encontrados sdo
estimativas da geracdo atual, que provavelmente ja estavam presentes antes dos
processos da destruicdo e da fragmentagdo nos ambientes amostrados. Assim, é

importante que essas estimativas também sejam obtidas para outras geracdes
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dessas populagdes com trabalhos que envolvam regenerantes e progénies, € que

serdo desenvolvidos como continuagdo deste trabalho.

4.3 Estrutura genética das populacdes

Os valores da heterozigosidade genética total (Ht), heterozigosidade
média dentro de populagdes (Hs), diversidade entre populagdes (Dsz) e fluxo
alélico (Nm) estdo distribuidos na Tabela 6. O valor de Hr(0,471) foi superior ao
encontrado para outras espécies polinizadas por animais (0,167), e também por
espécies de ampla distribuicdo (0,204) (HAMRICK; GOLDT, 1989;
LOVELESS; HAMRICK, 1984), incluindo populagdes com espécies da mesma
familia da C. arborea, como presentes no trabalho de Souza, Kageyama e
Sebbenn (2004), que obteve 0,344 para Chorisia speciosa, ¢ também em
diversas outras espécies nativas arboreas relatados na revisdo realizada por
Nybom (2004).

Entretanto, esses trabalhos foram desenvolvidos com marcores co-
dominandes. Recentemente alguns trabalhos com marcadores ISSR
apresentaram resultados semelhantes com espécies de fecundagao cruzada, como
em Caryocar brasiliense cujo valor foi de 0,395 (FERNANDES, 2008), ¢ de
0,390 e 0,370 em fragmentos e corrededores ecologicos para a espécie; Myrcia
splendens (BRANDAO, 2008), de 0,505 em Gautheria fragrantissima (APTE et
al., 2000).



50

Tabela 6 Dados da estrutura genética de Cavanillesia arborea nas populagdes
amostradas. H; = heterozigosidade genética total;, H; =
heterozigosidade média dentro da populagdo; Dst = diversidade entre
populacdes; Gst = coeficiente de diferenciagdo populacional e Nm =
fluxo alélico

H, H, Dgr Gst Nm
Média dNas 0471 0,423 0,048 0,0874 5,22
populagdes
Desvio
oadrio (0,0021) (0,0026) - i i

Com relagdo ao fluxo alélico (Nm), foi observado um valor igual a 5,22
para o conjunto das populagdes. Em principio, um fluxo alélico maior do que
quatro migrantes por geragdo ¢ suficiente para contrapor os efeitos da deriva
genética (SLATKIN, 1987; WRIGHT, 1951). Segundo Mills e Allendorf (1996)
e Wang (2004), de 1 a 10 migrantes por geragdo entre populagdes pode evitar os
efeitos do acasalamento de individuos aparentados. Ao comparar esses
resultados com outros trabalhos, percebe-se que o niimero de migrantes foi
relativamente proximo aos encontrados para Caryocar brasiliense cujo valor foi
de 4,00 (FERNANDES, 2008), ¢ também em Myrcia splendens com valor de
8,72, que analisaram populacdes em ambientes fragmentados. Entretanto, o
fluxo alelélico encontrado em Chorisia speciosa com valor de 0,370 (SOUZA;
KAGEYAMA; SEBBENN, 2003) espécie da mesma familia, foi bem menor,
porém esse trabalho foi desenvolvido com marcador codominante (aloenzimas).
Além disso, Perecin (2000), estudando Maytenus aquifolia Mart. e M. ilicifolia
Mart. ex Reiss, encontrou valores baixos (0,23) a moderados (6,22) de fluxo
alélico. Em estudos com canafistula (Peltophorum dubium), Mori (2000)
observou um fluxo génico variando de 3,63 a 3,11. Zimback et al. (2004),
estudando populagdes de Trichilia pallida observou um fluxo génico de 0,78, e
Reis et al. (2009) encontraram valor de Nm = 3,0 para Calophyllum brasiliense,

com marcador RAPD.
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Assim, ao avaliar os valores aqui estimados de Nm, e compara-los aos
encontrados em outras espécies ¢ possivel presumir que o fluxo alélico em C.
arborea, ocorre em fungdo das caracteristicas ecologicas da espécie, como a
polinizag¢do (quiropterofilia), que segundo Bawa (1990), em sua revisdo sobre
polinizagdo de espécies em florestas tropicais, a poliniza¢do por morcegos pode
ter longo alcance, uma vez que esses animais podem percorrer muitos
quilometros durante o v6o. E ainda, dispersdo dos frutos (anemocorica),
tornando eficiente o fluxo alélico entre as populagdes.

E importante ressaltar que os valores de fluxo alélico aqui encontrados,
podem ser reflexos de eventos como polinizagdo e dispersdo ocorridos no
passado (SMOUSE; SORK, 2004), pois os individuos amostrados sdo adultos e
estdo presentes no ambiente antes do evento de fragmentagdo observados nessas
areas. Outros estudos, como por exemplo, as analises nas progénies ¢ ou a
analise de paternidade, podem auxiliar uma melhor compreensdo do fluxo
alélico contemporaneo na paisagem estudada. Trabalhos em microescala
também sdo importantes para melhor entender os padrdes da atual estrutura
genética destas populagoes.

Os valores de diversidade entre populagdes (Dst) € do coeficiente de
diferencia¢do populacional (Ggsr) foram 0,048 e 0,087 respectivamente. O valor
de Gst indica que a variabilidade entre e dentro das populagdes contribuiu com
8,7% e 91,3% da heterozigosidade total respectivamente. Esses valores estdo de
acordo com os observados em espécies de fecundagdo cruzada (HAMRICK;
GODT, 1989) com marcadores isoenzimaticos e também trabalhos com
marcadores como marcadores dominantes (BRANDAO, 2008; FERNANDES,
2008; MOURA, 2005). Alguns valores referentes a trabalhos com marcadores
dominantes, segundo Nybom e Bartish (2000), as estimativas do Gsr sdo

similares aquelas obtidas com marcadores codominantes.
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Os resultados obtidos pela analise de varidncia molecular (AMOVA)
para as cinco populagdes estdo dispostos na Tabela 7. Os resultados da
AMOVA, 0,0872, foram proximos aos valores obtidos de Gsr 0,0874. Esses
valores indicam que a maior parte da diversidade genética (91,28%) encontra-se
dentro das populacdes, enquanto que 8,72% estdo distribuidos entre as
populacdes. Esses resultados sdo comuns quando se analisa outros trabalhos com
espécies de fecundacdo cruzada (BRANDAO, 2008; FERNANDES, 2008;
GILLIES et al., 1999; GOULART; RIBEIRO; LOVATO, 2005; RENAU-
MORATA et al., 2005).

Tabela 7 Analise de variancia molecular (AMOVA) em cinco populagdes de
Cavanillesia arborea. GL = graus de liberdade ¢ SQ = soma do
quadrado dos desvios

Fonte de Componentes  Variagéo

varia¢ao GL 5Q da varidncia Total (%) P
Entre 4 184,96 1.035 872  <0,0001
populagdes
Dentro de 170 1843,66 10.85 9128  <0,0001
populagdes
Total 174 2018,62 11,88 100

De fato, espécies arboreas geralmente, mostram grande variagcdo genética
dentro das populacdes (AAGAARD; KRUTOVSKII; STRAUSS, 1998; YUN et
al., 1998). Espécies arboreas normalmente apresentam sistema misto de
reproducdo ¢ mecanismos eficientes de dispersdo de pdlen e sementes, que
resultam em fluxo alélico a longa distancia, o que diminui a divergéncia genética
entre as populagdes e aumenta a variabilidade encontrada dentro delas
(LOVELESS; HAMRICK, 1984). Se, contudo, o fluxo génico ¢ restrito, as
populacdes deverdo mostrar baixa divergéncia intrapopulacional e alta entre as

populacdes (LOVELESS; HAMRICK, 1984).
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A baixa diferenciacdo genética média entre as populagdes pode ser
atribuida ao fato de que todas faziam parte de uma tinica populag@o continua no
passado. Assim, os possiveis efeitos da degradagdo e fragmentagdo s6 poderdo
ser constatados com estudos de progénies, e ou individuos regenerantes, pois os
eventos de fragmentacdo mais intensos nos locais de ocorréncia das populagdes,
principalmente em decorréncia da pecudria extensiva, ocorreram nos ultimos 50
anos (ESPIRITO-SANTO et al., 2009).

Os resultados obtidos sdo confirmados pelo modo de polinizagdo da C.
arborea, quiropterocoria, em que esse polinizador alcanca longas distancias,
homogeneizando geneticamente as populagdes. Em outras espécies que possuem
mesmo agente polinizador, os resultados de estrutura genética sdo proximos aos
encontrados aqui, como em Caryocar brasiliense onde 2% da variabidade
encontra-se entre ¢ 98% dentro as populagdes (MELO JUNIOR et al., 2004),
trabalho realizado com marcador aloenzimatico, ¢ Fernandes (2008) encontrou
para mesma espécie 11,1% da variabilidade entre, ¢ 88,9% dentro das
populagdes, com uso do marcador ISSR.

As estimativas de identidade e de distancia genética de Nei (1978) para

C. arborea, nas cinco populagdes sdo mostradas na Tabela 8.

Tabela 8 Estimativas de identidade (acima da diagonal) e distancia genética
(abaixo da diagonal) de Nei (1978), nas populagdes de Cavanillesia

arborea
Populagdes JAN FU PC MO MV
JAN - 0,9508  0,9497  0,9345 0,8316
FU 0,0504 . 0,9726  0,9684 0,8865
PC 0,0516  0,0278 - 0,9535 0,8958
MO 0,0677  0,0322  0,0476 - 0,8847

MV 0,0184  0,1205 0,1100  0,1226 —_—




54

A distancia genética média entre as cinco populacdes foi de 0,065. As
populagdes que apresentaram menor distdncia genética entre si foram JAN e MV
(0,0184) , e as que apresentaram maior valor foram MV ¢ MO (0,1226).

De maneira geral os valores de distancia genética de Nei (1978) indicam
baixa divergéncia genética entre as populagdes, em funcao da eficiéncia do fluxo
alélico (Nm=5,22) entre as populagdes. Esse fluxo alélico deve ocorrer via
polen, apesar da dispersdo dos frutos da espécie ocorrer por anemocoria, que
teoricamente alcanca longas distancias. Essa hipdtese se baseia na existéncia de
barreiras geograficas que impedem a dispersdo dos frutos a longas distancas.
Essas barreiras a dispersdo dos frutos que refor¢gam hipétese de fluxo alélico via
pélen, como a distdncia geografica entre as populacdes podem ter gerado a
divergéncia uma vez que algumas populagdes apresentam distancias
consideraveis umas das outras como ¢ o caso da populagdo MV, por exemplo,
que se encontra em média 130,12Km de distancia das demais, e as outras
populacdes que se encontram em distdncias umas das outras superiores a 45 km
com excecdo de PC-FU com 7,87km distantes entre si. Além disso, o proprio
Rio S&o Francisco que ¢ um dos mais caudalosos e importantes do Brasil separa
as populacdes estudadas. As populagdes de JAN, PC e FU localizam-se na
margem esquerda do rio, enquanto que as outras se localizam a direita (Figura
2). Outra forte evidéncia da dispersdo via pdlen € a polinizagdo realizada pelo
morcego cujo alcance de voo € longo e pode alcancar muitos kilometros de
distancia em florestas tropicais (BAWA, 1990).

A partir da matriz de identidade genética de Nei (1978) entre as
populacdes naturais de C .arborea, construiu-se um dendrograma pelo método

UPGMA (Figura 5).
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Figura 5 Dendrograma UPGMA das populagdoes de Cavanillesia arborea,
calculado de acordo com a identidade genética de Nei (1978). Os
nimeros acima dos nos indicam a consisténcia dos mesmos, apos
1.000 permutagdes. JAN-Januaria; FU-Furados; PC-Parcela Carlos;
MO-Mocambinho; MV-Mato Verde

O dendrograma apresenta uma faixa de similaridade de 86 a 98,% entre
as cinco populagdes. Acima de 93% de similaridade observam-se dois
agrupamentos: um formado por quatro populagdes (JAN, FU, PC E MO), e

outro MV. Isso pode ter ocorrido em fun¢do do baixo numero de individuos
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nessa populacdo, que foi 14, ou ainda, pelo fato de estar localizada numa regido
geograficamente diferenciada das demais, cercada por muitos afloramentos
calcarios. Além disso, estd inserida no complexo da Serra do Espinhaco na
regido norte de Minas Gerais, enquanto que as outras populacdes localizam-se
na Bacia do Rio S3o Francisco. MV ¢é a populagdo que apresenta a maior
distdncia média entre as populagdes (130,12 km). As outras quatro populacdes
(PC, FU, JAN, MO), encontram-se isoladas devido a fragmentagdo intensa na
regido. Esse isolamento pode impedir a troca de alelos entre as populagdes, o
que causa a divergéncia genética ¢ a formacdo de grupos distintos no
dendrograma.

Ao analisar a formagdo da primeira divisdo do dendograma, percebe-se a
formagdo de um ndé com 34,57% de consisténcia, o que permite supor a
existéncia de uma relagdo entre a similaridade genética entre as populagdes, e a
distancia geografica entre elas, pois essas popula¢des encontram-se numa regido
as margens do Rio Sdo Francisco, com caracteristcas geograficas bastante
semelhantes, refor¢ando a hipétese de que essas populagdes constituiam-se de
uma populagdo continua no passado.

O Teste de Mantel estabeleceu uma correlagdo positiva e significativa
entre as distdncias geograficas e as distdncias genéticas estimadas (r=0,8929;
P=0,0330) nas populagdes estudadas de C. arborea. Este resultado confirma a
hipotese de isolamento por distdncia, em que as distancias geograficas entre as
populacdes amostradas estdo correlacionadas com a distdncia genética. Além
disso, elementos da paisagem como o proprio Rio Sdo Francisco nesse sentido
pode atuar como barreira geografica para alguma dessas populacdes manterem
distancias genéticas umas das outras, e ainda outros elementos como os
processos de fragmentacdo em toda regido Norte do Estado.

O fato das populagdes apresentarem correlacdo positiva entre distancia

geografica e distancia genética, pode ser muito importante para programas de
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conservacdo da espécie, tendo em vista que essa € uma informagao importante,
podendo ser utilizada como indicativa de area de coleta de sementes para
conservacao ex situ, ja que um maior nimero de areas amostradas representaria
a maior variabilidade possivel (MELO; CIAMPI; VIEIRA, 2009).

Resultados semelhantes foram relatados também com marcadores
dominantes RAPD, onde encontrou-se correlacdo positiva entre as distancias
genética e geografica, como em FEugenia dysenterica no Cerrado goiano
(ZUCCHI et al., 2005) com valor de r = 0,770 e Lychnophora ericoides no
Distrito Federal, cujo valor de r = 0,820 (MELO; CIAMPI; VIEIRA, 2009).

4.4 Estrutura genética espacial

Todos os individuos de C. arborea amostrados estdo representados na
Grafico 2. Os pontos na figura representam as plantas coletadas dentro das
populagdes, e como apresentam-se distibuidas ao longo de distdncias que variam
entre 1000 a 4500 metros aproximadamente. A figura foi construida a partir das

coordenadas UTM, marcadas pelo GPS.
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Grafico 2 Posigdo e distribuicdo espacial de arvores de Cavanillesia arborea em
populagdes naturais no Norte de Minas Gerais. JAN: Januaria, FU:

Furado, PC: Parcela Carlos, MO: Mocambinho, ¢ MV: Mato Verde

(...continua...)
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A distribuigdo espacial dos genotipos dentro de cada populagdo foi

obtida por meio do coeficiente de Kinship de coancestria (HARDY, 2003) entre

plantas para cada classe de distancia (Grafico 3).
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Grafico 3 Correlogramas do coeficiente de coancestria (kinship), por classes de
distancia, para individuos de Cavanillesia aborea nas populagdes
naturais amostradas no norte de Minas Gerais ---- intervalo de
confianga, a 95% de probabilidade

(...continua...)
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Nas populagdes FU e MO percebe-se uma auséncia de estruturacdo
genética siginigicativa (P>0,05), o que representa uma distribui¢@o aleatdria dos
gendtipos dentro destas populagdes. Entretanto, nas outras populagdes foi
constatada estruturagdo espacial com valores significativos de coancestria
(P<0,05), além dos valores de Sp que foram diferentes de zero e significativos a
95% de probabilidade (Tabela 9).

Na populacdo JAN os coeficientes de coancestria foram significativos na
primeira classe de distdncia (0 a 171 metros) e assumiu valores de 0,037
(P=0,00); e ainda na sexta classe de distancia onde assumiu o valor negativo de -
0,0445 (P=0,003). Esses resultados apontam para uma estruturagdo espacial, em
que os individuos geograficamente mais proximos foram geneticamente
similares, resultado de uma coancestria positiva. Ao mesmo tempo nessa
populacao ocorreu na classe de distidncia 6, a 1558m, uma coancestria negativa,
indicando que os individos geograficamente distantes tem menor similaridade

genética.

Tabela 9 Caracterizacdo da estrutura espacial de Cavanillesia arborea nas 5
populagdes, incluindo para cada populagdo o coeficiente de kinship
(Fj) para primeira classe de distancia, By, estatistica S, e valor de
significancia (P)

Populagdes F Bioe S, P
Januaria 0,0375 -0,0182 0,0189 0
Furado 0,0026 -0,0028 0,0028 0,5085™
Parcela Carlos -0,0056 -0,0005 0,0005 0,7123™
Mocambinho 0,0083 -0,0029 0,0029 0,3167™
Mato Verde 0,0289 -0,009 0,009 0,005*

" P<0,05; ™, ndo significativo

A andlise do correlograma da populacao PC apresenta resultado onde os
valores de coancestria foram baixos e em duas classes de distdncias: a segunda
entre 383 a 500 metros e, a terceira entre 500 e 2456 metros apresentaram

estruturacdo genética espacial significativa, respectivamente de -0,0238
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(P=0,033) ¢ 0,0159 (P=0,005). Na segunda classe de distancia com coancestria
negativa os individuos mais distantes geograficamente sdo menos similares
geneticamente. Na terceira o contrario, a estruturacdo se deu com os individuos
mais proximos geograficamente, estes também sdo mais proximos
geneticamente. Esse padrdo de estruturacdo genética espacial pode ter ocorrido
em funcdo de caracteristicas locais da populagdo, tais como interferéncia do
vento na dispersdo dos frutos, ou ainda, provaveis elementos da paisagem que
possam influenciar na a¢do do polinizador, e que ndo foram avaliados no
presente trabalho.

Na populagdo MV, houve estruturagdo espacial na primeira classe de
distancia entre 0 a 17 metros com valores de 0,0289 (P=0,037). Esses resultados
indicam a presenga de estruturacdo espacial nessa populagdo na primeira classe
de distancia, indicando assim que os individuos geograficamente mais préximos
foram geneticamente similares, resultado de uma coancestria positiva.

Diante dos resultados da estatistica S, da estrutura genética (Tabela 9)
para as cinco populagdes de C. arborea foi observado nas populagdes JAM, PC
e MV a ocorréncia de estruturagao genética espacial significativa com valores
baixos e proximos a outros trabalhos com espécies de fecundagdo cruzada
(VEKEMANS; HARDY, 2004). Isso pode ter ocorrido em funcdo da limitada
dispersdo de sementes nesses locais, agravada pela degradagcdo das areas
amostradas com reducdo do ntimero de individuos o que pode ser um indicio
formacao de agregados de plantas nesses ambientes.

Os baixos valores de Sp aqui encontrados variaram de 0,0005 a 0,0189 e
estdo proximos aos valores encontrados em outras espécies de fertilizagdo
cruzada (BRANDAO, 2008; FERNANDES, 2008; MOURA, 2005). Os
constrastes entre as popula¢des no que diz respeito a estruturacdo espacial pode
ser explicada considerando a hipotese de que a similaridade de condigdes

ecologicas como clima, solo e altitude pode levar a similaridade genética entre
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individuos (GRAUDAL et al., 1997), e que a dispersdo do pdlen ¢ sementes
dentro das populagdoes muitas vezes podem ser limitadas as vizinhangas da
matriz, supde-se que arvores mais proximas apresentem maior similaridade
genética do que arvores mais distantes espacialmente (GRAUDAL et al., 1997,
SOKAL; MENOZZI, 1982). Futuyma (1992) considera que, em uma populagao,
existem limitagdes fisicas que podem dificultar os cruzamentos aleatdrios,
devendo haver maior probabilidade de cruzamentos entre individuos mais
préoximos, o que, por sua vez, pode levar a formagdo de grupos, estruturando a
populagdo. Além disso, a dispersdo dos frutos pelo vento pode alterar a estrutura
genética espacial em fungdo da variagdo da intensidade dos ventos nesses locais,
e ainda o comportamento do polinzador, que no caso da C. arbdrea é o morcego
que voa longas distancias (BAWA, 1990).

Os estudos de estrutura genética espacial sao muito importantes quando
se pensa em conservacao in situ de populagdes naturais e suas estratégias de
amostragem, uma vez que com essas informagdes € possivel assim, maximizar a
diversidade populacional ou da espécie (EPPERSON; ALLARD, 1989). E ainda,
no caso de manejo, seria uma indicacdo do distanciamento minimo entre
individuos a serem amostrados para programas de melhoramento genético da
espécie e para a coleta de sementes, pois, assim, a amostragem seria
maximizada, visando a obtencdo de maior variabilidade genética (CLOUTIER et
al., 2007; JIN; HE; LU, 2003; KELLY; HARDY; BOUVET, 2004).

No caso especifico de C. arborea os estudos apontaram para presenga de
estruturagdo espacial nas populagdes JAN nas classes de distancia 0 a 171 e
1558m , PC nas classes de distancia de 383 a 500 ¢ 500 a 2456m, e MV na
classe de distancia de 0 a 17m.. Portanto, seria de fundamental importancia que
as estratégias de conservacdo tivessem como foco a preservagdo de grandes
areas de matas secas, uma vez que os individuos correm em distancias

consideraveis uns dos outros. Aliado a isso, outras informacdes geradas em
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estudos de diversidade genética, e ainda outras abordagens com distribuicdo
espacial dos gendtipos em microescala, com amostragem de progénies e ou
individuos regenerantes, associados a estudos da biologia reprodutiva, podem
auxiliar na compreensdo da estrutura genética da espécie nos ambientes
estudados.

Os dados gerados nesse trabalhos podem ser de fundamental
importancia, uma vez que a conservacao desse ecossistema ¢é prioritaria tendo
em vista os altos indices de fragmentacgdo nas areas de ocorréncia da Mata Seca,
e também por causa da perspectiva de desmate a curto prazo, tendo em vista a
criagdo da Lei estadual numero 17.353/2008 que subsidia a reducdo das areas de
reserva legal no dominio desse ecossistema. Assim, ao propor a estratégias
conservacdo com preservacdo de grandes areas, inevitavelmente € possivel

estabelecer condigdes para a preservagdo de outras espécies das Matas Secas.
4.5 Eventos fenoldgicos
4.5.1 Caracterizacao climética da area de estudo
A temperatura média mensal apresentou resultados relativamente
constantes e altos no periodo amostrado, sendo que a temperatura média mensal

maxima foi de 28,12° C em outubro/2008 e¢ a minima foi de 20,55 °C em

novembro do mesmo ano (Grafico 4).
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A umidade relativa do ar apresentou picos nos més de novembro,
dezembro e abril em todos os anos amostrados, com maximo de 93,29% em
novembro de 2007, resultados que indicam sazonalidade desta variavel.

Os valores de precipitagdo foram baixos, no ano de 2008 um total de
757,8 mm, e no ano de 2009, 1110,7 mm. No periodo de estudo fenologico,
entre novembro de 2007 e dezembro de 2009, um total 11 meses, isto €, 42%
do periodo avaliado apresentou valores de precipitagdo abaixo de 20 mm ao
més. E ainda, entre os meses de julho a agosto/2008 e junho a agosto/2009 nao
foram registradas chuvas na area de estudo, e o valor de precitacdo foi igual a
zero. Os meses de novembro de 2007, novembro a janeiro de 2008 e outubro de
2009 apresentaram picos de pluviosidade, sendo o més de outubro/2009 o que

apresentou a maior média de todo periodo avaliado 252mm.

4.5.2 Fenologia reprodutiva

As fenofases de C. arborea nao foram influenciadas pela variavel
temperatura, ndo sendo observadas correlagdes significativas entre os eventos
fenoldgicos reprodutivos observados botdo floral(BF), floragdo (FL), frutos
imaturos (FI) e frutos maduros (FM) com a temperatura. Entretanto, as
diferentes fenofases se correlacionaram significativamente com as varidveis de
precipita¢ao e de umidade relativa do ar, tanto em relagdo a intensidade quanto a

atividade (Tabela 10).
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Tabela 10 Correlagdo de Spearman entre os indices de atividade e intensidade
das diferentes fases mensais de Cavanillesia arborea com as
variaveis climaticas no periodo de novembro de 2007 a dezembro de

2009
C s Variavel
Fenofase Avaliagdo S R P
climatica
Folha seca Atividade Precipitacao 26 -0,2766 0,1715
Intensidade Precipitacio 26 -0,4177 0,0337*
Atividade U. Relativa 26 0,0769 0,7086
Intensidade U. Relativa 26 -0,1432 0,4850
Folha verde Atividade Precipitacio 26 02738 0,1759
Intensidade Precipitacdo 26 02132 0,2956
Atividade U. Relativa 26 0,5472 0,0038*
Intensidade U. Relativa 26 0,5683 0,0024*
Brotamento Atividade Precipitacao 26 04139 0,0355%*
Intensidade Precipitacdo 26 04216 0,0319*
Atividade U. Relativa 26 0,3562 0,0740
Intensidade U. Relativa 26 03614 0,0696
Botdo floral Atividade Precipitacao 26 -0,6630 0,0002%*
Intensidade Precipitacdo 26 -0,6630 0,0002%*
Atividade U. Relativa 26 -0,4231 0,0312*
Intensidade U. Relativa 26 -0,4194 0,0329*
Floragao Atividade Precipitacio 26 -0,2832 0,1609
Intensidade Precipitacao 26 -0,2832 0,1609
Atividade U. Relativa 26 -0,4552 0,0194*
Intensidade U. Relativa 26 -0,4552 0,0194*
Fruto imaturo Atividade Precipitacio 26 -0,2832 0,1609
Intensidade Precipitacdo 26 -0,2832 0,1609
Atividade U. Relativa 26 -0,4523 0,0203*
Intensidade U. Relativa 26 -0,5937 0,0013*
Fruto maduro Atividade Precipitacdo 26 0,4061 0,0395*
Intensidade Precipitacao 26 04555 0,0193*
Atividade U. Relativa 26 -0,1979 0,3324
Intensidade U. Relativa 26 -0,0840 10,6831

" Valores significativos a 5% de probabilidade

De maneira geral, o surgimento de botdes florais e abertura das flores

ocorreram de forma sazonal entre os meses de junho a outubro nos dois anos

observados, com pico de producgdo entre julho-agosto para botdes florais e
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setembro e outubro para antese, que coincidiram com a estacao seca (Grafico 5).
A produgdo de botdes florais correlacionou-se negativamente com a precipitagao
e umidade relativa tanto para o indice de atividade quanto para o indice de
intensidade. A abertura de flores correlacionou-se negativamente apenas com
unidade relativa do ar (Tabela 10). Esses fendmenos estdo relacionados ao
periodo seco do ano (maio a outubro), que atingiram os valores percentuais mais
altos nesse periodo (Fig 9c). A presenca de botdes florais apresentou picos de
66% e 86% em 2008 e 2009, respectivamente, para indice atividade, e 43% e
61% para o indice de intensidade. Ao mesmo tempo, a fenofase antese atingiu
picos menores de floragdo, com intensidade de 20% em setembro/2008 e 21%
setembro de 2009, ja os picos do para esta fenofase no indice de atividade foram

de 26% e 53% em 2008 e 2009, respectivamente (Grafico 5)
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Grafico 5 Indices de intensidade (A) e atividade (B) fenolégica reprodutiva de
individuos de Cavanillesia arborea no Parque Estadual Mata Seca no
periodo de novembro de 2007 a dezembro 2009: botao floral,
floragdo, Frutos maduros e frutos imaturos

A producdo de frutos imaturos e maduros ocorreu de forma sazonal
entre os meses de agosto a dezembro nos dois anos observados. Os picos de
produgdo dos frutos imaturos ocorreram nos meses de setembro, ¢ para os frutos

maduros, os meses de maior produtividade foram outubro e novembro.
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A produgdo frutos imaturos correlacionou-se negativamente com a
umidade relativa do ar, tanto para o indice de intensidade quanto de atividade.
Entretanto, ndo houve correlagdo significativa com a precipitagdo no periodo
avaliado, o que indica que a ocorréncia desta fenofase estd relacionada ao
periodo seco do ano. No entanto, a produ¢ao de frutos maduros correlacionou-se
positivamente com a precipitacdo para os dois indices avaliados, coincidindo
com periodo chuvoso na regido. Portanto, pode-se dizer que, o estabelecimento
dos frutos ocorre simultaneamente no periodo de maior pluviosidade (Tabela
10).

O ritmo fenolégico reprodutivo apresentado por C. arborea,
caracterizou-se pela ocorréncia sazonal das fenofases. A floragdo da barriguda
pode ser classificada como anual e regular, segundo a classificacdo de Newstron,
Frankie e Baker (1994). Essa fenofase apresentou alta sincronia (atividade) e
produtividade no periodo estudado. Fatores ambientais, especialmente
precipitagdo, afetam a atividade dos agentes polinizadores e também as espécies
vegetais, por meio de mecanismos de resposta aos estimulos ambientais que
estdo sincronizados com fatores bioticos (MANTOVANI; MARTINS, 1998).
Segundo Pedroni, Sanchez e Santos (2002), a produgdo de inflorescéncias no
periodo seco encontra-se associada a uma maior protecdo dos Orgdos
reprodutivos. Assim, é possivel associar a floracdo nos periodos secos a uma
adaptagdo da espécie aos fatores bidticos e abiodticos, como sugerido em espécies
de Mata Seca por Nunes et al. (2005) para Guazuma ulmifolia (Malvaceae) e
Nunes et al. (2008) para Myracroduon urundeuva (Anarcadiaceac).

O padrao de frutificagdo também ocorreu de forma sazonal e sincronica.
Entretanto, foi possivel observar esse fendmeno uma vez que os picos de
produgdo frutos verdes ocorreram no periodo antes do inicio das chuvas, e os
frutos estavam maduros nos periodos em que haviam picos de precipitagdo no

periodo avaliado. Segundo Mantovani et al. (2003), em estudo com Copaifera
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langsdorffii, foi observado que na estagdo seca as plantas perdem folhas
aliviando o déficit hidrico e abrem os frutos quando a umidade do ar ¢ favoravel
a deiscéncia. Além disso, no periodo chuvoso, a decomposi¢@o da serrapilheira
proporcionard uma maior umidade e abundancia temporaria de nutrientes
(MORELLATO; LEITAO-FILHO, 1992), que contribuem para o
estabelecimento inicial da planta e seu crescimento mais rapido, antes da
chegada da préxima estagdo seca (NUNES et al., 2005). Esse padrao de
frutificagdo apresentado pela barriguda, provavelmente, ¢ uma forma de
regulacdo da dispersdo numa época propicia para germinacdo das sementes

(PINA RODRIGUES; PIRATELLI, 1993).

4.5.3 Fenologia vegetativa

Assim como nos estudos de fenofases reprodutivas, os resultados para
fenologia vegetativa para C. arborea, ndo foram significativos para a variavel
climatica temperatura e apresentaram algumas correlagdes significativas para
precipitacdo e umidade relativa (Tabela 10).

O brotamento das folhas ocorreu nos meses com maior pluviosidade,
onde houve correlacdo positiva entre esta fenofase e a precipitagdo, tanto para o
indice de atividade quanto de intensidade. A espécie apresentou picos de
brotacdo entre os meses de novembro a dezembro, durante os 26 meses
avaliados. Entretanto, no periodo de novembro de 2007 a abril de 2008, esse

fenomeno perdurou por mais tempo, com cinco meses de duragdo (Grafico 6).
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Grafico 6 Indices de intensidade (A) e atividade (B) fenologica vegetativa de
individuos de Cavanillesia arborea no Parque Estadual Mata Seca no
periodo de novembro de 2007 a dezembro 2009: folha seca, folha
verde e brotamento

A intensidade da presenca de folhas secas (deciduidade) foi afetada

negativamente pela precipitagdo, ¢ no que diz respeito ao indice de atividade

desta fenofase e precipitagdo ndo houve nenhuma correlacao.

No entanto, a

umidade relativa do ar correlacionou-se positivamente tanto para os indices de

atividade quanto de intensidade para presenca de folhas verdes de C. arborea
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(Tabela 10). Assim, o enfolhamento nessa populagdo ocorreu de dezembro a
julho, durante os dois anos avaliados, o que demonstrou uma sincronia bastante
expressiva desta fenofase (Figura 11). Os periodos de maio a agosto, nos dois
anos estudados, apresentaram auséncia total de folhas verdes, o que coincide de
maneira bastante clara com os periodos secos do ano (Grafico 4C). Os
individuos da populagdo apresentaram 100% de sincronia de deciduidade nos
meses de setembro a novembro nos dois anos avaliados, dessa forma, todos os
individuos perderam as folhas nesse periodo, o que condiz com a caduficolia da
espécie (Figura 11, ae b)

Diversos trabalhos em florestas tropicais demonstram que os eventos
fenologicos, em sua grande maioria, sdo sazonais, principalmente quando as
florestas estdo sujeitas a uma forte estacionalidade climatica (LOCATELLI,
MACHADO, 2004).

Ao analisar os dados fenoldgicos da barriguda nos 26 meses avaliados ¢
possivel observar que tal afirmagdo pode ser comprovada, uma vez que, a
presenca de folhas novas ocorreu de forma recorrente no periodo entre os meses
de dezembro a julho, seguidas de periodos de deciduidade total nos meses de
setembro a novembro, resultado semelhante ao encontrado por Barbosa, Barbosa
e Lima (2005) com Myracrodruon urundeuva na regido de Caatinga no nordeste
brasileiro, e Nunes et al. (2008) com a mesma espécie no Cerrado no norte de
Minas Gerais.

Longman e Jenik (1987) afirmam que o fluxo sazonal de folhas novas é
um trago caracteristicos das florestas tropicais. Outros estudos (BORCHERT,
1994; REICH, 1995; WRIGHT, 1991) apontam para incremento na produgao de
folhas em fungdo do aumento da disponibilidade de luz e agua, que neste
trabalho ndo foram realizados em fun¢do da néo disponibilidade destes dados na
estacdo climatica de Mocabinho da EPAMIGA para essas analises. No entanto,

este estudo aponta para a presenca de folhas verdes em sete meses no ano, a
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duracdo deste evento foi marcante durante os 26 meses avaliados, mesmo sem
esta fenofase ter se correlacionado com a varidvel ambiental precipitagdo.
Assim, fatores fisiologicos podem ter afetado essa fenofase (ELLIOT; BAKER;
BORCHERT, 2006). Estudos futuros com avaliagdo de fotoperiodo e, ainda,
estudos fisioldgicos da planta poderiam ampliar o conhecimento sobre a
producdo de folhas verdes e floracdo desta espécie para a espécie.

O brotamento de C. arborea ocorreu de forma sazonal e correlacionado
com precipitacdo, o que segundo Borchert (1994) ¢é caracteristica de florestas
sazonais, influenciado principalmente pela disponibilidade de agua e luz. A
presenca de folhas secas ocorreu, praticamente, a0 mesmo tempo que a presenca
de folhas verdes. De acordo com Borchert, Rivera e Hagnauer (2002) e Elliott,
Baker e Borchert (2006), a queda foliar ocorre como conseqiiéncia do aumento
da deficiéncia hidrica e pelo proprio envelhecimento das folhas. Além disso,
outros fatores ambientais, como comprimento do dia podem ser determinantes
da fenologia foliar (MARQUES; OLIVEIRA, 2004).

O sincronismo das fenofases reprodutivas e vegetativas de C. arborea
demonstra que fatores climaticos influenciaram na fenologia da espécie, mesmo
quando a precipitagdo apresentou valores bastante diferentes, como no caso dos
valores de precipitacdo de 2009 que foi quase que o dobro de 2008. Assim, C.
arborea apresentou suas fenofases seqiienciais, 0 mesmo nao aconteceu com o0s
estudos de Nunes et al. (2005) com Guazuma ulmifolia, espécie da mesma
familia que também ocorre no mesmo ecossistema, que apresentou
enfolhamento, floragdo e frutificagdo entre agosto e outubro. Por outro lado,
Pedroni, Sanchez e Santos (2002), obteve fenofases seqiienciais para Copaifera
Langsdorfii em florestas semideciduais no sudeste do Brasil., que no periodo das
chuvas a planta apresenta uma copa grande, resultado de enfolhamento intenso,

e no periodo seco perde as folhas, o que resulta em redugdo do déficit hidrico, e
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florescem em abundéncia, o que acaba favorecendo a acdo polinizadores da

espécie.
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5 CONCLUSOES

a)

b)

c)

d)

e)

as populagdes de Cavanillesia arborea k. Schum. Apresentam altos
niveis de diversidade genética, e a maior a maior parte dessa
diversidade genética (91,28%) encontra-se dentro das populagdes,
enquanto que 8,72% estdo distribuidos entre as populacdes estudadas;
a baixa diversidade entre as populacdes provavelmente ocorreu em
fun¢do do fluxo alélico alto entre elas;

a analise do dendodograma UPGMA construido a partir da matriz
genética de Nei (1978) sugere que a populacdo MatoVerde (MV)
apresenta-se separada geneticamente das demais, provavelmente em
decorréncia de diferencas na paisagem entre as populagdes, ou ainda
em fungdo da distancia geografica entre as populagdes;

ha correlagdo positiva entre distdncia genética e distancia geografica
entre as populacdes estudadas, ou seja, este resultado permite
confirmar a hipdtese de isolamento por distidncia, em que as distincias
geograficas entre as populagdes amostradas estdo correlacionadas com
a distancia genética;

os estudos de estrutura genética espacial mostram que as populagdes
FU e MO apresentam distruigdo aleatoria dos genotipos. Nas
populagdes Januaria (JAN), Parcela do Carlos (PC) e Mato Verde
(MV) os individuos apresentaram estruturacdo espacial em algumas
classes de distancia, o que indicou parentesco entre os individuos mais
proéximos, ao mesmo tempo, esse parentesco diminuiu com o aumento
da distancia entre as plantas. Com base nisso, ¢ fundamental a

preservagao de grandes areas para a conservagdo dessa espécie;



f)
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a fenologia reprodutiva da Cavanillesia arborea foi sazonal,
sincronica e seqiiencial, e aconteceu principalmente na estagdo seca e
inicio da estacdo chuvosa, que favoreceu a dispersao dos frutos;

a fenologia vegetativa também apresentou-se sazonal e sincronica,
influenciada por fatores climaticos, e provavelmente por fatores
fisiologicos da espécie que influenciam nos eventos de fenologia

vegetativa.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

As Florestas Estacionais Deciduais(FEDs) também chamadas de Matas
Secas, sdo ambientes extremamente ameacados e, a0 mesmo tempo, muito
pouco estudados no mundo e principalmente no Brasil. Estudos como este
produzem informag¢des importantes e basicas para o manejo € conservacao
desses ecossistemas. E ainda mais premente a necessidade de pesquisas em areas
de matas secas, uma vez que recentemente foi sancionada pelo Governo do
Estado de Minas Gerais a Lei 17.353 (MINAS GERAIS, 2008), que aumenta a
possibilidade de desmatamento para 70% da comunidade arborea secundaria das
Florestas Estacionais Deciduais e para 60% a cobertura florestal em estado
primario.

Neste contexto, ¢ importante que estudos genéticos sejam considerados
nos programas de conservacao, tais como, distribui¢do da diversidade genética,
distribuicdo espacial dos genotipos, fluxo génico, taxas de cruzamento, dentre
outras. Além disso, estudos fenologicos sdo importantes para a compreensiao
dos processos bioldgicos associados as populagdes naturais e fornecem bases
para o entendimento dos papéis que os fatores ambientais exercem nas plantas.

Os processos de fragmentagdo na regido das Matas Secas no Norte de
Minas ocorreram num periodo de tempo relativamente curto, em torno de 50
anos, que podem nao ter influenciado nos indices de diversidade genética
observados na Cavanillesia arborea. E ainda, é importante salientar que os
resultados encontrados nesse trabalho dizem respeito as geragdes presentes nas
areas estudadas antes dos processos de fragmentagao.

Entretanto, ¢ importante salientar que esses ambientes continuam
sofrendo pressdo antropica sistematica, uma vez que a exploragdo agropecuaria
na regido continua sendo a atividade econémica mais importante das populagdes

locais, o que pode colocar espécies como a barriguda em risco. Além dos
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estudos de genética de populagdes, outra abordagem que fornece subsidios
bioldgicos para conservagdo da Cavanillesia arborea, ¢ a fenologia, que neste
trabalho foi de grande importancia, uma vez que contribuiu com informagdes
ecoldgicas importantes que dizem respeito a influéncia das varidveis ambientais
no comportamento bioldgico da espécie. Esse conhecimento associado aos
estudos de diversidade genética ajudam a compor um conjunto de informacgdes
bésicas para a conservacao de Cavanillesia arborea.

Tendo em vista o conjunto de informagdes geradas neste trabalho, que
particularmente no caso da C. arborea, a sua conservagdo em grandes areas ¢
muito importante também por que disponibiliza informagdes estratégicas para
subsidiar o debate em torno do uso e ocupacdo das Matas Secas em Minas
Gerais, tendo em vista a criagdo Lei estadual nimero 17.353/2008 (MINAS
GERAIS, 2008) que subsidia a reducao das areas de reserva legal no dominio
desse ecossistema. Assim, ao propor a estratégias conservagdo com preservagao
de grandes areas, inevitavelmente é possivel estabelecer condigdes para a

preservagao de outras espécies das Matas Secas.
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