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Resumo

Matas de terra-firme da Amazodnia sdo formacdes florestais extensas e podem ser
encontradas compondo grandes florestas continuas. Existem diversos estudos a respeito
da estrutura genética populacional de espécies presentes nessas florestas, mas sdo poucos
os trabalhos que buscam compreender a estruturacao genética ao longo da Amazonia. A
castanheira-do-brasil € uma espécie monotipica, Bertholletia excelsa, endémica de matas
de terra-firme e distribuida ao longo de quase toda extensdo da Amazonia. Este trabalho
teve como objetivo avaliar a estruturacao genética de populacdes de Bertholletia excelsa
ao longo da Amazodnia e verificar se a estruturacdo € influenciada pela distancia que as
separa. Foi coletado material de 379 individuos, pertencentes a nove subpopulacdes
distribuidas em cinco estados brasileiros. Foram desenvolvidos sete marcadores
microssatélites que foram somados a outros quatro anteriormente publicados, para
genotipagem das amostras. Andlises populacionais intra e interpopulacionais foram
realizadas para avaliar a diversidade genética e sua estruturagdo. As estimativas de
distancia genética encontradas foram correlacionadas com diferentes fatores para
encontrar possiveis causas para estruturacdo. O niimero de alelos encontrado em cada
subpopulacdo foi baixo. Os alelos presentes em diferentes subpopulagdes e suas
frequéncias apresentaram grande variagdo, em especial quando comparadas
subpopulacdes mais distantes. Foi observado Fjs negativo para cinco das subpopulacdes e
ndo significativamente diferente de zero para as quatro demais, indicando excesso de
heterozigotos. A estruturacdo em micro-escala, quando presente, foi pequena. Os valores
encontrados para estimativas de estrutura em macro-escala foram bastante varidveis,
sendo observada diferenciacdo genética muito baixa (6 = 0,02) a muito alta (6 = 0,244).
A estrutura genética encontrada pode ser analisada considerando trés escalas: (i)
intrapopulacional; (ii) entre subpopulacdes separadas por distancias moderadas
(<500km); e (iii) entre subpopulacdes separadas por grandes distancias. Em todas as
escalas, foi encontrada correlagdo significativa entre a estruturacdo genética e a distincia
que separa os pares de individuos ou subpopulacdes, indicando ser esse um fator
importante para estruturacdo, mas com influéncia também de outros fatores,

principalmente em escalas geograficas maiores.



Abstract

Amazonian upland forests are wide formations and can compose large continuous forests.
There are several studies about population genetic structure of species in this kind of
forest, but there are few studies that aim to understand the genetic structure along the
Amazon. Brazil-nut tree is a monotypic species, Bertholletia excelsa, endemic to upland
forests and distributed along almost the entire expanse of the Amazon. This study aimed
to evaluate genetic structure of Bertholletia excelsa populations over Amazon and verify
if the structuring is influenced by distance between them. Material from 379 individuals
was collected in nine subpopulations distributed in five states. Seven microsatellites
markers were developed to the species and were used with four others, previously
published, to samples genotyping. Analyses within and among populations were
performed to evaluate genetic diversity and population structure. Genetic distance
estimates were correlated to different potential factors to find possible causes to genetic
structure. A few alleles were found in each subpopulation and considerable variation was
observed in alleles found in each subpopulation and in their allele frequencies, especially
when compared very distant subpopulations. Heterozygote excess was observed in five
subpopulations while in the other four subpopulations non-significantly different from
zero estimates of Fjs were found. Fine-scale structure, when present, was small. Estimates
to inter population genetic structure varied from low (8 = 0,02) to higt (6 = 0,244) values.
B. excelsa genetic structure can be analysed considering three different scales: (i) within
population; (ii) among moderately distant populations (<500km); and among very distant
subpopulations. At all scales, significant correlations were found between genetic
structure and geographic distance between pairs of individuals or populations. It may
indicate that distance is an important factor to this population’s genetic structure, but

probably there are other factors acting together, especially at great geographical scales.



Introducao geral

A Amazdnia estende-se do oceano Atlantico até as encostas orientais da
Cordilheira dos Andes, onde predomina o clima equatorial. Estd presente em uma 4rea
bastante irrigada, cortada pelos rios da bacia amazodnica. A vegetacdo € composta por
diferentes formacoes floristicas, das quais formagdes florestais sdo as que ocupam maior
area. Dentre as formacgdes florestais encontradas na regidao amazodnica, as mais comuns
sdo: (i) matas de terra-firme, que ndo sdo atingidas pelas cheias dos rios; (i) matas de
varzea, alagadas nos periodos de cheias anuais; e (iii) matas de igapds, com terrenos
baixos e constantemente alagados, que podem estar nas margens de rios, lagos e igarapés
ou inseridas nas matas de terra-firme (Sampaio, 1942). Essas formacdes apresentam
grande diversidade, com algumas espécies arboreas comuns, mas muitas espécies

caracteristicas de alguma das formacgdes (Gama et al., 2004).

As matas de terra firme ocupam uma drea estimada de mais de 3 milhdes km?, sdo
caracterizadas por nunca serem alagadas (Braga, 1979) e tém formacdo recente, com
origem no periodo tercidrio a partir da sedimentacao da bacia amazonica. Sua vegetacao é
composta por arvores de grande porte com formagdo de dossel, sendo a formacdo com
maior riqueza de espécies (Tadaiesky et al., 2008). Entre as muitas representantes das
matas de terra firme podem ser citadas: castanheira-do-brasil (Bertholletia excelsa),
cumaru (Dipteryx odorata), macgaranduba (Manilkara huberi) e pequida (Caryocar

villosum).

O desmatamento na regido amazoOnica € bastante intenso proximo as margens do
Rio Amazonas, em algumas partes do Pard e principalmente no chamado “arco do
desmatamento”, que corresponde ao sudeste do estado do Maranhdo, ao norte do
Tocantins, sul do Par4, norte de Mato Grosso, Rondonia, sul do Amazonas e sudeste do
estado do Acre (Figura 1). Em outras partes da Amazdnia, o desmatamento ocorre,
porém, com menor intensidade. Diversas estratégias vém sendo desenvolvidas para tentar
diminuir o impacto antrépico na floresta e para promover a conservacdo de dareas
continuas de matas. Entre essas estratégias estd a criacdo de unidades de conservacao,

que ji tem conseguido resultados positivos, visto que a propor¢do de areas desmatadas



dentro das unidades de conservacdo chega a ser 20 vezes menor do que fora dessas areas

(Ferreira et al., 2005).
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Figura 1. Situacdo da Amazonia Legal brasileira em 2008. (Fonte: Imazon/SAD)

Unidades de Conservacdo sdo dreas legalmente protegidas que podem ter
diferentes graus de interferéncia humana, dependendo da classificacdo. Essa interferéncia
pode variar desde protecdo intensiva, com a possibilidade de acesso apenas para fins
cientificos, de educacdo e monitoramento ambiental, até o uso intensivo do habitat com
possibilidade de exploracdo dos recursos naturais, desde que seja sustentivel. Em
unidades de uso sustentavel, como € o caso de Reservas de Desenvolvimento Sustentavel,
€ possivel realizar um aproveitamento economico da floresta por meio de extrativismo de
madeira, de frutos, de sementes, de latex, entre outros produtos, desde que seja seguido
um plano de manejo. Gragas a existéncia de unidades de conservacgdo, de terras indigenas
e da dificuldade de acesso a algumas regides, ainda € possivel encontrar grande 4reas de

florestas continuas na Amazonia (Figura 1).

A Amazdnia ocupa uma drea com pequenas diferencas latitudinais, contrastando
com a grande amplitude da &drea ocupada pela Mata Atlantica. O clima equatorial,
predominante na regido amazodnica, € caracterizado por temperatura e pluviosidade altas
durante todo o ano, com pequena variagdo das médias em diferentes estacdes. Essas duas

caracteristicas tém como uma das consequéncias pequena variagdo ambiental ao longo do



ano. Essa estabilidade climatica e relativa homogeneidade ambiental, somadas a alta
diversidade genética comumente observada em espécies arbOreas tropicais, poderiam
sugerir pequena diferenciacdo genética entre populacdes de espécies arboreas presentes
ao longo de sua distribuicdo geogréfica (Alvarez-Buylla et al., 1996; Dayanandan et al.,

1999; Veron et al., 2005; Le Guen et al., 2009).

H4 evidéncias histéricas e ecoldgicas, entretanto, que indicam possivel
diferenciacdo significativa entre populacdes distribuidas ao longo de florestas tropicais
(Dick & Heuertz, 2008). Essa diferenciacdo pode ser causada por mecanismos que
envolvam selecdo natural, com adaptagdo local, ou deriva genética pelo isolamento das
populacdes. Espécies tropicais podem apresentar maior sensibilidade fisiolégica a
pequenas mudangas das condigdes ambientais, quando comparadas a espécies de clima
temperado. Tal sensibilidade pode promover variacdes ndo apenas latitudinais, mas
também longitudinais, dependendo do relevo ou de condi¢Oes climdticas da regido
(Janzen, 1967; Ghalambor et al., 2006). Outra evidéncia que pode ser ressaltada € o fato
de ambientes naturais serem formados por um mosaico de fragmentos heterogéneos,
mesmo na auséncia de interferéncia humana. Assim, variacdes naturais do ambiente
podem ser responsdveis por criar uma heterogeneidade nas florestas que favorece a

diversidade biolégica (Meffe; Carrol, 1994).

A conservacdo da diversidade bioldgica em seus diversos niveis, desde
diversidade de espécies e interacdes dentro de comunidades até niveis genéticos dentro de
uma populagdo, tem grande importancia para a preservacdo de populacdes vidveis.
Eventos estocasticos podem ter efeitos de diferentes magnitudes sobre populagdes
naturais, mas a preservacao da diversidade genética inter e intrapopulacional permite a

adaptacdo das espécies a mudancas ambientais (Primack, 1995).

A diversidade genética pode ser quantificada de diversas maneiras. Entre as quais
estdo: estimativa de diversidade alélica (nimero médio de alelos por locus - A) e da
proporcao de loci polimorficos, que sdo dependentes do tamanho amostral. Uma terceira
estimativa, menos dependente do niimero de individuos amostrados, € a heterozigosidade
esperada (H,), que € a propor¢cdo de heterozigotos esperada para uma populacdo que

esteja em equilibrio de Hardy-Weinberg (Freeland, 2005).



Existe grande discussdo a respeito do que define uma “populacdo” e diferentes
areas do conhecimento utilizam diferentes definicdes e paradigmas, dependendo da
pergunta a ser respondida (Waples; Gaggiotti, 2006). A defini¢do adotada aqui serd a de
Futuyma (1995) que diz que populacdo € um grupo de organismos da mesma espécie que
ocupam uma regido geogrifica mais ou menos definida e que exibem uma continuidade

reprodutiva ao longo das geracdes.

A compreensdo de como estd distribuida a diversidade genética ao longo de
ambientes pode ser alcancada por meio da andlise da estrutura genética populacional.
Esta corresponde a distribuicdo ndo-aleatéria de alelos ou genétipos ao longo da
distribuicdo das populacdes ou ao longo de geracdes. Pode ser causada por adaptacdo a
micro habitats, por selecao diferencial ao longo dos estdgios ontogenéticos, por efeitos do
acaso ou por caracteristicas reprodutivas da espécie como reproducao clonal ou dispersdo

restrita de polen ou sementes (Hamrick, 1982).

A estruturacdo existente entre e dentro de subpopulagdes pode ser quantificada
utilizando as estatisticas-F' de Wright. A diferenciacdo entre subpopulagdes pode ser
quantificada por meio da estimativa de Fsr, que corresponde a correlacdo entre genes de
diferentes individuos de uma subpopulacdo e genes do total de individuos. Essa
correlacdo estd diretamente relacionada as varidncias nas frequéncias alélicas entre
subpopulacdes e ao grau de semelhanca dentro de cada subpopulacdo. Também podem
ser estimados desvios das proporcdes esperadas pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg e
niveis de endogamia dentro de uma subpopulacdo pela estimativa de Fjs, que é a
correlacdo entre genes dentro de individuos dentro de cada subpopulacdo (Weir;

Cockerham 1984; Holsinger; Weir 2009).

A quantificacdo da diversidade genética, a compreensdo da sua distribui¢do, ou
seja, a avaliacdo da existéncia de estrutura populacional, juntamente com estudos de
fluxo génico e de sistemas de cruzamento sdo reconhecidos como importantes
ferramentas para a avaliacdo de efeitos da fragmentacdo de habitats, para estudos de
melhoramento genético e para o desenvolvimento de estratégias de conservacdo e de

manejo de espécies (Erickson et al., 2004; Azevedo, 2007; Vandergast et al,. 2007).



Dados de diversidade genética e de estrutura genética populacional podem ser
gerados com uso de marcadores moleculares, segmentos de DNA especificos ou
fendtipos moleculares resultantes da expressao génica. Tais marcadores t€ém grande
utilidade para estudos genéticos populacionais, especialmente aqueles capazes de gerar
grande quantidade informacdo rapidamente. A escolha do tipo de marcador a ser utilizado
depende da pergunta a ser respondida. A aplicacdo de marcadores moleculares em
estudos de conservagdo tem crescido com o desenvolvimento de novas tecnologias mais
precisas e de menor custo. Além disso, com o avanco de andlises mais sofisticadas,
estudos de populagdes naturais tém passado de simples descricdes de variabilidade e

diferenciacdo genética para inferéncias a respeito do passado demografico do grupo.

Esse tipo de andlise requer informagdes como distribuicao alélica, endogamia e
diferenciagc@o populacional. Essa necessidade de informacdes da histdria recente do grupo
somada a escassez de informagdes para espécies “ndo-modelo”, como € o caso da maioria
das arvores de florestas tropicais, fazem dos marcadores microssatélites uma ferramenta

de grande utilidade (Schlotterer, 2004).

Marcadores microssatélites sdo sequéncias simples, de uma a seis bases, repetidas
em tandem (SSR — Simple Sequence Repeats), co-dominantes, multialélicas, com alto
grau de polimorfismo, encontradas em alta frequéncia e bem distribuidas ao longo do
genoma de plantas superiores (T6th et al., 2000). Essas caracteristicas favorecem sua
utilizacdo em estudos de paternidade, mapeamento e genética de populacdes. Entre as
vantagens em relacdo a outros tipos de marcadores para tais estudos podem ser citadas
alta reprodutibilidade e simplicidade técnica, pequena quantidade de DNA requerida,
grande poder de resolugdo e alto polimorfismo. As maiores desvantagens do uso desse
tipo de marcador sdo tempo e custo relativamente elevados para o desenvolvimento dos
primers, por tratar-se de um marcador especifico. Entretanto, essa desvantagem vem
sendo superada com o desenvolvimento de técnicas de construcdo de bibliotecas
genOmicas enriquecidas, que tornam o processo mais rapido e ficil. Além disso, primers
para microssatélites, uma vez desenvolvidos por um laboratério, podem ser rapidamente

sintetizados e utilizados por outros grupos e muitas vezes sao conservados em diferentes



espécies, podendo ser transferidos para espécies proximas (Ferreira; Grattapaglia, 1998;

Borém; Caixeta, 2006).

A compreensdo de como esta distribuida a diversidade genética em um ambiente
amplo como a Amazodnia pode ser alcancada utilizando populacdes de espécies com
distribui¢do ao longo de toda floresta e que sejam menos sensiveis a pequenas mudangas
recentes no ambiente como modelo. Algumas espécies arbdéreas de vida longa
encontradas nas matas de terra firme preenchem esses requisitos, entre as quais estd a

castanheira-do-brasil.

Castanheira-do-brasil ou Brazil nut tree (Figura 2), como € conhecida a
Bertholletia excelsa Humb.; Bonpl. (Lecythidaceae), € a tnica espécie do género. E uma
arvore de grande porte que pode alcancar 5S0m de altura e, de acordo com estimativas
realizadas utilizando datagdo com carbono, mil anos de idade, com mais de cinco metros
de diametro a altura do peito (DAP) e com 20 a 35m de didmetro de copa (Camargo et al.
2004; Haugaasen, et al. 2010). E uma espécie endémica da regido amazonica e pode ser
encontrada em dreas de mata de terra firme de toda a regido, com densidades que variam
de 0,005 a 23 4rvores/ha, sendo observadas até 5 4rvores’ha na maior parte dos
levantamentos. Em geral, crescem em agrupamentos conhecidos como castanhais e
dependem de aberturas no dossel para crescimento das plantulas (Moritz, 1984; Miiller et
al., 1980; Mori; Prance, 1990; Maués, 2002; Peres et al., 2003; Salomao, 2009). As
arvores adultas (reprodutivas) apresentam distribuicdo aleatéria dentro dos castanhais,

diferentemente dos jovens (ndo-reprodutivos) comumente agrupados ao redor dos adultos

(Wadt et al., 2005).



Figura 2. Bertholletia excelsa: a) mata preservada; b) area aberta.

A floracdo geralmente ocorre nos meses com baixa pluviosidade, de setembro a
dezembro no Pard, e de setembro a janeiro em RondOnia, com pelo menos 90% das
arvores adultas floridas em novembro e dezembro em ambos (Maués, 2002; Vieira et al.,
2007). As flores dessa espécie monodica sdo hermafroditas e apresentam caracteristicas na
morfologia floral que permitem que a polinizagdo seja realizada apenas por abelhas de
médio e grande porte. Essas abelhas sdo as que apresentam tamanho e forca suficientes
para empurrar o capuz presente sobre os estames e alcancar o pdlen dentro da flor (Mori,
1988). Os principais agentes polinizadores sdo abelhas carpinteiras € mamangavas
(Apidae e Anthophoridae) capazes de voar por longas distancias (mais de 20 km) e que
normalmente visitam mais de uma vez as mesmas plantas ao longo da sua rota de
alimentacdo (Janzen, 1971; Maués 2002). Esse tipo de sindrome de polinizacdo,
associado ao seu sistema de auto-incompatibilidade ja observado em estudos anteriores,
evidencia a grande importancia dos polinizadores para a producdo de frutos pela espécie

(Cavalcante, 2008).

Os frutos (Figura 3a) apresentam desenvolvimento lento, que leva em média 14
meses € as sementes mantém-se dentro do fruto mesmo apds seu amadurecimento e
queda (Maués, 2002). A dispersado € feita principalmente por cotias (Dazyprocta sp.) que
utilizam as castanhas como alimento e enterram-nas em média entre cinco e 10m de

distdncia do ponto de coleta (Figura 3b). Também pode ocorrer, ocasionalmente,



dispersdo a distancias maiores realizada por macacos cairara, macacos prego ou araras
vermelhas ou em eventos de dispersdo secunddria por cotias podendo alcancar até 100m a

partir do ponto de queda do fruto (Shanley; Medina, 2005; Haugaasen et al., 2010).

Figura 3. Fotografias de frutos observados no mesmo dia: a) em desenvolvimento,

ainda preso a arvore; b) resultado do ano anterior, aberto por cotia.

A castanheira ¢ uma espécie de grande importancia no extrativiSmo na regiao
amazonica (IBGE/SIDRA, 2010), sendo uma das principais fontes de renda florestal do
Acre e do Amapa. Devido a sua grande importancia para as comunidades locais, que
dependem da coleta das sementes para seu sustento, seu corte € proibido por lei
(Instru¢d@o Normativa IBDF n° 001/80, segundo Cdédigo Florestal — Lei Federal n°4771).
Assim, € possivel observar castanheiras isoladas em dreas abertas (Figura 2b). Além
disso, a espécie € classificada como vulnerdvel (Alacd+2cd) na Red List of Threatened
Species (IUCN, 2010), com a principal ameaca sendo atribuida a perda de habitat por
desflorestamento. Também foi observada escassez de plantas jovens (DAP < 60 cm) em
diversos locais ao longo da AmazoOnia, principalmente em dreas em que é realizado

extrativismo das sementes (Peres et al., 2003).

Estudos genéticos de diversidade e de sistemas de cruzamento de B. excelsa ja
foram realizados utilizando marcadores RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)
e isoenzimas (Kanashiro et al., 1997; O’Malley, 1998; Serra, 2006). Entretanto, ainda nio
existem estudos mais aprofundados sobre a espécie, com marcadores codominantes, nem

estudos de genética que abranjam de forma mais ampla sua distribui¢do.
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Capitulo 01

Desenvolvimento e Otimizacdo de Marcadores Microssatélites de Castanha-do-

Brasil (Bertholletia excelsa)
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1.1 Introducao

Castanheira-do-brasil ou castanheira-da-Amazdénia, como ¢é conhecida a
Bertholletia excelsa Humb. & Bonpl. (Lecythidaceae), ¢ uma espécie arborea que pode
alcancar 50m de altura, mais de cinco metros de didmetro e mais de mil anos de idade, de
acordo com estimativas realizadas utilizando datacdo com carbono (Camargo et al.,
2004). E endémica de Florestas Ombréfilas da Amazonia, encontrada em dreas de terra
firme (Miiller et al., 1980; Moritz, 1984; Mori & Prance, 1990; Maués, 2002). Suas
sementes tém grande importancia econdmica no extrativismo na regido amazoOnica
(IBGE/SIDRA, 2006). Além disso, a espécie &€ classificada como vulnerdvel
(Alacd+2cd) na Red List of Threatened Species (IUCN, 2010), com a principal ameaca
sendo atribuida a perda de habitat por desflorestamento.

Estudos genéticos de diversidade e de sistemas de cruzamento de B. excelsa ja
foram realizados utilizando marcadores RAPD (Kanashiro et al., 1997; Serra, 2006) e
isoenzimas (O’Malley, 1998). Entretanto, ainda é pequena a quantidade de estudos que
envolvam a estruturacdo genética da espécie. A quantificacdo e compreensdo de como
estd organizada a diversidade genética populacional, somada a estudos de fluxo génico e
de sistemas de cruzamento vem sendo reconhecidos como importantes ferramentas para o
desenvolvimento de estratégias de conservacdo e de manejo de espécies. Tais
informacdes também podem auxiliar na identificacdo de efeitos da fragmentacdo de

habitats (Azevedo 2007; Erickson et al. 2004; Vandergast et al. 2007).

A utilizagdo da genética para conservacdo de populacOes naturais requer
informacdes a respeito de distribui¢des alélicas, endogamia, diferencia¢do populacional,
entre outros. Essa necessidade de informacdes da histéria recente do grupo somada a
escassez de informagdes para espécies “ndo-modelo”, como é o caso da maioria das
arvores de florestas tropicais, fazem dos marcadores microssatélites uma ferramenta de
grande utilidade (Schlotterer 2004). Marcadores microssatélites sdo sequéncias simples,
de uma a seis bases, repetidas em tandem (SSR — Simple Sequence Repeats). Sado
marcadores co-dominantes, multialélicos, com alto grau de polimorfismo, encontrados
em alta frequéncia e bem distribuidos ao longo do genoma de plantas superiores (T6th et
al., 2000), sendo bastante utilizados em estudos de paternidade, mapeamento e genética

de populagdes.
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A principal limitagdo do uso de marcadores microssatélites € o alto investimento
de tempo e dinheiro necessarios para o desenvolvimento dos primers. Um método que
pode tornar o processo mais rdpido € a construcdo de uma biblioteca gendmica
enriquecida, que consiste em isolar um conjunto de pequenos fragmentos de DNA, dos
quais aproximadamente 50% contém sequéncias de repeticdes microssatélites. Esse
método permite obter uma grande quantidade de marcadores a partir de uma quantidade

muito menor de colonias do que o obtido com outras técnicas (Ostrander et al., 1992).

1.2.1 Objetivo Geral
Desenvolver marcadores microssatélites para a espécie Bertholletia excelsa, que
serdo utilizados em estudos de genética de populagdes para fornecer informacdes a

respeito da diversidade genética e da estrutura genética espacial da espécie.

1.2.2 Objetivos especificos
« Encontrar sequéncias de microssatélites dinucleotideos (AG) de B. excelsa e
desenhar primers para as regides flanqueadoras dos microssatélites;
« Encontrar as condicdes para amplificacdo de fragmentos de DNA para cada par de
primers.
« Encontrar loci polimérficos para os estudos populacionais e validar os primers

fazendo estimativas de diversidade genética para um conjunto de amostras.

1.3 Material e Métodos
1.3.1 Extracdao de DNA

DNA gendmico foi extraido a partir de tecido foliar e dos discos de cambio por
meio do procedimento de CTAB 2% (Doyle; Doyle, 1987) adaptado por Machado et al.
(2002), no qual a trituracdo do material € realizada com o equipamento Fastprep — BIO
101 SAVANT, sem nitrogénio liquido. O desenvolvimento de marcadores SSR requer

quantidade minima de 50ug de DNA de boa qualidade (Buso et al., 2003).
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1.3.2 Areas de coleta

A. Colonia Sdo Jodo, Seringal Petrolina (220 ha): area de propriedade particular

localizada no Municipio de Senador Guiomard, sudoeste do estado do Acre.

B. Reserva Extrativista Chico Mendes — Resex Chico Mendes (970.570 ha): unidade de

conservacdo (UC) federal de uso sustentdvel, localizada no sudoeste do estado do Acre,
nos municipios de Assis Brasil, Brasiléia, Xapuri, Capixaba, Senador Guiomard, Rio

Branco e Sena Madureira.

C. Reserva de Desenvolvimento Sustentdvel do Rio Iratapuru — RDS do Rio Iratapuru
(806.000 ha): UC estadual de uso sustentdvel, localizada no sul do estado do Amap4, nos

Municipios de Laranjal do Jari, Mazagdo e Amapari.

Em cada local (Tabela 1), foi coletado material de arvores adultas. Na Colonia
Sao Joao (AC), folhas de apenas uma arvore foram coletadas e congeladas logo em
seguida. Na Resex Chico Mendes (AC) e na RDS do Rio Iratapuru (AP), discos de
cambio vascular com aproximadamente 2,0cm de didametro e 1,0mm de espessura foram
coletados (Figura 1). Os discos de cambio foram conservados em microtubos contendo
Iml de tampao de transporte (300ul de tampao CTAB 2%; 700ul de etanol absoluto)

mantido entre 4°C e 10°C.

Tabela 1. Locais de coleta com seus respectivos nimeros de individuos amostrados (N) e

finalidades de cada coleta.

Local N  Finalidade Coordenadas
Colonia Sao Jodo (AC) 1  Desenvolvimento de primers  10°2'S 67°39W
Resex Chico Mendes (AC) 6  Teste de polimorfismo 10°49'S 68°23'W
RDS do Rio Iratapuru (AP1) 45 Anadlise populacional 0°16'S 52°31'W
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Figura 1. Coleta de disco de cambio vascular.

1.3.3 Desenvolvimento de primers

O desenvolvimento de primers que flanqueiam regides de microssatélites nao
requer necessariamente a construcdo de uma biblioteca enriquecida, entretanto, a
aplicacdo dessa metodologia permite obter nimero maior de marcadores de forma mais
eficiente. Portanto, foi utilizado protocolo desenvolvido por Rafalski et al. (1996) e

adaptado por Buso et al. (2003).

A) Digestdo do DNA:

O teste de digestao do DNA foi feito utilizando apenas a enzima de corte raro
EcoRl1, tendo como controle a digestdo do padrdo Lambda para verificar a pureza do
material extraido. Para identificar qual enzima de restricdo geraria a maior quantidade de
fragmentos no intervalo de 200 a 800pb, foi feito um teste com as tr€s enzimas para as
quais existem adaptadores com sequéncia de corte. As enzimas utilizadas para digestao
foram: Sau3A (|GATC), Msel (JTAA) e Tsp 509 (JAATT). A incubagao foi feita a
37°C para as duas primeiras e 65°C para a ultima, todas por 12h, de acordo com
indicacdes do fabricante.

ApOs a verificacdo da qualidade do material extraido e da selecdo da enzima com
o melhor perfil de digestdo, foi feita uma reacdo de digestdo com aproximadamente S0ug

de DNA e 250U da enzima a 37°C por 12h.

B) Recuperacao dos fragmentos
Todo material digerido (240ul), adicionado de 40ul de tampao de corrida de Ficol

15%, foi aplicado em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio, com marcador de
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peso molecular Ladder 1kb (Invitrogen) (Figura 2a). A recuperacdo dos fragmentos de
200 a 800pb foi feita por meio do corte da porcao do gel de agarose com as bandas
desejadas, eluicdo e purificacdo com o kit Qiaquick Gel Extraction (Qiagen), seguindo
instrucdes do fabricante. A quantificagdo e a verificacdo do tamanho dos fragmentos do
material eluido foram feitas em gel de agarose 2%, utilizando como marcadores de peso

molecular A DNA e Ladder 1Kb (Invitrogen) (Figura 2b).

Figura 2. DNA digerido (esquerda) e marcador de peso molecular
Ladder 1kb(direita). (a) Visualizacdo do resultado da digestdo e (b)
corte da por¢do do gel de agarose que continha fragmentos de 200 a

800pb.

C) Ligacao de adaptadores

Aproximadamente 5Sug de DNA dos fragmentos recuperados foram ligados a
200pmol de adaptadores do sitio de restricio de MSE I, em reacdo contendo Tampao da
T4 DNA ligase 1x, 25U de T4 DNA ligase, com um volume total de 120ul. A soluc¢do foi
incubada a 4°C por 12h.

D) Ligacgao de biotina aos oligos TC3

Oliginucleotideos poli AG/TC foram ligados a biotina, por meio de uma reacao
contendo 200 pmol de TCi13 (100 pmol/ul), tampao 1x da terminal transferase, 50 nmol de
biotina, 16 dUTP e 26,5 U de terminal transferase. A reacdo foi incubada a 37°C por 30
minutos. A inativacdo da enzima e a precipitacdo da reacdo foram feitas pela adicao de
EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) (2M) e 2,5 volumes de etanol absoluto por 12
horas. O material foi centrifugado a 12000 rpm por 30 minutos. O pellet formado foi

lavado em etanol 70% e ressuspendido em 30pl de dgua ultrapura.
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E) Hibridiza¢do de streptavidina a biotina

Foram lavadas 1000 pg de contas magnéticas (Dynabeads — Streptavidin
Boehring Mannhein), a uma concentragao de 10pug/pl, com 400 pl de tampao PBS pH 7,4
e 1% BSA. As contas magnéticas foram separadas utilizando um fma, o que permite a
retirada da solu¢do aquosa (sobrenadante) utilizando uma micropipeta. As contas foram
lavadas com 400ul de BEW 1x e solu¢do aquosa foi novamente retirada como descrito
acima. Apo6s a lavagem, foram adicionados 200ul de BEW 2x, 170ul de dgua ultrapura e
30ul de Bio-oligos (biotina + oligos TCi3). A solu¢do permaneceu sob agitacdo por uma
hora em temperatura ambiente para que houvesse a hibridiza¢do da biotina com as contas
magnéticas. As contas ligadas aos Bio-oligos foram novamente precipitadas, o
sobrenadante retirado e o complexo lavado duas vezes com 400 pl de BEW 1x e uma vez
com 400 pl de SSC 5x + SDS 0,1%. Para ressuspender o complexo Bio-oligos-contas,
foram adicionados 150 pl de SSC 10x + SDS 0,2% pré-aquecido a 65°C. A solugdo foi

incubada a 65°C por 15 minutos e armazenada a 4°C.

F) Hibridizacdo dos oligos ao DNA
O DNA j4 ligado ao adaptador foi hibridizado com o complexo descrito acima
pela adicdo de 0,5 volume de 4gua ultrapura seguida de desnaturacdo a 95°C por 15

minutos.

G) Recuperacgdo dos fragmentos que contém SSR

A fim de retirar excessos de reagentes como contas, biotina e oligos que nao
formaram complexos, foram preparados seis tubos para as lavagens da solugcdo. No
primeiro tubo foi diluido 1pul de DNA ligado ao adaptador em 1000ul de dgua ultrapura,
que foi utilizado como controle. O complexo Bio-oligos-contas foi adicionado ao restante
do DNA ligado ao adaptador e este foi incubado a 65°C por 90 minutos para que
ocorresse a hibridizacdo dos fragmentos de DNA que continham sequéncias SSR aos
oligos TCi3. O complexo foi precipitado com auxilio do imd e seu tubo foi identificado
com o numero sete. O sobrenadante foi retirado e colocado no tubo de nimero dois. O
complexo foi lavado duas vezes, por cinco minutos e duas vezes por 15 min com 400ul

de SSC 2x + SDS 0,1%. Cada sobrenadante foi retirado e colocado nos tubos numerados
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de trés a seis. Para ressuspender o complexo, presente no tubo de nimero sete, foram

adicionados 200 pl de dgua ultrapura.

H) PCR para recuperagdo da dupla fita

Com o objetivo de avaliar o enriquecimento e de determinar se houve perda de
DNA durante o processo, reagdes de PCR (Polymerase Chain Reaction) foram feitas com
todos os sete tubos preparados segundo descrito acima. Neste processo foram utilizados
2ul de DNA, tampao PCR 1x (10x, 10 mM Tris-HCL, pH 8.3, 50 mM KCI), 1uM dos
primers complementares a sequéncia dos adaptadores (MSE I), 0,25 mM de dNTP, 1U de
Taq DNA Polimerase e dgua ultrapura estéril para um volume final de 25ul. O programa
de amplificacdo via PCR foi composto por uma desnaturacdo inicial a 95°C por 3
minutos; 20 ciclos com uma desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento dos
primers a 56°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 2 minutos; e uma extensao final de
72°C por 7 minutos. Era esperado que s6 ocorresse amplificagdo do material no qual
exista DNA, ou seja, no tubo controle que continha apenas DNA e adaptador e no tubo
acrescido do complexo Bio-oligos-contas-DNA, identificado com o niimero sete.

Ap6s a verificacdo da ocorréncia do enriquecimento e da auséncia de perda de
DNA no processo de lavagem, foi feita uma reacdo com DNA enriquecido, utilizando as

mesmas condi¢des € 0 mesmo programa do teste, mas com um volume 30 vezes maior.

I) Purificag@o do produto de PCR
O produto de PCR proveniente da reacdo utilizando o DNA ligado ao adaptador e
acrescido do complexo Bio-oligos-contas-DNA foi purificado utilizando o kit Qiaquick

(Qiagen), seguindo as instru¢des do fabricante.

J) Ligacdo do DNA ao vetor pPGEM-T

Os fragmentos contendo sequéncias hiper-varidveis de SSR foram ligados em
plasmideos pGEM-T Easy (Promega) (Figura 3). Para essa reacdo foram utilizados 3ul do
DNA purificado, tampdo T4 DNA ligase 1x, 3U de T4 DNA ligase, 5ng de pGEM-T e

agua ultrapura. A incubagio foi feita a 4°C por 12 horas.
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Figura 3. Desenho esquemdtico do vetor pGEM-T
evidenciando a regido onde o fragmento € inserido

(Fonte: Promega).

K) Transformacgdo em E. coli, repicagem e selec@o de clones positivos

Para a transformacdo, foram utilizadas células competentes de Escherichia coli
cepa XL1-Blue pelo método de eletroporagdo. Foram utilizados 2l do produto da reacao
de ligacdo com o vetor, 2ul de dgua ultrapura e 50ul de células competentes armazenadas
a -80°C. A eletroporagdo foi feita a 1,8V e em seguida foram adicionados 950 pl de meio
SOC. A solucao foi incubada por lhora a 37°C sob agitacdo. As células transformadas
foram inoculadas em placas de petri preparadas com 248ul de meio de cultura LB
contendo ampicilina (50pg/ml), 32 pl de Xgal (40pg/ul), 16ul de IPTG (0,5 M) e
incubadas a 37°C por 14 horas.

A selecdo dos clones foi direta, sendo baseada na atividade do gene da f-
galactosidase. As colonias brancas (recombinantes) possuem esse gene inativo € nao
produzem a enzima que cliva o X-gal produzindo o azul de indigo. Os clones ndo
recombinantes possuem esse gene ativo sendo capazes de transcrever e traduzir a enzima,
0 que torna as coldnias azuis. A eficiéncia de transformacgdo foi calculada por meio da
razao entre coldnias brancas e o total de colonias obtidas.

Cada colonia branca foi repicada em duas novas placas de PCR com fundo em
forma de U (96 colonias/placa) contendo 150l de meio LB liquido com ampicilina em
cada poco. Em seguida ambas as placas foram incubadas a 37°C por 14 horas sob
agitacao (Sambrook et al., 1989; Rafalski et al., 1996). Foi diluido 1pul do meio de cultura

em 80 pl de 4gua ultrapura estéril.
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L) PCR de DNA template, reagdo de sequenciamento e purificacdo

O meio de cultura diluido em &4gua foi utilizado em reacdes de PCR para a
geracdo de templates para as reacdes de sequenciamento. A geracdo desses templates
requer a amplificacdo de fragmentos de DNA com os primers forward e reverse M13,
complementares as sequéncias dos vetores.

As reacOes apresentaram volume final de 10ul, sendo: DNA template (2,0ul),
tampao 1x (10mM Tris-HCl, pH 8,3; 50mM KCl), MgClL, (0,3mM), primers M13
forward ou reverse (1,0uM), dNTP (0,15mM), BSA (0,2mg/ml), Tag DNA polimerase
(1U) e 4gua ultrapura estéril. O programa da reacdo de PRC foi constituido de uma
desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos; 20 ciclos de 94°C por 1 minuto, 58°C por 1
minuto e 72°C por 1 minuto; seguidos por uma extensao final a 72°C por 7 minutos.

A purificacdo dos produtos de PCR foi feita utilizando as enzimas Exonuclease I,
que degrada primers nao incorporados, € SAP (Shrimp Alcaline Phosphatase), que
desfosforila plasmideos digeridos com enzimas de restricdo, o que previne a religacio
desse plasmideo. O produto purificado foi utilizado como template nas reacOes de
sequenciamento realizadas com o Kit BigDye Terminator Cycle Sequencing. A reagdo foi
composta por aproximadamente 100ng de DNA template, tampao para sequenciamento
BigDye Terminator 1x, pré-mix - Big Dye Terminator (1ul), primers M13 forward ou
reverse (0,16uM) e 4gua ultrapura. Foi utilizado como controle 0 DNA do plasmideo
M13. A reacdo de sequenciamento foi feita seguindo o programa: 94°C por 2 minutos; 25
ciclos de 94°C por 10 segundos, 50°C por 10 segundos e 60°C por 4 minutos; seguidos
de uma extensdo final de 60°C por 5 minutos.

As reagdes foram purificadas antes de serem sequenciadas utilizando o protocolo
de purificacdo da reacdo de sequenciamento com precipitacdo por Etanol/EDTA proposto

pelo fabricante (Applied Biosystems — BigDye terminator v3.1 cycle sequencing kit).

M) Desenho de primers

As sequéncias que continham SSR di ou trinucleotideos foram selecionadas.
Foram desenhados primers especificos complementares as regides que flanqueiam as
sequéncias repetitivas utilizando o software Primer 3 (Rozen; Skaleshy, 2000). Os

primers foram desenhados respeitando os seguintes critérios: temperatura média de
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anelamento entre 52°C e 58°C; diferenca nas temperaturas de anelamento de no maximo
3°C para cada par (forward e reverse); propor¢ao de 40% a 60% de C e G na sequéncia
do primer; e ndo complementaridade entre primers do mesmo par.

Todos os primers desenvolvidos foram marcados com um dos seguintes

fluorocromos: HEX (verde) ou 6-FAM (azul).

1.3.4 Ajuste das condicdes de PCR

As condicdes 6timas de amplificacdo dos fragmentos foram definidas utilizando
DNA de quatro arvores de B. excelsa para cada par de primers desenvolvidos. As
condicdes de teste foram: DNA (3 a 5ng), tampdo PCR 1x (10mM Tris-HCI, pH 8,3;
50mM KCl), primer forward e reverse (0,2 a 0,3uM), MgCl, (1,5mM a 3,0mM), BSA
(0,25 a 0,4mg/ml), ANTP (0,25mM) e 0,6 unidades de Taq polimerase (Phoneutria).

O seguinte programa de PCR foi utilizado para amplificacdo dos fragmentos:
desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto,
temperatura de anelamento em teste (50°C a 58°C) por 1 minuto, extensdao dos fragmentos
a 72°C por 1 minuto e uma extensao final de 72°C por 7 minutos. A temperatura de
anelamento inicialmente testada foi de 56°C para todos os pares de primers e foi variada
a fim de obter amplificagdo mais especifica e eficiente dos fragmentos de DNA. Os
produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 3,5% corado com brometo de
etidio, utilizando trasluminador de luz UV. As imagens do gel foram registradas com

fotodocumentador Gel Logic 200 Imaging System (Kodak).

1.3.5 Analise de polimorfismo de loci

Para a deteccdo de polimorfismo, foi utilizado DNA de 12 individuos, sendo seis
provenientes do Acre e seis do Amapd, de modo que diferengas genéticas entre amostras
de regides diferentes puderam ser identificadas, mesmo que dentro de cada regido ndo
fosse encontrado polimorfismo. A detec¢do dos polimorfismos das amostras foi feita por
meio da separacdo dos fragmentos com analisador automatico ABI 3700 (Applied
Biosystems) e identificacdo dos tamanhos dos fragmentos utilizando os softwares

GeneScan e Genotyper.
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O polimorfismo foi detectado por meio da observacdo direta dos gendtipos, com
verificacdo dos de alelos presentes em cada locus. Os primers que amplificaram loci com
pelo menos trés alelos ou pelo menos um alelo exclusivo das amostras do Acre ou do
Amap4 (alelos privados), com bandas claramente identificaveis foram considerados com
potencial para uso em estudos populacionais. Estes primers foram os escolhidos para
utilizacdo nas andlises populacionais. Loci com apenas um ou dois alelos ndo foram

considerados por terem baixo potencial discriminatdrio.

1.3.6 Validacdo dos loci

A validagdo dos loci amplificados pelos primers escolhidos foi feita por meio da
estimativa de diversidade genética das 45 amostras do Amapa. Fragmentos de DNA de
cada individuo foram amplificados via PCR com cada par de primers selecionado
seguindo as condi¢cdes mencionadas anteriormente. A separacdo dos fragmentos foi
realizada com analisador automatico ABI 3700 (Applied Biosystems). Os tamanhos dos
fragmentos gerados com cada par de primers para cada individuo foram identificados
utilizando softwares GeneScan e Genotyper.

A diversidade genética foi caracterizada por meio da estimativa das frequéncias
alélicas, do nimero médio de alelos por locus (A), de heterozigosidade observada (H,) e
esperada sob Equilibrio de Hardy-Weinberg (H,). Também foi estudada a estruturagdo da
diversidade genética por meio das estatisticas-F' de Wright, utilizando f como estimador
de Fis (Weir; Cockerham, 1984). Os intervalos de confianga (ICqs¢) para as estimativas
dos indices de fixacdo foram obtidos pelo método de reamostragem sobre os loci com
10.000 bootstraps com o software GDA 1.0 (Lewis; Zaykin, 2001). Foram feitos testes
para deteccdo de desequilibrio de ligagdo (DL) com base em permutacdes. O software
FSTAT (Goudet, 1995) foi utilizado para realizar as estimativas e os testes. A verificagio
da presenca de alelos nulos foi realizada utilizando o software FreeNA (Chapuis; Estoup,

2007).
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1.4 Resultados

1.4.1 Biblioteca gendmica enriquecida para sequéncias hiper-variaveis

A enzima de restricdo Msel foi a que produziu a melhor digestio do DNA de B.
excelsa, ou seja, produziu maior quantidade de fragmentos com tamanho no intervalo
entre 200 e 800pb, sendo a selecionada para a construc¢do da biblioteca gendmica.

Dos 50ug de DNA digerido, foi possivel recuperar 10ug por meio de eluicdo de
DNA do gel de agarose. Foram consideradas positivas para hibridiza¢do com a sonda poli
AG/TC 70% das colonias observadas. Foi feito o sequenciamento de 171 fragmentos

amplificados a partir de DNA do inserto.

1.4.2 Otimizacdo dos marcadores SSR

Foram desenhados 16 pares de primers complementares as sequéncias que
flaqueam regides contendo microssatélites di ou trinucleotideos. As condi¢des de PCR
que permitiram anelamento mais especifico dos primers e amplificacdo mais eficiente
dos fragmentos para os marcadores desenvolvidos foram: DNA (3 a 5ng), tampao PCR
Ix (10mM Tris-HCL pH 8,3; S0mM KCl), primer forward e reverse (0,2uM), MgCI12
(1,5mM), BSA (0,4mg/ml), dNTP (0,25mM) e 0,6 unidades de Taq polimerase
(Phoneutria). A temperatura de anelamento para todos os pares de primers foi de 56°C.

Dos 16 pares de primers desenvolvidos, 10 permitiram a amplificacdo fragmentos
com bandas nitidas e consistentes, observadas em gel de agarose. Desses, sete permitiram
amplificacdo de fragmentos que puderam ser observados em bandas nitidas, ou seja, sem
muitos stutters (fragmentos resultantes de anelamento inespecifico dos primers ou
deslizes da enzima Taq DNA polimerase), com pelo menos trés alelos ou um alelo

privado (Tabela 2).
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Tabela 2. Primers com potencial para utilizagdo em estudos populacionais e resultados

das andlises de polimorfismo com 12 individuos do Acre e do Amapa.

Motivos de

Amplitude

TA

Locus repeticio Sequéncia do primer (5’ —3’) alélica (pb) ©C) AP
i 00, BTGNS w5
Bet0S (MO R CTAGCTIGATOCTAGAGAAA 1017107 56 !
B0 (TOn RAGGTTATGCTCCARATAGCAGG 1407150 50 !
Bel2 (O R ATAGCGAGAGCAACCTTTGAAC 110118 565 2
Btld  (AOks R CCCGAGTTCATTACCCAAACT %071 56 9 8
s (OMAC ACTOCNICACCACCAITG e o 6
Bet 16 (AG)s F: TCTTCAAACACTCAAAGGGACA 124 - 132 56 4

R: TGTCTATAAATAGGGGCCTCCC

TA: Temperatura de anelamento; A: Niimero de alelos; AP: Numero de alelos privados;

1.4.3 Analise das amostras do Amapa

As estimativas de diversidade genética para cada locus sdo apresentados na

Tabela 3. Foi encontrado excesso de heterozigotos na maioria dos loci analisados. Nao

foi identificado desequilibrio de ligacdo nos [loci analisados. Foi encontrada uma

frequéncia moderada de alelos nulos para BetO1 e baixa para Bet0S. Para os demais loci,

ndo foram encontrados alelos nulos.
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Tabela 3. Estimativas de diversidade genética para cada locus, com o intervalo de
confianca (ICosq) para estimativa de indice de fixacdo (f) para todos os loci e
frequéncias de alelos nulos.

A He Ho f [IC95%] AN

BetOl 4 0591 0378 13’3_66‘, 5757 013
Bet05 5 0,643 0,674 [_0,363’(148,1 637 002
Bet06 3 0385 0477 o, 5'(6)’%‘{(2),1 537 O
Betl2 6 083 0978 o0 0
Bet14 6 0699 0867 o, 6‘2’%‘%1 0
Bet15 7 0,760 0911 [_0,33'2’3(3(1),077] 0
Bet16 4 0624 0,711 [_0,3'1% 1_45,021] 0
-0,103

Geral 5 0648 0714 106" 0051

A: Numero médio de alelos; H,: heterozigosidade esperada; H,: hererozigosidade observada.

1.5 Discussao

Os primes desenvolvidos, especialmente quando marcados com fluorescéncia,
permitiram a visualizagdo nitida dos fragmentos amplificados em bandas facilmente
identificaveis, sem muitos stutters. A andlise de polimorfismo, para a qual foram
utilizados seis individuos do Acre e seis do Amapd, permitiu detectar poucos alelos em
cada locus e varios alelos privados. O nimero de alelos aumentou com o aumento da
amostragem, mas muitos dos alelos privados foram mantidos (capitulo 2).

Nas amostras analisadas para validacdo dos loci, foi encontrada uma grande
proporcao de heterozigotos, com vdrios dos alelos presentes apenas em heterozigose. Os
valores encontrados para f nas andlises indicaram excesso de heterozigotos para maioria
dos loci, o que foi observado também para andlises utilizando amostras de outras

populacdes. Alelos nulos ndo foram observados para maioria dos loci.
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1.6 Conclusao

Os primers desenvolvidos mostraram-se Uuteis para estudos que envolvam a
distribuicdo da espécie ao longo da Amazodnia, apesar do pequeno nimero de alelos
observados em cada locus, visto que foram detectados alelos privados na maioria dos
loci. Trabalhos que envolvam o estudo mais aprofundado de cada populagdo
individualmente podem requerer um nimero maior de loci. Além disso, esses marcadores
constituem uma ferramenta promissora para a execu¢do de andlises genéticas que visem

obter critérios e indicadores préticos para conservacdo e manejo florestal da espécie.
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Capitulo 02

Diversidade e estrutura genética de populacées de Bertholletia excelsa ao

longo da Amazonia

27



2.1 Introducao

As matas de terra firme na Amazodnia sdo encontradas desde o oceano Atlantico, a
leste, até as encostas orientais da Cordilheira dos Andes, a oeste, € ocupam uma 4rea total
estimada em mais de trés milhdes de quildmetros quadrados. Sdo formagdes florestais
caracterizadas por nio serem atingiveis pelas cheias dos rios (Sampaio, 1942; Braga,
1979) e por vegetacdo composta por arvores de grande porte com formagdo de dossel
(Tadaiesky et al., 2008).

Embora o desmatamento na regido Amazonica seja bastante intenso no chamado
“arco do desmatamento” (Ferreira et al., 2005), boa parte da extensdo ocupada pelas
florestas ainda € constituida por &dreas continuas de matas, algumas das quais estdo
inseridas em unidades de conservagdo de uso sustentdvel e de protecdo integral ou em
terras indigenas. Considerando a continuidade dessas matas, a relativa homogeneidade e
estabilidade ambiental, quando comparadas a ambientes de clima temperado, e a alta
diversidade genética encontrada em espécies arbdreas tropicais, seria possivel imaginar a
existéncia de pequena diferenciacdo genética entre arvores de diferentes subpopulagdes
encontradas ao longo da Amazonia. Entretanto, existem fatores que podem contribuir
para existéncia de grande heterogeneidade entre individuos de diferentes subpopulagdes.
A grande extensdo da drea ocupada pela floresta somada a dispersdo génica restrita e a
alta sensibilidade de espécies tropicais a pequenas diferencas ambientais podem levar a
adaptacdo de um grupo de individuos ao micro-habitats em que se encontram ou a
atuacdo de deriva genética em grupos isolados de organismos. Entretanto, sdo poucos os
estudos ja realizados a respeito da distribuicdo da diversidade genética ao longo da
floresta amazodnica.

A conservacdo da diversidade genética tem grande importadncia para a
conservacdo de populacdes vidveis, pois permite a adaptacdo a mudancas ambientais
(Primack, 1995). A quantificacdo da diversidade genética, a compreensdo da sua
distribuicdo, ou seja, a avaliacdo da estrutura populacional, juntamente com estudos de
fluxo génico e de sistemas de cruzamento sdo reconhecidos como importantes
ferramentas para a avaliacdo de efeitos da fragmentacdo de habitats, para estudos de
melhoramento genético e para o desenvolvimento de estratégias de conservacdo e de

manejo de espécies (Erickson et al., 2004; Azevedo, 2007; Vandergast et al., 2007).
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Dados de diversidade genética e de estrutura genética populacional podem ser
gerados com uso de marcadores moleculares. Estes sdo segmentos de DNA especificos
ou fendtipos moleculares resultantes da expressdo gé€nica, que podem ser muito
informativos no que diz respeito a forgas evolutivas agindo sobre a evolucdo molecular.
Com o advento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), varios tipos de
marcadores moleculares foram desenvolvidos, entre os quais estdo os microssatélites ou
SSR (Simple Sequence Repeats). Este € um marcador codominante, que permite a
discriminagdo entre individuos homozigotos e heterozigotos, baseado na amplificacdo de
fragmentos contendo sequéncias repetitivas que sdo altamente polimdrficas entre os
organismos. O alto grau de polimorfismo, a grande abundancia ao longo do genoma de
organismos, principalmente eucariotos, e a facilidade com que podem ser isolados,

tornam os microssatélites muito uteis em estudos de diversidade genética (Ferreira;

Grattapaglia, 1998; Schlotterer, 2004).

7z

Castanheira-do-brasil ou castanheira-do-pard, como € conhecida, Bertholletia
excelsa Humb. & Bonpl. (Lecythidaceae), objeto da presente pesquisa, € uma arvore de
grande porte, mondica, aldgama, com flores hermafroditas que € endémica das matas de
terra firme da Amazonia. A polinizacido é feita por abelhas de médio e grande porte,
capazes de alcangar o pélen dentro da flor, como carpinteiras € mamangavas (Apidae e
Anthophoridae) (Maués, 2002). As sementes sdo dispersas principalmente por cotias
(Dazyprocta sp.) que utilizam as castanhas como alimento e enterram-nas em média entre
cinco e 10m de distancia a partir do ponto de coleta. Também pode ocorrer,
ocasionalmente, dispersdo a distincias maiores por macacos cairara € prego ou araras
vermelhas (Shanley; Medina, 2005) ou em eventos de dispersdo secunddria por cotias

(Haugaasen et al., 2010).
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2.2.1 Objetivo geral:
Avaliar a estruturagdo genética de populagdes de Bertholletia excelsa ao longo da

Amazodnia e verificar se a estruturacdo € influenciada pela distancia que as separa.

2.2.2 Objetivos especificos:
« Estimar a diversidade genética de populacdes em individuos adultos de cinco
regides.
« Analisar estrutura genética intrapopulacional.
« Avaliar estrutura genética entre populacdes.
« Verificar se a estruturacdo € influenciada pela distancia que separa cada par de
populacdes, testando a correlagdo entre similaridade genética e distancia

geogréfica.

2.3 Material e métodos:

2.3.1 Locais de coleta

Foram coletadas amostras de Bertholletia excelsa em nove localidades
distribuidas em cinco estados brasileiros (Figura 1):
A. Acre (AC)

A 1. Fazenda Nova Jerusalém (300 ha): drea de Reserva Legal de propriedade

particular, situada no sudeste do estado do Acre, municipio de Plicido de Castro. A
fitofisionomia predominante € Floresta Ombrofila. Esta localidade estd situada a
aproximadamente 125 km da reserva Chico Mendes (AC1).

A 2. Reserva Extrativista Chico Mendes — Resex Chico Mendes (970.570 ha):

unidade de conservagdo (UC) federal de uso sustentavel, localizada no sudoeste do estado
do Acre, nos municipios de Assis Brasil, Brasiléia, Xapuri, Capixaba, Senador Guiomard,
Rio Branco e Sena Madureira. A populagdo de aproximadamente 11 mil pessoas vive em
vilarejos proximos aos castanhais. A fitofisionomia predominante é Floresta Ombrofila
Densa. Nessa reserva foram coletadas amostras no Seringal Cachoeira, localizado a 30

km da sede do municipio de Xapuri (AC2).
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B. Amazonas (AM)

Area de amortecimento da Reserva de Desenvolvimento Sustentdvel do Rio

Amapi — AARDS do Rio Amapé: Areas de castanhal localizadas préximas 2 margem do
Rio Madeira no centro do estado do Amazonas, municipio de Manicoré, comunidade de
Democracia (614ha e 148 moradores) e comunidade Jatuarana (686ha e 96 moradores). A
populacdo extrativista reside em pequenas comunidades dentro dessa drea de
amortecimento. A fitofisionomia predominante € a Floresta Ombrofila Densa. Nesta area,
foram coletadas amostras de duas localidades distantes aproximadamente 2 km (AM1 e

AM?2).

C. Amapa (AP)

Reserva de Desenvolvimento Sustentdvel do Rio Iratapuru — RDS do Rio

Iratapuru (pouco mais de 806.000 ha): unidade de conservacdo estadual de uso
sustentdvel, localizada no sul do estado do Amap4d, nos Municipios de Laranjal do Jari,
Mazagido e Amapari. A populacdo extrativista, constituida de aproximadamente 150
pessoas, reside ao redor da reserva (Haddad et al., 2006). A fitofisionomia predominante
¢é a Floresta Ombroéfila Densa. Desta area, foram coletadas amostras de duas localidades

distantes aproximadamente 25 km (AP1 e AP2).

D. Pard (PA)
Floresta Nacional do Tapajés — FLONA Tapajos (cerca de 600.000 ha): unidade

de conservagdo federal de uso sustentdvel, localizada no oeste do estado do Pard, nos
municipios de Belterra, Aveiro, Rurdpolis e Placas. Sua populacdo estimada ¢ de 1100
familias, o que corresponde a cerca de 6.000 habitantes, distribuidos em 28 comunidades
em cinco dreas de ocupagdo definidas pelo plano de manejo da UC (Allogio, 2004;
Cohenca, 2007). A fitofisionomia é Floresta Ombrofila Mista, com grande predominancia
de Floresta Ombro6fila Densa (98,9%). Nesta unidade, foram coletadas amostras de uma

area monitorada de 500 ha de floresta primdria (PA).
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E. Roraima (RR)

E 1. Vicinal do Ita (18 ha): castanhal particular, localizado no centro do estado de
Roraima, municipio de Caracarai. A fitofisionomia predominante € Floresta Ombrofila.
Esta localidade estd situada préxima ao Parque Nacional Virud (RR1).

E 2. Vicinal 27 (100 ha): drea de Reserva Legal de propriedade particular,
localizada no sudeste do estado de Roraima, no municipio de Sdo Jodo do Baliza. A
fitofisionomia predominante € Floresta Ombroéfila. Esta localidade esté situada proxima a

terras indigenas e a aproximadamente 150 km de Caracarai (RR2).

Legenda
@ Local de coleta
Capital do estado

Figura 1. Locais de coleta.

2.3.2 Coletas

Em cada local foi coletado material de arvores adultas, sendo consideradas
adultas apenas drvores reprodutivas. Folhas foram coletadas das drvores da Floresta
Nacional do Tapajos (PA) e congeladas em seguida. Nas demais localidades, um disco de
cambio vascular foi extraido de cada arvore e conservado em 1ml de tampdao de
transporte (300l de tampdo CTAB 2%; 700ul de etanol absoluto) mantido entre 4°C e
10°C até a extragdo de DNA. Para dada individuo foram tomadas as coordenadas
geograficas, obtidas com auxilio de um equipamento de GPS (Global Positioning System)
(Tabela 1). Cada um dos nove locais de coleta foi identificado a priori como uma

subpopulacao.
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Tabela 1. Locais de coleta, com seus respectivos tamanho amostral (), localizacdo e data

de coleta.

Amostra N Local Coordenadas Data

AC 1 46  Fazenda Nova Jerusalém — AC 10°12'S 67°23'W 01 a 03/2009
AC?2 46 Resex Chico Mendes — AC 10°49'S 68°23'W 01 a 03/2009

AM 1 35 AARDS do Rio Amapi — AM 5°47'S 61°25'W 07/2010
AM 2 35 AARDS do Rio Amapi — AM 5°46'S 61°24'W 07/2010
AP 1 45 RDS do Rio Iratapuru — AP 0°28'S 52°34'W 08/2008
AP 2 46 RDS do Rio Iratapuru — AP 0°16'S 52°31'W 08/2008
PA 46 FLONA Tapajos — PA 2°25'S 54°43'W 01 a 03/2009
RR 1 34 Vicinal Itd — RR 01°48'N 41°07'W 10/2007
RR 2 46 Vicinal 27 — RR 00°578'N 59°54'W 08 a 12/2007

2.3.3 Extracdo de DNA

DNA genomico foi extraido das folhas e dos discos de cambio por meio do

procedimento de CTAB 2% (Doyle; Doyle, 1987) adaptado por Machado et al. (2002).

2.3.4 Analises populacionais

Foram selecionados 11 pares de primers para a genotipagem das amostras, dos
quais sete foram desenvolvidos no presente trabalho, identificados como “Bet”, e quatro
desenvolvidos por Reis et al. (2009) identificados como “Bex” (Tabela 2).

A separacdo dos fragmentos foi feita com analisador automatico de DNA ABI
3700, no qual a corrida eletroforética é feita através de capilares preenchidos com
polimero. Esse tipo de equipamento permite a montagem de conjuntos multiplex de loci,
ou seja, a analise de mais de um locus por corrida. Foram montados conjuntos duplex de
loci amplificados com primers marcados com fluorocromos diferentes. A alta precisdo
obtida com a utilizacdo desse tipo de equipamento € devida a possibilidade de misturar os
fragmentos a serem analisados juntamente com o marcador padrao de peso molecular,

gracas a marcagdo com fluorocromos.
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A detec¢do dos picos de fluorescéncia e a genotipagem foram feitas utilizando os
softwares GeneScan e Genotyper, respectivamente (Figura 2). A partir da deteccdo dos
tamanhos dos fragmentos amplificados com cada par de primers para cada individuo, foi

gerada uma planilha utilizada para as andlises e estimativas.

Tabela 2. Primers SSR utilizados.

Locus Motivos de repeti¢do Sequéncia do iniciador (5’ —3") Tamanho (pb)

F: TTTAACTGATGAAAGGCGGACT

Bet 01 (AG)s R: TACGCAGAACAGACTCGCTAAA 242
F: TAATCTCACAACAAATAACG

Bet 05 (TC)1a R: CTAGCTTGATCCTAGAGAAA 108
F: CTCTAGGATCAAGCTAGCCCAA

Bet 06 (TC)7 R: AGGTTATGCTCCAAATAGCAGG 149
F: ATAAGGACCGCCCATCATC

Bet 12 (TOn R: ATAGCGAGAGCAACCTTTGAAC 115
F: GTGTACTTCTCTGGTTGGGGC

Bet 14 (AG)1s R: CCCGAGTTCATTACCCAAACT 113
F: ACTGCCATCACCAGCATGTAG

Bet 15 (AG)15(AGA)13 R: GTCCCTTGTGGTCTCTCACAAT 198
F: TCTTCAAACACTCAAAGGGACA

Bet 16 (AG)y R: TGTCTATAAATAGGGGCCTCCC 136

Bex 02 (CT)s(CA)9 F: GCCATGTTCTCTACAGTCTC 113

ex (CT)s(CA)s R: AGTCGGACATCCTTCGTGCT

F: TTGATCTTCGCAAGGTCGGT

Bex06  (CDi(CCCT)s g ACTTCCTCAATCCATCGAGT 230
F: TATTCCATGGTCCTCCGT

Bex 09 (CDx R: AGTCAATCATCTTCAAGAGT 158

Bex 12 (GOWAC)sA(TG),  F: AATTAGCAACAATGCACTGA 214

CTAT(GA)a R: ATTCCGTAACATGCTCTTCT

Bet: deselvolvidos por Azevedo ef al. (2008); Bex: desenvolvidos por Reis et al. (2009).
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Figura 2. Sistema duplex de loci em analisador automdtico de fragmentos ABI3700. a)
Imagem da deteccdo de picos de fluorescéncia dos fragmentos (verde e azul) e do
marcador interno (vermelho) com GeneScan; b, c¢) deteccdo dos tamanhos de fragmentos
com Genotyper.
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2.3.5 Analise de dados

A diversidade genética de cada subpopulacdo foi caracterizada por meio das
estimativas do nimero médio de alelos por locus (A), das frequéncias alélicas, de
heterozigosidade observada (H,) e esperada sob Equilibrio de Hardy-Weinberg (H.,).
Também foi estudada a estruturacdo da diversidade genética por meio das estatisticas F
de Wright, utilizando f e 8 como estimadores de Fjs e Fsr, respectivamente (Weir;
Cockerham, 1984). Teste exato de Fisher foi utilizado para testar diferencas entre cada
par de subpopulagdes. O teste para deteccdo de desequilibrio de ligacao (DL) foi feito
com base em permutacOes. Foi utilizada correcio de Bonferroni (Holm, 1979) para
diminuir a probabilidade de erro tipo I nas estimativas de indice de fixacdo e de
desequilibrio de ligacdo. O software FSTAT (Goudet, 1995) foi utilizado para realizar as
estimativas e os testes.

A estrutura em micro-escala foi analisada com base na estimativa de coeficiente

de parentesco entre pares de individuos (FAij), calculado utilizando o estimador de J.
Nasson (Loiselle et al. 1995), que ndo pressupdoe EHW, utilizando o software SPAGeDi
versdo 1.2 (Hardy; Vekemans, 2002). Foram definidas classes de distancia geogréfica de
50m ou 100m entre pares de individuos, dependendo da subpopulacio. Uma classe

adicional foi criada, definida como Fiyye-ina, que corresponde ao coeficiente de

endogamia. Foi feita regressido entre o coeficiente de parentesco médio (FAij) e as classes
de distancia geografica definidas. O erro padrao (EP) foi calculado por meio de 1000

reamostragens Jackknife de loci e foi utilizado para calcular o intervalo de confianca do

coeficiente de parentesco (ICysq = FAijil.96EP) para cada classe de distdncia. A
estruturagfio genética espacial foi quantificada por meio do célculo de S, = b-log/(1-F)),
em que b-log € a inclinacdo da reta de regressdo entre o coeficiente de parentesco € o
logaritmo da distAncia geogréfica entre as pares de individuos; e 7, é a média do
coeficiente de parentesco entre todos os individuos presentes na primeira classe de
distancia que inclua todos os pares de vizinhos (Vekemans; Hardy, 2004). Foi testada a
hipétese nula de auséncia de estruturacdo (b-log = 0) por meio de um teste de Mantel e
obtida significancia por meio de 1000 reamostragens bootstrap. O correlograma entre o
coeficiente de parentesco e as classes de distancia foi construido para visualizar a

estrutura genética espacial em cada subpopulacao.
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Estimativas das distancias genéticas sem viés de Nei (1978) entre subpopulacdes
foram utilizadas para construcdo de dendrograma para a qual foi empregado método de
agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) (Sneath;
Sokal, 1973) com o software TFPGA (Miller, 1997). A consisténcia dos nds foi calculada
pelo método de reamostragem com 1000 bootstraps.

A inferéncia da estrutura populacional e do nimero de grupos existentes e a
atribuicdo dos individuos amostrados a cada grupo foram realizadas com o software
Structure (Pritchard et al., 2000), que utiliza dados de genétipos multilocus para
inferéncia de estrutura populacional, com uma abordagem Bayesiana, pelo método
Markov Chain Monte Carlo (MCMC). Foi utilizado modelo que admite mistura de
genomas, com nimero de grupos (K) variando de um a 12, com 600mil reamostragens
sendo as 100mil primeiras descartadas (burnins) e 10 repeticdes independentes. Este
software permite identificacdo de variagdo clinal, mesmo com pequena diferenciagdo
entre os individuos amostrados (Chen et al. 2007). Para deteccao do nimero de grupos
mais provdvel, foi utilizada a estatistica descrita por Evanno et al. (2005), baseada na
taxa de mudanca na probabilidade dos dados entre os sucessivos valores de K. O valor de
K que melhor representa a estruturacdo das populacdes pode ser identificado pelo pico no
valor de AK.

Ap6s a identificacdo da estrutura genética populacional por meio das estatisticas-
F, foi detectado o nimero de alelos privados (AP) com o software GDA 1.0 (Lewis;
Zaykin, 2001) para subpopulacdo e para subpopulacdes agrupadas por estado em que se
localizam.

Foram feitas estimativas de estrutura populacional (0) entre as amostras
organizadas em diferentes niveis hierdrquicos. As estimativas de 0 e de seus intervalos de
confianca, obtidos por meio de 1000 reamostragens bootstrap, foram feitas utilizando o
software GDA 1.0 (Lewis; Zaykin, 2001).

A correlacdo entre distancia genética de Nei (1978) e distancia geografica entre
cada par de subpopulacdes foi testada utilizando o teste de Mantel. O nivel de
significancia do teste foi feito com 1.000 permutacdes. Além da distancia geografica
entre os pares de subpopulacdes, também poderia existir efeito de outra varidvel sobre a

estruturacdo genética das castanheiras. Uma possivel varidvel seria a presenca de
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isolamento pelas sub-bacias hidrograficas do Amazonas, com as populacdes separadas
pelos principais rios da bacia Amazonica, visto que a castanheira € uma espécie de terra-
firme, dispersa principalmente por mamiferos de pequeno porte. A correlagdo entre
distancia genética de Nei (1978) e a presenga do par de subpopulacdes na mesma sub-
bacia (0) ou em sub-bacias diferentes (0) também foi testada por meio de um teste de

Mantel. Esses testes foram feitos com o software TFPGA (Miller, 1997).

37



2.4 Resultados

As estimativas de diversidade genética para os 11 loci analisados, em cada
subpopulacdo, sdo apresentadas na Tabela 3. Nas subpopula¢des analisadas, o niimero
médio de alelos observado variou de 3,36 a 6,18 alelos por locus por subpopulagdo; a
heterozigosidade observada variou de 0,65 a 0,81; e a heterozigosidade esperada no
Equilibrio de Hardy-Weinberg variou de 0,55 a 0,68. Foi observado indice de fixacao
significativamente menor que zero em cinco subpopulacdes, indicando excesso de
heterozigotos, e ndo significativamente diferente de zero nas quatro demais

subpopulacdes.

Tabela 3. Estimativas de diversidade genética nas subpopulacdes.

Subpop N Alelos A H, H, f
AC1 46 69 591 0,649 0,677 -0,043™
AC2 46 72 6,18 0,641 0,645 -0,005™
AM1 34 40 3,36 0,551 0,809  -0,486*
AM2 35 50 4,18 0,581 0,802 -0,427*
AP1 45 65 5,55 0,672 0,712  -0,062™
AP2 46 67 5773 0,677 0,691 -0,036™

PA 45 52 4,36 0,573 0,775  -0,328*
RR1 34 59 5,00 0,612 0,736  -0,245*
RR2 46 65 5,55 0,598 0,700 -0,188*

N: tamanho amostral; Alelos: niimero total de alelos; A: nimero médio de alelos por locus;
H.: heterozigosidade esperada; H,: heterozigosidade observada; f: estimador de Fis . ns: ndo
significativo; * Significativo (p<0,001).

Em todos os loci analisados, foram observados um ou dois alelos com frequéncias
muito maiores que as dos demais. Nas subpopulagdes de um mesmo estado, foram
encontrados os mesmos alelos e em frequéncias semelhantes. Por sua vez, subpopulacdes
de estados diferentes apresentaram composicdo alélica diferente, com alguns alelos
comuns. Estes, apesar de presentes em vdrios estados, foram encontrados, em sua
maioria, em frequéncias bastante varidveis (Figura 3). As amostras do Amazonas e do
Pard apresentaram poucos alelos em todos os loci, com dois ou trés alelos com

frequéncias altas e poucos alelos raros.
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Alelos exclusivos foram encontrados em pelo menos uma subpopulagdo de cada
estado. Além disso, o agrupamento de amostras de cada estado evidenciou um ndmero
maior de alelos privados do que quando analisadas as subpopula¢des individualmente

(Tabela 4).

Tabela 4. Numero total de alelos privados em cada
subpopulacio (APs) e em subpopulagdes do mesmo estado (AP,).

estado subpopulacdo AP; AP,

AC1 1
Acre AC D ] 6
AM 1 -
Amazonas AM 2 3 3
3 AP 1
Amapd AP 2 ] 5
Para PA 1 1
) RR 1 -
Roraima RR 2 ) 4

Foi encontrado desequilibrio de ligagdo (DL) apenas em um par de loci analisados
(Bet05 e Bet06) nas duas subpopulacdes do Acre.
A andlise de estrutura intrapopulacional permitiu identificar estruturacdo genética

espacial significativa em cinco das subpopulacdes analisadas, com correlacao negativa e

significativa entre Fieo logaritmo da distancia geogréfica entre os pares de individuos
(Tabela 5). Os valores encontrados para quantificacdo da estrutura genética espacial (S,)
nas subpopulacdes que apresentaram estruturacdo significativa variaram entre 0,001 e
0,033.

Os resultados para estimativa do coeficiente de endogamia indicam auséncia de
endogamia e excesso de heterozigotos em todas as subpopulagdes. A representacio
grafica da estruturacdo genética espacial em micro-escala para cada subpopulacdo pode

ser observada na Figura 4.
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Tabela 5. Estimativas de estrutura em micro-escala de cada subpopulagao.

b—lOg ﬁimra—ind F/‘\l F/‘\Z Sp
AC1  -0.0317 -0.062" 0.059 " 0.018™ 0.033
AC2  -0.011° -0.019™ 0.019" 0.004™ 0.012

AM1  -0.005™ -0.503" 0.032" 0.014™ 0.004
AM2  -0.001™ -0.398" 0.006™ 0.015™ 0.001
APl -0.006™ -0.088" 0.061" 0.014™ 0.008
AP2  -0.012 -0.019™ 0.043" 0.008™ 0.013
PA 0.001™ -0.353" 0.013™ -0.019™  -0.001
RR1  -0.0147 -0.1917 0.028" -0.008™ 0.014
RR2  -0.001™ -0.187" 0.003™ 0.006™ 0.001

A

b-log: inclinagdo da curva de regressdo de Fij e log(distAncia geografica); Finina : estimativa do

coeficiente de endogamia; F,: Média do coeficiente de parentesco entre individuos da primeira
classe de distancias; £ : Média do coeficiente de parentesco entre individuos da segunda classe de
distancias; S,: quantificacdo da estrutura em micro-escala; ™: ndo significativo; * significativo
(p<0,05); ** significativo (p<0,01).
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Figura 4. Representacdo da média do coeficiente de parentesco em funcdo das primeiras classes de distancia (até 500m) para cada
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valores criticos de rejeicdo (VCosq) da hipétese nula de auséncia de estruturacdo genética espacial (continua).
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As estimativas feitas para estruturacdo populacional, resultantes da anélise

hierarquica, sdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Diagrama dos valores de 6, como estimativas de estrutura populacional, entre
grupos de amostras organizadas em diferentes niveis hierarquicos, com seus respectivos

intervalos de confianca (ICosq,).

As estimativas de Fsr obtidas para cada par de subpopulacdes indicaram que
subpopulacdes presentes em estados diferentes, separadas por distdncias maiores que
400km, apresentam diferenciacdo significativa, diferentemente de subpopulagdes
separadas por distancias menores que 150km, exceto pelas amostras do Acre (Tabela 6).
Os valores para estimativas de distancia genética de Nei (1978) para amostras de um
mesmo estado foram pequenas (D < 0,026), enquanto as distancias genéticas entre
amostras de diferentes estados tiveram grande variagdo (0,076 <D< 0,698). O

dendrograma obtido esta representado na Figura 6.
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Tabela 6. Valores das estimativas de 6 (acima da diagonal) e distdncia genética ndo-

viesada de Nei (1978) (abaixo da diagonal) para cada par de subpopulacdes.
0

D AC1 AC2 AMI1 AM2 APl  AP2 PA RR1 RR2
ACI 0,014 0235 0210 0,150 0,154 0244 0,154 0,160
AC2 | 0,026 0209 0,179 0,125 0,137 0228 0,135 0,145
AM1 | 0,616 0,488 0,005 0,135 0,139 0,058 0,151 0,172
AM2 | 0551 0415 0 0112 0,121 0,071 0,129 0,149
APl | 0418 0315 0270 0230 0,007™ 0,146 0,089 0,107
AP2 | 0442 0366 0286 0260 0,013 0,133 0,102 0,120
PA  |0,698 0600 0,076 0,102 0319 0,283 0,179 0,201
RR1 |0372 0303 0227 0241 0,180 0228 0,371 0,002
RR2 |0,376 0322 0,325 0285 0228 0268 0434 0

Negrito: Significativo (p<0,001); ™: Nio significativo.
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Figura 6. Dendrograma UPGMA das subpopulagdes (valores de boostrap com 1000

reamostragens).

Andlise de estrutura populacional permitiu identificar quatro grupos distintos.

Para K=4, o valor de AK foi mais alto do que para os demais, com pequena variancia e

houve pequena variagdo entre resultados para as diferentes replicacdes (Figura 7a, b).

Para K=2 e K=5, também foram observados valores de AK um pouco mais altos do que

para os demais e seus graficos também foram analisados.
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Figura 7. Resultados graficos da andlise para identificagdo do valor de K. a) AK em

funcdo de K, calculado para 10 replicagdes; b) Variancia do Ln obtido a partir da
verossimilhanga dos dados em cada etapa do MCMC.

No gréfico no qual as amostras foram divididas em dois grupos (Figura 8), os
individuos do Acre foram atribuidos a um grupo diferente das demais subpopulagdes. As
amostras de Roraima mostraram indicagdes de ocorréncia de grande mistura genomas,
com até 40% do genoma composto por alelos em frequéncias mais parecidas com as das
amostras do Acre.

No caso de quatro grupos (K=4), as subpopulacdes do Amazonas e do Pard foram
agrupadas e os demais grupos foram formados por amostras de diferentes estados. Para
K=5, cada grupo é formado por individuos amostrados em um estado. Nesses dois

ultimos casos, poucos individuos foram atribuido a uma populacdo diferente da qual foi

coletada (Figura 8).
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O teste de Mantel mostrou correlagdo negativa e significativa entre as distancias
genética (Nei, 1978) e geogréfica entre pares de subpopulacdes (r=-0,565; p<0,008). Nao foi
encontrada correlagdo significativa entre distancia genética e a sub-bacia hidrogréfica onde se

encontrava cada subpopulagdo (r=0,238; p=0,101) (Figura 9).
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Figura 9. Distancia genética de Nei (1978) em funcdo da distancia geografica
entre cada par de subpopulacdes (esquerda); da presenga em uma mesma sub-

bacia hidrogréifica ou em sub-bacias diferentes (direita).
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2.5 Discussao

O ndmero médio de alelos por locus encontrado foi pequeno, sendo menor do que
o comumente encontrado em estudos de espécies arboreas com esse tipo de marcador e
com tamanho amostral semelhante (Collevatti et al., 2001; Bittencourt; Sebbenn, 2009;
Bizoux et al., 2009).

Comparados a resultados de estudos com outras espécies arboreas amazoOnicas
(Azevedo, 2007; Lacerda et al., 2008; Le Guen et al., 2009; Tarazi, 2009), os valores
neste trabalho para H, foram tdo altos quanto os comumente observados e os valores de
H, foram um pouco baixos. Em geral, também é observado indice de fixagdo (f) positivo,
0 que ndo foi observado neste trabalho. Nas subpopulagdes do Acre (AC1 e AC2) e do
Amapd (AP1 e AP2) o indice de fixacdo (f) ndo foi significativamente diferente de zero;
nas cinco demais subpopulacdes os valores de f foram negativos e significativos. Esse
resultado pode indicar grande importancia da fecundacdo cruzada e existéncia de outros
fatores que levam ao excesso de heterozigotos como mecanismos de auto-
incompatibilidade, ja descritos para espécie, e selecio a favor de heterozigotos, que pode
ser encontrada em espécies arbdoreas (Hansson; Westerberg, 2002; Balloux, 2004;
Hufford; Hamrick, 2007).

A andlise de autocorrelagdo espacial mostrou, em quatro das nove subpopulagdes
amostradas (AC1, AC2, AP2 e RR1), uma pequena, contudo significativa, estruturacao
com os maiores coeficientes de parentesco observados entre individuos distantes até
100m. Dessas subpopulacdes ACl, AC2 e AP2 apresentaram valores de f ndo
significativos, em contraste com as demais populacdes que mostraram excesso de
heterozigotos. Esses resultados podem indicar a presenca de fatores atuando na
estruturacdo em micro-escala, ainda que esta seja muito pequena.

Mecanismos de auto-incompatibilidade ja foram descritos para castanheira e
parecem estar relacionados ao reconhecimento no momento da fecundacdo do 6vulo e a
quantidade minima de 6vulos fecundados para que haja desenvolvimento do fruto
(Miiller, 1980; O’Malley et al., 1988; Schifino-Wittmann; Dall’ Agnol, 2002; Cavalcante,
2008). Esses mecanismos favorecem a reproducdo cruzada das castanheiras e tém grande
importancia na manutencdo da diversidade genética dentro das populacdes, o que deve

ser levado em considerag¢do no desenvolvimento de planos de manejo e conservacao de B.
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excelsa. Considerando que nio ocorre fecundagdo entre 6vulo e pélen da mesma flor e
que a taxa de fecunda¢do com pélen de flores da mesma planta é muito baixa, €
importante que seja mantida variabilidade genética dentro de cada populacdo para evitar
déficits de fecundidade.

Nao foi possivel identificar até qual distancia existe estruturacao, ou seja, em qual
classe de distancia a fungdo do coeficiente de parentesco cruza o eixo x pela primeira vez,
uma vez que esse ponto € dependente da escala espacial utilizada na amostragem em cada
local. Portanto, foram comparadas apenas as inclinagdes das retas resultantes das
regressdes entre o coeficiente de parentesco e o logaritmo das distincias entre pares de
individuos (b-log), que ndo depende do esquema de amostragem (Vekemans; Hardy,
2004).

Os padrdes de autocorrelacdo encontrados dentro de cada subpopulagdo foram
semelhantes aos encontrados para espécies arbdreas, auto-incompativeis, com dispersao
de pélen e sementes realizada por animais (Vekemans; Hardy, 2004). A dispersdao de
sementes de castanheira em geral € restrita a poucas dezenas de metros, resultando em
uma agregacdo espacial dos individuos que compartilham um ancestral comum recente, e
possivelmente essa agregacdo € a responsdvel pela estruturagdo em micro-escala
encontrada em B. excelsa (Kalisz et al. 2001). A dispersdo das castanhas é realizada
principalmente por cotias, que em geral levam sementes até 10m de distancia a partir do
ponto de coleta. Por outro lado, existem evidéncias de raros eventos dispersdo a
distancias maiores sendo realizados tanto por cotias como por outros animais como
macacos-prego e araras-vermelhas por centenas de metros (Peres; Baider, 1997). Cotias
também podem realizar dispersdo secunddria, levando sementes anteriormente enterradas
a uma distancia de até 100m (Haugaasen et al., 2010). Além disso, as sementes podem
estar localizadas a dezenas de metros do tronco da drvore-mae, visto que os frutos sdo
produzidos em ramos apicais da copa, que pode alcancar 35m de didmetro, e vdrias
arvores estdo presentes em terrenos inclinados, onde os frutos podem rolar e alcancgar
distdncias maiores em relagcdo ao ponto de queda. Assim, a estruturacdo genética
significativa encontrada dentro de algumas subpopulagdes pode ser explicada pela restrita
dispersdo de sementes. Os baixos valores observados para essa estruturagdo, ou mesmo a

N

auséncia desta em algumas das subpopulacdes, podem estar relacionados a eficiente
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dispersdo de pdlen e a eventos de dispersdao de sementes a distdncias maiores que, apesar
de raros, parecem ter grande importancia na estrutura genética espacial das castanheiras.
No entanto, o marcador utilizado nao permite separar os efeitos de dispersdo de pdlen e
sementes na estrutura genética encontrada.

A partir de estudos demograficos, foi constatado que castanheiras adultas
apresentam distribuicdo aleatéria dentro de cada castanhal, com individuos jovens
agrupados ao redor dos adultos (Wadt et al., 2005). Em todas as dreas em que foram
coletadas as amostras para este estudo € praticado extrativismo de castanha e foram
observados poucos individuos jovens e plantulas ao redor das arvores amostradas. H4
indicacdes de que o extrativismo pode causar o declinio das populacdes de castanheira,
com reducdo do tamanho populacional em longo prazo, devido a baixa taxa de
recrutamento (Peres et al., 2003). Esse pequeno nimero de plantulas e de jovens pode ser
causado pela retirada das sementes do local e também pelo pisoteio de plantulas que
estejam germinando, mas ainda ndo foram feitos estudos para analisar os reais impactos
de cada um.

Nos locais de coleta no estado do Amazonas, extrativistas de castanha relataram
que cotias entram no castanhal para coletar castanhas, mas alimentam-se na unidade de
conservacdo vizinha, onde ndo hd presenca humana. Esse tipo de comportamento
aumenta a distancia de dispersdo das sementes e pode vir a diminuir a estrutura
intrapopulacional. Informagdes mais precisas a respeito da atuagdo efetiva dos diferentes
dispersores, de distancia entre a arvore-mae e local de germinacdo da semente e de
estrutura genética nos diferentes estdgios de desenvolvimento da castanheira podem levar
a uma melhor compreensdo das causas da estruturacdo genética espacial e dos efeitos da

exploracdo da castanha para as populacdes de B. excelsa.

A diferenciacdo encontrada entre as subpopulacdes foi pequena entre
subpopulacgdes préximas (6 < 0,02). Para subpopulacdes mais distantes, os valores de 6
apresentaram grande variacdo, como por exemplo os valores observados para pares de
subpopulacdes separadas por aproximadamente 700 a 820km: bastante altos (6=0,235),
moderados (6=0,107) e baixos (6=0,058). Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos

em estudos com outras espécies arboreas de vida longa, exogamicas, de ampla
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distribuicdo, como sdo as castanheiras (Hamrick; Goldt, 1996; Avise; Hamrick, 1996;
Lemes et al., 2003; Le Guen et al., 2009). Os valores encontrados para estimativas de 6
podem ser resultado de um conjunto fatores, tais como continuidade da floresta;
dispersdo de pdlen eficiente e longevidade das arvores, o que possibilita que cada
individuo passe por inimeros eventos reprodutivos; ou tempo de divergéncia insuficiente,
no caso de subdivisdo recente de uma grande populacgdo.

Nas comparagdes entre subpopulacdes mais distantes, também foram observadas
frequéncias alélicas bastante diferentes, com variacdo na composicao e na propor¢ao de
alelos presentes. Além disso, foram observados alelos privados em mais da metade das
subpopulacgdes analisadas.

As subpopulacdes pertencentes a cada estado foram agrupadas tanto no
dendrograma como na andlise de atribuicdo de individuos. Alguns individuos
apresentaram alta probabilidade de serem originarios de uma subpopulacido diferente
daquela em que foram coletados e outros apresentaram indicio de mistura de genomas.

Isolamento-por-distancia ¢ um mecanismo frequentemente utilizado para explicar
a diferenciacdo populacional de plantas, que muitas vezes apresentam dispersdo génica
limitada (Wright, 1940; Walter; Epperson, 2004). Também poderia ser uma explicacdao
para grande parte da estruturacdo encontrada entre as subpopulacdes de castanheira, uma
vez que a correlagdo entre similaridade genética e distancia geogrifica foi alta e
significativa, mas outros modelos também podem ser testados.

Seringueiras (Hevea brasiliensis), assim como as castanheiras, sdo darvores
exogamicas, de vida longa, distribuidas ao longo da Amazo6nia, com polinizagdo realizada
por insetos. Le Guen e colaboradores (2009), em um estudo sobre as causas da
estruturacdo genética dessa espécie, concluiram que a sub-bacia onde se localiza a arvore,
juntamente com isolamento-por-distancia, explicariam a estruturacdo encontrada.
Considerando as semelhancas ecoldgicas entre seringueiras e castanheiras, a hipdtese de
isolamento das castanheiras de diferentes sub-bacias hidrogréficas foi testada no presente
estudo e ndo pdde explicar a estruturacdo de B. excelsa. As subpopulagdes do Amazonas,
por exemplo, sdo geneticamente mais distantes das subpopulagdes do Acre (pertencem a

mesma sub-bacia), do que da subpopulacdo do Para (separada pelo Rio Madeira).
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Espécies arboreas tropicais parecem apresentar um padrao de H, e H, elevados,
valores baixos para estimativas de diferenciacdo populacional e baixa estruturacdo em
micro-escala, que foi também observado nas subpopulacdes analisadas de B. excelsa.
Apesar dessas semelhancas, em diferentes espécies sdo observadas diferentes
caracteristicas com relagdo ao sistema reprodutivo, sindromes de polinizacio e dispersao
de sementes, longevidade, adaptacdo a condi¢cdes ambientais, entre outros. Assim, mesmo
padrdes semelhantes podem ter diferentes causas. Para castanheira, a distancia que separa
cada par de subpopulacdes explicou grande parte da estruturacdo encontrada, porém a
presenca de rios de médio e grande porte separando as populagdes ndo parece ter

influéncia sobre a estruturagdo, como foi observado em seringueiras.

E muito pouco provivel que a estruturagio genética de uma espécie tenha apenas
uma causa. Em geral, um conjunto de fatores tem influéncia sobre as populagdes,
inclusive fatores que atuaram em diferentes periodos e escalas de tempo. A andlise do
dendrograma obtido a partir das distancias genéticas sugere que o rio Amazonas possa ser
uma barreira ao fluxo génico (Figura 10), apesar da amostragem feita no presente

trabalho ndo permitir testar essa hipdtese.

@ Local de coleta
— Rio Amazonas
Afluentes do Rio Amazonas >

0 0.1 0.2 0.3 0.4

Distancia genética

‘ ﬁ 500 1000km

Figura 10. Mapa com subpopulacdes de Roraima e do Amapa e subpopulacdes do
Amazonas e do Pard agrupadas (esquerda) de acordo com dendrograma gerado a partir
das distancia genéticas estimadas (direita).

As diferencas observadas na diversidade genética entre subpopulacdes de estados

diferentes podem ser um indicativo de retracdo e expansdo populacional. A teoria do
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refigio de Haffer (1969) e Vanzolini e Williams (1970) ndo € totalmente aceita, mas tém
sido encontradas evidéncias em diversos grupos de organismos que indicam a
possibilidade de diferentes efeitos das mudangas climdticas do Pleistoceno em diferentes
locais. Sdo encontradas, por exemplo, dreas de endemismo de borboletas, aves ou plantas
em vérios pontos da AmazOnia, com a sobreposicao de areas de endemismo de dois ou
mais grupos em alguns pontos (Figura 11). Essas dreas de endemismo sdo possiveis
pontos de refigios, locais onde ocorreu menor variagdo ambiental (Haffer; Prance, 2002).
Assim, podem ter existido locais com menores flutua¢des populacionais e é esperado que
esses apresentem populacdes com maior diversidade e maior nimero de alelos privados,

assim como nos centro de origem das espécies (Alves et al., 2007).

o 500 1000km
i rh ¥

Figura 11. Areas de endemismo de plantas, aves e borboletas na Amazonia e locais
onde foram amostradas as subpopulacdes (Adaptado de Haffer; Prance, 2002).

As subpopulacdes do Acre (seta branca) foram as que apresentaram maior nimero
de alelos total, maior nimero de alelos privados e estdo localizadas muito préximas a um
dos possiveis refigios na Amazodnia (Figura 11). Com menor diversidade e menor
nimero de alelos privados estdo as subpopulacdes do Amazonas (seta preta) localizadas
em uma area que parece ter sido muito afetada por mudangas ambientais. Existem poucos
estudos testando a teoria dos refugios na AmazoOnia, especialmente para plantas. O
desenho amostral deste trabalho também ndo permite fazer inferéncias a respeito dessa
teoria, mas os resultados obtidos sdo um indicativo de que essa também seja uma

hipétese a ser mais explorada.
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Existem discussdes a respeito do papel do homem na distribui¢do das castanheiras
ao longo da Amazodnia, como por exemplo, a hipétese de que indios pré-colombianos
possam ter dispersado sementes de castanheira, fazendo plantagdes que hoje seriam
identificados como castanhais (Clement et al., 2010). Entretanto, a dispersdo de sementes
mais comum feita por cotias, somados a raros eventos de dispersdo a maiores distancias
permitem que a atual distribuicdo das arvores no ambiente tenha ocorrido ao longo de

muito tempo sem a interferéncia humana (Peres; Baider, 1997).
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2.6 Conclusao

A grande propor¢ao de heterozigotos observada na maior parte das subpopulagdes
e a auséncia de endogamia devido ao sistema de cruzamento reforcam a idéia de
existéncia de mecanismos de auto-incompatibilidade na espécie. A manuten¢cdo da
variabilidade genética é favorecida pelo sistema de cruzamento alégamo, o que deve ser
levado em consideracdo no desenvolvimento de planos de conservacdo e manejo da
espécie, para evitar déficits de fecundidade.

A grande capacidade de dispersdo de pdlen e sementes e a longevidade da
castanheira sdo caracteristicas que tornam possivel a dispersdo da espécie pela Amazdnia
sem necessidade de interferéncia humana. Entretanto, ndo € possivel concluir que essa
interferéncia ndo existiu a partir dos resultados de estruturacdo deste trabalho,
permanecendo, assim, a auséncia de um consenso a esse respeito.

A estrutura genética encontrada pode ser analisada considerando trés escalas: (i)
intrapopulacional; (ii) entre subpopulacdes separadas por distdncias moderadas
(<500km); e (iii) entre subpopulacdes separadas por grandes distancias. Em todas as
escalas, foi encontrada correlacdo significativa entre a estruturagdo genética e a distancia
que separa os pares de individuos ou subpopulagdes.

Na maioria das subpopulagdes, os individuos mais proximos s3o mais
aparentados. Essa estruturacdo pode ser causada tanto por limitacdo da dispersdo de
sementes, como de pélen. Entre subpopulacdes mais proximas, a estruturacao parece ser
causada pela limitacdo na dispersdo de pdlen, dependente da capacidade de voo das
abelhas dispersoras. Em ambos os casos, a baixa estruturacdo pode ser influenciada pela
longevidade da castanheira. Entre subpopulagdes muito distantes, o0 aumento da distancia
entre cada par tem efeito menos direto sobre a diferenciagdao populacional, mesmo com
grandes variagdes na distncia que as separa (500 a 2000km). Isso pode indicar que em
macro-escalas, podem existir outros mecanismos envolvidos no desenho do padrdo

observado.
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