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RESUMO

Amburana cearensis (Allemdo) A. C. Sm. é uma leguminosa encontrada em Florestas
Sazonalmente Secas e de estimado valor socioecondmico na caatinga, que se encontra em
perigo de extin¢do devido ao corte seletivo e ilegal pela comunidade local. Diante do status de
conservacdo desta espécie o objetivo desta tese foi gerar conhecimentos ecoldgicos e
genéticos, para melhor visualizacdo do panorama sobre as estratégias reprodutivas, a dindmica
populacional e a distribuicdo da diversidade genética de A. cearensis, com vistas a sua
conservagdo. Foi investigado os sistemas de polinizagdo e de cruzamento de A. cearensis
através de observacgdes e coletas de campo quanto aos seus visitantes florais e por meio de
polinizagbes manuais. A fim de verificar a dindmica populacional, a estrutura diamétrica e a
distribuicdo espacial foi descrita analisando duas populacdes em vegetacdo de Caatinga no
municipio de Parnamirim, PE. Para a descricdo da diversidade genetica ao longo da
distribuicdo geografica de A. cearensis foi desenvolvido um estudo filogeografico com
marcadores microssatélites nucleares espécie-especifico e plastidiais universais utilizando
material botanico coletado no Brasil, Argentina e Peru. Amburana cearensis apresentou
caracteristicas florais falenéfila com antese crepuscular estendida a um periodo diurno
possibilitando assim um sistema de polinizacdo misto, com a participacdo das abelhas como
vetores efetivos de polen. A producdo de frutos é naturalmente baixa, comum de espécies
arbéreas, controlado por um provavel sistema autoincompativel de acdo tardia. As
populacdes, apresentaram uma estrutura populacional diamétrica com tendéncia a distribuicéo
exponencial negativa (“J-invertido”) tipica de populagdes autorregenerativas. Contudo,
diferencas na densidade populacional, no porte dos individuos e na distribuicdo espacial
parecem responder diferentes fatores como solo, retricdo hidrica e perturbacdo antrépica. Nas
andlises filogeograficas, foi possivel observar um nivel moderado de estruturacdo genética
analisando 14 populacdes. Além disso, descritores da diversidade genética apontam que
mesmo a populacdo sendo ameacada, ainda ha variabilidade possivelmente suficiente para
manutencdo de suas populacdes. Sob uma visao geral, o presente estudo através das diversas
areas de conhecimento aqui abordadas prové informacGes que podem auxiliar planos de
manejo e direcionar estratégias de conservacdo desta leguminosa tipica de caatinga, além de

contribuir para futuras avaliacdes do seu status quanto ao perigo de extincao.

Palavras-chave: Amburana cearensis. Diversidade genética. Estrutura populacional. Sistema

de polinizagdo misto. Sistema de cruzamento.



ABSTRACT

Amburana cearensis (Allem&do) A. C. Sm. is a legume found in Seasonally Dry
Forests, of estimated socioeconomic value in the caatinga, and is in danger of extinction due
to selective and illegal cutting by the local community. In view of the conservation status of
this species, the aim of this thesis was to generate ecological and genetic knowledge to
understand the reproductive strategies, the population dynamics and the distribution of the
genetic diversity of A. cearensis, considering its conservation. For the analysis of the
reproductive characteristics, we investigated the pollination and cross - breeding systems of A.
cearensis through observations of floral visitors and reproductive experiments. In order to
verify the population dynamics, the diametric structure and spatial distribution we analyzed
two populations in Caatinga vegetation in Parnamirim, PE. For the description of the genetic
diversity along the geographical distribution of A. cearensis we are developing a
phylogeographic study with species-specific and universal plastidial nuclear microsatellite
markers using botanical material collected in Brazil, Argentina and Peru. Amburana cearensis
presented floral characteristics that classify it as a phalenophilous species with twilight
anthesis extended to a daytime period, allowing a mixed pollination system, with the
participation of bees as effective vectors of pollen during the diurnal phase of its anthesis. The
fruit production is naturally low, common of arboreal species, controlled by a probable
autoincompatible system of late action. Populations, independent of the degree of disturbance,
presented a diametric population structure with a tendency for negative exponential
distribution ("J-inverted") typical of self-regenerative populations, in which smaller
individuals are observed to successively replace adult individuals in the population. However,
differences in population density, size of individuals and spatial distribution are responding to
soil, hydric restriction and anthropogenic disturbance. In analyzes of the phylogeographic
study, was possible to observe a moderate level of genetic structuring in 14 populations. In
addition, descriptors of genetic diversity point out that even the population being threatened,
there is still variability sufficient to maintain the populations. In an overview, the present
study, through the different areas of knowledge, provides information that can help
management plans and guide strategies for the conservation of this typical caatinga legume, as

well as contribute to future assessments of its status regarding the danger of extinction.

Keywords: Amburana cearensis. Anthropogenic disturbance. Genetical diversity. Pollinating

and crossing system.
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1 INTRODUCAO

O estudo multidisciplinar da autoecologia de espécies em perigo ou ameacadas de
extincdo é de fundamental importancia para elaboragdo de estratégias e planos de manejo com
vista a conservacdo dessas espécies. Diante deste contexto, o presente estudo objetivou
investigar as estratégias reprodutivas, a ecologia de popula¢des e a filogeografia de Amburana
cearensis (Allemao) A. C. Sm., (Fabaceae), espécie tipica de caatinga em perigo de extincao,
a fim de subsidiar estratégias conservacionistas para manutencao desta espécie em sua area de
ocorréncia natural.

A tese foi estruturada em duas partes principais, a fundamentacdo teorica e cinco
capitulos detalhados em sequéncia. A fundamentacdo traz aspectos gerais do taxon estudado e
a importancia dos diferentes enfoques de pesquisa aqui abordados tendo em vista as
informacdes disponiveis para A. cearensis. No primeiro capitulo, intitulado “Estratégias
reprodutivas de Amburana cearensis, Leguminosae madeireira em perigo de extingcdo”, ¢
explorado as caracteristicas reprodutivas por meio da descri¢cdo da biologia floral, incluindo
aspectos morfoldgicos e recursos florais; do sistema de polinizacdo indicando os principais
agentes polinizadores e sua contribuicdo para o sucesso reprodutivo de acordo com o periodo
de antese; e do sistema de cruzamento tendo em vista possiveis barreiras a autogamia. Este
capitulo sera enviado para publicacdo ao periodico Plant Biology (Fator de impacto: 2.216;
Qualis — A2)

O segundo capitulo, intitulado “Constituintes quimicos volateis das flores de
Amburana cearensis (Leguminosae) e sua relacdo com os polinizadores”, aborda a interacdo
entre o odor, atrativo floral de longas distancias, e os visitantes florais de A. cearensis. Os
principais compostos quimicos do bouquet floral foram associados a frequéncia de visitas e
discutidos a luz de provaveis preferéncias dos agentes polinizadores quanto a composicao do
odor floral. Neste estudo, uma provavel relacdo entre odor e a sindrome de polinizacdo €
apontada pela maior frequéncia das mariposas sobre as flores, exibindo assim uma relacdo de
preferéncia entre odor e mariposas sobre borboletas e abelhas. Este manuscrito serd enviado
para publicacdo ao peridédico Phytochemistry (Fator de impacto: 3.205; Qualis — Al).

No terceiro capitulo, intitulado “Estrutura diamétrica e distribuicdo espacial de
Amburana cearensis (Fabaceae) sob niveis de perturbagdo antropica em area de Caatinga”, é
apresentado um estudo demografico onde foram avaliadas a estrutura populacional diamétrica
e a distribuicdo espacial de A. cearensis sob dois graus de perturbacdo antropica em areas de

caatinga. Foi observado que as populacGes apresentam distribuicdo de frequéncia das classes
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diamétricas tendendo a forma de “j-invertido” em ambas as &reas, porém diferencas na
densidade, altura dos individuos e distribuicdo espacial pode ser afetada quanto ao solo, a
restricdo hidrica e perturbacdo antropica. Este artigo sera enviado para publicacdo ao
periddico Biological Conservation (Fator de impacto: 3.985; Qualis — Al).

No quarto capitulo, intitulado “Filogeografia da leguminosa madeireira ameacgada de
extingdo Amburana cearensis (Fabaceae)”, esta sendo investigada a distribuicdo da
variabilidade genética de A. cearensis ao longo do seu alcance geografico, descrevendo o
centro de origem da espécie e as provaveis rotas de dispersdo através dos dominios da
Caatinga, Cerrado e Chaco. Os dados serdo entdo discutidos a luz da histéria evolutiva da
Florestas Sazonalmente Secas e de estratégias de conservacdo da diversidade genética. Este
capitulo sera enviado para publicacdo ao periodico Molecular Ecology (Fator de impacto:
5.947; Qualis — Al).

O quinto e ultimo capitulo intitulado “Desenvolvimento e caracterizacdo de
marcadores microssatélites para Amburana cearensis (Leguminosae)”, aborda a construgédo e
o teste do polimorfismo de marcadores microssatélites desenvolvidos para A. cearensis e seu
uso como descritores da variabilidade genética dessa espécie. Foi observado que a maioria
dos marcadores mostraram-se polimorficos sendo, portanto, Uteis para estudos com
abordagem genética e subsidiar assim estratégias de conservagao. Esta nota sera enviada para
publicacdo ao periddico Brazilian Journal of Botany (Fator de impacto: B2; Qualis — 0.734).

Na parte final da tese, uma conclusdo descreve resumidamente os principais achados
da biologia reprodutiva, ecologia de populacdes e diversidade genética da espécie,

relacionando-0s aos pontos-chave descritos acima.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 TAXON ESTUDADO: GENERO E ESPECIE

Amburana Schwacke & Taub pertence a familia Leguminosae, uma das maiores
familias de angiospermas e uma das principais do ponto de vista econdémico (SOUZA;
LORENZI, 2008). O género é composto atualmente por trés espécies: A. acreana, que ocorre
nas regides Norte e Centro-Oeste do Brasil, apenas no dominio fitogeografico Amazonico, A.
cearensis, que ocorre na Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (LIMA, 2012) e Amburana
erythrosperma Seleme, C.H.Stirt. & Mansano de ocorréncia endémica no sul da Chapada
Diamantina, no estado da Bahia, Brasil (SELEME et al., 2015). Amburana cearensis
(Allemdo) A.C.Sm., popularmente conhecida como cerejeira, amburana, imburana-de-cheiro,
cumaru, € uma espécie arborea que apresenta distribuicdo exclusivamente sul-americana,
encontrando-se principalmente no Brasil, sendo tambeém registrada no norte da Argentina e do
Paraguai, na Bolivia e no sudeste do Peru em floresta seca (LEITE, 2005). O centro de
distribuicdo da espécie € o nordeste brasileiro, sendo uma arvore tipica da Caatinga, mas sua
area de ocorréncia no Brasil inclui também os estados de Goiés, Minas Gerais, Mato Grosso
do Sul, Séo Paulo e Espirito Santo (ANDRADE-LIMA, 1989; LEITE, 2005).

E utilizada na medicina popular para diversos fins (e.g. anti-inflamatorio e
cicatrizante), tendo a eficacia de alguns de seus compostos ja sido cientificamente
comprovada (e.g. broncodilatador, neuroprotetor) (LEAL et al. 2005, 2006). O maior uso da
espécie, no entanto, se da por sua madeira, comercialmente conhecida como cerejeira, que
apresenta alta durabilidade e é facil de trabalhar, sendo bastante apreciada para diversos fins,
especialmente a fabricagdo de mobiliario fino (RIZZINI 1978). Como consequéncia
principalmente da exploracdo madeireira, alem da perda de habitat, a espécie encontra-se
atualmente em perigo de extincdo (AMERICAS REGIONAL WORKSHOP 1998; IUCN
2012). Além disso, a regeneracdo natural de suas populagdes parece ser insuficiente, levando
a necessidade de um efetivo plano de conservacdo para a espécie (AMERICAS REGIONAL
WORKSHOP 1998).

2.2 AMBURANA CEARENSIS (ALLEMAO) A.C.SM: BIOLOGIA REPRODUTIVA

O sucesso de programas de conservacdo bioldgica esta intrinsecamente relacionado ao
nivel de conhecimento sobre a biologia das espécies e ecossistemas em questdo. Dentre as
diversas areas de conhecimento necessarias para a tomada de decisdes que tornem a

conservacao, regeneracdo ou manejo de uma espécie exitosos, estd a biologia reprodutiva.
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Dentro desse campo de conhecimento, a fenologia, a biologia floral, a ecologia da polinizagéo
e da reproducdo sdo ferramentas Uteis na analise da biologia reprodutiva de espécies vegetais.
Tais ferramentas refinam a capacidade de manejar &reas naturais e degradas para conservagao
e restauragdo (RAMIREZ 1997, 2006; QUESADA et al. 2003), provendo informagdes quanto
ao modo como os genes se dispersam nas populagdes vegetais (MACHADO; LOPES 2004) e
quanto a organizacao temporal dos recursos vegetais disponiveis no ambiente aos animais que
delas dependem (NEWSTROM et al. 1994; MORELLATO 1995).

Apesar do seu reconhecido valor econdmico, Amburana cearensis é descrita apenas
quanto a alguns aspectos da biologia reprodutiva e estrutura populacional (LEITE, 2005).
Havendo informacdes sobre a fenologia vegetativa e reprodutiva em trabalhos feitos ao nivel
de comunidade no Brasil (MACHADO et al., 1997; AMORIM et al., 2005) em vegetacdo de
Caatinga e nos demais paises sul-americanos onde ocorre, como na Bolivia (JUSTINIANO;
FREDERICKSEN, 2000), em floresta seca, e no Paraguai (LOPEZ, 1987), em floresta
semidecidua.

Quanto a biologia floral, existe apenas a descri¢cdo da morfologia das flores em geral,
sistema sexual e periodo de antese, enquanto para o sistema de polinizacdo foram observados
os visitantes florais da espécie sem a classificacdo da mesma em uma categoria descrita por
Feagri e Pijl (1979) e para o sistema reprodutivo, nenhuma informacdo foi encontrada
(LEITE, 2005), havendo somente registros da morfologia do fruto e tipo de dispersdo da
semente, que se da por anemocoria (CUNHA; FERREIRA 2003; LEITE 2005; SILVA;
RODAL 2009; KIILL; LIMA, 2011).

2.3 AMBURANA CEARENSIS (ALLEMAO) A.C.SM: ODOR FLORAL

Animais polinizadores sdo atraidos pela cor ou odor das flores, sendo os volateis
florais sinais quimicos considerados fundamentais nas interacbes planta-polinizador por
aumentar a discriminacdo das cores pelos visitantes, melhorando a atencdo para os estimulos
visuais, e contribuindo, desta forma, para a formacdo da memdria (FAEGRI; PIJL, 1979;
WEISS, 1997; KUNZE; GUMBERT, 2001; DOBSON 2006, WILLMER 2011; VASSARIN;
AMARAL-NETO, 2014). A maioria dos insetos, como abelhas e mariposas, tem uma
excelente acuidade olfativa e aprendem a associar o odor floral a presenca de recursos,
aumentam sua fidelidade as flores e, consequentemente, a eficiéncia na transferéncia
intraespecifica de pdlen (DOBSON et al., 2005; DUDAREVA; PICHERSKY, 2006;

RAGUSO, 2008). Em plantas com antese noturna, o odor é apontado como o principal
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atrativo de polinizadores, como mariposas e morcegos (FEAGRI; PIJL 1979; ENDRESS
1994; VARASSIN; AMARAL-NETO, 2014).

A quantidade e qualidade dos compostos produzidos pelas flores podem também
variar ao longo da antese, podendo estar relacionado com o tipo de polinizador ativo no
momento da producéo do odor (MATILE; ALTENBURGER, 1988, HOBALLAH et al. 2005,
WAELTI et al., 2008; FENSKE; IMAIZUMI, 2016). Estes perfumes florais sdo produzidos
em glandulas denominadas osmoéforos (VOGEL, 1990), que podem ser encontradas em
diferentes verticilos florais, como pétalas e sépalas (EFFMERT et al., 2006; AGOSTINI et
al., 2014).

Amburana cearensis, objeto de estudo desta tese, € popularmente conhecida como
“amburana de cheiro”devido a cumarina presente na casca e sementes (BITU et al., 2015),
contudo, suas flores tambem exalam aroma intenso durante o dia e a noite. Apesar da notavel
frangréncia emitida pelas flores de A. cearensis, esta tese traz o primeiro estudo completo dos
compostos organicos volateis florais emitidos por esta espécie, apontando o localizacdo dos
osmosforos, o buqué floral, os principais compostos liberados ao longo da antese e sua

importancia para a atracdo dos polinizadores de diferentes guildas de polinizadores.

2.4 AMBURANA CEARENSIS (ALLEMAO) A.C.SM.: ECOLOGIA DE POPULACOES

Estudos sobre ecologia de populacdes relacionada a estrutura populacional,
especialmente contendo informacdes sobre a distribui¢do espacial e a estrutura etaria, séo de
fundamental importancia para a conservacdo e o manejo de espécies vegetais, visto que
permitem uma melhor compreensdo das caracteristicas gerais das espécies e dos fatores que
influenciam sua estrutura e dindmica populacional (RAMIREZ; ARROYO, 1990; FANTINI
etal., 1992; MILTON et al. 1993; FONSECA et al. 2004).

A auséncia dessas informacOes, aliada a falta de politicas puablicas eficientes e
operacionais para a conservacao da natureza, aumentam o risco de extincdo de populacbes
naturais de espécies vegetais e animais. A espécie objeto do presente estudo, Amburana
cearensis, como dito anteriormente, encontra-se ameacada de extin¢do e pouca informacao
existe sobre a ecologia desta espécie, principalmente quanto a estrutura da populacdo e a
biologia reprodutiva, assim como nenhum dado sobre manejo ou silvicultura para esta espécie
estd disponivel (LEITE 2005). Além disso, os habitats onde ocorre naturalmente, como a
Caatinga, o Cerrado e a Mata Atlantica, encontram-se ameacados pelo uso inadequado e
insustentavel da flora nativa (ver, WHITMORE, 1997; PEREIRA et al., 2002;
MITTERMEIER et al. 2004; SAMPAIO 2010), apresentando-se como areas "altamente
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modificadas"”, devido aos desmatamentos, queimadas para ampliagdo de &reas de pastagens e
agricultura.

O manejo de populacbes requer que identifiquemos o foco apropriado na historia de
vida que mais contribuird para o crescimento de uma populacdo ameacada (BENTON;
GRANT, 1999). Portanto, o estudo da ecologia de populacdes de Amburana cearensis,
associado a protocolos sugerido por Ramos et al. (2004) de introducéo da espécie em estadios
iniciais de recuperacdo de florestas estacionais degradadas (tipo vegetacional onde ocorre
naturalmente) subsidiard uma boa alternativa para estabelecer uma estratégia de conservacao
para esta espécie, como também para suprir com esta espécie nativa programas de

reflorestamento desses ecossistemas em alto estadio de modificacéo.

2.5 AMBURANA CEARENSIS (ALLEMAO) A.C.SM.: FILOGEOGRAFIA

Filogeografia € uma area de estudo que trata dos principios e processos que governam
a distribuicdo geogréafica de linhagens genealdgicas, especialmente aquelas dentro e entre
espécies estreitamente relacionadas (AVISE, 2000). Como uma subdisciplina da biogeografia,
a filogeografia objetiva colocar, em um contexto temporal mais amplo, perspectivas
ecogeogréficas tradicionais que enfatizam o papel atual de pressdes ecoldgicas na definicao
das distribuicdes espaciais dos organismos, buscando evidéncias sobre 0s processos atuais e
historicos que influenciaram a variacdo genética observada atualmente nas populacdes
(AVISE, 2000). Além disso, estudos filogeograficos podem orientar estratégias de manejo
através da priorizacdo de éareas de alta diversidade genética para conservacao
(BEMINGHAM; MORITZ, 1998). Neste tipo de estudo, sdo utilizados marcadores
moleculares que apresentam variabilidade em nivel individual e, quando o objetivo é estudar
os padrdes filogeograficos que governaram a distribuicdo de uma espécie, ambientes
representando bem a area de distribuicdo geografica que ela ocupa devem ser amostrados
(FREITAS 2011).

Amburana cearensis apresenta distribuicdo exclusivamente sul-americana e sua
variabilidade genética € expressa em inumeros caracteres, os quais diferem de acordo com seu
alcance geografico, entretanto, ndo € possivel definir exatamente onde tais diferencas ocorrem
(LEITE 2005), sendo necessario 0 uso da filogeografia para esta analise. Ndo obstante, a
espécie compos a flora do Pleistoceno, sendo uma importante espécie na analise da hipdtese
do “Arco Pleistocénico”, que compreende uma provavel rota migratoria de um destacavel
grupo de tipos vegetacionais lenhosos remanescentes de mudancas climaticas ocorridas no

Pleistoceno Superior, abrangendo a Caatinga e matas calcarias do sudeste brasileiro, até
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alcancar regides de florestas secas na Bolivia, Argentina, Paraguai e Peru (PRADO; GIBBS,
1993; PRADO 2000).

O estudo filogeografico, portanto, ndo apenas ird prover informacdes para sele¢do de
areas com alta diversidade genética para preservacdo de uma espécie ameacada de extingdo
tipica de florestas estacionais, fortemente degradadas, como também sera de grande
importancia para avaliar a hipdtese do “Arco Pleistocénico”, ajudando a entender como se deu
0 possivel processo de expansao e retracao das florestas secas da América do Sul. Além disso,
0 estudo molecular futuros incluindo as outras espécies do género Amburana sera de
fundamental importancia para relagcdes filogenéticas destas com Amburana cearensis

provendo informacgdes de quédo isoladas reprodutivamente encontra-se uma espécie da outra.
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Resumo

PerturbacGes antrdpicas tém reduzido populacdes de espécies de plantas em ecossistemas
naturais com consequentes efeitos negativos sobre a reproducdo e sobre o status de
conservacao dessas espécies. O objetivo desse estudo foi entender as estratégias reprodutivas
de Amburana cearensis (Allemédo) A.C.Sm., leguminosa arbdrea tipica da Caatinga em perigo
de extincdo, gerando informacdes para a conservacdo desta espécie. O estudo foi conduzido
em area de Caatinga, onde foram realizadas observacdes e coletas de campo para avaliar 0s
recursos florais, sistema de polinizagdo e reproducdo de A. cearensis. As flores sdo
hermafroditas disponibilizam grdos de pdlen, exibem estigmas receptivos e secretam néctar
durante toda a antese que inclui um periodo noturno e diurno. Odor adocicado liberado pelas
pétalas atrai varias espécies de lepidopteros, mais frequentes polinizadores, e alguns
himenopteros, polinizadores raros. Alta razdo polen-ovulo e alta viabilidade polinica foram
encontradas, sugerindo autoincompatibilidade. Uma baixa formacéo de frutos sob condigcdes
naturais tem sido atribuida a limitacdo polinica na espécie por excesso de geitonogamia. Além
disso, a producdo massiva de flores associada a autoincompatibilidade de acédo tardia podem
ser aspectos que tém limitado o sucesso reprodutivo da espécie. Diferencas na contribuicédo
para a frutificacdo e na frequéncia de visitas florais favorecem a ocorréncia de um sistema de
polinizacdo misto em A. cearensis. Tendo em vista o status de conservacdo da espécie e a
dependéncia de vetores de polinizacdo para a formacdo de frutos, a manutencdo de
populacdes de A. cearensis pode estar diretamente relacionada a conservacao das espécies

polinizadoras.

Palavras-chave: Amburana cearensis, autoincompatibilidade, Caatinga, geitonogamia,

Leguminosae, limitacdo polinica
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Introducéo

A acdo do homem, principalmente a exploracdo madeireira e abertura de areas de
pastagem na Caatinga, tem promovido a reducdo de areas continuas de vegetacdo, levando
espécies aos status de vulneraveis ou em perigo de extingdo (Andrade-Lima 1981, Casteletti
et al. 2003, Giulietti et al. 2003, Leal et al. 2005). A reducdo de habitat conduz a uma reducao
no nimero de individuos reprodutivos na populagéo e, portanto, refletem uma diminuicdo de
doadores de pélen e na quantidade de pélen depositado, além disso, pode levar a uma possivel
reducdo na abundancia de polinizadores (Cascante et al. 2002, Cunningham 2000).

Programas de conservacao biolégica sdo de fundamental importancia nestes casos e o
estudo da autoecologia dessas espécies ameacadas de extingdo, no que diz respeito ao
diagnostico da biologia reprodutiva, pode ser critico para o estabelecimento de tais
estratégias, visto que tem consequéncias enormes sobre a viabilidade das popula¢ctes (Schaal
et al. 1998, Evans et al. 2000, Young et al. 2002, Evans et al. 2003). O sucesso reprodutivo
pode ser afetado por diferentes fatores bidticos e abidticos dentre eles quantidade e
movimento de polinizadores, fragmentacao de habitat, disponibilidade de recursos, densidade
de plantas e namero de flores por planta (Zimmerman & Aide 1989, Kearns, Inouye & Waser
1998, Franceschinelli & Bawa 2000, Breed et al. 2015). Efeitos negativos no sucesso
reprodutivo ndo apenas afetam a producdo e qualidade das sementes (Spira 2001), como
também em ultima instancia promove a diminuicdo da variabilidade genética (Hamrick &
Godt 1996, Young et al. 1996).

A familia Leguminosae é uma das mais representativas, em nimero de espécies, na
Caatinga (Queiroz 2006). Muitas espéecies de Leguminosae tém sido relatadas como
ameacadas de extingdo nos ultimos anos (Kiill 2010; IUCN 2016). A espécie arborea
Amburana cearensis (Allemdo) A.C.Sm. é uma Leguminosae tipica de Caatinga, encontra-se
ameacada de extincdo (Americas Regional Workshop 1998; IUCN 2016) e apresenta
reconhecido valor socioecondmico, devido ao fornecimento de madeira e produtos
fitoterapicos, e valor bioldgico, pelas interacdes ecoldgicas nas quais esta envolvida (e.g. Leal
et al. 2005, 2006, Kill 2010, Catdo et al. 2011, Bitu et al. 2015). Apesar de estar ameacada de
extincdo, ha lacunas sobre a biologia reprodutiva e o papel dos visitantes florais para a
reproducdo da espécie (Cunha & Ferreira 2003; Leite 2005; Silva & Rodal 2009; Kill 2010,
Kiill & Lima 2011). A fim de melhorar planos de manejo existentes e futuros (Kiill & Lima
2011), o objetivo desse estudo é responder as seguintes perguntas: (a) qual o sistema de

reproducdo de Amburana cearensis?; (b) quais 0s principais vetores de pdlen para
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cruzamentos?; (c) hé aspectos que resultem em efeitos negativos na producdo de sementes na
area estudada?; (d) quais as principais recomendac@es para futuros planos de manejo para esta
espécie?

Material e métodos

Local de estudo e espécie estudada

O estudo foi realizado em uma &rea de Caatinga no municipio de Parnamirim (39° 31’
O 8° 6’ S), Pernambuco, Brasil, que estd inserido na unidade geoambiental da Depressao
Sertaneja, a qual apresenta vegetacdo basicamente composta por Caatinga Hiperxer6fila com
trechos de Floresta Caducifdlia. O clima ¢é do tipo Tropical Semiarido, com chuvas de verédo
entre novembro a abril e precipitagdo méedia anual de 431,8 mm (CPRM — Servico Geologico
do Brasil 2005). O local de estudo apresenta poucas propriedades em meio a caatinga e fica
proximo a uma unidade de extracdo mineral, que segundo os moradores locais esteve ativa
por cerca de seis anos.

Amburana Schwacke & Taub. pertence a familia Leguminosae, uma das maiores
familias de angiospermas e inclusive uma das principais do ponto de vista econémico (Souza
& Lorenzi 2008). O género é exclusivamente sul-americano e composto atualmente pelas
espécies Amburana acreana (Ducke) A.C.Sm. e Amburana cearensis (Allemao) A.C.Sm
(Leite 2005). Uma recente revisdo do género, entretanto descreve uma nova espécie,
Amburana erythrosperma Seleme, C.H.Stirt. & Mansano de ocorréncia endémica no sul da
Chapada Diamantina, no estado da Bahia, Brasil (Seleme et al. 2015).

Amburana cearensis, popularmente conhecida como cerejeira, amburana, imburana-
de-cheiro, cumaru, é uma espécie arborea que ocorre principalmente no Brasil, sendo também
registrada no norte da Argentina e do Paraguai, na Bolivia (Seleme et al. 2015) e no sudeste
do Peru, em floresta seca (Leite 2005). O centro de distribuicdo da espécie € o nordeste
brasileiro, sendo uma arvore tipica da Caatinga (Andrade-Lima 1989; Leite 2005). E utilizada
na medicina popular para diversos fins (e.g. anti-inflamatério e cicatrizante), tendo a eficacia
de alguns de seus compostos ja sido cientificamente comprovada (e.g. broncodilatador,
neuroprotetor) (Leal et al. 2005, 2006, Bitu et al. 2015). O maior uso da espécie, no entanto,
se da por sua madeira, comercialmente conhecida como cerejeira, usada na fabricacdo de
mobiliario fino (Rizzini 1978) e tanoaria (Catdo et al. 2011). Como consequéncia
principalmente da exploracdo madeireira, além da perda de habitat, a espécie encontra-se

atualmente em perigo de extin¢cdo (Americas Regional Workshop 1998; IUCN 2016). Além
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disso, a regeneracao natural de suas populagdes parece ser insuficiente, levando a necessidade

de um efetivo plano de conservacéao para a espécie (Americas Regional Workshop 1998).

Biologia floral

Trinta inflorescéncias, sendo duas por individuo, foram escolhidas aleatoriamente,
marcadas em campo e acompanhadas durante cinco dias para contabilizar o nimero médio de
botbes por inflorescéncia e o nimero médio de flores abertas por dia, disponiveis para 0s
visitantes florais. Essas inflorescéncias foram avaliadas no periodo de frutificacdo para
registro do nimero de frutos formados sob condi¢fes naturais. O inicio e a duracdo da antese
foram avaliados a partir de observacdes em campo de cinco botGes em pré-antese marcados
em individuos diferentes na area de estudo.

Flores previamente ensacadas foram utilizadas na analise da receptividade estigmatica,
usando solucdo de 0,25% de permanganato de potassio (KMnO4; Robinsohn 1924). A
identificacdo de regides florais emissoras de odor foi feita pela imersdo das flores em uma
solugédo de vermelho neutro 1 % por 5 minutos (Vogel 1963). Além disso, dez flores foram
expostas a uma atmosfera de hidréxido de amdnio por 5 minutos e observadas quanto a
presenca de regides de absorcdo de luz ultravioleta (Scogin et al. 1977). Outras 15 flores
coletadas em campo e analisadas em laboratério foram observadas sob luz-ultravioleta em
camara escura para identificar regifes de reflectancia de luz ultravioleta. A concentracdo de
acucares hidrossoliveis no néctar foi medida usando refratdmetro de bolso 0-95% (Atago,
Tokyo, Japan) a partir de 24 flores previamente ensacadas. Para isso o0 hipanto das flores foi
seccionado longitudinalmente e carimbados no refratbmetro para obter-se as medidas de
concentracdo, visto que nao foi possivel coletar o néctar com microsseringa.

O numero de gréaos de pélen por flor foi obtido a partir de cinco botées em pré-antese
utilizando-se a Camara de Neubauer (Maéda 1985). Para este procedimento, todas as anteras
de uma flor foram imersas em solucdo de acido latico e glicerina na proporcdo 3:1, e tiveram
seus graos de polen extraidos. A propor¢do 3:1 foi utilizada visto que em analise prévia cada
antera possui cerca de 2 mil grdos de pélen (Cruden 1977). A solucdo contendo os grdos de
polen de cada flor foi homogeneizada e teve 1 ml transferido para a Camara de Neubauer, a
qual foi observada em microscépio para a contagem direta dos grdos na sub amostra. O
namero total de grdos de pdlen por flor foi obtido pela extrapolacéo direta dos grdos presentes
na sub amostra observada na Camara de Neubauer. A viabilidade polinica foi verificada
através do método de coloragdo do citoplasma com carmim acético 2% (Radford et al. 1974)

a partir de cinco botbes em pré-antese fixados em alcool 70%. Os primeiros 200 grdos de
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polen foram classificados em vidveis ou inviaveis, este processo foi feito para cinco
anteras/flor. Paralelamente, os ovarios de cada um dos cinco botbes amostrados foram
longitudinalmente seccionados para a contagem do nimero de 6vulos e estimativa da razéo

polen-6vulo (Cruden 1977).

Visitantes florais

O comportamento dos visitantes florais foi descrito a partir de observacées em campo.
Os visitantes foram classificados de acordo com a eficiéncia de polinizagdo como: (1)
polinizadores efetivos quando, em todas as visitas, houve contato com ambas as estruturas
reprodutivas das flores; (2) polinizadores ocasionais quando ocasionalmente tocaram o
estigma; ou (3) pilhadores quando o recurso floral foi coletado sem haver contato com a
regido estigmatica. A frequéncia de visitas foi obtida a partir de 42 h (24 h diurnas e 18 h
noturnas) de observacbes em plantas focais no periodo entre 00:00 h e 23:00 h, em sete dias
ndo consecutivos. Visitantes florais foram também capturados, identificados e registrados por
fotografia. Espécimes-testemunho foram depositados na colecdo entomoldgica do Laboratorio

de Biologia Floral e Reprodutiva da Universidade Federal de Pernambuco.

Sistema reprodutivo

Experimentos de polinizacdo controlada foram feitos para avaliar a formacéo de frutos
por agamospermia, autogamia e xenogamia segundo metodologia descrita por Radford et al.
(1974). Os tratamentos incluiram: (1) agamospermia; (2) autopolinizacdo espontanea, com
isolamento das flores para impedir a visita de polinizadores; (3) autopolinizacdo manual, com
flores recebendo polen da mesma flor; e (4) polinizacdo cruzada manual, com flores
recebendo pdlen de flores de outros individuos. As flores foram ensacadas durante a fase de
pré-antese para impedir a acdo de visitantes florais e emasculadas nos tratamentos de
agamospermia e polinizacdo cruzada manual para evitar a transferéncia de pdlen enddgeno
para o0 estigma. Apds o periodo de 30 dias os resultados das polinizacbes controladas foram
coletados. Inflorescéncias marcadas em campo e acompanhadas por 5 dias foram avaliadas ao
final da floracdo para registro do namero de frutos formados sob condi¢bes naturais. A
eficacia reprodutiva foi determinada de acordo com Zapata & Arroyo (1978) através da razédo
entre as porcentagens de frutos formados por polinizacdes naturais e por polinizacGes
cruzadas manuais e o indice de autoincompatibilidade (1Al ou ISI em inglés) foi calculado
segundo Bullock (1985) através da razdo entre a porcentagem de frutos formados por

autopolinizacdo manual e a de frutos formados por polinizagéo cruzada manual.
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Além dos cruzamentos manuais, 0 sistema reprodutivo de A. cearensis foi também
investigado pela dindmica de crescimento de tubos polinicos. Neste caso, botdes em pré-
antese coletados em campo e posto em caixas plasticas Gerbox de 250 ml contendo agar
foram usados para verificar crescimento de tubo polinico em tratamentos de autopolinizacdo
espontanea, autopolinizacdo manual, polinizacdo cruzada entre flores do mesmo individuos e
polinizagdo cruzada entre flores de individuos diferentes, seguindo a metodologia descrita
acima para as polinizagdes controladas, contudo realizadas em laboratério. Os pistilos foram
coletados e fixados em FAA 70% apds 12, 24 e 48 horas da realizacdo das polinizacGes.
Aproximadamente, 15 pistilos de cada tratamento foram montados em lamina com azul de
anilina e analisados sob microscopia de fluorescéncia (Martin 1959) quanto a presenca/
auséncia de tubos polinicos no pistilo, a quantidade de tubos polinicos que alcancaram o

Ovulo e quanto ao nimero de Gvulos que apresentaram tubos polinicos.

Eficiéncia dos visitantes florais

Sessenta flores (5 por individuo) durante a fase de pré-antese foram ensacadas para
impedir a acdo de visitantes no botdo floral. No inicio da noite, as 18:00 h, 30 das flores
previamente ensacadas foram expostas aos visitantes noturnos, e entdo re-ensacadas durante o
dia, a partir das 05:00 h. As 30 flores restantes foram entdo expostas as 05:00 h para os
visitantes diurnos e re-ensacadas as 17:30 h para evitar visitas dos polinizadores noturnos. Ao
final do experimento de exposicdo seletiva, ou seja, apos o término do periodo de antese
dessas flores, as mesmas foram deixadas expostas em campo e os resultados coletados apds
30 dias.

Anélises estatisticas

Para verificar diferencas significativas nos resultados obtidos na analise dos tubos
polinicos e no experimento de exposicdo seletiva aos polinizadores foi realizado o teste ndo-
paramétrico qui-quadrado (%) para um nivel de significancia (o) de 5% (Sokal & Rohlf 1995,
Zar 2010). Os testes estatisticos foram realizados com auxilio do programa BioEstat v.5.3
(Ayres et al. 2007).
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Resultados

Biologia floral

Ramos reprodutivos foram emitidos na estacdo seca da &rea de estudo por
aproximadamente um més. As inflorescéncias sdo compostas do tipo panicula e apresentam
em média 41 £ 26 botdes florais, dos quais 10 + 6 botbes abrem diariamente. A antese é
crepuscular, inicia-se as 16:00 h e se estende até as 15:00 h do dia seguinte. O processo de
abertura floral corresponde a uma distensdo inicial da Unica pétala seguida de um leve
arqueamento para tras da sua borda e elevacdo dos estames heteranteros que acompanham a
curvatura do pistilo (Figura 1). Esse processo de abertura dura cerca de duas horas e pode
ocorrer em outros horérios do dia, contudo, para um nimero menor de botdes. O estigma
encontra-se receptivo durante toda a antese e algumas anteras estdo deiscentes desde o
processo de abertura floral.

As flores sdo zigomorfas, hermafroditas, ndo apresentam coloragdo na faixa do
ultravioleta e variam entre tons de branco e rosa (Figura 2). Apresentam um célice curto e
longo hipanto, no qual o néctar é secretado por estébmatos nectariferos. A concentracdo do
néctar variou de 6 a 36% com média de 23,18% =+ 10,60. Possiveis regides emissoras de odor
foram localizadas na borda da pétala e um aroma adocicado intenso € emitido durante toda a
antese. As flores possuem em média 35.575 + 16.935 gréos de polen e a quantidade de 6vulos
varia de 2 a 4 por carpelo. Alta razdo polen-évulo (17.787 * 8.467 grédos de pdlen/flor) e alta

viabilidade polinica (97,65% + 2,09) foram encontradas.

Visitantes florais

As visitas as flores tiveram inicio com a antese, as vezes com o0 processo de abertura
floral, entretanto florivoros e pilhadores de pdlen foram observados desde o estagio de boté&o.
Visitantes florais pertencentes a 28 espécies foram registrados, dentre eles espécies de
Lepidoptera (18 spp.), Hymenoptera (6 spp.), Coleoptera (2 spp.), Diptera (1 spp.) e
Apodiformes: Trochilidae (1 spp.) (Tabela 1). Quanto as 21 espécies polinizadoras, dez foram
registradas apenas durante o dia, com exce¢do da borboleta Strymon rufofusca (Hewitson,
1877), e onze predominantemente a noite, das quais quatro (incluindo a espécie de mariposa
Virbia sp. (Walker, 1854) foram registradas esporadicamente fora do periodo noturno da
antese de A. cearensis (Tabela 2).

Duas espécies de mariposa e todas as abelhas foram consideradas polinizadores

efetivos, sendo os demais lepiddpteros considerados polinizadores ocasionais (Tabela 2).
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Vespas, coleopteros e moscas foram considerados principalmente como pilhadores de
polen/néctar ou promotores de outras interagcbes como florivoria, predacdo e oviposicdo. Uma
espécie de beija-flor (Phaethornis cf. petrei) foi registrada nas flores de A. cearensis,
estritamente pela manhd. Devido as visitas esporadicas em baixissima frequéncia deste
visitante floral, ndo foi possivel determinar o comportamento de visita e, portanto, classifica-
lo como polinizador ou pilhador de néctar.

As espécies polinizadoras efetivas geralmente pousam na pétala estandarte e contatam
0 estigma e as anteras com a cabeca ou o torax na por¢do dorsal do corpo, a excecdo da
espécie de Halictideae, na qual o contato ocorre na porcdo dorsal do abdémen. Para 0s
polinizadores ocasionais a regido de contato com as estruturas reprodutivas variou muito,
desde as pernas, espirotromba, cabeca, abdomen e torax. Mariposas e borboletas em conjunto
sdo responsaveis por 93,68% das visitas as flores, enquanto os himendpteros representam
6,32% dessas visitas (Tabela 2).

Sistema reprodutivo

A formacéo de frutos de A. cearensis ocorreu apenas por meio de polinizagdo natural e
foi menor que 2%. Neste caso, tanto nos cruzamentos de autopolinizacdo manual,
autopolinizacdo espontanea e polinizacdo cruzada (entre flores do mesmo individuo e
individuos diferentes) nao foi registrada a formacdo de frutos (Tabela 3). Quanto ao
experimento de exposicao seletiva, apenas no conjunto de flores expostas aos polinizadores
diurnos, houve formacéo de fruto com 3,3% de eficiéncia (Tabela 3).

Tubos polinicos foram observados germinando e crescendo nos pistilos analisados sob
microscopia Optica de fluorescéncia. Nos tratamentos de autopolinizacdo manual, polinizacao
cruzada entre flores do mesmo individuo e polinizacdo cruzada entre flores de individuos
diferentes foram registradas a presenca de tubos polinicos inclusive penetrando o 6vulo
(Tabela 4). Tubos polinicos se comportaram de forma semelhante em pistilos com polinizacéo
cruzada entre flores do mesmo individuo e entre individuos diferentes nos todos os horarios,
ndo havendo diferenca significativa na frequéncia de Gvulos penetrados por tubos polinicos
oriundo de ambos os tipos de polinizacdo cruzada nos tratamentos 12 h (¥?= 0,91; p=1) e 24 h
(x*= 0,131; p= 0,9107) apds polinizagdes manuais.

Através dos resultados dos experimentos de polinizacdo controlada a eficacia
reprodutiva (ER, sensu Zapata & Arroyo 1978) e o indice de autoincompatibilidade (ISl,

sensu Bullock 1985) foram iguais a zero.
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Discussao

A floragéo de A. cearensis ocorreu ao final da estagdo chuvosa, como observado em
outros estudos (Machado et al. 1997, Amorim et al. 2009, Kiill 2010, 2012) e 0s recursos
florais constituem uma importante fonte de alimento para os polinizadores no inicio da
estacdo seca em Parnamirim-PE. O nectar é o principal recurso floral para os polinizadores
como as mariposas, borboletas e abelhas, enquanto o pélen é procurado pelos pilhadores,
como pequenos coledpteros curculionideos. Além disso, por apresentar uma floracdo curta e
intensa atrai uma ampla gama de lepidopteros, que ao forragearem por néctar nas flores de A.
cearensis sdo predados por péssaros ou aranhas (obs. pessoal). Como descrito, a espécie
imburana-de-cheiro tem grande papel ecologico e sua contribuicdo como fonte alimentar e
abrigo para entomofauna tem sido observada (Kiill 2010, Kiill & Lima 2011). Em adigéo,
recentemente seu potencial para recuperacdo de areas degradadas, devido a sua importancia
para atividade apicola, tem sido estudado (Modro et al. 2016).

As inflorescéncias congestas disponibilizam um namero razoavel de flores
diariamente que permanecem no ramo floral por trés dias apds a antese, contribuindo assim
para 0 aumento do display floral. Grandes displays florais promovem maior nimero de visitas
através do aumento na atracdo de polinizadores, contudo podem favorecer cruzamentos por
geitonogamia diminuindo o0 sucesso reprodutivo masculino através da reducdo na
transferéncia de pdlen entre plantas distintas (Klinkhamer et al. 1989, Harder & Barret 1995,
1996, Karron et al. 2004). As espécies polinizadoras de A. cearensis, entretanto, comumente
evitam flores em senescéncia e visitam poucas flores por inflorescéncia, dessa forma a
manutencdo de flores em senescéncia tem como principal papel a atracdo a longas distancias
dos polinizadores. Em acéo conjunta ao display floral, caracteristicas como o odor facilitam a
localizacdo da planta para os visitantes florais (Williams 1983, Dobson 1987) como o odor
intenso e adocicado liberado pela pétala durante toda a antese, funcionando também como
recurso atrativo a longa distancia.

As caracteristicas florais de A. cearensis a colocam como falentfila, ou seja, na
sindrome de polinizacdo por mariposas segundo Faegri & Pijl (1979). Suas flores apresentam
um curto hipanto, pétalas que geralmente tem coloracdo péalida, secretam néctar e liberam um
aroma intenso e adocicado. A polinizacdo por mariposas pode ser observada em outras
espécies de Fabaceae (Koptur 1983, Bawa 1990, Souza & Funch 2015). Independente do
horéario de visitas os lepiddpteros, representados por 18 espécies incluindo mariposas e

borboletas, foram os polinizadores mais frequentes das flores de A. cearensis, ao contrario do
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encontrado por Kill (2010), para qual duas espécies de mariposas foram o0s principais
visitantes florais noturnos e os himendpteros, com destaque para as abelhas, os mais
frequentes visitantes durante o periodo diurno. Vale ressaltar que as mariposas foram os mais
abundantes em nimero de espécies (13 spp.) e os mais frequentes perfazendo 82,18% das
visitas de lepiddpteros em contrapartida as cinco espécies de borboletas que totalizaram
17,82% da frequéncia de visitas feita por Lepidoptera. Tal dado afirmaria um sistema de
polinizagdo por mariposas corroborando a sindrome falentfila exibida pelas flores desta
Leguminosae.

As abelhas foram pouco frequentes nas flores de A. cearensis, representando 6,5 % das
visitas, apesar de se comportarem como polinizadores efetivos. Ainda que baixas taxas de
visitacdo tenham sido registradas na area de estudo, outras areas de Caatinga tém mostrado
mariposas e as abelhas sem ferrdo como principais polinizadores, com estas ultimas
responsaveis por 76,05% das visitas (Kiill 2010). De acordo com Butler (1945) em estudo
sobre a atividade de “honeybees”, estas tem visitado preferencialmente flores que produzem
néctar mais concentrado quando espécies melitdfilas estdo em sincronia de floragdo. O fato
das flores ndo apresentarem coloragdo nem guia com pigmento ultravioleta e produzirem
néctar pouco volumoso e com baixa concentracdo de agUcares (ca. 30 — 40% para
“honeybees”, Roubik et al. 1995), provavelmente deve estar influenciando a preferéncia
destes visitantes por flores que apresentem caracteristicas mais compensatoria sobre o
custo/beneficio do seu forrageio na area de pesquisa.

A historia evolutiva da interacdo entre flores e animais pode ser melhor entendida por
meio de uma andalise conjunta da frequéncia e eficiéncia dos polinizadores quanto as taxas de
frutificacdo (Stebbins 1970, Thomson & Wilson 2008). Os visitantes florais diurnos de A.
cearensis apresentaram maior contribuicdo para a formacao de frutos em relacdo as espécies
noturnas de acordo com o experimento de exclusdo de polinizadores. Portanto, é possivel
caracterizar a ocorréncia de um sistema de polinizacdo misto em A. cearensis, no qual as
flores sdo adaptadas as mariposas, mas também recebem visitas eficientes de abelhas. A
contribuicdo de polinizadores diurnos e noturnos para espécies que apresentem antese com
possibilidade de um sistema de polinizacdo misto € variavel e pode ser concordante com a
sindrome de polinizacao (e.g. Groman & Pellmyr 1999, Young 2002, Amorim et al. 2013) ou
discordante (Giménez-Benavides et al. 2007) ou mesmo complementar (Amorim et al. 2013).

Quanto ao sistema de cruzamento, Amburana cearensis formou frutos apenas nas
polinizacBes naturais. Dentro de leguminosas muitas espécies arbdreas apresentam baixo

indice de formacdo de frutos sob condi¢cdes naturais (Bawa & Buckley 1989, Freitas &
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Oliveira 2002, Leite & Machado 2009, Barros et al. 2013, Freire et al. 2013) e o reduzido
namero de frutos tem sido associado a diferentes causas (Freitas & Oliveira 2002), dentre eles
a autoincompatibilidade, limitacdo polinica e uma limitagdo na alocacdo de recursos
(Stephenson 1981, de Oliveira e Sazima 1990, Burd 1994, Parra-Tabla & Bullock 1998,
Pansarin 2003, Amorim et al. 2013). A limitacdo polinica, pela promogao de fluxo inviavel de
polen, também deve estar ocorrendo na populacdo estudada de A. cearensis.

A andlise parcial dos tubos polinicos mostrou que graos de pdlen de origem autégama
e xendgama sdo capazes de germinar e penetrar os 6vulos. Poucos tubos foram observados
penetrando a micropila do Ovulo em pistilos submetidos a autopolinizacbes manuais,
enquanto que tubos oriundos de polinizagdes cruzadas entre flores do mesmo individuo e
polinizagbes cruzadas entre flores de individuos distintos foram abundantes. Mesmo néo
havendo diferenca significativa entre a maioria dos tratamentos de tubo polinico, a baixa
producéo de frutos sob condi¢es naturais pode indicar a ocorréncia de autoincompatibilidade
de acdo tardia. Muitas espécies tém mostrado este mecanismo de autoesterilidade, que nao
impede a germinacdo dos grdos de polen, crescimento do tubo polinico e até mesmo
penetracdo dos dvulos e tem sido relacionado a baixa formacdo natural de frutos (Freitas &
Oliveira 2002, Oliveira et al. 2004, Borges et al. 2009, Leite & Machado 2010, Amorim et al.
2013). Além disso, outras caracteristicas como a elevada razdo pdélen/6vulo (sensu Cruden
1977) e o indice de autoincompatibilidade igual a zero (segundo Bullock 1985), enquadram
Amburana cearensis como autoincompativel.

A producdo massiva de flores de A. cearensis em curto periodo de tempo parece estar
promovendo limitacdo polinica devido ao fluxo de pélen entre flores do mesmo individuo,
diminuindo assim o sucesso reprodutivo masculino através da perda de pélen para polinizacéo
cruzada. Esse tipo de floracdo associada a autoincompatibilidade tem resultado na baixa
producdo de frutos em condicdes naturais, reduzindo, portanto, o fitness feminino da espécie
na area de estudo. N&o obstante, os frutos produzem uma ou raramente duas sementes. Assim,
a baixa formacdo de frutos pode resultar numa producdo de sementes incompativel com a
manutencdo da densidade de individuos na populacdo. Embora o comportamento dos
visitantes florais, a floracdo intensa e o sistema de autoincompatibilidade tenham contribuido
para um baixo sucesso reprodutivo, tendo em vista o status de conservacdo da espécie, a
manutencdo de populacdes de A. cearensis pode estar diretamente relacionada a conservagao
das espécies polinizadoras, as quais sdo as unicas responsaveis pela formacdo de frutos na

espécie.
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Lista de tabelas

Tabela 1. Relagdo de espécies visitantes florais de Amburana cearensis (Allem&o) A.C.Sm.

(Fabaceae) em uma érea de Caatinga no municipio de Parnamirim sertdo de Pernambuco,

Brasil.
Ordem Familia
Espécie
APODIFORMES TROCHILIDAE
Phaethornis cf. pretrei (Lesson & Delattre, 1839)
DIPTERA CALLIPHORIDAE
Lucilia sp.
HYMENOPTERA APIDAE
Apis mellifera (Linnaeus, 1758)
Centris (Aphemisia) sp. (Ayala, 2002)
VESPIDAE
Ancistrocerus spp. (Wesmael, 1836)
LEPIDOPTERA HESPERIIDAE

Panoquina sp. (Hemming, 1934)
Polythrix sp. (Watson, 1893)
LYCAENIDAE
Electrostrymon endymion (Fabricius, 1775)
Strymon cestri (Reakirt, 1867)
Strymon rufofusca (Hewitson, 1877)
Strymon sp. (Hubner, 1818)
NOCTUIDAE
Ctenucha sp. (Kirby, 1837)
Virbia sp. (Walker, 1854)
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Tabela 2. Comportamento e frequéncia dos visitantes florais de Amburana cearensis

(Allemdo) A.C.Sm. (Fabaceae) no municipio de Parnamirim sertdo de Pernambuco. PE=

Polinizador efetivo; PO= Polinizador ocasional; Pl= Pilhador; N= NUmero de espécies; Fr.

Abs.= Frequéncia absoluta; - ndo foi possivel classificar.

Visitante floral Comportamento N Fr. Abs.

LEPIDOPTERA

Mariposas 13 475
Diurna PE/PO 1/1 123
Noturna PE/PO 1/10 352

Borboletas PO 5 103

HYMENOPTERA

Abelhas PE 3 39

Vespas Pl 3 10

DIPTERA 1

Mosca Pl 1

APODIFORMES 1

Beija-flor - 1 1




Tabela 3. Formacao de frutos em Amburana cearensis (Fabaceae) apds tratamentos de

polinizacdo manual, natural (controle) e exposicao seletiva de polinizadores em &rea de

Caatinga, Parnamirim, Pernambuco.

Tratamento Flores - N Frutos — N (%)
Agamospermia 13 0
Autopolinizagdo

Espontanea 18 0

Manual 13 0
Polinizagdo cruzada

Flores do mesmo individuo 15 0

Flores de individuos diferentes 21 0
Controle 1098 18 (1,6)
Visitantes Diurnos 30 1(3,3)
Visitantes Noturnos 30 0

37
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Tabela 4. Resultados da anélise do crescimento dos tubos polinicos das flores submetidas a
polinizacdo cruzada, autopolinizagdo manual e geitonogamia, apdés 12, 24 e 48 h de uma
populacdo de Amburana cearensis em area de Caatinga, Parnamirim, PE. Letras diferentes

significam que os valores sdo diferentes estatisticamente de acordo com teste y? (p < 0,05).

Tratamento Pistilos (n) / Ovulos penetrados (n)
12 h 24 h 48 h
Autopolinizagdo manual - - 15/ 3

Polinizagdo cruzada
Flores do mesmo individuo 15/ 62 14/ 72 15/ 10°

Flores de individuos diferentes 15/ 52 15/ 92 -
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Figuras

Figura 1. Flores de Amburana cearensis (Allemdo) A.C.Sm. (Fabaceae) em processo de
abertura floral (A-B). A - inicio de antese no fim da tarde mostrando uma fenda por onde é
visto 0 estigma e alguns estames; B — afrouxamento da pétala permitindo ver todas os
verticilos reprodutivos; C - flor completamente aberta exibindo arqueamento da pétala para

trés. Legenda: a - antera, p - pétala, s- estigma.

Figura 2. Variacdo de coloracdo encontrada em inflorescéncias e flores de Amburana
cearensis (Allemdo) A.C.Sm. (Fabaceae) em uma éarea de Caatinga no municipio de
Parnamirim, Pernambuco, Brasil, sendo possivel observar individuos com verticilos florais de

coloracéo branca (A) e individuos portando flores cor-de-rosa (B).


http://a.c.sm/
http://a.c.sm/

40

Figura 3. Polinizadores de Amburana cearensis (Allemao) A.C.Sm. (Fabaceae) em uma area
de Caatinga no municipio de Parnamirim, Pernambuco, Brasil, podendo-se observar os trés
grupos de visitantes, Mariposas (A-B), Borboletas (C-G) e Abelha (H).

Figura 4. Flores de Amburana cearensis (Allemao) A.C.Sm. (Fabaceae) analisadas quanto a
presenca de osmoforos localizados na borda das pétalas (A) a partir da imersdo em vermelho
neutro, e testes de reflexdo de luz ultravioleta (UV), a partir do reagente hidroxido de amdnio

(B) e observadas em uma camara escura com luz UV (C). Legenda: o - osmoforos


http://a.c.sm/
http://a.c.sm/
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Resumo

O sucesso reprodutivo das angiospermas depende de um ajuste evolutivo dos polinizadores
com os recursos e atrativos florais. O odor em especial pode ser considerado tanto um recurso
como atrativo floral apresenta, geralmente, composicdo correspondente a preferéncia de
visitantes florais. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi descrever os componentes do
perfume floral de Amburana cearensis e discuti-los a luz da ecologia da polinizacdo desta
espécie ameacada de extingdo. Coletas de odor floral por meio do método headspace
dindmico, foram realizadas em area de ocorréncia natural da espécie, no municipio de
Parnamirim, PE, Brasil. A andlise quimica do odor foi feita através de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) com posterior identificacdo dos compostos a
partir de literatura apropriada. O forte odor “floral branco” ¢é caracterizado pela presenga
dominante de monoterpenos com destaque para linalol e 6xidos de linalol ¢ B-ocimeno, além
do sesquiterpeno a-farneseno e alcool benzilico, um composto aromatico. Verificou-se
diferenca na proporc¢éo relativa de compostos orgéanicos volateis emitido pelas flores de A.
cearaensis ao longo da antese, com destaque para um maior percentual de linalol em amostras
obtidas durante o dia (Dia: 45,06% / Noite: 27,40%) e de de seu 6xido cis-furanoide a noite
(Dia: 12, 24% / Noite:29,52%). O odor floral de acordo com a frequéncia de visitas parece
atrair principalmente mariposas ndo-esfingideos e em menor frequéncia borboletas e algumas
poucas espécies de abelhas. O buqué floral de Amburana cearensis parece estar relacionado
com seu sistema de polinizacdo, visto que ha uma maior frequéncia de mariposas diurnas e
noturnas sobre as flores, exibindo assim uma relacdo de preferéncia entre odor e mariposas

sobre borboletas e abelhas.

Palavras-chave: Amburana cearensis; falenofilia; headspace; linalol; odor floral;

polinizacdo
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Introducéo

Recursos florais, como néctar, polen e odor, estdo diretamente envolvidos com as
necessidades dos polinizadores e sdo sinalizados a estes através de atrativos florais. O odor,
em especial, pode funcionar como recompensa floral (e.g. Dressler 1968; Carvalho & Webber
2000; Mitko et al. 2016; Nunes et al. 2016) ou como sinalizador potente de recursos florais a
longas distancias para os visitantes (Varassin & Amaral-Neto 2014). Os compostos organicos
volateis (COVs) florais atrativos aos polinizadores sdo emitidos por glandulas secretoras de
cheiro altamente especializadas, como os osmoforos, que podem ocorrer em diferentes
verticilos florais, como pétalas e sépalas ou nas recompensas florais, como pélen e néctar
(Dobson & Bergstrom 2000; Raguso 2004; Dudareva & Pichersky 2006; Kessler & Baldwin
2006). As variadas composicdes quimicas dos odores tém sido associadas as preferéncias de
determinados grupos de polinizadores (e.g. Bestmann et al. 1997; Dobson 2006; Varassin &
Amaral-Neto 2014).

O perfume floral parece ser o atrativo mais importante para visitantes noturnos e tem
sido indicado como a principal caracteristica responsavel pela atragcdo de visitantes em flores
polinizadas por mariposas (Feagri & Pijl 1979; Endress 1994; Varassin & Amaral-Neto
2014). O sentido olfatério desses visitantes florais é frequentemente bem desenvolvido
(Knudsen & Tollten 1993; Dotterl et al. 2006) e as flores polinizadas por estes animais
emitem odores comumente descritos como agradaveis, fortes, penetrantes e adocicados
(Baker 1961; Feagri & Pijl 1979; Knudsen & Tollten 1993; Raguso & Pichersky 1995).

Espécies de Leguminosae sdo polinizadas tanto por animais de habitos diurnos como
animais de habito noturnos (e.g. Marinho et al. 2014), como mariposas, e apresentam
osméforos como principais estruturas secretoras de COVs florais. Em Amburana cearensis
(Alleméo) A.C.Sm., uma espécie ameacada de extingdo (Americas Regional Workshop 1998;
IUCN 2016) e popularmente conhecida como amburana de cheiro, o odor floral é produzido
em osmoforos localizados na pétala, a qual exala intenso odor adocicado durante todo o
periodo de antese floral (obs. pessoal). As flores desta espécie apresentam caracteristicas
associadas a sindrome de polinizacdo falenofila e sdo visitadas por mariposas e abelhas
durante o dia e, exclusivamente, por mariposas noturnas durante a noite (Barral et al., em
prep.; Capitulo 1 desta tese).

Ritmos circadianos na producdo de odores florais tem sido registrdos, podendo ocorrer
diferencas na quantidade e/ou qualidade do odor ao longo do dia, havendo rela¢do ao pico de

atividade de determinado tipo de polinizador dominante com picos de producdo de odor ou
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COV dominante (Matile & Altenburger 1988; Hoballah et al. 2005; Waelti et al. 2008;
Fenske & Imaizumi 2016). A investigacdo dos periodos de producéo de determinados COVs
no periodo de antese floral oferece informagdes mais detalhadas no que se refere a
participacdo de diferentes vetores de polen em espécies que exalam odor durante toda antese.
Levando em consideracdo o perido de antese de um dia das flores de A. cearensis e a grande
variedade de visitantes florais ao longo desse periodo, o objetivo deste estudo foi descrever os
componentes do perfume floral de Amburana cearensis e discuti-los & luz da biologia da
polinizacdo para responder as seguintes questdes: (1) quais os principais COVs presentes no
buqué floral desta leguminosa ameacada de extin¢do? (2) ha sintese de diferentes compostos
pelas flores durante o dia e a noite? e (3) baseado em dados disponiveis na literatura, existe
correlacdo entre os referidos COVs e o sistema de polinizacdo da espécie?

Neste estudo, procuramos entender a dindmica de emissdo de odor de A. cearensis e
sua funcdo na atracdo dos visitantes florais. Esta espécie esta ameacgada de extin¢do e depende
de animais polinizadores para sua reproducdo, sendo, portanto, o odor uma caracteristica

essencial compreendermos sua biologia reprodutiva.

Material e Métodos

Local de coleta e espécie estudada

O estudo foi conduzido em um local de ocorréncia natural da espécie, em area de
Caatinga, um tipo de floresta seca brasileira, em Parnamirim (39° 31° O 8° 6’ S),
Pernambuco, nordeste do Brasil. A vegetacdo é predominantemente composta por Caatinga
Hiperxerofila com trechos de Floresta Caducifdlia, e situa-se na unidade geoambiental da
Depressdo Sertaneja (CPRM 2005). O clima é do tipo Tropical Semi-Arido, com chuvas de
verdo entre novembro a abril e precipitacdo media anual de 431,8 mm (CPRM - Servico
Geoldgico do Brasil 2005).

Amburana cearensis (Allemado) A.C.Sm. (Fabaceae), € uma leguminosa arborea tipica
de Caatinga com importancia socioecondmica e ecologica (e.g. Kiill 2010; Catéo et al. 2011;
Bitu et al. 2015) que se encontra ameacada de extingdo (Americas Regional Workshop 1998;
IUCN 2016). Sua floracdo ocorre entre 0s meses de maio a junho, correspondendo a estacao
seca na area de estudo e se estende por aproximadamente um més (obs. pessoal). As flores
estdo dispostas em inflorescéncias congestas (Barral et al., em prep.; Capitulo 1 desta tese)
apresentam coloracdo branca, néctar como recurso floral, antese crepuscular e odor intenso e

adocicado, sendo possivel enquadra-las na sindrome de polinizacao falenofilia sensu Feagri &
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Pijl (1979) (Barral et al. em prep.; Capitulo 1 desta tese). Como visitantes florais, foram
registrados principalmente espécies de mariposas diurnas e noturnas e abelhas, e, com menor

frequéncia, espécies de dipteros e coledpteros (Barral et al. em prep.; Capitulo 1 desta tese).

Coleta e andlise dos volateis florais

A identificacdo da composicdo quimica dos odores florais de A. cearensis foi realizada
pela técnica de extragdo por “headspace” dinamico (ver Dotterl & Jurgens 2005). Amostras in
situ dos volateis emitidos por inflorescéncias com flores em antese e de amostras controle.
Uma inflorescéncia inteira foi usada por amostra devido néo ser possivel isolar uma Unica flor
de botbes e flores senescentes. Para o tratamento controleforam usados ramos vegetativos,
folhas e caule, incluindo ar ambiente.

Foram coletadas 14 amostras das inflorescéncias e duas amostras controle. Oito
amostras diurnas e uma amostra controle foram coletadas no periodo da manha (entre 06:00 —
10:00 h) e da tarde (entre 14:00 — 16:00 h). Seis amostras noturnas e um controle foram
realizadas no inicio da noite (entre 18:00 — 22:00 h) e da madrugada (entre 00:00 — 02:00 h).

Para realizar a coleta, inflorescéncias com botdes florais em pré-antese foram
previamente ensacadas com sacos de voil para evitar contaminacdo por qualquer visitante
floral ou florivoro. No momento da coleta das amostras das inflorescéncias, o saco voil foi
retirado e as inflorescéncias e o material vegetativo (ramos sem inflorescéncia, com folhas em
fase de senescéncia) foram ensacados em sacos de polietileno associada a uma coluna de
vidro com carvéo ativado para entrada de ar filtrado.

Os volateis emitidos retidos dentro do saco foram capturados por cerca de duas horas
por amostra em tubos de vidro contendo 50 mg de uma mistura 1:1 dos polimeros adsorventes
Tenax™ TA (80/100 mesh, Supelco, EUA) e Carbopack ™ X (20/40 mesh, Supelco, EUA),
através de uma bomba de vacuo (G12/01 EB, Rietschle Thomas, Puchheim, Alemanha).
Apos a coleta, os tubos de vidro com os volateis florais retidos foram lavados eluidos com
hexano (250 uL; grau de pureza 99,9%, Sigma—Aldrich, EUA) e armazenados em vials de 2
mL sob refrigeracdo -24 °C até analise.

As amostras coletadas foram analisadas através de cromatografia gasosa —
espectrometria de masssa (CG-EM) em um sistema quadrupolo Agilent 5975C Series
GC/MSD (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), equipado com uma coluna apolar DB-5
(Agilent J&W; 60 m x 0,25 mm d.i., 0,25 um espessura da pelicula). Para cada amostra, uma
aliquota de 1,0 pl foi injetada em modo split, que variou entre 1:10 — 1:30 de acordo com a

concentragdo da amostra. A temperatura do GC foi ajustada em 40 °C por 2 min, entdo
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aumentada em 4 °C min* até 230 °C e mantida por 5 min. O fluxo de hélio foi mantido em
pressdo constante de 7,0 psi. A interface do EM foi definida em 230 °C e os espectros de
massa registrados em 70eV (em modo El) com uma velocidade de escaneamento de 0,5 scan™
de m/z 40-350. Os compostos foram identificados a partir de comparagéo de seus espectros de
massa e tempos de retencdo aqueles de padrdes auténticos disponiveis nas bibliotecas de
referéncia MassFinder 4, NIST08 e Wiley Registry™ 9th Edition, integradas ao software
Agilent MSD Productivity ChemStation Agilent Technologies, Palo Alto, EUA). As areas dos
picos nos cromatogramas foram integradas para obtencdo do sinal idnico total e seus valores
utilizados para determinar as proporc¢des relativas de cada composto. Foram calculados os
indice de retencdo de Kovats (Schomburg, 1990) de modo a fornecer um meio para
comparagdo com dados disponiveis na literatura. Compostos nao identificados que perfizeram
valor percentual inferior a 1% em cada amostra foram somados e apresentados de acordo com

a classe quimica as quais pertencem.

Emisséo de odor e visitantes florais

Foram analisados os princiais COVs presentes no buqué floral de A. cearensis no
periodo noturno e diurno e suas quantidades médias relativas emitidas ao longo da antese.
Para verificar possiveis diferencas entre 0os compostos emitidos durante o dia e a noite foram
realizadas analises estatisticas parametricas (Teste t) e quando necessario ndo-paramétricas
(Teste de Mann-Whitney). Pré-requisitos para execucdo dos testes parameétricos foram
atendidos com normalidade (Lilliefors) e homogeneidade de variancia dos dados, além disso,
valores de “p” foram determinados com base em um alfa bilateral de 5% de significancia. Os
testes estatisticos foram conduzidos com auxilio do programa BioEstat v. 5.3.

Além disso, as possiveis diferencas entre os volateis emitidos nos dois horarios da
antese foram analisadas a partir do célculo do indice de dissimilaridade de Bray Curtis e,
baseado nessa matriz, foi realizada uma analise de Escalonamento Multidimensional N&o
Métrico (NMDS). Foi também realizada uma Analise de Principais Compomentes (PCA) para
identificar os principais COVs que permitiram identificar uma possivel diferenca entre o0s
horérios. Vale ressaltar que estas analise foram realizadas apenas para os volateis que
perfizeram 1% do percentual relativo de emissdo em pelo menos uma das amostras coletadas.
Estas analises foram conduzidas com auxilio do programa Past 3.

Os compostos emitidos no odor floral sob uma visdo qualitativa e quantitativa foram
comparados e discutidos quanto aos grupos de animais polinizadores diurnos e noturnos de A.

cearensis encontrados em Barral et al. (em prep.; Capitulo 1 desta tese).
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Resultados

Durante o periodo de antese as inflorescéncias exalaram um aroma agradavel, forte e
adocicado, perceptivel a cerca de 30 m da planta pelo olfato humano, sendo mais intenso a
noite. Cerca de 50 diferentes compostos foram identificados no buqué de odor floral de A.
cearensis, dos quais, 16 ndo puderam ser identificados. A composi¢do quimica do perfume
floral de A. cearensis é apresentada na Tabela 1 e os compostos estdo organizados em classes
de acordo com a sua origem biossintética e subclasses conforme sua fungdo (sensu Knudsen
et al. 2006).

Cinco categorias de compostos quimicos foram detectadas: (1) alifaticos, (2)
benzendides e fenilpropanoides, (3) compostos de cadeia C5 ramificada, (4) compostos
ciclicos diversos e (5) terpenos, subdivididos em monoterpenos, sesquiterpenos e terpenos
irregulares (Tabela 1). O odor floral foi dominado por terpenos, principalmente linalol, e por
alcool benzilico, compostos mais abundantes em toda amostragem independente do horario de
coleta do odor (Tabela 2). A distribuicdo dessas categorias no buqué floral e seus principais
componentes quimicos em amostras diurnas e noturnas estdo na Tabela 2. Entre os terpenos
volateis as duas subclasses foram bem representativas: (1) monoterpenos, com destaque para
linalol, 6xidos de linalol e (E)-B-ocimeno; e (2) sesquiterpenos, notadamente (E,E)-a-
farneseno.

As quantidades de COVs emitidos entre os periodos diurno e noturno ndo diferiram
de forma significativa (t= -0,508, gl.= 77, p= 0,1259). Contudo, verificou-se diferenca
qualitativa nos buqués florais. Essa diferenca ocorreu pela presenca exclusiva de oito
compostos quimicos durante o dia (Monoterpenos — (3E,5E)-2,6-dimetil-1,3,5,7-octatetraeno
e um composto ndo indentificados; Sesquiterpenos — a-Copaeno, (2Z,6E)-Farnesol; Nao
identificados - quatro compostos ndo identificadas) e quatro compostos exclusivos do periodo
noturno (Alifaticos — (Z)-3-Hexenol, 2-Etilhexanol; C5-cadeia ramificada — 2-Metilbutanol,
N&o identificados — um composto nao indetificado).

Os volateis dominantes das flores de A. cearensis (Linalol, Oxido de cis-linalol
furandide, (E,E)-a-Farneseno, Oxido de cis-linalol (pirandide), Alcool benzilico, (E)-p-
Ocimeno e Oxido de trans-linalol (pirandide)) foram emitidos por todo periodo da antese,
porém as propor¢cdes de emissdo dos COVs mais abundantes, linalol e oxido linalol cis
variaram durante a antese (Figura 1). O linalol foi encontrado em maior proporg¢do durante o
dia (t= 3,87, gl= 12, p= 0,0022), com pico entre 06:00-09:00 h e o éxido linalol cis

(furandide) esteve em maior quantidade no periodo noturno, com pico entre 18:00-22:00 h (t=
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-6,35, gl= 12, p< 0,0001) e (Tabela 2) (Figura 1 e 2). Os demais volateis ndo diferiram quanto
a producdo entre o dia e a noite. Todos os volateis apresentaram uma queda na emissdo no
periodo da tarde entre 14:00-16:00 h.

Embora a quantidade de odor emitida durante a noite e o dia tenha sido similar hd um
pico de producdo diurna. A producdo de odor comecga no inicio da antese e se mantém
constante até o inicio da madrugada. Por volta das 02:00 h hd um aumento gradual da
quantidade de volateis florais emitidos, atingindo pico por volta das 09:00 h, com quantidade

de emissdo de volateis de cerca de duas vezes a producdo inicial (Figura 1).

Discussao

O odor de Amburana cearensis, de uma forma geral, esta de acordo com a “imagem
branca floral olfatoria” descrita por Kaiser (1991, 1993), uma fragrancia universal para
plantas com flores brancas, de antese noturna, polinizadas por mariposas (Raguso &
Pichersky 1999). O buqué floral dominado por terpenos, com destaque para o linalol, seu
oxido cis-furanoide e (E,E)-a-farneseno, caracteriza esta “imagem branca floral olfatéria”,
que de acordo com Dobson (2006) é caracterizada pela dominancia de terpendides, sendo o
linalol mais comum seguido de trans-B-ocimeno, B-cariofileno, e farneseno. Portanto, em
reforco a essa proposta de “imagem” de odor, a excegdo do P-cariofileno, todos esses
componentes estavam presentes do perfume floral de A. cearensis. Em adi¢do ao odor, a
pétala apresenta coloracdo palida, tipica de espécies falendfilas (sensu Feagri Pijl 1979) e o
uso combinado desses atrativos, visual e olfativo, tende a favorecer a constancia floral dos
polinizadores, visto que abelhas e mariposas percebem odores e cores como estimulos
atrativos de formas distintas (Varassin & Amaral-Neto 2014).

Os COVs florais de A. cearensis podem ser considerados semelhantes ao de outras
espécies polinizadas por mariposas (Baker 1961; Feagri & Pijl 1979; Knudsen & Tollten
1993; Pichersky et al. 1994; Raguso & Pichersky 1995; Waelti et al. 2000; Plepys et al.
20028, Riffell et al. 2008) devido a domindncia de compostos benzendides e terpenos,
principalmente linalol, 6xidos de linalol, B-ocimeno e a-farneceno.

Além do alcool benzilico, linalol e B-ocimeno figuram entre os volateis mais
comumente encontrados em perfumes florais, ocorrendo em 70% e 71% das plantas com
sementes respectivamente (sensu Knudsen et al. 2006). Ambos sdo componentes quimicos
encontrados no perfume floral de espécies polinizadas por lepidopteros, incluindo borboletas

e mariposas (Andersson et al. 2002; Dobson 2006). Linalol, o mais abundante componente
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(dia: 32,81 — 54,88 %); noite: 19,37 — 41,04 % ) do buqué do odor floral de A. cearensis , € um
monoterpeno que possui odor doce e agradavel (Raguso & Pichersky 1999; Blank et al. 2007)
e dominante em espécies polinizadas por mariposas (Knudsen & Tollsten 1993; Raguso &
Pichersky 1995; Majetic et al. 2015). Entretanto, este COV pode ser encontrado amplamente
em flores de antese diurna (Raguso & Pichersky 1999) polinizadas por abelhas (Borg-Karlson
et al. 1996; Parachnowitsch et al. 2012, 2013; Gong et al. 2015), borboletas (Honda et al.
1998; Chen et al. 2012) e besouros (Thien et al. 1975; Steenhuisen et al. 2010, 2012). H3,
ainda, registro do linalol como atrativo para moscas (El-Sayed, 2018).

O élcool benzilico, o benzenodide mais abundante em A. cearensis, ocorre em 56% das
familias de plantas com sementes (Knudsen et al. 2006) e possui odor fraco levemente
adocicado (Bauer 2001). Este composto estd presente em altas quantidades em flores
polinizadas por borboletas (Dobson 2006), como em Ligustrum japonicum (Oleaceae) (Honda
et al. 1998) e foi associado na atracao de florivoros, como coledpteros Mordellidae em flores
de Cirsium arvense (Asteraceae) (Theis 2006). As flores de A. cearensis sdo visitadas por
espécies de borboletas polinizadoras, mas também foram observados coledpteros florivoros
(ver Barral et al. dados ndo publicados), sugerindo uma possivel relagéo entre alcool benzilico
e a herbivoria nas flores desta espécie.

O sesquiterpeno a-farneceno, o terceiro (ca. 17%) mais frequente volatil do buqué
floral de A. cearensis, também pode compor perfumes florais de espécies ndo polinizadas por
mariposas, como a pisicéfila Buddleja davidii (Scrophulariaceae) (Tholl & Rése 2006). A
combinacdo e a relacdo de dominancia entre os trés volateis mais frequentes no odor floral de
A. cearensis também foi observada em Lonicera (Caprifoliaceae) (Joulain 1986, apud Dobson
2006), espécie polinizada por ambos 0s grupos de mariposas, esfingideos e noctuideos. Este
composto também é conhecido como atrativo para besouros, moscas e abelhas Euglossine (EI-
Sayed, 2018).

Os compostos alifaticos (Z)-3-hexenol e 2-etillhexanol, também conhecidos como
“green leaf volatiles” ou GLVs, foram exclusivos do odor produzido a noite. Tais compostos,
constituem um grande grupo de volateis herbivoro-induzido associados a funcdo de defesa da
planta (Allmann et al. 2013), podendo atrair predadores ou parasitoides de insetos herbivoros
como vespas e geralmente sdo produzidos em maior gquantidade apds danos aos tecidos
vegetais (Kessler & Baldwin 2001; Brodmann et al. 2008; Allmann & Baldwin 2010). A
presenca destes volateis no perfume de A. cearensis pode estar envolvida na atracdo das
vespas que visitam flores e botdes florais desta espécie a procura de larvas deixadas

provavelmente por lepidépteros (Barral et al., dados ndo publicados). Contudo, o fato dos
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GLVs serem encontrados amplamente na natureza ndo faz com que estejam necessariamente
envolvidos na acurada localizagéo das flores (Honda et al. 1998), sendo melhor interpretados
como sinais ndao-especificos de danos na planta (Hoballah et al. 2002).

Ritmos circadianos na emissdo de odor, como verificado em A. cearensis, sdo
observados em espécies de antese noturna (Fenske & Imaizumi 2016; Ddétterl et al. 2005;
Morinaga et al. 2009; Kong et al. 2012; Yokota & Yahara 2012), contudo tanto a
periodicidade da fragréncia, como o fechamento floral diurno parecem ter evoluido como
modificaces secundarias nas flores polinizadas por mariposas (Raguso & Pichersky 1995).
Amburana cearensis ndo apresenta modificacdes secundarias como fechamento e emissdo de
odor exclusivamente noturno, podendo atrair abelhas, moscas, borboletas e beija-flores
durante o dia (ver Barral et al. em prep; capitulo 1), contudo as mariposas noturnas e diurnas
sdo os visitantes e polinizadores mais frequentes, sendo um indicativo de que o odor pode
promover uma resposta sensorial mais forte nas mariposas (ver Barral et al. em prep; capitulo
1 desta tese).

A mudanca qualitativa na emissdo dos volateis florais diurno, como na producdo do
linalol, pode ser associada a atracdo das mariposas. O aumento na quantidade relativa de
linalol emitida é acompanhada por um aumento na frequéncia de mariposas, com um primeiro
pico de frequéncia entre 05:00-06:00 h e um segundo pico entre 08:00-09:00 h, este ultimo
horéario correspondendo ao méaximo de linalol produzido no odor floral . A producéo ritmica
de linalol pode ser observada em outras espécies de antese noturna (Matile & Altenburger
1988; Loughrin et al. 1991; Miyake et al. 1998; Raguso et al. 2003) e a variacdo desse volatil
sob forte selecdo, como S - (+) - linalol, sugere regulacdo com possiveis funcdes ecologicas
(Reisenman et al. 2010; Burdon et al. 2015). Linalol é amplamente encontrado em espécies de
planta com sementes e atrativo para um amplo espectro de polinizadores (Raguso & Pichersky
1999, Raguso 2016), logo parece estar direta e positivamente correlacionada a atracdo de
mariposas diurnas e outros visitantes florais diurnos como as abelhas e borboletas na espécie
estudada. Meagher & Landolt (2008) verificaram que a combinacdo de diferentes compostos
organicos volateis com o odor floral chave phenylacetaldehyde (PAA) resultaram em
diferentes respostas, que variam entre as espécies atraidas capturadas. Desta forma, a
combinacdo de diferentes compostos organicos florais emitidos durnate o dia e a noite
combinados ao linalol pode permitir o amplo espectro de visitantes florais de A. cearensis.

No maximo de producdo de linalol, o0 monoterpeno f-ocimeno apresenta um pico de
producdo que marca sua maior propor¢do no buqué do odor floral diurno. Este volatil é o

componente considerado atrativo para abelhas, moscas e borboletas (Raguso & Pichersky
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1995), tendo mostrado fortes resposta eletrofisiol6gicas em antenas da borboleta Heliconius
melpomene (Nymphalidae: Heliconiinae) (Andersson & Dobson 2003). O f-ocimeno,
portanto, pode estar ativamente contribuindo para a maior ocorréncia dos visitantes florais
diurnos ndo-mariposas, as borboletas e abelhas, que sdo mais frequentes no intervalo entre
07:00-16:00 h (Figura 1). As abelhas, apesar de efetivas, foram, contudo, visitantes raros,
totalizando apenas 6% da frequéncia de visitas em A. cearensis (Barral et al., em prep.;
Capituo 1 desta tese). Odores florais de espécies polinizadas por abelhas, apesar de serem
muito variaveis e frequentemente dominados por monoterpenos (Dobson 2006), como trans-
B-ocimeno para Vicia (Fabaceae) (Sutton et al. 1992), ndo parecem ter fortes respostas na
atracdo desses animais as flores de A. cearensis na area estudada. Possivelmente, a falta de
um guia visual mais atrativo e um recurso floral mais compensatorio, como néctar mais
concentrado, (ca. 23% + 10,60 em A. cearensis, ver Barral et al. em prep; capitulo 1 desta
tese), pode estar envolvido na menor frequéncia das abelhas, visto que tais atributos sé@o
determinantes no forrageio desses animais.

Em resumo, as flores de A. cerensis apresentam odor floral forte e adocicado conferida
pela dominancia de monoterpenos, em especial linalol, sendo, possivelmente, responsavel
pela atracdo de mariposas noturnas e diurnas como principais vetores de polinizacdo. A
presenca de outros terpenoides em adi¢do ao linalol, contudo provavelmente contribui para
atracdo de outros visitantes florais diurnos com comportamento adequado a polinizacédo, que
em experimento de polinizacdo seletiva realizado por Barral et al. (em prep; capitulo 1) se
mostraram mais efetivos que polinizadores noturnos. Além disso, a continua producdo de
odor ao longo de toda antese em adi¢do a mudanca qualitativa no perfume floral com pico de
producdo de linalol durante o dia, amplia o espectro de polinizadores efetivos de A.
cearensis, que podem, portanto, aumentar o sucesso reprodutivo da espécie que apresenta

grande importancia socioeconémica e esta ameacada de extincao.
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Tabela 1. Amplitude e média da quantidade relativa (%) dos componentes do perfume floral

de Amburana cearensis (Fabaceae) identificados em amostras de headspace dinamico. IR =

indice de retencio de Kovats.

IR Dia (n=8) Noite (n=6)
Alifaticos
Alcoois
(2)-3-Hexenol 854 - 0,152
2-Etilhexanol 1029 - 0,082
Benzenoides e fenilpropanoides
Aldeidos
Benzaldeido 960 0,01 - 0,09 (0,05) 0,08 - 0,34 (0,17)
Alcoois
Alcool benzilico 1033 0,29 - 16,82 (7,57) 3,78 - 13,05 (8,62)
Esteres
Benzoato de metila 1095 0,03 -1,05 (0,77) 0,17 -0,75 (0,58)
Acetato de benzila 1166 0,06 — 0,56 (0,33) 0,18 0,85 (0,51)
Propanoato de benzila 1260 0,12 -0,52 (0,30) 0,03 -0,15 (0,09)
Isobutanoato de benzila 1299 0,05-0,27 (0,18) 0,12-0,23 (0,17)
Metil 2-met6xibenzoato 1342 0,31-0,98 (0,57) 0,02 -1,44 (0,47)
Butanoato de benzila 1348 0,04 -0,17 (0,09) 0,04 -0,09 (0,07)
(E)-Metil cinamato 1385 0,14 -0,30 (0,22) 0,272
Benzil 2-metilbutanoato 1388 0,40 - 1,51 (0,85) 0,15-0,78 (0,47)

Nao identificados
Compostos de cadeia C5 ramificada

Alcoois

0,01 - 0,05 (0,02)
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2-Metilbutanol
Esteres
(2)-3-Hexenil 3-metilbutanoato
Compostos ciclicos diversos
Furanos
2,5-dimetiltetrahidrofurano
Piranonas
2,2,6-trimetil-6-vinildihidro-2H-piran-3(4H)-ona
Terpenos
Terpenos irregulares
6-Metil-5-hepten-2-ona
Monoterpenos
Mirceno
(2)-B-Ocimeno
(E)-p-Ocimeno
Oxido de cis-linalol (furanoide)
Oxido de trans-linalol (furanoide)
Linalol
(3E,5E)-2,6-dimetil-1,3,5,7-octatetraeno
Oxido de cis-linalol (piranoide)
Oxido de trans-linalol (piranoide)
Citronelol
(E)-Geranil acetona
Desconhecido mz 91,119,40,43,134
Nao identificados
Sesquiterpenos

a-Copaeno

Na

1234

na

1108

988

991

1039

1049

1072

1088

1100

1131

1169

1174

1229

1455

1209

1378

0,02 0,10 (0,06)

0,12 - 0,66 (0,28)

0,332

0,12 - 0,50 (0,24)

0,03 - 0,07 (0,05)
0,45 - 0,86 (0,63)
1,39 - 5,68 (2,80)
7,41 16,85 (12,24)
0,19 - 0,47 (0,30)
32,81 - 54,88 (45,06)
0,03 - 0,012 (0,08)
5,27 - 9,44 (7,37)
1,16 - 4,00 (2,16)
0,02 - 0,04 (0,03)
0,03 - 0,04 (0,04)
0,04 0,53 (0,21)

0,18

0,04 — 0,07 (0,05)

0,132

0,042

0,15-0,60 (0,27)

0,24 0,33 (0,29)

0,25 0,57 (0,36)

0,05
0,27 - 0,82 (0,48)
0,40 — 2,40 (1,35)
22,74 - 38,20 (29,52)
0,30 - 0,61 (0,49)

19,37 — 41,04 (27,40)

8,28 - 13,21 (10,26)

1,79 2,56 (2,17)

0,09°
0,05-0,21 (0,13)

0,11
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(Z,E)-a-Farneseno
(E,E)-o-Farneseno
(E)-Nerolidol
(2z,6E)-Farnesol

Demais compostos ndo-identificados

1497

1510

1566

1724

0,32 1,65 (0,77)
10,30 - 27,81 (17,38)
0,022

0,04-0,18 (0,11)

0-0,46 (0,13)

0,03-0,29 (0,11)

10,59 — 22,35 (16,17)

0-0,35(0,16)
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Tabela 2. Quantidade absoluta (%) dos principais componentes do buqué floral de Amburana

cearensis (Fabaceae). Letras diferentes corresponde a diferenga estatistica significativa (0= 5%).

Composto Dia/Noite Teste estatisco

t/J g.l p
Alifaticos 0/0.23 - - -
Benzendides 10.95/11.42 54 - 0.9439
Alcool benzilico 60.55/51.71 -0.40 12 0.69
Cadeia - C5 0.06/0.17 19 - 0.5186
Muiscelaneos ciclicos 0.61/0.56 23 - 0.8973
Terpenos 89.87/ 88.73 126 - 0.2337
(E)-B-Ocimeno 22.40/8.11 2.12 12 0.55
Linalol 6xido <cis-> (furanoide) 97.93"/177.10° -6.35 12 <0.0001
Linalol 360.45%164.41° 3.87 12 0.0022
Linalol 6xido <cis-> (piranéide) 59.00°/61.56° -3.34 12 0.005
Linalool éxido <trans-> (pirandide) 17.30/13.01 19 - 0.51
(E,E)-a-Farneceno 139.06/97 0.43 12 0.67
N&o identificados 0.65%0.22° 30.50 - 0.0166
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Tabela 3. Visitantes florais de Amburana cearensis (Fabaceae) em area de Caatinga no sertdo
de Pernambuco. Fr.abs. = frequéncia absoluta de visitas. Tabela adaptada de Barral et al. (em
prep; capitulo 1).

Visitante floral Periodo visita Fr. Abs.
Lepidoptera
Mariposas noturno/diurno 352/123
Borboletas diurno 103
Hymenoptera

Abelhas diurno 39
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Figura 1. Distribuicdo dos volateis do buqué do odor floral de Amburana cearensis durante o
periodo de antese. A — Volateis totais; B — Volateis dominantes: Alcool benzilico, (E)-B-
Ocimeno, Linalol éxido cis furandide, Linalol, Linalol 6xido cis pirandide, Linalol 6xido
trans pirandide e (E,E)-a-Farneceno; C — Frequéncia de visitas, adaptado de Barral et al. (em

prep; capitulo 1).
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Resumo

Fragmentacdo e degradacdo em diferentes ecossistemas tem causado alteragcbes sobre a
estrutura e dindmica das populacBes vegetais e o estudo demogréfico tem auxiliado na
compreensdo dessa dindmica. Assim, o objetivo deste trabalho foi descrever a estrutura
populacional e a distribuicdo espacial da espécie madeireira ameacada de extingdo Amburana
cearensis (Fabaceae) em duas &reas de caatinga no sertdo de Pernambuco, NE — Brasil.
Medidas de diametro e altura foram registradas para ambas as populagdes durante trés censos
anuais consecutivos. A estrutura populacional foi analisada através de classes diamétricas e
relacdes alométricas foram descritas. A distribuicdo espacial foi definida através do indice de
Morisita. As populacbes mostraram estruturas populacionais ajustadas a curva do “J-
invertido” com valores expressivos dos coeficientes de determinacao. A relagdo entre
diametro ao nivel do solo (DNS) e altura foi positiva e significativa. O padrdo de distribuicéo
espacial diferiu entre as areas variando de agregado a uniforme. Irregularidades na frequéncia
das classes diamétricas foram observadas, contudo o elevado ajuste exponencial indica que
ambas as populacbes continuaram autorregenerantes ao longo dos censos. Apesar da
correlagdo positiva altura/DNS, individuos na Area | apresentaram menor porte, o que pode
estar relacionado ao tipo de solo ou maior suscetibilidade a perturbacdo antropica.
Distribuicao espacial agregada foi predominante, contudo o padréo regular foi observado para
os adultos na Area Il indicando uma relacio com competicdo por recursos limitantes (eg:
agua) e/ou potencial alelopatico. O tipo de solo, restricdo hidrica e atividade antropica
parecem estar refletindo sobre a densidade, o balangco recrutamento/mortalidade, o porte dos
individuos e o padrdo de distribuicdo espacial das populacdes de forma que sugere-se a
criacdo de areas para conservacdo e de planos de manejo com uso racional respeitando 0s

limites regenerativos e produtivos de A. cearensis.

Palavras-chave: Caatinga de areia e cristalino, distribui¢do espacial, estrutura populacional
diamétrica, atividade antropica
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Introducéo

Perturbacdo antrdpica tem sido a principal causa de alteracfes nas condicbes de
sobrevivéncia e desenvolvimento de plantas, da descaracterizagdo e perda de habitat e de
disturbios em servicos ecoldgicos (Saunders et al. 1991; Burton et al. 2009; Melo et al. 2010;
Tang et al. 2011; Dicks et al. 2016). Tais mudangas através do extrativismo e diversos usos
da terra pelo homem tém resultado na fragmentacédo e degradacgéo de diferentes ecossistemas,
causando alteracdes sobre a estrutura e dindmica das populagdes vegetais (Tang et al. 2011;
Rodrigues et al. 2016).

Tais populacGes, tem reagido a diferentes fatores bidticos e abi6ticos e o estudo
demogréfico, principal ferramenta para compreenséo da dinamica populacional (Silvertown et
al. 1993), tem auxiliado o entendimento de como a perda de servi¢cos ecossistémicos,
perturbacdo antropica e fragmentacdo, tem modificado a estrutura das populagcdes, assim
como também tem indicado consequéncias futuras a longo prazo (Brys et al. 2003; Martorell
& Peters 2005; de Crop et al. 2012). Portanto, € substancial no desenvolvimento de iniciativas
voltadas a conservacéo e estratégias de manejo (Bruna & Kress 2002; Tang et al. 2011).

Na Caatinga agOes antropicas tém levado a um acentuado processo de degradacédo
reduzindo areas continuas de vegetacdo tornando espécies vegetais e animais vulneraveis ou
em perigo de extincdo (Andrade-Lima 1981; Casteletti et al. 2003; Giulietti et al. 2003; Leal
et al. 2005). Amburana cearensis (Allemédo) A.C.Sm. é uma Leguminosae tipica de Caatinga
ameacada de extincdo (Americas Regional Workshop 1998; CNCFlora 2012; IUCN 2016) de
reconhecido valor socioeconémico e bioldgico (e.g. Leal et al. 2005; 2006; Kill 2010; Catao
et al. 2011; Bitu et al. 2015).

Nas areas de ocorréncia natural da espécie o corte seletivo e ilegal pela comunidade
local tem gerado a vulnerabilidade da espécie no Brasil (CNCFlora 2012) visto que sua
madeira tem grande potencial na medicina popular (Bitu et al. 2015) e madeireiro local como
também por seu valor no comércio internacional (ABP Comércio & Importacdo Ltda 2016).
Sabendo que o corte seletivo de madeira altera a estrutura populacional de espécies arboreas
(e.g. Johns 1988; Hall et al. 2003; Osazuwa-Peters et al. 2015; Rodrigues et al. 2016),
objetivou-se realizar o estudo da estrutura e distribuicdo populacional de Amburana cearensis

em duas areas de Caatinga sob perturbacéo.
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Material e métodos

Local de estudo e espécie estudada

O local de estudo € composto por duas areas distintas, conhecidas pela populacéo
residente como Olho D’Agua e Serrote e distam aproximadamente 8 km uma da outra. Ambas
encontram-se o municipio de Parnamirim (08°05°26”S, 39°34°42”0), Pernambuco, que esta
inserido na unidade geoambiental da Depressdo Sertaneja e apresenta vegetacdo basicamente
composta por Caatinga Hiperxerdfila com trechos de Floresta Caducifélia. O clima é do tipo
Tropical Semi-Arido, com chuvas de verdo entre novembro a abril e precipitacdo média anual
de 431,8 mm (CPRM — Servico Geolb6gico do Brasil 2005).

A Area | (8°08.267°S, 39°35.751°0), conhecida como Olho D’Agua, é uma caatinga
de areia que apresenta poucas propriedades em meio a vegetacdo e fica proxima a uma
unidade de extracdo mineral, que segundo os moradores locais esteve ativa por cerca de seis
anos (2008-2014). Atividades de pastoreio e extrativismo é evidenciada pela presenca de
caprinos, bovinos e equinos e pelos sinais visiveis de cortes parcial e total de arvores,
inclusive A. cearensis, para variados fins. Extrativismo mineral de rochas graniticas, também
é realizado pela comunidade local (Figura 1). A Area Il (8°05.996°S, 39°31.731°0), chamada
Serrote, esta inserida numa caatinga de cristalino e apresenta moradias na regido circundante a
vegetacdo. A atividade de caprinos e bovinos estéd presente, contudo atividade antropica em
meio as parcelas ndo foram observadas durante os anos de pesquisa (2013-2015) (Figura 2).

Amburana cearensis (Allemdo) A.C.Sm. (Fabaceae) € uma leguminosa arbdrea de
pequeno a médio porte na Caatinga, popularmente conhecida como cerejeira, amburana,
imburana-de-cheiro ou cumaru (Leite 2005, MMA 2012). Apresenta distribuicdo
exclusivamente sul-americana, encontrando-se principalmente no Brasil, em diferentes tipos
de vegetacdo desde Caatinga a Floresta Estacional Semidecidual (Leite 2005, Seleme et al.
2015). O centro de distribuicdo da espécie é o nordeste brasileiro, sendo uma arvore tipica da
Caatinga de importancia socioeconémica, usada em produtos madeireiros no mobiliario fino,
artesanato e tanoaria (Rizzini 1978, Catdo et al. 2011, MMA 2012) e ndo-madeireiros como
fitoterapico na medicina popular e fitocosméticos na fabricacdo de sabonetes e fixador de
perfumes (Leal et al. 2000, 2005, 2006; MMA 2012; Bitu et al. 2015). Como consequéncia
principalmente da exploracdo madeireira, aléem da perda de habitat, a espécie encontra-se
atualmente em perigo de extingdo (Americas Regional Workshop 1998; CNCFlora 2012;
IUCN 2016).
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Estrutura populacional e distribuigéo espacial

As duas populaces de Amburana cearensis, uma na Area | e outra na Area I, foram
acompanhadas através de censos anuais no municipio de Parnamirim, Pernambuco, durante
trés anos. No total 31 parcelas de 300 m? (10 m x 30 m) foram montadas aleatoriamente
seguindo uma trilha em meio a caatinga, com distancia de no minimo 50 metros entre elas,
para registro do nimero de individuos, da altura e do perimetro ao nivel do solo (PNS). As
circunferéncias do caule foram tomadas com auxilio de fita métrica e a partir da
transformacgdo dos dados de circunferéncia, foi calculado o raio (R= C/2m) para obter-se 0
DNS.

Os dados de altura foram obtidos a partir de fita métrica ou trena no caso de plantulas
e plantas jovens com até 2 m de comprimento. Individuos maiores, as alturas foram estimadas
atraveés de dois operadores por meio de avaliacdo visual, neste caso um dos operadores ficou
apoiado a arvore e serviu como referéncia para o segundo operador que realizou todas as
medigdes usando este tipo de escala (Curto et al. 2013). Esses individuos foram classificados
quanto ao seu estadio de desenvolvimento em regenerantes e adultos. Como adultos foram
considerados todos 0s espécimes que apresentaram material reprodutivo ou resquicios destes,
ou perimetro na altura do peito (PAP) > 40 cm (MMA, 2012) que corresponde a
aproximadamente 13 cm de didmetro na altura do peito (DAP, a 1,30 m do solo). Os demais
individuos foram considerados regenerantes. Além disso, durante dois censos foram
registradas nas parcelas a quantidade de plantulas, que foram marcadas e acompanhadas
guanto a presenca e auséncia a cada ano censitario.

A densidade foi calculada e para verificar diferencas estatisticas entre as areas e numa
mesma populacdo ao longo dos censos, foi inicialmente testada a normalidade dos dados
usando o teste Lilliefors, sequida de uma ANOVA 2 fatores (Sokal & Rohlf 1995; Zar 2010).
Diferencas no numero médio de adultos e regenerantes foram avaliadas dentro e entre as
populacdes a partir da analise estatistica ANOVA 1 fator (Sokal & Rohlf 1995; Zar 2010).
Quanto ao numero médio de plantulas foram aplicados os testes ndo-paramétricos de
Wilcoxon, para analises dentro de uma mesma area, e o de Mann-Whitney para verificar
diferencas significativas entre areas distintas (Sokal & Rohlf 1995; Zar 2010). Comparacdes
na frequéncia de parcelas contendo plantulas entre as areas | e 11 foram feitas usando o teste G
de aderéncia (Sokal & Rohlf 1995; Zar 2010).

Para avaliar a estrutura populacional, todos os individuos amostrados foram
distribuidos em classes de frequéncia de diametro e altura, cujo nimero de classes foi obtido

pela formula de Sturges e o intervalo das classes através do método das variaveis continuas
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(Arango 2005). As distribuicGes de frequéncia de cada parametro avaliado, altura e diametro
dos individuos, foram usadas na elaboragdo de graficos de dispersdo e comparadas entre 0s
dois fragmentos (Area I/Area I1). As distribuicBes em classes de tamanho foram comparadas e
ajustadas ao modelo “J-invertido” (ou exponencial negativa, y= a*e™) por regressdo linear
simples (Sokal & Rohlf 1995; Zar 2010). ComparacOes entre e dentro de uma mesma
populacdo durante os anos censitarios foi feita através do teste Kolmogorov-Smirnov (2-n) e
Kruskal Wallis, respectivamente (Sokal & Rohlf 1995; Zar 2010).

Taxa de mortalidade e de recrutamento populacional anual foi calculada segundo Sheil
et al. (1995, 2000). Além disso, coeficientes “q” de Liocourt foram calculados para analisar a
relagdo mortalidade/crescimento dos individuos por meio de classes diamétricas (Meyer et al.
1961). As relagdes alométricas entre diametro ao nivel do solo (DNS) e altura foram avaliadas
pelo teste de regressdo linear simples. Diferengas na estatura dos individuos entre as areas
para os censos realizados foi verificada através da analise paramétrica teste t de Student
(Sokal & Rohlf 1995; Zar 2010). Todos os testes estatisticos foram realizados com auxilio do
programa BioEstat v.5.3 (Ayres et al. 2007), com nivel de significancia de 5% para um teste
bicaudal. O estudo do padréo de distribuicdo espacial foi realizado para as duas populacoes e,
também, por classes de didmetro. Para a analise do padrdo de distribuicdo espacial, foi
utilizado o Indice de Dispersdo de Morisita (1) (Morisita 1962) e o nivel de significancia do
indice (la # 1) foi avaliada através do teste qui-quadrado (%), a 5% de probabilidade (Poole
1974).

Resultados

Na Area | um total de 72 individuos foram encontrados ao final de trés censos
realizados nas 15 parcelas amostradas, contra 54 individuos encontrados nas 16 parcelas na
Area Il. A densidade variou de 160 individuos.ha™* na Area | a 112 individuos.ha™ na Area I,
sendo estatisticamente maior na primeira (F= 48,0769; g.l.= 1; p=0,0166). A densidade
populacional dentro de uma mesma area se manteve estatisticamente semelhante ao longo dos
censos (F= 0,3077; g.l.= 2; p=0,7643), com acréscimos de poucos individuos anualmente
(Tabela 1).

O numero de adultos e jovens variou sutilmente ao longo dos censos, ndo havendo
diferenca estatistica entre os anos tanto na Area | (Regenerantes: F=0,0994; p= 0,9051/
Adultos: F= 0,0637; p= 0,9381) quanto na Area Il (Regenerantes: F=0,0205; p= 0,9805/
Adultos: F= 0,5167; p= 0,6054). A Area |, entretanto, apresentou maior niimero de individuos
adultos (F= 25,4737; g.1.= 1; p= 0,0337) e regenerantes (F= 60,3077; g.1.= 1; p=0,0128) que a
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Area I1. Quanto ao nimero médio de plantulas ndo houve diferenca significativa entre as areas
no primeiro (U= 110,5; p= 0,7073) e no segundo (U= 104; p= 0,5271) ano de observacéo,
assim como ndo houve diferenca significativa no nimero de plantulas dentro de uma mesma
area entre os anos censitarios (Area |: Z= 0,5345; p= 0,1763/ Area II: Z= 1,3522; p= 0,1763).
Vale ressaltar que ndo houve diferenga significativa na frequéncia de parcelas contendo
plantulas entre as areas no primeiro (Gvaes= 0,0461; p= 0,83) e no segundo (Gvates= 0,2482;
p=0,6183) ano de observacao.

Ambas as areas apresentaram estruturas populacionais ajustadas a curva do “J-
invertido” com valores expressivos dos coeficientes de determinacio (R?) em relagdo ao
ajuste exponencial negativo (Figura 3). A estrutura populacional entre as areas diferiu entre si
para 0 primeiro ano censitario (K-S= 0,2559; p< 0,05), o que ndo ocorreu no segundo (K-S=
0,2143; p> 0,05) e no terceiro (K-S= 0,2266; p> 0,05) censo realizado. Ganhos e perdas no
namero de individuos sem promover diferencas significativas na estrutura populacional entre
0s anos de censo numa mesma populagdo foram observadas na Area | (H= 0,0359; g.l.= 2; p=
0,9822) e na Area Il (H=0,7308, g.l.= 2; p= 0,6939).

Quanto a taxa de recrutamento, ambas as populacbes mostraram acréscimos de
individuos, com excecdo do terceiro censo realizado na Area Il, na qual nio houve
recrutamento. Nenhuma diferenca significativa para este parametro entre as areas foi
observada (Intervalo entre 1° e 2° ano: G= 0,1744; p= 0,6763/ Intervalo entre 2° e 3° ano: G=
0,2695; p= 0,6037) (Tabela 1). Para taxa de mortalidade apenas para 0 primeiro ano de
observacdo foi verificada diferenca significativa entre as populacdes (Intervalo entre 1° e 2°
ano: g= 5,0361; p= 0,0248/ Intervalo entre 2° e 3° ano: G= 1,0888; p= 0,2967), tendo a Area
IT apresentado maior taxa de mortalidade (11,11%) que a Area I. Indices “q” de Liocourt
calculados e usados na avalicao de recrutamento, estdo apresentados na Figura 3. A populacéo
na Area I apresentou o quociente de Liocourt “q” médio de 0,67 + 0,004 (Censo 1: 0,66/
Censo 2: 0,67/ Censo 3: 0,67) e de 0,87 + 0,03 na Area Il (Censo 1: 0,91/ Censo 2: 0,84/
Censo 3: 0,85) (Figura 3).

A relacdo entre diametro ao nivel do solo (DNS) e altura foi positiva e significativa
para ambas as areas, com valores altos do coeficiente de determinacdo (R?), mostrando um
ajuste médio ao modelo linear de 66% para Area | e de 61% para Area 11, quando se considera
todos os censos. A estatura média dos individuos diferiu entre as areas, apresentando maior
porte na Area 11 do que na Area | para todos censos realizados (Censo 1: t= -2,8960, g.1.= 118;
p= 0,0045/ Censo 2: t= -2.8246; g.l.= 118; p= 0,0055/ Censo 3: t= -3,0245; g.l.= 114; p=
0,0031) (Figura 4).
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A distribuicdo espacial variou entre as areas analisadas e variou entre os estagios de
vida (regenerantes e adultos) apenas para a Area Il. Os dados obtidos usando o indice de
dispersio de Morisita indicou distribuicio espacial agregada para a populagio na Area I, tanto
para os individuos adultos (Id= 1,26; y?>= 24,5; p< 0,05) quanto para os regenerantes (ld=
1,74; %*= 36,25; p< 0,05), mesmo quando analisados em conjunto (Id= 1,53; y*>= 48,54;
p<0,05) ou separadamente. A Area Il, entretanto, mostrou distribuicio agregada para os
regenerantes (Id= 2,33; y*>= 39,10; p< 0,05) e para toda a populacdo sem distingdo do estagio
de vida (Id= 1,03; ¥>= 17,11; p< 0,05) e apresentou distribuicdo regular/uniforme para os

adultos (Id=0,77; x*>= 7,51; p<0,05), independente do ano censitario analisado.

Discussao

Amburana cearensis € uma espécie comum na vegetacdo secundaria (MMA 2012),
que € resultante de processos naturais de sucessdo, apos supressdo total ou parcial de
vegetacdo primaria por agdes antropicas ou causas naturais (CONAMA 1994). Além disso, a
abundancia populacional de uma espécie pode variar de acordo com a fitofisionomia ou grau
de conservacdo do ambiente (Fabricante et al. 2009), podendo a densidade de algumas
espécies aumentar, conforme o nivel de degradacéo se eleva (Galindo et al. 2008). Assim, a
maior densidade de individuos de A. cearensis encontrada na Area | pode estar relacionada ao
grau de atividade antrépica ocorrente nesta area.

Ambas as populacdes apresentaram distribuicdo das classes diamétricas seguindo o
padrdo geral em forma de “J-invertido”, com alguns desvios na estrutura verificadas pela
variacdo nos valores do coeficiente “q” de Liocourt ao longo das classes de tamanho. Esse
tipo de padrdo é comumente observado em espécies arboreas (Nascimento et al. 2004; Faleiro
& Schiavini 2009) e tem sido encontrado para espécies de caatinga, de cerrado e de florestas
tropicais (e.g. Harper 1990; Bernasol & Lima-Ribeiro 2010; Santana et al. 2011). Tal
distribuicdo exponencial negativa (“J-invertido”) indica um balanco positivo entre
recrutamento e mortalidade, sendo tipica de populacBes autorregenerativas, para as quais é
observado individuos menores substituirem, sucessivamente, os individuos adultos na
populacéo.

Ambas as areas mostraram alto coeficiente de determinacdo ao ajuste exponencial
negativo, entretanto uma diferencga significativa na estrutura populacional para o primeiro ano
de observacdo indica que a populacdo na Area | (R?= 0,82) estava mais balanceada que na

Area Il (R?= 0,67), verificado pelo decréscimo mais uniforme do nimero de individuos entre
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as diferentes classes de tamanho na estrutura da populacdo na Area I. Irregularidades na
frequéncia das classes diamétricas e um “q” de Licourt variavel sugerem desequilibrio entre
mortalidade e recrutamento (Alves Junior et al. 2010; Bernasol & Lima-Ribeiro 2010) e
podem indicar possiveis perturbacbes passadas de origem natural ou antropica, tais como
herbivoria e corte seletivo (Felfili & Silva Junior 1988). Assim, as irregularidades e 0 menor
ajuste ao padrio em forma de “J-invertido”, observados na estrutura diamétrica na Area I
provavelmente é reflexo de perturbacdes passadas nesta populacdo. Quanto ao segundo e
terceiro censo ambas as populacGes apresentaram-se semelhantes em estrutura populacional
mostrando decréscimo uniforme na frequéncia das classes diamétricas e elevado coeficiente
de determinacéo exponencial, sugerindo que as popula¢des continuaram autorregenerantes.

Recrutamento é definido como a entrada de novos organismos em uma populacédo ou
comunidade (Ribbens et al. 1994). Ao longo dos anos censitarios ambas as populac6es
mostraram acréscimos de individuos, com excecdo do terceiro censo realizado na Area |,
para o qual ndo houve recrutamento. Limitagdes no recrutamento podem ocorrer em maltiplos
processos nos varios estagios da histéria de vida (eg. producdo, dispersdo e viabilidade de
sementes, competicdo por espaco e recursos, predacdo e herbivoria) (Clark et al. 1999),
entretanto limitagcGes no processos durante e pds dispersdo sdo criticamente importantes, uma
vez que ndo ha recrutamento sem a chegada e estabelecimento de sementes (Nathan &
Muller-Landau 2000; Clark et al. 2013). Amburana cearensis é uma espécie com floracdo
supra-anual (Machado et al. 1997; Barral et al. em preparacdo; capitulo 1 desta tese) ndo
repondo, consequentemente, 0 banco de sementes anualmente. Além disso, apresenta padrao
de dispersdo anemocoérico o que pode limitar a dispersdo a longas distancias (Cunha &
Ferreira 2003; Leite 2005; Silva & Rodal 2009; Kiill & Lima 2011). A falha em atingir locais
adequados (seeds limitation) e a falta de locais adequados (establishment limitation) para o
estabelecimento de sementes e plantulas afetam diretamente a dindmica populacional
(Eriksson & Ehrlén 1992; Muller-Landau et al. 2002; Nathan & Muller-Landau 2000; Muller-
Landau et al. 2002) e podem ser, provavelmente, as causas da auséncia de recrutamento na
Area Il

Taxas de recrutamento que mostraram-se superiores as correspondentes taxas de
mortalidade, tem resultado em aumento geral da densidade para algumas espécies arboreas
(e.g. Sanquetta et al. 2003). Para a populacdo na Area Il as baixas taxas de recrutamento e
inferiores as taxas de mortalidade se refletem na menor densidade observada neste local.
Embora a taxa de mortalidade tenha sido maior que a de recrutamento, o déficit de individuos

se deve a causa natural, visto que ndo houve evidéncias de acdo antropica. Além disso,
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redugdo no numero de individuos entre os inventarios pode ser determinada por variacdes nas
condi¢cdes ambientais e/ou em resposta aos distrbios naturais (e.g. Pinto & Hay, 2005; Mews
et al. 2011). Por outro lado, a taxa de mortalidade superior a de recrutamento observada no
terceiro ano censitario na Area |, se deve em parte ao corte seletivo ativo neste local, inclusive
dentro das parcelas.

Altos indices de correlacdo positiva entre a circunferéncia do caule e a altura da planta
foram registrados, o que esta de acordo com o padrdo esperado para plantas que crescem em
ambientes abertos (Spésito & Santos 2001), assim como as areas de caatinga onde ocorrem as
populacBes de A. cearensis aqui estudadas. No entanto, os individuos localizados na Area I
apresentaram maior porte que os da Area I. A menor estatura dos troncos na Area | pode estar
relacionada ao tipo de solo, uma vez que Santos et al. (1992) estudando a vegetacdo de
caatinga do sertdo pernambucano, no municipio de Parnamirim, local do presente trabalho,
indicou que as diferencas de solo se refletiram na vegetacdo quanto ao porte, densidade de
plantas e de especies. Além disso, o menor porte desses individuos pode indicar maior
suscetibilidade a perturbacéo, visto que foram observados cortes da casca e de galhos nesta
area ao longo dos censos. Vale ressaltar, que solos do tipo Planossolo e Bruno N&o-Calcico,
como o da Area I, apresentaram maior densidade e altura de lenhosas no estudo realizado por
Santos et al. (1992), que atribuiu tais resultados a disponibilidade de dgua e ao percentual de
cascalho nas camadas superficiais do solo (Santos et al. 1992).

Sem a distincdo entre regenerantes e adultos, ambas as populac6es exibiram agregacédo
quanto ao padrdo de distribuicdo espacial e tal caracteristica pode estar relacionada ao padréo
anemocarico de dispersdo e as caracteristicas fisicas da semente alada de A. cearensis, 0 que
limitaria a distancia em que as sementes seriam dispersas da planta mae. Contudo, apenas na
Area 11 foi observado que os adultos tendem a apresentar um padrao de distribuicdo uniforme
enquanto os regenerantes tendem a agregacdo. Segundo Silva et al. (2009) € comum dentro de
uma mesma populacdo ocorrerem diferencas na distribuicdo espacial relacionadas a classes de
tamanho e estadios de desenvolvimento. Além disso, ainda segundo Silva et al. (2009)
espécies com alta taxa de mortalidade dependente de densidade, o padrédo espacial dos adultos
tende a ser menos agregado que os das plantulas.

A distribuicdo espacial regular é possivel, porém as plantas raramente se distribuem
dessa maneira na natureza (Barbour et al. 1987; Legendre & Fortin, 1989). Esse padrdo tende
a ocorrer em ambiente com recursos limitados, onde ocorre uma severa competi¢do, ou por
efeitos de autotoxidade ou inibicdo biolégica (Silva et al. 2009). Dessa forma, o padrdo

uniforme encontrado na area conservada para os adultos de A. cearensis pode estar
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relacionado ao potencial alelopatico das sementes que apresentam cumarina, composto
fendlico inibidor natural do processo de germinacdo (Berrie et. al. 1968) ou mesmo como
resultado de competicédo pelo principal recurso limitante da Caatinga, a agua.

De uma forma geral foi possivel verificar diferencas entre as areas estudadas quanto a
densidade populacional, ao porte dos individuos e ao padrdo de distribuicéo espacial. A Area |
apresentou maior densidade populacional mostrando que o grau de perturbacdo nesta area tem
favorecido o recrutamento, apesar de exibirem individuos com menor estatura, 0 que pode
estar relacionado ao tipo de solo ou maior suscetibilidade a atividade antrépica observada
nesta area. A Area Il, entretanto, apresentou menor densidade populacional, a qual foi
atribuida a reflexos de perturbaces passadas. Em adicdo, os individuos na Area Il exibiram
maior porte e um padrdo de distribuicdo espacial mais complexo que difere de acordo com o
estadio de desenvolvimento dos individuos, tais caracteristicas foram relacionadas
principalmente ao tipo de solo e a competicdo por recursos limitantes (eg: agua) e/ou
potencial alelopatico, respectivamente. Sabendo, portanto, que a espécie nao apresenta
brotacdo apds o corte (MMA 2012) e que em ambas as areas os efeitos do tipo de solo, de
recursos limitantes (agua) e de perturbacdo antrépica tém afetado o balanco entre
recrutamento/mortalidade de forma que taxas de mortalidade superiores ao recrutamento tém
refletido na menor densidade nas populacGes estudadas sugere-se a indicacdo de areas
prioritarias a conservacdo da espéecie e um plano de manejo racional respeitando capacidade

regenerativa e a produtividade de Amburana cearensis.
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Lista de tabelas

Tabela 1. Pardmetros analisados em dois censos para duas populacdes de Amburana
cearensis (Allem&o) A.C.Sm. (Fabaceae), uma em area preservada (Serrote) e outra em area

perturbada (Olho D'agua) localizadas em Parnamirim, PE.

Area | Area Il
2013 2014 2015 2013 2014 2015
NUmero de individuos 662 702 672 542 50P 49°

Parametros

Diametro médio 2241 20.18 20.36 2091 1942 19.84
N° de mortos - 1 4 - 6 1
N° de recrutas - 5 1 - 2 0
TM (%.ano-1) - 151 5.71 - 11.11 2

TR (%.ano-1) - 714 149 - 4 0
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Figuras

Figura 1. Area |, populacéo natural de Amburana cearensis na comunidade Olho D’Agua em

Parnamirim, sertdo de Pernambuco, NE-BR. A- Solo arenoso predominante na Area |; B-
Extrativismo mineral feito pela comunidade local; C- Evidéncia de corte de individuos de
Amburana cearensis; D- Vegetacdo em periodo chuvoso; E- Evidéncia do uso da casca pela

comunidade local.
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Figura 2. Area 11, populacdo natural de Amburana cearensis na comunidade Serrote, sertio

de Pernambuco, NE-BR. A e B — Vegetacao durante a estacéo de chuvosa, seta= individuo de

A. cearensis; C e D — Vegetacdo na estacdo seca exibindo embasamento cristalino e solo

pedregoso; E e F — Atividade de pastoreio por caprinos.
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Figura 3. Distribuicdo de frequéncia dos individuos de Amburana cearensis (Allemao)
A.C.Sm. (Fabaceae), nas classes diamétricas, coeficiente de Liocourt (q) e coeficiente de
determinacdo (R2) em vegetacdo de caatinga, nas populacdes localizadas na Area Il (A —ano
|, B-ano Il e C—ano I1) e Area | (D-ano |, E- ano Il e F —ano I11), em Parnamirim, no sert&o
de Pernambuco, Brasil. A linha continua representa as frequéncias observadas e a linha

tracejada, o ajuste a curva “J-invertido” (fung¢@o exponencial negativa: y = e-X).
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Figura 4. Relacdo entre didmetro ao nivel do solo (DNS) e a altura da planta para duas

populaces de Amburana cearensis (Allemao) A.C.Sm. (Fabaceae), localizadas na Area Il (A

—ano I, B-ano Il e C —ano 1) e na Area | (D- ano I, E- ano Il e F —ano 111) em caatinga no

municipio de Parnamirim, PE, BR, durante 3 anos censitarios. A linha tracejada indica o

ajuste linear entre as variaveis.



87

6 FILOGEOGRAFIA DA LEGUMINOSA MADEIREIRA AMEACADA DE
EXTINCAO AMBURANA CEARENSIS (FR. ALLEM.) A.C. SMITH ESTIMADA
COM MARCADORES MICROSSATELITES (SSRN/ SSRCP)

Elivania Conceicdo Barral', Oswaldo Cruz Neto!, Lais Angélica de Andrade Pinheiro

Borges?, Andrea Pedrosa-Harand! & Ariadna Valentina Lopes'?

! Universidade Federal de Pernambuco, Departamento de Botanica, Laboratério de Biologia
Floral e Reprodutiva, Rua Prof. Nelson Chaves s/n, 50372-970, Recife, Pernambuco, Brasil.

2 Universidade Federal da Paraiba, Campus Il1l, Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Areia,
Paraiba, Brasil.

3Autor para correspondéncia: avflopes@ufpe.br

Manuscrito a ser enviado ao peridédico Molecular Ecology



88

Resumo

Amburana cearensis € uma leguminosa, tipica de florestas tropicais sazonalmente secas
(SDTFs) que apresenta sua variabilidade genética expressa em inimeros caracteres, 0s quais
diferem de acordo com seu alcance geografico. Assim, o objetivo deste trabalho é o estudo
filogeografico para descrever a diversidade genética e os fatores determinantes para a
distribuicdo atual de A. cearensis, madeireira em perigo de extin¢do. O estudo esta sendo
conduzido com marcadores moleculares microssatélites (SSR) nucleares especificos e
plastidiais universais para descricdo da variabilidade genética a partir de DNA de amostras
com origem no Brasil, Argentina e Peru. Os SSR nuclear e plastidiais tem se mostrado
promissores e revelado polimorfismo nas populacdes analisadas. Indices moderados de
diversidade génica (He), estruturacdo genética das populacdes e alelos exclusivos foram
indicados usando os marcadores nuclears. Quatro agrupamentos genéticos foram indicados
numa anélise Bayesiana e parecem corresponder aos dominios fitogeograficos da Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica, onde ocorrem as disjuntas SDTFs nas quais a espécie foi coletada.
Com estes dados preliminares é sugerido a expansdo da analise com os marcadores plastidiais
para construcdo de uma rede haplotipica, a fim de indicar o centro de distribuicdo da espécie e
como foi dispersa dentro dos dominios fitogeograficos. Em resumo, apesar da ameaca de
extingdo e ocorréncia em areas com acentuada degradacdo como a Caatinga, as populactes de

A. cearensis ainda possui diversidade genética suficiente para sua manutencéo.

Palavras-chave: Amburana cearensis, diversidade genética, florestas tropicais sazonalmente

secas (SDTFs), microssatélites nuclear e plastidial
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Introducéo

Amburana cearensis (Allemao) A.C.Sm é uma leguminosa arbdrea de importante
valor madeireiro (Bitu et al. 2015; ABP Comércio & Importacdo Ltda 2016) que encontra-se
em perigo de extin¢do, devido ao corte seletivo e ilegal pela comunidade local (Americas
Regional Workshop 1998; CNCFlora 2012; IUCN 2016). A espécie tem amplo alcance
geografico no continente sul-americano ocorrendo principalmente no Brasil, sendo registrada
também na Argentina, Bolivia, Paraguai e Peru (Leite 2005). Tem alta tolerancia a variados
habitats sendo encontrada em diferentes tipos de vegetacdo (Leite 2005; Seleme et al. 2015;
Flora do Brasil 2018). Atinge seu maximo em areas de caatinga (Leite 2005) sendo, portanto,
um componente floristico de florestas sazonalmente secas (SDTFs) (sensu Pennington et al.
2009). Seu alcance geografico coincide com o Arco pleistocénico (Prado & Gibbs 1993;
Prado 2000) e no Brasil apresenta distribuicdo em manchas de SDTFs dentro dos dominios
fitogeografico da Caatinga, Cerrado, Chaco, Mata Atlantica e Pantanal.

Na caatinga, A. amburana esta amplamente sujeita a perturbacdo, o que pode levar a
perda da sua variabilidade genética expressa em inumeros caracteres, 0s quais diferem de
acordo com seu alcance geografico (Leite 2005). A extensdo e a forma como esta distribuida a
variabilidade genética dentro de uma espécie determinam suas chances de sobrevivéncia e
portanto influenciam diretamente estratégias de conservacgédo (Pullin 2002; Holsinger; Newton
et al. 1999). A filogeografia molecular é uma abordagem poderosa para examinar tais padroes
de distribuicdo da variabilidade genética com o potencial de distinguir aqueles causados por
fluxo génico atual entre as populac6es, daqueles derivados de eventos histéricos (Avise 2000;
Hickerson et al. 2010). Logo, é importante no manejo de espécies ameacadas e também como
descritores de eventos antigos que envolvem determinado ecossistema (e.g. Ribeiro et. al.
2011) como a caatinga.

A filogeografia continua a crescer em termos de poder e acessibilidade (Chan et al.
2011) e o uso de marcadores microssatélites (SSR) para acessar informacdes sobre a
diversidade genética em espécies de plantas (e.g. Faleiros 2007; Guichoux et al 2011; Soares
et al. 2012; Otao et al. 2016; Spoladore et al. 2016) tem sido cada vez mais frequente e
amplamente utilizados em estudos filogeograficos (Marshall et al. 2002; Quin Ma et al. 2015;
Xie et al. 2017, Yang et al. 2017). Assim, a fim de compreender a diversidade genética e os
fatores determinantes para a distribuicdo atual de A. cearensis, uma espécie ameagada de
extincdo, estd em desenvolvimento um estudo filogeografico com marcadores SSR nucleares

e plastidiais para responder as seguintes perguntas: (a) a diversidade genética esta
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principalmente dentro ou entre as populacbes? (b) existe estruturacdo filogeogréafica nas
populacbes de A. cearensis? (c) qual o centro de distribuicdo da espécie e a relacdo entre as
populacbes nos diferentes dominios fitogeogragicos da Caatinga, Cerrado, Chaco e Mata
Atlantica?

Material e Métodos

Amostragem e extracdo de DNA

Quinze populagdes foram amostradas no Brasil e correspondem a coletas realizadas na
regido Nordeste nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco e Sergipe, na
regido Sudeste no Espirito Santo, Minas Gerais € Rio de Janeiro (Tabela 1). Material foliar
fora do pais foi obtido para um individuo da Argentina e outro do Peru. Assim, folhas de um
total de 185 individuos foram coletadas e acondicionadas em silica-gel para extragdo de DNA
nuclear e plastidial.

Todo DNA foi obtido por extracdo em CTAB 2% seguindo protocolo de Doyle &
Doyle (1987) adaptado por Ferreira & Grattapaglia (1995). O protocolo utiliza o detergente
catibnico CTAB (Brometo de hexadilcetiltrimetilamdnio) a 2%, Tris-HCI 100 mM pH 8,0,
NaCl 1,4 M, EDTA (acido etilenodiaminotetracético) 20mM, PVP (polivinilpirrolidona) a 1%
¢ B-mercaptoetanol a 2%. A quantidade e qualidade do DNA foi avaliada através de gel de
agarose a 1%, corado com Gel Red, utilizando marcador de peso molecular conhecido como

referéncia.

Amplificacdo e genotipagem

Marcadores microssatélites (SSR) espécie especifico para Amburana cearensis foram
desenvolvidos e testados quanto ao polimorfismo por Barral et al. (Capitulo 5, em
preparacdo). Oito desses marcadores (Amb_Al1l, Amb_B7, Amb_C1, Amb_D8, Amb_F6/7,
Amb_F8/9-3, Amb_G2/3, Amb_G3/4) foram selecionados quanto ao grau de polimorfismo e
foram usados nas reacbes de amplificacdo por PCR em termociclador ABI3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Cada reacdo foi realizada para um volume final de 10 pL
contendo 10 ng DNA, 2 mM MgCI2, 0,25 mM cada dNTP, 1 x tampdo da Taq com MgCI2
(10 mM TrisHCI, pH 8,3; 50 mM KCI), 0.5 U/ul Tag-polimerase (Invitrogen), 0,156 mM do
primer forward sintetizado com a sequéncia nucleotidica universal M13 (cauda M13,
Schuelke 2000), 0,625 do primer reverse, 0,625 da cauda M13 marcada com fluorescéncia (6-
FAM, VIC, NED e PET) e 1 x TBT-PAR (trealose, albumina de soro bovino e polissorbato-
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20). A amplificagdo dos microssatélites foi realizada de acordo com as seguintes condi¢des
para a PCR: 1 ciclo de 94°C por 3 min, 30 ciclos de 30s a 95°C, 30s a Ta (temperatura de
anelamento ideal em °C, disponivel em Barral et al., capitulo 5 em prepara¢do), 45s a 72°C, 8
ciclos de 30s a 94°C, 45s a 53°C, 45s a 72°C e 1 ciclo de 10 min a 72°C. O DNA amplificado
entdo é checado quanto a qualidade em gel de agarose 3% corado com Gel Red utilizando
DNA ladder de 100pb (Invitrogen). Para quantificar o DNA, usou-se um espectrofotdmetro
(NanoDrop® ND-1000).

Genotipagem multiplex foram realizadas a partir da combinacéo dos produtos da PCR
de um mesmo individuo para diferentes locos com fluorocromos distintos (DNA mix). As
reaces continham 1 puL do DNA mix diluidas em 9,75 pL de formamida Hi-Di (Applied
Biosystems) e 0,25 pLdo DNA ladder GeneScan™ 600 LIZ. Os fragmentos de PCR desses
oito microssatélites foram analisados através de eletroforese capilar automatizada ABI3730
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os alelos foram marcados manualmente usando
Peak Scanner 1.0 (Applied Biosystems) e determinados de acordo com o comprimento do
motivo com GeneMaker v.2.7 (SoftGenetics). Dez marcadores plastidiais, dentre eles matK,
trnL-trnF, psbA-trnH (Hamilton 1999; Taberlet et al. 1991) e sete microssatélites plastidiais
universais (emcr74, ccmp2, ccmp3, ccmp4, ccmpb, ccmp6, ccmp? e ccmplO, segundo
Weising & Gardner, 1999) foram sequenciados e genotipados, respectivamente, para selecdo

quanto ao polimorfismo.

Anélise dos dados

O equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) e o desequilibrio de ligacdo para cada
populacdo foi testado usando FSTAT v.2.9.3.2 (Goudet 2001), com ajuste de significancia
Bonferroni. A presenca de alelos nulos foi verificada usando o Micro-verificador (Van-
Oosterhout et al. 2004) e, quando necessario, foi aplicado o método de correcdo INA no
software Freena (Chapius & Estoup 2007). Alelos privados foram identificados usando o
programa GenAlEx v.6.5 (Peakall & Smouse 2012).

Diversidade genética dos SSR. Parametros de diversidade genética nuclear, incluindo
namero de alelos (A), heterozigosidade observada e esperada (Ho e He), coeficiente de
endogamia (Fis) foram calculados para cada populagcdo usando o FSTAT v.2.9.3.2 (Goudet
2001) e GenAlEXx v.6.5 (Peakall & Smouse 2012). O namero de alelos privados foi verificado
usando GenAlEx v.6.5 (Peakall & Smouse 2012). Medidas de diversidade genética dos
microssatélites plastidiais, como numero de hapl6tipos (Nh), nimero efetivo de haplotipos

(Ne), namero de haplotipos privados (P) e a diversidade imparcial de hapl6tipos (H) serdo
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calculados com cada populagdo usando o programa Arlequin v.3.5. (Excoffier & Lischer
2010).

Estrutura genética populacional e filogeografica. Estruturacdo genética populacional
foi verificada utilizando estastitica F de Wright com auxilio do programa FSTAT (Goudet
2001). Uma andlise de agrupamento Bayesiano no BAPS 5.3 (Corander et al. 2008) foi
utilizada para inferir o nimero de clusters genéticos nas populacfes de A. cearensis através
dos marcadores SSR nucleares. Para descrever a estrutura filogeografica da variabilidade
genética de Amburana cearensis sera utilizada, em adicdo aos SSRn, uma rede haplotipica
construida a partir do SSRcp. A relacdo entre os haplotipos sera investigada a partir de uma
arvore filogenética construida usando modelo median-joining implementado na NETWORK
v.4.5 (Bandelt et al. 1999). As relacGes entre os acessos de diferentes populacGes seréo
investigadas graficamente através da analise de coordenadas principal (PCoA) na GenAlEx
v.6.5. Para quantificar a extensdo da divergéncia genetica em cada grupo de populages, sera
realizada uma analise de variancia molecular (AMOVA) no programa Arlequin v.3.5 com
base nos locos SSR nucleares. Para inferir as relagdes entre os clusters de A. cearensis, sera
utilizado DnaSP v.5.10.

Resultados e Discusséo

Sequéncias nucleotidicas obtidas a partir dos marcadores plastidias matK, que mostrou
dois sitios polimorficos, trnL-trnF, monomorfico, e o psbA-trnH, para o qual o
sequenciamento ndo funcionou, ndo se revelaram promissores devido a auséncia ou baixo
polimorfismo em uma pequena amostra, porém abrangente da distribuicdo de A. cearensis.
Portanto, ndo serdo utilizados em futuras anélises, fazendo-se sendo necessario o teste de
outros marcadores plastidiais para inserir uma escala temporal no estudo filogeogréafico.
Todavia, 0s marcadores microssatélites plastidiais universais (SSRcp sensu Weising &
Gardner 1999) tem amplificado e apresentado polimorfismo nesta mesma subamostra
populacional apontando os locos ccmp2, ccmp4 e ccmp7 como bons indicadores da
diversidade haplotipica dessa espécie.

Os microssatélites nucleares (SSRn) desenvolvidos para Amburana cearensis (Barral
et al., em preparacdo; Capitulo 5 desta tese) exibiram moderado polimorfismo nas populac6es
amostradas e um total de 57 alelos foram detectados em 185 individuos genotipados. Além
disso, os locos tém segregacdo independente, e em todas as populacdes ndo mostraram

associacOes, ou seja, ndo ha desequilibrio de ligagdo (P= 0,001786). As estimativas de
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diversidade genética mostraram que as populagdes mantem niveis moderados de diversidade
He= 0,5089 (Tabela 2). Como encontrado por Barral et al., (em preparacdo; Capitulo 5) a
variabilidade genética descritas em riqueza alélica e heterozigosidade tem mantido taxas
moderadas no presente estudo, mesmo que para uma abordagem mais ampla da distribuicéo
geografica previamente estudada.

Apesar de ndo se ter observado aumentos nos niveis de diversidade, estes ainda
sugerem que mesmo sendo uma espécie ameaca tipica de SDTFs, como a Caatinga, ambientes
com acentuada perturbacdo (Leite 2005; Pennington et al. 2009), ainda ha variabilidade
possivelmente suficiente para manutencdo de suas populagcdes. Em adigdo, alta variacéo
genética é esperada para espécies que se reproduzem preferencialmente por cruzamentos
(alogamia) (Hamrick et al. 1979; Hartl & Clark 1997), como A. cearensis que possivelmente
apresenta um sistema de autoincompatibilidade de acdo tardia (Barral et al., em preparacao;
Capitulo 1).

Desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foram encontrados
nas populacbes de Pernambuco e do Rio de Janeiro, que apresentaram déficits de
heterozigotos, indicados pelo Fis significativo e positivo (Tabela 2). Desvios do EHW
também foram observados nos locos Amb_B7 e Amb_G3/4, que apresentam alelos nulos,
estes possivelmente contribuindo para o desequilibrio observado tanto nos locos quanto nas
populacdes (Stoeckel et al. 2006, Pollegioni et al. 2010; Geng et al. 2016). Nao apenas alelos
nulos, mas outros fatores podem promover desvios do EHW, como rompimentos de
cruzamentos panmiticos, alteracdes na dispersao de diasporos, endogamia, selecdo contra
heterozigotos e amostragem inapropriada (Stoeckel et al. 2006, Geng et al. 2016).

Os indices de divergéncia genética mostraram distingdo entre as populaces (Fst=
0,115), indicando estruturacdo moderada (0,051 < Fst< 0,25, Wright, 1978) (Tabela 3). O Fsr
reflete o nivel de conectividade entre populacdes (Weir & Cockerham 1984, Rousset 1997) e
parece indicar um certo grau de restricdo ao fluxo génico entre as populacGes estudadas.
Ademais, 21 alelos privados foram encontrados nas populacdes de A. cearensis (Tabela 2),
dando suporte a restricdo ao fluxo génico atribuindo dessa forma estruturacdo entre as
populacdes (e.g. Vale et al. 2011; Gois et al. 2014). Alelos exclusivos foram encontrados em
maior numero nas populacdes dentro do dominio fitogeografico da Mata Atlantica (N= 10)
representadas pelas coletas no Rio de Janeiro, do que nas amostradas na Caatinga (N= 6
alelos) e no Cerrado (N= 5) (Tabela 2). Em adigcdo, a analise Bayesiana revelou quatro
agrupamentos genéticos (K = 4) (ver Figura 1), que por comparacdo quase refletem uma

separagdo de acordo com os dominios fitogeograficos amostrados.
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Em resumo, a maior parte da diversidade genética de Amburana cearensis encontra-se
dentro das populagdes, indicada pelo Fst moderado. Contudo, ainda € possivel observar
estruturacdo genética entre as populacdes suficiente para indicar quatro agrupamentos
genéticos, que na presente analise parece corresponder a distribuicdo da espécie nos dominios
fitogeograficos. Além disso, os indices de diversidade genética como riqueza alélica e
heterozigosidade (He), sugerem que ha variabilidade genética razodvel para manutencdo de

suas populagdes.
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Tabela 1. InformacGes sobre a coleta do material botanico. AR, Argentina; BR, Brasil; N, nimero de amostras; Dom. Fit., dominio

fitogeografico
Populagdo Dom. Fit. Pais/Estado Cddigo Local de coleta Latitude (S) Longitude (O) N
1 Caatinga BR/Alagoas AL1 Piranhas - Fazenda Boa Vista -9.6196 -37.6944 20
2 Caatinga BR/Alagoas AL2 Piranhas - Sitio Poco do Juazeiro ~ -9.5859 -37.6855 3
3 Cerrado/Caatinga BR/Bahia BA1l Morro do Chapéu -11.4299 -41.3785 16
4 Caatinga BR/Bahia BA2 CHESF -9.3963 -38.2049 2
5 Caatinga BR/Ceara CE RPPN Serra das Almas -5.1349 -40.8668 24
6 Mata Atlantica BR/Espirito Santo  ES Reserva Natural Vale -19.3909 -40.0715 2
7 Cerrado BR/Minas Gerais MG Buritizeiro -17.4067 -45.0215 8
8 Caatinga BR/Paraiba PB RPPN Fazenda Almas -7.4711 -36.8983 16
9 Caatinga BR/Pernambuco PE1 Serra Talhada -7.9919 -38.2983 14
10 Caatinga BR/Pernambuco  PE2 Parnamirim -8.1377 -39.5958 18
11 Mata Atlantica BR/Rio de Janeiro RJ1 S&0 José de Uba -21.2993 -41.8383 21
12 Mata Atlantica BR/Rio de Janeiro RJ2 Sé&o Francisco de Itabopoana -21.3349 -41.1575 11
13 Mata Atléantica BR/Rio de Janeiro RJ3 Jd. Boténico Rio de Janeiro -22.9674 -43.225 1
14 Caatinga BR/Sergipe SE1 Poco Redondo -9.7311 -37.8133 15
15 Caatinga BR/Sergipe SE2 Canindé Séo Francisco -9.6596 -37.7907 16
16 Chaco AR AR Salta -24.79 -65.41 1
17 PE PER Andes 1
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Tabela 2. Diversidade genética de populagdes de Amburana cearensis (Fabaceae) baseada em oito locos microssatélites nucleares (SSRn). A,
nimero de alelos por populacdo; Ar, nimero médio de alelos por loco/populacéo; Ae, alelos privados por populacdo; Ho, heterozigosidade
observada; He, heterozigosidade esperada; Fis, coeficiente de endogamia

Populacdo A/Ar Ho He Fis Ap / Loco (pb)

AL 25/3.125 0.4539 0.5661 0.198 O

BA 30/3.75 0.4464 0.5579 0.200 G34(284); F893(220)

CE 25/3.125 0.4979 0548 0.091 F67(314); B7(269); G23(190, 220)

MG 28/3.75 0.4125 0.5706 0.277 B7(247, 271, 275)

PB 19/2.375 0.3817 0.3677 -0.037 O

PE 26/3.25 0.2741 0.4622 0.407* Al11(212); G23(214)

RJ 35/4.375  0.3745 0.5083 0.263* D8(162, 166, 176); G34(274); B7(261, 277); G23(208); F893(204, 216, 218)
SE 22/2.75 0.3647 0.4905 0.256 O

Média 26.25/3.31 0.4007 0.5089

*Diferenca significativa do equilibrio de Hardy-Weinberg, p< 0,05
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Tabela 3. Parametros de diversidade genética de Weir & Cockerham (1984) em populacdes
naturais de Amburana cearensis (Allemao) A.C.Smith., localizadas em diferentes estados no
seu alcance geografico no Brasil. Fir= indice de fixacdo total; Fst= divergéncia genética entre
populagdes; Fis= indice de fixacdo dentro das populagdes.

Fir Fst Fis
Média 0.322 0.115 0.236
Desvio-padréo 0.037 0.034 0.057
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Figuras

Figura 1. Analise Bayesiana para popula¢des de Amburana cearensis (Allemdo) A.C. Smith.
(Fabaceae) amostradas de acordo com sua distribuicdo geografica, mostrando quatro
agrupamentos genéticos (K= 4) indicados pela cor vermelha (Cluster 1= Pernambuco),
amarela (Cluster 2= Bahia, Minas Gerais), verde (Cluster 3= Rio de Janeiro) e azul (Cluster
4= Alagoas, Ceard, Paraiba, Sergipe)




101

7 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE MARCADORES
MICROSSATELITES PARA A ESPECIE EM EXTINCAO AMBURANA CEARENSIS
(LEGUMINOSAE)

Elivania Conceicdo Barral’, Lais Angélica Borges?, Oswaldo Cruz Neto!, Adna Cristina
Barbosa de Sousa®, Liliane Gallindo Dantas*®, Ana Lucia Gongalves da Silva*, Andrea

Pedrosa-Harand*, Ariadna Valentina Lopes*®

!Programa de Pos-Graduagdo em Biologia Vegetal, Centro de Biociéncias, Universidade
Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, 50670-901, Brasil.

2Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal da
Paraiba, Areia, Paraiba, 58397-000, Brasil.

3Departamento de Biologia Celular e Molecular, Centro de Biotecnologia, Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, Paraiba, 58051-900, Brasil.

“Departamento de Boténica, Centro de Biociéncias, Universidade Federal de Pernambuco,
Recife, Pernambuco, 50670-901, Brasil

Endereco atual: Colegiado Académico de Ciéncias da Natureza, Universidade Federal do
Vale do Sdo Francisco, Campus Senhor do Bonfim, Senhor do Bonfim, Bahia, 48970-000,
Brasil.

®Autor para correspondéncia: avflopes@ufpe.br, ariadna.lopes@pg.cnpg.br

Manuscrito a ser enviado ao periédico Brazilian Journal of Botany



102

Resumo

A espéecie Amburana cearensis (Allem&o) A.C.Sm. pertence a familia Leguminosae e ocorre
predominantemente em florestas tropicais sazonalmente secas (SDTFs) na América do Sul.
Apesar de estar ameacgada de extincdo, sua diversidade e estruturacdo genética ndo estdo
sendo consideradas em sua estratégia de conservacao. Portanto, 0 objetivo deste trabalho foi
desenvolver marcadores para regifes microssatélites (SSRs) nucleares polimorficas em A.
cearensis, espécie de importancia socioeconémica em SDTFs. No total, 96 clones foram
sequenciados a partir de uma biblioteca genémica enriquecida em SSRs da espécie. Dezoito
locos apresentaram polimorfismo elevado nas trés populagdes testadas, variando de 5 a 10
alelos por populagéo. A riqueza alélica por loco variou de 2 (Amb_C3-2; Amb_F8/9-1) a 11
(Amb_F8/9-3) alelos. Apenas dois locos mostraram desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) e coeficiente de endogamia significativo variando de 0,123 a 0,645. As populacdes
mostraram excesso de heterozigotos, desviando do EHW. O nivel de estruturacdo foi
moderado (Fst = 0,126, p= 0,001). Cinco locos amplificaram em espécies de géneros
relacionados, contudo apenas um marcador foi transferivel para mais de uma espécie. Os
marcadores desenvolvidos se mostraram Uteis para estudos genéticos e podem, portanto,

subsidiar estratégias de conservacdo para A. cearensis.

Palavras-chave: Caatinga; diversidade genética; polimorfismo, SSR; florestas tropicais

sazonalmente secas
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Abstract

Amburana cearensis (Allem&o) A.C.Sm. belongs to the family Leguminosae and occurs
predominantly in South America. Although A. cearensis is threatened with extinction, there is
no conservation strategy using molecular data for this species, therefore, the aim of this work
was to develop markers for polymorphic nuclear microsatellite regions for A. cearensis, that
has socioeconomic importance and is a component of seasonally dry forests (SDTFs). We
sequenced 96 clones from an enriched genomic library of the species. Eighteen loci presented
high polymorphism in the three populations tested, ranging from 5 to 10 alleles per
population. Allelic richness per locus ranged from 2 (Amb_C3-2; Amb_F8 / 9-1) to 11
(Amb_F8 / 9-3) alleles. Only two loci presented deviation from Hardy-Weinberg equilibrium
(HWE) and a significant coefficient of inbreeding, ranging from 0.123 to 0.645. Populations
showed excess heterozygotes, diverting from HWE. The structuring level was moderate (FST
= 0.126, p = 0.001). Five loci amplified into species of related genera, but only one marker
was transferable to more than one species. The developed markers have proved useful for
studies with a genetic approach and may, therefore, support conservation strategies for A.

cearensis.

Keywords: Caatinga; genetic diversity; polimorphism; SSR; seasonally dry tropical forests
(SDTF)
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Introducéo

A espécie Amburana cearensis é uma leguminosa arborea que apresenta distribuicdo
disjunta e exclusivamente sul-americana, ocorrendo predominantemente em florestas tropicais
sazonalmente secas do Brasil, como também na Argentina, Bolivia, Paraguai e Peru (Leite
2005; Lima 2015; Seleme et al. 2015). O centro de diversificacdo da espécie é o nordeste
brasileiro, regido que apresenta a Caatinga como dominio fitogeografico mais representativo
(Leite 2005). A espécie possui propriedades medicinais, potencial madeireiro e para tanoaria,
sendo utilizada na medicina popular, na confeccdo de moveis finos e envelhecimento de
cachacas (Rizzini 1978; Leal et al. 2005, 2006; Catdo et al. 2011; Bitu et al. 2012). Além da
relevancia econdmica, A. cearensis representa uma importante fonte alimentar e abrigo para a
entomofauna (Kiill & Lima 2011; Modro et al. 2015) e se relaciona com diversas espécies de
visitantes florais na Caatinga (Barral et al. em prep.). Atualmente, a espécie se encontra
ameacada de extingdo (Americas Regional Workshop 1998; IUCN 2016) devido,
principalmente, a extracdo ilegal e insustentavel de sua madeira.

Uma estratégia de conservacao especifica e eficiente que inclua uma base molecular
para A. cearensis ainda ndo foi elaborada, apesar do carater urgente da necessidade de
medidas concretas para a preservacdo da espécie. Aspectos relacionados a sua historia de
vida, dindmica da paisagem e diversidade genética devem ser considerados conjuntamente
(e.g. Wilcock & Neiland 2002; Young et al. 2002; Ramirez 2006; Gonzaléz-Varo et al. 2009).
Estudos prévios com A. cearensis tem mostrado mariposas e abelhas como polinizadores
efetivos (Kill 2010; Kill & Lima 2011; Barral et al. em preparagédo), dispersdo anemocorica
de suas sementes que apresentam germinacao fanerocotiledonar (Cunha et al. 2003; Silva &
Rodal 2009; Guedes et al. 2010; Loureiro et al. 2013) e a cumarina como o principal
componente quimico ativo do caule (e.g. Bravo et al. 1999; Canuto & Silveira 2006, 2010;
Leal et al. 2000). Quanto a taxonomia do género, um estudo recente tem sugerido uma nova
espécie, Amburana erythrosperma E.P. Seleme, C.H. Stirt. & V.F. Mansano, endémica do sul
da Chapada Diamantina, Bahia, BR (Seleme et al. 2015). A filogenia mais recente do grupo
indica os géneros africanos Cordyla Lour. e Mildbraediodendron Harms como grupo irmao
de Amburana Schwacke & Taub. que, juntamente com o0s géneros Myroxylon L.f.,
Myrocarpus Allem., Myrospermum Jacq., Dussia Krug & Urb. e Petaladenium Ducke, estes
de ocorréncia no Brasil, compdem o clado Amburaneae (Cardoso et al. 2015).

O uso de ferramentas moleculares, como os marcadores microssatélites (SSR) tem

sido cada vez mais frequente para acessar informacOes sobre o sistema reprodutivo e
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diversidade genética em espécies de plantas (e.g. Faleiros 2007; Guichoux et al 2011; Soares
et al. 2012; Otao et al. 2016; Spoladore et al. 2016). Microssatélites ou SSR (Simple Sequence
Repeats) compreendem repeticdes em tandem de 1 a 6 nucleotideos como motivos de
repeticio e exibem elevados niveis de variacdo genética (Tautz 1989; Schlbtterer &
Pemberton 1998; Toth et al. 2000; Zane et al. 2002; Agarwal et al. 2008). Encontram-se
dispersos no genoma, sdo codominantes e, por apresentarem alta diversidade alélica,
neutralidade e serem abundantes, tém sido usados para avaliar parentesco, sistema
reprodutivo, incidéncia de deriva genética e endogamia, quantificar efeitos da fragmentacédo
de habitat sobre a diversidade genética de populacdes e, portanto, guiar estratégias de
conservacao de espécies vegetais e animais (Collevatti et al. 1999; Heywood & Iriondo 2003;
Faleiro 2007; Ganzhorn et al. 2015).

Assim, a fim de compreender o sistema de cruzamento, a diversidade genética de A.
cearensis e adicionar informacOes genéticas para planos de conservacdo e manejo mais
adequados, foram desenvolvidos e caracterizados marcadores de locos microssatélites

espécie-especifico, além de testada a transferibilidade para espécies afins.

Material e métodos

Material botanico e extracdo de DNA

A biblioteca de microssatélites (SSR) foi construida a partir do DNA obtido de folhas
jovens coletadas de um individuo do municipio de Serra Talhada, Pernambuco, Brasil. A
caracterizacdo, baseada em testes de amplificacdo e polimorfismo dos marcadores SSR, foi
realizada com o DNA obtido de folhas armazenadas em silica gel de trinta individuos de A.
cearensis, coletadas em areas de ocorréncia natural da espécie nos municipios de Serra
Talhada (Pernambuco, 10 individuos) (7°54°9.42”S, 38°18°5.94”0), Morro do Chapéu
(Bahia, 10 individuos) (11°25°49”S, 41°22°40.32”0) e Buritizeiro (Minas Gerais, 10
individuos) (17°40°40.7”S, 45°02°9.4”0), Brasil. A transferibilidade dos primers foi testada
em DNA obtido de material botanico herborizado de espécies filogeneticamente afins ao
género Amburana (ver Cardoso et al. 2015), cedido pelo Herbario IPA — Dardano de
Andrade-Lima do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA): Ateleia glazioviania, Alexa
wachenheimi Benoist, Dipteryx lacunifera Ducke, Dipteryx odorata (Aubl.) Forsyth f.,
Myrocarpus frondosus Allem., Myroxylon peruiferum L.f., Swartzia apetala Raddi, Swartzia
cuspidata Spruce ex Benth. e Swartzia simplex (Sw.) Spreng.. As espécies arboreas

Myroxylon balsamum (L.) Harms, conhecida como 6leo vermelho, e Trischidium molle
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(Benth.) H.E. Ireland foram respectivamente coletadas em &rea de ocorréncia natural na
regido de Campo dos Goytacazes, Rio de Janeiro (21°21°10.1”’S, 41°14°57.1”0) e no Parque
Nacional do Catimbau, Pernambuco, Brasil, para analise da transferibilidade. O DNA do
individuo de A. cearensis utilizado para a construcdo da biblioteca de microssatélites foi
extraido utilizando o kit de extracdo de DNA genémico vegetal YGP100 (Real Biotech
Corporation). Todo DNA restante foi obtido por extracdo em CTAB 2% seguindo protocolo
de Doyle & Doyle (1987) adaptado por Ferreira & Grattapaglia (1995).

Desenvolvimento dos marcadores SSR

A biblioteca gendmica enriquecida foi construida segundo metodologia proposta por
Billote (1999). O DNA gendmico foi digerido com a enzima de restricdo Afal (antiga Rsal,
Promega). Os fragmentos entdo foram ligados a adaptadores Rsa 21 (5°-
CTCTTGCTTACGCGTGGACTA-3) e Rsa 25 (5°-
TAGTCCACGCGTAAGCAAGCAAGAGCACA-3). Os fragmentos contendo
microssatéelites foram selecionados por meio de hibridizacdo com sondas (CT)s e (GT)s
ligadas quimicamente a proteina biotina [biotllIIl (CT)s e biotllI (GT)g] utilizando o Kit
Streptavidin MagneSphere Paramagnetic Particles (Promega). Os fragmentos recuperados
foram amplificados via PCR (reacdo em cadeia da polimerase) e clonados em vetor pGEM-T
(Promega). Plasmideos foram introduzidos em Escherichia coli e 96 clones positivos foram
selecionados usando B-galactosidase e deixados overnight em meio de cultura HM/FM com
ampicilina. O DNA dos clones transformados foi extraido através de lise alcalina, purificado e
sequenciado usando os primers T7 (5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’) e SP6
(5’GATTTAGGTGACACTATAG - 3’) e o Big Dye v.3.1 terminator kit (Applied
Biosystems) no sequenciador automatico de DNA ABI PRISM 377 (Applied Biosystems).

Amplificacdo, genotipagem e andlise dos dados

As reacOes de amplificacdo por PCR foram realizadas em termociclador ABI13500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) para um volume final de 10 pL por reacdo contendo
10 ng DNA, 2 mM MgCl,, 0,25 mM cada dNTP, 1x tamp&o da Tag (10 mM TrisHCI, pH 8,3;
50 mM KCI), 0.5 U/ul Tag-polimerase (Invitrogen), 0,5 mM de cada primer e 1x TBT-PAR
(trealose, albumina de soro bovino e polissorbato-20). A amplificacdo dos microssatélites foi
realizada de acordo com as seguintes condicOes para a PCR: 1 ciclo de 94°C por 3 min, 30
ciclos de 30s a 95°C, 30s a Ta (temperatura de anelamento em °C) (Tabela 1), 45s a 72°C e
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10 min a 72°C. A temperatura de anelamento foi testada em sistema de gradiente para todos
os locos.

Os produtos amplificados foram genotipados em gel de poliacrilamida a 6% em
tampdo 1x TBE e corados com nitrato de prata 0,2%, segundo Creste et al. (2001). Os
tamanhos dos fragmentos foram estimados por comparacdo com marcador molecular DNA
ladder 10 bp (Invitrogen).

Apds genotipagem, a presenca de alelos nulos e amplificacdo preferencial de algum
alelo (drop-out) foram analisadas com o programa Micro-Checker v2.2 (van Oosterhout et al.,
2004). O equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado por loco e por populacdo utilizando o
Genepop 4.1 (Raymond & Rousset 1995). A riqueza (A) e nimero médio de alelos por loco
(Ar), a heterozigosidade observada (Ho) e heterozigosidade esperada (He) sob as condi¢cfes
do equilibrio de Hardy-Weinberg foram calculados para cada loco com o FSTAT v.2.9.3.2
(Goudet 2001). O conteudo de informacao polimoérfica (PIC) foi calculado usando o programa
Cervus, versdo 3.0.7 (Kalinowski et al. 2007). A distribuicdo da variabilidade genética entre e
dentro das populacGes foi analisada com estatisticas F de Wright usando o FSTAT. Além
disso, uma andlise de variancia molecular (AMOVA) foi realizada por meio do programa
Arlequin versao 3.1 (Excoffier et al. 2005).

Amplificacdes em espécies afins

A transferibilidade de todos os microssatélites amplificaveis em A. cearensis foi
testada em 11 espécies afins (ver Cardoso et al. 2015) seguindo protocolos de amplificacdo
descritos acima. Os locos, para os quais pelo menos uma banda evidente foi observada no

tamanho esperado foram considerados transferiveis.

Resultados e Discusséo

Dos 96 clones selecionados e sequenciados foi possivel identificar 19 sequéncias
diferentes com microssatélite, entre di-, tri- e hexanucleotideos (Tabela 1). Dos 19 pares de
primers desenhados, 18 amplificaram satisfatoriamente e um total de 90 alelos foram
detectados, com amplitude de 2 a 11 e média de 5 alelos/loco. Todos os microssatélites se
mostram polimérficos para as populactes testadas, indicando que esses locos sdo Uteis para
andalises de diversidade genética de A. cearensis. A heterozigosidade observada (Ho) por loco
variou de 0,133 (Amb_B7) a 1,000 (Amb_A11, D6, F8/9-1, H8/9-1) com uma média de
0,761. A heterozigosidade esperada (He) por loco variou de 0,315 (Amb_F6/7) a 0,875
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(Amb_F8/9-3), com He global de 0,573. Riqueza alélica e heterozigosidade sdo descritores da
diversidade genética e apontam que mesmo a populacdo sendo ameacgada, ainda ha
variabilidade possivelmente suficiente para manutencao de suas populacdes.

Dentre os marcadores avaliados, apenas dois locos (Amb_B7, Amb_D5) mostraram
desvio significativo do equilibrio de Hardy—Weinberg (p<0,05) (Tabela 1) por déficit de
heterozigotos, com Fis positivo e significativo. Alelos nulos foram identificados nos locos
Amb_B7, nas populacbes da Bahia e de Minas Gerais, e Amb_D5, na populagédo de
Pernambuco, possivelmente contribuindo para o desequilibrio observado (Stoeckel et al.
2006, Geng et al. 2016).

De acordo com o Contetdo de Informagdo Polimérfica (PIC), indicador da qualidade
do marcador molecular em estudos geneticos, 13 marcadores foram considerados muito
informativos (PIC> 0,5) e 5 mediamente informativos (0,25< PIC < 0,5) sensu Botstein et al.
(1980). O elevado nivel de polimorfismo observado indica que os locos desenvolvidos neste
trabalho sdo Uteis para a execucgéo de estudos genéticos.

As populac6es da Bahia, Minas Gerais e Pernambuco apresentaram indices moderados
a altos de diversidade génica (He) e desvio do equilibrio de Hardy—Weinberg (p<0,05), com
valores negativos do indice Fis (Tabela 2). Tais valores negativos do indice Fis indicam
auséncia de endogamia, de forma que o nivel de endogamia real ndo excede o nivel esperado
se 0s acasalamentos fossem ao acaso. Em adicéo, diferentes caracteristicas podem contribuir
para Fis negativo, como sele¢do contra homozigotos, propagacdo assexuada (clonal) e sistema
reprodutivo autoincompativel (Stoeckel et al. 2006), este Gltimo possivelmente presente na
espécie foco deste estudo (Barral et al. em preparacéo, cap. 1)

O grau de diferenciacdo entre as populacdes foi estimado pelas medidas de Fst par-a-
par (Tabela 2), que indicou estruturacdo genética moderada de 0,126 (0,05 < Fst < 0,25,
Wright, 1978). Estruturacdo genética foi estimada pelas medidas de Fst usando estatistica F
de Wright (Fst = 0,126, p=0,001) e por meio da AMOVA (Fst= 0,0972, p< 0,001) sugerindo
estruturacdo moderada entre as populagbes. O Fst reflete o nivel de conectividade e os
padrdes de fluxo génico entre populacdes (Weir & Cockerham 1984; Rousset 1997) e parece
indicar um certo grau de restricao ao fluxo génico entre as populagdes estudadas.

Os testes de transferibilidade mostraram que poucos locos amplificaram em espécies
afins (ver Tabela 3), o que reflete a alta especificidade destes novos microssatélites. Dentre 0s
cinco marcadores transferiveis (Amb_A9, Amb B7, Amb_C3-1, Amb_C12, Amb_D5),
apenas o loco Amb_D5 amplificou para 10 de 13 espécies filogeneticamente relacionadas a A.

cearensis. Os demais locos amplificaram em 1-2 espécies. Segundo Barbara et al. (2007) a
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transferibilidade entre diferentes espécies podem ser resultado de amplas radiacbes
adaptativas e baixos niveis de divergéncia nas sequéncias de DNA nas espécies testadas. A
maioria das taxas de transferibilidade foram de 5,5% sugerindo certo grau de divergéncia
entre A. cearensis e as demais espécies. Contudo, a taxa de transferéncia de 22,2% para
Myrocarpus frondosus da suporte a filogenia de Cardoso et al. 2015 colocando esta espécie e
A. cearensis num mesmo clado, o clado Amburaneae.

Os 18 locos microssatélites polimorficos aqui descritos para Amburana cearenses
serdo bastante Uteis para analises filogeogréficas e reprodutivas na espécie. Além disso, a
transferibilidade de alguns locos para espécies relativamente distantes sugere que 0s mesmos
também poderdo ser Uteis para estudos similares em espécies filogeneticamente mais

relacionadas.
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Lista de tabelas
Tabela 1. Caracteristicas de 19 pares de primers de locos microssatélites desenvolvidos para Amburana cearensis. Ta: temperatura de anelamento; F: variacdo
no tamanho dos alelos; A: nimero de alelos; Ar: média do nimero de alelos por loco; Ho= heterozigosidade observada; He= heterozigosidade esperada; Fis=

coeficiente de endogamia

Loco Sequéncia do primer (5'-3") Motivo Ta(°C) F (bp) AJAr Ho He Fis PIC

Amb_A7 F: AGGATATGAACTTCCATTGGGC (AC)g 58 217/0 - - - - -
R: TCTTTTGTTGGCGAAAGGCC

Amb_A9 F(5): CCACTTGTCCATCCAGCGTGAA  (AC)s 60 256-262 4/341  0.567 0454  -0.249 0.519
R(1): AGACCACGTATAAGGAGGGTC

Amb_All  F(2): AGGGTGATTTTCCCCGTATGG (AC)13 60 182-227 6/4.01 1.000 0.623 -0.610 0.641
R(5): CGTAGCATGTCATAGCCGAGGG

Amb_B7 F(1): TGGTCTAGGTTGCATGGACACG  (TG)1(TA)s 58 230-246 6/3.82  0.133 0.376  0.645* 0.386
R(3): TGTCAAGCTTAGTTGTGGCAGG

Amb_C1 F(1): ACACCGAGAAAGACGGCCACAG  (TC)u 64 222-228 4/391  0.467 0483  0.034 0.651
R(1): AAGTCCACGTCCCAGGCAACG

Amb_C3-1  F(1): ACCACCAAGATTCAGCTCCCC  (AG), 56 190-198 3/246  0.700 0470  -0.488 0.407
R(1): TGCAGCACTATTCACTCACCGA

Amb_C3-2  F(1): GAGATATTCTCTTCGGTGAGTG  (TG) 56 172-184 212.0 0.967 0500  -0.933 0.375
R(7): ACTAATGCCAAATCTAAGGCGG

Amb_C12 F(1): ACACTCTCCATCTCTGCCACAC  (AT)4(GT)s 58 204-223 3/2.99 0.967 0.641 -0.509 0.575
R(1): TGGCATTCACTTGCCACCAAG

Amb_D5 F(5): AGAATGATCTATTGCAACTCGG  (AC) 56 217-222 4/3.85 0.500 0.570 0.123* 0.664

R(4): TGGACAAATATGAGTGCACCTC
Amb_D6 F(1): AGACGGCATCAAACCGGACTGC  (CTTT)s 64 170-223 3/2.95 1.000 0.574 -0.740 0.563



R(1): ACACGTGACAAGCGGTAGTGC
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Amb_D8 F(1): AGCAAGCGCTTAGCTTGGGTC  (AC)wo 62 138-165 10/6.84  0.833 0.728  -0.145 0.775
R(11): ACGAAAAATGCAGCCGGGAAC

Amb_F6/7  F: ACCAAATTGGATACCTACTGCC (CT)1s 60 290-324 6/3.26  0.367 0315  -0.165 0.310
R: AGAAAAATGTGAACCGGCCAAGC

Amb_F8/9-1 F: TCTACACAGGATGCCCCAAATG (CAAAAA); 54 208-211 2/2.0 1.000 0500 - 0.375
R: TGACCATCCTAACCCCAAGGGT

Amb_F8/9-2 F: AGTTGAGACCTGAGGGACC (TCC)4 60 203-230 3/2.64  0.967 0547  -0.762 0.519
R: GTGGACATATAGCAGCGCAGAG

Amb_F8/9-3 F: CACCACAAATATGCAGCATCCC (GA)10 60 182-209 11/7.32  0.793 0.875  0.096 0.448
R: AGGAATTTGTAACCAACCCCG

Amb_G2/3  F: TTTTGGTCGGGAGGGCAC (TG)s 56 187-216 8/544  0.675 0.648  -0.051 0.690
R: ATTGGGTTTAGCGTTGGGCCG

Amb_G3/4  F: AGGCAACTCTAGCCCATGCAC (GT)14(GA)11 64 257-271 7/5.67 0.930 0.760 -0.220 0.774
R: TGTGGTGACTGATGGACATGCT

Amb_H5/6  F: TCGTCGGATTCACAGCCTCCTG (AC)10 62 242-250 4/3.80 0.833 0.644 -0.293 0.615
R: CGAGCTATGCTCTTGCATGGGA

Amb_H8/9-1 F: TGGTTCAAAGATGTGCATCCCG (AAAAAT); 56 230-233 4/319  1.000 0.604  -0.656 0.538
R: TATTTGCACAGATGGCCTCCG

Média 5/3.86  0.761 0.573 -0.3705 0.5675

*Desvio significativo do equilibrio de Hardy-Weinberg, p< 0,05
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Tabela 2. Diversidade e estruturacdo genética para uma subamostra de 30 individuos (N= 10
por populacdo) de trés populagdes de Amburana cearensis. A= riqueza alélica; Fis= indice de
fixacdo; Ho/He= heterozigosidade observada/esperada; Fst= coeficiente de diferenciagéo.

Populacéo A Ho He Fis Fst *_Des
Bahia 72 0806 0,611 -0,327* - \s/iI:ni
Minas Gerais 71 0,694 0,573 -0,243* - ficati
Pernambuco 1 51 0,744 0534 -0,421* - Vo
Bahia x Pernambuco - - - - 0,144 do
Bahia x Minas - - - - 0,0713 equil
Minas x Pernambuco - - - - 0,1272 ibrio
de

Hardy-Weinberg, p< 0,05
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Tabela 3. Transferibilidade de locos microssatélites para 13 espécies filogeneticamente relacionadas a Amburana cearensis. N= nimero de amostras; (+)
amplificou; (-) ndo amplificou; LT= locos transferiveis.

Espécie N A9 All B7 Cl C3-1 C32 Cl12 D5 D6 D8 F6/7 F89-1 F8/9-2 F8/9-3 G2/3 G3/4 H5/6 H8/9-1 %LT
Ateleia glazioviania 1 - - - - - - - + - — - - _ _ _ _ _ _ 55
Alexa wachenheimi 1 - - - - - - - - - - - - - - — _ _ _ 0
Dipteryx lacunifera 2 - - - - - - - + - - - - - - - - _ _ 55
Dipteryx odorata 1 - - - - - - - + - = - - - - — — — _ 55
Myrocarpus fronsosus 2 - - + - + - + + - = - - - - - - - _ 22.2
Myroxylon balsamum 1 - - - - - - - + - - - - - — — — _ _ 55
Myroxylon peruiferum 2 - - - - - - - + - - - - - — — — _ _ 55
Swartzia apetala 2 - - - - - - - + - - - - - - — — _ _ 55
Swartzia cuspidata 1 - - - - - - - + - - - - - - — — _ _ 55
Swartzia simplex 2 - - - - - - - + - - - - - - — — _ _ 55
Trischidium molle 5 + - - - - - - + - - - - - - - - _ _ 11,1
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8 CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos nesta tese pode-se identificar as estratégias reprodutivas de
Amburana cearensis, classificando-a como uma espécie potencialmente alégama, com
possivel sistema de cruzamento autoincompativel de agdo tardia, dependente de vetores de
polinizagdo para reproducdo. Além disso, a espécie apresenta um sistema de polinizagdo
misto adaptado as mariposas, que mostraram relacdo com o forte odor adocicado, mas que
permite a acdo de outros agentes polinizadores que podem contribuir para 0 aumento do
sucesso reprodutivo. Ainda nesta tese, foi observado que populagbes de A. cearensis
apresentam estrutura populacional diamétrica seguindo uma distribuicdo exponencial negativa
(em forma de “J-invertido”) tipicas de populagdes autorregenerativas. Diferencas na
densidade populacional, na estatura dos individuos e na distribuicdo espacial foram
observadas nas areas estudadas e parecem estar relacionadas ao tipo de solo, recursos
limitantes como a agua e a perturbacdo antropica. Em relagdo ao estudo filogeografico, os
dados preliminares tém fornecido informagdes importantes quanto a diversidade genética de
A. cearensis, indicando que possivelmente ainda ha variabilidade genética suficiente para
manutencdo da espécie. Assim, o presente trabalho ampliou o panorama de informacdes
guanto a autoecologia de A. cearensis desde sua biologia reprodutiva, ecologia de populactes
e atributos genéticos que podem ser usados em estratégias conservacionistas e planos de
manejo para o uso racional desta leguminosa tipica de caatinga que encontra-se em perigo de

extingéo.
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