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RESUMO

Diversidade, estrutura genética e domesticagdo de piquiazeiros (Caryocar villosum) em

duas localidades da Amazodnia brasileira

O piquiazeiro (Caryocar villosum (Aubl.) Pers.) € uma arborea presente
no bioma Amazénico, sendo seus principais usos os alimenticios e madeireiros. O
piquiazeiro encontra-se incipientemente domesticado, e a sele¢cdo e manejo feitos
por populacBes tradicionais pode estar promovendo a continuidade desse
processo, que se iniciou na Amazonia por volta do final do Pleistoceno e inicio do
Holoceno, e hoje esta sendo retomado por populacGes tradicionais que fazem
cultivos em seus quintais, entre elas o piquiazeiro. Apesar de seu uso por
populacdes tradicionais e do potencial comercial, a diversidade e distribuicdo do
piquiazeiro ainda foram pouco estudadas. Os objetivos desse estudo foram
analisar a diversidade genética e a estrutura genética de piquiazeiros em duas
situacOes. A primeira foi examinando o processo de domesticacdo do C. villosum
por populacdes tradicionais na Floresta Nacional (FLONA) do Tapajos e a
segunda foi comparando a populacdo da FLONA do Tapajés, no Para, com outra
localizada na Reserva Extrativista (RESEX) Rio Ouro Preto, em Rond6nia. Na
FLONA foram genotipados, com o uso de sete marcadores microssatelites, 67
individuos da mata e 26 cultivados nos quintais. Maior riqueza alélica, nimero de
alelos, numero de alelos efetivos, alelos privados e heterozigosidade observada
foram encontrados na mata, assim como estruturacdo genética espacial nos
individuos de quintal, o que indica a domesticacdo da espécie, apesar da baixa
estruturacdo genética encontrada entre os grupos mata/quintal nos métodos
aplicados. Na segunda parte foram genotipados 130 piquiazeiros, sendo 92 do
Pard, os mesmos utilizados no estudo da domesticacdo, somados a 38 de
Rondbnia. O Pard apresentou valores superiores para ndmero médio de
alelos/loco, numero efetivo de alelos, nimero de alelos privados, riqueza alélica e
heterozigosidade esperada, indicando um possivel centro de origem da espécie. A
estrutura genética espacial foi significativa em ambas as localidades, o que sugere
correlagcbes de parentesco entre os individuos, provavelmente devido ao
comportamento forrageiro de seus polinizadores e dispersores. A estruturacdo
genética entre as duas localidades foi observada em todos os métodos, sendo que a
maior parte da variacdo (89%) ocorre dentro das populacdes. A diferenciacdo
entre as populacdes (11%) pode ser explicada por fatores historicos e pelo elevado
fluxo génico (Nm = 2,043). Foi também feita uma modelagem de nicho ecoldgico
para determinar a distribuicdo da espécie. Foi observada a predominancia de
ocorréncia da espécie no bioma Amazbénico, com maior adaptacdo a climas
quentes, com médias superiores a 18°C em todos 0s meses, e Umido, apresentando
de 1 a 3 meses de seca.

Palavras-chave: Estrutura genética espacial; Diversidade genética; Espécie
incipientemente domesticada; Microssatélites; Modelagem de nicho ecoldgico
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ABSTRACT

Diversity, genetic structure and domestication of piquias (Caryocar villosum) in two

localities of the Brazilian Amazon

Piquia (Caryocar villosum (Aubl.) Pers.) is a tree species present in the
Amazon biome, used mainly for food and timber. Piquid is incipiently
domesticated, and the selection and management by traditional populations may
be promoting the continuity of this process. This process began in the Amazon
around the end of the Pleistocene and the beginning of the Holocene, and today is
being resumed by traditional populations, which cultivate different species in their
backyards, among them is the piquid. Despite its constant use by traditional
populations and commercial potential, the diversity and distribution of piquia
have been little studied. The objectives of this study were to analyze the genetic
diversity and the genetic structure of piquias in two different cases. The first was
to examine the process of domestication of C. villosum by traditional populations
in the Floresta Nacional (FLONA) do Tapajds. The second one was to compare
the piquias populations from the FLONA do Tapajos, in Para, with another one
located in the Reserva Extrativista (RESEX) Rio Ouro Preto, in Rondbnia. Sixty-
seven individuals from the forest and 26 cultivated in the backyards were
genotyped, with the use of seven microsatellite markers, in FLONA. Higher
allelic richness, number of alleles, number of effective alleles, private alleles and
observed heterozygosity were found in the forest, as well as spatial genetic
structuring in backyard individuals, which indicates the domestication of the
species, despite the low genetic structure found between the forest/backyards
groups in the applied methods. In the second part, 130 piquids were genotyped,
being 92 of Para, the same ones used in the study of domestication, and 38 of
Rond6nia. Pard presented higher values for average number of alleles/locus,
effective number of alleles, number of private alleles, allelic richness and
expected heterozygosity, indicating a possible center of origin of the species. The
spatial genetic structure was significant in both localities, suggesting kinship
correlations among the individuals, probably due to the forage behavior of their
pollinators and dispersers. Genetic structuring between the two localities was
observed in all methods, with most of the variation (89%) occurring within
populations, according to AMOVA. The differentiation between populations
(11%) can be explained by historical factors and high gene flow (Nm = 2,043).
According to the Ecological Niche Modeling, used to verify the species
distribution, the piquid occurs predominantly in the Amazonian biome, with best
suitability in hot climates, with temperature averages above 18°C, and humid,
presenting between 1 and 3 months of drought.

Keywords: Spatial genetic structure; Genetic diversity; Incipiently domesticated
species; Microsatellites; Ecological niche modeling
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1. INTRODUCAO

O piquiazeiro (Caryocar villosum (Aubl.) Pers.) € uma espécie amplamente
distribuida pela Floresta Amazénica (ALVES; LEVIS; CLEMENT, 2016). Seus principais
usos sdo 0 madeireiro e alimentacéo (consumo do fruto). Seu 6leo possui potencial comercial
devido a propriedades medicinais e caracteristicas similares ao dleo de dendé, tornando-o
interessante a industria de cosméticos (CLAY; SAMPAIO; CLEMENT, 2000). As flores de
piquid tem antese noturna, cor amarela, grande quantidade de néctar, odor forte e pouco
agradavel e grande quantidade de polen, dessa forma, € uma espécie com caracteristicas
tipicas da sindrome de quiropterofilia, podendo ter dispersdo de pdlen em longas distancias, o
gue potencialmente aumenta seu fluxo génico (MARTINS; GRIBEL, 2007; COLLEVATTI et
al., 2009b). Clement (1999a) sugere que o piquiazeiro € incipientemente domesticado, e que a
selecdo e manejo feito por populacbes tradicionais estd promovendo a continuidade do
processo de domesticacao do piquid.

Espécies cultivadas e selvagens podem apresentar diferentes caracteres quando séo
alvo da selecdo humana. O continuo de exploracdo, selecdo, cultivo e manejo de plantas
resulta no conhecido processo de domesticacdo em que se observa mudancas morfoldgicas e,
mais profundamente, mudancgas genéticas que distinguem a cultura domesticada do seu
progenitor selvagem (MARTINS, 1994; PICKERSGILL, 2007). A domesticacdo de plantas é
um processo a longo prazo, em que a selecdo natural é somada a selecdo humana para
aumentar a utilidade e adaptagdo tanto do espaco como das plantas em favor do homem
(HARLAN, 1992; CLEMENT, 1999a).

Desde tempos pré-historicos, nas terras baixas da América do Sul, plantas séo
selecionadas e cultivadas pela acdo humana para serem utilizadas como alimentos
(MARTINS, 1994). Na Amazonia, estima-se que o processo de selecdo de espécies feito por
populagdes tradicionais tenha se iniciado entre o final do Pleistoceno e inicio do Holoceno. O
grande numero de espécies domesticadas nessa area a tornou um dos principais centros de
domesticagdo (CLEMENT, 1999a, 1999b; CLEMENT et al., 2010). Proximo ao contato
europeu, em 1492, ao menos 83 espécies nativas estavam domesticadas em algum grau,
como, por exemplo, mandioca, batata-doce, cacau, tabaco, macés, abacaxis e pimentas, bem
como inumeras arvores frutiferas e palmeiras (CLEMENT et al., 2010).

Quintais séo sistemas agroflorestais com plantas domesticadas e selvagens para usos
multiplos, encontrados em diversas partes do mundo, inclusive proximos a parques

arqueoldgicos da Amazénia. A localizagcdo de quintais na Amazonia sugere que durante a
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conquista europeia e subsequente colonizacdo do Brasil, muitos desses locais foram
abandonados e hoje se encontram reocupados por populagfes modernas, devido aos seus
solos ricos e localiza¢Ges favoraveis (LINS et al., 2015). A reocupacgéo de quintais tem levado
ao restabelecimento da domesticacédo e selecdo que ocorria antes do contato, pois populacdes
tradicionais mantém diversas culturas em seus quintais com o plantio e manejo de espécies
selvagens (MARTINS, 1994) e entre as espécies encontradas em quintais pela Amazo6nia esta
0 piquia (ALVES; LEVIS; CLEMENT, 2016).

Apesar da sua importancia histérica, do constante uso por populacdes tradicionais e
do potencial comercial, a diversidade e distribuicdo do piquiazeiro ainda foram pouco
estudadas. Estudar a variagdo genética de uma espécie combinado com dados ambientais pode
esclarecer as contribui¢cfes do fluxo génico, eventos histéricos e como o ambiente influencia o
padrdo de distribuicdo da espécie (SORK, 2016). Ha também a necessidade de entender como
a variacdo genética de uma espécie esta distribuida para tomar as melhores decisbes para
preservar sua diversidade genética (LOVELESS; HAMRICK, 1984). Uma forma de prever a
distribuicdo de uma espécie para amostra-la é por meio de modelagem de nicho ecoldgico,
que envolve desde observacdes da espécie em campo até variaveis de padrdo ambiental, as
quais podem afetar direta ou indiretamente o gradiente de distribuicdo da espécie (GUISAN;
THUILLER, 2005).

Além disso, padrdes de diversidade genética entre populaces podem contribuir para
entender um dos principais efeitos da domesticacdo, o afunilamento genético ou bottleneck.
Esse efeito ocorre devido a questdes de amostragem, levando a reducdo de individuos que
compdem uma populagdo (HANCOCK JF, 2004). Marcadores moleculares tém sido
utilizados para explicar a distribuicéo e estrutura genética das espécies (COLLEVATTI et al.,
2009b), assim como para comparar a diversidade em populacdes selvagens, possivelmente
domesticadas e cultivadas. Dentre os marcadores moleculares mais utilizados, estdo os
marcadores de DNA, como RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLPs
(Amplified Fragment Length Polymorphism), ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) e
microssatélites ou SSR (Single Sequence Repeats), que foi escolhido para ser utilizado nesse
estudo devido as suas propriedades como codominancia, reprodutibilidade e polimorfismo
(SCHLOTTERER, 2004; VIEIRA et al., 2016), além dos marcadores de nova geragdo, como
0s SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), que vém sendo também muito utilizados
atualmente. O estudo integrado desses fatores é (til para entender o processo de domesticacéo

de uma espécie (Lins Neto et al., 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techrapd/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/probe/doc/TechAFLP.shtml
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1.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho consiste em estudar a diversidade genética e
estruturas geneticas de piquiazeiros em duas situaces. A primeira situacdo € investigando o
processo de domesticacdo do C. villosum por populacgdes tradicionais na FLONA do Tapajos,
analisando os resultados dos parametros entre piquiazeiros encontrados em quintais e na mata.
Na segunda parte serd feita a comparacdo entre a populacdo de piquiazeiros da FLONA do

Tapajos, no Pard, com outra localizada na Reserva Extrativista Rio Ouro Preto, em Rondénia.
1.1.1. Objetivos especificos

1. Analisar a diversidade genética, com o uso de marcadores microssatélites, dos
piquiazeiros de mata e de quintais, utilizando estimativas de diversidade como
0 numero de alelos por locos, riqueza alélica, heterozigosidades esperadas e
observadas, e indice de fixag&o.

2. Determinar se os gendtipos de piquiazeiros de quintal ja possuem um
determinado nivel de domesticacdo em funcdo da selecdo humana que 0s
diferem dos piquiazeiros de mata, de tal forma que ocorra uma diviséo
populacional vista nas analises de agrupamento e estrutura genética.

3. Determinar a estrutura genética espacial (EGE) e o fluxo génico em
piquiazeiros de mata e quintal. A EGE ira definir se hd maior similaridade
entre vizinhos do que com individuos distantes; endogamia ird mostrar se 0S
cruzamentos sdo aleatorios, e assim serd determinado se esta ocorrendo fluxo
génico entre piquiazeiros de mata e de quintal.

4. Determinar a diversidade genética, a estrutura genética espacial, a estrutura
genética e o fluxo génico de piquiazeiros de duas diferentes regiGes da
Amazonia, Pard e Rondbnia, a fim de compara-las e definir se fatores naturais,
como longas distancias, e/ou a presenca do homem levaram a diferenciacdo
dos individuos dessas duas regides.

5. Realizar a modelagem de nicho ecoldgico baseado em varidveis bioclimaticas
para definir se esses parametros sdo essenciais na distribuicdo da espécie e
quais deles mais influenciam a adequabilidade do C. villosum em um
determinado habitat.

1.2. HIPOTESES

1. Na Amazodnia ocorre selecdo de piquias de &rvores com frutos ndo-amargos, o
que pode causar 0 estreitamento da base genética, visto que a coleta de
sementes pode se concentrar em determinados individuos. Além disso, por se
encontrar perto de Terras Pretas Amazonicas, regides consideradas de antigas
ocupacdes humanas, sua distribuicdo pode ter sido influenciada pelo homem.
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Portanto, a reocupacdo de quintais e a selecdo feita pelo homem moderno,
podem ter levado os piquias dessa localidade a se diferenciarem
geneticamente. Dessa forma, a selecdo pode ter reduzido o tamanho
populacional e sua reconstrugdo pode contar com uma quantidade mais restrita
de alelos.

2. Espera-se um grande fluxo génico entre piquiazeiros, pois a polinizacédo de C.
villosum é de longa distancia, visto que € feita por morcegos do género
Phyllostomus. Dessa forma, a diferenciagdo genética entre as arvores
encontradas em mata e em quintais talvez néo seja tdo evidente, ou seja, a acdo
da selecdo humana na reducdo da diversidade genética pode ser
contrabalanceada pela acdo do fluxo génico entre piquiazais.

3. Com a distancia superior a 1500 km entre as duas regides com o0s piquiazeiros
amostrados, espera-se que as populagfes possuam uma clara estruturagao
genética entre elas. Entretanto, por se tratar de uma espécie polinizada por
morcegos, que podem se movimentar a longas distancias e estar presente em
regides perto de rios, em que ha possibilidade das sementes se dispersarem por
via fluvial, é possivel que a diferenciacdo entre as populacfes tenha fatores
mais significativos do que a distancia geografica.

4. Fatores abidticos como precipitacdo e temperatura possuem grande
contribuicdo para determinar a distribuicdo de uma espécie em seus
determinados biomas. Com base em dados georreferenciados nas coletas e
dados presentes em herbarios online, espera-se grande concentracdo da espécie
no bioma amazbnico, conforme a delimitagdo dada pelas varidveis
biocliméaticas que mais contribuirem com a modelagem de nicho ecoldgico da
espécie.

1.3. Revisao de literatura
1.3.1. Domesticacao

A transicdo do ser humano de cacador-coletor para agricultor ocorreu
independentemente em diferentes locais do mundo por volta de 10.000-12.000 a 3.000-4.000
anos atras (GEPTS; PAPA, 2003; PIPERNO, 2011; MEYER; DUVAL; JENSEN, 2012).
Cacadores e coletores adquiriram conhecimento sobre as plantas e animais ao seu redor e
assim, deram inicio a agricultura o que os fez optarem por uma vida sedentaria em vilas. As
teorias para essa transi¢do envolvem desde a mudanga climatica e o0 aumento populacional,
que criaram a necessidade de estocar comidas (DIAMOND, 2002; GEPTS; PAPA, 2003;
PIPERNO, 2011), até o desenvolvimento de praticas culturais e crencas (HARLAN, 1992).

O conhecimento sobre as plantas fez com que os homens realizassem a selecdo de

fenotipos, determinando quais plantas seriam promovidas, manejadas e cultivadas. Esse
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processo € denominado domesticacdo e é descrito como co-evolucionario, pois a0 mesmo
tempo em que ocorrem mudancgas nos fenotipos e gendtipos de plantas, elas se tornam mais
Uteis e adaptadas para intervencdo do homem (HARLAN, 1992; CLEMENT, 1999a). Esse
processo € possivel pois a plasticidade presente em determinadas culturas permite a adaptagédo
a novas circunstancias ecoldgicas, quando sdo trazidas do seu habitat natural para areas de
cultivo (PIPERNO, 2011).

O processo de domesticacdo resulta no surgimento de uma série de caracteristicas
que as distingue dos progenitores selvagens, conhecidos como sindromes de domesticacao.
Exemplos de sindromes sdo 0 aumento do tamanho de sementes e diminui¢do da disperséo,
para facilitar o controle de cruzamentos, a dorméncia de sementes, de modo que a germinagéo
ocorra na época de producdo desejada, o crescimento compacto, a fim de diminuir a
competicdo e 0 aumento da autopolinizacdo, e a reproducdo vegetativa, para manter o
fendtipo similar (GEPTS; PAPA, 2003; GEPTS, 2004). A propagacdo seletiva dessas
linhagens pode resultar no progressivo estreitamento da base genética de uma populacao
(TANKSLEY; MCCOUCH, 1997) e, dessa forma, a reducdo da diversidade genética é um
processo caracteristico das plantas durante e depois da domesticacdo (GEPTS, 2004).

Segundo Clement (1999a), a populacdo domesticada é aquela que se torna
dependente da intervencdo humana para sua manutencdo, e a populacgdo silvestre é a natural
que nédo sofreu modificacdo. Esses seriam 0s dois extremos de um gradiente de domesticacao
gue existe no ambiente, incluindo as plantas incipientemente domesticadas, que apresentam
fenotipos pouco diferentes dos encontrados na natureza; as semidomesticadas, onde a selecdo
humana é mais intensa, sendo que a variabilidade genética pode ter diminuido, pois alguns
fendtipos ja sdo selecionados para constituirem a proxima geracdo. Existem também as
populacdes que sdo acidentalmente co-evoluidas, que se adaptam aos ambientes antrépicos ao
acaso, sem sofrer selecdo. O auge da domesticacdo ocorre quando a pressdo de selecdo gerou
uma diminuicdo na variabilidade genética da populacdo e houve perda critica da adaptacédo
ecoldgica, dependendo do manejo do homem e do ambiente por ele criado para se propagar.
Estima-se que nos Gltimos mil anos 80% da variacdo genética de cultivos domesticados foi
perdida em relacdo a seus parentes selvagens, como aconteceu com as culturas da soja, trigo,
café, feijio e péssego (TANKSLEY; MCCOUCH, 1997; TUXILL, 1999; LOPEZ-
GARTNER et al., 2009; BITOCCHI et al., 2013; CAO et al., 2014), entre outras. No geral, 0s
maiores e menores centros de domesticacdo foram identificados baseados em informagdes
arqueoldgicas e estudos genéticos. A maioria dos centros estdo alocados em areas tropicais

entre as latitudes 35°N e 35°S, em areas montanhosas, com alternancia de estacdes secas e
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chuvosas (GEPTS; PAPA, 2003; GEPTS, 2004). A Amazbnia ocupa metade da América do
Sul, mas por causa da falta de dados é frequentemente negligenciada quando s&o discutidos as
origens e diversidade de culturas, enquanto a atencdo é focada em estudos nos Andes. O
ambiente encontrado na Amazonia € pobre para preservacdo arqueoldgica o que levou a falta
de reforgos para pesquisa (MARTINS, 1994; CLEMENT, 1999a).

Uma data crucial para a domesticacdo de culturas na Amazénia é 1492, quando
Colombo chega as Américas, iniciando dois processos: (1) a troca de animais e culturas
domesticadas entre América, Europa e Africa (“Troca Colombiana”) (GEPTS; PAPA, 2003) e
(2) o declinio populacional dos Amerindios, o que afetou a heranca genética de culturas
severamente (CLEMENT, 1999a; LOUGHLIN et al., 2018).

Segundo Clement (1999b), existiram dois centro de diversidade, quatro centros
menores e cinco ou mais regides de diversidade na parte baixa da América do Sul, ao leste
dos Andes, sendo que todos apresentavam de moderada a alta densidade populacional,
organizacéo social e agricultura intensa, e muitas dessas regides ndo sdo vistas hoje. Existiam,
provavelmente, 138 cultivos na Amazoénia antes do contato europeu, incluindo 44 familias
botéanicas, cultivadas, manejadas e promovidas, o que é aproximadamente 50% do total das
Américas. Dentre as 52 espécies domesticadas, 14 sdo arvores frutiferas, de nozes e lianas
(27%); entre as 41 semi-domesticadas, 35 sdo arvores ou lianas (87%); e entre as 45 de
domesticacdo incipiente, todas sdo frutiferas ou produzem nozes (CLEMENT, 1999a).
Recentemente foi mostrado que cerca de 85 espécies arboreas também eram de domesticacédo
incipiente, semi- ou totalmente domesticadas antes do contato colombiano (LEVIS et al.,
2017).

Atualmente, sdo encontrados em quintais, conhecidos por serem sistemas
agroflorestais, plantas em diversos niveis do processo de domesticacdo, assim como plantas
selvagens para usos multiplos. Sdo abundantes pela Amazonia, especialmente nas margens de
rios. Lins et al. (2015) estudaram ocupagdes modernas no Rio Urubu, um tributério do Rio
Amazonas a 200 km de Manaus, e encontraram 205 espécies cultivadas em 40 quintais, com
uma média de 8,2 (£66) espécies nativas da Amazonia por quintal, sendo as espécies mais
comuns: cupuagu (Theobroma grandiflorum), presente em 65% das hortas, mandioca
(Manihot esculenta), em 45%, e pimenta amazonica (Capsicum chinense) em 43%. A
mandioca e a pimenta sdo exemplos de especies domesticadas antes do contato europeu, e 0
cupuacu, provavelmente, possui domesticacdo mais recente. Os diferentes graus de

domesticagdo que sdo encontrados hoje podem ser explicados por origens culturais,
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abandono, reocupacdo e ao conhecimento ecol6gico combinado com preferéncias pessoais
(LINS et al., 2015).

Alguns autores ja sugeriram que a diversidade genética pode ser relativamente menor
na situacdo descrita anteriormente em plantacdes agroflorestais de quintais, como resultados
do efeito da deriva genética devido a coleta de um limitado nimero de material e uma grande
variagdo na forma de propagacdo (WEBER et al., 2001; HOLLINGSWORTH et al., 2005;
LENGKEEK; JAENICKE; DAWSON, 2005). Hollingsworth et al. (2005) fizeram um estudo
comparando a diversidade genética de Inga edulis, na Amazdnia Peruana. Utilizando
marcadores microssatélites para determinar diminui¢cdes da diversidade associados com a
domesticacdo, 0s autores demonstram que ha diferencas entre populacdes naturais e
cultivadas, porém, as cultivadas ainda detém 80% da diversidade alélica presente na natureza,

0 que pode refletir a contribuicdo da dispersdo de polen e sementes entre os dois sistemas.
1.3.2. Piqui4, seus usos e domesticacgéo

A espécie Caryocar villosum, conhecida popularmente como piquiazeiro ou piquia,
pertence a familia Caryocaraceae, que é exclusivamente neotropical (PRANCE; DA SILVA,
1973). A planta é da ordem Theales, composta por 25 espécies agrupadas em dois géneros:
Caryocar e Anthodiscus. Sdo poliploides com 2n=46 cromossomos (EHRENDORFER;
MORAWETZ; DAWE, 1984).

Os piquiazeiros ndo sdo vistos na regido de Terra Preta Amazonica, porém todos
encontram-se proximos a elas, regiGes consideradas antigas ocupac¢des humanas, o que pode
sugerir a influéncia do homem na distribuicdo do padréo da espécie e domesticacdo (ALVES;
LEVIS; CLEMENT, 2016), visto que, quanto maior a proximidade com sitios arqueolégicos,
maior a abundancia e riqueza de espécies domesticadas na Amazonia (LEVIS et al., 2017).
Clement (1999b) sugeriu que a espécie esta passando pelo processo de domesticacdo
incipiente, ou seja, a populacdo foi modificada pela selecdo do homem, mas o fen6tipo médio
ainda esta dentro da variacdo encontrada na natureza para as caracteristicas que sao objeto de
selecdo, em regibes da AmazoOnia, sendo necessarios estudos a niveis moleculares para
determinar a existéncia do processo de domesticacdo. Estudar uma espécie em estagio de
domesticagdo incipiente oferece uma oportunidade em analisar como o ser humano interage
com as plantas em estagios iniciais da agricultura (LINS NETO et al., 2014).

O principal uso comercial do piquiazeiro € o madeireiro, pois sua madeira possui
coloracdo de esbranquicada para amarelada, grd &spera por causa de fibras entrelacadas e

compactas, textura média, facil para trabalhar, e resistente & decomposi¢cdo (CLAY;
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SAMPAIO; CLEMENT, 2000). Segundo Shanley e Medina (2005), o fruto do piquiazeiro, o
piquia, apresenta usos multiplos, podendo ser cozido com agua e sal para se comer a polpa.
De sua semente podem ser obtidas améndoas para consumo, assim como 6leo para a indudstria
cosmética. A casca do fruto € rica em tanino, podendo ser utilizada na preparacao de tinta
para escrever e tingimento de tecidos. A casca também pode ser usada na fabricag&o de sab&o.
O oleo serve para cozinhar, sendo muito bom para frituras. O 6leo do piquid também é listado
como cosmético, sendo usado em sabdo, perfume, creme e repelente de insetos. Galuppo
(2004) determinou a presenca de componentes organicos, como esteroides, triterpenoides e
outros que caracterizam o 6leo do piquia como um produto fitoterdpico (compostos derivados
exclusivamente de plantas).

Segundo Clay e Clement (2000), todos os usos secundarios do piquia dependem da
criacdo de uma agroinddstria para beneficiar o fruto, separar os 6leos do mesocarpo e da
semente e o tanino do pericarpo. O éleo do piquid ndo é um atrativo em larga escala pois é
muito similar ao do dendé, que ja passou por melhoramento genético e produz mais. E o
tanino ird competir com outros ja existentes. Entretanto, € preciso considerar que o piquia,
além de usos mdltiplos para as industrias, conta com a importancia para as populacdes
tradicionais, que j& 0 manejam para uso préprio e podem se beneficiar de iniciativas como
criagdes de cooperativas.

Pesquisas mostram os diferentes usos do piquid em comunidades do bioma da
Amazonia. Alguns exemplos de uso por populacdes tradicionais foram descritas no trabalho
de Almeida et al. (2013), que entrevistaram moradores na comunidade de Santo Ant6nio, no
Assentamento Moju | e 11, oeste do Pard, onde foi apontado o uso medicinal do piquia como
curador de queimaduras. Em Manacapuru, no Amazonas, 0 piquid foi apontado como
alimento, sua madeira utilizada na fabricacdo de objetos e construcdo de casas (COSTA,;
MITJA, 2010). Moraes (2011) estudou as praticas de conservacdo socioambiental do
piquiazeiro, realizadas por agricultores da Regido dos Lagos Part e Calado, Manacapuru —
Amazonas. Nessa regido o piquiazeiro, além de ser utilizado na alimentacdo, gera renda com
a venda dos frutos e é utilizado para recuperar areas desmatadas para agricultura. Na Reserva
Extrativista Aridca Pruana (REAP), em QOeiras do Para, onde ha predominancia de agricultura
familiar e extrativismo, espécies como castanheira (Bertholletia excelsa H. & B.), tucuma-acu
(Astrocaryum tucuma Martius) e o piquiazeiro (C. villosum (Aubl.) Pres.) sdo plantadas em
quintais e terreiros pelos moradores. Eles reportam que o piquia é de facil germinacéo e é
selecionado para que seus frutos oferecam sabor agraddvel. Quando a producdo de piquia

apresenta excedente para o nucleo familiar, € vendido pelas familias nas cidades (Oeiras ou
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Cametd). De acordo com os moradores, 0s piquiazeiros sdao comprados pelas madeireiras, e
tiveram suas populacfes severamente reduzidas em decorréncia dessa acdo (SILVA-
JUNIOR, 2012).

Populacdes tradicionais das vilas de Maguari e Jamaraqua da FLONA do Tapajos
citaram o piquid como, primeiramente, uma fonte de alimento. O segundo uso mais citado
pelas populaces é o medicinal, derivado do 6leo da polpa, pois é recomendado para
gueimaduras na pele, micoses, dores musculares, entre outros. O 6leo também ¢é listado como
cosmético, sendo usado em sabdo, perfume, creme e repelente de insetos. Os entrevistados da
FLONA deixaram claro que frutos menos amargos sdo preferencialmente selecionados e
consumidos. Plantagdes intencionais sdo feitas em quintais localizadas ao lado de moradias.
As sementes cultivadas sdo de arvores em que os frutos caidos tiveram consumo por animais
observado. Além do cultivo, as populacGes tradicionais também realizam o manejo com a
retirada de plantas daninhas e videiras, uso de fertilizantes organicos e realizacdo de
queimadas longe de piquiazeiros. Paralelamente também ocorre a plantagdo acidental dos
piquids, pelo descarte de sementes no solo depois da extracdo de dleo para evitar acidentes
devido a exposi¢do dos espinhos do endocarpo (ALVES; LEVIS; CLEMENT, 2016) .

Em 1998, a unidade de piquid nas feiras de Belém-PA custava entre R$0,15 a
R$0,50. Em 2004, no comeco da safra, 2 frutos eram vendidos a R$1,00. Nesse mesmo ano,
nas 10 principais feiras de Belém, foram comercializados cerca de 343 mil frutos de piquia, o
que movimentou uma renda bruta de R$ 138 mil. Em 2008, em Belém, o preco do fruto
variou entre R$ 0,50 até R$ 1,00 nas ruas. O preco de seu 6leo nesse ano custou R$ 35,00 o
litro (SHANLEY; MEDINA, 2005). No primeiro semestre de 2011, em diferentes municipios
do Par4, o preco do fruto variou entre R$0,69 e R$ 2,00 (PINTO et al., 2011a), sendo que no
segundo semestre o fruto estava custando entre R$ 6,00 e R$ 6,80/kg (PINTO et al., 2011b).

1.3.3. Caracteristicas morfoldgicas e distribui¢do do Caryocar villosum

O piquiazeiro pode atingir altura de 40-50 m quando ocorre como um emergente
acima do dossel, sem galhos, troncos retos, com uma copa folhosa no topo (Figura 1). Quando
ocorrem em area aberta, as arvores sdo mais baixas, com galhos abundantes e com uma copa
larga. O tronco das arvores emergentes possui por volta de 2,5 mm de DAP (diametro a altura
do peito), sendo ele de aspecto aspero e com fissuras. As raizes sdo grossas e longas, mas a
maioria é superficial. As folhas s&o trifoliadas, com a folha central mais longa e as duas
laterais relativamente menores (CLAY; SAMPAIO; CLEMENT, 2000).
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As inflorescéncias de C. villosum possuem coloragdo amarelada de pedinculo longo
e pouco flexivel, com flores acima da folhagem. As inflorescéncias produzem botbes verde-
claros que abrem de um a dois por noite. Antes da abertura e durante a antese as flores exalam
odor adocicado e pouco agradavel. A producdo de pélen viavel por flor chega a 89%. Seus
dispersores de pélen durante o dia sdo beija-flores Heliothryx aurita, abelhas (Apidae),
besouros (Lampiridae) e mariposas (Noctuidae) (MARTINS; GRIBEL, 2007). Apds o
crepusculo, os besouros e mariposas continuam a visitar as flores, porém as atividades
dispersoras e visitas de mariposas (Sphingidae), morcegos (Phyllostomidae) e pequenos
mamiferos ndo voadores sdao mais intensas, como os Caluromys lanatus e C. philander
(Didelphimorphia, Caluromyidae). Caluromys tém uma mobilidade pequena. Provavelmente
a taxa de endocruzamento e cruzamento entre parentais em funcéo dos Caluromys é maior do
que as causadas por morcegos (MARTINS; GRIBEL, 2007).

A fruta apresenta um peso médio de 300 g, podendo conter até 4 sementes, sendo 1 a
2 sementes encontradas com maiores frequéncias. Sua casca tem cores marrom acinzentadas,
moderadamente lisas (Figura 2A). O pericarpo € grosso e carnudo, representa 65% do peso
do fruto. O mesocarpo € oleoso, com cerca de 10% do peso do fruto. O endocarpo contém
espinhos curtos (Figura 2B), e possui 23% do peso do fruto. A semente € branca e oleosa,
possuindo por volta de 3% do peso do fruto. O mesocarpo/endocarpo também oleoso e duro,
complementa o peso do fruto, com cerca de 35%. O periodo de frutificacdo é de margo-maio
em Manaus e Belém (CLAY; SAMPAIO; CLEMENT, 2000).
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Figura 1. F Piquiazeiros (Caryocar villosum) em diferentes estagios de desenvolvimento: A)
arvore, B e C) vareta, D) plantula. E possivel observar as folhas trifoliadas, com a folha
central mais longa e as duas laterais menores. Fotos tiradas na RESEX Rio Ouro Preto.

O piquiazeiro ocorre ao norte, desde o escudo da Guiana até Caiene (Guiana
Francesa), ao leste, até o Pard e Roraima, e a oeste, estendendo para o Rio Negro na
Amazonia (Figura 3). Na regido sul da Amazénia a distribuicdo é limitada pelo escudo
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brasileiro, que comeca em S&o Luiz (Maranh&o, Brasil), ao leste entre o Pard e Amazonas, até
0 oeste do norte de Ronddnia (PRANCE; DA SILVA, 1973).

O Caryocar villosum possui caracteristicas similares ao pequizeiro, Caryocar
brasiliense Gam., que ocorre naturalmente no cerrado (DE ARAUJO, 1995). O pequizeiro
atinge no méximo 10 m de altura. Tem propor¢do endocarpo/mesocarpo semelhante ao
piquiazeiro e sua exploracdo por comunidades locais também possui finalidade alimenticia
(FAO, 1986). Grande parte dos estudos de genética de populacbes do género Caryocar foram

realizados para a espécie C. brasiliense, por isso parte da revisdo serd baseada neles.

i

Figura 2. A) Fruto de Caryocar villosum maduro encontrado no chdo da RESEX Rio Ouro
Preto; B) Moradora da RESEX Rio Ouro Preto mostrando o endocarpo com espinhos dos
frutos de piquia.
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Figura 3. Estados com ocorréncia confirmada de Caryocar villosum no Brasil. Em verde, os
estados do norte: Amazonas, Amapa, Para, Rondbnia, Roraima. Em laranja, o estado do
nordeste: Maranh@o. Fonte: Flora do Brasil.

1.3.4. Marcadores microssatélites

Os microssatélites sdo constituidos de repeticbes simples em tandem de DNA,
compostos por 1-6 pares de bases. Cada loco € analisado individualmente com primers,
sequencias iniciadoras de replicacdo de DNA, e possuem expressao codominante para
discriminacdo entre individuos homozigotos e heterozigotos, além de serem altamente
multialélicos. Apresentam grande frequéncia e encontram-se distribuidos aleatoriamente em
eucariotos. Com amplificacao feita por meio da PCR (polymerase chain reaction) é possivel
observar seu extenso polimorfismo, que € altamente reproduzivel (FERREIRA,;
GRATTAPAGLIA, 1998; TOTH et al., 2000; ELLEGREN, 2004; VIEIRA et al., 2016).

Este marcador tem se mostrado uma ferramenta de valor para analises de
paternidade, para a construcdo de mapas de genoma com grande densidade, mapeamento de
genes Uteis, selecdo assistida com marcadores e para o estabelecimento de relagdes evolutivas
(PARIDA et al., 2009). Se mostraram ideais para a identificacdo e distin¢cdo de gendtipos e
em estudos de genética de populacbes, sendo sua habilidade de diferenciar dois parentes
préximos particularmente importante para a genética vegetal (ELLEGREN, 2004; MONDINI;
NOORANI; PAGNOTTA, 2009).
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1.3.5. Género Caryocar e estudos de genética de populagdes

Somente um estudo de genética de populagdes foi realizado com a espécie Caryocar
villosum, utilizando amostras de C. villosum e C. microcarpum a esquerda e a direita do baixo
Rio Negro (COLLEVATTI et al., 2009a). Os autores tiveram como objetivo determinar se o
rio agia como barreira geogréafica entre as populagdes dos diferentes lados, concluindo que
populacbes dos dois lados do Rio Negro ndo apresentavam diferenciacdo e possuiam baixa
estruturacdo populacional para as duas espécies, assim, independente da localizacdo, 0s
individuos pertenciam a somente um pool genético. Outra concluséo relativa a C. villosum ¢
que no final do Pleistoceno a espécie provavelmente passou por isolamento populacional em
algumas areas de terra firme na parte baixa do Rio Negro, formando reflgios durante o
periodo glacial o que levou a extincdo de outros haplétipos. Esse periodo foi seguido por
expansdo populacional, que definiu a presente distribuicdo de haplotipos da espécie
(COLLEVATTI et al., 2009b). A falta de diferenciacdo genética entre as arvores de lados
opostos da bacia pode estar relacionada a fatores ecol6gicos, como a polinizacao e dispersao
de sementes a longa distancia, visto, por exemplo, que a polinizacdo é feita principalmente
por morcegos do género Phyllostomus (GRIBEL; HAY, 1993; MARTINS; GRIBEL, 2007).
Os resultados comprovam que o Rio Negro ndo funciona como barreira geografica para o
fluxo génico das duas espécies (COLLEVATTI et al., 2009b).

Um estudo realizado por Collevatti, Grattapaglia e Hay (2001a) com C. brasiliense
comparou populacBes continuas e fragmentadas no cerrado. Os coeficientes de endogamia
foram similares entre populacdes fragmentadas, com distlrbios recentes e continuos. Esse
resultado mostra que o processo de perturbacdo do cerrado é recente, com cerca de 60 anos, e
a espécie C. brasiliense, por ter um ciclo de vida longo, ainda ndo foi afetada. Entretanto,
alguns locos apresentaram excesso de heterozigotos e valores negativos de F, o que sugere
que os alelos ndo foram unidos ao acaso e indica forcas seletivas agindo sobre os locos dentro
dessas populagdes.

Buscando maior entendimento sobre o sistema de cruzamento de C. brasiliense,
Collevatti, Grattapaglia e Hay, (2001b) encontraram evidéncias que apoiam a existéncia de
cruzamentos que ndo sdo ao acaso. Foi sugerido que C. brasiliense forma pequenas unidades
de demes, resultado da restricdo do fluxo génico. Diferente da hipétese levantada no estudo
com C. villosum (COLLEVATTI et al., 2009b), nesse caso o fluxo de gene pode estar sendo
restrito pela polinizacdo feita por morcegos, pelo fato deles estarem fazendo forrageio em

grupo restringindo a dispersdo a um conjunto de arvores (GRIBEL; HAY, 1993). Outro fator
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que pode estar diminuindo o fluxo génico é a restricdo a dispersdo de sementes. Collevatti et
al. (2001a) fizeram uma observacdo sobre o fato de terem encontrado grande nimero de
sementes abaixo das copas de pequizeiros, sendo a fragmentacdo uma das principais causas,
por estar diminuindo a dispersdo de sementes por pequenos animais. A comparacao entre
genoma de cloroplasto, microssatélite de cloroplasto e microssatélite nuclear (COLLEVATTI;
GRATTAPAGLIA; HAY, 2001b) mostrou que o movimento do polen é significativamente
maior que a dispersdo de sementes, 0 que também da suporte a hipdtese de que a conexao
entre populacgdes ocorre principalmente por fluxo de pélen.

Em 2009, foi estudado o aborto de sementes na espécie C. brasiliense com a
instalagdo de um experimento com progénies de 18 arvores. O objetivo era verificar se
sementes abortadas eram de autopolinizacdo por meio de genotipagem com 0 uso dez
marcadores microssatélites das arvores maes, dos individuos presentes aos redores, que sdo
potenciais doadores de poélen, e das sementes. O teste de parentesco mostrou que todas as
sementes abortadas eram autopolinizadas, com excecdo de somente trés, provavelmente
abortadas devido a presenca de endogamia bi-parental. A competicdo entre irmdos foi
apontada como principal motivo para as sementes de cruzamento entre parentes serem
perdidas (COLLEVATTI et al., 2009b).

O sistema de cruzamento e a dispersdo de pélen de C. brasiliense foi mais
profundamente estudado em 2010 por Collevatti et al. Os autores analisaram 280 sementes de
101 arvores adultas com o uso de dez marcadores microssatélites. Foi encontrado que C.
brasiliense apresenta sistema misto de cruzamento, pois 11,4% das sementes eram resultado
de autopolinizagdes. A taxa de cruzamento multilocos encontrada foi de t, = 0,891 + 0,025 e
a taxa de cruzamento de Unico loco (ts = 0,819+0,025). Esses valores indicaram a presenca de
baixa de endogamia bi-parental (t, —ts = 0,071 £ 0,025), sendo observada a alta probabilidade
de existéncia de irmdos completos dentro de matrizes de progénie (r, = 0,135 * 0,032). Foi
constatado que a distancia méaxima de dispersdo de pdlen para o pequizeiro é de 500 m e a
media é de 132 m, além de raros eventos de migragdo (~1% Nem = 0.35). A disperséo de

polen também foi superior a de sementes, a qual atinge, no maximo, 86,20 m. Foi concluido
que a restricdo do fluxo génico provavelmente é resultado do comportamento forrageiro dos
polinizadores e dispersores, sendo que o servigo de polinizacdo varia entre arvores matrizes.
Foi sugerido que a alta densidade e a distribuicdo espacial de C. brasiliense junto ao
florescimento em sincronia pode causar um alto tempo de permanéncia dos polinizadores
dentro de uma arvore individual ou dentro de um agregado de plantas com flores
(COLLEVATTI et al., 2010).
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A estrutura genética espacial da C. brasiliense foi estudada em 2011 por Collevatti et
al., com a demarcacdo de duas parcelas de 2500 m?. A cada 3-4 anos eram realizados o
inventario do local para analisar a dindmica da espécie. Foi feita a genotipagem com dez
marcadores microssatélites em todas os individuos presentes nas parcelas, em diferentes
estagios de vida. Observou-se que a diversidade genética ndo mudou nos diferentes estagios
de desenvolvimento da espécie. A estrutura genética espacial se mostrou significativa em até
13 m. Esse parametro ndo se diferiu entre os estagios de desenvolvimento, provavelmente por
causa do ciclo de vida longo de 200 anos do pequizeiro. Porém, o parentesco para a primeira
classe de distancia foi maior em adultos do que para as outras fases. Foi constatado que a
sobrevivéncia e a mortalidade sdo altamente afetadas pelo genétipo de cada individuo, sendo
a probabilidade de morte menor em individuos com alta heterozigosidade. Individuos que
sobreviveram a mais de 23 anos sdo significativamente mais heterozigotos e tal resultado
pode ser influenciado pela estrutura espacial de parentesco dessa populagcdo. A presenca de
parentes leva ao aumento da competi¢do, diminuindo assim a estruturacdo genética espacial
ao longo do tempo (COLLEVATTI; HAY, 2011). Esse resultado complementa o0s
encontrados nos estudos anteriores (COLLEVATTI et al., 2009a, 2010), em que é visto que a
dispersdo de sementes e pdlen é restrita, 0 que pode aumentar a estrutura genética espacial, e
que a selecdo natural tende a eliminar sementes de autopolinizacdo. Individuos resultantes de
autopolinizacdo e homozigotos que prevalecem provavelmente serdo eliminados nos estagios

mais avanc¢ados de desenvolvimento pela selecdo natural (COLLEVATTI; HAY, 2011).
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2. DIVERSIDADE GENETICA E DOMESTICACAO DE
PIQUIAZEIROS (CARYOCAR VILLOSUM) EM MATA E QUINTAIS
NA FLORESTA NACIONAL DO TAPAJOS

Resumo

A domesticacdo ocorre quando a selecdo humana sobre fendtipos
desejados resulta em mudancas nos genétipos de populagBes descendentes.
Entender os efeitos da domesticacdo na diversidade genética de uma espécie é
crucial para a conservagdo e programas de melhoramento genético. Nos quintais
da Amazobnia, locais que mantém grande diversidade de plantas, populacdes
tradicionais, como as da Floresta Nacional do Tapajos (Pard), realizam a sele¢éo,
manejo e plantio do piquia (Caryocar villosum) visando o uso do seu fruto. Esta
espécie foi apontada como incipientemente domesticada na era pré-Colombiana e
faz parte da alimentacdo e medicina dessas populacdes. Afim de acessar a
diversidade, estrutura genética e detectar os possiveis efeitos da domesticacdo,
foram utilizados sete locos microssatélites para genotipar 67 individuos presentes
na mata e 26 cultivados nos quintais. Maior riqueza alélica, nimero de alelos,
numero de alelos efetivos, alelos privados e heterozigosidade observada foram
encontrados na mata. Os individuos que pertencem a mata ndo apresentam
estrutura genética espacial significante, diferente dos presentes em quintal, que
apresentaram estruturacdo genética espacial até, aproximadamente, 4 metros. 1sso
acontece, possivelmente, pela interferéncia humana nos quintais e restricdes ao
fluxo génico. Apesar dessas diferencas, observa-se baixa estruturacdo genética
entre 0s grupos mata/quintal com os métodos aplicados. Comparando a
diversidade genética do piquid com a de outras espécies historicamente
consideradas incipientemente domesticadas, € visto que os resultados de
heterozigosidade observada (H,) sdo similares. As sutis diferencas na diversidade
genética e a baixa estruturacdo entre piquiazeiros cultivados nos quintais e 0s
presentes na mata indicam um processo de domesticacdo da espécie pelas
populacdes tradicionais.

Palavras-chave: Estrutura genética espacial; Estrutura genética; Espécie
incipientemente domesticada; Microssatélites; Piquia
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Abstract

Domestication occurs when human selection on desired phenotypes
results in genotypic changes in descendent populations. Understanding the effects
of domestication on the genetic diversity of a species is crucial for conservation
and breeding programs. In backyards of Amazonia, places that maintain a great
diversity of plants, traditional populations, such as those of the Floresta Nacional
do Tapajos (Pard), select, manage and plant piquia (Caryocar villosum) for its
fruit. This species was considered incipiently domesticated in the pre-Colombian
era and is part of the diet and medicine of these populations. In order to access its
genetic diversity, genetic structure, spatial genetic structure and to detect possible
domestication effects, seven microsatellite loci were used to evaluate 67
individuals from the forest and 26 individuals cultivated in backyards. Higher
allelic richness, number of alleles, number of effective alleles, private alleles and
observed heterozygosity were found in the forest population. The forest
individuals do not present significant spatial genetic structure, different from
those in the backyards that showed spatial genetic structure up to, approximately,
4 meters. This is due, possibly, to human interference in backyards and
restrictions on gene flow. Despite these differences, little genetic structure was
found between forest and backyards with the methods used. Comparing the
genetic diversity of piquid with other species historically considered incipiently
domesticated, the results from the observed heterozygosity are similar. The subtle
differences in genetic diversity and the low structuring between piquias cultivated
in backyards and those present in the forest indicate a process of domestication
promoted by traditional human populations.

Keywords: Spatial genetic structure; Genetic structure; Incipiently domesticated
species; Microsatellites; Piquia
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2.1. Introducéo

A domesticacdo de plantas é um processo co-evolucionario onde a selecdo humana
sobre fenotipos que serdo promovidos, manejados ou cultivados resulta em mudancgas nos
gendtipos de forma a tornad-los mais Uteis aos humanos e a suas intervencfes na paisagem
(CLEMENT, 1999a). E um processo que pode tornar as culturas completamente dependentes
da intervencdo humana. Entender os efeitos da domesticagdo na diversidade genética de uma
espeécie € crucial para implantar estratégias de conservagdo e uso apropriado da variabilidade
genética em programas de melhoramento (BITOCCHI et al., 2013).

A selecdo feita por humanos pode reduzir o tamanho efetivo populacional,
favorecendo determinados geno6tipos. A recomposicdo da populacéo € feita a partir de poucos
individuos com uma quantidade restrita de alelos, dando origem ao efeito fundador, um tipo
de deriva genética (HANCOCK JF, 2004; OLSEN; WENDEL, 2013). Durante a
domesticagdo de espécies arboreas, inicialmente os “melhores” individuos sdo manejados in
situ para depois serem selecionados e propagados em quintais ou outras areas de manejo
antropogénico (LEVIS et al., 2017).

Quintais sdo importantes locais que mantém grande diversidade de plantas, os quais
servem como reserva de germoplasma para conservacao de espécies (COOMES; BAN, 2004).
Entre as especies encontradas nos quintais da Amazonia estd o Caryocar villosum (Aubl.)
Pers., Caryocaraceae, popularmente conhecido como piquid (ALVES; LEVIS; CLEMENT,
2016). O estudo feito por Alves et al. (2016), ao qual esse projeto esta associado, mostrou que
populacdes tradicionais da Floresta Nacional (FLONA) do Tapajos, no estado do Para,
realizam a selecdo e plantio do piquid em quintais, bem como manejo na floresta. Na FLONA,
a principal atividade exercida por seus moradores é a agricultura, que visa o sustento familiar
e venda do que é produzido em excedente. O sistema de producéo é diversificado, incluindo
culturas anuais, cultivos perenes, producdo extrativista, pesca, caca, entre outros. 1sso ocorre
devido a diversidade de recursos que o ambiente florestal e ribeirinho oferece, além do
conhecimento sobre manejo que as populagdes possuem (IBAMA, 2004).

O piquia é apontado como parte da alimentacdo e medicina dessas populacdes, pois
seu 6leo possui propriedades que visam a cura de queimaduras e dores musculares (ALVES;
LEVIS; CLEMENT, 2016). Observando quais frutos os animais consomem, os moradores
selecionam sementes dos frutos considerados menos amargos para serem plantados e
consumidos como alimento (ALVES; LEVIS; CLEMENT, 2016). A espécie pertence a
familia Caryocaraceae (PRANCE; DA SILVA, 1973). Pode atingir alturas de 40-50 m quando
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ocorre como emergente acima do dossel, com troncos retos e uma copa folhosa no topo.
Quando ocorre em area aberta, as arvores sdo mais baixas, com galhos abundantes e com copa
larga. As folhas sdo trifoliadas, com a central mais longa e as duas laterais relativamente
menores (CLAY; CLEMENT, 1993). As inflorescéncias de C. villosum possuem coloragdo
amarelada, pedunculo longo e pouco flexivel, com flores acima da folhagem, que abrem
durante a noite, com odor pouco agradavel. Seus dispersores de polen sdo morcegos da
familia Glossophaginae e Phyllostamus discolor. Durante o dia beija-flores (Heliothryx
aurita), abelhas (Apidae), besouros (Lampiridae) e mariposas (Noctuidae) também realizam
polinizagdes, em menores intensidades. Pequenos mamiferos ndo voadores, como os
Caluromys lanatus e C. philander (Didelphimorphia, Caluromyidae), realizam a dispersdo de
sementes (MARTINS; GRIBEL, 2007).

Afim de acessar a diversidade, estrutura genética e espacial dos piquiazeiros
existentes nos quintais e matas da FLONA de Tapajés foram utilizados marcadores
microssatélites, que sdo amplamente utilizados para genotipar plantas, por serem altamente
informativos, codominantes e multialélicos (VIEIRA et al., 2016). Esses marcadores ja foram
utilizados em diversos estudos envolvendo o pequi (Caryocar brasiliense), espécie proxima a
C. villosum, tais como o efeito da fragmentacdo do cerrado na diversidade da espécie
(COLLEVATTI et al., 2001a), a restricdo ao fluxo génico em funcéo da polinizacéo feita por
morcegos (Phyllostamus) e a dispersdo de sementes por Caluromys  spp., com
comportamentos forrageiros (COLLEVATTI et al., 2001a), analises filogeogréaficas
(COLLEVATTI; GRATTAPAGLIA; HAY, 2003), sistema reprodutivo e distancias maximas
e medias de polinizagio (COLLEVATTI; GRATTAPAGLIA; HAY, 2009a, 2010a,b), e
coeficientes de parentesco (COLLEVATTI; HAY, 2011). Somente um estudo sobre
diversidade genética do piquiazeiro (C. villosum) foi realizado até 0 momento, em que foram
utilizados acessos das duas margens do Rio Negro, com o intuito de definir se o rio
representava uma barreira geogréfica para diferenciacdo na espécie (COLLEVATTI et al.,
2009b). Os autores concluiram que isso ndo ocorria, visto a baixa estruturacdo encontrada
entre os diferentes lados do rio.

Utilizando marcadores microssatélites, os objetivos desse trabalho foram: (1) analisar
a diversidade genética dos piquiazeiros de mata e de quintais da FLONA do Tapajos; (2)
determinar a estrutura genética espacial (EGE), estrutura genética e o fluxo génico entre
piquizaeiros de mata e quintal; (3) determinar se 0s gendtipos de piquiazeiros de quintal ja
possuem um determinado nivel de domesticacdo em funcdo da selecdo humana que o0s

diferem dos piquiazeiros de mata.
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2.2. Materiais e métodos
2.2.1. Localizagdo e caracterizacdo da area de estudo

O estudo foi conduzido em duas comunidades ribeirinhas da Floresta Nacional do
Tapajos (FLONA do Tapajos), no Para, em parceria com 0s pesquisadores do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), Dr. Charles Roland Clement, a MSc. Rubana
Palhares Alves e a MSc. Raquel Sousa Chaves, sendo que as duas Ultimas realizaram a coleta
de material genético dos individuos. O clima é tropical tmido com variacdo térmica anual
inferior a 5 °C no sistema de Kdppen, com média anual de 25,5 °C, maxima de 30,6 °C e
minima de 21,0 °C (IBAMA, 2004), com precipitacfes concentradas entre os meses de
janeiro a maio (RADAMBRASIL, 1976). Na regido da FLONA predominam os Latossolos
Amarelo Distréficos, solos profundos e com baixa capacidade de troca catidnica (ESPIRITO-
SANTO, 2003).

A vegetacdo caracteristica da FLONA do Tapajos é predominantemente Floresta
Ombrofila Densa (VELOSO et al., 1991), com cerca de 86 % da &rea total, com dossel
uniforme e, ocasionalmente, arvores emergentes, como é o caso do C. villosum (IBAMA,
2004). No plano de manejo da Floresta Nacional de Tapajos feito pelo IBAMA (2004), o
mapa de vegetagdo adotado foi a tipologia proposta por Veloso, Rangel Filho e Lima (1991),
segundo a qual a Floresta Nacional do Tapajds esta localizada na zona de Floresta Ombroéfila
Densa, vegetacdo dominante no norte do pais e abrange a maior parte dos estados do Parj,
Amazonas, Amapéa e Roraima. Foi também adotada a atualizacdo feita por Hernandez Filho,
Chung e Lee (1991) (IBAMA, 2004) (Figura 4). Hernandez Filho, Chung e Lee (1991)
fizeram a primeira tentativa de testar no Brasil o sistema de inventarios em maltiplos estagios.
A primeira etapa contou com a estratificacdo da area da FLONA em classes florestais, com
base em observacGes do sensor TM/Landsat. De acordo com os aspectos fisiondbmicos,
somados as categorias utilizadas pelo Projeto Radambrasil, foi gerado um mapa indicando a
presenca de trés tipos de vegetacdo: Floresta Tropical Densa, Floresta Tropical Aberta e
Floresta Alterada. Pode-se observar na Figura 4, que para cada tipo de vegetacdo ocorre uma
descricdo especifica de acordo com o relevo e a fisionomia do dossel. Outros mapas j& foram
feitos para a regido, entretanto, nesse estudo sera adotado o mesmo que é apresentado no
Plano de Manejo da FLONA de Tapajos (IBAMA, 2004).

Foram feitos pelo menos cinco levantamentos floristicos na FLONA até o momento
(IBAMA, 2004). Esses cinco estudos identificaram 412 espécies, pertencentes a 67 familias.

Para a familia Caryocaraceae, foi determinada a presenca de C. villosum e C. glabrum, esta
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ultima conhecida como piquiarana. O levantamento que analisou todas as arvores com DAP >
3 cm em 16 parcelas de 500 m” mostrou que a familia Caryocaraceae tem densidade absoluta
e relativa de 6 ind/ha e 0,32 %, respectivamente. O estudo feito por Espirito-Santo (2003) em
35 parcelas de 0,25 ha determinou que a espécie C. villosum (piquid) apresenta densidade
absoluta e relativa ao total de 0,5 ind/ha e 0,1 %.

Segundo Clement (1999b), a regido onde hoje se encontra a FLONA do Tapajos esta
inserida no centro de diversidade de culturas da Amazonia Central e apresenta cultivos anuais
e perenes claramente associadas com a area, mas que em geral encontram-se severamente
erodidas. As duas comunidades que colaboraram com o estudo, Maguari e Jamaraqua, sdo
ribeirinhas e se encontram na parte baixa do Rio Tapajés. O Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos do INPA aprovou este estudo (Processo n ° 10926212.6.1001.0006). Em
janeiro e fevereiro de 2015, foram entrevistados 33 informantes-chave que conhecem e usam
a floresta. Os informantes moram em uma faixa de solos arenosos, menos férteis e de menor
declive, fazendo limite com terrenos argilosos do planalto. As casas estdo situadas em
vilarejos proximos as fontes de agua ou a beira de estradas e, conforme o mapa do plano de
manejo (Figura 4), as duas comunidades estdo em areas de floresta alterada. No local onde o
estudo foi realizado, encontram-se 97 familias, cujas atividades de sustento incluem
agricultura, turismo, artesanato e extracdo de madeira supervisionada pela Mixed Cooperativa
da FLONA. (ALVES; LEVIS; CLEMENT, 2016).
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Figura 4. Mapa de vegetacdo da FLONA do Tapajos utilizada no Plano de Manejo (IBAMA,
2004). As comunidades Maguari e Jamaraqud, onde as coletas dos piquiazeiros foram feitas,
se encontram no norte da Flona em Floresta Ombrofila Densa.

2.2.2. Amostragem

A etapa inicial da amostragem ocorreu entre janeiro e fevereiro de 2015. Nesse
periodo foi realizado o contato com as comunidades de Maguari e Jamaraqua na FLONA de
Tapajos, para a caracterizacdo da area quanto ao tipo de solo, usos da &rea, presenca de
vestigios de atividades de caca, presenca de manejo e a distribuicdo da espécie. Também
foram percorridos 80 km de trilhas na FLONA em turnés guiadas pelos informantes, para
classificar a distribui¢do dos piquiazeiros encontrados na mata (ALVES; LEVIS; CLEMENT,
2016).

Em novembro de 2015, e também em abril e maio de 2016, com auxilio de trés
colaboradores, foi feito um censo das arvores plantadas nos quintais e situadas nas areas de
uso mais frequente dos comunitarios. As arvores foram georreferenciadas, tiveram seus DAP
medidos e foram coletadas folhas com auxilio de estilingue. Também foram relatadas as

percepcgoes dos colaboradores em relagdo a origem da arvore (plantada ou “da natureza”),
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ocorréncia agregada ou espalhada, como classificado anteriormente, e quando o0s
colaboradores j& haviam consumido o fruto, suas caracteristicas foram anotadas (tamanho,
cor, sabor, preferéncia). Dessa forma, as arvores ficaram classificadas como pertencentes a
dois tipos de ambientes: quintal (areas proximas das casas, abrangendo também sitios, rogas,
capoeiras e caminhos para essas areas) e mata (floresta madura e capoeira antiga).

Todos os piquiazeiros tiveram suas folhas coletadas, armazenadas em silica gel e
acondicionadas em freezer a -20 °C. Para o atual estudo foram separados os 25 piquiazeiros
encontrados em quintais e 67, de mata, totalizando 92 individuos. Com as coordenadas
obtidas em campo, foi feito um mapa com todos o0s piquiazeiros encontrados a fim de obter a
melhor representatividade da area (Figura 5). Em locais de maiores densidade de piquiazeiros,
foi determinada uma distancia minima de 150 m entre os individuos para genotipagem. Outro
critério para selecdo de piquiazeiros aglomerados foi escolher todos os que estdo sendo

manejados pelas populacdes locais.
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Figura 5. Distribuicdo dos piquiazeiros de mata (em amarelo) e de quintal (em vermelho) na
FLONA do Tapajés que foram genotipados no presente estudo.
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2.2.3. Extracdo de DNA e genotipagem

A extracdo de DNA gendmico dos individuos foi realizada no Laboratério de
Genética Ecoldgica de Plantas do Departamento de Genética, nha ESALQ/USP, Piracicaba-
SP. O DNA foi extraido das folhas por meio do procedimento de CTAB 2 % (Brometo de
Cetiltrimetilam6nio) com adapta¢cdes (DOYLE; DOYLE, 1987). Ap6s a maceracdo com
nitrogénio liquido, foram adicionados 900 pl de CTAB 2 %, previamente aquecidos a 65 °C, e
2 ul de 2-mercaptoetanol. As amostras foram entdo colocadas por trés horas no banho-maria
também a 65 °C. Apos esse periodo, foram realizadas duas lavagens com 500 pl alcool
isoamilico (24:1) e 50 pul de CTAB 2 %. Depois da adi¢do do alcool isoamilico, as amostras
foram centrifugadas por 5 minutos em 12000 rpm, sendo a fase aquosa superior transferida
para outro tubo. Foi entdo adicionado o CTAB 2 % e, novamente, o alcool isoamilico.
Novamente a fase superior aquosa foi transferida para outro tubo. No novo tubo, foram
adicionados 360 ul de isopropanol nas amostras, que depois foram agitadas e colocadas no
freezer a -20 °C para a pernoite de até 12 horas. No dia seguinte, o material foi centrifugado
por 10’ minutos a 12000 rpm e depois lavado duas vezes com alcool 70 % e uma vez com
alcool 100 %. O DNA passou por um periodo de secagem e depois foi ressuspendido com
tampdo com 30 ul TE e 3 ul de RNAse. A quantificacdo das amostras foi estimada pela
intensidade de fluorescéncia emitida pelo corante Gel Red sob UV em géis de agarose a 0,8
%. Essa intensidade foi comparada a de padrGes com pesos moleculares e concentracdes
especificas e conhecidas de DNA do fago # (5, 20, 40, 80 e 160 ng). A eletroforese foi
realizada em cuba contendo tampédo TBE 1 % a uma voltagem de 2 VV/cm.

Dos dez loci de microssatélites previamente desenvolvidos para C. brasiliense
(COLLEVATTI; BRONDANI; GRATTAPAGLIA, 1999), sete apresentaram amplificacdo
ideal para o material coletado de C. villosum e foram utilizados para genotipar as amostras.
Os primers no sentido forward foram marcados com coloracao fluorescente anexados ao final
5’ da sequéncia do primer universal M13 (5'- CACGACGTTGTAAAACGAC-3).

As amplificacbes foram feitas utilizando o termociclador MyCycler Thermal Cycler
(Bio-Rad, Hercules, CA, US), e usaram 0,5 mM de cada primer, 1 U de Tag DNA polimerase
(Phoneutria), 200 mM de cada dNTP, 1X tampao (10 mM Tris-HCL pH 8,3 com 50 mM KCl,
1,5 mM MgCl;) (COLLEVATTI et al., 2009), e 2,4 mM de MgCl,. A PCR foi feita de acordo
com Schuelke (2000) em um processo de dois passos: O primeiro passo consiste na
desnaturacao inicial de 96 °C por 1 min, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 56 °C ou 54

°C por 1 min (de acordo com cada primer- temperatura de anelamento) e 72 °C por 1 min. A
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segunda parte consiste de oito ciclos de 94 °C por 30 s, 53 °C por 45 s e 72 °C por 45 s, com
uma extensdo final de 72 °C por 1 hora. A qualidade e o tamanho dos produtos da
amplificacdo foram visualizados e comparados com marcador - Ladder 1 kb Plus (Invitrogen)
- em gel de agarose a 1,5 % submetidos a eletroforese por 40 minutos a 80 V/cm.

As amplificagbes por PCR foram realizadas para cada um dos sete locos
microssatélites, seguindo o protocolo citado no paragrafo anterior. Entretanto, para a
realizacdo da genotipagem foi utilizado o sistema multiplex. Nesse sistema, locos com
diferentes tamanhos em pares de base e marcados com diferentes coloracdes de fluorescéncia
sdo analisados conjuntamente na eletroforese, para deteccdo da fluorescéncia em que estéo
marcados. Dessa forma, conforme a marcacéo e tamanho do loco, as amostras das placas com
as amplificacbes da PCR sdo adicionados a outra placa, para serem genotipadas
conjuntamente. A genotipagem foi feita utilizando eletroforese capilar em analisador
automatico de DNA ABI 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) feito pelo Setor de
Sequenciamento de DNA do Instituto de Biociéncias — USP, sendo determinados os tamanhos
dos alelos com o auxilio de marcador com tamanhos de fragmentos conhecidos,
GeneScanTM-500 ROX® Size Standard (Applied Biosystems, Foster City, USA) . A
deteccdo dos picos de fluorescéncia foi realizada com o software GeneMapper 4.1 (Applied
Biosystems).

2.2.4. Andlise estatistica dos dados
2.2.4.1. Diversidade genética e indices de fixacdo (endogamia)

Foram estimados parametros de diversidade genética e endogamia para comparagao
entre piquiazeiros de quintal e mata. A riqueza alélica (Ar) (EL MOUSADIK; PETIT, 1996)
foi calculada utilizando o pacote PopGenReport (ADAMACK; GRUBER, 2014) e o niUmero
de alelos por locos (A), niumero de alelos efetivos (Ng), numero de alelos privados, as
heterozigosidades observadas (Ho) e esperadas (Hg), a aderéncia as propor¢des do Equilibrio
de Hardy-Weinberg (EHW) sob o teste exato de Fisher, e o indice de fixacdo (f) de Wright
sob o Equilibrio de Hardy-Weinberg, foram calculados utilizando o pacote diveRsity
(KEENAN et al., 2013) para o plataforma R 3.4.3 (R Development Core Team, 2017), com
veracidade dos pardmetros confirmada pelo método bootstrap, utilizando 10.000

reamostragens em nivel de significancia de 5 %.
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Alelos nulos sdo uma ocorréncia comum em genotipagens feitas com microssatélites
e podem causar viés na estimacao de alelos e frequéncias alélicas, aumentado, por exemplo, 0
nimero de genotipos homozigdticos e podendo causar desvios no EHW (VAN
OOSTERHOUT; WEETMAN; HUTCHINSON, 2006). A verificacdo da presenca de alelos
nulos e de sua interferéncia nas estimativas obtidas foi realizada utilizando o software micro-
checker (VAN OOSTERHOUT et al.,, 2004) utilizando uma repeticdo de 1000 vezes e
intervalo de confianca de 95 %. Foi calculado o Fst das estatisticas F de Wright pelo GenAlex
v. 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012), para determinar a diferenca entre os dois sistemas.

2.2.4.2. Estrutura genética espacial

O software SPAGeDi v. 1.3 (HARDY; OLIVER J; VEKEMANS, 2002) foi
utilizado para determinar a estrutura genética espacial entre 0s genotipos de mata e entre os de
quintal. O coeficiente de parentesco (Fjj), também conhecido como coancestria, entre pares de
individuos foi estimado como o apresentado em Loiselle et al. (1995). Para visualizar a
estrutura genetica espacial, os valores de F;; foram plotados contra classes de distancias com o
mesmo numero de pares de individuos. Foi calculado um intervalo de confianca de 95 %
utilizando 20.000 permutacGes de Monte Carlo para cada par de coeficientes de parentesco e
em cada classe de distancia encontrada, que foi calculada de acordo com a area estudada, de
forma a garantir que a estrutura genética espacial tenha desvio significativo em relacdo a
estrutura aleatéria. A extensdo da estrutura genética espacial de cada populacdo foi
quantificada calculando a estatistica ‘Sp’, primariamente dependente da taxa de decaimento
do coeficiente de coancestria entre os pares de individuos com o logaritmo de distancia em
duas dimens@es. A estatistica Sp é calculada utilizando a formula Sp = b-log/(1-F1), em que
0 b-log é o declinio da regressdo linear entre o coeficiente de parentesco e o logaritmo de
distancia espacial entre os pares de individuos, e F; é o coeficiente de parentesco entre todos
os individuos da primeira classe de distancia, que incluem todos os pares de vizinhos. E
esperado que a estatistica Sp seja inversamente proporcional a densidade sob isolamento por
distancia (VEKEMANS; HARDY, 2004).

2.2.4.3. Estrutura genética



44

A estrutura genética existente entre a mata e os quintais foi determinada por meio de
Andlises Bayesianas com o programa Structure v.2.3.4. (PRITCHARD; STEPHENS;
DONNELLY, 2000). Foram utilizadas 10 simulacbes em que K variou de 1 a 10,
considerando o modelo de frequéncias alélicas correlacionadas e o admixture de
ancestralidade. A cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) teve 500.000 iteracGes apds um
periodo inicial de burnin de 200.000 iteracGes. O aplicativo on-line Structure Harvester
(EARL; VONHOLDT, 2012) foi utilizado para determinar o K mais provavel de
agrupamentos, baseado no AK do método de Evanno, Regnaut e Goudet (2005). O programa
Clumpp v. 1.1.2b (JAKOBSSON; ROSENBERG, 2007) sumarizou os resultados das 10
simulagOes realizadas para o numero K de agrupamentos mais provaveis. A representacdo em
gréficos de barra dos resultados foi gerada no Microsoft Excel.

Para observar a delimitacdo geogréafica entre os sistemas de mata e quintais, foi
aplicado o modelo espacial com alelos correlacionados e presenca de alelos nulos no pacote
Geneland (version 4.0) (GUILLOT; MORTIER; ESTOUP, 2005) utilizando o plataforma R
(R Development Core Team, 2011). O algoritmo do Geneland é similar ao Structure para
definicdo dos agrupamentos, por meio da maximizacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg e o
equilibrio de ligacdo. Sua diferenga ocorre em como estimar o nimero K de populagdes, pois
incorpora as coordenadas espaciais dos individuos nos procedimentos de modelagem
(RUTLEDGE et al., 2010). Dessa forma, para evitar a superestimacdo de populagdes, foi
utilizado K igual ao numero de populagdes inferidas pelo Structure. Foi assumida a certeza
nas coordenadas espaciais e utilizados os parametros de 500.000 iteracGes na Cadeia de
Markov Montel Carlo (MCMC) a cada 100 observagdes. Com esses parametros foram
realizadas dez corridas independentes. Desse grupo, a corrida com o maior log de
probabilidade posterior de pertencimento a uma populacdo foi escolhido para analises
subsequentes. O mapa de estimada associacdo de agrupamento populacional em pixels foi
calculado com um burn-in de 200 iteragdes, como sugerido no manual (THE GENELAND
DEVELOPMENT GROUP, 2012) e o numero de pixels foi definido para 20 x 25 ao longo
dos eixos x e y por se tratar de uma representacdo da area da FLONA do Tapajos de 20 km x
25 km. Por fim, a probabilidade posterior de pertencer a um grupo também foi calculada e
representada em pixels, na forma de mapa.

Como forma de avaliar mais profundamente a estrutura genética e devido ao fato de
que analises Bayesianas feitas com o Structure e Geneland possuem fortes pressupostos
genéticos, como aderéncia a0 EHW e minimizacdo do desequilibrio de ligagdo, foram

também realizadas Anélises Discriminantes de Componentes Principais (Discriminant
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Analysis of Principal Components — DAPC) (JOMBART et al., 2010) com o pacote Adegenet
v.1.3.1 (JOMBART; AHMED, 2011) para a plataforma R 3.4.3 (R Development Core Team,
2017). O DAPC é um metodo multivariado que combina a Analise dos Componentes
Principais (Principal Component Analysis -PCA) e a Analise Discriminante (Discriminant
Analysis - DA). O DAPC usa 0 PCA como um primeiro passo para o DA, o que assegura que
as varidveis submetidas ao DA ndo sejam correlacionadas (JOMBART et al., 2010) e, dessa
forma, maximiza a variacdo entre grupos e diminui a varia¢ao dentro dos grupos. A DAPC foi
realizada de duas maneiras: 1) utilizando o método K-means, que consiste em sucessivas
corridas para aumento do numero de agrupamentos (K), depois de transformar os dados
usando a PCA. Para cada modelo é calculada uma medida estatistica de adequacgdo (Bayesian
Information Criterion, BIC), que permite escolher o melhor K (JOMBART et al., 2010). Apds
isso, ¢ definido o melhor nimero de PCAs retidas por meio da fungdo a-score e assim gerados
os graficos scatter e compoplot; 2) a DAPC também foi realizada considerando os dois
possiveis sistemas (mata e quintal) existentes como agrupamentos genéticos “pré-definido”,
tendo sido novamente utilizado o a-score para a melhor retencdo de PCAs e para gerar 0s
gréficos. As probabilidades de adesdo de um individuo em diferentes grupos sdo semelhantes
aos resultados de ancestralidade obtidos no Structure e por isso podem ser comparadas.

Foi também realizada uma analise de agrupamento, com a distancia genética
proposta por Nei (NEI, 1972) e o método aglomerativo UPGMA (Unweighted Pair Group
Method using Arithmetic averages), utilizando o pacote poppr (KAMVAR; TABIMA;
GRUNWALD, 2014) para o plataforma R 3.4.3 (R Development Core Team, 2017), com
intervalos de confianca baseados em 1000 replicagdes bootstrap. O dendrograma foi formado
no programa no FigTree 1.4.1 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). A dispersdo da
diversidade genética entre os possiveis sistemas (mata vs quintais) foi avaliada por meio da
Analise de Coordenadas Principais (PCoA). A distribuicdo da variabilidade genética entre e
dentro de grupos (mata e quintais), foi realizada a partir da analise molecular de variancia
“locus-by-locus” (AMOVA) (EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992). Ambas as
analises foram realizadas no software GenAlex v. 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012). A
AMOVA foi conduzida com 10.000 permutacdes. O fluxo génico Nm foi calculado a partir
do Fst em que Nm = %(1/Fs7-1) (WRIGHT, 1951).

2.3. Resultados
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2.3.1. Diversidade genética

Os sete locos SSR amplificaram e apresentaram polimorfismo. Foram encontrados
68 alelos (A) em quintais, sendo a riqueza alélica (Ar) igual a 8,4 e o nimero de alelos
efetivos (Ne) igual a 5,8 (Tabela 1). Altos niveis de heterozigosidade esperada foram
encontrados, entretanto a heterozigosidade observada foi menor que a esperada em ambos 0s
locais, o que reflete em um forte e positivo coeficiente de endogamia (f = 0,283), indicando
excesso de homozigotos. Os cinco locos com presenca de alelos nulos ndo estavam em EHW,
enguanto os dois locos sem alelos nulos estavam.

Individuos da mata apresentaram maior nimero de alelos (A = 98), riqueza alélica
(Ar = 12,87) e alelos efetivos (Ne = 6,51) do que os cultivados em quintais (Tabela 1). A
heterozigosidade esperada (Hg) foi de 0,83, proximo ao apresentado pelos quintais, e a
observada (Hp) foi 0,66, um pouco maior que o dos quintais (H, = 0,59). Em relacdo ao
EHW, ndo foram observados equilibrio em trés dos sete locos em individuos de mata e em
cinco locos dos piquiazeiros de quintal. O coeficiente de endogamia foi inferior na mata (f =
0,205) em relacdo aos quintais (f = 0,283). Tanto a mata como 0s quintais apresentaram
alelos nulos, em cinco diferentes locos, o que pode contribuir para o aumento de

homozigosidade nas analises.
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Tabela 1. Diversidade genética de piquia (Caryocar villosum) presente nos quintais de duas
comunidades e na mata na FLONA do Tapaj6s, avaliada com sete locos de microssatélites, e
pelos parametros: N = numero de individuos, A = numero de alelos, Ar = riqueza alélica, Ne =
namero de alelos efetivos, Ho = heterozigosidade observada, He = heterozigosidade esperada,
EHW = equilibrio de Hardy-Weinberg, f = indice de Fixagdo. ** alelos nulos com 5 % de

significancia.
Quintais
Locos cbll cb5 cb20 cb6 ch9 cb3 ch23 Total/Média
N 25,00 25,00 25,00 25,00 24,00 25,00 23,00 24,57
A 8,00 11,00 9,00 10,00 9,00 9,00 12,00 68,00
Ar 756 10,28 7,89 9,04 8,64 833 10,98 8,96
Ne 3,96 5,63 4,25 6,04 6,62 579 8,53 5,83
Ho 0,68 0,44 0,40 0,68 0,67 0,76 0,48 0,59
He 0,75 0,82 0,76 0,83 085 083 0,88 0,82
EHW (p-valor) 0,75 0,00 0,00 0,00 0,01 0,09 0,00 0,00
f 0,09 0,47 0,48 0,19 0,22 0,08 0,46 0,28
Alelos Nulos 0,03 0,22** 0,24** 0,10** 0,10** 0,03 0,23**
Mata
Locos cbll cb5 cb20 cb6 ch9 cb3  ch23 Total
N 67,00 67,00 66,00 67,00 66,00 6500 57,00 65,00
A 11,00 16,00 11,00 13,00 10,00 16,00 21,00 98,00
Ar 10,79 14,07 9,93 11,79 957 14,29 19,67 12,87
Ne 4,31 5,28 6,10 4,38 6,32 7,82 11,38 6,51
Ho 0,63 0,46 0,89 0,60 0,71 083 0,49 0,66
He 0,76 0,81 0,84 0,77 0,84 087 091 0,83
EHW (p-valor) 0,31 0,00 0,16 0,08 0,44 0,04 0,00 0,00
f 0,18 0,43 -0,07 0,23 0,15 0,05 0,46 0,21
Alelos Nulos  0,09** 0,22** -0,04 0,13** 0,08** 0,02 0,23**

Apesar da mata apresentar maior valor de Ho em relagdo aos quintais, o desvio

padrdo encontrado em ambos os valores é grande, de tal forma que a diferenca entre os dois é

minimizada. Mesmo assim foi observado um decaimento em relagdo ao H, numero de alelos,

riqueza alélica, numero de alelos efetivos e alelos privados da mata para os quintais (Figura

6).
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Figura 6. Diversidade alélica de piquia (Caryocar villosum) entre os sistemas mata e quintais
da FLONA do Tapajés, representada por meio dos parametros de nimero de alelos (A),
riqueza alélica (Ar), alelos efetivos (Ne), numero de alelos privados e heterozigosidade
observada (Ho). As linhas sobre as barras dos parametros representam os desvios padrdes.

2.3.2. Estrutura Genética Espacial

Os individuos que pertencem a mata (Figura 7A) ndo apresentaram estrutura genética
espacial significante, sendo que o b-log foi de -0,0038 e a estatistica Sp apresentou valor de
0,004. Ja os individuos presentes em quintais (Figura 7B) apresentaram estruturacdo genética
espacial ate, aproximadamente, 4 metros, com o coeficiente de parentesco (F;;) variando entre
0,02 e 0,06. O b-log foi de -0,01137 e a estatistica Sp apresentou valor superior ao encontrado

na mata, de 0,012.

2.3.3. Estrutura genética

Utilizando as 92 plantas, o nimero de agrupamentos mais provavel encontrado a
partir da analise Bayesiana pelo programa Structure foi K = 2 (Figura 8A), sendo que o
método indicou também a possibilidade K = 3 e K = 4. Entretanto, a partir de K = 3 néo foi
observada estruturacdo dos grupos. Para K = 2, considerando o limite de pelo menos 70 % de
probabilidade de ancestralidade em um dos agrupamentos (q > 0,7), 15 dos 25 plantas (60 %)
de quintais pertencem ao grupo 2 (vermelho, Figura 8B), mostrando predominancia de
ancestralidade nesse grupo. Ja 25 dos 67 plantas consideradas de mata (37,3 %) pertencem ao
grupo 1 (azul, Figura 8B). Na mata existem também 25 individuos (37,3 %) com niveis
intermediarios de ancestralidade, ou seja, aquelas que apresentaram g < 0,7 para ambos 0s

grupos.
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Figura 7. Estrutura genética espacial presente entre individuos da mata (A) e dos quintais
(B). As linhas sélidas representam o Fij estimado médio e as linhas pontilhadas representam
os intervalos de confianca de 95 % do Fij médio calculado com 20.000 permutagdes.
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Figura 8. Estrutura genética encontrada entre piquiazeiros (Caryocar villosum) de quintais e
mata na FLONA do Tapajos com base em sete locos microssatélites. A) Grafico baseado no
delta K calculado de acordo com Evanno et al. (2005) para estimar o nimero de grupos nos 92
individuos amostrados. B) Distribui¢do dos 92 individuos de C. villosum em dois (K = 2)
grupos usando o método Bayesiano de analise de estrutura de popula¢es com o Structure
(PRITCHARD et al., 2000). Cada barra solida representa um individuo, e as duas cores
correspondem as probabilidades de pertencer a um grupo ou outro.

Uma forma de visualizar espacialmente as diferencas entre quintais e mata foi
utilizando 0 GENELAND e assumindo K = 2, encontrado no Structure. E possivel observar a
separagdo entre os quintais com grande parte dos individuos da mata e que determinados
piquiazeiros da mata se assemelham mais com os de quintais, compartilhando 0 mesmo
mosaico, ou grupo, entre eles (Figura 9A). Esses resultados sdo consistentes com 0s
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encontrados no Structure (Figura 8B), visto que 17 individuos (25,4 %) de mata s&o
pertencentes ao grupo 2 (vermelho), predominante no sistema quintal. Os piquiazeiros da
mata que foram agrupados junto aos de quintais apresentaram probabilidade posterior de
agrupamento, ou compartilhamento de alelos, entre 0,5-0,8, enquanto individuos dos quintais
apresentaram, entre si, uma probabilidade posterior de agrupamento de 0,8-0,9 (Figuras 9B).

As DAPCs revelaram resultados parecidos com ambas as anélises Bayesianas. Por
meio do método K-means e o a-score, para reter o melhor nimero de PCAs na DAPCL1, foram
detectados K = 3 agrupamentos (Figura 10A), que nao seguiram as divisdes mata/quintal, em
que os individuos ficaram agrupados de acordo com suas semelhancas genéticas. Também foi
realizada a DAPC2 (Figura 10B), com a separacdo mata e quintal pré-definidas, por essa
representar com acuracia e de forma mais simples a separagdo entre os individuos (Tabela 3).

Considerando o mesmo limite arbitrario aplicado na analise do Structure, com pelo
menos 70 % de probabilidade de ancestralidade em um dos agrupamentos (q > 0,7), foi visto
no DAPC1 todos os 92 individuos serem classificados em um dos trés grupos (Tabela 2,
Figura 10A). Nos quintais, 60 % dos individuos pertenceram ao grupo 2, e na mata,
aproximadamente 42 % dos piquiazeiros foram classificados no grupo 1, e 31 % no grupo 3.
Como visto no resultado da analise Bayesiana, boa parte dos individuos da mata eram de
moderada ancestralidade, sendo que esses individuos formaram um terceiro grupo no DAPCL,
junto a mais trés individuos de quintal (Tabela 2, Figura 10A)
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Figura 9. Agrupamento espacial Bayesiana com o programa GENELAND. Os pontos
representam cada individuo de C. villosum genotipado na FLONA do Tapajés. A) O
agrupamento espacial mostra os dois agrupamentos (K = 2) inferidos pelo Structure. B) Mapa
de probabilidade posterior de pertencer ao grupo 1 (mata) da FLONA do Tapajos.

Tabela 2. Distribuicdo dos individuos de piquid (Caryocar villosum) na FLONA do Tapajos
entre os agrupamentos formados pela Analise Discriminante de Componentes Principais
(DAPC), baseado em sete locos SSR, sem considerar os grupos mata e quintal (DAPC1) e
com os grupos pré-definidos para a analise (DAPC2). Grupo 1: azul; grupo 2: vinho; grupo 3:
verde

DAPC1 DAPC?2
Local/Grupo 1 2 3 1 2
Quintal 7 15 3 6 14
Mata 28 18 21 63 4

No DAPC?2, realizado com os sistemas quintal e mata pré-definidos (K = 2), é
possivel notar que ha uma separacdo mais clara entre os sistemas (Figura 10B) do que a
encontrada no Structure (Figura 8B). Utilizando q > 0,7 para definir a ancestralidade, é visto
que 56 % dos piquias de quintal pertencem ao grupo 2 (vinho) e que 94 % dos individuos de
mata pertencem ao grupo 1 (azul) (Tabela 2; Figura 10B). Os dois métodos aplicados na
DAPC mostram uma sobreposicdo de grupos entre os sistemas quintal e mata, porém o
DAPC2, com os sistemas pré-definidos, apresentou 0 maior sucesso em separa-los, visto que

definiu melhor os individuos da mata em um grupo.



A)

100%
90%
80%
T0%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

B)

Componente Principal 2 (27,57%)

@ Grupol
Grupo 2
® Grpo3

PCA eigenvalues

|

genvalues

Componente Principal 1(29,52%)

Mata

Quuntal
0 |
P o
T
N
2 o7
®n
-
2 =
A o]
o
o

Funcao Discriminante 1 (58,8%)

53



54

Quintal Mata

Figura 10. Analise Discriminante de Componentes Principais (DAPC) com base em 7 locos
de microssatélites para os 92 individuos de piquid (Caryocar villosum) na FLONA do
Tapajés. A) Graficos scatter e compoplot feitos utilizando a DAPC1, em que foram
encontrados K = 3 grupos, independentes dos sistemas mata/quintal. B) Graficos scatter e
compoplot baseados na DAPC2, com K = 2 grupos bem definidos, utilizando os sistemas
mata/quintal pré-definidos na analise.

A projecdo dos 92 individuos em um plano bidimensional definido pela primeira
coordenada principal, que explicou 22,7 % da variacdo, e pela segunda coordenada principal,
que explicou 21 % da variacdo total (Figura 11), deixou clara a sobreposi¢do dos piquiazeiros
dos quintais em relacdo aos de mata. Entretanto, a primeira coordenada mostrou que 0s
individuos de quintais se assemelham mais aos de mata presentes nos quadrantes da esquerda
do que aos piquiazeiros de mata dos quadrantes da direita, visto que 72 % dos individuos dos

quintais se encontram nos quadrantes da esquerda.
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Figura 11. Analise de coordenadas principais (PCoA) para os 92 individuos de piquia
(Caryocar villosum) na FLONA do Tapajos, baseado em sete marcadores microssatélites.

O dendrograma UPGMA com base em distancia de Nei mostrou uma clara
separacdo dos 92 piquiazeiros em dois ramos principais, formados em 100 % das 1000
repeticdes bootstraps (Figura 12). Observa-se que ha uma predominancia de piquiazeiros dos
quintais junto aos de mata no ramo com maior nidmero de individuos, o que se assemelha ao
encontrado nos quadrantes da esquerda da PCoA (Figura 11). Todas as analises mostraram
gue ha maior proximidade ou agrupamento entre 0s piquiazeiros dos quintais com
determinados piquiazeiros da mata. Entretanto, as andlises Bayesianas feitas com o
GENELAND e a anélise multivariada DAPC2 tiveram a maior capacidade em separar esses
dois sistemas. O pacote GENELAND, por utilizar a analise Bayesiana somada ao componente
geogréfico, conseguiu melhor definir quais piquiazeiros de mata sdo semelhantes aos de
quintais, enquanto o DAPC2 conseguiu formar o grupo de mata mais bem definido entre

todas as andlises, porém o DAPC1 é onde melhor se visualiza os individuos intermediérios.
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Figura 12. Dendrograma realizado om a distancia proposta por Nei (1972) e método
UPGMA, com os 92 individuos de piquia (Caryocar villosum) da FLONA do Tapajos,
baseado nos resultados de sete marcadores microssatélites. Os nimeros em verde representam
as repeticOes bootstraps usadas para formar 0s grupos ou ramos.

A AMOVA foi feita considerando todos os 92 individuos, separados nos dois
sistemas ecoldgicos (mata e quintal). A separacdo entre os sistemas foi baixa, porém
estatisticamente significativa (F¢ = 0,024; p = 0,0001). A AMOVA também mostrou que a
maior proporcdo da variacdo é encontrada dentro dos sistemas (97,64 %) (Tabela 3). Foi
verificado que o fluxo génico entre os dois sistemas é muito alto (Nm = 10,32), o que
contribui para que a diferenca entre os sistemas seja baixa e para a distancia geografica ndo
influenciar na diversidade genética.

Tabela 3. Anélise de variancia molecular (AMOVA) baseado em sete locos microssatélites e

92 individuos de piquia (Caryocar villosum) nos dois sistemas (quintal/mata) na FLONA do
Tapajos. Fst indica a diferenciacéo entre os grupos.

Fonte Grausde  Média dos Variancia % da =
liberdade Quadrados variagao ST
Entre os sistemas 1 8,114 0,071 2,36% 0,024 (p =0,001)
Dentro dos sistemas 182 2,936 2,936 97,63%

Total 183 3,007 100,00%
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2.4. Discussao
2.4.1. Diversidade genética

A domesticacdo do piquia pode estar relacionada ao processo de domesticacdo da
populacdo, da paisagem, ou por ambos os processos. Acredita-se que C. villosum encontra-se
entre as 83 espécies que sofreram domesticacdo antes da conquista europeia e encontra-se
incipientemente domesticada (ALVES; LEVIS; CLEMENT, 2016; LEVIS et al., 2017). Sabe-
se que nas comunidades da FLONA, os moradores estdo realizando a selecdo dos piquias
mais doces para planta-los nos quintais. Porém, essa selecdo pode estar sendo enfraquecida
com a ocorréncia da selecdo ndo-intencional, por ocasido da extracdo de 6leo, que envolve o
descarte de sementes no solo, as quais sdo enterradas para evitar acidentes devido a
exposicao dos espinhos do endocarpo (ALVES; LEVIS; CLEMENT, 2016).

Avaliando a diversidade genética encontrada nos piquiazeiros nessas comunidades, é
possivel compara-la com a de outras espécies também consideradas incipientemente
domesticadas. Clement (1999a) apontou 45 espécies com populagBes incipientemente
domesticadas na era pré-Colombiana na Amazonia, incluindo o piquia (C. villosum). Entre as
45 espécies, 16 apresentam trabalhos de diversidade genética utilizando marcadores
microssatélites (Anexo 1). Resultados similares de heterozigosidade observada (Ho), entre
0,55 — 0,69, sdo encontrados em nove espécies, dentre as 16, consideradas incipientemente
domesticadas. Entre elas estdo Hevea spp. (LE GUEN et al., 2009, 2011; SOUZA et al., 2009;
TRIWITAYAKORN et al., 2011; DE SOUZA et al., 2015), Bertholletia excelsa (SUJII et al.,
2015; DOS SANTOS et al., 2017) e Hymenaea courbaril (CIAMPI et al., 2008; DE
LACERDA; KANASHIRO; SEBBENN, 2008; FERES et al., 2009; SILVA etal., 2014) .

Considerando a selecdo recente do piquia na FLONA do Tapajos, verificou-se um
leve decaimento nos parametros de diversidade como a heterozigosidade observada (Ho), que
na mata foi de 0,66 e nos quintais foi 0,59, e na riqueza alélica (Ar) que passou de 12,87 na
mata, para 8,96 nos quintais. Esta diminuicdo da diversidade genética pode estar refletindo
um efeito de selecdo antropica sobre o piquid, porém sutil, provavelmente balanceado pela
selecdo ndo-intencional de frutos (descarte durante a extracdo de 6leo) também feita pelos
moradores. Alguns estudos comparando individuos silvestres e cultivados de espécies
consideradas incipientemente domesticadas ja foram realizados, utilizando marcadores
microssatélites. Ambos os estudos de Hollingsworth et al. (2005) com Inga edulis e Arias et
al. (2015b) em Pouteria sapota encontraram baixos niveis de diferenciacdo entre as

populagdes cultivadas e silvestres. No caso do |. edulis, os autores ndo observaram
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divergéncia entre as heterozigosidades esperadas (Hg), porém foram vistas diferencas em
relacdo ao nimero de alelos. Com a P. sapota, os individuos cultivados apresentaram maior
valor de heterozigosidade observada (Ho = 0,39) do que os silvestres (Ho= 0,32). A variagédo
na frequéncia alélica observada no piquia pode também ser resultado do processo de deriva
genética, pois pode estar ocorrendo o efeito fundador para a populacdo de piquiazeiros de
quintais. Segundo Ladizinsky (1998), quando um pequeno numero de individuos da origem a
uma populacéo de plantas domesticadas e cultivadas ha um claro exemplo de efeito fundador,
o0 qual tem um importante papel na evolucdo de plantas, principalmente nos estagios iniciais
de domesticacdo, que € o caso do piquid.

E esperado que espécies com populacdes incipientemente domesticadas tenham
relativamente baixa diferenciacdo fenotipica e genética entre individuos silvestres e cultivados
(LINS NETO et al., 2014). Os autores afirmam que a baixa diferenciacdo entre silvestres e
cultivados ocorre devido ao grande fluxo génico entre os individuos (HOLLINGSWORTH et
al., 2005; ARIAS et al., 2015). A mesma explicagdo pode ser dada para os C. villosum
cultivados em quintais e encontrados em mata, ja que o fluxo génico entre os dois sistemas é
muito alto (Nm = 10,32). Outro fator que pode contribuir para manter ou aumentar a
diversidade em espécies com populacdes consideradas incipientemente domesticadas € a
continua substituicdo de individuos nas plantagdes, assim como a inclusdo de tipos dessa
espécie de outras vilas (LINS NETO et al., 2014).

2.4.2. Estrutura genética espacial

A estrutura genética espacial pode ser influenciada por fatores como o fluxo génico,
sistema de cruzamento, densidade populacional quando sementes e pélen ficam préximos a
arvore matriz, e geraces que se sobrepbem (COELHO et al., 2018). Segundo Martins e
Gribel (2007), flores como as de C. villosum sdo polinizadas principalmente por morcegos da
familia Glossophaginae e Phyllostamus discolor. Collevatti et al. (2009) relataram que o Rio
Negro ndo é considerado uma barreira geografica para C. villosum. Os polinizadores da
espécie conseguem ultrapassar essa distancia e, assim, ndo ocorre diferenciacdo entre
individuos dos dois lados do rio. Entretanto, esse comportamento ndo foi observado em
arvores de C. brasiliense (COLLEVATTI; GRATTAPAGLIA; HAY, 2001a, 2001b) que
possui 0s mesmos polinizadores e dispersores do piquid. O sistema de cruzamento, embora
ainda ndo tenha sido estudado para C. villosum, ja foi estudado para a C. brasiliense, em que

foi constatado a presenca de autocompatibilidade em baixa frequéncia (11,4 % das sementes)
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(COLLEVATTI; GRATTAPAGLIA; HAY, 2001c). Por serem espécies proximas, é possivel
que este tipo de cruzamento também ocorra em C. villosum. A densidade populacional na
FLONA de Tapajos é de 2,52 arvores/ha (DP+ 0.45), trés vezes maior do que a densidade
média de individuos encontrada em outras quatro localidades (ALVES; LEVIS; CLEMENT,
2016), o0 que pode aumentar o cruzamento entre parentes.

Os resultados, entretanto, mostram que ndo ha estrutura genética espacial (EGE)
entre os individuos da mata (Figura 7A), sugerindo que nesse local a polinizacédo e a disperséo
de sementes estdo sendo eficientes em evitar a estruturacdo da populacdo, superando até
mesmo possiveis estruturagdes causadas por um sistema de cruzamento misto e pelo
adensamento de piquiazeiros. Entretanto, uma baixa, porém significativa estrutura genética
espacial é vista entre individuos cultivados nos quintais. Nos resultados encontrados, a
coancestria ou coeficiente de parentesco foi proxima a F;;=0,06, valor inferior ao esperado
para meios-irmaos (Fi=0,125) (WEIR; COCKERHAM, 1984). E possivel que a estruturagdo
encontrada nos quintais seja resultado da selecdo feita pelo homem, pela escolha de frutos
adocicados. Alguns frutos presentes nos quintais podem ser da mesma arvore ou de arvores
com caracteristicas semelhantes, de tal forma que, quando avaliados espacialmente, sejam
encontradas relagdes de parentesco.

De maneira semelhante, em um estudo feito com a espécie também incipientemente
domesticada Acrocomia aculeata, a Unica comunidade analisada que néo apresentou EGE foi
aquela com mais baixa intervencédo das atividades de familias rurais (COELHO et al., 2018).
Segundo os autores, a intervencdo humana nas outras comunidades estudadas pode resultar
em barreiras para polinizacdo e auséncia de dispersores. No caso da C. villosum, a restricao
em um ambiente como o quintal, préximo a moradias e dentro de comunidades, pode resultar
na diminuicdo do fluxo génico a longo prazo e no aumento dos casos de autopolinizagdo, o
que ird acentuar estruturacdo genética espacial.

Outra causa da estruturacdo encontrada em quintais pode ser o evento de selecéo e
estabelecimento recente dos individuos nesse local. Collevatti e Hay (2011) afirmam que C.
brasiliense € uma arvore de vida longa, que tem potencial para sobreviver por mais de 200
anos. Pelas similaridades entre as duas espécie, € possivel que o ciclo de vida de C. villosum
também seja superior a 200 anos e que a selecdo entre quintal e mata, seja inferior a esse
tempo, sendo os individuos de quintais mais jovens. Como foi visto no estudo realizado em C.
brasiliense (COLLEVATTI; HAY, 2011) e em Copaifera langsdorffii (SEBBENN et al.,
2011), individuos juvenis apresentam maior estruturacdo genética espacial por refletirem

eventos recentes de dispersdo de polen e sementes, enquanto adultos sdo resultados de
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acontecimentos historicos de dispersdo e competicdo. Comparados com individuos
estabelecidos hé longo prazo nas matas, € evidente que a sele¢éo natural e a competicéo ainda

ndo tenham causado diminuicdo na estrutura populacional nos quintais.

2.4.3. Estrutura genética

As simulagdes com o programa Structure apontaram para a existéncia de dois grupos
de piquias, porém com baixa estruturacdo dentro desses grupos. A baixa definicdo entre os
dois grupos resultou na presenca de individuos intermediarios aos dois grupos. Estas plantas
sdo melhor visualizadas na anélise DAPCL1, sem pré-definicdo de grupos, onde os individuos
intermediérios formam um grupo, resultando em K = 3. A baixa estruturacéo entre 0s grupos
mata e quintal também pode ser observada em andlises como a PCoA e o dendrograma, em
que os individuos dos diferentes sistemas encontram-se misturados. Entretanto, é possivel
notar também que os individuos de quintal encontram-se mais proximos geneticamente de
determinados individuos da mata do que em relacdo a outros, sugerindo que essas arvores na
mata possam ter caracteristicas desejadas para a selecdo humana.

O processo de domesticacdo de plantas ocorre a longo prazo e € resultado da
capacidade de humanos de superar pressdes de sele¢do natural com o propdsito de manejar e
cultivar plantas uteis (LEVIS et al., 2018). Habitantes da Amazénia atual que vivem em
assentamentos pré-Colombianos herdaram conhecimento indigena, incluindo praticas de
manejo que beneficiam plantas Gteis e domesticadas. Como foi relatado por Alves, Levis e
Clement (2016), uma série de praticas de manejo estdo sendo aplicadas pelas comunidades
tradicionais da FLONA com o intuito de promover o piquia, como por exemplo, o corte de
lianas, zelo durante o corte de outras espécies, aplicacdo de matéria organica, entre outras
praticas. Com isso, tem sido favorecidas arvores com frutos mais adocicados. A selecdo por
frutos doces € um padrdo encontrado em espécies incipientemente domesticadas do México e
Brasil (LINS NETO et al.,, 2014). Tais acGes devem levar a transformacdo gradual na
populacdo. Entretanto, os resultados encontrados na AMOVA afirmam que, na regido da
FLONA, a populacdo de piquid ainda ndo passou por um processo de domesticacdo
acentuado, de tal forma que ocorresse uma clara separagdo entre os sistemas, sendo baixa a
variacao (2.36 %) entre eles.

Situacdo semelhante tem sido observada na domesticacdo que esta ocorrendo com o
pequi (C. brasiliense) promovida por indios Kuikuro, no Xingu. E relatado que a percepgéo e

avaliacdo fenotipica, durante o processo de selecdo de sementes, estdo afetando as frequéncias



61

génicas das populagdes cultivadas de pequi, e assim, gerando o processo local de
domesticacdo da planta. Porém, mesmo com a preferéncia positiva pelo fruto carnudo, as
plantacdes tém como objetivo manter a diversidade fenotipica e ocorrem em proximidade dos
pequizais cultivados. Tais acdes permitem o fluxo génico e incidem direta ou indiretamente
na diversificacdo, afetando a manutencdo morfoldgica das populagdes de pequi cultivadas
(SMITH; FAUSTO, 2016). Da mesma forma, nos piquiazeiros da FLONA do Tapajés, junto
a selecdo por frutos de sabor adocicado, ocorre o plantio de sementes que resultam da
extracdo do 6leo (ALVES; LEVIS; CLEMENT, 2016). Entre os procedimentos citados para
extracdo do 6leo de Caryocar spp., é necessario ferver as castanhas, peneirar para extrair os
espinhos junto ao endocarpo e, por fim, levar ao fogo baixo ou fritar para retirar o excesso de
agua e obter o 6leo (DE ARAUJO, 1995; SHANLEY; MEDINA, 2005). Neste processo, ndo
ha selecéo de sementes de acordo com o sabor do fruto, mas para extracdo de 6leo. Para evitar
acidentes com os espinhos expostos do endocarpo, depois da extracdo de 6leo, as sementes
sdo enterradas no solo. As sementes que brotam, podem hibridizar com individuos
selecionadas para frutos doces, o que reduz a resposta a selecdo para ambas as finalidades
(ALVES; LEVIS; CLEMENT, 2016). Tal acdo tem afetado a diversidade genética nos
quintais. Aliado ao grande fluxo génico (Nm = 10,32), o plantio acidental esta contribuindo
para ndo diferenciar profundamente os piquiazeiros cultivados, resultando na baixa
estruturacdo populacional. A presenca de genoétipos intermediarios aos grupos, e a grande
mistura entre os individuos mostram de forma clara que os piquiazeiros de quintal ainda nédo
possuem um genotipo particular que os fagam ser considerados mais do que incipientemente
domesticados.

Apesar da baixa estruturacdo entre os dois sistemas, devido a recente sele¢do do
piquid plantado em quintais, ndo é possivel negar a existéncia de um antigo processo de
domesticacdo da espécie na época pré-Colombiana. Evidéncia j& apontada para essa
ocorréncia é a configuracdo adensada do piquiazal na FLONA (ALVES; LEVIS; CLEMENT,
2016). Durante essa epoca, seres humanos tinham importante papel na disseminacdo de
sementes de frutiferas dentro e ao longo de biomas Neotropicais (LEVIS et al., 2018),
resultando em fragmentos associados a agrupamentos humanos e na atragcdo de animais que
dispersam mais sementes na area e aumentam a abundancia da espécie. Piquiazeiros séo
encontrados perto de areas de terra preta de indio, assim atraem animais como Cuniculus
paca, Mazama americana, Priodontes sp., e Dasyprocta aguti (ALVES; LEVIS;
CLEMENT, 2016), importantes para a caca humana. Tais ocorréncias, junto a diversidade

geneética encontrada tanto em piquia como em outras espécies consideradas incipientemente
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domesticadas, levam a concluséo de que o piquia pode ter sido manejado durante a época pré-
Colombiana.

Os resultados deste estudo permitiram comparar a diversidade genética encontrada
em piquia de quintais e na mata, assim como determinar sua estrutura genética na FLONA de
Tapajos, em que é possivel observar que ha diferengas entre piquiazeiros cultivados e nao-
cultivados. Tais resultados, além de reportarem uma recente selecdo relacionada ao cultivo
nos quintais, mostram que € possivel que C. villosum seja incipientemente domesticada na

FLONA de Tapaj0s, visto sua configuracdo adensada e a heterozigosidade observada.
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Anexo 1. Lista de espécies consideradas incipientemente domesticadas por Clement
(1999a) que possuem estudos de diversidade genética com marcadores moleculares

(Heterozigosidade observada - Hp heterozigosidade esperada- Hg).
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Espécie Familia Localizacéo He | Ho Autor Objetivo
Hancornia speciosa Gomes Apocynaceae N. E. Brazil 077 - Rodrigues et al. (2015b) Desenvolvimento de microssatélites
Comparacao da diversidade
C. villosum (Aubl.) Pers. Caryocaraceae C. Amazonia/ Mata | 0.83 | 0.66 Francisconi (2018) genética entre acessos de mata e
quintal
Comparacao da diversidade
C. villosum (Aubl.) Pers. Caryocaraceae Quintal 0.82 ] 0.59 Francisconi (2018) genética entre acessos de mata e
quintal
Hevea brasiliensis
Euphorbiaceae Amazonia 0.56 | 0.51 Triwitayakorn et al. (2011) Transcriptoma do tecido foliar
Hevea brasiliensis Euphorbiaceae Amazbnia 0.55]0.42 Souza et al. (2009) Desenvolvimento de microssatélites
Hevea brasiliensis Euphorbiaceae Amazbdnia 0.74] 0.6 Le Guen et al. (2009) Quantificar a dlve[5|dade ge_netlca
entre populagdes naturais
Hevea brasiliensis Euphorbiaceae Amazbnia 0.69 | 0.66 Le Guen et al. (2011) Desenvolvimento de 296

microssatélites
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Espécie Familia Localizacao/ condicao | He | Ho Autor Objetivo
Bertholletia excelsa H. & B. Lecythidaceae E. Amazbnia 0.62 | 0.56 Sujii et al. (2015) Avaliagdo da~d|ver3|dade gepetlca de
populagdes de castanheiras
Bertholletia excelsa H. & B. Lecythidaceae E. Amazbnia 057 - Dos Santos et al. (2017) Avaliagdo da d~|ver3|dade ggnetlca de
populacgdes castanheiras
Lecythis pisonis Camb. Lecythidaceae Amazdnia 0.86 | 0.69 Rodrigues et al. (2015a) Desenvolvimento de microssatélites
Lacerda, Kanashiro e Efeitos do Corte de Impacto
Hymenaea courbaril L. Leg. Caesalpinioidae Amazonia 0.7 | 0.6 Sebbenn (2008) Reduzido na diversidade e estrutura
genética espacial
Hymenaea courbaril L. Leg. Caesalpinioidae Amaz6nia 0.67 | 0.59 Carneiro et al. (2011) Efelt(_)s da explora_(;ao madellre_zlra
seletiva na diversidade genética
Hymenaea courbaril L. Leg. Caesalpinioidae Amaz6nia 0.84 1 0.69 Ciampi et al. (2008) Desenvolvimento de microssatélites
Hymenaea courbaril L. Leg. Caesalpinioidae Amaz6nia 0.81]0.61 Feres et al. (2009) Diversidade genetica em banco de

germoplasma
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Espécie Familia Localizacdo/ condi¢do [ He | Ho Autor Objetivo
) o . . Definir pard@metros genéticos para
Hymenaea courbaril L. Leg. Caesalpinioidae Amazbdnia 0.73 ] 0.63 Silva et al. (2014) conservacio da espécie
Inga edulis Leg.Mimosoideae Amazobnia / Selvagem | 0.66 | - Hollingsworth et al. (2005) Comparagdo da diversidade entre
g 9. g ' g ' populagdes plantadas e naturais
Inga edulis Inga spp. (numerous) [ Amazbnia/Cultivado | 0.67 | - Hollingsworth et al. (2005) Comparagdo da diversidade entre
' ' ' populacgBes plantadas e naturais
Eugenia uniflora L. Myrtaceae Ribeirdo Preto 0.81 | 0.47 Ferreira-Ramos et al. (2008) Desenvolvimento de microssatélites
Eugenia uniflora L. Myrtaceae Tambad 0.82 | 0.42 Ferreira-Ramos et al. (2008) Desenvolvimento de microssatélites
Eugenia uniflora L. Myrtaceae S.J. do Rio Preto 0.83 | 0.38 Ferreira-Ramos et al. (2008) Desenvolvimento de microssatélites
Acrocomia aculeata (Jacg.) Lood Palmae E. Amazbnia 0.51 | 0.27 Nucci et al. (2008) Desenvolvimento de microssatélites
Determinar o nivel de
Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood Palmae E. Amaz6nia 0.68 | 0.53 Lanes et al. (2013) heterozigosidade entre adultos e
jovens
Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood Palmae E. Amazonia 039 0.2 Mengistu et al. (2016) Desenvolvimento de SSR
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Espécie Familia Localizacdo/ condi¢do [ He | Ho Autor Objetivo
Comparacdo da diversidade entre
Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood Palmae E. Amazbnia 0.73 ] 0.52 Araujo et al. (2017) adultos, JOVENS € Progenies, estudo da
estrutura genética espacial e fluxo
genético
Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood Palmae E. Amazbnia 0.79 ] 0.37 Lanes et al. (2015) Caracterizacao de be_mco de
germoplasma ativo
Elaeis oleifera (H.B.K.) Cortés Palmae N.S. América 0.16 | 0.26 Zaki et al. (2012) Desenvolvimento de microssatélites
Examinar e estabelecer relacdes
Elaeis oleifera (H.B.K.) Cortés Palmae N.S. América - 1046 Arias et al. (2015a) genéticas entre bancos de
germoplasma
Examinar e estabelecer relacdes
Elaeis oleifera (H.B.K.) Cortés Palmae N.S. América - 0.5 Arias et al. (2015a) genéticas entre bancos de
germoplasma
Euterpe oleracea Mart. Palmae E. Amazbnia 0.75] 0.54 De Oliveira et al. (2010) Caracterlzdagao de acessos de banco
e germoplasma
Oenocarpus bacaba Mart. Palmae Amaz6nia 0.81 [ 0.62 | Lepsch-Cunha e Hamilton (2003) | Desenvolvimento de microssatélites
Manikara huberi (Huber) Standl. Sapotaceae Amazonia 0.81 | 0.69 | Azevedo, Vinson e Ciampi (2005) | pesenvolvimento de microssatélites
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Espécie Familia Localizacdo/ condi¢do [ He | Ho Autor Objetivo
M. huberi (Huber) Standl. Sapotaceae Amazonia 0.86 | 0.71 Azevedo et al. (2008) Entendlmeggq) Sgpd'xggj'rgide genetica
p . América do Norte Desenvolvimento de microssatélites e
outeria sapota Sapotaceae /Natural 0.35]0.32 Avrias et al. (2015b) estudo da estrutura e diversidade
genética de P. sapota
. América do Norte/ Desenvolvimento de microssatélites e
Pouteria sapota Sapotaceae Cultivado 0.411]0.39 Avrias et al. (2015b) estudo da estrutura e diversidade
genética de P. sapota
Theobroma grandiflorum Schum. Malvaceae E. Amazbnia 0.61]0.34 Alves et al. (2007) Dlvers|c:)%c;)iIgaegr%e;;c:aetzuerztirsutura de
T. grandiflorum Schum. Malvaceae E. Amazonia 0.68 | 0.6 Lemes et al. (2007) Uso dos microssatelites de T. cacao

em outras espécies Theobroma




Espécie

Familia

Localizacdo/ condigcdo

He

Ho

Autor
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Objetivo

T. speciosum Willd.

Malvaceae

Amazonia

0.96

0.19

Da Silva et al. (2017)

Caracterizacao da diversidade e
estrutura genética de pop. naturais de
T.speciosum e T. subicanum

T. speciosum Willd.

Malvaceae

Amazonia

0.97

0.25

Varella et al. (2016)

Caracterizacdo da diversidade
genética em trés fragmentos urbanos

T. speciosum Willd.

Malvaceae

AmazOnia

0.88

0.28

Dardengo et al. (2016)

Acessar a diversidade genética para
fins de conservacgéo no Parque
Nacional da Jurema

T. speciosum Willd.

Malvaceae

Amazobnia

0.87

0.24

Dardengo, Rossi e Varella (2018)

Caracterizacao da diversidade
genética em fragmentos urbanos

T. subincanum Mart.

Malvaceae

Amazonia

0.78

0.67

Lemes et al. (2007)

Uso dos microssatélites de T. cacao
em outras espécies do genéro
Theobroma

T. subincanum Mart.

Malvaceae

Amazonia

0.95

0.16

Da Silva et al. (2017)

Caraterizagdo da diversidade e
estrutura genética de pop. naturais de
T.speciosum e T. subicanum
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3. ESTRUTURA GENETICA E DISTRIBUICAO POTENCIAL DE
CARYOCAR VILLOSUM EM DIFERENTES LOCALIDADES DA
AMAZONIA

Resumo

O piquia (Caryocar villosum) é exclusivamente neotropical, sendo
amplamente distribuido pela Amazonia. Possui ampla utilizacdo por populagdes
tradicionais na alimentacdo e medicina. Apesar de sua importancia, a diversidade
e distribuicdo da espécie ainda foram pouco estudadas. Neste estudo foram
coletadas duas populagdes de piquiazeiros originarias dos Estados de Rondénia e
Pard, analisadas com sete marcadores microssatélites, com o objetivo de avaliar a
diversidade e estrutura genética dessas populacdes. Com os dados das coletas e
dados obtidos junto a herbarios, e utilizando variaveis bioclimaticas, foi também
realizada a modelagem de nicho ecoldgico (MNE), para determinar a distribuicao
potencial da espécie. No total foram genotipados 130 piquiazeiros, sendo 92 do
Pard, e 38 de Ronddnia. O Paré apresentou valores superiores para numero médio
de alelos/loco, numero efetivo de alelos, niumero de alelos privados, riqueza
alélica e heterozigosidade esperada. No entanto, apresentou menor
heterozigosidade observada. A maior diversidade genética observada no Para
pode estar indicando um possivel centro de origem da espécie, que apresenta
sistema reprodutivo misto com predominancia de alogamia. A estrutura genética
espacial foi significativa em ambas as localidades, o que sugere correlagcbes de
parentesco entre 0s individuos, provavelmente devido ao comportamento
forrageiro de seus polinizadores e dispersores. A estruturacdo genética entre as
duas populacdes foi observada em todos os métodos, como analises Bayesianas,
PCoA e o dendrograma, separando as populaces em dois grupos. Com a DAPC
foi possivel notar as diferencas internas das populacdes, o que condiz com a
AMOVA, que mostrou que a maior parte da variacdo (89 %) ocorre dentro das
populacdes. Ja a diferenciacdo entre as populacdes (11 %) pode ser explicada por
fatores histéricos e pelo elevado fluxo génico (Nm = 2,043). A MNE mostrou que
as variaveis de maior contribuicdo para a distribuicdo da espécie foram a
precipitacdo anual e a temperatura sazonal. A regido em que o piquiazeiro melhor
se adequa apresenta climas quentes, com médias superiores a 18 °C todos 0s
meses, e Umido, apresentando entre 1 a 3 meses de seca.

Palavras-chave: Piquia; Diversidade geneética; Estrutura genética espacial,
Modelagem de nicho ecoldgico; Microssatélites
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Abstract

The piquid (Caryocar villosum) is exclusively neotropical, being vastly
distributed in the Amazon. It is widely used by traditional populations, as food
and medicine. Despite of its importance, the diversity and distribution of the
species has not yet been well studied. In this study, two populations of piquias
originated in the States of Ronddnia and Para were collected and analyzed using
seven microsatellite markers, aiming to evaluate the genetic diversity and genetic
structure of these populations. The ecological niche modeling (ENM) was also
made to determine the potential distribution of the species, using data from plant
collections and herbarium, and bioclimatic variables. In total, 130 piquias were
genotyped, with 92 from Pard and 38 from Rondonia. Para presented higher
values for mean number of alleles/locus, effective number of alleles, number of
private alleles, allele richness and expected heterozygosity. However, it showed
lower observed heterozygosity. The higher genetic diversity found in Para may be
indicating a possible center of origin of the species, which presents a
predominantly outcrossing mixed mating system. The spatial genetic structure
was significant in both localities, suggesting kinship correlations among the
individuals, probably due to the forage behavior of it pollinators and dispersers.
Genetic structure was observed between the two populations in all methods, such
as Bayesian analyzes, PCoA and dendrogram, separating the populations into two
groups. With the DAPC it was possible to observe the internal differences of the
populations, agreeing with AMOVA, which showed that most of the variation
(89%) occurs within the populations. On the other hand, the differentiation
between the populations (11%) can be explained by historical factors and the high
gene flow (Nm = 2,043). The ENM showed that the variables with greatest
contribution for the species distribution are annual precipitation and seasonal
temperature. The most suitable region for piquia presents warm climates, with
averages above 18° C every month, and humid, presenting between 1 and 3
months of drought.

Keywords: Piquid; Genetic diversity; Spatial genetic structure; Ecological niche
modeling; Microsatellites
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3.1. Introducgéo

O piquié (Caryocar villosum (Aubl.) Pers.) pertence a familia Caryocaraceae, sendo
exclusivamente neotropical (PRANCE; DA SILVA, 1973). A planta é da ordem Theales,
composta por 25 espécies agrupadas em dois géneros: Caryocar e Anthodiscus. As folhas sdo
trifoliadas, com a folha central mais longa e as duas laterais relativamente menores (CLAY;
CLEMENT, 1993). As inflorescéncias da C. villosum possuem coloracdo amarelada,
pedunculo longo e pouco flexivel, com flores acima da folhagem, que abrem durante a noite e
apresentam odor pouco agradavel. Seus dispersores de polen sdo beija-flores, da espécie
Heliothryx aurita, abelhas (Apidae), besouros (Lampiridae) e mariposas (Noctuidae). Ap6s o
crepusculo, os besouros e mariposas continuam a visitar as flores, porém as atividades de
polinizacdo sdo intensas com morcegos Glossophaginae e Phyllostomus discolor (MARTINS;
GRIBEL, 2007).

A espécie € considerada emergente de dossel, podendo atingir alturas de 40-50 m.
Quando ocorre em area aberta, as arvores sdo mais baixas, com galhos abundantes e com copa
larga (PRANCE; DA SILVA, 1973). Segundo Collevatti et al. (2009a), C. villosum apresenta
baixa densidade e é amplamente distribuida pela Amazodnia. Sabe-se que 0 piquid possui
relacfes antigas com atividades humanas. Um exemplo disso € a Gruta do Piquia, que existe
no estado do Para, onde ja foram encontrados vestigios 6sseos, sementes de piquia e artefatos
que remetem a nove mil anos. Também apresenta grande valor alimentar e medicinal para
populacdes humanas e fauna silvestre da Amazénia atual (MORAES, 2011; ALVES; LEVIS;
CLEMENT, 2016), e pode possuir valor comercial como fonte de renda alternativa para
populagdes tradicionais (ALVES; LEVIS; CLEMENT, 2016) visto o aumento do prego do
fruto de R$ 0,15 em 1998 a R$ 2,00 em 2011 (PINTO et al., 2011). Além do fruto, pode ser
obtido o éleo de améndoa com uso potencial para industria de cosméticos e da casca do fruto
é possivel a extracdo de taninos para preparacao de tintas (SHANLEY; MEDINA, 2005).

Apesar da sua importancia historica, do constante uso por populacdes tradicionais e
do potencial comercial, a diversidade e distribuicdo do piquiad ainda foram pouco estudadas.
Analises comparativas de genoma nuclear podem prover uma poderosa ferramenta para
explicar a diversidade, distribuicdo e estrutura genética das espécies (COLLEVATTI et al.,
2009b). O polimorfismo de DNA baseado em repeticbes de sequéncias simples (Simple
Sequence Repeats — SSR) ou microssatélites, € considerado um dos marcadores moleculares
mais importantes para estimar parametros genéticos populacionais e entender padrdes de

dispersdo de pdlen e parentesco, pois sdo altamente informativos devido a sua codominancia e



82

por apresentarem multialelos e alta heterozigosidade (COLLEVATTI; BRONDANI;
GRATTAPAGLIA, 1999). Tomar boas decisdes quanto a amostragem populacional pode
preservar niveis maximos de diversidade genética e, por isso, é de grande importancia saber a
distribuicdo dessa variagdo pelo territorio (LOVELESS; HAMRICK, 1984).

Apenas um estudo sobre diversidade genética de C. villosum foi realizado até o
momento, em que foram analisados acessos presentes em ambas as margens lados do Rio
Negro. Foi observado que o rio ndo servia como barreira geografica para diferenciacdo das
populagdes, devido ao grande fluxo génico, tendo como principal causa a polinizacao
realizada por morcegos do género Phyllostamus (COLLEVATTI et al., 2009b). A espécie
Caryocar brasiliense (pequi), préxima ao piquia (C. villosum), entretanto, j& foi melhor
estudada utilizando  marcadores  microssatélites (COLLEVATTI; BRONDANI;
GRATTAPAGLIA, 1999; 2001a,b). O estudo sobre o efeito da fragmentacdo do cerrado na
diversidade genética de populagdes do pequi mostrou que esse processo ainda ndo afetou a
espécie, por ela possuir ciclo de vida longo (COLLEVATTI et al., 2001a). A polinizagéo
realizada por morcegos (Phyllostamus) e a dispersdo de sementes por Caluromys spp., que sdo
comuns a ambas as espécies C. villosum e C. brasiliense, também tiveram seu comportamento
estudados com o auxilio de microssatélites (COLLEVATTI et al., 2001b). Os autores
observaram que o comportamento forrageiro das duas espécies tem restringido o fluxo génico
e causado o aparecimento de demes. Em 2010 esse estudo foi concluido, definindo-se as
distdncias maximas e médias de dispersdo de sementes como sendo 500 e 132 m,
respectivamente, para C. brasiliense (COLLEVATTI et al., 2010a). Em 2011, foi visto que ha
probabilidade de pequizeiros serem parentes em distancias de até 13 m, sendo que esse valor
pode aumentar para individuos em estagio adulto, devido a competicdo por recursos nos
estagios de desenvolvimento anteriores (COLLEVATTI; HAY, 2011). Com relacdo ao
sistema reprodutivo, foi observado que o pequi apresenta um sistema misto de cruzamento,
com presenca de autopolinizacdes, porém, com fecundacdo cruzada predominante
(COLLEVATTI et al., 2009a, 2010b). Anéalises com microssatélites mostraram que
pequizeiros encontrados no noroeste do bioma Cerrado, no limite sudeste da Floresta
Amazobnica, onde a distribuicdo geografica de C. villosum coincide com C. brasiliense,
hibridizam com os piquiazeiros. Acredita-se que isso ocorra porque as flores das duas
especies sdo indistinguiveis e polinizadas pelas mesmas espécies de morcego (COLLEVATTI
et al., 2003), mostrando como as duas espécies sdo filogeneticamento proximas.

A distribuicdo de espécies pode ser prevista pela Modelagem de Nicho Ecoldgico

(MNE), com o uso de variaveis bioclimaticas derivadas de temperaturas e chuvas mensais
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(PULLIAM, 2000). Em geral, as varidveis sdo coletadas ou interpoladas de estacGes
climéticas para um grande modelo espacial (FEILHAUER; HE; ROCCHINI, 2012), que ir4
representar tendéncias anuais (ex: temperatura média anual, precipitacdo anual), sazonalidade
(por exemplo, intervalo anual de temperatura e precipitacdo) e fatores ambientais extremos ou
limitantes (por exemplo, temperatura do més mais frio e mais quente, e precipitacdo dos
trimestres humidos e secos). Assim, a modelagem pode indicar locais de melhor
probabilidade para ocorréncia da espécie e uso de marcadores permite amostrar a diversidade
genetica.

O esforco de estudar e amostrar 0 piquid se da pela sua importancia como espécie
nativa manejada pelo homem na época pré-Colombiana, por ser parte da complementacdo de
renda familiar, além de possuir crescente potencial em diferentes areas comerciais. Nesse
estudo, foram amostrados 130 individuos de piquid encontrados em duas populacdes na
Amazonia Brasileira localizadas no Pard e Rondénia, para responder as seguintes questdes: 1)
quais sdo os niveis de diversidade genética entre as populagdes, 2) quais sdo as relacoes
genéticas entre essas populacdes, e 3) qual a distribuicdo geografica potencial da espécie e a
melhor maneira de amostra-la para estudos futuros? Os itens 1 e 2 serdo respondidos com o
emprego de sete locos SSR e analises genéticas. Ja o item 3 serd respondido com o emprego
da MNE, com o uso varidveis bioclimaticas derivadas de temperaturas e precipitacdes
mensais, considerando os individuos de coletas atuais e dados de herbéarios em bancos de

dados online.

3.2. Materiais e Métodos

3.2.1. Localizacéo e caracterizacéo das areas de estudo

As coletas foram realizadas em comunidades da Reserva Extrativista (RESEX) Rio
Ouro Preto, localizada no extremo oeste do estado de Rondbnia, nos municipios de Guajara-
Mirim e Nova Mamoré, nas comunidades Floresta e Rio Negro, e em duas comunidades
ribeirinhas, Maguari e Jamaraqué, da Floresta Nacional (FLONA) do Tapajos, no Para. O
clima da RESEX Rio Ouro Preto é quente e umido, com temperatura média anual de 25 °C,
méaxima de 32 °C e minima de 21 °C, com concentracdo de chuvas entre novembro e maio
(DE CAMPOS et al., 2014). A FLONA do Tapajos apresenta clima tropical umido no sistema

de Kdppen, com variacao térmica anual inferior a 5 °C, com media anual de 25,5 °C, maxima
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de 30,6 °C e minima de 21,0 °C (IBAMA, 2004), e as precipitacdes sdo concentradas entre o0s
meses de janeiro e maio (RADAMBRASIL, 1976).

A maior parte da RESEX é coberta pela Floresta Ombrofila Aberta Aluvial, com
solos hidromérficos, rasos e mal-drenados onde sdo comuns espécies arbdreas com raizes
tabulares e tolerantes a inundagdes, como a Virola surinamensis, V. crebinervia e Iriartea
ventricosa. A reserva também tem grande parte do seu territério coberto pela Floresta
Ombrofila Aberta de Terras Baixas, com latossolos ou solos lateriticos, medianamente
profundos e bem drenados, onde € comum as espéecies arboreas cedrorana (Cedrelinga
catanaeformis), mogno (Swietenia macrophylla) e cerejeira (Torresia acreana). Outros tipos
de florestas que existem na reserva sdo a Floresta Ombrdfila Densa Aluvial, Formacéao
Pioneira sob Influéncia Fluvial Arbdrea, Formacdo Pioneira sob Influéncia Arbustiva e/ou
Arborea, Formacdo Pioneira sob Influéncia Fluvial Arbustiva, Formacdo Pioneira sob
Influéncia Fluvial Herbacea e/ou Graminoide, Savana Florestada, Savana Arborizada e
Campina de Areia Branca. As seis espécies arbdreas mais comuns da reserva sdo Protium
spp., Bertholletia excelsa, Copaifera spp., Comarouma odorata, Eschweilera odorata, e
Caryocar spp. (DE CAMPOS et al., 2014).

A vegetacdo caracteristica da FLONA do Tapajos é predominantemente Floresta
Tropical Densa, com cerca de 86 % da area total, com dossel uniforme e, ocasionalmente,
arvores emergentes, como é o caso do C. villosum (IBAMA, 2004). De acordo com 0s
aspectos fisiondmicos, somados as categorias utilizadas pelo Projeto Radambrasil, foi gerado
um mapa indicando a presenca de trés tipos de vegetacdo: Floresta Tropical Densa, Floresta
Tropical Aberta e Floresta Alterada. Foram feitos pelo menos cinco levantamentos floristicos
na FLONA até o momento. Em seu plano de manejo ocorre a compilacdo desses cinco
estudos que encontraram 412 espécies, pertencentes a 67 familias. Para a familia
Caryocaraceae foram notificados a presenca de C. villosum e C. glabrum, esta ultima

conhecida como piquiarana (IBAMA, 2004).

3.2.2. Amostragem

A amostragem na FLONA do Tapajés ocorreu entre janeiro e fevereiro de 2015 nas
comunidades de Maguari e Jamaraqué, onde foram realizadas turnés guiadas com moradores,
percorrendo cerca de 80 km, para identificacdo dos piquiazeiros. Dos individuos encontrados
na FLONA foram genotipados 92 individuos, os quais apresentam ampla distribuicdo na
regido norte da FLONA (Figura 13).
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A coleta na RESEX Rio Ouro Preto ocorreu entre novembro e dezembro de 2017,
nas comunidades Floresta e Rio Negro, sendo que nessa regido também foram realizadas
turnés guiadas com moradores locais. A distribuicdo dos piquiazeiros se mostrou mais
dispersa do que a encontrada em Tapajos, totalizando 38 individuos, os quais foram utilizados
nesse estudo. As arvores das duas localidades foram georreferénciadas, tiveram o DAP
mensurado e a caracterizagédo do local pelo morador (Figura 13).

A densidade de piquiazeiros na RESEX Rio Ouro Preto foi calculada de acordo com
Alves et al. (2016), em que, considerou-se o comprimento da trilha, desde o primeiro
individuo de piquia até o ultimo encontrado ao longo da trilha, multiplicado pelo intervalo
estimado de visdo na floresta, determinado em 35 metros em cada lado de trilha:

(comprimento da trilha X 70 metros) / um hectare.

___________

— K lOMmete!
0 10 20 40 60 80

Figura 13. Localizacdo dos piquiazeiros coletados e genotipados na RESEX Rio Ouro Preto
(vermelho) e na FLONA do Tapajés (azul).
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3.2.3. Extracéo e genotipagem do DNA

As extracdes de DNA foram realizadas no Laboratorio de Genética Ecoldgica de
Plantas do Departamento de Genética, na ESALQ/USP, Piracicaba, SP. O DNA foi extraido
das folhas por meio do procedimento de CTAB 2 % (Brometo de Cetiltrimetilamonio)
(DOYLE; DOYLE, 1987) com alteragdes, que foram listadas no capitulo 2 dessa dissertacdo

A quantificagcdo do DNA foi estimada pela intensidade de fluorescéncia emitida pelo
corante Gel Red sob UV em géis de agarose a 0,8 %. Essa intensidade foi comparada a de
padrdes com pesos moleculares e concentragdes especificas e conhecidas de DNA do fago *
(10 e 50 ng). A eletroforese foi realizada em cuba contendo tampéo TBE 1 %.

Dez loci de microssatélites previamente desenvolvidos para C. brasiliense
(COLLEVATTI; BRONDANI; GRATTAPAGLIA, 1999) foram avaliados, sendo que sete
mostraram boa resolucéo e polimorfismo para C. villosum e foram utilizados para genotipar as
amostras. Os primers no sentido forward foram marcados com coloragdo fluorescente e
anexados ao final 5 da sequéncia do  primer universal M13 (5-
CACGACGTTGTAAAACGAC-3).

O termociclador MyCycler Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, US) foi
utilizado para realizar amplifica¢fes por PCR, tendo sido incluidos 0,5 mM de cada primer, 1
U de Taq DNA polimerase (Phoneutria), 200 mM de cada dNTP, 1X tampédo (10 mM Tris-
HCL pH 8,3 com 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,) (COLLEVATTI et al., 2009b), e 2,4 mM de
MgCl,. A PCR foi realizada de acordo com Schuelke (2000) em um processo de dois passos:
0 primeiro passo consistiu na desnaturacao inicial a 96 °C por 1 min, seguido de 30 ciclos de
94 °C por 1 min, 56 °C ou 54 °C por 1 min (de acordo com cada primer-temperatura de
anelamento) e 72 °C por 1 min. A segunda parte foi composta por oito ciclos de 94 °C por 30
s, 53 °C por 45 s e 72 °C por 45 s, com uma extensao final de 72 °C por 1 hora. A qualidade e
0 tamanho dos produtos de amplificacdo foram visualizados e comparados com marcador -
Ladder 1 kb Plus (Invitrogen) - em gel de agarose a 1,5 % submetidos a eletroforese por 90
minutos a 80 V.

A genotipagem foi feita utilizando eletroforese capilar e por sistema multiplex. Nesse
sistema, as amplificacOes de cada loco obtidas em PCRs individuais sdo unidas em uma nova
placa, de acordo com o tamanho do loco e com a fluorescéncia em que ele foi marcado. A
genotipagem foi realizada em analisador automatico de DNA ABI 3130XL Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) pelo Setor de Sequenciamento de DNA do Instituto de Biociéncias —

USP, sendo determinados os tamanhos dos alelos com o auxilio de marcador com tamanhos
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de fragmentos conhecidos, o ,GeneScanTM-500 ROX® Size Standard (Applied Biosystems,
Foster City, USA). A deteccdo dos picos de fluorescéncia foi realizada com o software
GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems). A partir da deteccdo dos tamanhos dos fragmentos
amplificados com cada par de primers para cada individuo, foi gerada uma planilha utilizada

para as analises estatisticas e genéticas.

3.2.4. Analise estatistica dos dados

3.2.4.1. Diversidade genética e estrutura genética espacial

A diversidade genética de cada populacdo foi caracterizada utilizando o nimero
médio de alelos por loco (Na), a porcentagem de locos polimorficos, a riqueza alélica (Ar), a
frequéncia alélica, as heterozigosidades observadas (Ho) e esperadas (Hg), e o indice de
fixacdo (f) de Wright. A riqueza alélica (Ar) foi calculada utilizando o pacote PopGenReport
(GRUBER; ADAMACK, 2017) e os demais parametros foram calculados baseados em 1000
replicacdes bootstrap, obtidas com o pacote diveRsity (KEENAN et al., 2013) do plataforma
R 3.4.3 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2017). O indice de fixacdo (f) de Wright
descreve a distribuicdo da variacdo genética por meio de coeficientes de endogamia, que
equivalem a reducdo na heterozigosidade esperada com cruzamentos ao acaso em qualquer
nivel hierarquico populacional com relagdo a outro nivel mais inclusivo (HARTL; CLARK,
2010). Foi calculado o Fsr das estatisticas F de Wright com GenAlex v. 6.5 (PEAKALL;
SMOUSE, 2012), para determinar a divergéncia entre as popula¢bes. Foram também
calculados o nimero de alelos efetivos (Ne) e o numero de alelos privados (Np) utilizando o
software GenAlex v. 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012). A taxa de cruzamento aparente (t,)
foi estimada considerando o indice de fixacéo (f) para cada local (VENCOVSKY, 1994) de tal
forma que t,= (1-f)/(1+f).

A estrutura genética espacial (EGE) para cada populagdo foi analisada baseada no
coeficiente de parentesco ou coancestria (Fij) entre os pares de individuos como apresentado
em Loiselle et al. (1995). Para visualizar a estrutura genética espacial, os valores de F;j foram
plotados contra classes de distancias com 0 mesmo numero de pares de individuos. Para cada
intervalo de distancia e coeficiente de parentesco foram feitas 20.000 permutagdes de Monte

Carlo, com intervalo de confianca de 95 %. A extenséo total da EGE em cada populacéo foi
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quantificada utilizando a estatistica Sp, que € dependente da diminuicdo do coeficiente de
coancestria entre pares de individuos, e do logaritmo de distancia em duas dimensdes. Assim,
a estatistica € calculada como Sp: Sp = b-log/(F;:-1), onde F; é a média do coeficiente de
coancestria entre todos os pares de individuos da primeira classe de distancia (VEKEMANS;
HARDY, 2004) e b-log é a curva de regressdo do coeficiente de coancestria utilizando o
logaritmo de distancia espacial In(dy,). Essas analises foram realizadas no software SPAGeDi
v. 1.5 (HARDY; OLIVER J; VEKEMANS, 2002).

3.2.4.2. Estrutura genética populacional

Foram realizadas analises Bayesianas com o software Structure v.2.3.4.
(PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000) para determinar a estrutura genética entre
0s piquiazeiros das duas regides. Foram feitas 10 simula¢bes para cada K numero de
agrupamentos, em que K variou de 1 a 10, considerando o modelo de frequéncias alélicas
correlacionadas e 0 modelo admixture de ancestralidade. A cadeia de Markov Monte Carlo
(MCMC) teve 500.000 iteracdes apds um periodo inicial de burnin de 200.000 iteracdes. O
aplicativo on-line Structure Harvester (EARL; VONHOLDT, 2012) foi utilizado para
determinar o K mais provavel de agrupamentos baseado no 4K do método de Evanno et al.
(2005). Com o programa Clumpp v. 1.1.2b (JAKOBSSON; ROSENBERG, 2007) foi feita a
sumarizacdo dos resultados das 10 simulagdes realizadas para 0 nimero K de agrupamentos
mais provaveis. A representacdo em graficos de barra dos resultados obtidos foi feita no
Microsoft Excel.

Como forma de avaliar a estrutura genética com maior profundidade e devido ao fato
de que as andlises Bayesianas feitas com o Structure possuem fortes pressupostos genéticos,
como aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg e minimiza¢do do desequilibrio de ligagéo,
foram realizadas Anélises Discriminantes de Componentes Principais (DAPC) (JOMBART et
al., 2010) com o pacote da plataforma R 3.4.3 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2017)
Adegenet v.1.3.1 (JOMBART; AHMED, 2011). A primeira DAPC (DAPC 1) utilizou o
método K-means, em que ocorrem sucessivas corridas para aumentar o0 numero de
agrupamentos (K) e depois transformar os dados usando a PCA. Para cada modelo é calculada
uma medida estatistica de adequacdo (Bayesian Information Criterion, BIC) para escolher o
melhor 0 K (JOMBART et al., 2010). Ap0s isso, é definido o melhor nimero de PCAs retidas
por meio da funcdo a-score e, assim, gerados os gréaficos scatter e compoplot. O outro método

aplicado, DAPC2, considerou a existéncia das duas localidades para a formacao dos grupos e
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utilizou o a-score para a melhor retengdo de PCASs e para gerar os graficos. As probabilidades
de adesdo de um individuo em diferentes grupos sdo semelhantes aos resultados de atribuicéo
obtidos no Structure e por isso podem ser comparadas.

Utilizando a distancia proposta por Nei (1972), foi construido um dendrograma com
0 método UPGMA para representar as relagdes entre os individuos e as localidades, com o
pacote poppr (KAMVAR; TABIMA; GRUNWALD, 2014) do plataforma R (R Development
Core Team, 2015), e intervalos de confianca baseados em 1000 replicagdes bootstrap. O
dendrograma foi formatado no FigTree 1.4.1 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

A dispersdo da diversidade genética entre as localidades foi avaliada por meio da
Anélise de Coordenadas Principais (PCoA) e a distribui¢do hierarquica da variacdo genética
dentro e entre locais foi avaliada utilizando a Analise de Variancia Molecular (AMOVA)
“Locus-by-locus”, sendo o programa GenAlEx 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012) utilizado
para ambas as analises. A AMOVA foi conduzida com 10.000 permutacdes. O fluxo génico
(Nm) foi calculado a partir do Fst em que Nm = %(1/Fsr-1) (WRIGHT, 1951).
Adicionalmente, foi verificado se existe correlacdo entre as distancias genéticas de Cavalli-
Sforza e Edwards e as distancias geogréaficas (km) das populacdes, com o teste de Mantel
(1967), utilizando o pacote Adegenet (JOMBART; AHMED, 2011) do plataforma R (R
Development Core Team, 2015). A significancia foi acessada utilizando 10.000 permutacdes.

3.2.4.3. Potencial distribuic¢éo do Caryocar villosum

O total de 150 pontos de ocorréncia da espécie foram utilizados, somando 40 pontos
das coletas no Para e em Rondbnia e 110 dados georreferénciados do projeto speciesLink
(http://splink.cria.org.br) e do portal Global Biodiversity Information Facility (GBIF). Todas
as coordenadas foram manualmente verificadas e dados imprecisos foram descartados. Para
eliminar a autocorrelacdo espacial entre as ocorréncias, principalmente entre os pontos de
coleta, foi aplicada uma rarefacdo simples ao conjunto total de dados, utilizando o SDM
Toolbox (BROWN, 2014), no software ArcGis 10.5. Modelos para as quatro distancias de
rarefacdo foram gerados (1 km, 5 km, 10 km e 20 km). O tratamento com melhor desempenho
estatistico foi utilizado na modelagem final.

Para cada ocorréncia, foram obtidas 19 varidveis biocliméaticas do banco de dados
WORLDCLIM com resolugdo de 30”. As 19 variaveis bioclimaticas sdo Biol: Temperatura
média anual, Bio2: Temperatura média diurna mensal, Bio3: Isotermalidade (Bio2/Bio7)
(*100), Bio4: Temperatura sazonal, Bio5: Temperatura maxima do més mais quente, Bio6:

Temperatura minima do més mais frio, Bio7: Faixa de temperatura anual (Bio5-Bio6), Bio8:
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Temperatura média do trimestre mais Umido, Bio9: Temperatura média do trimestre mais
seco, Biol0: Temperatura média do trimestre mais quente, Bioll: Temperatura média do
trimestre mais frio, Biol2: Precipitacdo anual, Biol3: Precipitacdo do més mais Umido,
Biol4: Precipitacdo do més mais seco, Biol5: Precipitacdo de sazonalidade, Biol6:
Precipitacdo do trimestre mais seco, Biol7: Precipitacdo do trimestre mais Umido, Biol8:
Precipitagdo no trimestre mais quente e Biol19: Precipitagcdo no trimestre mais frio. Para evitar
redundéancia de informac0es trazidas por diferentes variaveis, o teste de correlacdo de Pearson
foi realizado. Uma das duas variaveis com indice de correlagdo igual ou maior que 0,7 era
removida do conjunto.

A modelagem de nicho ecoldgico que ird determinar possiveis distribui¢cGes espaciais
do Caryocar villosum foram gerados utilizando o software Maxent v. 3.4.1 (PHILLIPS;
DUDIK, 2008). Foram utilizados como pardmetros: convergence treshold de 1e-5, 500
iteracGes e 10.000 pontos de background. Os modelos foram submetidos a dez repetigdes,
validadas pelo método bootstrap. Os dados de ocorréncia foram divididos em 70 % utilizados
para o treinamento do modelo e 30 % dos restantes para o teste. A acuracia do modelo foi
analisada usando a area sob a curva (Area Under the Curve - AUC), os valores de omissdo e o
p-valor para trés limiares de corte: limite de corte de 10 % (10 percentile training presence
Cloglog threshold), limite de corte maximo (Maximum test sensitivity plus specificity Cloglog
threshold) e limite de corte minimo (Minimum training presence Cloglog threshold). O limiar
com o0s menores valores de omissdo e p-valor foi escolhido para o modelo final. A
contribuicdo das variaveis nao-correlacionadas utilizadas no modelo final foi testada por meio
do método de jackniffe. Foram geradas curvas de resposta para as duas variaveis que mais

contribuiram para o modelo.

3.3. Resultados

3.3.1. Diversidade genética

Foram genotipados 130 piquiazeiros, sendo 92 da FLONA do Tapaj6s, no Para, e 38
da RESEX Rio Ouro Preto, em Ronddnia. Entre os 130 plantas foram encontrados, em média,
11,8 alelos por loco (Na), com o polimorfismo variando entre 10 e 16 alelos por loco (Tabela
4). A heterozigosidade esperada (Hg) foi proxima a 80 % para todos os locos, sendo os locos
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de maior diversidade o cb20 e cb6. Todos os locos apresentaram desvio significativo do
Equilibrio de Hardy-Weinberg a 5 % de probabilidade,. Em média, o indice de fixacdo foi
0,142. O loco cb3 que apresentou indice de fixacdo negativo (-0,169), ou seja, que ndo

apresenta endogamia, também é o loco com menor nimero de alelos nulos

Tabela 4. Diversidade genética presente nos sete locos de microssatélites utilizados com
piquié (Caryocar villosum) na regido do Para e Ronddnia. A = nimero de alelos por loco, Ho
= heterozigosidade observada, He = heterozigosidade esperada, f = indice de Fixacdo, EHW =
equilibrio de Hardy-Weinberg, onde ** representa a inexisténcia de EHW.

Locos A Ho He f EHW
chll 10,0 0,732 0,794 0,081 **
ch5 14,0 0,531 0,791 0,324 *x
cb20 10,0 0,748 0,826 0,094 **
ch6 12,0 0,654 0,821 0,204 **
ch9 10,0 0,732 0,778 0,045 **
ch3 10,5 0,865 0,761 -0,169 **
ch23 16,0 0,450 0,779 0,413 *x
Média 11,8 0,673 0,793 0,142

Analisando os parametros por regides, o Para apresentou maior nimero médio de
alelos por loco (A = 14,57 vs 9,0), nimero de alelos efetivos (Ne = 6,86 vs 4,3), nimero de
alelos privados (Np = 6,71 vs 1,14), riqueza alélica (Ar = 11,37 vs 7,9) e heterozigosidade
esperada (Hg = 0,840 vs 0,746) do que a regido de Rondbnia. Entretanto, o valor da
heterozigosidade observada foi maior em Ronddnia (Ho = 0,708). O indice de fixacdo foi
menor em Rond6nia, na RESEX Rio Ouro Petro (f = 0,050 vs 0,241), o que teria influenciado
na maior taxa de cruzamento aparente na regido de Rondonia (t, = 0,905), em comparacéo
com o Parad (t, =0,612), sendo que a taxa de cruzamento média aparente estimada para a
espécie foi 0,758 (Tabela 5). Ronddnia também apresentou 0 menor nimero de alelos nulos,
somente nos locos ch5, cb6 e cb 23. No Para, a presenca de alelos nulos foi mais ocorrente,

sendo que somente o loco cb3 néo foi significativo para esse parametro.
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Tabela 5. Diversidade genética de piquiazeiros (Caryocar villosum) presente na Flona
Tapajos de Para e na Resex Ouro Preto de Rond6nia utilizando sete locos de microssatélites.
N = namero de alelos, A = numero médio de alelos por loco, Ne = nimero de alelos efetivos,
Np = namero de alelos privados, Ho = heterozigosidade observada, He = heterozigosidade
esperada, f = indice de Fixacdo, Ar = riqueza alélica, t, = taxa de cruzamento aparente.

~

Populagéo N A Ne Np Ho He f Ar t,

Para 102 14,6 6,9 6,7 0,638 0,840 0,241 11,6 0,612
Rondonia 63 9,0 4,3 11 0,708 0,746 0,050 8,2 0,905

Media 82,5 11,8 5,6 3,9 0,673 0,793 0,146 9,6 0,758

Em todos os locos analisados, dois ou mais alelos apresentaram porcentagens
diferentes entre as regides (Figura 14). Apesar da maioria dos alelos serem comuns entre Para
e Rondénia, a FLONA do Tapajds, no Para, apresentou maior numero de alelos privados (Np
= 6,714, Tabela 5), de tal forma que é possivel observar que nem todos os alelos presentes no

Para sdo encontrados em Rond6nia (Figura 14).

Cbl11 Cbh5 Cb20 Cb6 Cb9 Ch3 Ch23

Para

Eondénia

Figura 14. Representacdo das frequéncias alélicas dos sete locos microssatélites analisados
em 130 individuos de piquia (Caryocar villosum) nas regiGes do Pard e Rondonia.

3.3.2. Estrutura Genética Espacial

A estrutura genética espacial foi significativa até 10 metros para a FLONA do
Tapajos (Figura 15A), no Parg, e até 3 metros na RESEX Rio Ouro Preto (Rondonia) (Figura
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15B), o que sugere que os individuos amostrados até essas distancias apresentam correlagdes
de parentesco. Acima desses valores, os Fj; ndo séo significativamente diferentes ou menores
do que zero. As curvas de regressdo b-log para os coeficientes de parentesco sob os
logaritmos das escalas de distancias espaciais (0-165 m no Pard; 0-45 m em Rond6nia)
apresentaram valores negativos (-0,071 no Para; -0,010 em Rondénia), mostrando um padréo
de isolamento por distancia. As estatisticas Sp foram de 0,0076 e 0,0102, para as regides do

Parad e Rondonia, respectivamente.
3.3.3. Estrutura Genética

Os 130 piquiads das duas regides foram agrupados geneticamente por simulacfes
Bayesianas realizadas no programa Structure. O nimero de agrupamentos determinado pelo
AK do método de Evanno et al. (2005) foi K= 2 (Figura 16A). De acordo com K=2, o grupo 1
é formado por individuos da regido do Para e o grupo 2 pelos de Rondénia (Figura 16B).

A projecdo das 130 amostras em um plano bidimensional definido por duas
coordenadas principais (Figura 17), que explicam 30,9 % da variacdo total, mostrou uma
tendéncia em agrupar os individuos de acordo com sua origem geografica. Individuos de
Rondb6nia encontram-se nos quadrantes da esquerda e os do Para estdo agrupados,
predominantemente, nos quadrantes da direita. Entretanto, é possivel observar que alguns
individuos da regido do Pard encontram-se nos quadrantes da esquerda, junto aos de
Rond6nia. Comparando com os resultados do Structure, é possivel observar a existéncia de
piquidzeiros classificados como pertencentes a regido de Rondoénia dentro do agrupamento do
Paré (Figura 16B).

Os resultados das analises Bayesiana (Figura 16) e PCoA (Figura 17) estdo de acordo
com 0s encontrados na analise de agrupamento. O dendrograma (Figura 18) representa a
relacdo entre os individuos das duas regibes e a separacdo entre elas. Em 100 % das 1000
repeticdes bootstrap, a maioria dos individuos de Ronddnia formou um grupo distinto dos
individuos do Para. Essa regido apresenta dois grupos principais, 0S quais possuem
subdivis@es internas. Um dos grupos € mais amplo, pois engloba tanto individuos encontrados
na mata quanto os cultivados em quintais da FLONA do Tapajés. O outro grupo presente no

Paré possui, majoritariamente, individuos da floresta.
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Figura 15. Estrutura genética espacial presente entre individuos de piquid (Caryocar
villosum) em (A) Paré e (B) Ronddnia. As linhas so6lidas representam o Fij estimado médio e
as linhas pontilhadas representam os intervalos de confianca de 95% do Fij médio calculado
com 20.000 permutacdes.
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Figura 16. Estrutura genética encontrada entre piquiazeiros (Caryocar villosum) do Pard, na
FLONA do Tapajos, e em Rondbnia, na RESEX Rio Ouro Preto, com base em sete locos
microssatélites. A) Gréafico baseado no 4K calculado de acordo com Evanno et al. (2005) para
estimar o numero de grupos nos 130 individuos amostrados. B) Distribuicdo dos 130
individuos de C. villosum em dois (K = 2) grupos usando o método Bayesiano de andlise de
estrutura de populagbes com o Structure (PRITCHARD et al. 2000). Cada barra solida
representa um individuo, e as duas cores correspondem a grupos distintos. Barras com cores
misturadas mostram a propor¢éo da variabilidade atribuido a cada grupo.
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Figura 17. Andlise de coordenadas principais (PCoA) para os 130 individuos de piquia
(Caryocar villosum), baseado em sete locos microssatélites.

Foram também realizadas duas analises discriminantes de componentes principais
(DAPCs). A DAPC1, conduzida pelo método K-means, mostrou a formacao de quatro grupos
(K = 4). Os dois primeiros componentes principais (PCAs) explicaram 61,17 % da variagdo
total. Desses quatro grupos, trés pertencem a regido do Pard e um, majoritariamente,
representa Rondénia. A separacdo entre Rondbnia e Para é semelhante a encontrada na anélise
Bayesiana do Structure (Figura 16B). Os trés grupos presentes na regido do Para sdo similares
aos encontrados no capitulo anterior dessa dissertacdo. Os grupos representam os genétipos da
maioria dos individuos cultivados em quintais, 0s piquiazeiros presentes na mata e 0s
individuos com atribuicdo duvidosa aos grupos, cujo genotipo ndo é agrupado nem como
cultivado e nem como natural da mata. No capitulo anterior foi visto como alguns individuos
presentes nos quintais se assemelham mais aos de mata do que com outros cultivados e que o
mesmo ocorre na mata, devido a ainda baixa estruturac@o entre arvores de quintais e de mata.
A representacdo grafica de probabilidade de associagdo (Figura 19A) mostra que a maior
parte da variabilidade encontrada dentro dos grupos esta na regido do Pard, provavelmente
pela existéncia dos grupos explicados anteriormente, semelhante ao observado no

dendrograma (Figura 18).
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Figura 18. Dendrograma obtido com a distancia de Nei (1972) e método UPGMA para 0s 92
individuos de piquia (Caryocar villosum) da FLONA do Tapajés e os 38 individuos da
RESEX Rio Ouro Preto, Rondbnia, baseado nos resultados de sete marcadores
microssatélites. Os numeros em verde representam as repeticdes bootstraps usadas para
formar os grupos ou ramos.

A DAPC2 foi feita com os grupos Pard e Rond6nia pré-definidos. Esse método
mostrou uma maximizag¢do da variacdo entre grupos e diminui¢do da variacdo dentro dos
grupos e, dessa forma, foi possivel visualizar de forma precisa a diferenciacédo entre as regides
do Para e Ronddnia, resultando em um grafico de probabilidade de associacdo (Figura 19B)

semelhante ao encontrado com o Structure e sem os trés diferentes grupos na regido do Para.

eigenvalues
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PCA eigenvalues

Componente Principal 2 (23,06%)

Componente Principal 1 (38,11%)
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Figura 19. Analise Discriminante de Componentes Principais (DAPC) com base em sete
locos microssatélites para os 130 individuos de piquiazeiros (Caryocar villosum) coletados na
Flona do Tapajds, Para, e na Resex Rio Ouro Preto, Ronddnia. A) Gréaficos scatter e
compoplot (probabilidade de associagdo) feitos utilizando a metodologia 1 (DAPC1), em que
foram encontrados K = 4 grupos, com trés grupos dentro da regido do Para e um grupo
predominante em Rondonia. B) Gréficos scatter e compoplot (probabilidade de associagéo)
baseados na metodologia 2 (DAPC2), com K = 2 grupos bem definidos, utilizando as regifes
de Para e Rond6nia pré-definidos na anélise.
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No teste de Mantel, foi encontrada correlagdo positiva e significativa entre as
distancias genéticas e geogréficas (r = 0,3486, p-valor = 0,0001). Esses resultados indicam
gue ha uma associacao entre as distancias genéticas e as geograficas, porém que esse ndo é o
fator de maior diferenciacdo entre as populagdes, visto que aproximadamente 70 % da
variacdo genética ndo € explicada pela distancia geografica.

De forma complementar, a anélise de variancia molecular (AMOVA) mostrou que a
maior parte da variacdo (89 %) foi encontrada dentro das populacbes, sendo que
aproximadamente 11 % da variacdo foi encontrada entre populaces (Tabela 6). O fluxo
génico analisado entre populacdes apresentou um alto valor (Nm = 2,043), o que explica o
intermediario Fst= 0,109, observado entre populacfes (Tabela 6).

Tabela 6. Andlise de variancia molecular (AMOVA) baseada em sete locos microssatélites e
em 130 individuos das populacBes de piquiazeiros (Caryocar villosum) de FLONA do
Tapajos e RESEX Rio Ouro Preto. Fsy indica a diferenciacdo entre os grupos.

Graus de Média de

. 0
Fonte Liberdade  Quadrados Variancia /o Fsr
0,109 (p-valor =
Entre estados 1,0 41,132 0,356 10,96 0,0001)
Dentro das populagdes 258,0 2,888 2,888 89,04
Total 259,0 3,244 100,0

3.3.4. Potencial de distribuicdo da espécie Caryocar villosum

O modelo final para a distribuicdo de Caryocar villosum (Figura 21) foi gerado a
partir da rarefacdo de 1 km e contou com 75 pontos de ocorréncia, com AUC = 0,833
(£0,039). O limiar de corte escolhido foi cloglog de presenca minima; dessa forma, a
adequabilidade ficou definida como 0,1094, sendo que valores abaixo desse limite foram
considerados inadequados para a ocorréncia da espécie dentro desse limiar. A porcentagem de
omissdo desse método resultou em 4,3 % (p-valor = 0,0039).

Considerando este limiar, a area adequada para a ocorréncia de C. villosum foi de
5.976.460,86 km? 0 que representa cerca de 65,86 % da area de estudo. Dos 75 pontos de
ocorréncia considerados na geragdo do modelo, quatro estavam localizados em areas nao
adequadas, o que representa um erro de omissdao de 5,6 %. Dos 71 pontos localizados em
areas adequadas, 42,2 % estdo em alta adequabilidade (x > 0,75), 36,6 % em média
adequabilidade (0,75 <x <0,5) e 21,1 % em areas de baixa adequabilidade (0,5 < x <0,109).
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As variaveis de maiores contribui¢fes para a distribuicdo de C. villosum foram a
precipitacdo anual (Biol2) e a temperatura sazonal (Bio4) (Figura 20), que juntas explicam
59,4 % da distribuicdo da espécie (Tabela 7). As curvas de resposta geradas para essas
varidveis mostram que a especie se adéqua melhor a areas com precipitagdes anuais entre

1500 e 3000 mm e com baixa variabilidade de temperatura (Figura 20).

Tabela 7. Porcentagem de contribuicdo das cinco varidveis ambientais obtidas no WorldClim
utilizadas para gerar o modelo de distribuicao de Caryocar villosum.

Contribuicéo

Variaveis Descricao (%)
Biol2 Precipitacdo Anual 31,1
Bio4 Temperatura Sazonal 28,3
Biol8 Precipitacdo no trimestre mais quente 15,0
Biol Temperatura média anual 14,6
Biol9 Precipitacdo no trimestre mais frio 11,0
A) B)
Bio4
Bio12 °
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Figura 20. Curvas de resposta de Caryocar villosum para as variaveis: (A) precipitacdo anual
em mm (Biol2) e (B) temperatura sazonal (Bio4).

O modelo foi também projetado para toda a América do Sul e Central, com isso, 0
valor do AUC sofreu uma leve queda (0,8142+0,0366) (Figura 22), o limiar cloglog sofreu o
dobro de aumento (0,209) e o erro de omissdo passou a ser 1,9 %, também significativo e com

p-valor = 0,0001.
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Figura 22. Area de adequabilidade de Caryocar villosum projetada para a América do Sul e
Central.
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3.4. Discussdo

3.4.1. Diversidade genética

Maior diversidade genética foi observada na populacdo FLONA do Tapajés, no Para,
com valores superiores para numero médio de alelos/loco, nimero efetivo de alelos, nimero
de alelos privados, riqueza alélica e heterozigosidade esperada. No entanto, apresentou menor
heterozigosidade observada. O fato dessa regido apresentar alto indice de Fixagdo (f = 0,241
vs f = 0,05) e menor taxa de cruzamento aparente (£,= 0,612 vs t,= 0,905) ajuda a explicar a
menor heterozigosidade observada, representando o excesso de homozigotos. A taxa de
cruzamento aparente média (£,= 0,758) estimada para o piquia, indica que a espécie apresenta
sistema reprodutivo misto, com predominédncia de alogamia. A maior diversidade genética
encontrada na regido do Para para a maioria dos parametros pode ser resultado de um viés
amostral, pois nessa regido foram encontrados 92 individuos, e em Ronddnia, somente 38.
Entretanto, a riqueza alélica, que mede o numero médio de alelos independente do tamanho
amostral utilizando o método de rarefacdo adaptado da diversidade ecoldgica (HURLBERT,
1971), apontou maior riqueza no Para ( Ar = 11,4 vs Ar =7,9).

O estudo realizado por Collevatti et al. (2009) em uma populacédo de piquiazerios no
Rio Negro apresentou indice de fixacdo negativo (f = -0,002), mostrando que nessa regiao C.
villosum ndo estd sofrendo quedas na diversidade por causa da endogamia, diferente das
regides estudadas neste trabalho. Entretanto, altos valores do indice de fixacdo (f = 0,131) ja
foram observados por Collevatti et al. (2010a) em uma populagédo de C. brasiliense (pequi),
no cerrado. Segundo Collevatti et al. (2010b), a espécie possui, predominantemente,
polinizacdo cruzada, porém h& ocorréncias de autopolinizacdo (11,4 % das sementes
analisadas) e endogamia biparental, altamente varidvel conforme a disponibilidade de
polinizadores e densidade populacional. E provavel que o adensamento da regido da FLONA
do Tapajos (2,52 arv/ha), como ja apontado no capitulo anterior, esteja aumentando a taxa de
autopolinizacdo e cruzamento entre parentes, contribuindo para o aumento da endogamia,
comparado com o que estd ocorrendo na RESEX, cuja populacdo é menos adensada. Outro
fator que pode estar contribuindo para aumentar o indice de fixacdo da regido do Para (f =
0,241) é a presenca de alelos nulos, que sdo uma ocorréncia comum em genotipagens feitas

com microssatélites, porém causam vies na estimacdo de alelos e frequéncias alélicas,
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aumentado, por exemplo, 0 nimero de genotipos homozigéticos (VAN OOSTERHOUT,;
WEETMAN; HUTCHINSON, 2006) e, consequentemente, aumento no F e desvios no EHW.

O fato dos parametros de diversidade genética terem sido superiores na FLONA do
Tapajos, no Para, em comparacdo com a populacdo de Ronddnia, pode remeter a um possivel
centro de origem da espécie na regido do Pard. A domesticacdo da espécie acontece quando
seres humanos realizam selecdo e o efeito fundador pode ocorrer quando apenas alguns
individuos da espécie sdo introduzidos em uma nova regido. Ambos 0s eventos criam 0
“bottleneck” genético que pode diminuir a diversidade genética, mudar frequéncias alélicas e
eliminar alelos raros na populagdo (HYTEN et al., 2006). A diminuicdo na diversidade alélica
(Tabela 5, Figura 14) de Ronddnia, em compara¢do com a do Pard, pode apontar para uma
potencial dispersdo da espécie por humanos, no qual somente algumas variedades foram
levadas de um local para outro. Isso também pode ser observado examinando a estrutura
genética (Figuras 16, 17 e 19) em que se nota a presenca de genotipos de Rondbnia na
populacdo do Para. Entretanto, para confirmagdo dessa hipdtese sera necessario a ampliacéo

do nimero de regiGes amostradas, além das duas ja estudadas.

3.4.2. Estrutura genética espacial

A estrutura genética espacial em fina escala é, em geral, causada por um pedigree
local devido a limitada dispersdo de genes, e assim, individuos mais préximos
geograficamente também serdo mais proximos geneticamente (VEKEMANS; HARDY,
2004). As duas regiGes apresentaram fracas, porém significativas, estruturas geneticas
espaciais (Para, Sp = 0,0076 e Rondbnia, Sp = 0,0102), sendo os valores de coancestria
inferiores ao esperado para meios-irméos (F; = 0,125) (WEIR; COCKERHAM, 1984). De
acordo com os padrdes encontrados por Hardy e Vekemans (2004), o piquia se enquadra
como uma arvore com maiores indices de polinizacdo cruzada (Sp = 0.0126+0.0101), o que é
apoiado pela estimativa da taxa de cruzamento t, =0,758. Entretanto, como foi discutido no
topico anterior, no pequi ja foi apontada a existéncia de autopolinizacdo e cruzamentos
biparentais (COLLEVATTI et al., 2010a). Essas ocorréncias certamente acontecem no piquia
também, visto o alto valor dos indices de fixagdo encontrados somado aos resultados das
estatisticas Sp.

Junto a isso, hd o comportamento dos polinizadores e dispersores de semente da
espécie. Segundo Martins e Gribel (2007), o piquia tem como polinizadores 0s morcegos

Glossophaginae e Phyllostomus discolor, sendo o Gltimo o principal polinizador, devido a
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estrutura da flor de C. villosum. Essa espécie, apesar da dispersdo em longas distancias,
também possui padrao forrageiro em que a mesma planta é visitada em intervalos regulares. O
mesmo comportamento forrageiro € observado nos principais dispersores de semente da
espéecie, Caluromys lanatus e C. philander, resultando em baixa mobilidade (MARTINS;
GRIBEL, 2007) e na estruturacdo genética espacial da espécie. O padrdo forrageiro ja foi
observado para a Caryocar brasiliense (COLLEVATTI; GRATTAPAGLIA; HAY, 2001a) e
para a Hymenaea coubaril (DE LACERDA; KANASHIRO; SEBBENN, 2008), onde foram
vistos endogamia biparental por causa da polinizacdo realizada por morcegos. E possivel
também que a restrigdo da dispersdo de sementes contribua mais em causar estrutura genética
espacial em pequena escala do que o0 movimento do pélen, que ocorre ao acaso e pode atingir
longas distancias (LOISELLE et al., 1995; DICK et al., 2008).

Segundo Hardy e Vekemans (2004), fatores que podem alterar a estrutura genética
espacial incluem a pressdo de selecdo ou eventos historicos. No capitulo anterior dessa
dissertacdo, foram mostrados indicios de que os piquiazeiros plantados em quintais em duas
vilas na FLONA do Tapajos estdo passando pelo processo recente de selecdo e domesticacédo
e, além disso, por serem cultivados em areas proximas a moradias, a intervencdo humana tem
afetado o comportamento dos dispersores. Dessa forma, individuos de quintal possuem
estruturacdo genética espacial e individuos presentes na mata, ndo possuem. A estruturacao
genética espacial presente na FLONA do Tapajds (Figura 15A) corresponde a estruturacao
encontrada nas areas de quintais. E possivel também que na RESEX Rio Ouro Preto os
piquiazeiros estejam passando por alguma intervencdo humana, visto a baixa, porém presente,
estruturacdo genética espacial.

De forma comparativa, Collevatti, Grattapaglia e Hay (2001a,b) analisaram a
estrutura genética espacial de C. brasiliense no cerrado e também encontraram classes de
distancias curtas, semelhante ao C. villosum, em que a estrutura genética espacial foi inferior a
5 metros. Este pode ser um padrdo do género Caryocar, por alguns dos fatores em comum ja
mencionados, como o0 comportamento dos polinizadores e dispersores. O valor da estatistica
Sp encontrado para o pequi foi 0,0116 (COLLEVATTI et al.,, 2010b), superior aos
encontrados para o piquia (Para, Sp = 0,0076 e Ronddnia, Sp = 0,0102). Segundo Collevatti et
al. (2010b), o que pode influenciar as mudancas nos valores de Sp de C. brasiliense séo as
variagdes nas densidades populacionais. Segundo Hardy e Vekemans (2004), o Sp é maior
guanto menor a densidade populacional, pois 0s polinizadores tendem a voar maiores

distancias. Essa concluséo se aplica as duas populagGes estudadas, pois no Para a densidade
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populacional de 2,52 arvores/ha é superior ao encontrado em Ronddnia (1,43 arv/ha), de tal
forma que a estatistica Sp é maior na RESEX Rio Ouro Preto em Rondonia.

3.4.3. Estrutura genética

A estrutura genética de uma espécie pode ser resultado de fatores como a migracéo,
selecdo, mutacdo e deriva dentro de um contexto histérico e bioldgico, ao longo do tempo e
espaco (LOVELESS; HAMRICK, 1984). Na revisao realizada com 42 espécies tropicais,
Dick et al. (2008) observaram que o Fst entre populacdes tem valor proximo a 0,177. Os
autores explicam esse resultado como consequéncia de altos valores de endogamia,
associados as baixas densidades populacionais, dependéncia de animais para a polinizacéo e
ao sistema misto de reproducédo. Os valores de Fst entre as regides do Pard e Rondoénia (Fst=
0,109) foram menores que 0s encontrados nas espécies tropicais revisadas por Dick et al.
(2008).

O Fst € uma medida histérica que mostra a diferenciacdo de populacbes de uma
espécie com histdria evolutiva em comum. Dessa forma, a analise é construida sob a hipotese
de que ha apenas uma populacéo de referéncia e que, na auséncia de forcas evolutivas, espera-
se que as populacdes tenham as mesmas frequéncias alélicas e, assim, valores de Fst menores
(ZUCCHI et al., 2003). O pequi, também da familia Caryocar, apresenta ciclo de vida
superior a 200 anos, sendo que pelas semelhancas com o piquid, é possivel que esse também
possua ciclo de vida longa. Com isso, a ocorréncia de eventos evolutivos pode ainda néo ter
levado a grandes diferenciac@es entre as populacdes.

O Fst também influencia nos valores de fluxo génico (Nm), tendo sido encontrado
alto fluxo entre as populagdes (Nm = 2,043). O alto indice de fixagdo (f = 0,241) presente no
Pard, que indica endogamia, combinado com a alta densidade populacional da regido (2,53
arv/ha) e o baixo indice de fixacao (f = 0,050) junto a densidade populacional mais baixa de
Rond6nia (1,43 arv/ha), mostram que apesar dos polinizadores e dispersores da espécie
apresentarem certo comportamento forrageiro em pequena escala, em grandes propor¢oes o
fluxo génico acontece de forma eficiente entre populacfes, pois mais de 1000 km separam as
duas unidades de conservacdo. Comportamentos semelhantes ja foram observados no jatoba
(Hymenaea coubaril), em que o cruzamento entre parentais causou estruturacdo genética
espacial, porém dispersdes a longas distancias resultaram em baixa diferenciacdo entre as
populacbes (DE LACERDA; KANASHIRO; SEBBENN, 2008). Ja foi constatado, em Ceiba

pentandra, que a polinizagdo realizada por morcegos pode ser superior a 18 km (DICK et al.,
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2007, 2008). Dessa forma, € provavel que individuos e populacdes entre os estados do Paré e
Ronddnia devem também contribuir para manter o fluxo génico entre as regides.

Outro fator que pode estar colaborando para a dispersdo em longas distancias, além
da eficiente polinizacdo por morcegos, € a dispersdo de sementes ao longo dos rios, visto que
as duas reservas se encontram nas margens dos rios Ouro Preto (Ronddnia) e Tapajés (Pard) e
que 0s piquiazeiros ocorrem em maior concentracdo na terra firme da regido do grande
estuario (SHANLEY; MEDINA, 2005). Ja foi comprovado por Collevatti et al. (2009) que o
Rio Negro ndo € uma barreira geografica para o fluxo génico da espécie. Entre as margens do
rio foi verificada uma alta taxa de migracdo, entretanto, por se tratar de um estudo que
analisou individuos dos dois lados do rio, a hipotese de dispersdo pela agua ndo foi levantada.
Um possivel caminho para o fluxo génico fluvial seria no encontro na fronteira da Bolivia e
Brasil entre 0 Rio Madeira e o Rio Mamoré, do qual o Rio Ouro Preto integra a bacia (DE
CAMPOS et al., 2014).

Os resultados da AMOVA mostram que a maior parte da variacdo é dentro das
populacdes (89 %), e a divergéncia entre as populacdes dos dois estados foi intermediaria (11
%). Este valor é corroborado pelo teste de Mantel, que mostrou a existéncia de um isolamento
por distancia. Apesar da correlacdo entre as distancias genéticas e distancias geograficas nao
ter sido muito elevada, esta foi significativa (r = 0,3486, p-valor = 0,0001), o que pode ser
explicado pelo grande distanciamento entre as duas reservas e pela auséncia de mais
populacdes amostradas entre elas. Os fatores internos, que diferem as populacbes, podem ser
claramente observados no método DAPCL1, pois nele é visto que o Para € formado por até 3
grupos estruturais.

Como discutido no capitulo 2, na regido da FLONA do Tapajdés no Pard, o piquia
estd passando pelo processo de selecdo e domesticacdo de individuos que sdo plantados em
quintais. O piquia é considerado incipientemente domesticado desde a época pré-Colombiana
(CLEMENT, 2009a). Entretanto, o piquia presente no Para parece apresentar maior nivel de
domesticacdo do que os de Rondonia, visto que a mata de piquiazeiros existente na regido
apresenta uma conformacdo de alta-densidade, principalmente em individuos adultos,
possivelmente influenciada pela agdo humana durante a época pré-Colombiana, com registros
de selecdo e cultivo recente de frutos doces, sendo que o gosto pode ser considerado um
indicativo para a sindrome de domesticacdo para caracteristica da fruta (WARD et al., 2005;
DICK et al., 2008; MEYER; DUVA; JENSEN, 2012; ALVES; LEVIS; CLEMENT, 2016). A
diversidade genética encontrada no Para é semelhante a outras espécies também consideradas

incipientemente domesticadas e, assim, é provavel que a domesticagdo seja um dos principais
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fatores de diferenciacdo interna entre as popula¢des. Em todos os métodos utilizados para
definir a estruturagdo genética observa-se que h& certa sobreposicdo entre individuos de
diferentes localidades e isso provavelmente ocorre pelo grande fluxo génico. O fluxo génico
pode ser apontado como principal responsavel por manter a diversidade entre e dentro das
populacbes arbdreas, de forma a determinar a sua estrutura genética (DE LACERDA;
KANASHIRO; SEBBENN, 2008), como visto entre as duas populac¢fes do Pard e Ronddnia.

3.4.4. Potencial de distribuicdo de Caryocar villosum

Modelagens das distribui¢cGes potenciais de espécies sdo ferramentas numéricas que
combinam observacfes da espécie com estimagcOes ambientais, que podem ser usados para
fazer inferéncias ecologicas e evolucionarias ao projetar a distribuicdo da espécie pela
paisagem (ELITH; LEATHWICK, 2009). O modelo encontrado nesse estudo mostra como a
precipitacdo anual e a temperatura sazonal sdo os fatores abidticos mais importantes para
explicar a distribuicdo do C. villosum, com base nos dados de presenca usados. Em geral,
esses fatores s30 os que mais contribuem para a distribuicdo de espécies e biomas (ARAUJO;
LUOTO, 2007; WIENS, 2011), como observado para Bixa orellana var. urucurana, o
ancestral silvestre do urucum, cujos fatores mais importantes na predi¢do de sua distribuigédo
foram a precipitacdo do quadrimestre mais frio (23,5 %), temperatura sazonal (17,5 %),
precipitacdo do més mais umido (12,4 %), e precipitacdo anual (11,5 %) (DEQUIGIOVANNI
etal., 2018).

Os habitats favoraveis para C. villosum apresentam pouca variacdo nas temperaturas
por estacOes e variacOes de precipitacdo entre 1500-3000 mm. A modelagem feita com base
em hapl6tipos do género Caryocar também classificou C. villosum como pertencente a
Amaz6nia, porém com concentracdo no oeste amazdnico, juntamente com as espécies
Caryocar glabrum e C. pallidum (COLLEVATTI et al., 2012). Entretanto, boa parte do oeste
da Amazonia ndo apresenta adequabilidade para abrigar a espécie de acordo com 0s critérios
abioticos analisados, provavelmente devido a intensidade de chuvas nessa regido, sem época
de seca ou somente, sub-seca, conforme o mapa climatico proposto pelo Instituto Brasileiro
de Geogréfica e Estatistica (IBGE, 2002).

Comparando os mapas de distribuicdo (Figuras 21 e 22) com o mapa climatico
proposto pelo IBGE (2002) no Brasil, a regido em que o piquia melhor se adequa apresenta
climas quentes, com médias superiores a 18°C todos 0s meses, e Umido, apresentando entre 1

a 3 meses de seca, sendo a regido oeste (super Umida), ndo adequada para espécie. A espécie
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apresentou alta capacidade de adequagdo no norte do Mato Grosso, no leste do Amazonas,
nos estados de Roraima, Tocantins e Maranh&o. Ainda no modelo original, ha a adequag&o da
espécie nos paises Suriname e nas Guianas, assim como possui alta adequabilidade na
Venezuela. Com o modelo projetado, é observada uma certa adequabilidade no Panama,
Costa Rica, Nicaragua, El Salvador e Guatemala, principalmente em &reas litoraneas. No
entanto, nenhuma base de dados apontou a ocorréncia de C. villosum em paises que ndo
pertencem a América do Sul, pois, segundo Clay, Sampaio e Clement (2000), a espécie ainda
ndo ultrapassou os limites marcados pelo escudo das Guianas ao norte.

Os resultados da diversidade genética apontam para um possivel centro de origem na
regido do Pard, devido a maior diversidade alélica. Essa regido é concomitante com o centro
de diversidade da Amazdnia Central definido por Clement (1999b), onde ja era apontada uma
possivel presenca para C. villosum. A modelagem também apontou grande potencial de
ocorréncia em Rondodnia, Roraima, no leste do Amazonas e norte do Mato Grosso do Sul.
Todas essas localidades foram consideradas regides de diversidade, centros de diversidade
menores e maiores por Clement (1999b), comecando pelo Noroeste da Amazbnia e se
estendendo a regido do Solimdes, Amazonia Central, Alto Rio Negro/Orinoco, Estuario
Amazonico, Ilha do Marajo e por fim, Orinoco Médio. Amostrar e estudar essas regides pode
levar ao melhor entendimento da diversidade e domesticacdo da espécie. Outro fator que pode
ser melhor compreendido € o fluxo génico da espécie. Para isso é necessario percorrer areas
entre a faixa Rondénia e Pard e assim determinar se o fluxo génico ocorre em maiores
proporcoes pela acdo de morcegos ou dispersdo pela agua.

As areas com maior adequabilidade do C. villosum séo coincidentes com areas de
maior riqueza de espécies domesticadas encontrada por Levis et al. (2017), que foram as
regides do Sudeste Amazonico (South West Amazonia - SWA), Sul Amazdnica (Southern
Amazonia - SA) e Amazénia Oriental (Eastern Amazonia - EA). Os autores explicam que as
condicBes ambientais controlam a abundéancia e riqueza de espécies domesticadas e podem ter
influenciado onde e como os seres humanos moldaram a floresta. Principalmente na regido do
Pard (EA), o possivel centro de origem da espécie, 0 nimero de meses secos é o que mais
influéncia a abundéancia e riqueza das espécies (LEVIS et al., 2017). Delimitar as areas de
ocorréncia é de grande importancia devido ao atual cenario de mudancas climaticas. Sob o
cenario de mudancas climaticas, poderdo ocorrer transicdes em areas com climas favoraveis e,
consequentemente, espécies em certos niveis de ambientes de maior adequabilidade irdo
persistir e formar as novas geragdes em relacdo a outras, menos adequadas (DINIZ-FILHO et
al.,, 2010; COLLEVATTI; NABOUT; DINIZ-FILHO, 2011). Por causa da intrinseca
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associacao entre espécies e suas caracteristicas ecoldgicas no nivel de bioma, é esperado que
parte da variacdo genética seja explicada por mudancas nessas escalas (DINIZ-FILHO et al.,

2009), e assim se d& a necessidade de estuda-las em conjunto.
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4. CONCLUSOES

e Nos piquiazeiros da Flona do Tapajos presentes em estado silvestre (na mata)
foi observado maior riqueza alélica, numero de alelos, nimero de alelos
efetivos, alelos privados e heterozigosidade observada, determinando sua
maior diversidade em relagdo aos cultivados em quintais.

e A estrutura genética especial foi significante apenas entre individuos
cultivados em quintais, com parentesco entre 0s piquiazeiros em até 4 metros,
provavelmente resultado da escolha de frutos adocicados pela agdo humana,
barreiras para polinizacdo e dispersdo. Essas acOes recentes podem resultar em
individuos juvenis estruturados, pois individuos adultos j& passaram pelo
processo de competicao.

e Observou-se baixa estruturagdo genética entre os grupos mata/quintal nos
métodos aplicados. Apesar da série de praticas de manejo aplicadas para
promover o piquia, os resultados mostram que a populacdo ainda ndo passou
por um processo de domesticagcdo acentuado. A selecdo tanto por frutos doces
quanto para extracdo de O6leo, assim como o grande fluxo génico entre
piquiazeiros, pode estar contribuindo para ndo diferenciar profundamente os
grupos.

e Comparando piquiazeiros encontrados na FLONA do Tapajos, no Para, com
piquiazeiros encontrados em Rondbénia, a regido do Pard mostrou valores
superiores de diversidade e pode estar indicando um centro de origem da
espécie.

e Ambas as localidades apresentaram estrutura genética espacial entre 0s
individuos, com distancias maximas de 10 m no Pard e 3 m em Rondonia,
sendo os valores de coancestria encontrados nas duas localidades inferiores ao
esperado para meios-irmdos, indicando a predominancia de polinizagédo
cruzada. A estruturacdo espacial pode estar refletindo o comportamento
forrageiro dos principais dispersores e polinizadores da espécie.

e A estrutura genética deixa clara a separacdo entre as duas localidades (Para e
Ronddnia), apesar do grande fluxo génico encontrado entre as populagdes.

e Conforme a modelagem de nicho ecoldgico, a distribuicdo da espécie estd
ligada a precipitacdo anual e a temperatura sazonal. Comparando o modelo
com dados do IBGE, a regido em que o piquia melhor se adequa apresenta
climas quentes, com médias superiores a 18°C todos os meses, e Umido,
apresentando de 1 a 3 meses de seca.



