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Com a crescente reducdo das florestas nativas, a sobrevivéncia e a manuteng¢do das espécies arbdreas dependem de
estratégias adequadas de manejo sustentavel. Para que essas estratégias sejam efetivas é essencial que estejam embasadas
em conhecimentos ecoldgicos, fisioldgicos e genéticos da espécie manejada. Bertholletia excelsa é uma espécie modelo
para o desenvolvimento sustentavel em florestas tropicais. A produgdo extrativista abastece quase todo o mercado
nacional e internacional e é fonte de renda de milhares de familias na Amazonia. No entanto, poucos estudos tém
registrado aspectos genéticos de populagdes exploradas. O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a
estrutura genética de duas populagdes exploradas de Bertholletia excelsa do vale do Rio Acre. Foram analisados 11 locos
microssatélites em adultos e regenerantes. A diversidade génica (H,) variou de 0,531 a 0,585 e ndo foi diferente entre as
geragdes. Os indices de fixagdo ndo diferiram significativamente de zero. A divergéncia genética foi baixa entre os adultos
(6,= 0,026) e relativamente maior entre os regenerantes (6,= 0,070). Os resultados mostram que néo hé indicios de que a
coleta de frutos e sementes tem influenciado negativamente a diversidade genética destas populagoes.

RESUMO

Palavras-chaves: Estrutura genética, populagdes naturais, castanheira, microssatélites.

Genetic structure of two exploited populations of Bertholletia excelsa Bonpl. in the
Acre River valley

Considering the current reduction in forest cover, the survival and maintenance of tree species depend on appropriate
strategies for sustainable management. This requires ecological, physiological and genetic knowledge. Bertholletia excelsa
is a model species for tropical forests sustainable development. The extractive production of Brazil nuts supplies almost
completely national and international market and it is source of income for thousands Amazon’s families. However, few
studies have reported genetic aspects of exploited populations. This study aimed to evaluate the genetic structure of two
Bertholletia excelsa populations exploited in the Acre River Valley. We analyzed 11 microsatellite loci in adults and saplings.
The gene diversity (H,) ranged from 0.531 to 0.585 and it was not different between size classes. The inbreeding coefficient
did not differ from zero. The genetic diversity was low among adults (6,= 0, 026) and relatively higher among regenerating
(6,=0.070). Our findings show that there is no evidence that the collection of fruits and seeds has negatively influenced the
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genetic diversity in these populations.

Keywords: Genetic structure; natural populations; Brazil nut; microsatellites.

Introducao

Dentre os inimeros produtos florestais ndo madeireiros (PFNMs)
comercializados na Amazonia, Bertholletia excelsa, popularmente
conhecida como castanheira, é considerada como espécie simbolo.
Milhares de familias vivem da coleta dos seus frutos. Segundo o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, no ano de 2013, a
producdo de castanha-do-brasil contribuiu com mais de 70 milhdes
de reais na produgdo primaria florestal brasileira (IBGE, 2013). Pela
falta de plantios comerciais, a producdo extrativista é responsavel
pelo abastecimento de quase todo o mercado nacional e internacional
de castanha-do-brasil. Este fato faz com que esta espécie seja um
modelo para o desenvolvimento econémico aliado a conservacio das
florestas tropicais (WADT etal., 2008).

Bertholletia excelsa é a tinica espécie do género, pertencente a
familia Lecythidaceae. Ocorre naturalmente na bacia Amazodnica e
Guianas, geralmente em macigos denominados de castanhais
(PRANCE; MORI, 1979) ou em extensas areas com menor densidade
(WADT et al,, 2005). £ uma espécie de grande porte, vida longa e que
ocupa o dossel na floresta (MORI; PRANCE, 1990).

A castanheira é mondica, auto-incompativel e se reproduz por
alogamia (O'MALLEY et al, 1988; CAVALCANTE, 2012; WADT et al,
2015). A polinizagdo de suas flores é feita por polinizadores especifi-
cos: abelhas de grande porte pertencentes principalmente aos
géneros Bombus e Xylocopa (MAUES, 2002; CAVALCANTE, 2012) e o
desenvolvimento do fruto leva cerca de 14 meses para a maturagdo
(MORITZ, 1984). A dispersdo primaria dos frutos ocorre por
barocoria, sendo que as sementes permanecem dentro do fruto até
serem retiradas por dispersores/predadores (PRANCE; MORI, 1979).

Os principais animais relacionados com a dispersao ou predacgdo
das sementes de castanha-do-brasil sdo cutia (Dasyprocta spp.), cuti-

ara (Myoprocta pratti), paca (Cuniculus paca), algumas espécies de
macacos, pequenos ratos silvestres (ZUIDEMA, 2003; SILVA, 2009;
HAUGAASEN et al, 2010), além do ser humano quando de sua
exploracdo extrativista. A germinacdo das sementes e desenvolvi-
mento da planta é totalmente dependente de sua remogao de dentro
dos frutos, processo que ocorre naturalmente em um periodo de 12
a 18 meses (KAINER etal,, 1998).

Apesar da coleta extrativista da castanha-do-brasil ser realizada
ha mais de um século, poucos sdo os estudos relativos a genética
desta espécie. Como uma espécie que gera um produto florestal ndo-
madeireiro de interesse econdémico, a manuten¢do de suas
populagdes depende de estratégias adequadas para o manejo das
mesmas (AZEVEDO, 2007). Para que essas estratégias sejam efetivas
é essencial que estejam embasadas em estudos genéticos que
quantifiquem a variabilidade genética existente dentro e entre as
populagdes (OLIVEIRA et al,, 2006). Desta forma, o presente estudo
foi realizado com o objetivo de avaliar a estrutura genética de duas
populagdes exploradas de Bertholletia excelsa do vale do Rio Acre,
Brasil.

Material e Métodos

Area de estudo

O estudo foi realizado no periodo de 2009 a 2010 em dois
castanhais nativos com diferentes intensidades de coleta de castanha
(ver detalhes em WADT et al, 2008). Um deles esta localizado no
Seringal Filipinas, Colocag¢do Rio de Janeiro, na Reserva Extrativista
Chico Mendes, denominado aqui como Filipinas. O outro esta
localizado no Seringal Cachoeira pertencente ao Projeto de
Assentamento Extrativista Chico Mendes, denominado neste estudo
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como Cachoeira. Cada local foi considerado uma populag¢do, com
distancia linear de aproximadamente 30 km entre eles (Figura 1).
Tanto no Filipinas quanto no Cachoeira foram utilizadas trés
unidades amostrais (UA) de 9 ha (300 x 300 m) estabelecidas por
Wadt et al. (2008), onde foi feita a amostragem de individuos
reprodutivos (adultos) e regenerantes. Nas andlises estatisticas as
parcelas foram consideradas subpopulacdes dentro de populacdes,
totalizando seis subpopulagdes analisadas, cujas localizagdes sio
CAC1:68W23'20", 10S50'07”; CAC2: 68W23'43", 10S49'22”; CAC3:
68W24'27”, 10S50'45”; FIL1: 68W39'50", 10S47'06”; FIL2:
68W39'27",10S47'07”; FIL3: 68W39'47”,10S46'40".
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Figura 1. Localizacdo das areas estudadas e das parcelas (300 x 300 m) dentro de
cada area. /Figure 1. Location of the studied areas and the plots within each area.

Amostragem e coleta de material vegetal

Para aumentar a amostragem dos individuos adultos (DAP = 30
cm com sinais de reproducio), as parcelas foram analisadas com uma
extensdo de 100 m além da delimita¢do original. Logo, a drea para
amostragem de adultos em cada parcela foi de 25 ha (500 x 500 m).
Todos os adultos foram identificados com placa de aluminio e tiveram
dados de posi¢ao geografica (usando GPS 76CXS Garmin) e didmetro
a altura do peito (DAP), em cm, anotados, além da coleta de uma
amostra de cambio caulinar para extragdo de DNA. As amostras de
cambio foram colocadas imediatamente ap6s a coleta em microtubos
contendo tampao de transporte (300 pl de tampao CTAB 2%; 700 ul
de etanol absoluto) e mantidas em gelo até armazenamento no
laboratdrio em freezer -20°C.

Para amostragem dos regenerantes (DAP < 10 cm), cada UA foi
subdividida em subparcelas de 25 m x 25 m e utilizadas 36
subparcelas por UA para coleta e mapeamento de todos os
regenerantes. Essa amostragem foi feita a cada ano no periodo de
2007 a 2010 onde foram coletados dados de posicdo geografica
(usando o mesmo GPS) e didametro a altura do solo (DAS), em cm,
além de amostras de folhas para extragdo de DNA.

Extragdo e quantificagdo de DNA

As andlises genéticas foram realizadas no Laboratério de
Morfogénese e Biologia Molecular da Embrapa Acre. A extragdo do
DNA gendmico foi feita de acordo com o protocolo CTAB, descrito por
Doyle e Doyle (1987) utilizando macerador automatico (Tissue Lyser -
Qiagen). A quantificagdo do DNA extraido foi feita em gel de agarose
(1%), corado com brometo de etidio, por meio da comparagdo das
amostras com DNA A padrao (Life Technologies).

Genotipagem com marcadores microssatélites

Foram testados 21 locos microssatélites, dos quais nove foram
desenvolvidos por Azevedo et al. (2008) e 12 descritos por Reis et al.
(2009). O volume final de cada rea¢do de PCR foi de 13 pl, composto
por: DNA gendémico (5,0 ng), tampao de reagdo da PCR (10 mM Tris-
HC], 50 mM KCl), BSA (0,25 mg/ml), MgCl, (1,5 mM), dNTPs (0,25
mM), iniciadores direto e reverso (0,27 uM), 1 U Taq DNA polimerase
(Life Technologies) e 4gua ultrapura estéril. As reagdes de PCR foram
realizadas em termociclador M] 96+ da Biocycle seguindo o protocolo
descrito por Don etal. (1991).

Apbs a amplificacdo, os fragmentos de DNA foram separados em
gel desnaturante de poliacrilamida (5%) corado com nitrato de prata
(CRESTE et al, 2001). O tamanho dos alelos foi determinado por
comparagdo com um marcador de peso molecular padrio (10-pb
ladder - Life Technologies). Fragmentos amplificados de diferentes
tamanhos foram considerados alelos diferentes.

Andlise dos dados

Para a andlise da diversidade genética foram obtidas as estima-
tivas das frequéncias alélicas juntamente com o nimero médio de
alelos por loco (4), e heterozigosidade esperada (Hy). A verificacdo da
presenga de alelos nulos foi obtida no programa MICRO-CHECKER,
versao 2.2.3 (VAN OOSTERHOUT et al,, 2004). O indice de fixacdo (f) e
os valores de divergéncia genética (6,) entre populacbes e
subpopulacdes foram obtidos considerando adultos e regenerantes
separados. Ambos os valores foram calculados pelo método de Weir e
Cockerham (1984). Estas analises, assim como os parametros de
diversidade, foram realizadas com o uso do programa FSTAT, versio
2.9.3.2 (GOUDET, 1995).

A aderéncia das frequéncias génicas e genotipicas ao modelo de
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi testada usando o teste exato
de Fisher e também foi feito teste de desequilibrio de ligagdo (DL)
entre todos os pares de locos. Ambos os testes foram obtidos com o
programa GDA (LEWIS; ZAYKIN, 2000).

A distancia genética de Nei (1978) foi calculada entre as
subpopulacdes, utilizando o programa TFPGA 1.3 (MILLER, 1997) e
com os resultados dessas distancias foi construido um dendrograma
tendo como método de agrupamento o UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean). Com este mesmo software foi
calculada a consisténcia dos nés do dendrograma por 10.000
reamostragens sobre os locos. Para determinar o ponto de corte do
dendrograma e definir o nimero de grupos foi utilizado o método de
Mojena (1977). Adotou-se k= 1,25 como regra de parada na definicdo
do nimero de grupos, como sugerem Milligan e Cooper (1985).

0 software Structure 2.3.3 foi utilizado para verificar a presenca
de diferentes pools génicos compartilhados pelas amostras e o
arranjo da estruturacdo genética das popula¢des (PRITCHARD et al,,
2000). Essa andlise considera a separacdo do numero total de
individuos analisados em agrupamentos (clusters), atribuindo-lhes
um valor K que representa o nimero de pools génicos diferentes,
assumindo equilibrio de Hardy-Weinberg e auséncia de desequili-
brio de ligagao entre os locos analisados dentro de cada populagao.
Dessa forma, sdo definidos os agrupamentos de individuos que
compartilham o mesmo pool génico, sem a necessidade da
informagdo prévia sobre sua origem. O valor mais apropriado de
agrupamentos (definido pelo valor de K) foi estimado de acordo com
Evanno etal. (2005).
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Resultados

Diversidade genética e indice de fixagdo

Dos 21 locos testados, apenas 11 (52,4%) foram polimérficos e
utilizados nas andlises. Foram encontrados 58 alelos no total. O
numero médio de alelos por loco variou de 4,81 a 5,09. Nao houve
diferenca estatistica na média de alelos por loco e riqueza alélica para
as geracdes analisadas (adultos e regenerantes). A heterozigosidade
esperada variou de 0,531 a 0,585 sendo que, para este parametro,
ndo foram detectadas diferencas entre geracdes dentro de um
mesmo local e nem entre locais. As estimativas de f ndo foram
significativamente diferentes de zero, a julgar pelo intervalo de
confianca (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros de diversidade genética estimados em individuos adultos
(AD) e regenerantes (REG) de B. excelsa com 11 locos microssatélites nas popula-
¢oes Filipinas (FIL) e Cachoeira (CAC). / Table 1. Parameters of genetic diversity
estimated in adults (AD) and saplings (REG) of B. excelsa with 11 microsatellite loci
in Filipinas (FIL) and Cachoeira (CAC) populations.
Local Classe N A R H,
FIL AD 55 4,81(0,64) 4,80(0,64) 0,531 (0,06)
REG 68 5,09(0,70) 4,80 (0,63) 0,585 (0,05)
CAC AD 123 5,00(0,75) 4,96 (0,73) 0,585 (0,05) -0,013(-0,121;0,054)
REG 38 4,90 (0,65) 4,87 (0,64) 0,567 (0,07) 0,095 (-0,005;0,215)
Tamanho amostral (N); niimero médio de alelos por loco (A); riqueza alélica (R); heterozigosidade
esperada (H,) e indice de fixacdo (f). Erros-padrdo entre parénteses e IC,,: Intervalo de confianca a
99% de probabilidade, obtido por bootstraps. Sample size (N); average number of alleles per locus

(A); allelic richness (R,); expected heterozygosity (H,) and fixation index (f). Standard errors in
brackets and IC,,: confidence intervals at 99% of probability, obtained by bootstraps.

f(Cyy)
-0,053 (-0,229;0,153)
-0,012 (-0,253;0,082)

As probabilidades do teste exato de Fisher mostraram desvios
significativos (significancia de 1%) nas propor¢oes esperadas para o
Equilibrio de Hardy-Weinberg em dois locos (Bet 09 e Bex 02). A
presenca de alelos nulos foi evidenciada apenas no loco Bet 09.

Estrutura genética

Na andlise de agrupamento pelo método UPGMA, usando
estimativas de distancia genética de Nei (1978) e o método de Mojena
(1977), as seis subpopulagdes foram agrupadas em dois grupos (6, =
0,0480) os quais corresponderam as duas populacdes estudadas

(Figura 2).
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Figura 2. Dendrograma das seis subpopulagdes obtidos pelo método UPGMA, a
partir das distancias genéticas de Nei e 11 locos microssatélites.Valores de bootstrap
com 10.000 reamostragens. / Figure 2. Dendrogram of six subpopulations obtained
from UPGMA using Nei distance and 11 microsatellite loci.

Em relagdo a divergéncia genética entre as geracdes dentro de
populagdes, observou-se maior divergéncia entre regenerantes (6, =
0,070; 1C.:0,112 a 0,035) do que entre adultos (6,= 0,026; IC.: 0,037 a
0,016). Na populagdo do Cachoeira ndo houve divergéncia genética
entre as classes de tamanho (6,= 0,014; IC.: 0,050 a -0,003), enquanto
que no Filipinas houve (6,= 0,047;1C.:0,132a0,008).

A andlise bayesiana da composicdo de pools génicos evidenciou a
presenca de dois pools para as populagdes estudadas (Figura 3).
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Figura 3. Resultados do teste de atribui¢cdo de populagdo, com amostras ordenadas
por populacdo, K = 2. / Figure 3. Results from the population assignment test in
structure, with samples ordered by population: K= 2.

Discussao

Apesar da grande riqueza encontrada na Floresta Amazonica,
ainda sdo enormes as lacunas sobre a ecologia e genética das espécies.
Estudos genéticos sdo importantes para o entendimento dos efeitos
da fragmentacdo de habitats sobre a dindmica e manuten¢do das
populagdes, além de fornecerem elementos para elaboragido de
estratégias de manejo, conservagdo e melhoramento adequadas a
cada espécie (KAGEYAMA etal,, 2001).

A quantidade de alelos encontrados nas duas populagdes
estudadas foi inferior a outras espécies arboéreas estudadas com o
mesmo tipo de marcador. Em consequéncia disso, os valores de
diversidade génica (H,) encontrados foram relativamente menores
aos citados para outras espécies arboreas tropicais (CLOUTIER et al,,
2006; ANDRE et al, 2008; LACERDA et al, 2008; SEBBENN et al,
2011) e corroboram com resultados de outros estudos realizados
com a castanheira (BUCKLEY et al,, 1988; KANASHIRO et al,, 1997,
SUJIl etal, 2015).

Como ndo houve diferenca significativa entre o H; nimero médio
de alelos por loco e riqueza alélica de adultos e regenerantes,
considera-se que a diversidade genética estd sendo mantida nestas
populagdes ao longo das geragdes. Neste contexto, ndo hé indicios de
que a coleta de frutos e sementes tem influenciado negativamente na
manutengio da diversidade genética destas populagdes.

A falta de endogamia, devido ao sistema reprodutivo (f)
observada tanto para os regenerantes como para os adultos foi
coerente com a biologia reprodutiva da espécie alégama e auto
incompativel (O'MALLEY etal.,, 1988; CAVALCANTE etal,, 2012).

A andlise de agrupamento indicou alta relagdo de similaridade
entre as subpopulagoes, embora as duas populagdes tenham forma-
do grupos distintos. Baixos valores de divergéncia genética entre
populagdes de castanheira também foram encontrados em estudos
anteriores (BUCKLEY et al., 1988; PARDO, 2001; KAGEYAMA et al,,
2004; SUJI etal,, 2015; GRIBEL et al.,, 2007).

As estimativas de divergéncia genética (6,) entre cada par
analisado (adultos x adultos entre populagdo, regenerantes x regene-
rantes entre populacdo, adultos x regenerantes dentro de populacdo)
foram baixas, porém significativas de acordo com o intervalo de
confianca. Somente entre adultos e regenerantes do Cachoeira a
divergéncia genética nio foi significativa.

Apesar de a andlise Bayesiana mostrar que as duas populagdes
compartilham os mesmos pools génicos, observou-se que a distribui-
¢do destes pools dentro de cada populacgdo foi distinta. No Cachoeira,
houve predomindncia do pool A enquanto que no Filipinas o que
predominou foi o pool B. Também se verificou que no Filipinas a classe
de regenerantes apresentou um padrao distinto dos adultos, o que foi
comprovado pela analise de divergéncia (6, = 0,047) entre as classes
de tamanho nesta populagio.

Este resultado de divergéncia genética entre as classes de tamanho
de uma mesma populagdo sugere mudanga na estruturagdo genética
ao longo das geragoes, o que pode ser um efeito da coleta de sementes,
de fluxo génico ou do sistema reprodutivo da espécie (HAMRICK,
1982). No entanto, Wadt et al. (2008) avaliaram aspectos da estrutura
populacional de B. excelsa nestes dois locais (mesmas parcelas de
estudo), e verificaram menor densidade de castanheiras (arvores mais
distantes uma das outras), menor intensidade de coleta dos frutos e
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maior taxa de regeneracdo no Filipinas quando comparado ao
Cachoeira, o que se leva a imaginar uma baixa diferencia¢do entre as
classes de tamanho desde que a dindmica de regeneragio é mais ativa
que no Cachoeira. Por outro lado, Sujii et al. (2015), estudando a
estrutura genética desta espécie em diferentes populagoes distribui-
das na Bacia Amazonica, verificaram uma pequena estruturagio
genética nas populagdes do estado do Acre e ndo descartaram a
hipétese de tempo insuficiente para diferenciagdo entre populagdes e
sugeriram que o processo de diferenciacdo local ainda esta em curso.
Talvez estas questdes possam explicar os resultados obtidos no
presente estudo podendo ser que os dois castanhais avaliados tenham
idades diferentes e estejam em processos de adaptacdo distintos.

De acordo com os resultados, considera-se que nessas populagdes
a coleta de frutos da castanheira ndo esta impactando negativamente a
estrutura genética dos castanhais. No entanto, ainda ha caréncia de
estudos mais abrangentes e completos, especialmente para identificar
os efeitos da histdria demografica e da selegio natural nas populagdes
de castanheiras.

Conclusao

Os marcadores microssatélites foram eficientes para acessar a
variabilidade genética das populagdes naturais de castanheira estuda-
das. As estimativas genéticas indicaram uma estreita base genética
entre as populagdes, devido a baixa variabilidade encontrada. Nio foi
detectado efeito da diminuicdo da diversidade genética nos
regenerantes, pois houve a perpetuacdo dos alelos encontrados nos
individuos adultos. Tal fato evidencia que a coleta de frutos ndo tem
causado a diminui¢do da variabilidade genética.
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