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RESUMO 

 
Cabral, Juliane Costa; M.Sc.; Universidade do Estado de Mato Grosso; Novembro de 
2016. Estrutura Populacional e Fluxo Gênico de uma População Natural de 
Castanheira-do-Brasil. Orientadora: Ana Aparecida Bandini Rossi. Conselheira: Aisy 
Botega Baldoni Tardin. 
 
A castanheira-do-brasil (Bertholletia excelsa Bonpl.) pertence à família Lecythidaceae 
e ocorre na região Amazônica, suas sementes são muito apreciadas na alimentação 
e possui elevado valor econômico. A crescente destruição da floresta Amazônica influi 
negativamente na ecologia de B. excelsa, causando isolamento de populações e 
mudanças nos padrões de distribuição da espécie.  Estudos do sistema reprodutivo, 
dispersão de pólen e diversidade genética são fundamentais para conservação dos 
recursos genéticos florestais e pode oferecer informações importantes para 
programas de melhoramento genético. Nesse contexto esta pesquisa objetiva avaliar 
estrutura genética e  fluxo gênico de uma população natural de castanheira utilizando 
marcadores moleculares microssatélites. O estudo foi realizado em uma parcela 18,8 
hectares localizada no município de Itaúba, MT, onde encontra-se grandes formações 
naturais de B. excelsa. Foi amostrado material vegetal de árvores adultas e juvenis, 
dos quais, foram coletadas amostras de câmbio vascular e tecidos foliares para 
extração de DNA, as amostras foram genotipados utilizando dez locos microssatélites 
desenvolvidos para a espécie. Por meio das análises de riqueza alélica, proporção de 
locos polimórficos, heterozigosidade observada esperada e índice de fixação 
constatou-se que as duas gerações de B. excelsa (adultos e juvenis), apresentam 
altos níveis de diversidade genética. A heterozigosidade observada foi maior que a 
esperada o que resultou em valor negativo do índice de fixação indicando ausência 
de endogamia na população. Foi observada a presença de alelos raros nas duas 
gerações, oito alelos entre os indivíduos adultos e sete entre os juvenis, sugerindo 
que a população de B. excelsa não está isolada reprodutivamente e que está havendo 
fluxo gênico externo à população amostrada. A análise de parentesco atribuiu 
parentais a 77% dos juvenis estudados indicando que os parentais de 23 % dos 
juvenis estão localizados fora da área experimental.  O teste de atribuição de 
paternidade detectou 0% de autofecundação na população o que está de acordo com 
os mecanismos de autoincompatibilidade que já foi observado na espécie. Com base 
na distância entre os parentais foi estimada a distância de dispersão de pólen, que 
variou de 13 a 1.119 metros, com média de 351 metros, sendo mais frequente  até 
300 metros.  A estrutura populacional com base na análise Bayesiana realizada pelo 
programa STRUCTURE permitiu identificar três grupos distintos na população, que foi 
confirmada pela análise das coordenadas principais. A análise da Variância molecular 
(AMOVA) revelou que 98% da variabilidade encontra-se distribuída dentro dos grupos 
e 2% entre grupos. Conclui-se, portanto, que há heterozigosidade e fluxo gênico na 
população B. excelsa e que a diversidade genética detectada encontra-se 
espacialmente estruturada dentro da população, sendo que quanto mais próximas às 
árvores, maior é a probabilidade de parentesco. 
 
Palavras-chave: Bertholletia excelsa, Marcadores microssatélite, diversidade 
genética, Amazônia. 
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ABSTRACT 

 
Brazil nut (Bertholletia excelsa Bonpl.) belongs to the family Lecythidaceae and occurs 
in the Amazon region, its seeds are very appreciated in food and has high economic 
value. The increasing destruction of the Amazon forest negatively influences the 
ecology of B. excelsa, causing isolation of populations and changes in patterns of 
distribution of the species. Studies of the reproductive system, pollen dispersal, and 
genetic diversity are critical for conservation of forest genetic resources and can 
provide important information for breeding programs. In this context, this research aims 
to evaluate the genetic structure and gene flow of a natural chestnut population using 
microsatellite molecular markers. The study was carried out on a plot of 18.8 hectares 
located in the municipality of Itaúba, MT, where there are great natural formations of 
B. excelsa. Plant material was sampled from adult and juvenile trees, from which 
samples were collected from vascular exchange and foliar tissues for DNA extraction, 
these individuals were genotyped using ten microsatellite loci developed for the 
species. By means of the analyzes of allelic richness, proportion of polymorphic loci, 
expected observed heterozygosity and fixation index, it was verified that the two 
generations of B. excelsa (adults and juveniles), present high levels of genetic 
diversity. The observed heterozygosity was higher than expected, which resulted in a 
negative value of the fixation index indicating absence of inbreeding in the population. 
It was observed the presence of rare alleles in the two generations, eight alleles 
between adults and seven juveniles, suggesting that the population of B. excelsa is not 
reproductively isolated and that there is a gene flow outside the sampled population. 
The kinship analysis attributed parental to 77% of the juveniles studied, indicating that 
the parents of 23% of juveniles are located outside the experimental area. The 
paternity attribution test detected 0% of self-fertilization in the population, which is in 
agreement with the mechanisms of autoincompatibility that has already been observed 
in the species. Based on the distance between the parents, the dispersion distance of 
pollen was estimated, ranging from 13 to 1,119 meters, with a mean of 351 meters, 
being more frequent up to 300 meters. The population structure based on the Bayesian 
analysis performed by the STRUCTURE program allowed the identification of three 
distinct groups in the population, which was confirmed by the analysis of the main 
coordinates. The analysis of molecular variance (AMOVA) revealed that 98% of the 
variability is distributed within the groups and 2% between groups. It is concluded, 
therefore, that there is heterozygosity and gene flow in the B. excelsa population and 
that the genetic diversity detected is spatially structured within the population, and the 
closer to the trees, the greater the probability of kinship. 
 
 
Key words: Bertholletia excelsa, Microsatellite markers, genetic diversity, Amazonia 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

Bertholletia excelsa Bonpl., conhecida popularmente como castanheira-do-

pará, castanheira-do-brasil e mais recentemente como castanheira-da-amazônia, é 

uma espécie arbórea pertencente à família Lecythidaceae (Wadt e Kainer, 2009). É 

considerada uma das plantas mais nobres e valiosas da região Amazônica, devido ao 

valor econômico da suas nozes que contém uma grande variedade de nutrientes como 

proteínas, fibras, selênio, magnésio e fósforo (Vilhena, 2004). A utilização da espécie 

vai além do uso como alimento, também é fonte de matéria-prima na produção de 

artesanatos, cosméticos e fármacos (Souza, 2006). 

A castanha-do-brasil constitui-se em um dos produtos extrativistas de maior 

importância para as famílias que vivem nas áreas de ocorrência da espécie (Witkoski, 

2004). Entre os produtos florestais não madeireiros oriundos do extrativismo, 

caracteriza-se como um dos mais importantes recursos econômicos da Amazônia, 

sendo sua semente comercializada internacionalmente, e a  coleta é feita com 

exclusividade em áreas florestais naturais (Mori, 1992; Clay, 1997; Ortiz, 2002). B. 

excelsa pode ser considerada uma espécie chave para avaliar a conservação e 

desenvolvimento florestal Amazônico, pois apresenta ampla distribuição na região;  

colheita em florestas naturais, é explorada por diversas comunidades em curto prazo 

e a baixo custo, tem sólida demanda de mercado; e sua coleta é considerada de baixo 

impacto ambiental (Zuidema e Boot, 2002).  

Uma das alternativas para valorizar a floresta em pé é a comercialização de 

produtos florestais não-madeireiros (Ortiz et al., 2002).  A castanha-do- brasil é 

reconhecida como um modelo de produto florestal que contribui para a promoção da 

conservação das florestas. A espécie é responsável pela proteção de milhares de 

hectares de florestas, pois teve papel fundamental na inclusão destas florestas na 

categoria de áreas protegidas por recursos manejados do Sistema de Classificação 

das Áreas Protegidas da IUCN (União Internacional para a Conservação da Natureza 

e Recursos Genéticos). Essa categoria foi criada principalmente por legitimar as 

reservas extrativistas como um modelo de conservação dos recursos genéticos (Wadt 

e Kainer, 2009). 
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  A crescente destruição da floresta Amazônica influi negativamente na ecologia 

da B. excelsa, pois afeta a reprodução e dispersão de suas sementes, e a 

fragmentação de habitat reduz o tamanho efetivo de suas populações e aumenta o 

isolamento espacial (Fearnside, 2006). Dentre os parâmetros genéticos populacionais 

que fornecem informações relevantes para projetos de conservação de espécies 

estão: o fluxo gênico, medidas de diversidade genética e o grau de estruturação 

genética espacial das populações (Yong et al., 2001).  A conservação da diversidade 

genética é uma pré-condição necessária à manutenção de todos os outros níveis da 

biodiversidade (Boyle, 2000; Namkoong et al., 2002). A base da conservação de 

espécies é a manutenção da variabilidade genética (Yeeh et al., 1996). Sua descrição 

e distribuição são fundamentais para o estabelecimento de medidas visando à 

conservação (Rajora et al., 2000; Moura, 2005).  

O desenvolvimento de metodologias de marcadores moleculares baseados em 

polimorfismo ao nível de sequência de DNA é uma ferramenta para caracterizar e 

avaliar recursos genéticos, especialmente para entender a estrutura e organização da 

diversidade genética das populações e seu monitoramento ao longo do tempo 

(Figueira e Cascardo, 2001). Os marcadores microssatélites têm sido utilizados, como 

uma ferramenta eficaz para a compreensão de muitas áreas da genética, como 

estrutura genética de populações, fluxo gênico, viabilidade de populações, além de 

permitir a quantificação dos efeitos da fragmentação de habitats e contribuir para o 

estabelecimento de estratégias para a conservação de espécies (Lemes et al., 2003).  

Estudos de diversidade e estrutura genética de B. excelsa já foram realizados 

com sucesso utilizando marcadores RAPD (Serra, 2006) e microssatélites (Sujii, et al., 

2015; Vieira, 2014). Entretanto ainda são poucos os estudos realizados com a 

espécie. Neste contexto o objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética, 

estrutura populacional e fluxo gênico em uma população  de B. Excelsa localizada em 

floresta nativa no Norte do Estado do Mato Grosso, por meio de marcadores 

moleculares microssatélites. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Distribuição geográfica  

A castanheira-do-brasil (Bertholletia excelsa) é uma espécie típica de mata alta 

de terra firme, (não alagável), e que se desenvolve em regiões de clima quente e 

úmido, principalmente em solos pobres em nutrientes, bem estruturados e bem 

drenados. Apresenta maior distribuição em regiões onde predominam os tipos 

climáticos tropicais chuvosos com a ocorrência de períodos de estiagem bem 

definidos (Müller et al.,1995; Clement et al., 2000).  

A área de ocorrência da castanheira é ampla e abrange a Venezuela, Colômbia, 

Peru, Bolívia e Guiana. Porém, as formações de florestas mais densas ocorrem no 

Brasil, principalmente nos estados de Rondônia, Acre, Amazonas, Pará, Amapá, 

Roraima, e Mato Grosso, como pode ser observado na figura 1 (Lorenzi, 2002; 

Zuidema, 2003; Tonini et al., 2014). 

Figura 1. Distribuição natural de castanheira-do-brasil na Amazônia. Fonte: Scoles e 
Gribel, (2011). 
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2.2 Aspectos botânicos 

B. excelsa é uma angiosperma, da classe das dicotiledôneas, ordem Myrtiflorae 

e família Lecythidaceae. Foi descrita por Bonpland, no ano de 1807, e representa a 

única espécie do gênero Bertholletia (Mori e Prance, 1990; Wadt  e Kainer, 2009). As 

árvores adultas geralmente são emergentes e suas copas estão acima do dossel da 

floresta com altura entre 30 e 50 metros (Figura 2), na fase adulta e com média de 

dois metros de diâmetro à altura do peito (Salomão et al., 1995; Lorenzi, 2002; 

Zuidema, 2003). 

 O caule é retilíneo, cilíndrico e desprovido de ramos, apresenta casca escura, 

fendida e ramos escuros nas extremidades (Figura 2A). Estimativas baseadas na taxa 

anual de incremento diamétrico sugere que alguns indivíduos podem ultrapassar mil 

anos de idade (Salomão, 1991).  

 

Figura 2. Detalhe de um castanhal natural. A) Árvores de B. excelsa, nos agrupamentos 
conhecidos como castanhais; B) aspecto geral do caule de B. excelsa.  

 

A 
 

B 
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As folhas das castanheiras são simples, espaçadas, alternadas, pecioladas, 

verde-escuras na parte superior e pálidas na parte inferior, com nervura média 

levemente aveludada na parte superior, com 25 a 35 cm de comprimento e 8 a 12 cm 

de largura (Cavalcante, 1996). 

 As flores são dispostas em inflorescência, possui seis pétalas tubulosas, 

grandes, côncavas e decíduas, de coloração branco-amarelada (Figura 3), oferecendo 

néctar e pólen como recompensa aos visitantes florais (Moritz, 1984). A estrutura da 

flor oculta os estames e o estigma restringindo a entrada dos insetos e seleciona 

polinizadores específicos com vigor físico e tamanho compatíveis, para recolher o 

pólen ou néctar (Maués, 2002). 

 

 

Figura 3. Detalhe das inflorescências e das flores de B. excelsa. 

 

 

 

 

B 
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O fruto comumente chamado “ouriço” pode pesar de 500g a 1.500g é uma 

cápsula globulosa, quase esférica, medindo de 8 a 15 cm de diâmetro cuja casca é 

espessa e lenhosa, de cor castanha,  contém de 12 a 25 sementes, com massa de 4 

a 10 g cada uma (Mori e Prance, 1990). Müller (1995) caracteriza o aspecto 

morfológico das sementes das castanheiras como de formato triangular anguloso com 

casca bastante dura e rugosa. A amêndoa presente no interior da semente é utilizada 

como alimento e considerada uma das proteínas vegetais  mais completas, possuindo 

alto valor nutritivo, é rica em cálcio e fósforo, possui elevado índice de magnésio e 

potássio (Vilhena, 2004). 

 

2.3 Aspectos reprodutivos 

A fase reprodutiva da castanheira-do-brasil inicia-se com a emissão dos botões 

florais, o período reprodutivo varia em toda  Amazônia. Tonini et al. (2014), em estudos 

de castanhais nativos em Roraima observaram que a fase reprodutiva inicia entre os 

meses de outubro e dezembro com máxima atividade entre janeiro e fevereiro. Lima 

(2009), estudando a biologia reprodutiva de castanheira no Acre, verificou que o pico 

de florescimento ocorreu no mês de dezembro. O início da  florescimento varia de 

acordo com a região, a floração é anual, longa e sincrônica e ocorre 

predominantemente, durante o período de menor precipitação, o que caracteriza a 

família Lecythidaceae (Clement, 2000; Leão e Carvalho, 2001; Tonini et al. 2014). 

A castanheira é uma planta predominantemente de polinização cruzada, de 

acordo com Muller et al. (1980) e Maués (2002), as flores da castanheira são 

polinizadas por abelhas grandes, robustas e de língua comprida da família Apidae, 

pertencentes aos gêneros Bombus (Bombini), Centris e Epicharis (Centridini), 

Eulaema (Euglossini) e Xylocopa (Xylocopini). A espécie é altamente dependente da 

ação dos polinizadores para assegurar a produção de frutos (cavalcante et al., 2012) 

A frutificação inicia no período de menor precipitação, dependendo da região e 

do ano, os frutos apresentam um período de maturação de 14 a 15 meses e a 

dispersão dos frutos ocorre na época chuvosa (Cornejo, 2003; Tonini et al., 2014).  

Durante o desenvolvimento de novos  frutos, a castanheira conserva os frutos 

velhos sendo comum encontrar frutos de diferentes estágios de desenvolvimento em 

uma mesma planta durante todo o ano (Moritz, 1984; Cornejo, 2003; Tonini et al., 

2014). O número de frutos produzidos por uma mesma árvore varia de um ano para o 

outro, isso se deve  ao grande período de maturação dos frutos, porem a média de 
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produção de frutos da população não varia muito entre os anos (Wadt et al., 2005). 

No Estado do Acre, um estudo  avaliou a produção de 140 castanheiras de 2002 a 

2008, obteve  produção média  de 71,3 frutos com 9,3 Kg de sementes  por árvore ( 

Wadt e Kainer, 2009). Tonini et al. (2008), avaliou a produção de  27 castanheiras no 

Estado de Roraima, o número médio de frutos produzidos por árvore foi de 36,4, e 

média de 5,4 kg de sementes. Na  Bolívia pesquisadores monitorou a produção de  40  

castanheiras,  de 1994 a 1998, a produção média foi de 184  frutos por árvore e 17g 

de sementes (Zuidema, 2003). Esses estudos revelam a grande variação na produção 

de frutos de castanheira nas diferentes regiões da Amazônia. 

A castanheira é a única espécie da família Lecythidaceae com frutos 

funcionalmente indeiscentes, ou seja, eles não se abrem para liberar as sementes, as 

quais amadurecem dentro do próprio ouriço (Mori e Prance, 1990).  A primeira fase 

de dispersão de fruto é gravitacional, destacando-se a capacidade dos frutos pesados 

de cair no chão sem quebrar a sua estrutura lenhosa (Zuidema e Boot, 2002). 

A dispersão e a predação dos frutos de B exelsa são realizadas principalmente 

pela cutia (Dasyprocta aguti), são os únicos roedores capazes de roer a espessa 

parede de pericarpo de frutos recém-caídos para acessar as sementes internas (Peres 

et al. 1997; Haugaasen et al., 2012) Algumas sementes são consumidas 

imediatamente, outras são armazenadas para posterior consumo ou abandonadas em 

outras áreas, onde germinam (Maués, 2002). As cutias desempenham um papel 

importante na dispersão e na regeneração natural dessa espécie (Prance e Mori 1979; 

Baider 2000). Embora alguns estudos sugiram influência do homem na distribuição 

dos castanhais de  (scoles & Gribel 2011). Para Shepard jr. e Ramirez (2011), existem 

fortes evidências de que a distribuição geográfica desta espécie na Amazônia esteja 

associada à atividade de populações humanas pré-colombianas (Shepard jr. e 

Ramirez, 2011). 

 

2.4 Estrutura populacional 

As populações de castanheira se estabelecem melhor em locais secos, sendo 

característica de mata de terra firme não inundável (Araújo, 2001; Müller, 1995).  As 

árvores de B. excelsa   ocorrem em agrupamentos conhecidos como castanhais que 

pode conter de poucos a centenas de indivíduos, a densidade de castanheiras por 

hectare varia consideravelmente em toda a Amazônia. (Mori e Prance, 1990; Peres e 

Baider, 1997; Salomão, 2009). Para Mori e Prace (1990), a densidade das 
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castanheiras em forma de aglomerados seria consequência da dependência de 

clareiras para seu crescimento juvenil. Peres e Baider, (1997) afirma que os 

aglomerados de castanheiras podem ser explicados por um padrão de dispersão  de 

curta distância promovida por cutias, sendo raros os casos de dispersão a longa 

distância. 

 Neves et al. (2016) estudando a estrutura populacional de castanheiras nos 

Estados do Acre e Amapá, observou densidade média de 2,2 indivíduos por hectare 

no Acre e 9,0 indivíduos por hectare no Amapá. Já em estudos realizados por Tonini 

el al. (2008) em Roraima, a densidade variou de 3,7 a 12,9 indivíduos por hectare. 

Essa distribuição é resultante de vários fatores que interagem entre si, como o tipo de 

solo, estresse hídrico, intensidade luminosa, polinizadores, dispersores, predadores e 

espécies competidoras são algumas das variáveis capazes de afetar o padrão de 

distribuição espacial de uma espécie (Budke et al., 2004).  

O padrão de distribuição, agrupado ou disperso pode ser resultante da tipologia 

florestal das áreas de ocorrência das castanheiras. Na região Sudeste da Amazônia 

(Acre e Bolívia), predomina a floresta aberta com maiores níveis de luminosidade que 

favorece a regeneração natural resultando em padrão de distribuição espacial mais 

disperso. Em contraste com as florestas densas, onde o dossel é alto e contínuo a 

castanheira é dependente da formação de clareiras para obter nível de luminosidade 

suficiente resultando em uma distribuição espacial mais agrupada (Wadt e Kainer 

2009). 

 

2.5 Fluxo gênico 

O fluxo gênico  definido como o movimento de genes em populações, termo 

que inclui todos os mecanismos que resultam no movimento de alelos de uma 

população para outra (Slatkin, 1987; Neigel, 2002). Jordano (2010), afirma que 

Plantas permanecem paradas, mas seus genes não. Nas plantas, o fluxo gênico é 

realizado pelo movimento de pólen e de semente, estes dois processos de dispersão 

são de importância fundamental na estruturação genética das populações (Zucchi, 

2002; Martins et al., 2011). O movimento de genes mediado por pólen é importante 

para promover a diversidade genética dentro e entre populações. Já a dispersão de 

sementes é o fator determinante para a colonização de novos ambientes. (Barluenga 

e Meyer, 2010). A dispersão por pólen envolve o movimento somente de genoma 

haplóide e por semente, do genoma diplóide, proveniente do indivíduo doador de 
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pólen e do dispersor de semente. (Medeiros, 2010). O fluxo gênico não somente 

influência a estrutura genética, mas também define os limites da própria população 

(Nason e Hamrick 1997). O fluxo gênico pode ser quantificado por medidas diretas e 

indiretas Os métodos indiretos baseiam-se nas análises da estrutura genética de 

populações (estimativas de Fst, alelos privados e auto-correlação espacial) e referem-

se ao fluxo gênico passado. Os métodos diretos referem-se ao fluxo gênico 

contemporânio e são inferidos através das ánalises de parentesco (maternidade e 

paternidade) (Zucchi, 2002; Ashley, 2010). 

Uma das maneiras de  estimar os valores de fluxo gênico indireto é baseada 

nas estatísticas F de Wright, que através do valor do Fst avalia o grau de estruturação 

genética das populações (Neigel, 2002). As medidas de Fst é uma ferramenta que 

auxilia a estimar o número de subpopulações geneticamente distintas na população, 

estimativas de diferenciação populacional, número de agrupamento de indivíduos 

geneticamente distintos, estimativas de fluxo gênico aparente, efeito relativo de 

isolamento e migração, atual e histórico tamanho efetivo populacional (Neigel, 2002; 

Balloux e Moulin, 2002). 

A estrutura genética espacial pode ser identificada a partir da análise estatistica 

de autocorrelação espacial (Vekemans e Hady 2004), onde é possivel estabelecer 

correlação entre o parentesco e a distância entre  indivíduos de uma população. 

As análises de parentesco é uma excelente ferramenta para definição da 

extensão e magnitude do fluxo gênico em populações naturais (Aldrich et al 1998). A 

ánalise consiste na utilização de locos gênicos para identificar o provável parental de 

um conjunto de candidatos adultos e reprodutivos da população e compara-los com 

os genótipos de progênies oriundas de polinização natural (Ouborg et al., 1999; 

Zucchi, 2002). Uma vez que o parental é identificado, o padrão do movimento de pólen 

dentro da área estudada pode ser determinado (Hamrick e Schanabel,1985; Zucchi, 

2002; Azevedo, 2007). Já a frequência de alelos encontrados nos juvenis, mas não 

na população parental, corresponde á estimativa da dispersão de sementes da 

população (Ouborg et al,. 1999). A determinação de dispersão de pólen e sementes 

dentro de populações tem sido eficientemente conduzida através de estudos 

genéticos baseados em dados de  marcadores moleculares (Bittencour e Sebbenn, 

2007; Garcia et al., 2007; Bacles e Ennos, 2008). 
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2.6 Diversidade genética   

Diversidade genética pode ser definida como a variação de sequências 

genômicas nos indivíduos de uma mesma espécie. O estudo de diversidade genética 

é o processo pelo qual a variação entre populações, ou entre indivíduos de uma 

população é analisada por meio de um método específico ou por uma combinação de 

métodos. Que pode ser baseada em características agronômicas, morfológicas ou em 

técnicas de marcadores moleculares (Pereira et al., 2016).  

A avaliação da diversidade genética em populações naturais é importante para 

o estudo de especiação florestal e para a conservação dos recursos genéticos 

(Buckley et al., 1988). Informações à respeito da distribuição e variabilidade genética 

são essenciais em programas de melhoramento genético, pois é necessário um 

conhecimento detalhado da diversidade  genética para obtenção de genótipos 

superiores (Milach, 1998). A diversidade genética pode ser quantificada de diversas 

maneiras, os principais parâmetros são: número de alelos por loco, número de alelos 

efetivos, número raros e exclusivos, conteúdo médio de informação polimórfica (PIC), 

heterozigosidade observada (Ho),  e esperada (He), coeficiente de fixação/endogamia 

(f), são alguns dos descritores que ajudam a caracterizar uma população. 

O número de alelos encontrados por loco é uma estimativa de grande 

importância, pois quanto maior o número de alelos presentes em uma população, 

maior é a sua diversidade (Petit et al., 1998). A estimativa de frequência alélica é 

fundamental nos estudos de genética de populações, pois a mudança genética de 

uma população pode ser avaliada pelas mudanças nas suas frequências gênicas (Nei, 

1978). A frequência de heterozigotos na população também é uma medida da 

diversidade, pois cada heterozigoto carrega diferentes alelos, os quais demonstram a 

existência de variação genética na população (Weir, 1996).  O parâmetro He diz 

respeito à probabilidade de dois gametas, tomados ao acaso em uma população 

terem alelos diferentes em determinado loco, sendo definida como a diversidade de 

Nei (1973), esperada, segundo o princípio do Equilíbrio de Hardy-Weinberg. O 

parâmetro Ho representa a real taxa de indivíduos heterozigotos na população 

estudada (Azevedo, 2007). 

Informaçãoes  à respeito de como a diversidade genética está estruturada no 

espaço geográfico é extremamente importante para o manejo e conservação dos 

recursos genéticos florestais (Epperson, 1992). A estrutura genética espacial refere-

se à distribuição espacial dos genótipos dos indivíduos dentro da população (Hamrick 
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e Loveless, 1986). O conhecimento da estrutura genética é fundamental para 

estabelecer estratégias de amostragem em populações naturais (Caballero et al., 

2010), permite estimar a área viável para conservação, intensidade ideal de coleta de 

sementes e distância mínima de coleta entre matrizes para fins de conservação in situ 

e ex situ (Epperson, 1992). 

 O avanço das técnicas de biologia molecular tem revolucionado as análises 

genéticas voltadas à conservação. Marcadores moleculares capazes de detectar 

polimorfismo de um único nucleotídeo (SNP – Single Nucleotide Polymorphism) e 

genotipagem por sequenciamento (GBS – Genotype by Sequencing), realiza  

inferências estatísticas robustas com grande quantidade de informações (Avise, 

2010).  

 

2.7 Marcadores moleculares  

Os marcadores moleculares são definidos como sequências identificáveis de 

DNA, encontradas em localizações específicas do genoma, transmitidas pelas leis 

comuns de herança (Semagn et al., 2006). São úteis para detectar variações no 

genoma, aumentando o poder de análises genéticas. A vantagem dos marcadores 

moleculares sobre os dados fenotípicos está, na possibilidade de comparar genótipos 

de diferentes ambientes,  estágio de desenvolvimento e a possibilidade de detectar 

polimorfismo em todo o genoma (Caixeta, 2016). 

A avaliação da variabilidade genética sempre foi de interesse dos geneticistas, 

que desenvolveram vários métodos para detectá-la e analisá-la. A introdução das 

técnicas de eletroforese de isoenzimas revolucionou a genética de populações na 

década de 1950 (Zucchi, 2002). Em meados da década de 1980, o pesquisador 

britânico Kery Mulis descobriu um processo eficiente de multiplicar in vitro milhões de 

cópias de um segmento de DNA. Trata-se da reação em cadeia da polimerase, ou 

PCR (Polymerase Chain Reaction). Essa reação se baseia em ciclos de replicação in 

vitro da molécula de DNA, onde cada nova molécula sintetizada em um ciclo é utilizada 

como molde no ciclo seguinte resultando em aumento exponencial (Mullis e Falona, 

1987). A descoberta possibilitou a visualização de fragmentos específicos de DNA, 

após sua produção em grande quantidade. 

 A facilidade, rapidez e sensibilidade da PCR possibilitaram o surgimento de 

uma nova geração de marcadores moleculares de diversas classes como: AFLP 

(Amplified Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeats), ISSR 
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(Inter Simple Sequence Repeat), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), entre 

outros, o que provocou grande impulso na geração de dados moleculares de várias 

espécies (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Caixeta et al., 2016). 

O melhoramento genético de plantas foi impulsionado pelo uso de marcadores 

moleculares (Guimarães, et al., 2016), que tornou-se parte da rotina dos programas 

de melhoramento com objetivo de acelerar e otimizar o processo de desenvolvimento 

de novos cultivares (Caxieta et al., 2016). Atualmente, existe uma grande variedade 

de marcadores moleculares disponíveis para diferentes espécies vegetais. 

Marcadores do tipo microssatélite também denominados SSR (Simple 

Sequence Repeats), são formados por sequências de uma a seis bases de 

comprimento repetidas em série  (Jacob et al., 1991; Tóth et al., 2000; Ferreira 

Grattapaglia, 1998). Sequências repetitivas são importantes ferramentas para 

análises genéticas, uma vez que oferecem a possibilidade de amostrar 

simultaneamente um grande número de locos genéticos polimórficos dispersos no 

genoma (Azevedo, 2007). Os microssatélites estão presentes, em regiões 

codificadoras e não codificadoras; possuem herança codominante, o que discrimina 

homozigotos de heterozigotos; são multialelicos, e constitui uma das classes de 

marcadores mais polimórficos  disponíveis  atualmente (Schlötterer e Pemberton 

1998; Caxieta et al., 2016).   

A grande limitação dos microssatélites está na necessidade de isolar e 

desenvolver marcadores especificos para cada espécie, sendo necessário ter 

conhecimento prévio das sequências do genoma da espécie em estudo ou das partes 

que envolvem os microssatélites de interesse. O que torna o desenvolvimento 

demorado e trabalhoso com alto custo. No entanto, essa desvantagem é compensada 

pela facilidade e eficiência do uso desse marcadores. (Caixeta et al., 2016). Os SSRs 

podem ser automatizavéis em sistemas multiplex, o que permite avaliar rapidamente 

um grande número de indivíduos. 
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3. MATERIAL E METODOS 

 

3.1 Área de estudo  

O estudo foi realizado no município de Itaúba, MT, onde se encontra grandes 

formações naturais de B. excelsa. A área experimental está localizada a 

aproximadamente 30 Km de Itaúba, na área de reserva legal da Fazenda Santo 

Ângelo, pertencente ao Grupo Dal Pai. Foi instalada na área uma parcela de 18,8 

hectares (400 m x 470 m).  foram amostradas castanheiras com DAP (diâmetro a 

altura do peito) ≥ 10 cm Cada indivíduo foi identificado através de numeração com 

placas de alumínio e georeferenciadas, com base nas informações das coordenadas 

geográficas obtidas por Sistema de Posicionamento Global (GPS). Foram amostrados 

também 10 castanheira localizadas fora da parcela, conforme demostrado na figura 4. 

 

Figura 4. Localização geográfica da área de estudo e distribuição dos indivíduos adultos e  
juvenis na parcela amostrada. 
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3.2 Amostragem e coleta de material vegetal 

A amostra total consistiu-se 198 indivíduos, sendo 125 adultos, (DAP ≥ 50 cm), 

e 73 juvenis (DAP < 50 cm). Esta classificação foi realizada com base em Wadt et al. 

(2005), que relatam que castanheiras pertencentes à classes abaixo de 50 cm de DAP 

são árvores imaturas, ou seja, não produtivas (juvenis), e nas classes acima de 50 cm 

de DAP são encontradas árvores em processo de consolidação da produção (adultas).  

 Um disco de câmbio vascular foi extraído de cada árvore  e acondicionado em 

microtubos de 2,0 mL contendo tampão de transporte (300 µL de CTAB 2%; 700 µL 

de etanol absoluto). O material foi mantido a -20ºC até a extração de DNA. As análise 

laboratoriais foram realizadas nos laboratório de Biologia Molecular da Embrapa 

Agrossilvipastoril, Sinop MT, e  Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília 

DF. 

 

3.3 Extração e quantificação de DNA 

O DNA genômico total foi extraído a partir de material foliar e de câmbio 

vascular, seguindo o método CTAB, proposto por Doyle e Doyle (1987), com 

modificações de Machado et al. (2002), que utiliza a máquina Fastprep- BIO 101 

SAVANT para a trituração do material vegetal ao invés de nitrogênio líquido.  

A qualidade do DNA extraído foi verificada por meio de eletroforese em gel de 

agarose a 0,8%, e corado com brometo de etídio na concentração de 0,6 ng µL -1, 

(figura 5). A quantificação do DNA foi realizada em espectofotômetro para pequenos 

volumes (Thermo scientific) e as amostras de DNA foram diluídas para a concentração de 

3 ng/µL. 

Figura 5. Resultado da eletroforese em gel de agarose a 0,8% com amostras de DNA extraído 
de 15 árvores de castanheiras. 
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3.4 Amplificações de DNA e genotipagem dos indivíduos adultos e juvenis de 

B. excelsa. 

Para genotipagem das castanheiras, amostras de DNA foram submetidas à 

amplificação via PCR (reação de polimerização em cadeia) utilizando 10 iniciadores 

(primers) microssatélites desenvolvidos para a espécie, dos quais quatro foram 

desenvolvidos por Sujii et al. (2013), identificados como “Bet” e seis por Reis et al. 

(2009), identificados como “Bex” (Tabela 1). De acordo com Reis et al. (2009) e Sujii 

et al. ( 2013), Os locos “Bet” e “Bex” não apresentam desequílibrio de ligação. A 

ligação entre os locos interfere nos resultados. 

Os marcadores microssatélites são classificados em perfeitos (repetições de 

um motivo sem interrupção), e imperfeitos (possuem um ou mais nucleotídeos 

interferindo na ordem das repetições) ou compostos (dois conjuntos de repetições 

unidos) (Weber e May, 1989). Dos 10 iniciadores utilizados neste estudo 7 são 

classificados como Simples Perfeito e 3 como Composto Perfeito. 

 

Tabela 1. Locos microssatélites que foram amplificados nos indivíduos de B. excelsa 
da população em estudo  

Locos Motivo Classificação Sequência do iniciador (5’ – 3’) 

Bet12 (TC)7 Simples Perfeito 
F: ATAAGGACCGCCCATCATC 
R:ATAGCGAGAGCAACCTTTGAAC 

Bet14 (AG)15 Simples Perfeito 
F: GTGTACTTCTCTGGTTGGGGC 
R: CCCGAGTTCATTACCCAAACT 

Bet15 
(AG)18 

(AGA)13 
Composto Perfeito 

F: ACTGCCATCACCAGCATGTAG 
R: GTCCCTTGTGGTCTCTCACAAT 

Bet16 (CT)17 (CCCT)3 Composto Perfeito 
F: TTGATCTTCGCAAGGTCGGT 
R: ACTTCCTCAATCCATCGAGT 

Bex02 
(CT)8(CA)9 
(CT)5(CA)2 

Composto Perfeito 
F: GCCATGTTCTCTACAGTCTC 
R: AGTCGGACATCCTTCGTGCT 

Bex09 (CT)32 Simples Perfeito 
F: TATTCCATGGTCCTCCGT 
R: AGTCAATCATCTTCAAGAGT 

Bex22 (CT) 38 Simples Perfeito 
F: GCATTCTCTCATTTTCGCTTG 
R: CCCTAGCAATCGTCGTCTTC 

Bex27 (GA)20 Simples Perfeito 
F: ACTGTTCTGATCCGCCATGT 
R: TTTCGACCGTTCAAATACG 

Bex33 (CT)37 Simples Perfeito 
F: CAAGTCTCTGACTCATCGCCTA 
R: ACCAGGTTCAGCAGACGTTC 

Bex37 (CT)19 Simples Perfeito 
F: TGCATGCTATGTTTCATTGCT 
R: CACGCAACCTCACAGTCTTG 

 

 As reações de amplificação foram realizadas em um volume total de 12 µL, 

contendo 3 µL de DNA (3 ng/µL); 1,2 µL de tampão PCR 10x (10x, 10mM Tris-HCl, 

pH 8,3, 50 mM KCl); 1,2 µL de dNTP (2,5 mM); 1,92 µL de BSA (2,5 mg/mL); 0,24 µL 
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de Taq DNA Polimerase (5 U/µL), 1,5 µL de cada primer (1 µM) e 1,44 µL de água 

ultra-pura. 

As amplificações foram executadas em termociclador APPLIED BIOSYSTEMS 

modelo Veriti sobre as seguintes condições: um ciclo inicial de desnaturação a 94ºC 

por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de: 1 minuto para desnaturação a 94ºC; 1 minuto 

para anelamento a 64ºC e 30 segundos para extensão a 72ºC. A extensão final foi 

realizada a 72ºC por sete minutos (Sujii et al., 2013). 

Para a confirmar a amplificação,  5 µl do produto da PCR foi aplicado em gel 

de agarose 1% corado com brometo de etídeo (1mg/ml), e visualizado em 

Transiluminador. As imagens do gel foram registradas com fotodocumentador Gel 

Logic 200 Imaging System (Kodak). O produto da PCR foi diluído em água ultra-pura 

para a concentração de 3 ng/µL.  

A separação dos fragmentos foram feitas com analisador automático de DNA 

ABI 3700 (Applied Biosystems), no qual a corrida eletroforética é feita através de 

capilares preenchidos com polímero. Esse tipo de equipamento permite a montagem 

de conjuntos multiplex de locos, ou seja, a análise de mais de um loco por corrida. A 

PCR foi realizada individualmente para cada par de primer, porém, devido à marcação 

com as fluorescências hexacloro-6-carboxifluoresceina (HEX) e 6-carboxifluoresceina 

(FAM), as eletroforeses aconteceram na forma  multiplex e duplex. Os locos que não 

teve sobreposição na amplitude de amplificação a eletroforece também foi realizada 

no sistema duplex e multiplex. 

Foram montados conjuntos duplex e multiplex de locos amplificados com 

primers marcados com fluorocromos diferentes (Tabela 2). A alta precisão obtida com 

a utilização desse tipo de equipamento é devida à possibilidade de misturar os 

fragmentos a serem analisados juntamente com o marcador padrão de peso 

molecular, graças à marcação com fluorocromos. Os locos analisados em sistema 

duplex e multiplex estão descritos na Tabela 2. O loco Bex 27 não foi analisado em 

sistema multiplex. 

 

Tabela 2. Relação dos conjuntos duplex e multiplex utilizados nas amplificações dos 
indivíduos de B excelsa 
Conjunto multiplex 1 Conjunto duplex 2 Conjunto duplex 3 Conjunto duplex 4 

Bex02 (6-FAM) Bet12 (6-FAM) Bex22 (HÉX) Bex33 (6-FAM) 
Bex09 (6-FAM) Bet16 (HÉX) Bex37 (6-FAM) Bet14 (6-FAM) 
Bet15 (HÉX)    

Fluorescências utilizadas para marcação de cada iniciador FAM (Azul), HÉX (verde). 
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 Os conjuntos duplex e multiplex foram constituídos de 1 µL de PCR (3 ng/µL), 

10 µL de HiDi e 1 µL de marcador ROX. Essa reação foi desnaturada em termociclador 

a 95º C por 5 minutos, após a desnaturação a reação foi mantida em gelo até o 

momento da eletroforese.  

Os tamanho dos fragmentos amplificados foi determinado por comparação com 

um DNA de tamanho conhecido Rox 500 utilizando o programa GeneMapper v.4.1 

(Figura 6).  O arredondamento dos tamanhos alélicos foi realizado através do software 

AlleloBin (Prasanth et al., 2006). A partir da detecção dos tamanhos dos fragmentos 

amplificados com cada par de primers para cada indivíduo, foi gerada uma planilha 

utilizada para as análises e estimativas. 

 

Figura 6.  Sistema duplex de loci em analisador automático de fragmentos ABI 3700. A) 

Imagem da detecção de picos de fluorescência dos fragmentos (verde e azul) e do marcador 

interno (vermelho); B e C) detecção dos tamanhos de fragmentos amplificados com Bet15 e 

Bex 02, respectivamente, com GeneMapper. 

 

3.5 Caracterização dos locos microssatélites 

A caracterização dos locos microssatelites, foi realizada com base nas  

estimativas de: número de alelos por loco (A),   heterozigosidade observada (Ho) e 
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esperada (He) sobre o equilíbrio de Hardy-Weinberg, e índice de fixação (F), conforme 

Weir (1996). Essas análises foram realizadas no software PowerMarker V.3.25 (Liu e 

Mouse, 2005).  

O conteúdo de informação polimórfica (PIC–polymorphism information 

content), proposto por Anderson et al. (1993), foi calculado em função do número de 

alelos detectados, da sua distribuição e frequência na população estudada. Os valores 

de PIC para cada marcador foram determinados pela equação: 

 

PICi = 1 −∑Pij
2

𝑛

𝑗=1

 

 

Nesta expressão, Pij é a frequência do alelo "j" no marcador "i" (a soma se 

estende por todos os alelos). O cálculo foi baseado no número de alelos detectados 

por marcador para um determinado loco e a frequência relativa de cada alelo no 

conjunto dos 191 genótipos analisados. O valor do PIC varia de "0", para perfis 

monomórficos, até "1", para perfis altamente polimórficos. 

 

3.6 Determinação das distâncias de dispersão do pólen e da semente da 

população de B. excelsa  

 Para verificar a distância percorrida pelo pólen e pela semente na população 

estudada, foram identificados os prováveis pais dos 73 indivíduos juvenis, oriundos 

da regeneração natural na floresta. Para a determinação do parentesco foi utilizado o 

programa Cervus 3.0.3 (Kalinowski et al., 2007). Esse método é utilizado para a 

determinação de ambos os parentais quando nenhum dos dois é conhecido e 

identificar, portanto, o par mais provável de indivíduos à parentais. Essa análise é 

realizada a partir dos locos microssatélites obtidos para esses indivíduos. Para isso, 

todos os indivíduos adultos da população foram testados como possíveis parentais 

dos indivíduos juvenis. 

O software avalia o parentesco em três etapas. 1º Análise de frequência de 

alelos dos pais e progênies em estudo; 2º simulação de parentesco com base nos 

dados de frequência de alelos observados que são usados para atribuir um limite de 

confiança na atribuição de parentesco; 3º estimativa das pontuações LOD (logarithm 

of the likelihood ratio) para o conjunto de progenitores e progênies especificados e 
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atribuição de parentesco. As análises de parentesco determinadas pela estatística Δ, 

corresponde à diferença entre o LOD logaritmo da razão de verossimilhança do 

parental mais provável, menos o LOD do segundo candidato a parental mais provável. 

Para obter os valores críticos de Δ foram conduzidas simulações com todos os 

genótipos adultos reprodutivos como candidatos a parental, usando 10.000 

simulações. Foram utilizados os níveis de confiabilidade de 95 % como restrito e 80% 

como relaxado, conforme sugestão de Marshall et al. (1998). 

Após a determinação dos parentais de cada juvenil, foi possível identificar quais 

vieram de autofecundação, e quais vieram de fecundação cruzada. Além disso, como 

todos os indivíduos da população tiveram suas posições espaciais conhecidas foi 

possível determinar a distância percorrida pelo pólen, ou seja, a distância entre os 

parentais de um determinado juvenil; e a distância percorrida pela semente, ou seja, 

a distância entre cada parental e o determinado juvenil. Foi determinado que a menor 

distância seria entre a mãe e o juvenil, considerando que o deslocamento do dispersor 

da semente seja menor que o do polinizador. 

 A estrutura genética espacial identificada através do coeficiente de coancestria 

(θxy), entre pares de árvores, foi estimado para cada uma das 10 classes de distância 

pré-estabelecidas. O intervalo de confiança a 95% de probabilidade do coeficiente 

médio de coancestria estimado, para cada classe de distância, foi construído com 

base no erro padrão da média das estimativas, obtido por reamostragem jackknife 

entre locos. O coeficiente de coancestria e o erro padrão foram estimados usando o 

programa SPAGeDi versão 1.3 (Hardy e Vekemans, 2002). 

 

3.8 Estrutura genética populacional 

Para determinar a estrutura genética na população de B. excelsa em estudo, 

as 198 árvores foram analisadas em conjunto independente do estágio de 

desenvolvimento (adultos ou juvenis).  

O programa STRUCTURE 2.2 (Prichard et al., 2000) foi utilizado para inferir o 

número de grupos (K) que melhor explica os dados por meio de um método de 

agrupamento Bayesiano. O número de grupos K foi ajustado para variações de 1 a 5. 

Os parâmetros utilizados nas análises foram 200.000 passos de burn-in e 500.000 

interações de Monte Carlo de Cadeias de Markov (MCMC). Cada simulação foi 

replicada 20 vezes como recomendado (Evano et al., 2005). Para definição do K mais 
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provável em relação aos propostos foram utilizados os critérios propostos por 

Pritchard e Wen (2004) e também o critério proposto por Evano et al. (2005).  

Assumindo o número de grupos resultante da análise Bayesiana, o programa 

GenAlEx 6.5® (Peakall e Smouse 2006) foi utilizado para realização das análises de 

diversidade genética nos grupos, análise das coordenadas principais (PCA) e da 

análise de variância molecular (AMOVA) (Excofier et al., 1992) com a variação 

genética sendo particionada em dois níveis: entre grupos (que correspondem aos 

grupos obtidos pelo Structure) e dentro dos grupos.  

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Caracterização dos locos microssatélites 

 Os locos microssatélites apresentaram um total de 38 alelos, variando de 2 

(Bet16 e Bex09 ) a 7 (Bex33) alelos, com média de 3,8 alelos por loco (Tabela 3).  

 

Tabela 3. Estimativas da diversidade genética entre indivíduos de B. excelsa, obtidas 
com 10 Primer de microssatélites 

     A: número de alelos; N: número de indivíduos; He: esperada Heterozigosidade; Ho 
Heterozigosidade observada; PIC:  conteúdo polimórfico informativo do loco; F: coeficiente de 
endogamia. 
 
 

  O polimorfismo encontrado para B. excelsa foi menor que de outras espécies 

Neotropicais, por exemplo, Tabebuia aurea com média de 36 alelos por loco 

(Medeiros, 2010); Swietenia macrophylla, média de 18,2 alelos por loco (Lemes et al., 

2002), Jacaranda copaia média de 13,5 alelos por loco (Jones, 2003). Reis et al. 

(2009), observaram uma média de 10,4 alelos por loco para B. excelsa, também 

superior ao encontrado neste estudo. Sujii et al. (2015),  em estudos de diversidade e 

Locos 
Amplitude de 

amplificação (pb) A N HO He PIC F 

Bet12 112-118 3 189 0,646 0,582 0,498 -0,077 
Bet14 105-121 5 190 0,432 0,617 0,540 0,165 
Bet15 188-200 3 185 0,481 0,475 0,369 -0,008 
Bet16 128-130 2 188 0,947 0,501 0,375 -0,308 
Bex02 108-112 2 187 0,171 0,157 0,144 -0,037 

Bex09 124-138 4 193 0,622 0,654 0,599 0,028 
Bex22 128-150 3 193 0,591 0,616 0,535 0,014 
Bex27 117-137 4 181 0,365 0,368 0,340 -0,015 
Bex33 213-247 7 192 0,432 0,467 0,423 0,036 
Bex37 185-207 5 173 0,434 0,482 0,424 0,041 
Média 112-118 3,8 187,7 0,512 0,491 0,424 -0,016 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Bertholletia_excelsa
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estrutura genética em cinco populações de B. excelsa, obtiveram médias que variaram 

entre 3,36 a 6,18 alelos por loco, o que corroboram aos encontrados neste estudo.  O 

número total de alelos existente na população é um parâmetro importante da 

diversidade genética, a medida de riqueza alélica fornece subsídios para a escolha de 

quais populações devem ser priorizadas nos programas de manejo e conservação 

Caballero et al. (2010). 

 A heterozigosidade observada (Ho) variou de 0,171 (Bex02) a 0,947 (Bet16) 

com média de 0,512. A heterozigosidade esperada variou de 0,157 (Bex02) a 0,654 

(Bex09) com média de 0,424 (Tabela 3). Sendo a média de heterozigosidade 

observada maior que a esperada. Reis et al. (2009) nos estudos com B. excelsa 

também encontrou heterozigosidade observada maior que a esperada. Sujii et al. 

(2015) estudando a estrutura e diversidade genética em cinco populações de B. 

excelsa, também relatou heterozigosidade observada maior que a esperada.  

 Alta taxa de  heterozigosidade  pode estar relacionada a mecanismos de auto-

incompatibilidade da espécie, Cavalcante et al. (2008)  relatou auto-incompatibilidade 

para B. excelsa. A auto-incompatibilidade contribui para a manutenção da diversidade 

genética dentro das populações, pois favorece a reprodução cruzada. Outros estudos 

com espécies arbóreas indicam possivel seleção a favor do heterozigoto em espécies 

auto-incompatíveis (Sebbenn et al., 2000; Ribas e Kageyama, 2004). 

 Ainda na Tabela 3, pode ser observado que o  indice de fixação (F) que teve 

média de -0,016 indicando alta heterozigosidade e baixa endogamia na população de 

B. excelsa estudada. Segundo Azevedo, (2007), o valor do índice de fixação varia 

entre -1 e +1, valores positivos indicam excesso de homozigotos, e valores negativos 

excesso de heterozigotos. Zero é o valor encontrado para uma população em 

equilíbrio de Hardy-Weinberg. Quadro locos  apresentaram  índice de fixação (F)  

positivo  (Bet14, Bex09, Bex22, Bex33), Os demais locos apresentaram valor de  F 

negativo, sendo, portanto os que revelaram maior heterozigosidade observada na 

população em estudo (Tabela3). Para Kageyama et al. (2003), o índice de fixação é 

um dos parâmetros mais importantes em genética de populações, por medir o balanço 

entre homozigotos e heterozigotos. 

 O conteúdo de informação polimórfica (PIC) variou de 0,144 (Bex02) a 0,599 

(Bex09) com média de 0,424 (Tabela 2.). De acordo com Botstein et al. (1980) valores 

de PIC abaixo de 0,25 são considerados pouco informativos, aqueles que revelam 

valores entre 0,25 e 0,50 são classificados como medianamente informativos e acima 
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de 0,50 altamente informativos. Sendo assim, o loco Bex02 é pouco informativo, não 

sendo recomendados em estudos posteriores para a espécie. Os locos  Bet14, 

Bex09 e Bex22 são altamente informativos, pois apresentaram valores superiores a 

0,50, os demais locos são considerados mediamente informativos. (Tabela 3). 

 

4.2 Comparação da diversidade genética entre individuos adultos e juvenis  de 

B. excelsa  

O número total de alelos (A) da geração adulta foi  35, o número de alelos por 

loco variou de 2 (Bet16 e Bex02) a 5 (Bex33 e Bex37), com média de 3,5 alelos por 

loco. A geração juvenil apresentou no total de 38 alelos, o número de alelos por loco 

variou de 2 (Bet16 e Bex02) a 7( Bex33 ), com valor médio de 3,8 alelos por loco 

(Tabela 4).   Observa-se que há um maior número de alelos na geração juvenil quando 

comparado com a geração de adultos, sugerindo fluxo gênico externo à área de 

estudo. Dardengo et al. (2016) também obteve maior número de alelos na geração 

juvenil que na adulta em estudos com populações de Theobroma speciosum.  

A heterozigosidade esperada (He) variou entre 0,151 (Bex02) e 0,659 (Bex09) 

com média de 0,490 para os indivíduos adultos, para os juvenis variou de 0,169 

(Bex02) a 0,639 (Bex09) com média de 0,493. A heterozigosidade observada (Ho) na 

geração adulta variou de 0,164 (Bex27) a 0,958 (Bet16) com média de 0,665, na 

geração juvenil variou de 0,185 (Bex02) a 0,928 (Bet16) com média de 0,502 (Tabela 

4). Em ambas as gerações a média heterozigosidade observada foi maior que a 

esperada. A heterozigosidade observada foi elevada quando comparada a resultados 

de estudos com outras espécies arbóreas tropicais, Theobroma speciosum (Lemos, 

2015), Theobroma speciosum (Dardengo et al., 2016) e Psidium guineense (Silva et 

al., 2016),  

A média do índice de fixação foi negativa tanto para a geração adulta quanto 

para a ajuvenil, indicando alta taxa de heterozigotos na população estudada. Estudos 

de genética entre regenerantes e adultos de uma mesma população permite entender 

a dinâmica da manutenção da variabilidade entre gerações (Ciampi et al., 2000). A 

caracterização da variabilidade genética é fundamental para o estabelecimento de 

práticas conservacionistas efetivas, pois a manutenção desta variabilidade é a base 

para a conservação de espécies (Yeeh et al., 1996). 
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Tabela 4. Parâmetros de diversidade genética obtida a partir de 125 indivíduos adultos 
e 73 juvenis de B. excelsa 

N: número de indivíduos; A: número de alelos; He: Heterozigosidade esperada; Ho: 
Heterozigosidade observada; F coeficiente de endogamia.  

 
 

Na geração de arvores adultas foram identificados 8 alelos raros de um total de 

35 alelos, os juvenis apresentaram 7 alelos raros entre 38 alelos. Alelo raro é todo 

aquele cuja frequência é inferior a 5% (Azevedo, 2007). A presença de alelos raros 

nas populações naturais deve ser considerada nas estratégias de conservação dos 

recursos genético (Kalinowsk , 2004). Sendo identificado alelos raros na população, 

estratégias para a conservação in situ e ex situ deve ser desenvolvidas para garantir 

a manutenção da variabilidade genética da espécie (Guidugli, 2011). Desse modo a 

população de B. excelsa em estudo deve ser considerada em estratégias de 

conservação.    

 

 

 

 

Locos N A He Ho F 

 Adultos 

Bet12 118 3 0,585 0,669 -0,100 

Bet14 118 5 0,634 0,475 0,130 

Bet15 120 3 0,455 0,492 -0,043 

Bet16 119 2 0,502 0,958 -0,314 

Bex02 122 2 0,151 0,164 -0,035 

Bex09 123 4 0,659 0,667 -0,001 

Bex22 122 3 0,612 0,549 0,050 

Bex27 119 3 0,349 0,353 -0,019 

Bex33 122 5 0,472 0,443 0,029 

Bex37 112 5 0,490 0,411 0,075 

Média 119,5 3,5 0,490 0,665 -0,023 

 Juvenis 

Bet12 71 3 0,574 0,606 -0,041 
Bet14 72 5 0,59 0,361 0,229 
Bet15 65 3 0,503 0,462 0,040 
Bet16 69 2 0,503 0,928 -0,300 
Bex02 65 2 0,169 0,185 -0,041 
Bex09 70 4 0,639 0,543 0,081 
Bex22 71 3 0,625 0,662 -0,041 
Bex27 62 4 0,405 0,387 -0,009 
Bex33 70 7 0,460 0,414 0,047 
Bex37 61 5 0,469 0,475 -0,078 
Média 71 3 0,493 0,502 -0,011 
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4.3 Determinação do fluxo gênico da população de B. excelsa  

Nas análises de parentesco, foram atribuíram parentais para  77% dos 

indivíduos juvenis amostrados. Para 23% dos juvenis os pais estavam localizados fora 

da parcela experimental e não foram identificados, o que significa que a população 

não está isolada reprodutivamente. 

53 indivíduos adultos participaram da polinização para gerar os  juvenis. A 

distância média para o primeiro parental foi de 159 metros e para o segundo foi de 

351 metros. Trinta e um indivíduos foram atribuídos como primeiro candidato a 

parental e 41 como segundo candidato. Um indivíduo adulto (141) foi atribuído com 

mais frequência como primeiro candidato a parental, com cinco eventos de atribuição, 

sendo, portanto o que mais contribuiu com descendentes para a próxima geração. O 

indivíduo 62 foi classificado com quatro eventos, quatro indivíduos foram atribuídos 

três vezes, oito indivíduos tiveram dois eventos de atribuição e os demais 17 

indivíduos foram atribuídos apenas uma vez (Figura 7).  

 

Figura 7. Distribuição de frequência dos primeiros candidatos a parentais atribuídos para os 
indivíduos juvenis. O eixo Y representa o número de atribuições e o eixo x representa os 
indivíduos atribuídos como candidatos. 

 
 

Três indivíduos foram atribuídos com maior frequência como segundo 

candidato a parental com três eventos de atribuição cada um (Figura 8). Oito outros 

candidatos foram atribuídos duas vezes e os demais 30 indivíduos foram atribuídos 

apenas uma vez (Figura 8). 
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Figura 8. Distribuição de frequências dos segundos candidatos a parentais atribuídos para os 
indivíduos juvenis. O eixo Y representa o número de atribuições e o eixo x representa os 
indivíduos atribuídos como candidatos. 

 
 

Não foram identificados juvenis oriundos de autofecundação, portanto as 

plantas que sobreviveram na floresta foram provenientes de fecundação cruzada. 

Cavalcante et al. (2012) em estudos de autopolinização manual de castanheira, 

observou que B. excelsa não produziu frutos com este tipo de polinização, e obteve 

baixa produção de frutos com pouco mais de 3% de frutos, quando os grãos de pólen 

foram transferidos entre as flores da mesma planta, corroborando com os resultados 

encontrados neste estudo, onde não foi encontrada árvores juvenis advindas de auto-

fecundação. 

Com base na distância entre os candidatos a parentais foi estimada a distância 

de dispersão de pólen, que variou de 13 a 1.119 metros, com média de 351 metros. 

As distâncias de polinização foram mais frequentes até 200  metros, no entanto, 

distâncias acima de 1000 metros também foram observadas (Figura 9).  
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Figura 9. Distribuição de frequência da dispersão de pólen de uma população de B. Excelsa 
 

A estimativa da distância de dispersão de sementes variou de 11,4 a 412 

metros, (figura 10) com média de 158 metros. Tuck Haugaasen et al. (2012) estudando 

a dispersão de sementes de B. excelsa por roedores, rastreou o destino de um grande 

número de sementes marcadas e expostas no chão florestal, observando que a 

maioria das sementes foram transportadas a distâncias de 15-30 m de sua posição 

original, distâncias  inferiores as encontradas nesse estudo. Como na área estudada 

ocorre extrativismo do fruto da castanheira, a dispersão a distâncias maiores pode 

estar relacionada a interferência humana no local. Scoles e Gribel (2015), em estudos 

sobre regeneração de castanheiras, verificaram que os níveis de regeneração e 

adensamento de B. excelsa estão relacionados com algumas atividades humanas que 

pode facilitar a entrada de luz no sub-bosque e dispersar de forma involuntária 

sementes durante as diversas fases da coleta de castanha. 
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Figura 10. Distribuição de frequência da dispersão de sementes de uma população de B. 
Excelsa. 

 

A análise de autocorrelação espacial demonstrou que existe correlação 

significativa para os indivíduos adultos e juvenis até aproximadamente 120 metros, 

apresentando um pico de coancestria positiva (θxy = 0,0013) aos 180 metros, sendo 

que os maiores valores de parentesco médio estão até 106 metros (Figura 11). De 

acordo com o correlograma, as sementes de B. excelsa são dispersas até 

aproximadamente 180 metros de distância da árvore matriz. Nesse tipo de estrutura 

genética espacial  a grande possibilidade de ocorrerem cruzamentos entre indivíduos 

parentes, gerando endogamia biparental e consequentemente, depressão por 

endogamia, pois a espécie apresenta mecanismos de autoincompatibilidade. 

Com base nos presentes resultados, pode-se inferir que a coleta de sementes 

de B. excelsa para fins de coservação não deve ser realizada em árvores localizadas 

dentro de distâncias inferiores a 180 m, a fim de evitar amostrar sementes de árvores 

parentes, o que reduziria o tamanho efetivo de variância (tamanho efetivo na 

população descendente). Contudo, mesmo utilizando esta estratégia, as sementes 

coletadas podem reter algum grau de endogamia biparental, se os cruzamentos 

ocorrerem dentro das vizinhanças das árvores maternas, conforme relata por Gusson 

et al. (2005). 
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Figura 11. Correlograma plotando o coeficiente de coancestria em diferentes classes de 
distância entre indivíduos adultos e juvenis em uma população de B. excelsa. Linha 
pontilhada: intervalo de confiança a 95% de probabilidade do coeficiente médio de coancestria 
estimado. Linha contínua: variação da coancestria. 

 

4.4 Estrutura genética populacional 

A estrutura populacional com base na análise Bayesiana realizada no programa 

STRUCTURE e, de acordo com o método ΔK descrito por Evanno et al. (2005), 

permitiu identificar dois grupos distintos na população de B. excelsa analisada. Para 

K=3, o valor de ΔK foi mais alto do que para os demais (Figura 12).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 12. A. Representação gráfica do valor de ΔK para cada K (grupo) de acordo com as 

informações dos 10 locos SSR por meio do recurso Structure Harvester. 
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O grupo I reuniu 73 indivíduos, o grupo II 68 e o grupo II 57 (Figura 13 B). Os 

agrupamentos gerados pelo programa STRUCTURE não separou os indivíduos 

adultos dos juvenis (Figura 14 A), o que já era esperado, pois muitos dos parentais 

dos juvenis estão entre os indivíduos amostrados como adultos, logo alguns juvenis 

são mais idênticos geneticamente com alguns adultos do que com os outros juvenis.  

 

Figura 13. Representação dos 198 indivíduos da população natural de B. excelsa, Os 
indivíduos estão representados por barras verticais com coloração (vermelha ou verde) de 
acordo com o grupo genético ao qual pertencem. 

 

A análise das coordenadas principais (Figura 11) indicou que os indivíduos 

estão separados em três grupos, confirmando os agrupamentos formados pelo 

programa STRUCTURE. A maior parte da variação entre indivíduos é explicada pela 

primeira coordenada principal (22,38%), que, em conjunto com a segunda coordenada 

principal, representam cerca de 29,89% da variação total.  
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Figura 14. Relação genética entre 191 indivíduos de B. excelsa determinada pela Análise de 
Componentes Principais (PCoA). A Coordenada 01 explicou 11,19% e a coordenada 02 
9,90% da variação dos dados. 
 

A análise da variância molecular (AMOVA), a partir dos grupos formados pelo 

Structure, revelou que 98% da variabilidade encontra-se distribuída dentro dos grupos 

e 2% entre os grupos (Tabela 8). Costa et al. (2015) em estudos de estrutura genética 

de uma população de Nectandra megapotamica também encontrou maior diversidade 

dentro dos grupos (75.11%) que entre grupos (24,89%). Assim como Soares (2016), 

ao estudar a diversidade genética em uma população natural de Hancornia speciosa, 

observou maior variação genética dentro dos grupos (83,39%) do que entre os grupos 

(16,61%). Este padrão de estrutura genética está de acordo com o descrito na 

literatura que mostram que espécies arbóreas tropicais que se reproduzem por 

alogamia e mantêm a maior proporção de variabilidade genética dentro das 

populações (Zucchi et al., 2005). 

Tabela 8. Análise de variância molecular (AMOVA) de uma população natural de B. 
excelsa dividida em grupos segundo dados moleculares com dez locos SSR utilizando 
o programa “Structure” 

Fonte de Variação GL SQ CV VT (%) Valor de P 

Entre grupos 2 20,194 0,056  2 <0,001 

Dentro de grupos 393 1055,826 2,687 92  

Total 395 1076,020 2,743 100  

*Componente de Variância (CV), Variância Total (VT) e Probabilidades de ter um componente 
de variância maior que os valores observados ao acaso (P). As probabilidades foram 
calculadas por 1000 permutações ao acaso. 
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O valor de Fst para a população foi de 0,021. Fst é uma medida de 

diferenciação que mede a proporção da variância total das frequências alélicas que 

ocorre entre subpopulações, os efeitos da subdivisão da população e a redução da 

heterozigozidade de uma subpopulação devido à deriva genética. Valores de Fst 

menores 0,05 é indicativo de pouca diferenciação genética, e valores maiores que  0,5 

indicativo de elevada diferenciação genética. O valor de Fst para a população indica 

pouca diferenciação genética entre os grupos, confirmando os resultados da AMOVA   

sugerindo um fluxo gênico eficaz entre os indivíduos da população de B. excelsa 

estudada. Zucchi et al. (2005) sugerem que a variação entre populações tem 

implicações diretas na conservação, indicando que um número maior de populações 

tem que ser amostrada quando o Fst é alto. Por outro lado, se o valor Fst for baixo, 

um maior número de indivíduos por população deve ser amostrado. Neste estudo, 

portanto, um grande número de individuos precisam ser mantidos in situ ou 

amostrados para conservação ex situ. 

 

 

5. CONCLUSÃO 

 

A população de Bertholletia excelsa estudada, apresenta diversidade genética, 

sendo a média da heterozigosidade observada maior do que a esperada.  Os 

indivíduos adultos e juvenis apresentaram índice de fixação negativo, revelando assim 

uma alta heterozigosidade na população e ausência  de endogamia. A ausência de 

endogamia na população sugere que a mesma não esta isolada reprodutivamente e 

que o fluxo gênico tem sido eficaz. A diversidade genética detectada encontra-se 

espacialmente estruturada dentro da população, sendo que quanto mais próximas às 

árvores, maior é a probabilidade de parentesco. Portanto, para a conservação da 

população recomenda-se que um grande número de indivíduos sejam mantidos in situ 

ou amostrados para a conservação ex situ. 
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