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RESUMO

Esse estudo investigou diferencas na diversidade genética, taxa de cruzamento e fluxo
génico com andlise de paternidade para Bertholletia excelsa em trés ambientes: floresta
nativa, pastagem e plantio. Para isso foram analisados nove locos microssatélites em
castanheiras adultas estabelecidas em cada populagdo e progénies formadas por sementes
coletadas em matrizes. Foi encontrada alta diversidade genética nas trés populactes de adultos
sendo que nas progénies observou-se perda de diversidade. Nas populacfes de adultos, o
pasto foi o Gnico ambiente em que se observou excesso de heterozigotos, enquanto que para
as progénies todos os ambientes estiveram com excesso de heterozigotos, talvez devido ao
cruzamento entre parentes. Na analise de taxa de cruzamento, as trés populacdes confirmaram
a alogamia para a espécie, inclusive com totalidade de cruzamentos no pasto e no plantio.
Houve cruzamento entre individuos aparentados para todos os ambientes e também correlagdo
de paternidade, sugerindo a ocorréncia de cruzamentos preferenciais com formacéo de irmaos
completos na mesma familia, especialmente na floresta. Em todos os ambientes foram
encontrados possiveis doadores de pdlen, porém houve uma grande proporcao das progénies
que ndo tiveram seus doadores de polen identificados, demonstrando altas taxas de imigracéo
de pdlen e grandes distancias de fluxo génico. Os resultados obtidos neste estudo sugerem
cruzamentos ndo aleatérios em populagdes naturais, mas também a existéncia de mecanismos
que evitam a endogamia nas populagdes estabelecidas; indicam ainda que 0s remanescentes
de castanheiras nas pastagens sofrem efeito de deriva genética e portanto, ndo constitui uma
boa estratégia de conservacao para a espécie. Analise de cole¢do nuclear indicou que cerca de
30 individuos em castanhal nativo podem representar toda a variabilidade genética da
populacéo.

Palavras-chave: Bertholletia excelsa; taxa de cruzamento; fluxo génico; microssatelites.



ABSTRACT

This study investigated differences in genetic diversity, outcrossing rate and gene flow
with paternity analysis to Bertholletia excelsa in three environments: native forest, pasture
and planting. Nine microsatellite loci were analyzed in Brazil nut trees established in each
population and progenies obtained from seeds collected in matrices of each population. High
genetic diversity was found in all adults populations but loss of diversity was observed in the
progenies. In adult populations, was observed only for pasture excess of heterozygotes, while
for the progenies were all environments with excess heterozygotes, perhaps due to mating
among relatives. The results confirmed allogamy for the species, including full crossing in the
pasture and planting. There was mating among relatives to all environments and paternity
correlation, suggesting a preferred crossing with full sibling in the family, especially in the
forest. In all environments possible pollen donors were found, but there was a large
proportion of progeny that did not have their pollen donors identified, showing high rates of
immigration and great distances of gene flow. The finds suggest not random mating in natural
populations, but also the existence of mechanisms to avoid inbreeding within established
populations; further indicate that the remnants of brazil nut trees in pastures suffer some
genetic drift effect, and therefore it is not a good conservation strategy for this species. Core
collection analysis indicated that about 30 individuals in Brazil nut stand may represent the
genetic variability of the population.

Key-words: Bertholletia excelsa, outcrossing rate, gene flow, microsatellite.
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1. INTRODUCAO

A castanheira (Betholletia excelsa) é uma arvore simbolo da regido amazénica devido
a sua importancia social, econémica e ecoldgica (WADT, 2009), pois fornece um dos
principais produtos do extrativismo florestal, a castanha-do-brasil (KAINER et al., 2007;
SHANLEY; MEDINA, 2005; ZUDEIMA, 2003). Esta castanha é colhida nas florestas
naturais (MORI; PRANCE, 1990) e dessa forma, a atividade de extracdo esta relacionada com
a conservacao das florestas tropicais. A venda desta castanha tem sido uma importante fonte
de renda para os coletores e processadores de areas rurais e periurbanas (STOIAN, 2005) e,
ainda, trata-se da Unica noz comercializada internacionalmente cuja coleta é feita em areas de
florestas naturais (SANTOS et al., 2010).

Bertholletia excelsa é uma planta aldégama com sindrome de polinizacdo melitofila.
Suas flores possuem uma morfologia que restringe a entrada de insetos visitantes fazendo com
que os polinizadores precisem apresentar vigor fisico e tamanho corporal compativel com a
estrutura da flor. Os principais visitantes e polinizadores da castanheira sdo as abelhas dos
géneros Bombus, Centris, Xylocopa e Epicharis, assim como algumas espécies de
Euglossinae (MULLER et al., 1980; MORITZ, 1984; MAUES, 2004; ARGOLO; WADT,
2003, CAVALCANTE et al., 2012). Estudos remotos (MORITZ, 1984; MORITZ;
LUDDERS, 1993a, 1993b) indicam a ocorréncia de heterostilia, em que foram observadas
flores com estilete de dois tamanhos em uma mesma planta, e também autoincompatibilidade
e incompatibilidade entre os clones existentes no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Amazonia Oriental. No entanto, poucos sdo 0s estudos recentes sobre biologia floral e
polinizagdo da castanheira (CAVALCANTE, 2008; 2013; CAVALCANTE et al., 2012) e
ainda existem muitos pontos a serem esclarecidos quanto a esses aspectos.

A floragdo de B. excelsa ocorre no periodo inicial das chuvas em que ha oferta
abundante de néctar e pdlen para os visitantes (MORITZ, 1984; MAUES, 2002). Apesar da
floracdo abundante e alta sincronia de floracdo entre as arvores (TONINI, 2011), estudos
preliminares relatam que a relagdo flor:fruto em &reas plantadas € muito baixa, variando entre
0,28 e 0,40% (PINHEIRO; ALBUQUERQUE, 1968). Como o vingamento de frutos pode
variar de acordo com a maior ou menor atividade de polinizadores naturais (LIMA citado por
PINHEIRO; ALBUQUERQUE, 1968), os agentes de polinizacdo podem ter um papel
fundamental na producdo de frutos de castanha-do-brasil.



Segundo Kremen et al. (2007) grandes &reas de plantios puros podem afetar a
eficiéncia dos polinizadores. Em um amplo plantio de castanheiras em Itacoatiara-AM,
Cavalcante (2008) verificou variagdo na riqueza, diversidade e abundancia de abelhas
visitantes em B. excelsa a medida que a florada progrediu, sugerindo uma dispersdo dos
polinizadores entre as plantas e um déficit de polinizadores.

Apesar dos estudos de Cavalcante (2008; 2013) sobre eficiéncia dos polinizadores em
plantios de castanheiras, ainda ndo se sabe muito sobre os mecanismos que podem favorecer
ou ndo a polinizacdo desta espécie seja em floresta natural ou em plantios. Além disso, existe
0 mito de que castanheiras remanescentes em pastagens seriam arvores sem funcionalidade
reprodutiva (living-dead trees), pois acredita-se que os polinizadores ndo sdo capazes de voar
grandes distancias abertas para promover a polinizacdo cruzada necessaria a formacdo dos
frutos. Apesar desta informacéo nédo estar publicada de forma classica é possivel encontrar na
internet opinides a respeito deste assunto.

Apenas dois estudos estdo disponiveis na literatura sobre taxa de cruzamento da
castanheira. O’Malley et al. (1988), apresentaram a primeira estimativa de taxa de cruzamento
para Bertholletia excelsa, com base em marcadores isoenzimaticos, progénies de castanheiras
coletadas no Estado do Acre. Neste estudo a estimativa de cruzamento foi de 0,85, porém as
condi¢bes do estudo ndo permitem uma comparagdo direta com resultados mais recentes
(PARDO, 2001 e este estudo), pois foram analisados apenas dois locos e a estimativa foi
obtida por teste de Qui-Quadrado comparando as frequéncias génicas de oOvulo e pdlen.
Atualmente existe uma estatistica apropriada para calcular e testar a estimativa da taxa de
cruzamento desenvolvida por RITLAND (2002). Pardo (2001) também avaliou, por
izoenzimas, a taxa de cruzamento em trés populacGes de castanheiras (uma em floresta natural
e duas em pastagem), encontrando uma estimativa (usando calculo de RITLAND, 1997) da
taxa de cruzamento multilocus (fm) que variou de 0,927 a 1,0. Este resultado foi um pouco
diferente do apresentado por O"Malley et al. (1988), sendo feitas as ressalvas citadas acima
sobre diferencas na metodologia. Esses resultados indicaram predominancia de fecundacéo
cruzada e quase nenhuma diferenga entre ambientes.

Nenhum estudo foi realizado sobre fluxo génico e paternidade em populacdes de
Bertholletia excelsa, portanto, o presente estudo foi realizado com o objetivo de se avaliar a
diversidade genética, o sistema de cruzamento, o fluxo génico e andlise de paternidade da

castanheira em trés ambientes: floresta, pasto e plantio no Estado do Acre.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Espécie estudada

Bertholletia excelsa, pertencente a familia Lecythidaceae, conhecida popularmente
como castanheira-do-brasil ou castanheira-do-para é uma espécie arbérea de terra firme que
ocorre em toda a regido amazonica, incluindo os estados do Acre, Amazonas, Para, Rondoénia
e Roraima, o norte dos estados de Mato Grosso e Goiés e os paises Peru, Bolivia, Coldmbia,
Venezuela e as Guianas (TONINI, 2011) (Figura 1). Pode estar dispersa em castanhais com
uma alta densidade de arvore por hectare (ORTIZ, 2002) ou pode ser encontrada em grandes
areas com baixa densidade (WADT et al., 2005).

Figura 1- Bertholletia exsa (Fot: acervo do projeto Kamukaia)

A espécie possui flores femininas e masculinas na mesma planta (mondica), sua
reproducdo ocorre por cruzamentos e estudos mostram que possui um mecanismo de
autoincompatibilidade (O’MALLEY, 1988; CAVALCANTE, 2008). As flores possuem seis
pétalas, de cores que variam do branco ao amarelo, sendo que uma dessas pétalas recobre os
estames e 0 estigma chamado de ligula, que dificulta a entrada de determinados visitantes
fazendo uma selecdo de polinizadores (MAUES, 2002) (Figura 2a). As flores ficam dispostas
em inflorescéncias que amadurecem no periodo de Outubro a Janeiro (LIMA; WADT,;
MARTINS, 2007).



Apesar da presenca de visitantes como as borboletas e pequenas abelhas, as flores da
castanheira sdo polinizadas, principalmente, por abelhas de grande porte, robustas e de lingua
comprida da familia Apidae, pertencentes aos géneros Bombus, Centris, Epicharis, Eulaema e
Xylocopa (MAUES, 2002; ARGOLO; WADT, 2003; CAVALCANTE, 2008) (Figura 3a). Os
frutos da castanheira sdo conhecidos como ourigos, os quais sdo lenhosos, esféricos, e contém
de 8 a 26 sementes (KAINER et al., 2007) (Figura 2b). Apos a frutificagdo, a cutia, a cutiara,
a paca e 0 macaco sao os principais dispersores de sementes (PERES; SCHIESARI; DIAS-
LEME, 1997; ORTIZ, 2002; ZUDEIMA, 2003; SILVA, 2009; HAUGAASEN et al., 2010).

Figura 3 — Abelha do género Bombus e a cutia (Dasyproctaaguti), repfeseantes dos
polinizadores e de dispersores de sementes, respectivamente (Fotos: (a) Cavalcante, 2008; (b)
Acervo do projeto Kamukaia).

O oleo extraido das sementes € muito utilizado na industria de cosméticos e a casca do
tronco pode ser usada como remédio. O ouri¢o € uma Otima matéria-prima para fazer carvéo,
mas é como alimento que a castanha tem maior utilidade e atinge seu maior valor econémico.
(SHANLEY; MEDINA, 2005), constituindo uma importante fonte de renda para as familias

que vivem através de sua venda.
2.1.1 Trabalhos moleculares com Bertholletia excelsa

Ao longo dos anos, a espécie Bertholletia excelsa vem sendo estudada pelos mais

variados tipos de marcadores moleculares. Buckley et al. (1988) forneceram a primeira



estimativa de diversidade genética entre duas populag¢des, encontrando somente 3,75% de
diversidade entre as populacdes, mostrando que a maior parte da variacao estava dentro das
populacbes. Os autores indicam que a alta variabilidade dentro das populacbes se deve ao
sistema de acasalamento alégamo e também que a pouca diferenciacdo genética entre as
populacbes pode ser uma evidéncia de que essas castanheiras tenham sido plantadas por
indios, ou seja, apresentam um mesmo ancestral comum. Kanashiro et al. (1997) avaliaram a
diversidade genética em cinco populacdes com RAPD (random amplified polymorphic DNA)
encontrando 68,7% da variacdo dentro e 31,3% entre as cinco populacdes (uma do Acre e
quatro do Pard). Os resultados encontrados corroboram com os achados de Buckley et al.
(1988) em que a maior diversidade encontra-se dentro da populagdo. Os autores também
sugeriram que as populacBes distantes geograficamente sdo proximas geneticamente de
acordo com os dados de RAPD. Por outro lado, Pardo (2001) avaliou a divergéncia genética
entre trés populacfes, uma em area de floresta e duas em &reas de pastagens, no Estado do
Acre, com dois e quatro anos de formacédo, encontrando valores muito baixos de divergéncia
genética (6=0,020 e 0,027). A autora também encontrou um baixo coeficiente de endogamia
indicando que as populacdes apresentaram pouco parentesco entre os individuos, resultado
que ocorre devido a alto-incompatibilidade apresentada pela espécie e também devido ao
baixo fluxo génico.

Serra et al. (2006) estudaram a divergéncia genética entre individuos de dois plantios
de castanheiras estabelecidos em estados diferentes (Para e Mato Grosso). Encontraram trés
grupos distintos, um com individuos dos dois estados e os outros dois com individuos de cada
estado separado. Seus resultados mostraram que apesar de estarem distantes geograficamente,
alguns individuos apresentaram similaridade, sugerindo a possibilidade das sementes
plantadas em um local serem derivadas de outro, corroborando com a idéia de que a
distribuicdo da castanheira é atribuida a intervencdo do homem. Gribel et al. (2007)
avaliaram, por meio de cpDNA e marcadores microssatélites, a dispersdo e a estrutura
genética de 116 castanheiras amplamente distribuidas em oito popula¢Ges naturais da
Amazonia. Os autores ndo encontraram nenhuma estruturacdo genética e 93% da variacdo
genética foi encontrada dentro das populagBes. Os autores sugerem uma recente irradiacdo da
espécie ao longo da Amazonia, considerando a dispersao por amerindios, ja que a disperséo
por animais € de curta distdncia. Reéategui-Zirena et al. (2009) avaliaram a diversidade
genética em populagdes do Peru utilizando marcadores microssatélites e encontraram

resultados similares aos trabalhos anteriores, com a maior variabilidade presente dentro das



populacbes (98,06%) e mostrou que todas as localidades avaliadas apresentaram pouca
diferenciacdo genética entre elas. Os autores atribuem os resultados ao fato de existirem
poucas barreiras fisicas entre as populacfes ao longo tempo de duracdo de vida das arvores,
possibilitando um elevado fluxo génico e ao sistema de reproducdo alégamo da castanheira.
Em outro estudo de estrutura genética, Oliveira (2011), encontrou baixa diversidade genética
e constatou que a divergéncia genética entre as duas populacGes avaliadas foi menor entre 0s
adultos do que os regenerantes de acordo com o autor, a fragmentacdo entre as populacdes
ainda nao foi suficiente para gerar estruturacdo genética.

Kageyama et al. (2004) analisaram a distribuicdo da diversidade genética em duas
areas com diferentes regimes de uso de terra com o uso de marcadores RAPD, encontrando
82% de polimorfismo com a maior parte do polimorfismo surgindo nas populagdes menos
perturbadas. Shepard et al. (2011) fizeram um estudo multidisciplinar baseado em trabalhos
que compararam B. excelsa com outras Lecythidaceaes, tanto em aspectos ecolégicos como
genéticos. Em seus resultados os autores destacam que apesar da espécie ser descrita como
mais préxima de algumas espécies do género Lecythis, ela continua sendo diferente ao ponto
de ndo ocorrer hibridizacdo. Também consideram a hipdtese de que a dispersdo das
castanheiras foi por meio antrépico, mostrando que outras especies do género Lecythis
conferem uma recente colonizagéo de Bertholletia excelsa. Os resultados apresentados pelos
trabalhos de genética mostraram muita variabilidade dentro da espécie e pouca diferenciacao
entre as populagdes, ja com dados de cpDNA, ndo foi encontrada nenhuma diversidade
geneética, sugerindo uma recente e rapida expansao da espécie. Sujii et al. (2013) avaliaram as
diferencas geneéticas presentes em castanheiras descritas por extrativistas como vermelha e
branca, a partir de dados de RAPD e iSSR (Inter Single Sequence Repeats). Em seus
resultados, os autores ndo mostraram nenhuma diferenca significativa entre os tipos,
indicando que essa ndo é uma detectavel diferenciacdo molecular.

O’Malley et al. (1988) apresentaram as primeiras estimativas de taxa de cruzamento
para a castanheira, mostrando que a espéecie apresenta 85% de cruzamentos e possui um baixo
indice de autofecundacdo (15%). Esses resultados estdo de acordo com experimentos em que
foi detectado que B. excelsa € predominante ou completamente auto-incompativel. O autor
também explica que as altas taxas de cruzamento também podem estar relacionadas com a
baixa densidade da espécie que é compensada por um mecanismo de dispersdo conferindo o
maior nimero de oportunidades de acasalamento com um grande nimero doadores de poélen.

Pardo (2001) encontrou taxas de fecundacdo cruzada de 1,0 e 0,93, mostrando que a



castanheira apresenta um sistema de cruzamento al6gamo e corroborando com o trabalho de
O’Malley et al. (1988). Estudos de fluxo génico e paternidade ndo estdo disponiveis para

Bertholletia excelsa.

2.2 Estrutura Genética de Populacgdes

A estrutura genética de populagdes estuda as mudancas genéticas que ocorrem durante
a evolucdo revelando os mecanismos que regem a transmissdo do material herdavel do genitor
para seus descendentes ao longo das gerac6es (METTLER; GREGG, 1973). O objetivo desse
tipo de estudo é quantificar a variacdo existente entre os individuos, o seu comportamento
reprodutivo e os padrdes de fluxo génico. Também busca explicar os papéis dos mecanismos
como selecdo, fluxo génico e deriva genética na diferenciacdo das populacOes, através de
interacbes entre  mecanismos  ecologicos e  evolutivos (MARTINS, 1987).

A diversidade genética de uma espécie é fundamental para garantir seu potencial
adaptativo frente as desventuras ambientais. O estudo da variacdo genética em populacdes
naturais considera tanto os niveis de variabilidade das populages como a caracterizagdo da
estrutura genética entre as populacdes (CONTE, 2004). Quantificar essa variabilidade dentro
das populagdes € crucial para avaliar como as espécies enfrentam o ambiente e se mantém
vivas e reprodutivas ao longo dos tempos (RIBEIRO; RODRIGUES, 2010).
Consequentemente, a manutencdo urgente da variabilidade genética é fundamental para a
sobrevivéncia de espécies ameacadas de extincdo (HOLSINGER; GOTTLIEB, 1991), pois
ela promove a matéria prima para adaptacdo, evolucdo e sobrevivéncia das espécies e
individuos, especialmente sobre mudancas ambientais e condi¢fes de doencas. Reducbes na
diversidade genética podem predispor as espécies a doencas, reduzir a produtividade e limitar
o0 melhoramento genético (RAJORA; PLUHAR, 2003; BARREIRA et al., 2006).

Toda a informacdo genética contida na populacdo denomina-se reservatorio genético
ou “pool génico” que é reconstituido a cada geracdo (METTLER; GREGG, 1973). Existem
diversos fatores que atuam na transmissdo de genes de uma geracdo a outra, como as
mutacOes, as migracOes, a selecdo e a deriva, sendo esses influenciados pelo tamanho da
populacéo, pelo sistema de acasalamento, pela distribuicdo geografica e pelo fluxo de genes
(HAMRICK, 1993).

Nas populagbes naturais de todos os organismos, a variacdo genética esta presente de

varias formas, sendo que as principais forcas que atuam gerando esta variagdo sao a mutacao,



a selecdo e deriva. Se a variagdo genética estd presente dentro da populacdo, muitas alteraces
por pressao seletiva devido a mudancas ambientais permitirdo que alguns individuos
sobrevivam e se reproduzam (LOWE; HARRYS; ASTHON, 2004). Portanto, a variacdo
genética se torna um conceito fundamental na estrutura genética de uma espécie podendo ser
apresentada de trés formas: diversidade genética (a quantidade da variacdo genética existente
na especie), diferenciacdo ou variabilidade genética (a distribuicdo da variagdo entre as
populacbes) e distancia genética (a quantidade de variacdo genética entre os pares de
populacéo).

Existem varias formas de se avaliar a estrutura genética das populacdes, dentre elas
estd a distdncia genética de Nei (1973), que calcula a propor¢do da variabilidade genética
contida entre e dentro das populagdes; o coeficiente de coancestralidade de Cockerham
(1969), que fornece a distribuicdo da variabilidade genética em diferentes niveis hierarquicos
e; as estatisticas F de Wright (1965), que fornecem os indices de fixacdo alélica para o total
de populagbes (Fi), dentro da populagdo (Fis) e a divergéncia entre as populagBes (Fs).
Apesar da importancia destas estatisticas, elas permitem apenas uma descricdo geral da
heterogeneidade espacial da variabilidade existente (BARBUJANI, 1987).

2.3 Sistemas de Reproducéo

O sistema de reproducdo de uma espécie define a organizacdo genética das
populacbes, pois mostra como os gametas passam de geracdo a geracdo, controlando as
frequéncias fenotipicas e diminuindo ou acelerando a quantidade de novas combinacdes
génicas e as ja existentes (ALLARD, 1971). E de extrema importancia devido & capacidade de
mostrar os padrdes de fluxo génico, a diversidade entre e dentro das populacGes (BAWA,
1974), o tamanho efetivo de cada progénie (SEBBENN, 2006), além de fornecer informacdes
sobre as melhores formas de manejo e conservagdo de espécies (OLIVEIRA et al., 2002).

Com um papel fundamental na composicdo genética das populagdes, o sistema de
reproducdo regula a distribuicdo da diversidade genética entre e dentro das progénies, das
populacbes e das subdivisbes de populacdes, mostrando o grau de parentesco entre 0s
descendentes que compdem tais progénies (HAMRICK, 1987).

Segundo Gusson et al. (2005), os tipos de reproducdo podem ser por cruzamentos
aleatorios, cruzamentos biparentais, por autofecundacdo, por apomixia e suas combinagdes.

Os cruzamentos biparentais podem ser chamados de cruzamentos correlacionados, onde



sementes da mesma matriz podem ser geradas pelos mesmos pais (RITLAND, 1989; HARDY
et al., 2004). Esse tipo de cruzamento é frequentemente expresso pela propor¢do de irmaos-
completos e é calculado atraves da correlacéo de paternidade (RITLAND, 1989). Geralmente
esse tipo de cruzamento ocorre onde existem cruzamentos entre vizinhos proximos ou onde o
namero de doadores de pdlen é baixo (SURLES et al., 1990).

Os sistemas de reproducdo podem ser afetados por fatores externos e internos as
plantas. Os fatores externos podem ser densidade das plantas (MURAWSKI; HAMRICK,
1991), o isolamento espacial das arvores (CASCANTE et al., 2002; FUCHS et al., 2003) e a
atividade do polinizador (HIRAO et al., 2006). J& na parte interna da planta, fatores como
variacOes na fenologia de florescimento, diferencas na maturidade reprodutiva das plantas
com reducdo do tamanho da vizinhanca reprodutiva e com alocacao de recursos dentro dos
frutos (MILLAR et al., 2000). A autoincompatibilidade, outro mecanismo interno de origem
genética, também afeta o sistema de reproducdo de plantas evitando autofecundacGes e
cruzamentos endogamicos (BAWA; O’'MALLEY, 1985).

Esses fatores podem gerar variacdes na taxa de cruzamento e correlacdo de
paternidade entre frutos dentro de plantas, entre plantas dentro de populacGes, entre
populacbes e em eventos reprodutivos dentro da populacdo entre as floradas de algumas
arvores (SEBBENN, 2006). Fatores antropogénicos também podem afetar o sistema de
cruzamento de espécies arbdreas (LACERDA et al., 2008).

A autoincompatibilidade, a protogenia e protandria, o aborto seletivo para a regulacao
da qualidade das sementes ou por rivalidade entre irméos, a densidade de individuos e a
fenologia de floragdo, que afetam o comportamento do polinizador e a taxa de cruzamento,
sdo fatores determinantes para o sistema de reproducdo de uma espécie (SHAANKER et al.,
1988; MARSHALL; FOLSOM, 1991).

Em especies arbdreas, ocorre geralmente um sistema misto de reproducdo com
predominio de cruzamentos. Esses cruzamentos geralmente ocorrem entre individuos
aparentados e de forma sistematica, com cruzamentos endogdmicos e biparentais (SEBBENN,
2001), gerando uma prole dividida em irmdos completos, meio-irmdos e irmdos de auto-
fecundacdo (SEBBENN, 2002; 2003).

De uma forma geral, as espécies arbdreas apresentam uma baixa densidade
populacional (BAWA, 1974), o que pode favorecer a autofecundagdo (MORAES; SEBBEN,
2011). A autofecundacdo é compensada pela grande quantidade de espécies dioicas, pelos



10

sistemas de autoincompatibilidade e pela depresséo por endogamia (BAWA; O’MALLEY,
1985).

A variabilidade genética estd intimamente ligada com a fecundacgéo cruzada. Para as
espécies que se reproduzem por cruzamento, a maior parte da variacao genética se encontra
dentro da populagdo, enquanto que as espécies que fazem preferencialmente autofecundacéo
mostram a maior parte da variacdo genética entre as populacbes (HAMRICK, 1983;
HAMRICK; GODT, 1989). A presenca de variabilidade genética também é bastante
importante para que a espécie possa responder a mudancas ambientais no futuro e impedir que
as populagdes cheguem a extingdo (LOWE et al., 2005), pois, se devido a algum disturbio
ambiental ocorrer o aumento da autofecundacdo e dos cruzamentos entre individuos
aparentados, podera causar depressdo por endogamia nas proximas geracdes (LACERDA et
al., 2008). Assim, se essas condigdes de endogamia persistirem, a heterozigozidade vai
diminuir, resultando no aparecimento de alelos recessivos deletérios e na diminuicdo da

capacidade da populacdo responder a futuras mudancas ambientais.

2.4 Fluxo Génico

De acordo com Young et al. (2000), o fluxo génico é definido como o movimento
efetivo de genes entre populagdes ou subdivisdes de populacdes. Pode ocorrer pelo fluxo de
polen quando ocorre a fertilizacdo de um évulo por um gréo de polen imigrante e pelo fluxo
de sementes, quando sementes imigrantes se estabelecem em populagdes pre-existentes.
Dessa forma, as distancias entre as mudas e sua &rvore matriz sdo usadas para estimar o fluxo
de sementes, e as distancias entre os doadores de pdlen e as arvores matrizes sdo usadas para
estimar o fluxo de polen (BITTENCOURT; SEBBENN, 2007).

O fluxo génico foi dividido em varios tipos: 0 modelo continente ilha, onde tem um
movimento unidirecional de uma populacdo grande (continente) para uma populagdo pequena
e isolada (WRIGHT,1943); o modelo de ilhas, em que a populagdo é subdividida em
subpopulacdes separadas geograficamente com o fluxo génico ocorrendo ao acaso, e todas as
populacbes contribuindo igualmente com o fluxo génico, independente da distancia
(WRIGHT, 1931); o modelo no qual a migracdo s6 ocorre entre populagdes vizinhas,
denominado de “stepping stone” (KIMURA, 1953) e o modelo de isolamento por distancia,
onde o fluxo génico ocorre com maior frequéncia em individuos mais proximos, levando a

uma diferenciacao entre 0s grupos que estdo espacialmente mais distantes (WHIGHT, 1943).
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Em geral, o p6len é o que manttm o mecanismo de coesdo genética entre as
populacbes de espécies vegetais (FUCHS; HAMRICK, 2010). A distancia de dispersdo de
polen pode ser afetada pela sincronia ou assincronia da floracdo das plantas, pois de acordo
com Augspurger (1980), se houver sincronia das plantas vizinhas, a distancia de disperséo de
polen serd curta devido a alta polinizacdo entre plantas proximas, mas se ocorrer uma alta
assincronia, a distancia de dispersdo sera bem maior.

O fluxo de pdlen combate os efeitos negativos da deriva genética, como a perda de
alelos, aumento da endogamia e coancestria e a reducdo na heterozigozidade (BURCZYK et
al., 2004), aumentando, assim, a diversidade genética, o numero efetivo de doadores de polen
e o tamanho populacional dentro das familias (MANOEL et al., 2012). Este é um aspecto
importante da dispersdo de pdlen para a conservacdo genética, para a restauracdo ambiental e
para o acasalamento, ja que os padrdes de cruzamento determinam as relacdes entre e dentro
das familias e, consequentemente, o tamanho efetivo das populagdes.

Diferentes tipos de polinizadores podem realizar o fluxo génico por pélen. Nesse
contexto, existe um conceito chamado de “sindrome de polinizagdo” (VAN DER PIJL, 1972)
que diz que as caracteristicas da flor, tais como formato, cor, posicionamento e odor, além da
morfologia das partes sexuais, como 0 gineceu e o0 androceu, vdo estar relacionadas com
algum tipo de polinizador que, portanto, estara adaptado. E também o fornecimento de
substancias nutritivas juntamente com o néctar atrairdo bastante os polinizadores, servindo
como alimento (RAVEN, 2001). Dentre os agentes de polinizagdo estdo 0 vento e a agua,
representantes de fatores abidticos. Os animais como besouros, abelhas, mariposas e
borboletas, aves e morcegos, representam os agentes bioticos de polinizagdo (RAVEN, 2001).

A anélise da paternidade é uma das maneiras usadas para avaliar o fluxo génico via
polen (SORK et al.,1999). Essa analise é utilizada para avaliar os efeitos das mudancas
antropogeénicas, como a fragmentacao florestal e exploragdo madeireira (MARTINS et al.,
2012).

O fluxo de pdlen é mais eficiente do que o fluxo de sementes na geracdo de
variabilidade genética, uma vez que tem um maior potencial para alcancar longas distancias
devido as caracteristicas biologicas adaptadas e aos mecanismos de dispersdo (ENNOS,
1994). A semente precisa primeiramente se transformar em pléantula, se desenvolver e
participar de um evento reprodutivo, 0 que a torna menos eficiente na expressdo da sua
composicgdo genética (RIDLEY, 2006).
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Apesar disso, o fluxo génico por dispersdo de sementes é uma das fases genéticas e
demogréaficas mais importantes na vida de uma planta, pois é a Unica oportunidade, além da
propagacao vegetativa, para a colonizacdo de novas areas (HOWE; SMALLWOOD, 1982;
HOWE; MIRITI, 2000). A dispersdo de sementes é o deslocamento das mesmas atraves da
liberacdo da mde para outros locais (HOWE; SMALLWOOD, 1982). Esse evento é de
extrema importancia para a planta, pois leva a mudancas demogréficas e genéticas, onde apds
a germinacédo e o estabelecimento da planta, novos individuos serdo produzidos, bem como
novos genotipos (JORDANO; GODQY, 2002).

Os tipos de dispersdo de sementes ocorrem de trés maneiras chamadas de “sindromes
de dispersdo” (VAN DER PIL, 1972) e sdo classificados de acordo com a morfologia do
fruto e da semente (RIDLEY, 1930). Existem as espécies zoocoricas, onde a dispersdo ocorre
por animais, em que os frutos sdo carnosos, suculentos e nutritivos; as espécies anemocoricas,
que sdo dispensadas pelo vento, onde as sementes tém tamanho reduzido e na maioria
apresentam plumas ou expansdes aladas (HOWE; SMALLWOOD, 1982); As espécies
autocéricas, que apresentam mecanismos de auto-dispersdo de suas sementes; e as espécies
hidrocdricas que tem a dispersdo de sementes pela agua, adaptando suas sementes para a
flutuacéo.

Existem duas abordagens para se estimar o fluxo génico em populacgdes naturais, a
abordagem direta e a abordagem indireta. Na abordagem direta, as metodologias se baseiam
na observacdo do comportamento dos vetores do fluxo génico, como observacdo dos
polinizadores e dispersores de sementes ou ainda pode ser feito o acompanhamento da
dispersdo do podlen e da semente marcando estes com corantes (OUBORG et al.,1999;
SLATKIN, 1985). Porém, essas observagdes ndo sao totalmente eficientes j& que fornecem
apenas um indicativo. No entanto, a estimativa sera eficiente se for realizada através de
marcadores genéticos (LEVIN, 1981). J4 a abordagem indireta baseia-se na distribuicdo da
diversidade entre as populacGes para a obtencdo do nimero de migrantes por geracao
(WRIGHT, 1931). Desde entdo, diversas variacbes foram propostas, tanto para 0 modelo

populacional quanto para o parametro genético utilizado (OUBORG et al.,1999).

2.5 Marcadores Genéticos

Os marcadores genéticos sdo caracteres com mecanismo de heranca simples que

podem ser empregados para avaliar as diferencas genéticas entre dois ou mais individuos
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(BERED et al., 1997). Os marcadores genéticos estdo divididos em dois grupos: os
marcadores morfoldgicos e os marcadores moleculares.

Os marcadores morfologicos apresentam um fendtipo de facil visualizacdo
determinado por um ou poucos locos (RAMALHO, 2004). Entretanto, esses tipos de
marcadores possuem limitacfes para seu uso, pois existem em ndmero limitado no genoma, e
sua expressdo génica pode estar sujeita as variagdes do ambiente e a acdo de outros genes
(BOREM, 2006). Ja os marcadores moleculares utilizam técnicas que caracterizam
geneticamente uma grande quantidade de genétipos, fornecendo subsidios para o
entendimento dos processos microevolutivos que atuam na diferenciagdo das populacGes
(REIS, 1996).

2.5.1 Microssatélites

Os microssatélites sdo sequéncias curtas de DNA (4acido desoxirribonucléico)
repetidas em tandem que estdo dispersas aleatoriamente ao longo do genoma (SOUSA et al.,
2011). Apresentam-se tanto em regides codificadoras como em regides nao codificadoras e
sdo geralmente muito polimorficas devido ao alto nivel de variacdo no nimero de repeticbes
(ZANE et al., 2002). Essas curtas sequéncias possuem um par de iniciadores complementares
que as flanqueiam, estdo em regides que sofrem taxas de mutacdo maiores que nas sequéncias
de copias Unicas (PINTO et al., 2001). Apresentam multialelismo devido a diferentes niUmeros
de unidades repetitivas dentro da sequéncia de microssatélites, que sdo ocasionadas por
crossing-over desigual ou erro da DNA polimerase durante a replicacdo (BOREM, 2006;
LEVINSON; GUTMAN, 1987).

Essa € uma caracteristica diferente dos outros marcadores em que a variagdo das
repeticbes que geram o polimorfismo das bandas ocorre por muta¢des de ponto e por eventos
de insercOes/delecdes (BROWN et al., 1996). Independentemente da origem da variagdo e do
elemento repetitivo, cada microssatélite constitui um loco genético altamente variavel,
multialélico e de grande conteGido informativo (BOREM, 2006). Além disso, possuem
heranca co-dominante, facilidade de deteccdo pela PCR, abundancia relativa e cobertura
extensiva do genoma (PINTO, 2001).

Devido a alta variacdo genética, que os deixa com um forte poder de discriminagdo
(CHASE et al., 1996), esses marcadores sé@o importantes para responder questdes sobre

genética de populacdes, sobre padrGes de fluxo génico e sobre estudos de analise de
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parentesco (MORGANTE; OLIVIERI, 1993; WRIGHT; BENTZEN, 1994), entre outras
funcBes, como simplicidade técnica, pequena quantidade de DNA requerida, baixo custo e
grande poder de resolucio (BOREM, 1998). Outra caracteristica que faz com que 0s
microssatélites sejam bastante usados € sua alta reprodutibilidade (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998) e capacidade se serem mais informativos (BRONDANI et al.
2002) comparados com outras classes de marcadores. Além disso, 0 uso desses marcadores
permite uma amostragem muito eficiente do genoma e estimativa da divergéncia genética,
variabilidade e discriminagdo entre geno6tipos (GRATTAPAGLIA, 2001).

A aplicagdo de microssatélites para a genética de populacGes e conservacdo das
florestas tropicais é limitada devido a escassez de informag6es de sequéncias de DNA para
muitas espécies de plantas tropicais (DAYANANDAN et al., 1999). Apesar de, atualmente, a
quantidade de espécies com marcadores moleculares desenvolvidos ter aumentado, ainda ha
uma caréncia de desenvolvimento, caracterizacdo e uso dos microssatélites em espécies de
arvores neotropicais (BRAGA et al., 2007; REIS et al., 2009).

A grande limitacdo dos microssatélites é a necessidade de serem isolados e
desenvolvidos especificamente para cada espécie, ndo sendo possivel utilizar “primers
universais”, apesar de alguns trabalhos mostrarem que os marcadores microssatélites podem
ser transferiveis entre espécies do mesmo género (CARVALHO, 2007; PEREIRA et al.,
2009; SILVA et al., 2013). No entanto, quando esses oligonucleotideos apresentam-se
informativos para uma espécie, 0s custos e a mdo-de-obra reduzem drasticamente, tornando

0s ensaios laboratoriais rapidos e a técnica bastante acessivel (BUSO et al., 2003).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Locais de estudo

Os estudos foram realizados em trés ambientes de ocorréncia de castanheiras
representando floresta nativa, pastagem e plantio. Em cada um desses ambientes foi
delimitada uma area de amostragem a qual foi denominada de “populagao”. A distancia em
linha reta, da pastagem para o plantio foi de aproximadamente 10 Km, enguanto que da
floresta para esses dois ambientes foi de cerca de 140 Km (Figura 4).

A primeira area de estudo € um castanhal de floresta nativa com uma &rea de 420 ha
localizado no Seringal Filipinas, este que fica dentro da Reserva Extrativista Chico Mendes
no municipio de Epitaciolandia-AC. A segunda é composta por remanescentes de castanheiras
nativas que foram mantidas quando houve o desmatamento para a formacéo de pastagem na
Fazenda Santa Maria, no Km 17 da BR-317, municipio de Senador Guiomard-AC. Essa area
de pastagem possui 163 ha, fica entre duas outras fazendas, tem uma pequena area de floresta
ao fundo e tem cerca de 15 anos de formacéo. E a terceira area € um plantio de castanheiras
com cerca de 30 anos de formacdo, localizado no campo experimental da Embrapa Acre no
Km 14 da BR-364, municipio de Rio Branco-AC. Este plantio abrange uma éarea de
aproximadamente 0,2 ha circulada por plantios de outras espécies e foi implementado com o
objetivo de se ter uma colecdo de trabalho para conservacdo genética da espécie. No entanto,

ndo ha registros da origem e nem da quantidade de populac¢Ges naturais coletadas.

Rio Branco
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Figura 4. Local dos estudos indentificando as populag¢des analisadas e a distancia entre as
mesmas. (Fonte: Alisson M. Munaretti, 2013)

3.2 Coleta de dados

Para a analise de diversidade genética foi feito o mapeamento de todas as castanheiras
com sinais de inicio de reproducédo (floracdo) nas trés popula¢bes (denominado neste estudo
de adultos), sendo coletada uma amostra de tecido cambial para posterior analise genética.
Um mapeamento adicional e coleta de amostras de cambio foram feitos na vizinhanga da
pastagem e do plantio a fim de amostrar possiveis doadores de p6len fora da populacdo, onde
todas as castanheiras em idade reprodutiva e dentro deum raio de 1000 metros ao redor destas
areas foram amostradas. Essas arvores foram utilizadas nas analises de fluxo génico e
paternidade. Na floresta, esta amostragem da vizinhanca néo foi feita pois a area amostral esta
dentro de uma floresta continua. Todas as arvores encontradas foram mapeadas com auxilio
de GPS 76CXS (Garmin). A Tabela 1 apresenta o tamanho amostral das populacGes para cada
estudo realizado.

Para analise do sistema de reproducdo, em cada ambiente foram amostradas matrizes
para coleta de frutos e producdo de mudas (Tabela 1). O nimero de matrizes amostradas no
pasto e no plantio esteve condicionado a disponibilidade de frutos, uma vez que nem todas as
arvores frutificaram.

De cada matriz, 10 ourigos foram coletados para produgdo das mudas. Foram obtidas,
em meédia, trinta sementes por matriz (ndo foi considerada a quantidade de sementes por
ourico e sim por matriz). As sementes foram postas para germinar em caixas de areia,
localizadas dentro do viveiro da Embrapa Acre, as quais foram mantidas Umidas por seis
meses. ApoOs esse periodo, as sementes foram retiradas da areia, descascadas e colocadas
novamente nos caixotes para germinacdo. Apds o lancamento das primeiras folhas, amostras
foliares foram coletadas de 10 a 12 plantas por matriz. As folhas foram desidratadas em

liofilizador e, posteriormente armazenadas em freezer (-20°C).
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Tabela 1- Tamanho amostral das populagfes para cada um dos estudos realizados nas trés

populacoes.

Estudo Floresta Pasto Plantio

Diversidade 357 50 76
Fluxo génico e paternidade 433 78 150
Sistema de reproducéo Matriz 10 8 9

Progénie 100 80 90

* As matrizes ja estdo incluidas no tamanho amostral de diversidade, portanto néo entraram no calculo do total
geral.

3.3 Extracdo de DNA e amplificacdo com os microssatélites

O DNA gendmico total foi extraido a partir do cambio das arvores adultas e das folhas
das plantulas de acordo com o método descrito por Doyle & Doyle (1987), com 0 uso do
macerador automatico Tissue lyser (Quiagen). A quantificacdo do DNA foi feita em gel de
agarose (1%) corado com Gel Red (Biotium) e cada amostra foi comparada com padrdes de
fago Lambda de quantidades conhecidas (50 e 100 ng/uL). Posteriormente, 0 DNA foi diluido
para 2,5 ng/uL para que fossem feitas as analises genéticas. Foram utilizados cinco locos
microssatélites desenvolvidos por Reis et al. (2009) (Bex 02, Bex 03, Bex 22, Bex 27, Bex
37) e quatro locos ndo publicadas (Bes 13, Bes 14, Bes 18, Bes 19) totalizando nove locos.
Nem todos os locos foram utilizados em todas as populacdes, o loco Bex 22 foi analizado
apenas na floresta e os locos Bes 13, Bes 14, Bes 18, Bes 19 foram analisados para o0 pasto e
plantio, pelo fato dos estudos terem sido realizados em épocas diferentes.

Os locos foram amplificados por PCR (Polymerase Chain Reaction) em um volume
final de 13 ul, contendo 5 ng de DNA gendmico, 0,25 mM de cada DNTP, 0,25 mg/ml de
BSA, 0,25 mM tampéo de reacdo da PCR 1X (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI), 1,5 mM de
MgCl,, 0,2 mM de cada iniciador direto e reverso e 1 unidade de Taq polimerase (CenBiot).
As amplificacdes foram feitas em um termociclador MJ 96+ da Biocycler de acordo com as
condigdes descritas por Don et al. (1991).

As regibes microssatélites amplificadas foram analisadas em um genotipador
automatico (FS 96, Advanced Analytical), um sistema de eletroforese capilar baseado em
fluorescéncia que, através de um corante intercalante acoplado a uma luz LED, elimina a
necessidade do uso de primers marcados com fluoréforos, como acontece nos demais

sequenciadores automaticos.
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Apobs as genotipagens, os resultados foram avaliados quanto a qualidade das marcas
obtidas, sendo as falhas repetidas. Apesar disso, ndo foi possivel genotipar todos o0s
individuos com a qualidade necessaria, havendo casos em que o individuo (arvore) foi
eliminado dos estudos. Para o estudo de diversidade genética, foram excluidas 66 arvores da
floresta que apresentaram mais de um loco com dados faltantes. A Tabela 2 apresenta a

quantidade total de individuos genotipados em cada ambiente.

Tabela 2: Numero de gendtipos considerados nas analises genéticas.

Ambiente Matriz Progénie Possivel doador Total geral
Floresta 10 97 433 530
Plantio 9 97 144 241
Pasto 8 94 74 168
Total 27 288 624 939

*As matrizes foram incluidas como possivel doador de pélen.
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3.4 Andlises Estatisticas

A diversidade genética foi calculada para cada populacdo atraves dos seguintes
pardmetros: heterozigozidade observada (H,) e heterozigozidade esperada (H.), nimero
médio de alelos (4), nimero efetivo de alelos por loco [4,= 1/(1- H,)], indice médio de
fixacdo de Wright (), indice de fixacdo total das populacdes (F) e a divergéncia genética
entre as populacdes (ép), obtidas pelos programas GDA (LEWIS; ZAIKIN, 2001) e FSTAT
2.9.3.2 (GOUDET, 1995). As consisténcias das estimativas foram avaliadas por bootstrap
utilizando 1000 reamostragens. O numero médio de alelos foi comparado entre populages e
geracOes (geral e por populagéo) utilizando o software SPSS 15.0 para Windows.

Também foi calculado o numero de alelos privados em cada populacéo, ou seja, alelos
que estiveram presentes somente em uma populagédo, utilizando o programa GDA (LEWIS;
ZAIKIN, 2001). A consisténcia desses parametros foi baseada pelo método de reamostragem
bootstrap, utilizando 1000 reamostragens sobre os locos com o intervalo de confianca de
95%.

Para a verificacdo dos pools génicos representados em cada um dos trés ambientes
estudados, cada individuo foi separado em agrupamentos (clusters), onde foi atribuido a eles
um valor de K que representa a quantidade de pools génicos encontrados pelo programa
STRUCTURE versédo 2.3 (PRITCHARD et al., 2000). Para esta andalise, o K variou de 1 a 12,
com cinco simulacdes de cada K. O melhor valor de K foi determinado de acordo com os
valores de AK, segundo Evanno et al. (2005), presentes no aplicativo Structure Harvester v.
0.6.5 (EARL, 2011).

O programa CoreFinder 1.0 (POLICRITI; SGARRO, 2011) foi utilizado para calcular
0 nimero minimo de individuos que representa toda a diversidade genética da populacdo da
floresta nativa e do pasto (colecdo nuclear). No plantio, esse calculo ndo tem sentido por nédo
ser uma populacdo natural. Considerando que uma colecdo nuclear representa a riqueza
alélica presente em uma populacdo, esta analise pode indicar o tamanho minimo amostral para
futuros estudos genéticos com a espécie na regiao.

O sistema de reproducéo foi avaliado, para cada ambiente, a partir do modelo misto e
do modelo correlacionado usando o programa MLTR 3.4 (RITLAND, 2002), onde foram
estimados os seguintes parametros: taxa de cruzamento multiloco (z,,), taxa de cruzamento

uniloco (&), taxa de autofecundagdo (s =1 —£,,), taxa de cruzamento entre individuos
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aparentados ffm— i), correlagdo de paternidade multiloco (%) € correlagdo de

autofecundacéo (7).

A partir das estimativas obtidas no MLTR foram calculados outros pardmetros de
parentesco, como o numero de doadores de polen (ﬁep = 1/fp(my), as frequéncias de meio-
irmdos [Pne= (£,°(1-Fp(my)], de irméos completos [Pri= (£, Fpam)], de irmios de
autofecundacéo [P;s = §?] e cruzamentos mistos de irmdos provenientes de dentro das
familias [Psns = 28%,,]. Os coeficientes de endogamia para os parentais () e progénies (Fp)
foram calculados utilizando os programas MLTR e GDA, respectivamente. Para todas as
estimativas, calculou-se o desvio padrdo pelo método bootstrap, utilizando 1.000 repeticdes
com intervalo de confianga de 95%.

O coeficiente de coancestria (0) dentro das familias foi estimado a partir do

coeficiente de parentesco:
Ty = 0,25 (1 + E)[48 + (82 + $tpf) (1 +7)] (1)

sendo que, para especies diploides, o coeficiente de coancestria é a metade do coeficiente de
parentesco (@ =7, /2).

O fluxo génico foi avaliado de duas maneiras: o fluxo génico aparente, que estima o
numero de migrantes a cada geracdo e o fluxo génico de polen avaliado pela distancia
geografica entre determinada matriz e o possivel doador de polen identificado pelo programa
CERVUS 3.0 (KALINOWSKI et al., 2007). A taxa de p6len imigrante foi calculada para cada
populacdo pela propor¢do da progénie em que nenhum possivel doador de pdélen foi
identificado (BURCZYK et al., 2004). A distancia entre matriz e doador de polen foi
calculada pelo programa SPAGEDI 1.2 (HARDY; VEKEMANS, 2002).

O fluxo génico aparente (Nm) entre populagdes foi calculado pela abordagem indireta
a partir dos valores estimados de Fst (divergéncia genética entre populagdes). Esse fluxo
génico foi calculado de acordo com o modelo proposto por Wright (1951), conforme a

formula:
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A relagéo inversa, proposta na equacéo, entre Fst e N,,, assume que os marcadores séo
neutros, que as populacdes estdo arranjadas de acordo com o modelo de ilhas e que foi
atingido o equilibrio entre a deriva genética e migracao.

Para o teste de paternidade utilizou-se 0 método da maxima probabilidade com base na
comparacdo dos gendtipos das castanheiras adultas amostradas em cada populacdo e as
progénies obtidas de cada matriz. A probabilidade de paternidade de cada candidato a doador
de polen foi medida pelo logaritmo de uma razdo de probabilidades (LOD-score), conforme
definido por Meagher (1986). Um LOD-score de valor positivo indica que o suposto doador
de polen tem maior probabilidade de paternidade que qualquer outro individuo da populacéo.

A comprovacdo da paternidade foi feita com uso da estatistica A, em que se calcula a
diferenga em “LOD-score” entre o primeiro mais provavel doador de poélen (com o maior
“LOD-score”) e o segundo (com o segundo maior “LOD-score”). A confiabilidade da
inferéncia paterna foi definida por meio da comparagao do valor do A calculado com um valor
de A critico (AC), abaixo do qual a paternidade ndo pode ser atribuida a um determinado nivel
de significancia. Para esse trabalho utilizou-se o nivel de significancia de 80% e o Ac foi
obtido por meio de uma simulacdo como apresentado por Marshall et al. (1998). A simulacgdo
e 0s testes de paternidade foram realizados com o programa CERVUS 3.0 (KALINOWSKI et
al. 2007).



22

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Diversidade genética

A andlise de marcadores microssatélites utilizando todos os individuos das trés
populaces, resultou em fragmentos de DNA amplificados que variaram de 94 pb (Bex 03) a
264 pb (Bes 14). O nimero médio de alelos por loco foi 12,8 nos adultos 10,4 nas progénies
(Tabela 3).

A quantidade de alelos identificada neste estudo foi maior que o encontrado por
Reategui-Zirena et al. (2009) para os locos Bex 03, Bex 22 e Bex 37 e por Soares et al. (2010)
para 0 Bex 03. Este resultado pode ser devido ao tamanho amostral, pois neste estudo, o
numero de individuos avaliados por populacdo foi muito maior que nos demais [pouco mais
de 20 para Reategui-Zirena et al. (2009) e 40 para Soares et al., (2010)], além do método de
deteccdo dos produtos amplificados que foram diferentes.

Em todas as populacdes (ambientes) e geracdes (adultos e progénies) o numero efetivo
de alelos por loco foi menor que o nimero médio de alelos por loco, indicando a presenca de
alelos com baixa frequéncia (GONELA et al., 2013). A floresta foi 0 ambiente que apresentou

maior numero efetivo de alelos (diversidade génica). Em todos os ambientes, o ﬁe foi maior
nas castanheiras adultas do que nas progénies, sendo que a floresta foi 0 ambiente em que essa
diferenca foi significativa a 5%, sugerindo uma possivel alteracdo nas frequéncias alélicas de
uma geracao para outra (Tabela 3).

Os resultados indicam que na pastagem houve perda de diversidade génica quando
comparada com a floresta nativa. Apesar de esses dois locais terem tamanhos amostrais
diferentes (Tabela 1), essa diferenca pode ndo ter influenciado na estimativa do numero
efetivo médio de alelos uma vez que Costa e Stefenon (2009) mostraram, por meio de
simulacBes, que para populagdes com cruzamentos aleatérios e baixa endogamia, uma
pequena quantidade de individuos pode refletir a real diversidade. Outro resultado que
confirma a possibilidade de comparacao entre estas populagdes é a estimativa do nimero de
individuos que representam uma Colecao Nuclear para essas duas populacgdes, pois os valores
foram semelhantes, sendo 33 para a floresta e 28 para a pastagem (Figura 5). Como em ambas
as populagdes a amostragem foi maior que esse numero representativo, considera-se que a

amostragem realizada nédo foi viesada.
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Tabela 3- Caracterizacdo dos locos quanto ao nimero de alelos por loco (.5) e nimero de alelos efetivos (A:e)

; heterozigozidade esperada (He) e heterozigozidade observada (ﬁo) e indice de fixacdo (f ) para os adultos e as
progénies nos trés ambientes analisados.["*: néo significativo; “:significativo (p<0,05);: significativo (p<0,01)]

Todos
Loco Adultos Progénies
A AS‘ HS‘ HCI f A AS‘ HS‘ HG f
Bex 02 7 3,88 0,742 0,054 0,274 7 1,06 0,0585 0,361 0,383
Bex27 18 9,26 0,892 0,801 0,102 14 1,10 0,0880 0,914 -0,038
Bex 37 20 8,77 0,886 0,905 -0,021 17 4,33 0,769 0,950 -0,236
Bex03 16 7,04 0,858 0,942 -0,099 14 3,73 0,732 0,932 -0,138
Bes 13 11 4,13 0,758 0,844 -0,115 9 1,06 0,0593 0,821 -0,386
Bes18 8 2,79 0,642 0,805 -0,256 7 2,42 0,586 0,719 -0,228
Bes19 13 3,89 0,743 1,000 -0,340 8 2,92 0,657 1,000 -0,525
Bes 14 8 3,00 0,667 0,374 0,441 9 2,76 0,638 0,451 0,294
Bex22 14 5,03 0,801 0,926 -0,156 9 4,81 0,792 0,962 -0,216
Total 115 94
Média 12,8 4,48 0,777 0,793 -0,020 10,4 3,26 0,693 0,770 -0,125
Plantio
Loco Adultos Progénie
A AS‘ HS‘ HCI f A AS‘ HS‘ HG f
Bex02 4 3,62 0,724 0,562 0,226 5 1,63 0,386 0,198 0,488
Bex 27 10 5,88 0,830 0,769 0,074 10 4,55 0,780 0,955 -0,226
Bex37 19 9,17 0,891 0,953 -0,070 14 571 0,825 1,000 -0,214
Bex 03 13 4,59 0,782 0,797 -0,019 12 3,24 0,691 0,915 -0,325
Bes13 8 4,67 0,786 0,756 0,038 5 2,05 0,513 0,798 -0,550
Bes18 7 2,71 0,631 0,792 -0,255 6 2,16 0,537 0,592 -0,105
Bes 19 12 3,91 0,744 1,000 -0,347 8 3,02 0,669 1,000 -0,500
Bes14 7 2,76 0,638 0,318 0,503 8 3,48 0,713 0,438 0,387
Bex?22 - - - - - - - - -
Total 80 68
Média 10 4,05 0,753 0,743 0,013 8,5 2,77 0,639 0,737 -0,154"
Pasto
Loco Adultos Progénie
A A, H, H, f A A, H, H, f
Bex 02 4 2,30 0,565 0,409 0,278 1,48 0,323 0,255 0,210

Bex27 14 10,31 0,903 0,914 -0,013
Bex37 13 9,90 0,899 0,951 -0,059
Bex03 10 6,61 0,723 0,952 -0,321

1 8,62 0,884 0,976 -0,105
2,79 0,641 1,000 -0,565
0 3,51 0,715 0,865 -0,212

5
1
9
1
Bes13 10 3,56 0,719 0,944 -0,320 7 3,04 0,671 0,851 -0,272
Bes18 6 2,94 0,660 0,829 -0,260 7 2,50 0,600 0,833 -0,390
Bes19 8 3,95 0,747 1,000 -0,343 5 2,62 0,618 1,000 -0,625
Bes14 6 3,29 0,696 0,463 0,337 7 2,02 0,506 0,464 0,083
Bex22 - - - - - - - - -
Total 71 61
Média 8,9 3,89 0,739 0,808 -0,094" 11 2,63 0,620 0,781 -0,262"
Floresta 9
Loco Adultos Progénies
A A, H, H, f A A, H, H, f
Bex02 7 3,55 0,718 0,551 0,233 7 2,07 0,517 0,637 -0,234
Bex27 17 8,93 0,888 0,796 0,104 5 5,49 0,818 0,807 0,013
Bex37 19 8,40 0,881 0,891 -0,012 7 361 0,723 0,850 -0,178
Bex03 15 7,25 0,862 0,972 -0,127 7 3,03 0,670 0,706 -0,054
Bes13 - - - - - - - - - -
Bes18 - - - - - - - - - -
Bes19 - - - - - - - - - -
Bes14 - - - - - - - - - -
Bex22 14 5,03 0,801 0,926 -0,156 9 481 0,792 0,962 -0,216
Total 72 35

Média 144 5,88 0,830 0,827 0,004"° 7 3,38 0,704 0,793 -0,127"
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Analisando o plantio, observa-se que a diversidade génica dessa populagdo foi
semelhante a da pastagem. Apesar de ndo haver informacdes sobre o material genético que
formou essa populacdo, sabe-se que o numero de locais e a quantidade de individuos
amostrados foram restritos. Os resultados desse estudo sugerem que a amostragem original
néo foi suficiente para representar a diversidade génica de populacdes naturais.

Em termos gerais, 0 numero efetivo médio de alelos encontrado para as populagoes
estabelecidas foi superior ao registrado em outros estudos com castanhais do Estado do Acre.
Sujii (2011), avaliando a estrutura genética da castanheira em nove popula¢des naturais da
Amaz0nia, encontrou um numero efetivo médio de alelos nas populacdes do Acre de 2,85 e
2,79 (valores calculados). Oliveira (2010) encontrou 2,13 e 2,41 alelos efetivos (valores
calculados) em duas populagdes naturais, também do Acre, onde uma delas foi a mesma deste
estudo. Apesar das diferencas de tamanho amostral entre esses estudos, todas foram maiores
do que o tamanho representativo estimado para uma Colecdo Nuclear (em média 30
individuos), sugerindo que a amostragem pode nao ter sido a principal causa. Estudos mais
aprofundados sobre as diferencas de genotipagens com diferentes métodos devem ser

realizados, especialmente para estudos de estrutura genética em espécies arboreas.
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Figura 5 - Numero de individuos representando a cole¢do nuclear de B. excelsa no (a)
Seringal Filipinas (floresta) e na (b) Fazenda Santa Maria (pasto).

Outro parametro que avalia diversidade genética € a heterozigozidade média esperada
(H,). Neste estudo, H, foi de 0,784 e 0,703 para os adultos e progénies, respectivamente
(Tabela 3), indicando uma alta diversidade genética em ambas as geragdes. Resultados
semelhantes foram encontrados por Reategui-Zirena et al.(2009), Oliveira (2011) e Sujii
(2011), porém com valores um pouco inferiores. Analisando os ambientes, esses valores
diferiram um pouco, sendo que na floresta observou-se maior H,, tanto para os adultos quanto
para as progénies. Em todas as populagdes, H. foi maior nos adultos que nas progénies,
reforcando uma possivel perda de diversidade ao longo das geracdes.

Observando apenas os adultos e comparando com outros estudos, verifica-se que na

floresta os cruzamentos foram aleatorios (panmixia) uma vez que o (H e) e (H' o) ndo diferiram
estatisticamente. Este resultado foi semelhante ao encontrado nos demais estudos de genética
de populacBes da castanheira [Reategui-Zirena et al. (2009), Oliveira (2011) e Sujii (2011)].
Por outro lado, foi observado no pasto um desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg

apresentando excesso de heterozigotos (Fis = -0,095: p=0,0021) (Tabela 3). Nas progénies,
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todos os ambientes, ndo estiveram no equilibrio de Hardy-Weinberg observando-se excesso
de heterozigotos.

Em todas as populacbes estudadas, foram encontrados alelos privados de cada
populacdo. No entanto, na populacdo nativa (floresta), o nimero de alelos exclusivos foi bem
maior que nas demais e também foi a Unica populagdo que apresentou alelo exclusivo com
frequéncia maior que 10% (Figura 6). Dos 43 alelos exclusivos encontrados, 24 foram na
floresta, oito no plantio e cinco na pastagem. Esses resultados também indicam que no pasto e
no plantio ocorreu perda de diversidade genética, onde pelo menos 12,5% de alelos frequentes

na floresta ndo foram amostrados nos outros ambientes.

100% -
90% - raro

80% - ® Intermediario

20% | M Frequente
60% -
50% -
40% -

30% -

Frequencia de alelos exclusivos

20% -
10% -

0%

Floresta Pasto Plantio

Figura 6- Frequéncia de alelos exclusivos classificados em raro (< 1%), intermediario (entre 1
e 10%) e frequente (> 10%), em cada populacéo estudada de Bertholletia excelsa.

A divergéncia genética (®) entre os ambientes, considerando as geragoes
separadamente, foi significativa e apresentou menor valor para os adultos (Tabela 4). Esse
resultado mostra que, quando comparadas as trés populacdes, as progénies possuem uma
maior divergéncia genética quando comparadas com os adultos, podendo indicar um efeito de
deriva genética. Vale lembrar que na floresta essas progénies representam uma amostra
pequena de matrizes (menor que o tamanho representativo) e que os individuos das progénies
ndo estdo estabelecidos na populacdo. Eles representam uma amostra da recombinacédo

existente no evento reprodutivo em que foi feita a coleta das sementes.

Tabela 4- Estatistica F para os adultos e progénies dos trés ambientes.

Geracdo f F 0
Adultos -0,0332 NS -0,0034 NS 0,0288*
Progénies -0,1976 NS -0,0869 NS 0,0923*

NS: néo significativo; ":significativo (p<0,05);
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A andlise bayesiana realizada pelo programa STRUCTURE para as trés populac@es indicou
que o melhor valor de K foi trés, evidenciando a presenca de trés grupos génicos distintos.
Apesar da formacgédo dos grupos, ndo foi possivel fazer uma distingcdo de cores por ambiente,
indicando que todas as castanheiras fazem parte de um mesmo grupo genético ancestral
(Figura 7). No entanto, a constituicdo genética das castanheiras encontradas no pasto
apresentou uma maior proporcao de um dos grupos génicos (verde), corroborando com outros

resultados anteriores de que ha diferencas nas frequéncias alélicas entre esse ambiente e a

floresta nativa.
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Figura 7- Representacdo de todos os individuos de Bertholletia excelsa nos trés locais de
estudo realizada com a analise bayesiana no programa STRUCTURE.

4.2 Taxa de cruzamento

As taxas de cruzamento multilocus foram muito préximas da alogamia completa para
todas as populacdes, inclusive com valores superiores a 1,0 (Tabela 5). Estimativas da taxa de
cruzamento maiores que 1,0 devem ser interpretadas como 100% de cruzamento e n&o
considerado seu valor nominal (JUNGHANS et al., 1998).

Poucos sdo os trabalhos que estimaram a taxa de cruzamento em Bertholletia excelsa,
sendo encontrados apenas dois estudos. Ambos utilizaram marcadores de izoenzimas e
tiveram um numero muito pequeno de locos polimérficos, o que pode ter influenciado os
resultados. O trabalho de O’Malley et al. (1988) foi 0 primeiro e Unico até os anos 2000.
Neste trabalho, a taxa multilocus estimada foi de 0,85, sugerindo a ocorréncia de
autofecundacdo. Pardo (2001) encontrou valores superiores de %, (0,93, 0,93 e 1,00),
estimados para uma populacdo nativa de castanheiras e dois remanescentes em pastagem,
respectivamente.

Os resultados do presente trabalho corroboram com Pardo (2001) e outros feitos com
polinizacdo controlada (CAVALCANTE, 2008), indicando um sistema de cruzamento

predominantemente aldgamo, com indicativo de autoincompatibilidade.
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Tabela 5- Estimativas de taxa de cruzamento e os desvios padrOes entre parénteses para

Bertholletia excelsa.

Pardmetros Estimativa

Sistema de reproducao Floresta Pasto Plantio
Taxa de cruzamento multilocus £, 0,977 (0,063) 1,118 (0,056) 1,200 (0,050)
Taxa de cruzamento unilocus £ 0,871 (0,047) 0,989 (0,045) 0,982 (0,067)

Correlacao de autofecundacédo f;

Correlacdo de Paternidade 7, ¢

Cruzamento entre parentes £,,, — £

Numero efetivo de doadores de polen ﬁ(gp}

Taxa de autofecundagéo §

Endogamia e estrutura genética

Indice de Fixagéo Adultos 7,

Indice de Fixacdo Progénies F,

Endogamia por autofecundagéo f,m

Endogamia por cruzamento entre parentes
= ts

Proporcéo de auto-irméos ﬁ[ss:,

Proporcéao de irmaos completos ﬁgs:,

Proporcéo de meio- irmdos ﬁ(hsj,

Proporcdo de irmaos de cruzamentos mistos

F (hss)

Coeficiente de coancestria dentro das

familias @

0,207 (0,719)
0,428 (0,100)
0,106 (0,039)
2,33

0,023

-0,200
0,076
0,009
0,067

0,0005(0,05%)
0,4085 (40,85%)
0,546 (54,6%)
0,0449 (4,5%)

0,146

-0,999 (0,204)
0,327 (0,074)
0,130 (0,072)
3,05

0

0,014
-0,086
0
-0,086

0
0,327 (32,7%)
0,673 (67,3%)
0

0,168

-0,999 (0,331)
0,349 (0,093)
0,218 (0,083)
2,86

0

0,082
-0,006
0
-0,006

0
0,349 (34,9%)
0,651 (65,1%)
0

0,182

No presente trabalho, buscou-se verificar se a formagéo de pastagens com castanheiras

isoladas estaria afetando o sistema reprodutivo, sendo esperado encontrar aumento na taxa de
autofecundacéo ou acasalamento entre individuos aparentados devido a retirada da floresta e
dificuldade dos polinizadores em realizar voos a grandes distancias abertas (MORI;
PRANCE, 1990). No entanto, os resultados ndo confirmaram esta hipétese, verificando 100%
de cruzamento entre as castanheiras da pastagem e do plantio. Outros estudos, como os de
Centeno (citado por PARDO, 2001) e Cavalcante (2008), mostraram a presenca de
polinizadores tanto em &reas de pasto como em plantios, indicando que a hipotese de que as
abelhas ndo conseguem visitar as castanheiras do pasto ndo é verdadeira. Desta forma, as altas
taxas de cruzamentos observadas neste estudo podem estar associadas a mecanismos de
autoincompatibilidade, conforme ja citado por O’Malley et al. (1988) e Pardo (2001) em seus
trabalhos.

Em todas as popula¢Bes houve cruzamento entre individuos aparentados, sendo que na
floresta foi onde se observou a menor taxa desse tipo de cruzamento. O plantio foi onde se
observou maior cruzamento entre aparentados, o que poderia ser esperado uma vez gue esta

populacéo foi formada artificialmente a partir de poucas matrizes e também pela distancia de
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forrageamento do polinizador que, devido a maior densidade de castanheiras, favorece a
concentracdo de polinizadores (AZEVEDO et al, 2007).

Apesar do cruzamento entre parentes ter sido menor na floresta, observou-se maior
correlagdo de paternidade neste ambiente, sugerindo a ocorréncia de cruzamentos
preferenciais com formagao de irméos completos na mesma familia. Este resultado pode ser
um reflexo do comportamento de forrageamento do polinizador onde, na floresta, devido a
maior dificuldade de se encontrar as castanheiras, o polinizador fica mais tempo em uma
mesma arvore (BAWA, 1990) e promove com isso a fertilizacdo de varias flores com o polen
de um mesmo doador de pdlen. Nos outros ambientes, essa correlacdo foi um pouco menor
provavelmente devido a densidade de arvores e maior facilidade do polinizador visitar varias
arvores num curto espaco de tempo.

A distribuicdo de parentesco dentro das familias foi calculada a partir das taxas de
cruzamento multilocus e da correlacdo de paternidade. Em todas as populagdes as progénies
foram compostas predominantemente de meio-irmaos (54,6% na floresta; 67,3% no pasto; e
65,1% no plantio), seguido de irmaos completos (40,85% na floresta; 32,7% no pasto e 34,9%
no plantio). A floresta foi o Unico ambiente que apresentou alguma propor¢do de irméos de
autofecundagdo (0,05%) e irméos provenientes de cruzamentos mistos (4,5%) (Tabela 5).

Analisando cada ambiente separadamente e comparando as geragdes, o indice de
fixacdo para os adultos do pasto e do plantio foi baixo, porém significativo, sugerindo que
houve pequena selecdo contra heterozigotos nesses ambientes. Os resultados citados
anteriormente podem ser a causa da maior taxa de cruzamento observada no pasto e no
plantio, como ja foi mostrado. Ja para as progénies, pode-se verificar que somente a floresta
apresentou valor positivo, mostrando que nesse ambiente houve endogamia causada tanto por
autofecundagdo como por cruzamentos entre parentes (endogamia biparental).

Em todas as populagdes, o coeficiente de coancestria dentro das familias foi maior que
0 esperado para progénies de meios-irmdos (0,125), sugerindo cruzamentos nao aleatérios
(Tabela 5). Como apenas na floresta houve uma pequena taxa de autofecundacédo, e em todos
os ambientes observou-se endogamia por cruzamento entre parentes, e o coeficiente de
coancestria foi menor que 0,25, a coancestria media entre os parentais que deram origem as
progénies em todas as populacdes deve estar entre o grau de meios-irmaos (0,125) a irméos-
completos (0,25).

Os resultados de estrutura parental sugerem que a diversidade genética das populagtes

de Bertholletia excelsa esteja estruturada em grupos de familias e que certos niveis de
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endogamia biparental podem ser esperados nas populagfes. No entanto, os estudos de
Reategui-Zirena et al. (2009), Oliveira (2011) e Sujii (2011) ndo encontraram endogamia nas
populacbes de adultos estabelecidos, assim como nesse estudo para a floresta nativa,
sugerindo que outros mecanismos podem agir na natureza a fim de se evitar a endogamia.
Nesse sentido, as progénies analisadas neste estudo foram provenientes de sementes coletadas
e ndo de regeneracdo estabelecida na populagdo e, portanto, ndo houve nenhuma acgéo de
selecdo sobre essas plantas. Oliveira (2011) avaliou regenerantes em duas populacdes e em

uma delas encontrou endogamia enquanto que na outra n&o.

4.3 Fluxo génico e analise de paternidade

O numero total de progénies analisadas foi 288. O teste de paternidade (considerando
80% de probabilidade) possibilitou a identificacdo de possiveis pais para 104 progénies, com
63% de imigrantes participando dos cruzamentos nas populacdes. As outras 184 progénies
tiveram seus doadores de pdlen fora dos limites coletados para a populacdo. Para cada
ambiente separado, foram encontrados pais para 19 progénies, tanto na floresta como no
plantio, e 66 progénies no pasto.

Na floresta, a taxa de imigracdo de polen estimada foi de 80,4%, enquanto que no
pasto e no plantio foi de 46,8% e 40,2%, respectivamente (Tabela 6). A delimitacédo
geografica da populagédo de castanheiras e 0 mapeamento da vizinhanga no pasto e no plantio
foram mais faceis que na floresta e, talvez, esse seja um dos motivos que explique a baixa

proporc¢do de doadores de polen encontrada dentro da floresta.

Tabela 6. Média da estimativa de imigracdo de pdlen dentro das familias em cada ambiente
amostrado onde a taxa de polen esta expressa.

Ambiente  Numero Total de Progénies com Progénies com Taxa de pélen
de progénies com possiveis pais possiveis pais nas imigrante
progénies possiveis pais dentro da vizinhangas
encontrados populacéo
Floresta 97 19 19 0 80,4%
Pasto 94 66 50 16 46,8 %
Plantio 97 19 12 7 40,2%

A partir da analise de paternidade, foram obtidas as distancias médias de dispersdo do
polen gque variaram bastante da floresta para o pasto e plantio com médias de 945 m, 442m e
446 m, respectivamente.

Os resultados de taxa de cruzamento e fluxo génico indicam que nao houve deficiéncia

de polinizador nas pastagens, ja que foi observado fluxo génico de pdlen em todas as direcGes
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e distancias (Figura 8). Parece que em areas mais abertas, como o plantio e pastagem, ha
maior contribuicdo de individuos proximos na composi¢do genética das geraces. Apesar do
fluxo médio de polen encontrado na floresta ter sido mais que o dobro dos outros ambientes,
as distancias variaram de 100 a 2.076 metros, mostrando que os polinizadores voam grandes
percursos. O mosaico florestal, composto por arvores em florescimento e outras nao, pode
favorecer o maior alcance de voo do polinizador na floresta, enquanto que no pasto e no
plantio a matriz de floracdo é mais densa e resulta em menores distancias de voo do
polinizador (AZEVEDO et al., 2007).

O fluxo génico aparente entre as populagcbes foi estimado em 9,30 imigrantes por
geracdo mostrando que, a cada geragdo, estdo entrando nas populages aproximadamente
nove novos individuos para manter a variabilidade genética. A manutencdo da variabilidade
das populacGes é importante, pois torna a populacdo menos suscetivel ao aparecimento de
homozigotos, 0 que a deixa com a maior capacidade para responder a futuras mudancas
ambientais e também ajuda no manejo dos recursos genéticos para fins de conservagédo ou
domesticacdo (FALK et al., 2001).



32

DOADORES DE POLEN E MATRIZES
FLORESTA

DOADORES DE POLEN E MATRIZES

PLANTIO ., =

Figura 8- Esquema em imagem de satélite mostrando a posi¢do geogréafica das arvores, as
direces e distancias de migracdo de polen em Bertholletia excelsa, nas popula¢des de floresta
nativa, plantio e pastagem. (Fonte: Alisson M. Munaretti, 2013)
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5. CONCLUSOES

- Bertholletia excelsa apresentou alta diversidade genética, estimada tanto pelo nimero de
alelos por loco como pela heterozigosidade;

- Houve perda de diversidade génica da floresta para a pastagem e, em todos os ambientes,
houve perda de diversidade dos adultos para as progénies, principalmente na floresta;

- As populagdes foram divergentes geneticamente, sendo que as progénies apresentaram
maior diferenciacdo que os adultos, indicando um possivel efeito de deriva genética ao longo
das geracdes;

- Aproximadamente 33 individuos representam toda a variabilidade genética presente dentro
de uma populacdo natural na area deste estudo;

- Observou-se endogamia apenas para os adultos do pasto, enquanto que nas progénies, em
todos os ambientes foi verificado a presenca endogamia;

- Todas as populagdes apresentaram altas taxas de cruzamento, sendo que no pasto e plantio
esta foi de 100%. Em todos os ambientes houve cruzamento entre individuos aparentados,
sugerindo uma estrutura de familias dentro das populacgdes;

- A correlacdo de paternidade foi maior na floresta, sugerindo a ocorréncia de cruzamentos
preferenciais com formacdo de irmdos completos na mesma familia;

- A distancia média de fluxo génico, via pélen, foi longa para todas as populacgdes, variando
de 442 m a 945 m, para o pasto e floresta respectivamente.

- Os resultados de taxa de cruzamento e fluxo génico apresentados neste trabalho, podem
ajudar no entendimento de como a espécie se comporta nos diferentes ambientes a fim de
promover, futuramente, sua adaptacdo em novos ambientes e, também, a domesticacdo da

espécie.
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