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DIVERSIDADE DE RAPD EM CASTANHA DO ÊRASIL (Benholieda 
exéelsa HUMB. ANI) BONPL, LECYTIIJDACEAE)' 

Milton Knnashiro 2, StépheiiA. Harr&, &Anthoiiy Simons4  

A variação genética em populações naturais é um recursá pára a 
sobrevivência e a futura evolução da especie, assim como pode ser utilizado 
para melhorar a sua produtividade (Frankel et ai, 1995) Portanto, enteder a 
diersidade genética e as niudínças na divérsidàdé*são essenciais pará o 
efetivo manejo de uniiespécie (Miliar and Westfaii, 1992; Savolainen and 
Kaerkkaeinen, 1992). 

À castanha-do-1rsii, casianha-do-pará, ou simplesmente castanheira 
(Bertholletia excelsa), é uma ávore grande porte, chegando a atingir até 50 
metros de altura, distribuida na floresta de terra firme das Guianas, 
Amazonia Colombiana, Venezuela, Peru, Bolivia e Brasil (Mori e Prance, 
1990). Ao longo desta distribuição, as densidades podem ser bixas, de 1 a 6 
árvores por hectare, ou tão altas, de 5 a 20 árvores por hectare (Sanchez, 
1973). As florès de castanheira são visitadas e supostamente polinizadas por 
uma variedade de abelhas de :grande porte, como Bombus, Centris e 
Xylocopa (Nelson et ai. 1985).A evidência disponívél é de que a castánheira 
é fecundação cruzada intensa, contudo, podendo ocorrer um significante 
baixo nível de autofecundação (O'Malley et ai. 1988). As semcntes estão 
alojadas num grande fruto indeiscénte e aparentemente dispersadas por 
agoutis (Dasyprocta spp.), um roedor comum do neotrópicó (Huber, 1910). 
A espécie é conhecida principalmente pela sua produção de castanhas, mas 
recentemente tem sido indicada corno uma espécie promissora para a 
produção de madeira em plantios a piSo aberto (Kanashiro, 1992). 

Os estudos de variabilidade genética das espécies têm sido baseados 
em padrões de variação de genética qüantitativa, e com o advento dos 
marcadores moleculares e bioquímicos. Essas técnica têm contribuído muito 
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para o acesso á diversidade genética das populações naturais. No caso de 
especies tropicais madeireiras, especialmente onde o sistema de 
acasalamento nãé bem entendido, testá d poten'cialidáde dàespécies e a 
caracterização dos sistemas reprodutivos, e estudos de procedências são de 
muita imortâiicia, e o uso de macádores écnéticos pódeni iefuados como 
parte do programa de pesquisa (Haines, 1994). Entre essas técnicas está o 
polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD) Esta tecnica envolve a 
amplificação simultânea de vános loco's anônimos no genoma utilizando 
"primers" de sequência arbitraria (Ferreira e Grattapaglia, 1996) O objetivo 
deste estudo e entender a distribuição da diversidade genetica entre cinco 
procedências de castanha-do-brasil, amostradas na Amazônia 

- - Folhas bem desenvolvidas foram coletadas de um ensaio de 
procedências estabelecido em 1982, no Campo Experimental de Belterra (30 
km ao sul de Santarem, Para), e composto de cinco procedencias de 
Beribolietia excelsa (Tabela 1) O material foi coletado e colocado em sacos 
de plastico e secos com silica gel (Chase and Hilis, 1991) e mantidos em 
temperatura ambiente ate ser levado ao laboratorio, e cstocado a —20 °C 

A coleta de sementes, no período do cstabelecimento do ensaio; variou 
de procedência para procedência devido a dificuldades de se chegar a muitas 
populações em seus habitats naturais. A procedência de Santaréni e Rio 
Branco, foram coletadas de árvores individuais,, enquanto que as 
procedências de Alenquer e: Altamira foram amostradas de exemplares 
maiores no mercado local. A procedência de Marabá foi ainostrada de um 
local onde recebia as castanhas de outros pontos próximos. 

O DNA intactd foi extraído do material seco de plantas individuais 
seguindo o protocolo, modificadode Doyle e Doyle, (1987). Os 
procedimentos de extração estão descritos no texto original. Inicialmente na 
seleção do material,foram testados 40 primers sintéticos (OP1301 a OP13-20; 
OPE-Ol a OPE-20), adquiridos da Operon Technologies Inc. Desses 40, 
foram escolhidos oito primers , para a análise completa baseado nà 
facilidade de amplificação (procedimentos no texto original) e resolução dos 
produtos.. Todos os conjuntos de amplificação - continham um controle. 
Fragmentos amplificados foram posteriormente separados em gel de 
algarose a 2%, e as bandas visualizadas sob luz ultravioleta (UV), e 
fotografados com uma câmara Polaróide 667, e posteriormente "lidos". 
Aproximadamente metade das amplificações foram repetidas duas vezes 
para checar a estabilidade da amplificação dos produtos. 
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TABELA 1. Locais e diversidade fenotípica de RAPD (1-ipop) de cinco 
procedências de B. excelsa 

Pop. N°. Procedências Lat. (5) Long. (W) H,,,, 

1 Alenquer, Pa 01 55 1  5446' 7,88 

2 Altamira, Pa 03 32' 52 14' 6,53 

3 Marabá, PA 05 22' 49 06' 7,29 

4 Rio Branco,AC 1000' 6747' 5,97 

5 Santarém, Pa 0232' 5445' 8.69 

1-1 	7,272; H p  = 10,58; (I-I, - H)/H 5 =.0,3 13; ll, / 1-1,1, =0,687 

Os dados de RAPD foram registrados como presença (1), e ausência 
(0) de amplificação de produtos, não sendo considerada a intensidade dos 
mesmos. A similaridade entre os acessos (procedências) foi calculada 
usando o coeficiente de similaridade asimétrica de Jaccard, J }, =C )  /(n +n 
- onde C.y  é o número de positivos "matches" entre dois indivíduos, n 
é o número de produtos encontrados na acessoX, e n é o número encontrado 
no acesso Y (Jaccard, 1908); Lynch, 1990). Valores na matrix de 
similaridade foram agrupados usando a análise de média de grupos de pares 
não-balanceados (UPGMA; (Sneath and Sokal, 1973)) e analisados usando 
análise de coordenada principal. Análises de Similaridade, coordenada 
principal e de agrupamentos foram conduzidas usando o "pacote" de R. A 
medida de SHANNON's (H= -E pl092p, onde p, é a freqüência do ith 
produto RAPD) foi usada para obter uma estimativa da diversidade 
fenotípica do RAPD em cada população, e a partição da diversidade entre 
populações (King and Schaal, 1989; Lewontin 1972) 

Foram analisados quanto à variação em 47 produtos, cem indivíduos 
de B. excelsa, de cinco procedências. Assumindo que cada produto de RAPD 
representa um único loco, todos os loci são polimórficos, à exceção de 6 
(12.8% OPB- 15-A; OPB- 1 5-C; OPB 15-E; OPB- 1 7-B;OPB-20-C;OPE-03-
A). A freqüência dos produtos variaram entre O (ausência) e l(monomórfico) 
com 49% da freqüência maior que 0.801, e somente 25.6% da freqüência é 
menor que 0.601. O número médio de produtos por procedência variou entre 
35 (Marabá) e 41 (Santarém: média de todas as procedências = 38.6. Sete 
produtos estão restritos a indivíduos das populações: Altamira (OPB-1 1-11; 

127 



OPE-03-A); Marabá (OPB-20-C); Santarém (OPB-1 1-E; OPB-18-K;OPB-
18-O). 

Estimativas da média fenotípicas de Shannon's variaram entre 5.966 

(Rio Branco) e 8.686 (Santarém) para cada população e 10.580 por espécie 
(Tabela 1). Adicionalinente, a medida de diversidade fenotípica de 
SHANNON's, foi utilizada para a partição da diversidade dos componentes 
dentro e entre procedências (Tabela 1). Uma análise da proporção de 
diversidade presente• dentro de procedências (Hpop fHsp) e entre 
procedências [(Hsp - Hpop)IHsp] indicou que em média 68,7% da variação 
ocorreu dentro de procedências (Tabela 1) e somente 31,3% foram 
observados entre as procedências. 

Os índices de similaridade de Jaccard's revelaram que dentro das 
procedências esses índices variaram entre 0.734 (Santarém) e 0.854 
(Altamira), enquanto que, entre procedências, as estimativas de similaridades 
estão representadas na Fig. 1. As procedências de Alenquer, Altamira, 
Marabá se agrupam formando um grupo discreto, que correlaciona com a 
distribuição geográfica das populações. Contudo a procedência de Santarém, 
que é geograficamente próxima destas. Os índices são bastante distintos, 
apresentando uma similaridade maior com a procedência de Rio Branco, que 
é geograficamente distante. 

Akamim 

MMbu 

Aknquer 

KLoBnaco 

San Witm 

03 	04 	03 	02 

Fig. 1. Agrupamentos UPUMA de cinco procedências de Bertholletia 

éxcelsa baseados nas medidas de similaridade de Jaccard. 

Bertholletia um gênero monoespecífico, é aparentemente mais 
próximo - relacionado com algumas espécies do gênerQ Lecyt/iLs, como 
exemplo L. lurida. Contudo diferenciação entre ambos é tão grande que a 
hibridação provavelmente não é possível (Mori and Prance, 1990). O 
entendimento do nível de variação genética e da distribuição desta variação 
em B. excelsa é, portanto, crucial. Duas.observações principais podem ser 
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reportadas: (i) a maioria da variação está distribuida dentro de procedências 
e (ii) o agrupamento de procedências independe da localização geográfica. 

A partição da variação do RAPD em Beribolietia excelsa onde 68,7% 
da variação está distribuída dentro de procedências, coincide com um estudo 
prévio utilizando isoenzimas como marcadores. A variação genética para 
duas populações distantes de aproximadamente 150 km.forarn encontrados 
valores de Dst=0.0375 (Buckley etal. 1988), embora estes resultados tenham 
sido criticados parcialmdnte por Mori e Prance (1990) devido o tamanho da 
amostragem e as possibilidades dessas populações terem sidd originadas de 
intervenções Ameríndias. O presente estudo, embora aumente o número de 
populações amostradas e também a faixa geográfica de ocorrência tanto em 
latitude quanto em longitude (populações distanciando —se de 60 a 2.100 
km), a maioria da variação observada está contida também nas procedências. 

Com relação aos agrupamentos entre as procedências, enquanto parte 
deste agrupamento pode estar associado a questões de amostragem das 
populações no momento da instalação do ensaio, isto não pode explicar 
totalmente à padrão observado. Embora, as populações de Santarém e 
Alenquer estejam relativamente próximas geograficamente (c. 60 km), elas 
são distantes baseadas nos dados apresentados por RAPD. Por outro lado, 
Santarém e Rio Branco são opostos, baseando-se nos resultados de 
diversidade de RAPD, e representam, respectivamente, o maior e o menor 
índices de desenvolvimentento silvicultural aos 12 anos (Kanashiro, 1992). 

Embora não possa ser dito que no geral os níveis de variação na 
espécie são altos, comparados com outras espécies da floresta tropical 
úmida, foi demonstrado a importância de acessar a variação ao longo da 
faixa de ocorrência da espécie. 
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