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Dedicatoéria

(...) Eu segurava vocé e dizia para sua mae: esse menino vai ser o melhor menino
do mundo... Esse menino vai ser o melhor menino do que qualquer um que
conhecemos. E vocé cresceu bom, maravilhoso, foi muito legal ver vocé crescer, foi
um privilégio. Ai chegou a hora de vocé ser adulto e conquistar o mundo e vocé
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vocé ndo é bom. Vou dizer uma coisa para vocé que vocé ja sabe: O mundo néo é
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vocé deixar. Vocé, eu ou ninguém vai bater tdo duro como a vida. Mas, néo se trata
de bater duro, se trata de quanto vocé aguenta apanhar e seguir em frente, o
quanto vocé é capaz de aguentar e continuar tentando... E assim que se
consegue vencer. Agora se vocé sabe o seu valor entdo va atrds do que vocé
merece. Mas tem que ter disposicéo para apanhar e nada de apontar dedos e dizer
que vocé nao consegue por causa dele, dela o de quem seja... Sé covardes fazem
isso e vocé ndo é covarde, vocé é melhor do que isso! Eu sempre vou amar vocé

acima de tudo, aconteca o que acontecer. (...

Rocky Balboa (2006)
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RESUMO

Vieira, Felipe Sakamoto; M.Sc.; Universidade do Estado de Mato Grosso; Feveiro de
2014; Diversidade Genética e Estrutura Populacional de Populacdes Naturais de
Castanha do Brasil (Bertholletia excelsa B.). Orientadora: Ana Aparecida Bandini
Rossi. Conselheiras: Leonarda Grillo Neves e Rosana Rodrigues.

A castanheira (Bertholletia excelsa B.) € considerada um recurso simbolo do
desenvolvimento sustentavel, apés a decadéncia do ciclo econédmico da borracha,
constituiu-se no principal produto extrativo. A fragmentacdo de habitat, como a que
ocorre na Amazonia, resulta em perda de diversidade biologica e consequente da
variabilidade genética intraespecifica, o que pode estar ocorrendo em populacdes
naturais de castanheiras uma vez que é uma espécie amazodnica e encontra-se em
regides com grande perturbacdes antrépicas. Assim, o presente estudo objetivou
analisar a estrutura populacional e a diversidade genética em populacdes de B.
excelsa com ocorréncia natural na Amazonia Meridional. Para o estudo da
diversidade genética foram amostrados 86 individuos distribuidos em duas
populacdes. As extracbes de DNA total seguiram o método CTAB com
modificacdes, as amplificacdes e analise da diversidade foram realizadas com base
em 11 marcadores de microssatélite descritos para a espécie. Para a verificacdo da
estrutura populacional e distribuicdo espacial, foram analisadas duas areas, com
ocorréncia natural da espécie, no Parque Nacional do Juruena. Nas duas areas
foram amostrados todos os individuos com DAP superior a 10 cm. Os individuos
foram organizados em classes de DAP e a determinacédo do tipo de distribuicéo
espacial se deu pelo indice de Morisita. Os marcadores de SSR revelatam 70 alelos,
com média de 6,36 alelos por primer. A Heterozigosidade observada média foi de
0,4296 e o PIC de 0,7235. A AMOVA revelou que 19% da variacdo esta entre as
populactes e 81% dentro delas. Segundo a andlise das coordenadas principais, 0s
trés primeiros componentes demonstram 32,02% da variacdo. Os agrupamentos
(UPGMA e Structure) demonstraram que os individuos se organizaram de acordo
com sua populagédo de origem e auséncia de individuos geneticamente idénticos. A
variabilidade genética estd em maior proporcdo a nivel intrapopulacional, e por
existir diversidade genética, ambas as populacdes podem ser utilizadas como fonte
de recurso genético na conservagdo da espécie. Segundo a analise populacional, a

area |, com 1200 ha possui densidade de 0,119 individuos ha™ e a &rea I, com 500
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ha de 0,032 individuos ha™. Pela distribuicdo em classes de DAP, 97,20% e 77,78%
das arvores amostradas possuem DAP entre 81 e 200 cm para a area | e area Il
respectivamente. A altura média dos individuos da area | foi de 39 m e da area Il de
34 m. Ja em relacdo a idade das arvores, na area | a média foi de 255 anos e na
area Il de 208 anos. Todas as amostras em ambas as areas possuem copa tipo
aberta e cerne de coloracdo branca. O indice de Morisita revelou distribuicdo
agregada nas duas areas, com valores de 4,133 para a area | e 7,320 para a area ll.
Em ambas as areas, o DAP médio dos individuos foi superior a 100 cm e a idade
acima de 200 anos. Apenas os individuos com idade inferior a 100 anos n&o

estavam em periodo reprodutivo.

Palavras-chave: Castanheira, SSR, Distribuicdo Espacial.
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GENETIC DIVERSITY AND POPULATION STRUCTURE OF NATURAL
POPULATIONS OF BRAZIL NUT TREE

(Bertholletia excelsa B.)

ABSTRACT

Vieira, Felipe Sakamoto; M.Sc.; Mato Grosso State University; February 2014;
Genetic diversity and population structure of natural populations of Brazil nut tree
(Bertholletia excelsa b.). Adviser: Ana Aparecida Bandini Rossi. Counselors:
Leonarda Grillo Neves e Rosana Rodrigues.

Brazil nut tree, (Bertholletia excelsa B.) is considered a resource symbol of
sustainable development. After the economical rubber cycle falling, it was the main
extractivism product. The habitat fragmentation that occurs in Amazon results in
biological diversity loss, and consequently, in intraspecific genetic variability, which
may be occurring with the natural populations of Brazil nut tree, since it is an Amazon
species, and is found in regions with much anthropogenic perturbations. So that, the
aim of this work was to analyses the population structure and genetic diversity in
populations of B. excels with natural occurrence in the Southern Amazon. For the
genetic diversity study, it was sampled 86 individuals distributed in two populations.
The total DNA extractions followed the CTAB method with modifications, the
amplifications and diversity analysis was performed based on 11 microsatellite
markers descripted for the specie. For the population structure verification and spatial
distribution, it was analyzed two areas with natural occurrence of the species in the
Juruena National Park. In the two areas it was sampled all individuals with DAP
greater than 10 cm. The individuals was organized in DAP class and the spatial
distribution type determination was found by the Morisita index. The SSR markers
reveled 70 alleles, with average of 6,36 per primer. The average heterozygosis
observed was 0,4296 and the PIC 0,7235. The AMOVA showed that 19% of variation
was between populations, and 81% of them within. According to the main coordinate
analysis, the three first components showed 32,02% of variation. The grouping
(UPGMA and Structure) showed organized individuals according to their origin
population and the absence of genetically identical Individuals. The genetic variability
is in greater proportion at the intra population level, and because the genetic
diversity, both populations can be used as genetic resource for the species
conservation. According to the population analysis, the area |, with 1200 ha, has
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density of 0,119 individual ha™, and the area Il, with 500 ha, of 0,032 individual ha™.
The DAP class showed that 97,20% and 77,78% of sampled trees have DAP
between 81 and 200 cm for the area | and area Il respectively. The individual
average height from the area | was 39 m and from area Il 34 m. Regarding the tree
ages in area |, the average was 255 years and in area Il was 208. All samples from
both areas had open type canopy and white color core. The Morisita index showed
aggregate distribution in both areas, with values of 4,133 for area | and 7,320 for
area Il. In both areas, the DAP average was upper than 100 cm and the age more
than 200 years. Only individual with age less than 100 years was not in reproductive
period.

Key words: Brazil-nut-tree, SSR, spatial distribution.



1. INTRODUCAO GERAL

A Floresta Amazbnica € a maior floresta tropical conservada do mundo,
representando 40% (3.900.000 km?) dos remanescentes mundiais (INPE, 2002) e
abriga uma sociobiodiversidade imensa (Rylands et al., 2002; Ricardo & Ricardo,
2006).

Além de ocupar um terco da biodiversidade global, ainda abriga uma
diversidade que engloba varias espécies de vertebrados, invertebrados e flora de
multiplos grupos taxondmicos. Estima-se que s6é a comunidade de plantas
vasculares tenha cerca de quarenta mil espécies, das quais trinta mil sdo endémicas
(Mittermeier et al., 2003).

Estima-se que 7% da populacdo dos estados Amazénicos (Amazbnia, Acre,
Amapa, Rondbnia, Mato Grosso, Tocantins, Para e Roraima, exceto Maranh&o),
cerca de 951.000 individuos, combine o extrativismo de produtos florestais néao
madeireiros com a caca, a pesca, 0 plantio de culturas alimentares e a pecuaria
(Souza, 2006). Desta populacédo, cerca de 17.000 familias, para compor a renda
familiar, coletam a castanha, cuja comercializacdo é a atividade responsavel por
10% do total da renda advinda do extrativismo (IBAMA, 2006).

A fragmentacdo do habitat na Amazénia resulta de diversos fatores, quase
sempre produto de pressdo humana (Maués, 2010). Nos ultimos 30 anos a
Amazonia perdeu cerca de 17% de sua cobertura florestal (Lentini et al. 2005).

Uma das alternativas sugeridas para valorizar a floresta em pé é a
comercializacao de produtos florestais ndo-madeireiros (PFNM), como a seringueira
e a castanheira (Shanley et al., 2002).

A castanheira (Bertholletia excelsa B., 1808) é reconhecida como um dos
produtos florestais ndo-madeireiros mais bem sucedidos, sendo considerado um
recurso simbolo do desenvolvimento sustentavel e estratégico para a conservagao
da Amazébnia (Clay, 1997). Este é um dos produtos extrativistas de maior
importancia para as familias que vivem nas areas de ocorréncia de B. excelsa
(Witkoski, 2004).

Bertholletia excelsa B. é uma espécie nativa da regido Amazbnica
pertencente a familia Lecythidaceae, com larga aceitacdo nos mercados nacional e

internacional, principalmente das suas améndoas (Ribeiro et al., 1999).



Apés a decadéncia da borracha, B. excelsa (castanheira-da-amazonia)
passou a constituir o principal produto extrativo para exportacdo da regido norte do
Brasil, na categoria de produtos basicos. A exploracdo de exemplares nativos desta
arvore é protegida por lei (Decreto no 1.282, de 19 de outubro de 1994) e seu fruto
tem elevado valor econdmico como produto extrativo florestal, mas isso ndo impede
seu plantio com a finalidade de reflorestamento, tanto em plantios puros quanto em
sistemas consorciados (Locatelli et al., 2005).

Castanheiras localizadas em comunidades extrativistas tem sido objeto de
estudo de varios trabalhos de estrutura populacional (Wadt et.al, 2005; Saloméo,
2009; Scoles & Gribel, 2011), no entanto, pouco se sabe sobre seu comportamento
em floresta nativa.

A estrutura de populacdes é o estudo das variacdes, no tempo e no espaco,
no tamanho e na densidade das populacdes, e dos fatores que causam essas
variacbes (Begon et al. 1990). Estudos populacionais podem enfocar varias
caracteristicas de uma dada populacdo, como estrutura de tamanho, de idade,
espacial ou genética (Aquino et al., 2002).

Os estudos da estrutura genética em populagcfes naturais tém o objetivo de
analisar e quantificar a distribuicdo da variabilidade no tempo e no espacgo, bem
como dentro e entre populagbes, permitindo melhor entendimento de como a
selecéo esta atuando em funcédo da adaptabilidade e para delinear estratégias para
conservacdo da variabilidade genética na natureza, manejo sustentavel e
melhoramento genético (Estopa, 2003; Sahyun, 2007; Rossi et al., 2009). O
conhecimento da variabilidade genética tanto dentro como entre as populacbes da
suporte a conservacao dos recursos genéticos florestais (Hamrick, 1983).

Os marcadores moleculares séo definidos como sequéncias identificaveis de
DNA, encontradas em localizacGes especificas do genoma, transmitidas pelas leis
comuns de heran¢a de uma geracao para a outra (Semagn et al., 2006). Permitem
analises rapidas através do acesso direto ao genétipo do individuo (Millach, 1999;
Solé-Cava, 2001).

Dentre os marcadores moleculares, os microssatélites ou SSR (Simple
Sequence Repeats) séo regibes do DNA compostas de pequenos motivos de 1 a 6
nucleotideos repetidos em tandem (Téth et al., 2000). A técnica de microssatélites
revela polimorfismo em determinado loco devido as diferengas no niumero de vezes

em que estas repeticdes de sequéncia simples ocorrem (Ferreira et al., 2007).
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No sentido de integrar ferramentas moleculares de microssatélite aos

estudos de genética populacional de castanheira, os objetivos deste trabalho foram:

a) Avaliar a diversidade genética em populagdes naturais de castanheira com
ocorréncia natural no norte do Estado de Mato Grosso;

b) Verificar a similaridade genética entre os individuos das populacgdes;

c) ldentificar os gendtipos mais propicios a se integrarem a bancos de
germoplasma para um futuro programa de melhoramento para a espécie;

d) Definir o padrao de distribuicdo espacial de castanheiras em duas areas no
Parque Nacional do Juruena;

e) Analisar a estrutura espacial de castanheiras em duas areas no Parque

Nacional do Juruena.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Amazonia

A Amazbnia Continental, localizada ao norte da América do Sul, ocupando
uma area total de mais de 6,5 milhdes de km? abrange nove paises: Brasil,
Venezuela, Coldbmbia, Peru, Bolivia, Equador, Suriname, Guiana e Guiana Francesa.
Entretanto, 85% deste total ficam em territério brasileiro, onde ocupa mais de 5,2
milhdes de km? o que corresponde a 61% da area do pais. Sua populacdo, no
entanto, corresponde a menos de 10% do total de habitantes do Brasil (Brasil, 2005).

A bacia amazobnica abriga mais da metade das florestas tropicais
remanescentes no mundo e também alguns dos ecossistemas com maior
diversidade biologica (Capobianco et al. 2001).

O avanco da fronteira agricola, a exploracdo de madeira, a abertura de
estradas e os incéndios florestais representam os principais fatores de fragmentacao
da floresta (Nepstad et al. 1999, 2002). Na Amazbnia, esses fatores vém
promovendo o empobrecimento da floresta, tornando-a vulneravel a fogos de origem
natural, principalmente em anos de ocorréncia do fendmeno “El Nifio” (Nepstad et al.
2000).

A perda e fragmentacdo de habitat da floresta, como a floresta Amazonica,
resultam em perda de biodiversidade, isolamento de popula¢cées e mudancas nos

padrdes de migracao e dispersao das espécies (Laurance et al. 2002).
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No Brasil, a exploragdo antropica da Amazonia tem ocasionado a perda da
sua biodiversidade devido a substituicdo das paisagens naturais por campo agricola,
pastagens e urbanizacéo (Klink, 2005).

Até 2005, uma area de 127.000 km? foi desmatada na Amazonia Mato-
Grossense, ultrapassando o limite legal. Existem 17.211 fragmentos florestais em tal
porgdo. O fator isolamento de outros remanescentes florestais pode ser um fator
preponderante no condicionamento do ecossistema nas areas extremamente
desmatadas, onde a extensdo aberta entre dois fragmentos constitui uma “barreira”
a troca genética das comunidades ecoldgicas, podendo elevar as taxas de extingcao
(ICV, 2007).

2.2 A Castanheira
2.2.1 Taxonomia e distribuicao

B. excelsa € uma planta semidecidua, heliofila, caracteristica da mata alta de
terra firme, desenvolve-se bem em regiées de clima quente e imido sendo mais
freqiente em regides com clima tropical chuvoso com a ocorréncia de periodos de
estiagem definidos (Lorenzi, 2000; Santos et al., 2006). A espécie ocorre na
Venezuela, Coldmbia, Peru, Bolivia e Guianas, mas no Brasil existe em maior
namero e formacdes compactas, nos estados do Para, Amazonas, Acre, Maranhao,
Mato Grosso, Rondbénia, Amapa e Roraima (Figura 01) (Lorenzi, 2000; Pinheiro,
2004).

A castanheira é o0 Unico representante do género Bertholletia da familia
Lecythidaceae, grupo taxondémico formado majoritariamente por arvores de
distribuicdo neo-tropical (Scoles, 2010).

Ocorre geralmente em aglomerados conhecidos como castanhais, os quais
podem conter de poucas a centenas de castanheiras (Mori & Prance, 1990), embora
possa também apresentar distribuicdo ndo agregada na paisagem (Wadt et al.,
2005).
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2.2.2 Caracteristicas botéanicas

As castanheiras adultas (Figura 02 A; Figura 03 A, B) chegam a medir 50 m
de altura para emergir do dossel da floresta (Paiva, 2009). A castanheira apresenta
caule cilindrico, liso e desprovido de ramos, com casca escura, fendida e os ramos
curvos nas extremidades (Serrano, 2005).

Héa registros de castanheiras com troncos com mais de cinco metros de
diametro (Salomao, 1991), e as estimativas baseadas na taxa anual de incremento
diamétrico ou por datacdo com radio-carbono supdem que alguns individuos podem
ultrapassar mil anos de idade (Camargo et al., 1994; Salomé&o, 1991). A maior
estimativa relatada € de 1.600 anos para um individuo com mais de 16 metros de
circunferéncia (Clay, 1997).

Suas folhas sdo espacadas, alternadas, pecioladas (Figura 02 B), de cor
verde-escura, brilhosas na parte superior e palidas na inferior. As flores (Figura 02
C) apresentam seis pétalas brancas ou brancacentas, tubulosas, grandes, dispostas
em paniculas terminais, eretas e se desenvolvem de outubro a janeiro (Corréa,
1931).

E uma espécie aldgama e possui a sindrome de melitofilia (polinizagéo por

abelhas). Sua flor abriga os érgdos reprodutivos em uma camara (ula), o que



restringe os polinizadores especificos a animais de vigor fisico e robustez
especificos (Maués, 2002).

ApoOs a polinizacdo, o tempo para maturacao dos frutos é de 14 a 15 meses
(Maués, 2002; Cornejo, 2003). O fruto (Figura 02 D, figura 03 D) € uma capsula
globosa, quase esférica, medindo de 8 a 15 cm de didmetro, sendo visivel, na parte
superior, o vestigio do calice, contém entre 15 e 30 sementes e, quando maduros,
sdo globosos, indeiscentes e extremante duros, sendo o processo de abertura

bastante trabalhoso (Ribeiro, 2011).

Figura 02.: Castanha-do-Brasil A: Aspecto geral; B: Ramo fértil; C: Inflorescéncia; D:
Ouricos e castanhas. Fonte: Barbeiro, 2002, ilustragéo: Luana Ferreira.



A améndoa (Figura 03 D), conhecida como “castanha do Brasil”, “castanha
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do Pard@” ou “castanha da Amazénia”, é rica em gorduras, proteinas, vitaminas, sais
minerais e é fundamental para a alimentacdo humana e de varias espécies de

animais (Serrano, 2005).
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Figura 03: Castanha-do-Brasil: A, B: Distribuicdo espacial de individuos em
populacdes naturais; C: Detalhe do fruto; D: Detalhe da alocacdo das sementes
dentro do fruto.

2.2.3 Disperséo e germinagdo das sementes

Poucos animais sao capazes de romper a barreira fisica do fruto para
acessar as sementes. As araras (Ara sp.) sdo grandes o bastante para agarrar o
fruto enquanto dilaceram a casca com seus bicos robustos. Sdo predadoras
importantes, chegando a consumir 10% da safra antes da maturacdo e queda dos
frutos (Trivedi et al., 2004). Pica-paus (Campephilu rubricollis), esquilos (Sciurus
sp.), macacos-pregos (Cebus apella) e alguns pequenos roedores também sé&o
capazes de perfurar os frutos e obter as castanhas (Baider, 2000; Ortiz, 1995).

Porém, para a dispersdo de suas sementes, a castanheira depende quase
exclusivamente da atividade das cotias (Dasyprocta sp.) (Ortiz, 1995; Peres &

Baider, 1997). O fruto contém um pequeno buraco em uma das pontas, 0 que
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permite que as cutias, roam até abrir a capsula. As cutias comem, entdo, algumas
das castanhas que encontram dentro do ourico e enterram as outras para uso
posterior; algumas destas que foram enterradas acabam por germinar e produzem
novas castanheiras (Ribeiro et al., 1999).

A atividade humana também é descrita como responsavel pela distrubuicéo
geografica da castanha. Existem fortes evidéncias de que a distribuicdo geografica
desta espécie na Amazonia esteja associada a atividade de populagcdes humanas
pré-colombianas (Shepard Jr. & Ramirez, 2011).

A germinacgdo das sementes ndo é limitada pela disponibilidade de luz, mas
a passagem do estadio de plantula para as proximas classes de tamanho depende
de clareiras grandes (>95 m? na floresta (Myers et al., 2000). As plantulas
apresentam crescimento maximo a plena luz, e em condi¢cdes de sombreamento
podem retardar seu crescimento a espera de luminosidade adequada (Zuidema et
al., 1999).

2.3 Estrutura populacional

O conhecimento da dindmica de populacbes arbéreas € essencial para o
manejo florestal e a conservacdo dos recursos genéticos na floresta tropical
(Kageyama, 1994).

Nas florestas tropicais Umidas a competicdo por luz € muito intensa.
Espécies dominantes precisam crescer rapidamente em altura e se beneficiam da
abertura de clareiras na mata, como € o caso da castanheira-do-brasil (Saloméo et
al., 1995).

Além da luz, a regeneracéo das espécies também € dependente da atuacao
dos dispersores, sobretudo da fauna (Saloméo et al., 1995). Dependendo do modo
de dispersdao das sementes, as populacbes de espécies arbéreas tropicais
apresentam diferentes padrbes de distribuicdo espacial (Peter, 1994).

Essa distribuicdo € resultante de vérios fatores que interagem entre si.
Fatores abidticos como o tipo de solo, estresse hidrico, altitude, intensidade
luminosa e fatores bidticos como polinizadores, dispersores, predadores e espécies
competidoras sdo algumas das variaveis capazes de afetar o padréo de distribuicéo

espacial de uma espécie (Peters, 1994; Budke et al., 2004).



Outro fator que determina a estrutura populacional de uma espécie € a
distribuicdo do numero de individuos em classes de tamanho (Serrano, 2005).

2.4 Diversidade Genética

A genética de popula¢des tornou-se uma ferramenta importante devido a
sua finalidade de descrever a variacdo genética em populacbes e estudar os
mecanismos de manutencao desta variabilidade (Nei, 1987).

A diversidade genética dentro de populagBes pode ser quantificada através
de diferentes paradmetros, sendo os principais: propor¢do de locos polimorficos,
riqueza alélica e heterozigosidade média (Yeh, 2000; Allendorf & Luikart, 2007).

Oscilacdes populacionais resultam na deriva genética que tem como
consequéncia a fixacdo de alelos, situacdo na qual todos os individuos tornam-se
homozigotos, ou seja, ha perda da diversidade genética porque as populacdes tém
reducdo no numero de alelos e consequente reducédo populacional (Mayer et al.,
2009).

O numero total de alelos por loco € um bom parametro para estudar perda
de diversidade genética e potencial evolutivo das populagbes, porém é altamente
dependente do tamanho amostral, podendo causar viés comparativos caso sejam
comparadas populacdes com diferentes tamanhos amostrais (Allendorf & Luikart,
2007).

A heterozigosidade média esperada se refere a propor¢cdo média de
heterozigotos por loco em populagdo panmitica ou a proporcdo esperada de locos
heterozigotos em individuos selecionados aleatoriamente (Nei, 1987). Este
parametro é considerado por Allendorf & Luikart (2007) como pouco sensivel ao
tamanho amostral e bastante informativo, sendo boa medida da resposta
populacional a selecéo, além de ser capaz de fornecer estimativas de coeficientes
de endogamia e poder ser utilizado como base para andlise de reducdes
populacionais.

Para espécies arboreas tropicais, diversos autores relatam que o
conhecimento do nivel de variagéo genética e da sua distribuicdo permite direcionar
estratégias de melhoramento, maximizar 0os ganhos genéticos e manejar as
populag6es naturais por meio do uso racional e sustentavel dos recursos, visando a

conservacgao genética (Gribel, 2001).



Para tanto, a principal ferramenta para avaliar como esta variabilidade
encontra-se distribuida dentro e entre as populacbes sdo o0s marcadores
moleculares (Sebbenn & Ettori, 2001; Telles et al., 2003).

2.5 Marcadores SSR

A obtencédo dos marcadores envolve a amplificacdo dos microssatélites via
PCR, utilizando-se de primers especificos (geralmente de 20 a 25 pb), para as
regides do DNA que flanqueiam os microssatélites, ou seja desenvolvimento de
primers especificos para uma espécie em estudo (Carvalho, 2009).

Marcadores SSR apresentam muitos aspectos positivos: herangca co-
dominante; transferabilidade; alto grau de polimorfismo mesmo entre linhagens
proximas; cobertura gendmica extensa e bem distribuida; a analise de polimorfismos
de SSR é mais simples e econbmica quando comparada a outras metodologias,
além de demandar pequena quantidade de DNA, poder ser automatizada (Millach,
1999; Téth et al., 2000; Semagn et al., 2006; Grattapaglia, 2007; Kalia et al., 2011).
Devido a estas caracteristicas, estes marcadores obtiveram consideravel
importancia em genética de plantas e melhoramento e sdo a escolha atual em
grande parte das areas de genética molecular, sendo considerados excelentes para
estudos de genética de populacdes (Oliveira et al., 2006; Semagn et al., 2006; Kalia
et al., 2011).

A taxa de mutacdo nos marcadores SSR é, em geral, de 10 a 100 vezes
maior do que em outras regiées do genoma, fazendo com que sejam consideradas
sequéncias de alta taxa evolutiva (Ferreira et al., 2008).

Os microssatélites por serem marcadores moleculares codominantes tém
sido cada vez mais utilizados como uma ferramenta eficaz para a compreensao de
muitos campos da genética, como a estrutura genética de populacdes, fluxo génico,
analise de paternidade, viabilidade de populacdes, além de permitir a quantificacéo
dos efeitos da fragmentacdo de habitats e estabelecer estratégias para a
conservacao de espécies (Lemes et al., 2003).
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4. CAPITULOS

CAPITULO I: Diversidade Genética de Populacdes de Castanha do Brasil

(Bertholletia excelsa B.) com Ocorréncia Natural na Amazodnia Meridional
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RESUMO

Vieira, Felipe Sakamoto; M.Sc.; Universidade do Estado de Mato Grosso; Feveiro de
2014; Diversidade Genética de Populacbes de Castanha do Brasil (Bertholletia
excelsa B.) com Ocorréncia Natural na Amazonia Meridional . Orientadora: Ana
Aparecida Bandini Rossi. Conselheiras: Leonarda Grillo Neves e Rosana Rodrigues.

A castanheira (Bertholletia excelsa B.), pertence a familia Lecythidaceae. Com a
fragmentacdo do habitat, areas continuas de floresta sdo reduzidas a pequenas
porgdes isoladas, como ocorre com a castanheira. O conhecimento da variabilidade
genética da suporte a conservacao dos recursos genéticos florestais, o qual pode
gerar subsidios para a estruturacdo de um banco de germoplasma para a espécie. O
objetivo deste estudo foi analisar a diversidade genética entre e dentro de
populacdes naturais de Bertholletia excelsa B. no norte do estado de Mato Grosso.
Foram delimitadas duas areas com ocorréncia natural de castanheiras, localizadas
em Alta Floresta, MT, que constituiram as duas populacdes de estudo (AGRO e
CAR). Na populacdo AGRO foram amostrados 36 individuos e na populacdo CAR
50 individuos. O DNA genémico foi extraido pelo método CTAB com modificacdes.
Foram utilizados 11 marcadores SSR descritos para a espécie. O valor da
divergéncia genética média foi de 0,7618, a heterozigozidade média (observada) foi
de 0,4296 e o PIC médio foi de 0,7235. Os trés primeiros componentes da andlise
das coordenadas principais explicam 32,02% da variacdo. Segundo a AMOVA, 81%
da variabilidade encontra-se entre o0s individuos dentro da populacdo. Os
dendrogramas gerados pelo método UPGMA formaram dois grupos bem definidos,
um formado pelos individuos da populacdo AGRO e o outro pelos individuos da
populacdo CAR. Assim como no agrupamento do “Structure”. A variabilidade
genética € maior em nivel intrapopulacional do que interpopulacional. Por existir
variabilidade genética em ambas as populacbes, e ndo haver individuos
geneticamente idénticos ou muito proximos, ambas as popula¢gbes podem ser fonte
de gendétipos para bancos de germoplasma e para um futuro programa de

melhoramento.

Palavras-chave: Castanheira, variabilidade genética, marcadores SSR.
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ABSTRACT

Vieira, Felipe Sakamoto; M.Sc.; Mato Grosso State University; February 2014;
Genetic diversity of Brazil nut tree (Bertholletia excelsa B.) populations naturally
occurring in southern amazon Adviser: Ana Aparecida Bandini Rossi. Counselors:
Leonarda Grillo Neves e Rosana Rodrigues.

Brazil nut tree, (Bertholletia excelsa B.) belongs to the Lecythidaceae family.
Because the habitat fragmentation, forests continuous areas were reduced to small
isolates portions, as occur to the Brazil nut tree. The genetic variability knowledge
gives supports to forest genetic resources conservation which can give data for a
germplasm bank structuring for the species. The aim of this work was to analysis the
genetic diversity among and within natural populations of Bertholletia excelsa in
Northern Mato Grosso State. It was delimited two areas with natural occurrence of
Brazil nut tree, in in Alta Floresta, Northern Mato Grosso State that composed the
two studied populations (AGRO and CAR). In the AGRO population it was sampled
36 individuals and in the CAR population, 50 individuals. The genomic DNA was
extracted by the CTAB method with modifications. It was used 11 SSR markers
descripted for the specie. The average genetic divergence value was 0,7618, the
average heterozygosis observed was 0,4296 and the average PIC was 0,7235. The
three first components of analysis of the main coordinates explain 32,02% of the
variation. According to the AMOVA, 81% of variability is among individuals within the
population. The dendrograms generated by the UPGMA method formed two well
defined groups: one of individuals from AGRO population and other from CAR
population individuals, as well as in the “Structure” grouping. Because the genetic
variability in both population with no identical individuals or very close, both
populations can be genebanks genotypes source for future breeding programs.

Key words: Brazil nut tree, genetic variability, SSR markers.
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INTRODUCAO

A castanheira (Bertholletia excelsa B.), pertencente a familia Lecythidaceae,
€ considerada uma das plantas de maior valor da Floresta Amazonica. Trata-se de
uma arvore “intimamente ligada a cultura das populagdes tradicionais da Amazonia,
seus produtos e subprodutos sdo utilizados ha varias geracdes, como fonte de
alimentacao e renda” (Cunha & Dantas, 1997). Embora sua extragao e derrubada
estejam proibidos por decreto federal desde 1994 e apesar de sua importancia e do
potencial de mercado, nacional e internacional, a espécie estda ameacada de
extincdo, como consequéncia do avanco da fronteira agricola na Amazoénia que vem
reduzindo progressivamente as populacdes naturais da espécie.

A fragmentacdo do habitat reduz areas continuas de floresta a pequenas
porgbes isoladas, diminuindo o numero efetivo de arvores adultas de uma
populacdo, ou seja, o numero de individuos doadores de pdlen, e pode também
diminuir a populacdo dos agentes polinizadores, aumentar a taxa de
autofecundacéo, e mudar a composi¢cdo dos grupos de polinizadores (Cascante et
al., 2002; Quesada & Stoner, 2003; Maués, 2006).

Como espécies arbdreas sao organismos de vida longa e a fragmentacéo
das florestas brasileiras é relativamente recente, os efeitos da fragmentacao florestal
sobre a diversidade genética, endogamia e estrutura genética espacial séo dificeis
de serem observados diretamente em amostras de individuos reprodutivos (Aguilar
et al., 2010; Gaino et al., 2010; Sebbenn et al., 2010).

A expressao variabilidade genética (ou biodiversidade molecular) é utilizada
para se referir a diversidade de alelos existentes nos varios locos génicos de uma
espécie (Ferreira, 2008).

O estudo da variabilidade genética intraespecifica e o conhecimento de como
esta variabilidade est4d estruturada no espaco, sao importantes para delinear
estratégias de conservacao genética, manejo sustentavel e melhoramento genético
de uma espécie (Kageyama et al., 2003; Estopa, 2003; Sahyun, 2007; Rossi et al.,
2009; Rivas et al., 2013).

O conhecimento da variabilidade genética tanto dentro como entre as
populacées da suporte a conservacdo dos recursos genéticos florestais (Hamrick,

1983). Assim o desenvolvimento de estratégias para a conservacao genética de uma
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espécie passa pelo estudo da distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro
de suas populacoes.

As caracteristicas morfolégicas sdo muito utilizadas para a caracterizacao de
uma espécie, mas 0s marcadores moleculares fornecem uma abordagem mais
especifica de cada individuo e sdo muito mais eficientes para a determinacdo da
variabilidade genética, por analisarem diretamente o material genético (Yanaka,
2005).

Os marcadores moleculares baseados na amplificacdo de microssatélites,
também denominados de repeticbes de sequéncias simples (simple sequence
repeats; SSRs), compreendem uma classe de DNA repetitivo composto de
pequenas sequéncias de 1 a 4 nucleotideos repetidos adjacentes que se encontram
dispersos no genoma (Schlétterer & Pemberton, 1998).

Estes marcadores sdo co-dominantes, hipervariaveis, apresentam variacdes
de comprimento entre os alelos e estdo distribuidos aleatoriamente pela regido
eucromatica do genoma, embora sejam raros nas regides codificadoras (Hancock,
1999; Schliétterer & Wiehe, 1999).

Hoje, os microssatélites sdo um dos mais poderosos métodos para estudos
genéticos de populacdes (Selkoe & Toonen, 2006). Podem ser utilizados para a
determinacdo do grau de relacdo entre individuos e/ou grupos de uma mesma
espécie (Blouin et al., 1996), para andlise de ascendéncia teste de paternidade
(Isagi et al., 2004) ou ainda como ferramenta para avaliar os niveis de endogamia de
uma populacao (Arbelaez-Cortes et al., 2007),

Neste contexto, o presente estudo objetivou analisar a diversidade genética
entre e dentro de populacdes naturais de Bertholletia excelsa com ocorréncia

natural no norte do Estado de Mato Grosso.
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MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

O presente estudo foi realizado em duas areas na Amazo6nia meridional,
localizadas em Alta Floresta, MT (Figura 01). Em cada area foi amostrada uma
populacdo de B. excelsa. Neste caso foi adotada a definicido estatistica de
populacdo de Sokal & Rohlf (1969), segundo os quais populacdo se refere ao
conjunto de individuos que existe dentro de determinada area de amostragem,
limitada em espaco e tempo, sobre os quais sdo feitas inferéncias estatisticas. A
primeira populagdo estd situada na MT 208, Fazenda Agrocondor Il (AGRO); a
segunda, Fazenda Carolina (CAR), localizada na Vicinal 42 Oeste, (Figura 01). A
populacdo AGRO encontra-se em pasto, é formada predominantemente de arvores
altas (altura estimada superior a 30 m), onde foram amostrados 36 individuos. Ja a
populacdo CAR esta localizada em pasto recém formado e seus individuos possuem
altura estimada inferior a 30 m, nesta populacéo foram amostrados 50 individuos.

Alta Floresta possui uma area de 9.310,27 km?, est& localizada no extremo
Norte do estado de Mato Grosso, as coordenadas geograficas de 55° 30’ a 57° 00’
longitude W e 9° 00’e 11° 00’ latitude S (Prefeitura Municipal de Alta Floresta, 2013).

O clima é do tipo AWI — classificacdo Koopen — clima tropical chuvoso com
nitida estacédo seca e com temperaturas entre 20° e 38°C. No tocante a pluviosidade,
pode atingir médias muito elevadas, algumas vezes superiores a 2.750 mm. O
municipio esta entre 250 a 450 m acima do nivel do mar, com solos variveis,
predominando o grupo de Podzdlico (Amarelo e Vermelho-Amarelo) e, em pequenos

percentuais, Latossolos e Hidromérficos (Prefeitura Municipal de Alta Floresta, 2013)
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Figura 01: Localizacdo geografica das duas populacdes de estudo. Fonte: SEMA
(2014).

Amostragem das populacdes e coleta de material

Foram amostrados 86 individuos nas duas populacées de B. excelsa, sendo
36 na populacdo AGRO e 50 na populacdo CAR, distantes geograficamente entre si
por 50 km em linha reta. De acordo com Leberg (2002), tamanhos amostrais
grandes resultam em melhores estimativas da riqueza alélica, porém, a partir de
certo ponto, o aumento no numero de individuos amostrados ndo acarreta em
aumento da variabilidade genética captada, ou seja, a relagdo entre o tamanho
amostral e a riqueza alélica é assintética. Segundo Freeland (2005), o tamanho
amostral ideal é de no minimo de 30 a 40, porém isso depende da variabilidade do
loco em analise. Berg & Hamrick (1997) afirmam que tamanhos amostrais de 30
individuos por populacdo podem ser considerados suficientes para a estimativa das
frequéncias alélicas dentro das populacbes quando os marcadores utilizados
apresentam locos com padrdo de heranca codominante, caso dos marcadores aqui
utilizados.

A amostragem foi realizada de maneira aleatdria, com o0 maior espagamento
possivel entre individuos, visto que, mesmo em popula¢édo com distribuicdo espacial
continua, a reproducdo cruzada pode ser restrita a pequenas distancias devido ao
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baixo alcance da disperséo, diferenciando as popula¢des (Wright, 1943). Além disso,
tal diferenciacdo genética pode também ser favorecida pelas proprias variacdes
naturais do ambiente (Meffe & Carrol, 1994). Todos os individuos amostrados nas
duas populacdes foram georreferenciados e medidos quanto ao DAP (diametro a
altura do peito).

De cada individuo amostrado foi coletado material foliar com o auxilio de
atiradeira manual. Foram coletadas preferencialmente folhas jovens, sem danos
mecanicos ou sinais de doenca. Todo o material foliar coletado foi identificado, ainda
em campo e armazenado em silica gel. O material foi transportado para o laboratorio
de Genética Vegetal e Biologia Molecular do Campus Universitario de Alta Floresta,

para a realizacdo dos procedimentos laboratoriais.

Procedimentos laboratoriais

Extracdo e quantificagcdo de DNA

O DNA gendmico total foi extraido (Figura 02) de aproximadamente 100 mg
de folhas seguindo o método CTAB descrito por Doyle & Doyle (1987) com
modificacdes: aumento da concentracao de polivinilpirrolidona (PVP) de 1% para 2%
e de B-mercaptoetanol de 0,2% para 3% no tampéo de extragdo, além da redugéo
do tempo de incubacdo a 65°C de 60’ para 05. As extracdes de DNA foram
realizadas no Laboratério de Genética Vegetal e Biologia Molecular do Campus
Universitario de Alta Floresta — UNEMAT.

O tecido foliar foi lavado em agua corrente e seccionado com auxilio de
tesoura. Com almofariz e pistilo, o tecido foi macerado na presenca de nitrogénio
liquido. O produto resultante foi transferido para microtubos de 2 mL, ao qual foram
adicionados 800 uL de tampéo de extracdo CTAB (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1,4 M
cloreto de sodio; 20 mM EDTA,; 3% CTAB; 2% polivinilpirrolidona (PVP) e 1,8% f-
mercaptoetanol) foram agitados em vortex e incubados em banho-maria a 65°C por
5 minutos. Apos resfriamento a temperatura ambiente, foram adicionados 700 pL de
cloroférmio:alcool isoamilico 24:1 (viv). Os tubos foram agitados por
aproximadamente 1 minuto em vortex e centrifugados a 13.000 rpm em micro
centrifuga por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
precipitado com o volume equivalente de alcool isopropilico gelado (-20°C) por cerca
de 3 horas em freezer a -20°C. ApoGs este periodo, o material foi centrifugado a
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13.000 rpm por 10 minutos e o precipitado foi lavado duas vezes com alcool etilico a
70% (v/iv) e uma vez com alcool etilico a 95% (v/v). Depois da secagem por
aproximadamente 15 minutos em temperatura ambiente, o precipitado foi
ressuspendido em 300 uL de TE 0,1 mM (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA, pH 8,0) e a
solucdo incubada em banho-maria a 37°C por 30 minutos. Posteriormente, 0s
microtubos foram armazenados em geladeira (4°C) por 24 h e depois em freezer (-
20°C).

A gqualidade e a quantificacdo do DNA foram feitas através da técnica de
eletroforese em gel de agarose (Figura 03, 04) 0,8% corado com brometo de etidio
(Ferreira & Grattapaglia, 1998). A partir da quantificacdo foi feita a diluicdo das
amostras de DNA em agua destilada para a concentragdo de 5 ng/uL (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

Figura 02. Extragédo de DNA total. A: Sec¢do manual do material vegetal com auxilio
de tesoura; B: Transferencia do material mascerado para microtubo; C: Adicado do

tampao de extracdo; D: Agitacdo dos microtubos em vortex.
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Figura 03: Padrdo eletroforético do DNA extraido dos individuos de castanheira

provenientes da populagédo AGRO.

Figura 04: Padrdo eletroforético do DNA extraido dos individuos de castanheira

provenientes da populacdo CAR.

Amplificacéo e genotipagem de locos microssatélites

As regibes com microssatélites foram amplificadas através da PCR
(Polymerase Chain Reaction), utilizando 11 primers SSR desenvolvidos por Rafalski
et. al, (1996) para B. excelsa: Bex01, Bex02, Bex03, Bex06, Bex12, Bex22, Bex27,
Bex30, Bex32, Bex33 e Bex37 (Tabela 01).

Cada Reacéo de PCR foi realizada em um volume total de 13 pL contendo:
10 mM Tris-HCI (pH 8.3); 50 mM KCI; 0.1% de tween 20; 2,5 mM MgCl,; 0,2 mM de
cada dNTP; 1 mM de cada primer, 0,05 U de Taqg DNA polimerase (5U/ul),

aproximadamente 10 ng de DNA template e agua destilada e autoclavada. As
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amplificagbes foram conduzidas em termociclador MJ 96 (Biocycler®) com o
programa de amplificagdo descrito por Reis et. al (2009): 1 ciclo inicial de
desnaturacao a 94°C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de 94°C por 45 segundos,
44-60°C (de acordo com o primer utilizado) por 45 segundos e 72°C por 30 minutos
e 1 ciclo de extensdo final de 72°C por 7 minutos, para os primers: Bex01, Bex02,
Bex03, Bex06, Bex12, Bex30, Bex32, Bex33 e Bex37. Para os primers Bex22 e
Bex27 utilizou-se as seguintes condicdes da amplificacdo: 1 ciclo inicial de
desnaturacao a 96°C por 2 minutos, seguido por 35 ciclos de 94°C por 45 segundos,
56,8°C por 45 segundos e 72°C por 30 minutos e 1 ciclo de extensao final de 72°C
por 7 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 3% (m/v) em tampdao de corrida TBE 1X , em voltagem aproximada de 100
V por cerca de quatro horas. A coloracdo do gel foi realizada com brometo de etideo
(0,6 ng/mL). Para comparacdo dos tamanhos dos fragmentos amplificados foi
utilizado o DNA ladder de 100 pb (Invitrogen™).

Em seguida o gel foi fotografado quando irradiado por luz ultravioleta pelo
Transiluminador UVB LTB-21x26 (Loccus Biotecnologia®) e camera digital (Sony®).

Anélise dos dados

As fotodocumentagbes foram ajustadas pelo programa Adobe Photoshop
CS6®. Os fragmentos de SSR foram avaliados de acordo com seu tamanho (pb)
com auxilio do programa GelQuant Pro® (DNR, 2006) e utilizados para montagem
da matriz por primer. Os dados da matriz foram analisados pelo programa GenAIlEx
6.5® (Peakall & Smouse 2006, 2012) para a obtencdo da analise das coordenadas
principais (PCA) e da variancia molecular (AMOVA), utilizada para inferir sobre a
estrutura genética das populacbes por meio da decomposicdo total nas
componentes entre e dentro de populagdes.

Para a determinacdo da frequéncia alélica, da diversidade génica, da
heterozigosidade observada e esperada e do PIC (Conteudo de informacédo de
polimorfismo) utilizou-se do programa Power Marker V.3.25 (Liu & Mouse, 2005). A
matriz dos valores de distancia genética de Nei (1983) entre os individuos gerada
pelo programa Power Marker V.3.25, foi importada para o MEGA 6.5 (Kumar et al.
2004) para a construcdo de dendrogramas utilizando o método NJ (Neighbor
Joining), vizinho mais proximo.

29



O programa “Structure” (Pritchard et al., 2000), baseado em estatistica
bayesiana foi utilizado para inferir o nUmero de grupos (k). Foram realizadas 20
corridas para cada valor de K, 200.000 “burn-ins” e 500.000 simulagcbes de Monte
Carlo de Cadeias de Markov (MCMC). Para definicdo do K mais provavel em relacéo
aos propostos foram utilizados os critérios propostos por Pritchard & Wen (2004) e
também o critério proposto por Evano et al. (2005), sendo os resultados enviados

para o site Structure Harvester (Earl, 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 11 primers de SSR utilizados para a genotipagem dos 86 individuos de
Bertholletia excelsa estédo representados na Tabela 01.

O numero total de alelos obtidos foi de 70, com média de 6,36 alelos por
primer. O nimero méaximo de alelos por iniciador foi de 9 (Bex22 e Bex33) e o
minimo 4 (Bex12). Reis et. al (2009) ao otimizar os mesmos marcadores obteve

meédia superior a encontrada neste estudo de (9,09 alelos por primer).

Tabela 01: Primers SSR utilizados para a amplificacdo dos individuos B. excelsa
amostrados nas duas populagbes. Tm: Temperatura de anelamento

Cadigo do primer Sequéncias 5’ — 3’ Tm (°C)
Bex01F TTCCAGGCATTTTGTTACAG 5
Bex01R CAAGAGCGCAGGAGAAGATT 5
Bex02F GCCATGTTCTCTACAGTCTC 6
Bex02R AGTCGGACATCCTTCGTGCT 5
Bex03F CTACCTACAGGTCCGTGCCA 60
Bex0O3R CGTATTTCGTGTCAAACTCT
Bex06F TTGATCTTCGCAAGGTCGGT 78
Bex06R ACTTCCTCAATCCATCGAGT 57,
Bex12F AATTAGCAACAATGCACTGA 6
Bex12R ATTCCGTAACATGCTCTTCT 5
Bex22F GCATTCTCTCATTTTCGCTTG 78
Bex22R CCCTAGCAATCGTCGTCTTC 57,
Bex27F ACTGTTCTGATCCGCCATGT 78
Bex27R TTTCGACCGTTCAAATACGC 57,
Bex30F TGGAACGGTCACTTGAGACA 60
Bex30R CCCTCTCTCCTTCGCTTTTT
Bex32F CCCTCCCCCATCTTGAGTAG 6
Bex32R CAACCCCTCCTTTTACCATTT 5
Bex33F CAAGTCTCTGACTCATCGCCTA 78
Bex33R ACCAGGTTCAGCAGACGTTC 57,
Bex37F TGCATGCTATGTTTCATTGCT 60
Bex37R CACGCAACCTCACAGTCTTG
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O PIC variou de 0,6725 (Bex01) a 0,8030 (Bex22), com uma média de
0,7235 (Tabela 02). Botstein et al. (1980) descreve que marcadores que obtem
valores de PIC abaixo de 0,2500 sao considerados pouco informativos, aqueles que
revelam valores entre 0,2500 e 0,500 s&o classificados como medianamente
informativos e acima de 0,500 muito informativos, logo, todos os primers utilizados
neste estudo sdo considerados muito informativos, pois todos apresentaram PIC
acima de 0,500, com destaque para os marcadores Bex22, Bex27, Bex06 e Bex30,
0S quais apresentaram valores superiores a 0,7500.

A média da heterozigozidade observada foi de 0,4296 com valor maximo de
0,6824 para o primer Bex06 e minimo de 0,1667 para o primer Bex12. A
heterozigozidade esperada apresentou média de 0,8252, estando sempre acima da
observada em todos os marcadores.

Reis et al. (2009) relatou que em oito marcadores (Bex02, Bex03, Bex12,
Bex27, Bex30, Bex32, Bex33 e Bex37) a heterozigozidade observada foi inferior a
esperada e que o marcador que apresentou a maior heterozigozidade esperada
também foi o Bex06 (0,950).

Tabela 02: Numero de alelos (Na), Diversidade Génica (Dg), Heterozigosidade
esperada (He), Heterozigosidade observada (Ho) e PIC para os 11 primers SSR,
com base na amplificacdo de 86 individuos de B. excelsa das duas populacdes
amostadas no municipio de Alta Floresta, MT

Primer Na Dg HE HO PIC

Bex01 6 0,7213 0,895 0,5581 0,6725
Bex02 7 0,7214 0,794 0,2738 0,6766
Bex03 5 0,7590 0,806 0,6353 0,7211
Bex06 8 0,7922 0,905 0,6824 0,7601
Bex12 5 0,6833 0,838 0,1667 0,6255
Bex22 8 0,8260 0,777 0,4471 0,8030
Bex27 6 0,8034 0,883 0,5422 0,7745
Bex30 5 0,7880 0,812 0,3412 0,7540
Bex32 6 0,7396 0,663 0,3176 0,6955
Bex33 9 0,7709 0,913 0,4706 0,7383
Bex37 5 0,7753 0,791 0,2907 0,7380
Média 6,36 0,7618 0,8252 0,4296 0,7235

A frequéncia dos alelos por primer (Figura 05) demonstrou que 0s primers
Bex01, Bex02, Bex06, Bex22, Bex32 e Bex33 tiveram distribuicdo menos uniforme,
0 que indica maior frequéncia de poucos alelos. Nos demais primers (Bex03, Bex12,

Bex27, Bex30 e Bex37) observou-se relativa homogeneidade da frequéncia. Em
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Camu-camu (Rojas et al.,2011) e em eucalipto (Brondani et al.,1998), marcadores
com distribuigcdo desuniforme na frequéncia dos alelos obtiveram menor proximidade
entre a heterozigozidade observada e a esperada, assim como no presente estudo,
com a excecdo do marcador Bex30, o qual mesmo com distribuicdo uniforme da

frequéncia do alelos, obteve maior diferenca entre HO e HE que os demais.
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Figura 05: Frequéncias alélicas dos 11 primers de microssatélite utilizados nas duas
populacdes de castanheira coletadas no norte do Mato Grosso.
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Segundo a andlise das coordenadas principais, 0s primeiros trés
componentes analisados explicaram 32,02% de variacdo entre as amostras, com
16,69; 891 e 6,42% para o0 primeiro, segundo e terceiro componentes,
respectivamente.

Colombo et al. (2000), ao avaliar 126 gendtipos de mandioca, verificaram
que os dois primeiros eixos das coordenadas principais foram responsaveis por
apenas 14% da variacéo existente. Chowdhury et al. (2002) constataram que, em 48
cultivares de soja, os dois primeiros componentes principais foram responsaveis por
45,95% da variacédo total. Sera et al. (2003) avaliaram 14 gendétipos elites de café e
observaram que as trés primeiras coordenadas principais foram responsaveis por
53,8% da variacdo dos dados. A projecao das coordenadas principais, baseadas na
distancia genética, (Figura 06) revelou um agrupamento mais compacto dos
individuis da populagdo AGRO, quando comparado ao agrupamento dos individuos
da populacdo CAR demonstrando uma maior smilaridade entre os individuos da

populacdo AGRO.

45@4511@62 Ifll%l 19
39 - cKH66

74 73 77 N ] é! 4 m AGRO
75 83 g6 CAR

Coord. 2

Coord. 1

Figura 06: Dispersao grafica a partir da analise das coordenadas principais dos 86
individuos de castanheira provenientes das duas populacbes amostradas em Alta
Floresta, MT.

A AMOVA demonstra que a maior parte da variabilidade encontra-se dentro
das populacdes (81%) do que entre as populagcdes (19%) (Tabela 05).
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Este mesmo padrédo de distribuicdo da variabilidade foi encontrado em
outros estudos com Buriti (Rossi, 2007); Coco-de-espinho (Oliveira et al. 2008);
Guamirim (Brandao, 2008); Psychotria ipecacuanha (Rossi et al. 2009) Acariquara
(Farias, 2010); Jacaranda (Bertoni et. al, 2010); Castanheira (Muller, 2010; Vieira,
2010); e Cupui (Rivas et al., 2013). De acordo com Hamrick & Godt, (1990) uma das
caracteristicas observadas em estudos genéticos de populacdes tropicais é que a
maior parte da variacdo genética é encontrada dentro das populacdes.

Segundo Loveless & Hamrick (1984), muitas espécies arblreas possuem
efetivos meios de dispersdo de genes e, com isto, mantém altos niveis de variacdo
genética dentro de populacbes, com pouca diferenciacdo entre populacdes, assim
como em ambas as populacdes em estudo.

A castanheira € uma espécie de planta com sistema reprodutivo auto-
incompativel (Maués 2002), sendo, portanto, eficientemente polinizada somente se
seus polinizadores visitarem outros individuos na populacdo (Goulson 1999, Singer
& Koehler 2003, Richardison 2004, Tangmitcharoen et al. 2006). Os principais
polinizadores de castanheira sdo abelhas dos géneros Xylocopoda e Eulaema
(Maués, 2002; Santos & Absy, 2010), as quais podem percorrer distancias
superiores a 20 km (Janzen, 1971).

Apesar deste estudo ndo abranger os meios de polinizacdo da castanheira,
por meio dos resultados de diversidade, pode-se inferir que ocorreu troca génica

entre os individuos das populacdes.

Tabela 05. Andlise de variancia molecular (AMOVA) das duas populacdes de B.
excelsa avaliadas a partir de 11 marcadores SSR

Fonte de Variacao GL SQ CVv VT (%) Valordep
Entre populagdes 1 80,648 0,900 19 <0,000
Dentro de populagdes 85 645,939 3,817 81

Total 86 726,587 4,717

Grau de Liberdade (GL), Soma dos Quadrados (SQ), Componente de Variancia (CV),
Variancia Total (VT) e P sdo as probabilidades de ter um componente de variancia maior
gue os valores observados ao acaso. As probabilidades foram calculadas por 9999
permutacdes ao acaso. FST = 0,191.

O Dendrograma gerado com todos os individuos analisados a partir da
distancia de Nei (1983) pelo método NJ (Figura 07), possibilitou a formacéao de dois
grupos. O grupo | (Gl) foi formado pelos individuos da populacdo AGRO (individuos
de 1-36) e o grupo Il (GlI) formado pelos individuos da populacédo CAR (37-86).
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Muller (2010) e Vieira (2010) ao analisarem populacdes naturais de
castanheira, verificaram maior variabilidade entre os individuos do que entre as
populacdes (84,67% e 61,36% de variacdo entre os individuos respectivamente),
corroborando com o presente estudo (81%).

Hamrick et al. (1991), a partir de 449 espécies, concluiram que espécies
perenes, com ciclo de vida longo, reproducdo sexuada por fecundacdo cruzada
predominante, distribuicdo geografica ampla sdo as que acumulam maior
variabilidade genética dentro de suas populacdes, com menor diferenciacdo entre
populacdes, o que corrobora com o encontrado neste estudo para as populacdes de

castanheira.
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Figura 07: Dendrograma gerado a partir da distancia genética de Nei (1983), pelo
método NJ dos individuos de B. excelsa das duas popula¢cdes amostradas. Gl =
AGRO e Gll = CAR.
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O Dendrograma dos individuos da populacdo AGRO, (Figura 08) gerado a
partir da distancia de Nei (1983) pelo método NJ possibilitou a formacao de trés
grupos: o Grupo | e o Grupo Il foram formados por nove individuos e o Grupo Il por

28 individuos. O genotipo 17 foi o mais dissimilar e os gendtipos 10 e 11 os mais

similares.
Tanto para a populagdo AGRO, quanto para a populacdo CAR, ndo houveram

genatipos totalmente similares.

_,7 Agro26
: Agro25

Agro21

é { Agro36
_i_ Agro35

i L——— Agro32
Agro33

Agro34
Agro31

: Agro4

1 L Agro3
Agro2
Agro17

Agro16
— 1 s

Agro14

5 L Agro30

Agro12

E L Agrol13

f Agro7

Agro1

| Agro11
s e

Agro9

! L———————— Agro8
Agro6

' Agro27
: _|— Agro22

Agro28

: I: Agro29
' Agro23

Agro24
Agro19

E Agro18

37



Figura 08: Dendrograma gerado a partir da distancia genética de Nei (1983), pelo
método NJ dos 36 individuos de B. excelsa amostrados na populacdo AGRO.

A partir do dendrograma (Figura 09) dos individuos da populacdo CAR,
gerado pela distancia de Nei (1983) pelo método NJ possibilitou a divisdo dos
genaotipos em cinco grupos: o Grupo | e Grupo V foram formados por um individuo, o
Grupo Il por trés, o Grupo Il por sete, o Grupo IV por 38. Os gendtipos mais

dissimilares foram 0 6 e 12 e 0s mais similares o0 48 e 49.
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Figura 09: Dendrograma gerado a partir da distancia genética de Nei (1983), pelo
método NJ dos 36 individuos de B. excelsa amostrados na populagéo CAR.

O programa “Structure” (Pritchard et al. 2000), baseado em estatistica
bayesiana foi utilizado para inferir o numero de grupos (k). Segundo Pritchard & Wen
(2004) nesse programa, o numero de grupos formados pode ser pré-determinado,
mas sdo os dados que definem o K (nimero de grupos), cujo valor mais confiavel é

estimado pelo menor nimero com valor negativo de Ln e pelo menor desvio padréo
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encontrado durante a anélise estatistica.

O melhor k encontrado foi para a representacdo de quatro grupos (k=4),
Figura 10, pbéde-se verificar que os individuos estdo alocados em quatro grupos
(Figura 11). O Grupo | alocou 36 individuos, o Grupo Il 14 individuos, o Grupo Il 11
individuos e o Grupo IV 25 individuos. No agrupamento do “Structure”, todos os 36
individuos da populacdo AGRO estao no Grupo |, o grupo Il 25 individuos e o Grupo
Il 25 individuos. No agrupamento do “Structure”, o grupo 2 do dendrograma de
UPGMA dividiu-se em em Grupo Il e Grupo lll.

Deltak = mean(|L"(K)]) / sd(L(K))
12}

10}

0.8

Delta K
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Figura 10: Analise gréafica do numero de grupos (K) para os individuos de B. excelsa
de acordo com as informac¢des dos 11 marcadores de SSR, por meio do recurso

“Structure Harvester.
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Figura 11: Representacao da distribuicdo dos 86 individuos de B.excelsa em grupos

segundo dados moleculares de 11 primers SSR, utilizando o programa “Structure”.
Os individuos estdo representados por barras verticais com coloracdes de acordo

com o grupo ao qual pertencem (quato grupos, K = 4).

CONCLUSOES

A diversidade genética € maior em nivel intrapopulacional do que
interpopulacional.

Os gendtipos de cada populacdo ficaram agrupados dentro de sua
populacao de origem, revelando uma estrutura geografica.

Todos os primers utilizados no estudo apresentaram polimorfismo. O maior
namero de alelos foi identificado pelos primers Bex22 e Bex33 (9 alelos). A
qualidade dos marcadores foi confirmada pelo contetdo de informacédo polimérfica,
média de 0,7235.

O individuo mais dissimilar na populacdo AGRO foi 0 17, e os mais similares
foram os genotipos 10 e 11. Para a populagdo CAR, os individuos mais similares
foram os gendtipos 6 e 12 e os mais similares os 48 e 49.

Por existir variabilidade genética em ambas as populacfes, e ndo haver
individuos geneticamente idénticos ou muito proximos, ambas as populagbes podem
ser fonte de gendétipos para bancos de germoplasma e para um futuro programa de

melhoramento.
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CAPITULO II: Estrutura Populacional e Distribuicdo Espacial de Bertholletia

excelsa B. no Parque Nacional do Juruena, Amazo6nia Meridional
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RESUMO

Vieira, Felipe Sakamoto; M. Sc.; Universidade do Estado de Mato Grosso; Feveiro
de 2014. Estrutura Populacional e Distribuicdo Espacial de Bertholletia excelsa B. no
Parque Nacional do Juruena, Amazonia Meridional. Orientadora: Ana Aparecida
Bandini Rossi. Conselheiras: Leonarda Grillo Neves e Rosana Rodrigues.

Apos a decadéncia do ciclo econdmico da borracha, a castanheira constituiu-se o
principal produto extrativo. A crescente destruicdo da floresta Amazonica influi
negativamente na ecologia da castanheira. Padrdes de distribuicdo espacial € uma
ferramenta muito utilizada para entender o comportamento ecoldgico da espécie.
Foram demarcadas duas areas no Parque Nacional do Juruena, nas quais
continham um maodulo do PPBio em cada, e nelas amostradas todas as castanheiras
com DAP>10 cm. Os individuos amostrados foram divididos em cinco classes:
jovens; adultos jovens; adultos produtivos; adultos maduros; e adultos idosos. Na
area |, 1200 ha, foram amostrados 143 individuos, e na éarea Il, 500 ha, 18 arvores.
A densidade foi de 0,119 e 0,032 individuos ha™ para a area | e éarea |l
respectivamente. 82,52% dos individuos da é&rea | estdo na classe adultos
produtivos e 72,22% estdo nesta mesma classe na area Il. As arvores amostradas
na area | possuem idade média de 255 anos, e na area Il de 208. O indice de
Morisita, para a area | e area Il foi de 4,133 e 7,320 respectivamente. A distribuicdo
espacial das castanheiras amostradas em ambas as areas foi agreagada. A éarea |
possui maior densidade, alta concentracdo de arvores em periodo produtivo e maior

média de idade do que a area ll.

Palavras-chave: Castanheira, PNJu, DAP.
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ABSTRACT

Vieira, Felipe Sakamoto; M.Sc.; Mato Grosso State University; February 2014,
Population structure and spatial distribution of Bertholletia excelsa B. in the Juruena
National Park, southern amazon. Adviser: Ana Aparecida Bandini Rossi. Counselors:
Leonarda Grillo Neves e Rosana Rodrigues.

After the rubber economic cycle falling, Brazil nut tree was the principal extractivism
product. The increasing loss of Amazon rain forest has a negative impact on the
Brazil nut tree ecology. Spatial distribution patterns are widely used as a tool to
understand the species ecology behavior. It was delimited two areas in Juruena
National Park, each containing a module of PPBio, and them sampled all Brazil nut
trees with DAP>10cm. The samples were organized in five classes: young, young
adults, productive adults, mature adults and old adults. In area | (1200 ha) it was
sampled 143 individuals, and in area Il (500 ha), 18. The density found was 0,119
and 0,032 individual ha™ for the area | and area Il respectively. The productive adults
in area | composed 82,52% of individuals and 72,22% in area Il. The sampled trees
in area | had average age of 255 years, and in area Il of 208. The Morisita Index for
area | and Il was 4,133 and 7,320 respectively. The spatial distribution of the Brazil
nut trees sampled was aggregate in both areas. The area | had more density, higher

concentration of tree in productive period and higher average age than area Il.

Key words: Brazil nut tree, PNJu, DAP.
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INTRODUCAO

A Amazobnia Continental, localizada ao norte da América do Sul, ocupando
uma &rea total de mais de 6,5 milhdes de km? abrange nove paises: Brasil,
Venezuela, Colémbia, Peru, Bolivia, Equador, Suriname, Guiana e Guiana Francesa
(Brasil, 2005). A floresta Amazobnica tem um terco da biodiversidade global,
diversidade que engloba varias espécies de vertebrados, invertebrados e flora de
multiplos grupos taxondémicos. Estima-se que s6 a comunidade de plantas
vasculares tenha cerca de quarenta mil espécies, das quais trinta mil sdo endémicas
(Mittermeieret al., 2003).

A castanheira (Bertholletia excelsa B.), pertencente a familia Lecythidaceae,
€ considerada uma das plantas de maior valor da Floresta Amazénica (Cunha &
Dantas, 1997).

B. excelsa é uma planta semidecidua, heli6fila, desenvolve-se bem em
regides de clima quente e Umido sendo mais frequente em regiées com clima
tropical chuvoso com a ocorréncia de periodos de estiagem definidos (Lorenzi, 2000;
Santos et al., 2006). A espécie ocorre na Venezuela, Colémbia, Peru, Bolivia e
Guianas, mas no Brasil existe em maior nimero e formagBes compactas, nos
estados do Para, Amazonas, Acre, Maranhdo, Mato Grosso, Ronddnia, Amapa e
Roraima (Lorenzi, 2000; Pinheiro, 2004).

Apbs a decadéncia do ciclo econémico da borracha (Hevea brasiliensis), a
castanheira constituiu-se no principal produto extrativo; entretanto, o desmatamento
para atender ao avanco da agropecudria tem causado grande impacto nas
formacdes nativas da espécie, com perdas de material genético, exploracédo direta
da madeira e ameaca de extincao (Silva et al., 2009).

A crescente destruicdo da floresta Amazobnica, desde 1991, influi
negativamente na ecologia de B. excelsa, pois afeta diversos fatores, como:
reproducao, dispersdo de sementes, protecdo contra eventos naturais, entre outros
(Fearnside, 2006).

Essa distribuicdo é resultante de varios fatores que interagem entre si.
Fatores abidticos como o tipo de solo, estresse hidrico, altitude, intensidade
luminosa e fatores bidticos como polinizadores, dispersores, predadores e espécies
competidoras sdo algumas das variaveis capazes de afetar o padréo de distribuicéo

espacial de uma espécie (Peters, 1994; Budke et al., 2004). Assim, as variaveis
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ambientais dimensionam o padréo espacial, que pode ser (1) agrupado, quando 0s
individuos estdo préximos uns dos outros; (2) aleatério, com individuos distribuidos
ao acaso; ou (3) regular, quando ha intervalos regulares entre os individuos (Krebs,
1999).

Segundo Anjos (2004), o estudo de padrdes de distribuicdo espacial € uma
ferramenta muito utilizada para entender o comportamento ecolégico da espécie,
fornecendo informacdes que subsidiam estratégias de manejo e influenciam na
estrutura populacional.

O objetivo do presente estudo foi analisar a estrutura populacional e a
distribuicdo espacial em populacdes de B. excelsa em uma area da Amazbnia

Meridional, localizada no Parque Nacional do Juruena — MT.

MATERIAL E METODOS

Caracterizacdo da area de Estudo
O estudo foi realizado no Parque Nacional do Juruena (PNJu), no estado de

MT. O PNJu é uma Unidade de Conservacdo de Protecdo Integral, administrada
pelo ICMBIio, com uma area de 195.752.671 ha, localizados nos estados de Mato
Grosso (60%) e Amazonas (40%) (Decreto Federal S/N de 5 de Junho de 2006).

O PNJu possui temperatura média anual de 26°C, precipitacdo anual de
2000 mm a 2500 mm; quanto a geologia, ha 90% de predominancia de rochas
sedimentares clasticas. Os principais tipos de solos sado: Latossolos (50%) e
Argissolos (23%) (Brasil, 2011).

Possui como vegetacao predominante a Floresta Ombréfila Densa - Floresta
Ombrdfila Aberta 44,15%, (Brasil, 2011).

O Parque Nacional do Juruena representa a mais extensa area protegida
nesta faixa “megaecotonal”. Além de garantir a funcionalidade ecossistémica e os
servicos ambientais de uma regido importante da Amazonia Meridional, contribui

como uma barreira ao avango do Arco do Desmatamento (Brasil, 2011).
Procedimentos em campo

Foram demarcadas duas areas no Parque Nacional do Juruena (PNJu), na

parte pertencente ao municipio de Apiacas, MT, as quais continham um maodulo do
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PPBio (Programa de Pesquisa em Biodiversidade) em cada. A area | possui 1500
ha, enquanto que a area Il 1200 ha.

A delimitacdo das areas de estudo (Figura 01) ocorreu a partir de uma picada
de 6 km de extenséo para a area | e 5 km para a area Il. Pelo método de varredura,
foram amostrados todos os individuos de B. excelsa que ocorreram a esquerda e a
direita da picada (2 km na area | e 1 km na éarea Il). A esquerda da picada

encontram-se as parcelas delimitadas pelo PPBio.

Legenda s 4 k L Legenda
®  Bertholletia excelsa \\'@r ®  Bertholletia excelsa - h E

Parcelas 500x250m
[ meduio 1 - 4500 x 1500m S
Parque Nacional do Juruena

Estado de Mato Grosso

W Lo
Parcelas 500 m x 250 m P
) moduio2- 5000 x 1000 m s

Parque Nacional do Juruena

Estado de Mato Grosso

[ Amazénia Legal [] Amazénia Legal

L 4
0 02 04 0.8 Kilometers
pors Ll

0 0375 075 1.5 Kilometers
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Figurra 01: Localizacdo geografica do Parque Nacional do Juruena, MT e das

unidades amostrais.

Todos os individuos de B. excelsa com DAP > 10 cm que ocorreram dentro
das areas de estudo foram georreferenciadas com Gps Garmin Etrex®, para cada
espécime foi estimada a altura e DAP(diametro a altura do peito). A cor do cerne
(branco, cor-de-rosa ou vermelho), tipo de copa (aberta ou guarda-chuva) e

presenca de frutos foram também avaliados.
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Analise dos dados

Os individuos mapeados foram categorizados em cinco classes, conforme
Zuidema & Boot(2002): jovens (DAP= 10-40 cm); adultos jovens (DAP=41-80 cm);
adultos produtivos (DAP=81-160 cm); adultos maduros (DAP=161-200 cm); e
adultos idosos (DAP >200cm).

O numero total de individuos amostrados em cada é&rea foi dividido pelo
tamanho da respectiva unidade amostral para a obtencdo da densidade (ind. ha™),
gue foi comparada com resultados de outros estudos realizados na Amazonia.

Para o célculo da idade, utilizou-se a equacgéo proposta por Camargo et. al
(1995).

Idade = DAP«
Onde: DAP=diametro a altura do peito

a =é a constante de idade para cada cm, 1,905

Para a determinacdo da distribuicdo espacial, ambas as areas foram
subdivididas em parcelas, de 250x500 m, totalizando 54 parcelas na area | e 40
parcelas na area Il e entdo adotado o indice de Morisita (Morisita, 1959; 1962):

_NELX?=N)
T NU(N-D

Em que: Id: indice de Morisita; n: numero total de parcelas amostradas; N:
namero total de individuos por espécies, contidos em n parcelas; X2 quadrado do
namero dos individuos por parcela; s: nimero de espécies amostradas.

A significancia dos valores calculados para o indice de Morisita (Id) foi obtida
mediante o teste do qui-quadrado e um nivel de significancia de 0,05 de

probabilidade de erro.

NI X
N

X? N

Para a distribuicdo espacial, através do Programa R, foram determinados
Mclu e Muni, os limites superiores e inferiores do indice de Morisita para uma
distribuicdo aleatoria e o Imst (indice de Morisita Padronizado) (HAIRSTON et al.,
1971; KREBS, 1999). Seimor > mclu a espécie tem uma distribuicdo espacial

agregada, se imor < muni, o padrdo de distribuicdo espacial é regular. Se Imst varia
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entre -0,5 e 0,5, a distribuicdo € aleatoria, se for inferior a -0,5, a distribuicdo é
regular e sendo superior a 0,5, a distribuicdo é agregada.

As analises de distribuicdo espacial foram feitas com auxilio do Programa R.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na area |, foram amostrados 143 individuos de B. excelsa em 1200 ha,
densidade de 0,119 ind. ha™*. Enquanto na &rea I, foram inventariadas 18 arvores,
densidade de 0,032 ind. ha™ (Tabela 01). Para Scoles & Gribel (2011), a densidade
média de castanheiras na Amazonia varia de 1 a 23 individuos ha™ (Tabela 01).
Salomao (2009) ao amostrar castanheiras em dois platés, descreveu densidade
menor que 1 individuo ha™, assim como as duas &res do presente estudo. Pode-se
infereir que as caracteristicas que influenciam a densidade de castanheiras de
ambas as areas (area | e area Il) sdo similares as dos platos.

Para Galo, 2008, o PNJu é descrito como um mosaico de ambientes abertos
gue variam e se alternam muito rapidamente, em altitudes de 40 e quase 500m,
somado ao fato da B. excelsa ser caracteristica de mata alta de terra firme (Lorenzi,

2000; Santos et al., 2006), podem explicar a baixa densidade demonstrada.

Tabela 01. Comparacdo de densidade de B. excelsa (DAP > 10 cm) em diferentes
regides da Amazobnia, proporcional a area de amostragem

Origem Area (ha) Densidade Fonte
Reserva Florestal EI Tigre, 12 17 Zuidema & Boot
Beni, Bolivia ’ (2002)
Area Indigena de Pinkaiti, Para, 28 5 48 Peres & Baider
Brasil ' ' (1997)
Florgsta qle Saraca-Taquera, 2037 56 Saloméo (2009)
Para, Brasil

Reserva extrativista Chico

Mendes, Acre, Brasil 420 1,35 Wadt et. al (2005)
Parque Nacional do Juruena
(Area Il), Mato Grosso, Brasil 500 0,032 Presente estudo
Parque Nacional do Juruena
(Area 1), Mato Grosso, Brasil 1200 0,119 Presente estudo
Platd Bela Cruz, Pard, Brasil 1500 0,023 Salomao (2009)

Em relacdo ao DAP, tanto a area 01, quanto a area 02 possuem a maior
porcentagem de individuos (82,52 e 72,22%, respectivamente) distribuidos na classe

de adultos produtivos (Figura 02). As médias de DAP por area foram de 134 e 109

56



cm respectivamente. A area Il demonstra um maior percentual de arvores jovens
16,67% e idosas 5,56% em relacdo a area |. O baixo percentual de individuos com
DAP<80 cm na area | demonstra baixa capacidade regenerativa populacional.

A maior quantidade de individuos jovens, (DAP<40 cm), 11,11% na area Il
em relacdo a &rea | (0%), demonstra maior capacidade regenerativa da espécie
nesta area de estudo.

Os valores de individuos jovens, encontrados neste estudo estdo dentro dos
observados por Peres et. al (2003) que relataram variancia de 50% a 0% de
individuos jovens em populacdes naturais extrativistas de B. excelsa.

Saloméo (2009), relatou baixa ocorréncia de individuos jovens (1,2%) no
platd Almeidas, provavelmente pelas exigéncias ecoldgicas da espécie, logo apés a
germinacdo, em floresta fechada, a mesma ndo se desenvolve pela auséncia
parcial/total de luz. A nulidade de individuos jovens na area |, possivelmente, é fruto
da formacdo florestal com dossel denso, na qual individuos de baixo porte séo raros,
nao somente da espécie em estudo. A area Il apresenta algumas regides de clareira,
0 que pode favorecer o desenvolvimento de plantulas de castanheira, logo, esta
apresenta mais ocorréncia de castanheiras jovens, em relacdo a éarea |. A
castanheira é dependente de clareiras para o crescimento vertical das plantulas
germinadas (Mori & Prance, 1990; Myers et al., 2000).

Ambas as areas apresentaram grande parte dos individuos distribuidos nas
classes adultos produtivos e adultos maduros, 97,20% e 77,78% para as areas | e Il
respectivamente.

Scoles & Gribel (2011) relataram maior parte dos individuos 59% também

distribuidos nestas classes de DAP, assim como Wadt et. al (2005), 54%.
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Figura 02. Distribuicdo dos individuos de B. excelsa amostrados no PNJu, julho de
2012, em classes de DAP.

Os valores médios de DAP, 134 cm para area | e 109 cm para area I,
corroboram com os descritos por Peres et al. (2003), que encontraram populacdes
de B. excelsa na Amazonia com DAP médio superior a 100 cm. Scoles & Gribel
(2011) também encontraram valores médios de DAP acima de 100 cm em um
castanhal na regido do Rio Trombetas, Para.

Populacdes de B. excelsa com DAP inferiores a 100 cm sdo comumente
relacionadas as regides com intervencdo humana, como na Area Indigena do
Pinkaiti (PA), com DAP médio de 73 +4 cm, as castanheiras da Reserva Extrativista
Chico Mendes (AC), possuem DAP médio de 86 5 cm e no Lago Campana Grande
(AM) 73 cm (Peres & Baider, 1997). Logo, médias superiores as de localidades
humanizadas eram esperadas para as populacbes do PNJu avaliadas neste estudo,
visto que o mesmo € uma Unidade de Conservacao de Protecao Integral.

Para altura das castanheiras, a média para a area | foi de 39 metros, com
apenas uma ocorréncia superior a 50 metros, os individuos amostrados na area Il
possuem altura média de 34 metros com um individuo com 50 metros.

Segundo a dispersao hipsométrica (Figura 03), a maioria dos individuos,
independente da area, se enquadrou na altura de 40 metros com DAP préximo a

150 cm. Proporcéo similar a encontrada por Salom&o (2009) ao analisar 1140

castanheiras no Porto Trombetas (PA). Salomé&o (1991) descreve que a necessidade
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de crescimento em altura cessa a partir da transcendéncia do dossel da floresta,
para entdo se concentrar no aumento de espessura do tronco. Logo, para as areas

em estudo, pode-se inferir que o dossel florestal é inferior a 30 metros de altura.
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Figura 03. Distribuicdo em curva hipsométrica dos individuos de B. excelsa

coletados no PNJu em julho de 2012.

Para Tonini e Arco-Verde (2005), ao trabalharem com a relacdo
altura/diametro de castanheira concluiram que esta desenvolve copas grandes e
vigorosas, por isso necessita de maior espaco vital e exige maiores espagamentos
iniciais, fato que pode ter acontecido em ambas as areas de estudo.

A idade média dos individuos da area | foi de 255 anos, sendo o mais velho
com cerca de 435 anos e 0 mais jovem com aproximadamente 121 anos, enquanto
para a area Il, a média foi de 208 anos, com idade maxima de 394 anos e minima
de 36 anos.

Salomao (2009), afirma que geralmente aceita-se que as arvores da floresta
tropical tenham baixa longevidade, raramente ultrapassando 400 anos, apesar disso,
Peres et.al (2003) relatam que em casos extremos, castanheiras muito velhas
provavelmente possam sobreviver por mais de 800 anos, a idade dos individuos
amostrados estdo dentro do estipulado por Salomao (2009), com apenas uma
ocorrencia acima de 400 anos.

Em relacdo a cor do cerne e tipo de copa, todas as arvores amostradas

possuem cerne branco e copa no formato aberta.
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Braga (2007), ao observar producdo de frutos de 334 castanheiras no
sudoeste do estado do Acre, encontrou 118 individuos (34%) com cor de cerne
branco, mas sem padrdo de distribuicdo separado entre individuos com cerne
vermelho e branco. Nao foi possivel relacionar a cor do cerne com a distribuicdo dos
individuos, visto que apenas arvores com cerne branco foram amostradas.

Na area |, todas as castanheiras apresentavam frutos em suas copas. As
duas arvores mais jovens (36 e 45 anos respectivamente) foram as Unicas
ocorréncias sem frutos na area Il.

Para Pefia-Claros et, al (2002), arvores da Amazonia boliviana com idades a
partir de 100 anos tém 50% de chances de se tornarem produtivas quando em
condi¢cBes naturais, essa afirmativa confirma as duas Unicas arvores sem producao
amostradas.

Diversos outros fatores sdo associados a producao de frutos (Viana et
al.,1998; Zuidema e Boot, 2002; Wadt et al., 2005 e Kainer et al., 2006) como:
tamanho da arvore; atributos da copa, como posicdo sociolégica e infestacdo por
cipos; variacdes temporais inerentes a propria planta; fatores climaticos, como a
precipitacdo; nutricdo, além de fatores genéticos e interacdes com polinizadores,
predadores e dispersores.

A distribuicdo espacial das castanheiras em ambas as areas foi agregada
(Tabela 02), pois os valores de Imor foram superiores aos de Mclu. A area |
apresentou indice de Morisita de 4,133, e indice de Morisita Padronizado de 0,539,

enquanto que a area Il obteve 7,320 e 0,569 respectivamente.

Tabela 02: Tipo de distribuicdo espacial, indice de Morisita (Imor), valor minimo para
distribuicdo aleatéria (Mclu), valor minimo para distribuicdo regular (Muni), indice de
Morisita Regular e valor de x*
Local Distribuicéo Imor Mclu Muni Imst X
Area | Agregada 4,133 1,135 0,819 0,539 4,191
Area I Agregada 7,320 2,125 0,973 0,569 2,382

2

Este tipo de distribuicdo estad de acordo com a observada por Araujo et al.
(2001), que descreveram um padréo de distribuicdo agrupado para castanheiras em
158 unidades amostrais distribuidas de forma sistemética na Floresta Nacional de
Carajas (PA). Ja Tonini et al. (2008) ao amostrar duas parcelas de 9 ha cada em
Roraima, descreveram que apenas o0s individuos jovens possuem distribuicao

agrupada, enquanto que para os adultos, a distribuicéo é regular.
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A distribuicdo espacial agrupada é explicada pelas diferencas nos tipos
florestais nos quais a castanheira ocorre naturalmente (Wadt et al., 2005). Logo,

ambas as areas em estudo favorecem a distribuicdo espacial agrupada.

CONCLUSOES

De acordo com os valores de densidade, niumero de individuos produtivos e
idade das castanheiras e, ainda a presenca ou nao de individuos jovens nas areas
estudadas, a &rea | apresenta baixa capacidade de regeneracdo da populacdo em
detrimento da area Il. Entretanto, atribui-se a essa baixa capacidade a fitofisionomia
da vegetacdo da area estudada, a qual é composta por individuos mais proximos,
com dossel fechado, o que lhe confere ausencia de claros (presenca de
luminosidade), necessaria ao estabelecimento dos individuos jovens de castanheiras
como discutido nesse estudo, sendo corroborado com os resultados apresentados
para a area ll, que possui menor densidade, menor concentracdo de arvores em
periodo produtivo e menor média de idade, e a presenca de individuos jovens e de

clareiras.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Existe variabilidade genética nas duas populacdes em estudo, sendo esta
maior a nivel intrapopulacional;

Os marcadores de microssatélite descritos para a espécie apresentaram PIC
elevado (superior a 0,5);

A populacdo CAR € a que apresenta os individuos mais diferentes entre si
que a populacédo AGRO;

Segundo os métodos de agrupamento (UPGMA e Structure), as populacdes
se separaram em grupos distintos, nos quais, em cada grupo, havia apenas
individuos da mesma populacao;

N&o houve, nos individuos analisados, arvores geneticamente idénticas;

Os individuos amostrados podem ser utilizados em bancos de germoplasma
para a espécie para um programa de melhoramento;

A densidade de arvores foi de 0,119 e 0,032 ind. ha™;

O DAP médio dos individuos coletados foi superior a 100 cm e a idade
acima de 200 anos;

A idade média em anos foi de 254 e 208;

Todas as castanheiras possuiam copa aberta e cerne de cor branca;

Os individuos amostrados, com idade superior a 45 anos estavam em
periodo reprodutivo, €;

A distribuicdo espacial das castanheiras nas areas de estudo no PNJu é

agregada.
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