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RESUMO

As palmeiras nativas da Amazonia encontram-se em grande parte na condi¢do silvestre
ou semi-silvestre (pré-domesticadas), a exemplo de Astrocaryum acaule Mart.
(tucumai) e Astrocaryum aculeatum Mart. (tucuma-do-Amazonas). O presente estudo
teve como objetivo realizar a caracterizagdo de populagdes e de hibridos
interespecificos naturais, bem como estudar a predicdo da distribuicdo atual e em
cenarios futuros de A. aculeatum e A. acaule nos biomas brasileiros para uso e
conservagdo. No capitulo I: “Hibrida¢do interespecifica natural em populagdes das
palmeiras Astrocaryum acaule e Astrocaryum aculeatum no Taruma-Agu, Amazonas,
Brasil” foram realizadas analises genético-populacionais e fenotipicas multielementares
nas espécies na zona de ocorréncia comum no Taruma-Acu, na propriedade Najatuba,
Manaus, Amazonas, Brasil. Foram analisados 97 individuos do local, previamente
identificados quanto a espécie e supostos hibridos naturais, a partir de nove marcadores
microssatélites. Foi realizada citometria de fluxo em cinco individuos de cada espécie e
em supostos hibridos interespecificos naturais. Andlises multielementares por
fluorescéncia de raios-X de reflexdo total (TXRF) foram realizadas em nove individuos
de A. aculeatum, sete de A. acaule e um hibrido interespecifico confirmado pelas
analises genéticas. Alto conteiido de informacgdo genética foi observado, um total de 215
alelos. Maior conteido de DNA ocorreu no “Hibrido 01” quando comparado com a 4.
acaule, A. aculeatum e “Hibrido 02”. Foi possivel detectar 23 elementos quimicos,
sendo cinco macronutrientes, sete micronutrientes, quatro elementos essenciais e sete
elementos traco, que permitiram diferenciar as espécies e as suas relagdes com os
hibridos. Dessa forma, concluem-se que marcadores microssatélites, citometria de fluxo
e analise multielementar s3o técnicas eficientes que podem ser utilizadas para
discriminar A. acaule, A. aculeatum ¢ auxiliar na confirmacdo da hibridagdo
interespecifica natural em zonas de coincidéncia, de ocorréncia das espécies. No
capitulo II: “Predi¢do da distribuicao geografica das palmeiras amazonicas Astrocaryum
acaule e Astrocaryum aculeatum (Arecaceae)” foi analisado o efeito das mudangas
globais na distribuicdo geografica das espécies em cenarios climaticos futuros,
utilizando a modelagem de nicho ecoldgico. A modelagem foi baseada em variaveis
bioclimaticas, incluindo temperaturas minimas e maximas e precipitacdo pluvial,

obtidos no site do Worldclim. As projecdes futuras foram avaliadas em dois cenarios



diferentes, com tendéncias de concentracdo de GEEs (Representative concentration
pathways) - RCP = 4,5, menos pessimista, e RCP = 8,5, pessimista, com dois periodos
(2020-2050 e 2051-2070). O algoritmo FEnvironmental Distance apresentou maior
similaridade quanto a distribuicdo da espécie com a area sob a curva com o valor
discriminatério maximo (1,00). Tanto A. acaule quanto A. aculeatum possuem
ocorréncia potencial nos cinco biomas Brasileiros (Amazonia, Pantanal, Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica). Os padrdes de dispersdo foram muito similares entre as duas
palmeiras, mas os resultados evidenciam que A. aculeatum & uma espécie menos
resistente e sensivel as varia¢des climaticas. Sendo assim, conclui-se que A. acaule é
mais resiliente as mudangas climaticas futuras, podendo recolonizar a por¢do sul da

Amazonia no cenario RCP 8.5, em 2070, além das arcas comuns a A. aculeatum.

Palavras-chave: Arecaceae, Analises multielementares, Marcadores moleculares

microssatélites, Citometria de fluxo, Modelagem de nicho climatico.



ABSTRACT

Palm trees native to the Amazon are largely found in wild or semi-wild (pre-
domesticated) condition, such as Astrocaryum acaule Mart. (tucumai) and Astrocaryum
aculeatum Mart. (tucuma-do-Amazonas). This body of work aimed to characterize
populations and natural interspecific hybrids as well as study the forecasting of current
distribution and future scenarios of 4. aculeatum and A. acaule in Brazilian biomes for
use and conservation. In Chapter [: "Natural interspecific hybridization in populations
of Astrocaryum acaule and Astrocaryum aculeatum palm trees in Taruma-Acgu,
Amazonas, Brazil" multiclement genetic-population and phenotypic analyses were
performed on species in the common occurrence zone of Taruma-Acu, on the Najatuba
property, Manaus, Amazonas - Brazil. 97 individuals from the site previously identified
species and supposed natural hybrids were analyzed using nine microsatellite markers.
Flow cytometry was performed on five individuals from each species and on supposed
natural interspecific hybrids. Multielementary analyses by total reflection X-ray
fluorescence (TXRF) were performed on nine individuals of A. aculeatum, seven of A.
acaule and one interspecific hybrid confirmed by genetic analysis. High genetic
information content was observed in a total of 215 alleles. Higher DNA content
occurred in “Hibrido 01” when compared to 4. acaule, A. aculeatum and “Hibrido 02”.
It was possible to detect 23 chemical elements, five macronutrients, seven
micronutrients, four essential elements and seven trace clements, which allowed us to
differentiate the species and their relationships with the hybrids. Thus, it was concluded
that microsatellite markers, flow cytometry and multielement analysis are efficient
techniques that can be used to discriminate A. acaule, A. aculeatum and help to confirm
the natural interspecific hybridization in coincidence zones of occurrence. In Chapter II:
“Prediction of the geographic distribution of Astrocaryum acaule and Astrocaryum
aculeatum (Arecaceae)” Amazonian palms”, the effect of global changes on the
geographic distribution of species in future climate scenarios was analyzed utilizing
ecological niche modeling. The modeling was based on bioclimatic variables, including
minimum and maximum temperatures and rainfall, obtained from the Worldclim
website. Future projections were evaluated using two different scenarios, with trends in
the concentration of GHGs (Representative Concentration Pathways) - RCP = 4.5, less
pessimistic, and RCP = 8.5, pessimistic, in two periods (2020-2050 and 2051- 2070).



The Environmental Distance algorithm showed greater similarity regarding the
distribution of the species with the area under the curve with the maximum
discriminatory value (1.00). Both A. acaule and A. aculeatum have potential occurrence
in the five Brazilian biomes (Amazon, Pantanal, Caatinga, Cerrado and Atlantic Forest).
The dispersal patterns were very similar between the two palms. Moreover, the results
showed that A. aculeatum is a less resistant species and is sensitive to climatic
variations. Therefore, it is concluded that A. acaule is more resilient to future climate
changes, being able to recolonize the southern portion of the Amazon in the RCP 8.5

scenario, in 2070, in addition to areas common to A. aculeatum.

Keywords: Arecaceae, multi-element analyses, microsatellite molecular markers, flow
cytometry, climate niche modeling.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Populagdes naturais de tucuma-do-amazonas (A4strocaryum aculeatum). Fonte:
http://www.pacsoa.org.au/w/images/9/92/astrocaryum_aculeatumO2.jpg ....c.ovvevverveevreneerieeieieriesieeeeeenes 29

Figura 2. Distribui¢do da riqueza de espécies da subfamilia arecoideae segundo Eiserhardt et al,.(2011).

Figura 3. Frutos do Astrocaryum aculeatum. A- fruto comercializado in natura. B — constituintes
internos do fruto. Fonte: Jeferson Luis Vasconcelos de Mac€do. .........coecvevuieeiiiiieiieiieiicieeieee e 30

Figura 4. Tucumai (4strocaryum acaule) com representagdo da esparta com frutos (esquerdo), estrutura
da palmeira (central) € fruto (AIT€IL0). ....evverueeueerieriiriiriietire ettt ettt sttt e nee e 31

Figura 5. A) sementes in natura de tucuma-i (4strocaryum acaule). B) cacho de sementes ainda presos na

Figura 7. Dois principais processos que explicam a diversidade em locos microssatélites. A)
representagdo do escorregdo da dna polimerase durante a replicagdo do dna. Quando o pareamento
desigual ocorre na fita nascente (esquerda), um “/oop” se forma e a unidade de repeti¢do nessa estrutura é
desconsiderada na corre¢do, formando um alelo maior. Durante o processo inverso, o “loop” ocorre na
fita molde, promovendo a formacao de um alelo menor. B) crossing over desigual durante a meiose pode
promover trocas de unidades de repeticdes, gerando alelos maiores € menores em Cromossomos
LOTIIOLOZOS ...ttt ettt e h ettt bt b e et s bbbt eb et e b bt et en bbbt it st e bt ae et e e aes 39

Figura 8. Mapa de localizagdo das plantas de 4. acaule e A. aculeatum estudadas. ............ccccevueeueenenne.. 60

Figura 9. Dendrograma gerado pelo programa mega x, com base na distdncia genética obtida pelo
programa genalex v.6.5 (peakall e smouse, 2012) e método de agrupamento “neighbor-joining” em
gendtipos de Astrocaryum aculeatum (circulo amarelo), Astrocaryum acaule (quadrado vermelho) e
possiveis hibridos interespecificos naturais (tridngulo verde). Coeficiente de correlagdo cofenética: r =
0,54 17 e ettt sttt ettt st a e 76

Figura 10. Estrutura populacional de 92 gendtipos do género astrocaryum. A) A. aculeatum, possiveis
hibridos interespecificos e A. acaule obtida a partir do programa structure, segundo k=2. B) namero de
agrupamentos k = 2 com base no Ak de evanno et al. (2005). C) A. aculeatum, possiveis hibridos
interespecificos e A. acaule obtida a partir do programa structure, segundo k=3. D) numero de
agrupamentos k = 3 com base no Ak de Evanno et al. (2005). E) andlise de escalonamento
multidimensional ndo-métrico das distancias genéticas entre gendtipos do género Astrocaryum.............. 77

Figura 11. Conteudo de DNA médio estimado por citometria de fluxo em Astrocaryum acaule,
Astrocaryum aculeatum e em possiveis hibridos interespecificos naturais. Médias seguidas de mesma
letra, em cada coluna, pertencem a um mesmo grupo de acordo com o critério de agrupamento de scott e
knott, a 5% de probabilidade. ...........ccceeriiiiieiiiiicee e e s eaneenne 79

Figura 12. Histogramas obtidos para as quantidades de dna nuclear de germoplasmas de Astrocaryum
acaule, Astrocaryum aculeatum e de possiveis hibridos interespecificos naturais. Os conteidos de DNA
(mpb - megapares de base) sdo apresentados no eixo das abscissas e o niimero de nucleos lidos por
fluorescéncia se encontram no €ixo das Ordenadas. ..........ccccereririeiiere e et 80



Figura 13. Caracteristicas do hibrido interespecifico entre Astrocaryum acaule e Astrocaryum aculeatum,
confirmado por andlises genéticas. A) aspecto do individuo “hibrido 01”. O exemplar encontra-se em area
de sub-bosque pouco sombreada, rodeado de outros individuos de 4. aculeatum (seta vermelha). B — ¢)
frutos em fase de maturagdo e raquilas contendo frutos. D) comparag@o do tamanho dos frutos das trés
espécies. Nota-se o tamanho intermedidrio dos frutos do hibrido interespecifico, mesmo em estado final
de maturagdo. E) “hibrido 01” antes da coleta do material foliar, servindo de substrato para a trepadeira
taja imbé (Philodendron appendiculatum) e ninho de cupim, subordem isoptera (seta vermelha). Esparta
contendo poucos frutos em maturagao (SEta DIANCA). .......eeeeeeruerrerieiertirteeiteriertenteeeteeeseeste et eee b seeeaeenees 83

Figura 14. Caracteristicas dos gendtipos de tucuma amostrados na area do taruma, em manaus — am. A)
hibrido interespecifico identificado por marcadores moleculares e citometria de fluxo. B) genétipo de
Astrocaryum acaule. C) gendtipo de AStrocaryum ACUIEAtUM. ................cccceeeevireeiieniiiinieieieneee e 84

Figura 15. Periodos de florescimento e produgdo de frutos no periodo de 12 méses. A) Astrocaryum
acaule (vermelho). B) Astrocaryum aculeatum (azul). Modificado Costa et al. (2005).......c.ccccevevvenuennene 85

Figura 16. Boxplot da dispersdo e médias entre os macronutrientes magnésio (mg), potassio (k), enxofre
(s), fosforo (p) e calcio (ca). Caixas mostram os quartis de 25 e 75%, barras mostram os quartis de 10 e
90%, quadrados cheios mostram a mediana, circulos vazios mostram outliers. Significativo a 5% pelo
teste NA0 Parametrico MEAN-WHILIEY. .....couevtiruieriirieiiiieitet ettt ettt ettt ettt ettt sbe et et et e bt eaeenees 87

Figura 17. Boxplot da dispersdo e médias entre os micronutrientes cloros (cl), ferro (fe), manganés (mn),
zinco (zn), cobre (cu), niquel (ni), cobalto (co). Caixas mostram os quartis de 25 e 75%, barras mostram
os quartis de 10 e 90%, quadrados cheios mostram a mediana, circulos vazios mostram outliers.
Significativo a 5% pelo teste ndo paramétrico Mean-Whithey. ..........cc.eceeerenieireriereeinieeeeneiee e 88

Figura 18. Boxplot da dispersdo ¢ médias entre os elementos benéficos silicio (si), titdnio (ti), selénio
(se), itrio (y). Caixas mostram os quartis de 25 e 75%, barras mostram os quartis de 10 e 90%, quadrados
cheios mostram a mediana, circulos vazios mostram outliers. Significativo a 5% pelo teste ndo
PArametrico MEAN-WRILNECY. .....c..irtiiiiiiiitirtieieet ettt ettt sttt et et s b e et es et et sbe et et e be et eaeenees 89

Figura 19. Boxplot da dispersdo e médias entre os elementos trago galio (ga), iodo (i), bromo (br),
rubidio (rb), estroncio (sr), cromo (cr), arsénico (as). Caixas mostram os quartis de 25 e 75%, barras
mostram os quartis de 10 e 90%, quadrados cheios mostram a mediana, circulos vazios mostram outliers.
Significativo a 5% pelo teste ndo parameétrico Mean-wWhithey. .........ccccoererieierieneeeenenenenieiese e 91

Figura 20. Analise de agrupamento (upgma) a partir da distancia euclidiana média entre sete genotipos
de A. acaule, nove genétipos de A. aculeatum e um hibrido interespecifico, com base em analises de
elementos quimicos presentes no tecido foliar. Coeficiente de correlagdo cofenética: r = 0,8879. A linha
horizontal tracejada representa o corte estimado pelo método de mojema (1977). Ai - A. acaule, ac - A.
aculeatum, h - hibrido INEErESPECTTICO. .vivvieiieiiiiieriieieet ettt esbeeseebeesee e s 92

Figura 21. Analise de escalonamento multidimensional ndo-métrico das distancias genéticas entre sete
gendtipos de A. acaule, nove gendtipos de A. aculeatum e um hibrido interespecifico, com base nas
andlises elementares de tecido fOLIAT. ........cceciviriiiiiiiiiiei e 93

Figura 22. Analise de componentes principais (pca). As elipses indicadas no grafico representam as
regides de confianga para caracterizagdo dos grupos analisSados. ..........ccceecvieruieriienieniienienie e eee e eeeeens 93

Figura 23. Pontos De Ocorréncia De Astrocaryum acaule (A) e Astrocaryum aculeatum (B) no Territorio
BIASIIEITO. ...eeuiiiieiiieteee et et ettt et et et et sae e 112



Figura 24. Modelagem da distribui¢do de nichos de Astrocaryum acaule nos periodos 2020 (a), 2050 (b)
e 2070 (c) segundo o cenario rcp 4.5. O modelo do algoritmo selecionado para confec¢do dos mapas foi
CIIVEIOPE SCOTE. ..ttt ettt ettt et ettt ea et ebe bt es et e e bt e bt eat e beehesatsate st et e ebeententenbe bt esseneenbenee 114

Figura 25. Modelagem da distribui¢do de nichos de Astrocaryum acaule nos periodos 2020 (a), 2050 (b)
e 2070 (c) segundo o cenario rcp 8.5. O modelo do algoritmo selecionado para confec¢do dos mapas foi
CIIVEIOPE SCOTE. ..eevieuiiiiiieitet ettt ettt ettt ettt a et ebe bt est et e e bt bt ea s e beehesatea e e st et e ebeentetenbenbeeebeneenneene 115

Figura 26. Areas (Km2) De distribui¢io em Astrocaryum acaule Segundo Cenario Rep 4.5 Nos Cinco
Biomas ANAlISAAOS. ...c..ecuiruiiiieiiite ettt ettt ettt ettt et bt a bbbt eb et e et eb st e e e 117

Figura 27. Areas (Km2) De distribuiciio em Astrocaryum acaule Segundo Cenario Rcp 8.5 nos cinco
DI0MAS ANALISAAOS. .....eveuriiiiiiiiiieii ettt et eaee 117

Figura 28. Modelagem da distribuigdo de nichos de Astrocayum aculeatum nos periodos 2020 (a), 2050
(b) e 2070 (c), segundo o cenario rcp 4.5. O modelo do algoritmo selecionado para confeccdo dos mapas
FO1 ENIVEIOPE SCOTE. ...uvieuiieiiieiiieieett ettt ee et e e teestteeaaeeabeesbeesteenseenseenseesssessensseasessesssesnseensessseenseensenns 120

Figura 29. Modelagem da distribui¢do de nichos de Astrocayum aculeatum nos periodos 2020 (a), 2050
(b) € 2070 (c) segundo o cenario rcp 8.5. O modelo do algoritmo selecionado para confec¢do dos mapas
FO1 ENIVEIOPE SCOTE. ....uvieuiieiiieiiieiieeit et ettt teetteeteeseteeaaesabeesbeesaeanseesseenseanssenssessessenssesssessseassesssesnseensenns 121

Figura 30. Areas (Km2) De Distribui¢io Em Astrocaryum aculeatum Segundo Cenario Rcp 4.5 Nos
Cinco Biomas ANAlISAAOS. ......coveeriiriiiririinteeet ettt sttt sttt sttt ettt st b b et ae e 122

Figura 31. Arcas (km2) de distribuicio em Astrocaryum aculeatum segundo cenario rcp 8.5 nos cinco
DIOMAS ANALISAAOS. ....eeitetiiieiieitet ettt b et bbbt et e be bt et ettt s b e bt et sae b et et e b 123



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Locos microssatélites com amplificacdo positiva para Astrocaryum aculeatum e Astrocaryum
acaule. As sequéncias iniciais do primer foward apresentam sequéncias comuns (ml3) para uso de
fluorescéncias, segundo método econdmico de schuelke (2000). ........ccevieeerienininienineneeeeeeeeeenen 63

Tabela 2. Comparagdo do numero de alelos e tamanho do alelo por loco encontrado em espécies de
Astrocaryum obtidos por ramos et al. (2012), oliveira et al. (2017) e no presente estudo............coceeeenene 68

Tabela 3. Parametros de diversidade genética ao nivel dos locos microssatélite obtidos para individuos de
Astrocaryum aculeatum, Astrocaryum acaule e possiveis hibridos interespecificos naturais.................... 69

Tabela 4. Estimativas médias dos parametros de diversidade genética e indice de fixagdo (f) estimados a
nivel de espécies para individuos de Astrocaryum aculeatum, Astrocaryum acaule e possiveis hibridos
INEETESPECTIICOS MALUTALS. ..viviiieiieiiieiieii et et et et e st eetee st e steeeteesteesreessseeseeesseesseesseesseensaesseenseenseesseenseessnes 71

Tabela 5. Teste do qui-quadrado (x2) para equilibrio de hardy weinberg (ehw) em gendtipos amostrados
de Astrocaryum aculeatum, Astrocaryum acaule e em possiveis hibridos interespecificos naturais. ........ 72

Tabela 6. Estimativas da estatistica f de wright (1951) e parti¢do da variagdo genética a partir de quatro
locos microssatélites para Astrocaryum aculeatum, Astrocaryum acaule e em possiveis hibridos
INEETESPECTTICOS MALUTAIS. ....evviiteeiieieieetieteteste sttt et et e ste et esteste st eaeeseesseeseeseensensesseeseensesaesseessensensenseaneensans 73

Tabela 7. Lista das principais espécies de palmeiras amazonicas de valor comercial, segundo diversidade
genética baseada em 10C0S MICTOSSALEIILES. ...c..evviruieiiriiriieiieie ettt ettt ettt 74

Tabela 8. Agrupamento dados gendtipos de Astrocaryum pelo método de otimizagdo de tocher. ............ 76

Tabela 9. Contetdo 2¢ de dna estimado por citometria de fluxo com seus respectivos coeficientes de
variagdo em genétipos de Astrocaryum acaule, Astrocaryum aculeatum e em possiveis hibridos
INLETESPECTTICOS MALUTALS. ..viviiieiieeiieiieii et eieere et et e tee st e steeettesteesreesaseeseeesseessessseesseensaesseensaenseesseenseessees 79

Tabela 10. Lista das principais espécies de palmeiras amazonicas de valor comercial, segundo tamanho
dos genomas em gigabase (taxa de conversdo 1 pg = 978 mb) e conteudo 2c, obitidos por citometria de
TUXO. otttk b e et st a etttk b ettt et n b e 82

Tabela 11. Médias dos teores (mg.kg-1) dos componentes inorganicos em folhas de Astrocaryum acaule,
Astrocaryum aculeatum e hibrido intereSPeCifiCo. ........oueriiriririeiere e e 86

Tabela 12. Varidveis bioclimaticas selecionadas para uso na modelagem da predigdo de ocorréncia da
espécie em estudo, com o c6digo e sua correspondeéncia, Variavel..........cocoeeveerienienineenienenesieieeniee 111

Tabela 13. Area (em km2) da distribuicio de Astrocaryum acaule em cinco grandes biomas brasileiros
segundo modelo rep 4.5 em todos 0s periodos avaliados. .........ccerveeieeierieriiieieee e 118

Tabela 14. Area (em km2) da distribuigio de Astrocaryum acaule em cinco grandes biomas brasileiros
segundo modelo rep 8.5 em todos 0s periodos avaliados. .........ccerveeieierieriiieieee e 118

Tabela 15. Area (em km2) da distribuicio de Astrocaryum aculeatum em cinco grandes biomas
brasileiros segundo modelo rcp 4.5 em todos 0s periodos avaliados...........cceeverereririeriese e 123



Tabela 16. Area (em km2) da distribuicio de Astrocaryum aculeatum em cinco grandes biomas
brasileiros segundo modelo rcp 8.5 em todos 0s periodos avaliados...........coeeeeriererinieieneneseeeeneene 124



ul -

A -

AFLP -
Polymorphism
Al -
AMOVA -
Variance

ARS -

As -
Au -
AUC -

Ba -
Br -
Ca -
CH4 -

CIA -
Alcohol
Cl -
Co -
CO2-

Cr -
CRIA -

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Microlitro

Numero de alelos
Amplified Fragment Length

Aluminio
Analysis of Molecular

Assessment Report 5

Arsénio
Ouro
Area Under the Curve

Bario

Bromo

Calcio

Metano

Chloroform with Isoamyl
Cloro

Cobalto

Monoxido de Carbono

Cromio
Centro de Referéncia em

Informagdo Ambiental

CTAB -

Cationic Hexadecyl Trimethyl

Ammonium Bromide

Cu -
CV -
DNA -

EDTA -
acid
EHW -
ENM -

F-
Fe -

FIS -
populagdo
FIT -

Fr -

FST -

Ga -
GDA -
Ge -
GEEs -

Cobre
Coeficientes de variagao
Acido Desoxirribonucleico

Ethylenediamine tetraacetic

Equilibrio de Hardy-Weinberg
Ecological Ninche Modelling

[ndice de fixacdo
Ferro
Endogamia dentro da

Endogamia total

Francio

Endogamia entre populagdes
Galio

Genetic Data Analysis
Germanio

Gases do Efeito Estufa

Grau de liberdade
Heterozigosidade esperada
Hafnio

Merctrio

Heterozigosidade observada

I- Iodo

I- Indice de diversidade de
Shannon

IPCC - Intergovernmental Panel on
Climate Change

K - Potassio

keV - Mil elétrons-volt

Km? - Quilometro quadrado
LGM - Last Glacial Maximum
M.A - Milhdes de anos

MCMC - Markov Chain Monte Carlo
Mg - Magnésio

mg - Miligrama

mL - Mililitro

mm - Milimetro

Mn - Manganés

MPB - Megapares de base

N - Numero de individuos
analisados

N,O - Oxido Nitroso

NA - Numero médio de alelos por
loco

Nb - Nidbio

NE - Numero efetivo de alelos
ng - Nanograma

Ni - Niquel

NMDS - Escalonamento
Multidimensional ndo Métrico

P - Foésforo

Pb - Chumbo

Pb - Pares de base

PCA - Principal Component Analysis
PCR - Polimerase Chain Reaction
Pg - Picograma

Rb - Rubidio

Rb - Rubidio,

RCP - Representative Concentration
Pathways

S - Enxofre

Sb - Antimoénio

Sc - Escandio

Se - Selénio

SETEC - Laboratério técnico cientifico
de analise quimica

Si - Silicio

Sn - Estanho

Sr - Estroncio

SSR - Simple Sequences Repeats



Stress -
Squares
TBE -

Te -

Ti -

Tl -

TI -
Tris-HCI -
TXREF -
Refragdo Total
UFAM -
Amazonas

Standard Residuals Sum of

Tris + Boric Acid + EDTA
Telurio

Titanio

Télio

Talio,

Tris hydrochloride
Fluorescéncia de Raio-x por

Universidade Federal do

UFLA - Universidade Federal de
Lavras

UPGMA - Unweighted Pair-Group
Method using Arithmetic Avarages

vV - Vanadio

V- Volts

W - Tungsténio

X2 - Estimativa do qui-quadrado
Y - ftrio

Yb - Itérbio

Zn - Zinco



SUMARIO

L INTRODUGAO. ...t en s e e s 21
2. OBIETIVOS . ...ttt ettt st st et be st eae et besae e 24
2.1, ODJETIVO ZEIAL....ieiiieiiiiiteeie ettt ettt et st e bt et ea et eaeeat et et bt bt et e saeehe et e s et ebeeaeenees 24
2.2, ODJEtIVOS ESPECITICOS ..vvuvirrieeieuieiteetietieieste et ette ettt te st et e se e st essessesseeseeseensensesseessensesseeseensensansenseeneensan 24
3. REVISAO DE LITERATURA .....coouieiieeeeeeeeteeeeee et s st ess s sesae s sssas s eras s snsenens 25
3.1. Familia arecaceae e potencial econdmico das palmeiras. ..........ccererereerieriereneenie st e 25
3.2, GENCIO ASIFOCATYUNL ...ttt et et ettt et e e et e be e et e ebe e s e easbasseeeateeneeembeenseenbeeseennean 26
3.3, ASIFOCAFYUI ACUICATUML ..ot ettt ettt ettt e at et e et ateee e te e beeteeeeas 27
3.3.1. IMPOITANCIA CCONOIMUCA ......eueeuieeieiieiesteeteeiieetete st eetesteste st eseeseessesseeseensensesseeseansessesseessensensenseaneensans 27
3.3.2. ASPECLOS BCOLOZICOS ..uvuviuiiniiniitieiteie sttt ettt ettt et b e eat et e s bt eae et e st e bt sb e e st et saeebeesbesbesbeeaeentenaens 27
3.3.3. Aspectos DOtANICOS € tAXONOIMIICOS .....evervrreieneeierieeetestestesteestestesseeseeseessensesseaseassessesseessessessesseeneensens 28
34, ASIFOCAYUI ACAUIE ...ttt et ete e teeaeebe e st assae s sessseesseessaessessseenseenseenseensean 30
3.4.1. IMPOTtANCIA CCONOIMICA ...eovvieurieerierietieiteitertesteeteebeesteesseesseessaesseesseenseesssenssesssenssesssessseesesnsensses 30
3.4.2. ASPECLOS BCOLOZICOS ..vuviiiiuiiniitieiterte sttt ettt ettt b e bt et e s bt eae et et et sb e e st e besaeebeesbesbesbeebeennenaens 31
3.4.3. Aspectos DOtANICOS € tAXONOIMIICOS .....evervrreienteierteeeeestestesteesteseesteeeeeseessensesseeseessessessesssessessesseeneessens 32
3.5. Estudos genéticos populacionais €m ASIFOCATYUM ..........ccccceeueruereririeiesisiteeesie e ene e 33
3.6. Hibridag@o interespecifica em eSPECIES VEZELAIS ......ccvevrvieieerieerieerieerieerieetiesiteeteesereetaessseereeseeseenseas 34
3.7. Marcadores moleculares utilizados em genética e melhoramento vegetal ............ccccoeeveiecieriiniieene. 36
3.7.1. Marcadores MiCTOSSAELITES. .......c.ueiruiiiuiriirieieiiictct ettt ettt sttt 37
3.8. Citometria de fluxo € 0 eStudo de ENOMAS.........cc.eeiuiiriierieeie ettt eebe e enseees 39

3.9. As mudangas no clima e consequéncias Na agriCUItUa. ...........ccceevieriereenieniieeie e e e eee e eee e 40



3.10. Os modelos de ProjeGao CIIMALICA. ......cceveruieieriirieeieriese st eeteteste et et estesesteeseeaeseesseessessessesseeneensens 41

3.11. Modelagem climatica usando distribuigcdo geografica e nichos ecolOgicos.........ceccerverveierirnereeennnne 42
3.12. Modelagem climatica usando palmeiras (ATECACEAL).......cc.erureruerrerrerierietirieeieeeesiestesieeeesseereeneenaens 42
4. REFERENCIAS ......ooeritittmieiiiceeeiasse s eeasee st st 43

CAPITULO 1. Caracterizagio genética de populagdes das palmeiras Astrocaryum acaule e Astrocaryum

aculeatum (Arecaceae) e hibrido interespecifico natural na Regido Amazodnica, Brasil............cccceeeeneen. 54
RESUMO ...ttt ettt ettt a e e b e sh e e bt e et e e ehe e eae e b eeebeeeatees bt embeembeenbeenteenseeseannean 54
ABSTRAC T ..ttt ettt et et ekt st b ekttt ekttt ettt 56
INTRODUGAO. ...ttt ettt se e 57
MATERIAL E METODOS.........coouuurieiummereiammieeesseesessssessesssseessesss s sess e sessss s ssssesssessese s 59
RESULTADOS E DISCUSSAO.........ooiuiiieiiieieiisieeeieisesiesses s ssssss s ssessss s 67
CONCLUSOES.......ooomiiiiiiiiiieiii s 95
REFERENCIAS ...t 96

CAPITULO II. Predigio da distribui¢io geografica das palmeiras amazodnicas Astrocaryum acaule e

Astrocaryum aculeatum (ATECACEAL)..........eeuueiuieeeieie et et ettt et e et e s teesteesbe e st esseesteessteesaeeabesaeesbeeaseanne 106
RESUMO .....ooooiiaieieces e 106
ABSTRACT ..ot et s e s s er e 107
INTRODUGAO. ...ttt et aee e 108
MATERIAL E METODOS.........cooooiioeoeeeeeeeeeeeeeeeeee e sneeae 110
RESULTADOS ...ttt e 111
DISCUSSAOQ ...ttt st s sttt enses 124
(010) @) 5161500 1O 127
REFERENCIAS ..ottt n e 128

CONSIDERAGOES FINALIS ..ottt et 133



21

1. INTRODUCAO

O género Astrocaryum compde cerca de 40 espécies de palmeiras que pertencem
a familia Arecaceae e distribuem-se ao longo de doze paises latino-americanos,
abrangendo parte da América do Sul e América Central (KAHN, 2008). As espécies
deste género distribuem-se desde areas de terra-firme, até as proximidades de areas
alagadicas. Esta caracteristica estaria relacionada a sua notavel adaptagdo em ambiente
com muitas variacdes de clima e solo (SALM et al., 2015) e possivelmente influenciada
pelo padrdo de dispersdo por agdes antropicas (exploracdo e domesticagdo) (IRIARTE
et al., 2020), zoocoricas por roedores dispersores (JORGE e HOWE, 2009; PIRES e
GALETTI, 2012; PALMER ¢ KOPROSKI, 2014) e eventos biogeograficos (RONCAL
etal., 2012; RONCAL et al., 2015).

Dentro do género Astrocaryum, Astrocaryum aculeatum Mart. e Astrocaryum
acaule Mart. sdo espécies distintas fenotipicamente em distribuicdo geografica,
ambiental e economica. 4. aculeatum Mart., conhecida como “tucuma-do-Amazonas”, é
uma das espécies muito apreciada como frutifera na regido norte do Brasil. O uso da
polpa de seus frutos na alimentacdo tem despertado o interesse regional, no entanto ¢
uma espécie considerada ndo domesticada e alvo do extrativismo. A espécie encontra-se
distribuida no norte da Bolivia, parte da Amazoénia Colombiana, Venezuela, Guiana,
Suriname e norte do Brasil. 4. aculeatum é muito comum em florestas secundarias e
pouco encontradas em florestas primarias (KAHN e GRANVILLE, 1992).

Astrocaryum acaule Mart.,, conhecida como tucumd-i, possui frutos
comestiveis, mas com tamanho reduzido comparado a A4. aculeatum. A sua maior
relevancia ¢ no uso da semente no desenvolvimento de biojoias e as folhas para
extragdo de fibras para a produgdo de tecidos naturais (PACHECO et al., 2011). A
espécie possui o caule subterraneo, que facilita a coleta dos frutos e das folhas, uma vez
que as folhas saem diretamente do solo e o pedunculo da espadice com os frutos cresce
entre as folhas (WALLACE, 2014). 4. acaule encontra-se distribuida no norte da
Brasil, Colombia, Venezuela e Guiana (KAHN ¢ GRANVILLE, 1992) ¢ muita vez
encontra-se associada ou proxima a populagoes de A. aculeatum.

O estudo de filogenia realizado na familia Arecaceae mostra a evidéncia da
proximidade filogenética entre as espécies A. aculeatum e A. acaule, as quais fazem

parte de um mesmo grupo dentro do género Astrocaryum (RONCAL et al., 2012). Se



22

for considerado o processo de reproducdo sexuada e fluxo génico nestas espécies
(RAMOS et al., 2016), juntamente com as informagdes de filogenia, seria possivel ter
uma disponibilidade de poo!/ génico primario e secundario (HARLAN e DE WET,
1971; HAMMER et al., 2003) das espécies 4. aculeatum e A. acaule. O pool génico
secundario contribui para obtengdo de hibridos interespecificos entre estas duas
espécies, visto que as areas de hibridagdo natural ocorrem em regides onde as duas
espécies ocorrem em simpatria (TURCHETTO et al., 2015). Estes eventos de
hibrida¢do permitem oportunidades para a investigacdo do processo de especiagdo e
compreensdo das barreiras reprodutivas que estdo atuando e mantendo o limite entre as
espécies. O sucesso dessas hibridagdes pode ampliar a base genética das espécies e
alterar o comportamento reprodutivo das populagdes (TURCHETTO et al., 2015).

A investigacdo da composi¢do genética de tais populagdes permite formular
hipoteses sobre os eventos e mecanismos que fazem com que o limite entre as espécies
surja e seja mantido (MORAES et al., 2013). No entanto, se para algumas espécies a
hibridacdo interespecifica tem se mostrado a limitagdo de barreiras, para palmeiras do
mesmo género mostrou a possibilidade de ampliagcdo de variabilidade genética. Fato que
pode ser explorado no melhoramento genético (CUNHA et al., 2009) ou ainda uma
fonte de introducdo de genes que pode facilitar a perpetuacdo de espécies no processo
evolutivo.

Os hibridos interespecificos podem ser identificados utilizando marcadores
moleculares ou pela técnica de citometria de fluxo. A informacgao filogenética reforga
que pode existir locos microssatélites compartilhados entre A. aculeatum e A. acaule.
Frequentemente, marcadores microssatélites possuem regides periféricas aos locos
altamente conservadas, permitindo que iniciadores sejam utilizados em outras espécies
taxonomicamente proximas (LOPES et al., 2010). Locos microssatélites desenvolvidos
para A. aculeatum e Euterpe precatoria (RAMOS et al., 2012; 2016b) foram utilizados
para testes heterdlogos em A. acaule. Assim, os marcadores moleculares permitiram
confirmar descendéncias comuns entre as espécies em estudo e evidéncias de
cruzamentos interespecificos. A técnica de citometria de fluxo ¢ uma ferramenta para o
estudo de genomas vegetais e apresenta diversas aplicagdes, como em trabalhos de
melhoramento vegetal e taxonomia (LOUREIO e SANTOS, 2004; BRAGA et al.,
2016). Nesta analise, o contetdo em DNA nuclear de células em interfase ¢ uma

alternativa aos métodos classicos de coloracdo e contagem de cromossomos ao
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microscopio. Esta ¢ uma metodologia que vem sendo utilizada em diferentes areas, que
vao desde a investigacdo da genética basica e do melhoramento de plantas
(LOUREIRO, 2007). Em particular nesta pesquisa, a metodologia foi utilizada para
auxiliar na identificacdo de hibridos interespecificos e descendentes de cruzamentos A.
aculeatum e A. acaule.

Apesar de relatos sobre o sucesso de hibridagdo interespecifica na ampliacao da
variabilidade genética em palmeiras de valor comercial, a exemplo de Eales guineensis
e Elaes oleifera (CUNHA et al., 2009), as demais espécies de palmeiras alvo do
extrativismo, também sdo afetadas por agdes de desflorestamento na Amazdnia e
mudancas climaticas. A Modelagem de Nichos Ecoldgicos (ENM) ¢ uma ferramenta
preditiva dos nichos fundamentais de uma determinada espécie com base em variaveis
climaticas. Sua utilizacdo pode auxiliar no delineamento de planos de conservagao, pois
infere a distribui¢do potencial que uma espécie possa ter no espago-tempo (PETERSON
et al.,, 2012; MELO-MERINO et al., 2020). Em palmeiras Amazonicas, a ferramenta
também foi utilizada para entender a paleodistribuicdo de populagdes de buriti
(Mauritia flexuosa) (LIMA et al., 2014) e no impacto das mudancas climaticas na
produtividade do agaizeiro (Euterpe oleracea) (VAZ e NABOUT, 2016). Para 4.acaule
e A.aculeatum, os cenarios futuros mostram uma acentuada queda nas areas potenciais
de ocupacdo dessas palmeiras na Amazonia, reduzida a pequenos refugios de florestas.

As reducdes no tamanho das populagdes com o avango dos desmatamentos
podem provocar gargalos e perdas significativas da heterozigosidade genética de
populacdes ou espécies (HARTL e CLARK, 2007). A perda de biodiversidade é a
principal consequéncia do desflorestamento na Amazonia, sendo também, totalmente
irreversivel. Muitas espécies vegetais da Amazonia estdo na lista de espécies oficiais
brasileiras ameacadas de extingdo devido ao extrativismo ou devido ao desmatamento.
A reducdo de populacdes naturais aumenta a taxa de endogamia e com o tempo pode
levar a niveis mais baixos de adaptacdo, e consequente reducdo da resisténcia a
patogenos e capacidade de responder as mudangas ambientais (AL-RABAB'AH e
WILLIAMS, 2004).

Esta tese se divide em dois capitulos inter-relacionados: no capitulo I foi
proposto o uso da Citometria de Fluxo e Marcadores Moleculares Microssatélites para
confirmacdo de descendéncias de hibridos interespecificos naturais entre A. aculeatum e

A. acaule. De forma complementar, foi realizada a analise dos principais elementos
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quimicos por TXRF (Fluorencéncia de Raios-X por dispersdo total), presentes nas
folhas de ambas as espécies e hibridos com o intuito de realizar a caracterizacdo
fenotipica multielementar. No capitulo II foi feita a modelagem de cenarios climaticos
futuros, utilizando a Modelagem de Nicho Ecolégico (ENM) para investigar o efeito das
mudangas globais na distribuicdo geografica de A. acaule e A. aculeatum nos principais
biomas brasileiros. Com finalidade de se obter informac¢des de como fatores climaticos,
genéticos e biogeograficos podem influenciar a distribui¢do das populacdes de 4. acaule
e A. aculeatum, assim como ajudar na decisdo de futuros planos de manejo e

conservagao dessas palmeiras.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

v Realizar caracterizagdo genética em populagdes de Astrocaryum aculeatum
Mart. e Astrocaryum acaule Mart. e identificar seus hibridos interespecificos,
bem como estimar a distribuicdo natural dessas espécies e predizer cenarios

climaticos futuros por meio de Modelagem de Nichos Climaticos.

2.2. Objetivos especificos
v Otimizar a amplifica¢do de microssatélites espécie-especificos e heterdlogos a A.
aculeatum e A. Acaule visando identificar locos especificos para a discriminagao
de polimorfismos nas populagdes e confirmagdo de hibridacdo interespecifica

entre as espécies;

v’ Caracterizar a diversidade genética na populacdo de 4. acaule e A. aculeatum e
identificar hibridos interespecificos existentes na localidade do Taruma (Manaus-

AM) utilizando marcadores microssatélites;

v' Caracterizar potenciais hibridos interespecificos entre A. acaule e A. aculeatum

utilizando citometria de fluxo;
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v’ Caracterizar os teores dos componentes inorganicos em folhas de Astrocaryum

acaule, Astrocaryum aculeatum e hibrido interespecifico;

v Estimar a distribui¢do atual e predigdo em cenarios climaticos futuros por meio
de Modelagem de Nichos Climaticos, permitindo inferir a area de adaptacdo

geografica de A. acaule e A. aculeatum nos biomas Brasileiros.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Familia Arecaceae e potencial econdomico das palmeiras.

A familia Arecaceae ¢ grupo taxondmico que agrega todas as palmeiras,
constituida por aproximadamente 1.500 espécies e 200 géneros no mundo. Possui cerca
de 80 M.A e sdo importantes para comunidades de animais dispersores e polinizadores.
Para populagdes humanas, serve de alimento e fonte de matéria prima para materiais
téxteis, alimento, 6leos, medicina (EISENHARDT et al., 2011). No Brasil, ocorrem
aproximadamente 39 géneros e 264 espécies de palmeiras nativas (LEITMAN et al.,
2013). Na Amazodnia estima-se a ocorréncia de 34 géneros e 134 espécies, assim, o que
caracteriza a Amazonia ndo ¢ a riqueza de espécies de palmeiras, mas a abundancia
(HENDERSON, 1995).

As palmeiras sdo numerosas em espécies e em tipos biologicos, e sdo
consideradas 6timos marcadores ecoldgicos, pois desempenham um papel de destaque
no funcionamento dos ecossistemas florestais (KAHN ¢ MOUSSA, 1997). Quanto ao
clima, poucas espécies de palmeiras sdo encontradas em climas temperados. Sdo
abundantemente distribuidas em climas tropicais e subtropicais. Na Amazonia, sdo
menos seletivas para a fertilidade do solo, possuindo grande riqueza de espécies. Areas
de terra firme possuem 3 vezes mais riqueza que areas alagadigas, possivelmente em
resposta a viabilidade e germinac¢do das sementes (EISENHARDT et al., 2011).

Nas florestas umidas, elas estdo entre os principais componentes do dossel e sdo
elementos muito vistos no sub-bosque (HENDERSON et al., 2000). Sdo recursos
disponiveis o ano todo e tém contetido nutritivo, caracterizando-se como fundamentais
para as comunidades de animais frugivoros e polinizadores, principalmente nos

periodos de escassez de alimentos (ZONA e HENDERSON, 1989).
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Para o uso humano, sdo utilizadas na alimentac¢do, em construcdo e fabricacdo de
utensilios domésticos e ornamentos (BALICK, 1984; SULLIVAN et al., 1995). A
grande variedade de produtos feitos a partir de palmeiras e o uso destes recursos
caracterizam esta familia botanica como uma das mais importantes fontes de produtos
florestais ndo madeireiros. Nos tropicos, as comunidades locais dependem muito de
produtos das palmeiras para geragdo de renda, sendo inumera a diversidade de
aproveitamento de produtos derivados dessas plantas (LOPES et al., 2015; MACIA et
al., 2011). Além do potencial alimentar, as palmeiras podem fornecer gorduras, 6leos,
esséncias, resinas, fibras, madeira e possuem também um grande potencial paisagistico
(MIRANDA e RABELO, 2006).

No caso das palmeiras nativas da Amazonia, embora com grande potencial para
o desenvolvimento agricola, encontram-se em condicao silvestre ou semi-silvestre e ndo
existe sistemas de producdo recomendados para o plantio. Apesar do uso intenso e
diversificado, apenas alguns frutos de determinadas espécies possuem destaque
econdmico, tais como; a pupunha (Bactris gasipaes), buriti (Mauritia flexuosa), tucuma
(Astrocaryum aculeatum), coco (Cocos nucifera), acai (Euterpe oleracea e FEuterpe
precatoria), assim como frutos ainda pouco manejados, como urucuri (Attalea spp.),
inaja (Maximiliana maripa), javari (Astrocaryum jauari) ¢ o tucumai (Astrocaryum

acaule Mart.) (LOPES et al., 2015).

3.2. Género Astrocaryum

O género Astrocaryum € composto por cerca de 40 espécies, sendo 36 nativas do
Brasil. E o terceiro género mais diversificado depois de Geonoma e Bactris. Ocorre em
habitats diversos com espécies acaules, de caule fino, grosso, alto, baixo, solitario ou
cespitoso com muitos espinhos (KAHN e MILLAN,1992). Quanto a sua distribuicao,
ocorrem em doze paises da América latina, abrangendo parte da América do Sul e
América Central. Fora da Amazo6nia, encontram-se apenas em savanas ¢ na floresta
Atlantica (4strocaryum aculeatissimum) (KAHN, 2008; DONATII et al., 2009). Devido
sua notavel aclimatagdo em ambiente com muitas variacdes de clima e solo, e por
possuirem pouca exigéncia nutricional do solo (SALM et al., 2015), ocorrem desde
areas de terra-firme, até as proximidades de areas alagadicas. Sua dispersdo foi

influenciada por agdes antropicas (exploragdo e domesticacdo) (IRIARTE et al., 2020),
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roedores dispersores (JORGE e HOWE, 2009; PIRES e GALETTI, 2012; PALMER e
KOPROSKI, 2014) e eventos biogeograficos (RONCAL et al., 2012; RONCAL et al.,
2015).

3.3. Astrocaryum aculeatum

3.3.1. Importincia econémica

Existe uma demanda crescente de consumo do fruto do tucuma-do-amazonas.
Seu comércio ¢ intensificado na regido da Amazonia Central, nas proximidades de
Manaus, Amazonas (SCHROTH et al., 2004). Os residuos subaproveitados, compostos
pelo epicarpo (casca), endocarpo (caroco) e sementes (améndoa), sdo fontes de
alimentacdo de animais domésticos, artesanato e cosméticos (KAHN ¢ MOUSSA,
1997).

O tucuma-do-amazonas comeca a produzir tardiamente, quando atinge de 6 a 9
m de altura e com 7 anos apos o plantio. Segundo COSTA et al. (2005), o tucuma-do-
amazonas produz em média de 3 a 4 cachos por ano, com média de 240 frutos por cacho
e a produtividade podendo alcancar 12 kg por ano. Exemplares excéntricos podem
produzir at¢ 50 kg por ano. Devido a essas caracteristicas, o comércio deste fruto ¢
realizado no regime extrativista, de popula¢des espontaneas.

A polpa dos frutos representa 22% do seu peso, rica em vitamina A e auxiliando
na manutencdo da visdo e desenvolvimento 6sseo. Comumente ¢ consumido na forma
de sanduiche misto na cidade de Manaus e compde parte da dieta matinal do
amazonense (KAHN e MOUSSA, 1997). Em contrapartida, cerca de 55% da
composi¢do quimica do endocarpo da semente sdo 6leos vegetais (FAO, 1987), que sdo
descartados por ndo possuirem aproveitamento econdmico. Barbosa et al. (2009)
ressalta a importancia do uso de plantas oleaginosas para produc¢do do biodiesel e
descreve uma metodologia para extragdo deste 6leo a partir das améndoas do tucuma-
do-amazonas. Em um levantamento do valor comercial do A. aculeatum, entre os anos
de 1995 e 2012 no municipio de Manaus, Didonet e Ferraz (2014) relataram aumento de
316% no valor real da duzia do fruto de tucuma in natura, 253% da polpa e 230% da

saca.



28

3.3.2. Aspectos ecolégicos

O tucuma-do-amazonas ocorre em florestas de terra firme, proximidades de
areas alagadicgas, areas de capoeira, pastagens, rocados e possui elevada tolerdncia a
solos degradados (FAO, 1987). Poucos individuos sdo encontrados em matas
secundarias, ocorrendo cerca de duas vezes a mais em regides de capoeira. Essas
caracteristicas fazem desta palmeira uma espécie foco na recuperagdo de areas
degradadas. Comumente sdao observados até 10 individuos por hectare e sua dispersdo
de poélen chega a 50 m. Tolera bem ao sombreamento em estagios iniciais de
desenvolvimento (COSTA et al., 2005).

Esta palmeira ndo possui protocolo de propagacdo vegetativa, € sem a quebra de
dorméncia de semente, a germina¢do pode demorar dois anos. Provavelmente, esse ¢ o
principal fator que limita seu cultivo. A dorméncia é explicada pela espessura do
endocarpo pétreo que, impede a impregnagao de agua, dificulta a difusdo do oxigénio e
cria uma resisténcia fisica imposta pela propria estrutura. A remocdo do endocarpo e
embebicdo correta em 4gua, evita o apodrecimento da semente e pode melhorar a

germinagdo em até¢ 58% (FERREIRA e GENTIL, 2006).

3.3.3. Aspectos botinicos e taxondmicos

A classificacdo taxondmica do Astrocaryum aculearum (Figura 1) é feita com
base nas caracteristicas de fruto, flores e partes vegetativas (KHAN, 2008), estando
contida dentro da familia Arecaceae, subfamilia Arecoideae (Figura 2), tribo
Bactridinae, género Astrocaryum (DRANSFIELD et al., 2005), subgénero Astrocaryum,
secdo Astrocaryum e subsegdo Astrocaryum. Suas sinonimias sdo: a) A. tucuma Mart.;
b) A. aureum Griseb. e H. Wendl.; ¢) A. caudenscens Barb. Rodr.; d) A. princeps Barb.
Rodr.; e) A. jucuma Linden; f) A. manaoense Barb. Rodr. e f) A. macrocarpum Huber.
(KAHN e MILLAN, 1992; HENDERSON e SCARIOT, 1993).

Esta palmeira apresenta caule em estipe solitario, ereto, atingindo até 30 m de
altura. O tronco apresenta entrends com presenga e auséncia de espinhos escuros, finos,
longos e pungentes. Esta caracteristica do estipe esta relacionada com o crescimento da
planta, o que indica que no anel que ndo apresenta espinhos, esteve presente a base de
uma folha. O niimero de folhas em plantas adultas pode variar de 8 e 24, ou entre 11 e
16 folhas em exemplares que se encontra em fase produtiva (KAHN e MILLAN, 1992;
HENDERSON e SCARIOT, 1993).
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Figura 1. Populagdes naturais de Tucuma-do-Amazonas (Astrocaryum aculeatum). Fonte:

http://www.pacsoa.org.au/w/images/9/92/Astrocaryum_aculeatum02.jpg

Riqueza de espécies
. 1-3
s 4-9
SR, c ° - 10-16
{ . o 17-22
o . A & 4 o 23-36
e i 5 G " Nhig XN 37-53
; d.. ol °° 54-63
. . ° o 64-89
L o 90-152
o 153-196

Figura 2. Distribui¢do da riqueza de espécies da subfamilia Arecoideae segundo Eiserhardt et a/,.(2011).

A inflorescéncia € envolta por uma espata que se torna intumescida ao se
desenvolver. A espata possui cor preta, devido a concentragdo de espinhos. A cor das
inflorescéncias varia desde creme esverdeado a cinza. A inflorescéncia ¢ pedunculada,
interfoliolar ¢ apresenta tamanho médio entre 1,4 ¢ 1,8 m de comprimento. Cada
inflorescéncia apresenta em média 432 raquilas com flores unissexuais (BACELAR-
LIMA et al., 2006)

Os frutos do tucuma (Figura 3) sdo drupas subglobosas a elipsoides, medindo de
3,0 a 8,0 cm de comprimento ¢ 2,5 a 5,6 cm de largura, com peso variando de 30 a 150
g. O epicarpo pode ser liso ou quebradigo, possuindo coloragdes que variam do verde a
amarelado. O mesocarpo mede entre 1,5 e 10,0 mm de espessura, ¢ compacto, firme,
fibroso, oleaginoso e com coloracdes amareladas, alaranjadas ou avermelhadas. O

r

endocarpo, de coloracdo negra, € consistente, lenhoso, variando de 3,0 a 5,5 cm de
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comprimento. O tegumento da semente mede de 1,7 a 5,0 mm de espessura e
apresentam trés poros, sendo um deles fértil. O endosperma na parte externa apresenta
forma solida, homogénea, consistente e branca e na parte interna um liquido incolor
(FAO, 1987; KHAN; MILLAN, 1992; CAVALCANTE, 1996; MIRANDA et al.,
2001).

Figura 3. Frutos do Astrocaryum aculeatum. A- Fruto comercializado in natura. B — Constituintes

internos do fruto. Fonte: Jeferson Luis Vasconcelos de Macédo.

3.4. Astrocayum acaule

3.4.1. Importancia econdmica

Outra palmeira do género Astrocaryum de valor comercial para a regido
Amazodnica é o Astrocaryum acaule. No Brasil, seu nome popular € tucumai ou tucumai
mirim, além de mumu nas tribos Wayana, na Colémbia possui nomes como cocorito,
espina, tucum, mataukuri para os povos Piapoco e na Venezuela ¢ conhecido como
corozo (SMITH, 2015). As fibras das folhas de A. acaule sao utilizadas na confecgao
de produtos artesanais como bolsas, cal¢ados, esteiras, tapetes, redes, colares, pulseiras,
chapéus, entre outros (SOUZA et al., 2004). A espécie possui folhas grandes de
coloracdo em tom verde escuro (Figura 4). Sua potencialidade econdmica esta centrada
em suas folhas, com a extracio de fibras de alta resisténcia (MIRANDA et al., 2001). E
cultivada por comunidades indigenas e caboclas na regido do Alto Rio Negro, sendo
estas consideradas como as maiores conhecedoras e consumidoras dessa matéria prima

(MACIEL, 2008).
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Figura 4. Tucumai (4strocaryum acaule) com representacdo da esparta com frutos (esquerdo), estrutura
da palmeira (central) e fruto (direito).
Fonte:http://vintageprintable.swivelchairmedia.com/botanical/botanical-trees-leaves/botanical-

trees/botanical-engraving-trees-amazon-palm-trees-40-2/

3.4.2. Aspectos ecologicos

A. acaule estd majoritariamente distribuida pela parte central do Norte da bacia
Amazonica (KAHN e MILLAN, 1992), mas também se distribui ao longo da Amazonia
colombiana, Venezuela, Guiana e Brasil (Estados do Amazonas, Para ¢ Rondonia)
(HENDERSON et al., 1995). Uma maior porcdo de exemplares ¢ descrito na area
pertencente ao Alto Rio Negro, no Estado do Amazonas, em baixios de floresta tropical
umida, bancos de areia, ilhas fluviais, floresta marginal de savana, afloramentos
rochosos, margens de estradas ou outras areas perturbadas, principalmente em solos
arenosos (LORENZI et al., 2004; MACIEL, 2008). Em florestas estabelecidas nesses
solos argilosos alagados, pode ocorrer em alta densidade (KAHN e MILLAN, 1992).
Em condic¢des favoraveis, a espécie se espalha abundantemente, mas ¢ incomum em
florestas primarias onde ndo ocorreu nenhum tipo de perturbagdo (HENDERSON et al.,
1995).

Sua ocorréncia também foi registrada em areas abertas ou perturbadas sobre solo
seco e areno-argiloso, além de margens de riachos sobre solo imido e arenoso
(KUCHMEISTER et al., 1998). De modo geral, a espécie esta presente em matas
alagaveis beiras de rios e igarapés especialmente em terrenos arenosos, em areas com
alguma interferéncia antropica, ndo sendo encontrada no interior da floresta densa. A.

acaule habita florestas ao longo dos cursos de agua preta, como o Rio Negro e muitos
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de seus afluentes, assim como o Rio Urubu que desemboca no Médio Rio Amazonas.
Mas, também, ocorre ao longo das costas arenosas de rios de aguas claras, como o Rio

Tapajés (SMITH, 2015).

3.4.3. Aspectos botinicos e taxondmicos

A espécie A. acaule apresenta a classificagdo taxondmica: reino Plantae
(Vegetal), divisao Magnoliophyta (Angiospermae), subdivisdo Liliopsida, classe
Monocotiledoneae, familia Arecaceae, subfamilia Arecoideae, tribo Cocoeae, subgénero
Bactridinae e género Astrocaryum (KANH, 2008). A. acaule é uma palmeira solitaria
com tronco subterraneo (Figura 4).

Possui de cinco a seis folhas grandes, em coroa, e arranjo espiral e ereto. O
peciolo da folha possui 30 cm de comprimento. A bainha da folha ¢ fibrosa, adaxial e
abaxialmente arredondada. A raque da folha possui de 140 a 193 cm de comprimento,
de 49 a 52 pares de pinas, que sdo distribuidos em grupos de um a trés ao longo da
raque, em varios planos. Possui até trés flores pistiladas na parte basal e flores
estaminadas na por¢do distal. As flores pistiladas sdo trimeras, gamossépalas,
gamopétalas, com célice e corola cupular, corola apresentando um anel estaminodial
conato na base, ovario tricarpelar, trilocular, uniovulado (BARBOSA et al., 2005).

A inflorescéncia possui estames ¢ pistilos, apresenta tamanho de
aproximadamente 50 cm de comprimento e o pediinculo apresenta comprimento de 13
cm. A bractea peduncular inclui um bico de 3 cm e a parte expandida mede
aproximadamente 36 centimetros de comprimento por 4,5 cm de largura, perimetro de
7,5 cm e espessura de 2 mm. Os frutos apresentam coloragdo verde-amarelado, com 3,5
cm de comprimento e 3,8 cm de diametro (BARBOSA et al., 2005).

A flor de 4. acaule emite odor intensificado pela termogénese e atrai insetos
visitantes. As inflorescéncias sdo bissexuais ou monodicas, e esta espécie apresenta
protoginia. A emissdo de odor ¢ acompanhada de aumento da temperatura das
inflorescéncias. Os insetos visitam as flores com a abertura da espata. Dentre os insetos
observados visitando A. acaule, destacam-se os besouros (Coledptera), abelhas
(Hymenoptera) e moscas (Diptera). Os principais polinizadores sdo abelhas e besouros.
As abelhas coletaram o pdlen principalmente no final da tarde, e os escarabeideos
iniciam as visitas ao anoitecer, e conforme a temperatura das flores se eleva, as visitas

dos coleodpteros se intensificam, durante o dia, esses insetos ficam escondidos na
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inflorescéncia ¢ ao anoitecer eles comecam a andar sobre as flores novamente
(KUCHMEISTER et al., 1998).

Os insetos participam da biologia reprodutiva da planta, buscando polen,
protegio e abrigo para a reproducio (KUCHMEISTER et al,1998; ARAUJO e
STORTI, 2008). Segundo Lorenzi et al. (2004), os frutos sdo muito apreciados pela
fauna, especialmente pequenos roedores. O fruto amarelo (Figura 5), medindo quatro
centimetros de comprimento por trés centimetros de largura, contém uma camada rica
em vitamina A. A semente ¢ usada para esculpir anéis e outros ornamentos para o
comércio de artesanato, sendo mais viaveis de sementes de A. aculeatum (SMITH,

2015).

Figura 5. A) Sementes in natura de Tucuma-i (4strocaryum acaule). B) Cacho de sementes ainda presos

na esparta. Fonte: http://www.florestaaguadonorte.com.br/palmeiras-da-amazonia/tucum%C3%A3-

mirim/

3.5. Estudos genéticos populacionais em Astrocaryum

Devido a importancia comercial em todas as localidades onde sdo encontradas,
as palmeiras do género Astrocaryum foram estudadas sobre diversas perspectivas,
visando aumentar sua produtividade e avaliar os niveis de diversidade encontrados em
populagdes naturais, in situ, ex situ e on farm. Ramos et al. (2011; 2012) desenvolveram
e utilizaram marcadores moleculares SSR em 270 exemplares de Astrocaryum
aculeatum, estimaram parametros do sistema reprodutivo do tucuma, e identificaram
que a espécie ¢ alogama. Em outro trabalho recente, Ramos et al. (2016) quantificaram
e inferiram a dispersdo de pdlen de A. aculeatum em populacdes naturais do estado do

Amazonas. Obtendo assim, uma distdncia média de 50 m de espacamento entre
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genitores cultivados para evitar a coleta de sementes fecundadas por palmeiras proximas
geneticamente.

Usando nove locos SSR heterologos de A. aculeatum, Oliveira et al. (2014) ndo
observaram estrutura genética em A. jauari proveniente de trés localidades do estado do
Amazonas. Similarmente, Oliveira et al. (2017) inferiram a variabilidade genética de
trés espécies de Astrocaryum (A. aculeatum, A.murumuru, A.paramaca) por meio de
oito locos SSR heterdlogos em sete municipios do Estado do Pard. Foram observadas
quebras populacionais para Astrocaryum acaule provenientes da localidade de Manaus,
estruturando-se em dois clusters de intensa agdo antropica (UFAM/Tupé) e areas mais
isoladas (Taruma-Acu). Para esse estudo foram utilizados marcadores moleculares
AFLP (LIMA et al., 2020)

A tltima revisdo filogenética do género Astrocaryum foi feita por Roncal et al.
(2012) utilizando-se de quatro locos de DNA nuclear. Analisando os agrupamentos
através de datagdo molecular suportada em dados de fosseis foi proposto um modelo de
dispersdo para espécies de Astrocaryum na Amazonia Ocidental. Em estudo posterior de
filogeografia de palmeiras do género Astrocaryum, Roncal et al. (2015) ndo suportaram
a hipotese dos arcos estruturais como fator principal responsavel pela descontinuidade
entre espécies provenientes do Oeste e Amazonia Central. Segundo os autores, os
padroes de dispersdo e dados temporais evidenciaram que a parte oeste da Amazonia
produziu populagdes isoladas que foram se dispersando através dos sistemas hidricos,

indicados pelo clado predominante de Astrocaryum murumuru.

3.6. Hibridacao interespecifica em espécies vegetais

Estudos multidisciplinares devem ser realizados em areas que ocorrem varios
hibridos naturais para entender o comportamento das espécies, uma vez que altos niveis
de misturas genéticas comprovam a existéncias de hibridos, mas ndo indicam que as
barreiras reprodutivas sdo inexistentes (WIDMER et al., 2009) para especiacdo que ¢é
um processo complexo. Diversos subprocessos sdo envolvidos apds a hibridagdo
interespecifica na separacdo e manutencio dos genomas de hibridos interespecificos que
venham em longo prazo constituirem novas espécies. As barreiras reprodutivas que se
instalam nem sempre sdo completas, especialmente em certos géneros de plantas e,
portanto a partir de hibridos interespecificos podem surgir novas espécies. No entanto,

plantas em estagio de especiacdo ou que tenham passado por uma divergéncia via
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hibridacdo interespecifica recente, devem apresentar entre si algum grau de isolamento
reprodutivo, assim como algum grau de fluxo génico interespecifico (WIDMER et al.,
2009; XU et al., 2011).

Os principais mecanismos aceitos de isolamento reprodutivo pds-zigdtico
consistem na inviabilidade ou no baixo sucesso reprodutivo dos hibridos formados.
Existem varias hipoteses para explicar esta inviabilidade dos hibridos, como por
exemplo, a incompatibilidade citonuclear, o modelo de Bateson-Dobzhanski-Muller,
conflitos gendmicos, falhas no emparelhamento de cromossomos na meiose, formacdo
de polen e ovulos inviaveis (JOHNSON, 2010). O sucesso reprodutivo dos hibridos
pode ser avaliado objetivamente por meio do vingamento dos frutos formados apos a
polinizagdo e do nimero de sementes germinadas.

A ocorréncia de hibridos interespecificos em palmeiras ndo ¢ nova. A existéncia
de plantas hibridas nas espécies de palmeiras Syagrus romanzoffiana e Syagrus capitata
foi relatada a mais de um século por Barbosa Rodrigues em 1903. Apds a descoberta de
hibridos naturais, a hibridagdo interespecifica passou a ser utilizada pelos melhoristas
quando caracteristica de interesse ndo € encontrada na espécie cultivada e esta presente
em espécies silvestres afins.

Em dendezeiro, os programas de melhoramento genético tém explorado a
hibridacdo interespecifica com o caiau¢é com o objetivo de obter hibridos
interespecificos tao produtivos quanto ao dendezeiro, resistente as pragas e doencgas, em
especial ao amarelecimento-fatal (AF), melhor qualidade de 6leo, reducdo da taxa de
crescimento vertical do estipe, caracteristicas apresentadas pelo caiau¢ (CUNHA et al.,
2005). O caiaué tem sido explorado nos principais programas de melhoramento de
dendezeiro no mundo, no Brasil este trabalho ¢ desenvolvido principalmente pela
Embrapa Amazoénia Ocidental. Os estudos realizados tém compreendido agdes em
varias areas, como avaliagdes em populacdes naturais in situ, analises de diversidade
genética com base em caracteres morfoagronomicos e moleculares, testes de progénies e
hibridacdes interespecificas (CUNHA et al., 2009).

A hibridagdo interespecifica no melhoramento ¢ utilizada na exploragdo da
variabilidade genética das espécies do mesmo género e requer conhecimentos basicos
sobre o sistema reprodutivo para que seja aplicada tanto no cruzamento entre diferentes
plantas, como nas autofecundagdes, € necessario controle do procedimento para evitar

contaminacgdes e garantir a identidade dos genitores. Os procedimentos de polinizacdo
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controlada variam de acordo com a espécie, para evitar a autofecundag¢do na producdo
de hibridos. Pode-se, por exemplo, realizar emasculacdo manual ou eliminar os estames

das flores da planta feminina ou utilizar linhagens com macho-esterilidade.

3.7. Marcadores moleculares utilizados em genética e melhoramento vegetal

Marcadores moleculares sdo definidos como possuintes de caracteres
hereditarios com multiplos estados, detectaveis através das técnicas de biologia
molecular (SUNNUCKS, 2000). A popularizacdo desses marcadores iniciou-se em
meados dos anos 80, com o aperfeicoamento da técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction), descrita originalmente por Kary Mullis (MULLIS, 1990; SCHLOTTERER,
2004). As maiores premissas dos marcadores moleculares estdo no fato de serem
observados invariavelmente em qualquer fase de desenvolvimento do organismo e ndo
sofrerem influéncia ambiental. Em programas de melhoramento vegetal, os marcadores
podem ser utilizados de forma assistida, na selecdo de alelos ligados para culturas de
valor comercial ou na estimativa da variabilidade em cultivares (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998; TOPPA e JADOSKI, 2013).

Os marcadores moleculares baseados no polimorfismo do DNA destacam-se
entre marcadores isoenzimaticos, por promoverem o acesso as diversas mutagdes
contidas em diferentes regides analisadas do genoma (Figura 6). Para aplicagdes
conservacionistas, a resolucdo obtida através de varias geracdes de marcadores
moleculares auxilia tanto para a elucidacdo de questdes evolutivas, quanto na
identificacdo de populagdes proximas geograficamente, relacdes filogenéticas,
especiacdo, incertezas taxonOmicas, deteccdo de hibridizacdo e identificacdo de
unidades de conservacdo (MARQUES, 2002; LIU ¢ CORDES, 2004). Entre os
marcadores mais utilizados em estudos para conhecimento da estrutura de populagdes,

taxonomia e filogeograficos, citam-se os marcadores microssatélites e cloroplastidiais.
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Figura 6. Classes de marcadores moleculares desenvolvidas durante a década de 1960 a 2003. Fonte:

Schlotterer, 2004.

3.7.1. Marcadores microssatélites

Dentre as diversas classes de marcadores moleculares, destacam-se o0s
microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) (TAUTZ (1989), LITT e LUTY
(1989) e WEBER e MAY (1989). Essas regioes sao pequenas unidades de nucleotideos,
repetidas em tandem, que estdo largamente presente no genoma nucleolar e organelar
(cpSSR e rSSR) de eucariotos, assim como no genoma de procariotos (KATTI et al.,
2001). Seu potencial informativo se deve ao elevado polimorfismo de suas unidades de
repeti¢do, sua natureza codominante e sua facil manipulagdo por técnicas de biologia
molecular (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Atualmente, esta classe de
marcador molecular ¢ a mais utilizada em estudos populacionais (PUTMAN e
CARBONE, 2014) e no acompanhamento programas de melhoramento genético
(MIAH et al., 2014; SHERIFF e ALEMAYEU, 2018).

As regides com microssatélites podem ser caracterizadas por seus motivos de
repeticdes (Mono, Di, Tetra, Penta ou Hexanucleotidico) e pela composicdo
nucleotidica (Perfeito, Imperfeito, Composto e Interrompido) (MIAH et al., 2013). Foi

inicialmente proposto que os microssatélites sdo seletivamente neutros por ocorrerem,
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majoritariamente em regides que ndo sofrem pressdes seletivas. Contudo, diversos
trabalhos relatam a presenga de microssatélites trinucleotidicos e hexanucleotidicos em
regides génicas (VIEIRA et al., 2016).

A formacdo de novos alelos microssatélites, frequentemente associada ao
escorregdo da DNA polimerase (Polymerase Slippage), onde novos motivos de
repeticdo sdo inseridos ou deletados, pelo pareamento desigual durante a replicagdo
(SCHLOTTERER e TAUTZ, 1992; JEFREYS et al.,1994; ZHU et al., 2000). O
tamanho do alelo depende se o erro foi decorrente do mau pareamento na fita molde ou
na fita nascente (Figura 7 A). Essas taxas mutacionais ocorrem na ordem de 107 ¢ 10
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; BRODANI et al.2007, SELKOE ¢ TOONEN,
2006). Outro fendmeno que pode explicar a diversidade existente nos alelos
microssatélites € o crossing over desigual durante a meiose (Figura 8 B) (OLIVEIRA et
al., 2006).

Um fator limitante no estudo com marcadores microssatélites ¢ decorrente de
ndo haver disponibilidade de iniciadores (primers) descritos na literatura.
Frequentemente, novos marcadores devem ser desenvolvidos espécie-especificos,
tornando o custo relativamente elevado (VIEIRA et al., 2016). Outras estratégias sdo o
uso de marcadores desenvolvidos para espécies correlatas (amplificacdo heterdloga) ou
a triagem de sequéncias publicas feitas previamente por Next Generation Sequencing,
que disponibilizam uma enorme quantidade de dados (MASON, 2015). Na literatura ¢é
aconselhado o minimo de oito locos microssatélites para manter a resolucdo da estrutura

populacional (ARTHOFER et al., 2017).
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Figura 7. Dois principais processos que explicam a diversidade em locos microssatélites. A)
Representagdo do escorregdo da DNA polimerase durante a replicagdo do DNA. Quando o pareamento
desigual ocorre na fita nascente (esquerda), um “/oop” se forma e a unidade de repeti¢do nessa estrutura é
desconsiderada na correcdo, formando um alelo maior. Durante o processo inverso, o “loop” ocorre na
fita molde, promovendo a formacdo de um alelo menor. B) Crossing Over desigual durante a meiose pode
promover trocas de unidades de repeticdes, gerando alelos maiores € menores em Cromossomos

homologos (Adaptado de Oliveira et al. (2006)).

3.8. Citometria de fluxo e o estudo de genomas

A citometria de fluxo é uma antiga técnica oriunda da imunologia celular que
sofreu grandes mudangas apds meados dos anos 50. Com sua popularizacdo nos anos
80, outras abordagens e aplicacdes foram desenvolvidas, tornando-a uma ferramenta util
aos programas de melhoramento genético e biologia vegetal. Quanto as principais
aplicacdes destacam-se; analise de ploidias, deteccdo de linhagens haploides, deteccao
de aneuploidias, auxilio na taxonomia vegetal, estudo do ciclo celular, estimativa do
tamanho dos genomas e detec¢do de hibridos interespecificos (LOUREIRO e SANTOS,
2004; LOUREIRO, 2007).

Baseia-se na analise das propriedades oticas (dispersdo da luz e fluorescéncia) de
particulas (células, nicleos, cromossomos, organelas) suspensas em solugdo tampao
(DOLEZEL, 1997), principio fundamental para medir a quantidade de DNA de uma
célula vegetal (DOLEZEL ¢ BARTOS, 2005). Pode assim ser obtidos milhdes de

nucleos em suspensdo a partir de poucas gramas de tecido foliar vegetal em simples
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procedimento que envolve a maceracdo desse tecido em solucdo tampao, que mantém a
integridade nuclear (GALBRAITH et al., 1983). A coloracdo da amostra ¢ feita com
corantes especificos para o DNA (DAPI, iodeto de propideo, brometo de etideo) e
permite ao aparelho estimar a quantidade de DNA (DOLEZEL e BARTOS, 2005).
Assim, a andlise por citometria de fluxo do conteido DNA nuclear em células em
interfase € uma excelente alternativa aos antigos métodos de coloracdo e contagem de
Cromossomos via microscopio.

Em espécies de palmeiras, Roser et al. (1997) estimaram a quantidade de DNA
em 83 espécies, abrangendo as seis subfamilias que constituem a familia Arecaceae. No
entanto, estes autores utilizaram outra metodologia para obtencdo da estimativa, a
microdensitometria de nucleos utilizando o corante Feulgen. E assim, foi possivel
observar ampla variagdo para o valor 4C de DNA dentre as espécies diploides, de 3,89 a
55,62 pg. Os poucos poliploides reconhecidos para esta familia demonstraram valores
acima de 156,4 pg. Dentre os trabalhos envolvendo citometria com palmeiras
amazonicas, destaca-se Oliveira (2011, 2012), que confirmaram os grupos obtidos para
trés espécies do género FEuterpe utilizando medidas citogenéticas com os grupos
formados por meio das estimativas de tamanho do genoma. Além disso, também
identificaram diferenga significativa na quantidade de DNA nuclear em espécies no

género Oenocarpus.

3.9. As mudangas no clima e consequéncias na agricultura

O efeito estufa ¢ um fendmeno natural decorrentes de gases atmosféricos que
absorvem comprimentos de onda longos da radiagdo solar, mantendo assim a
temperatura amena na superficie do nosso planeta. Contudo, a alteracdo do clima é uma
realidade concreta e reflete como a sociedade humana contemporanea delineia seu estilo
de vida. Os principais gases responsaveis a potencializar o efeito estufa (GEEs) sdo o
CO; (monoxido de carbono), N,O (6xido nitroso) e CH4 (metano), emitidos diariamente
em decorréncia de agdes antropicas desenfreadas, em propor¢des ainda ndo
presenciadas na historia da Terra (KHANDEKAR et al., 2005). Essas grandes
concentragcdes de carbono na atmosfera impedem que a radiagdo solar retorne para o
espago, tornando o clima mais quente.

As alteragdes climaticas poderdo ocasionar em retragdo das coberturas florestais

no futuro, além de fragmentagdo populacional, expansdo das areas de vegetacdo aberta,
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reducdo dos principais Biomas, processos de extingdo, escassez de recursos
agrondmicos, derretimento das calotas polares, elevacdo do nivel dos oceanos, etc.
Quanto as culturas agrondmicas, o milho e a soja s@o as principais culturas que sentiram
os impactos da mudanga do clima, podendo ter sua produ¢do reduzida em 90% e 80%,
respectivamente (MCTI, 2016).

As consequéncias trazidas pelas mudangas de temperatura globais podem levar a
enormes perdas econdmicas devido a vulnerabilidade das plantacdes. Na agricultura, os
principais fatores que devem influenciar a produtividade das colheitas sdo: aumento da
temperatura local, frequéncia das precipitacdes e elevacdo dos niveis de CO, para
fotossintese. Para as florestas tropicais, podem afetar também distribuicdo, ciclo de
vida, interagdes bioldgicas, assim como as praticas extrativistas. (NASTIS et al., 2012;
DE SALVO et al., 2013; PRAVEEN e SHARMA, 2019). Em relagdo a agricultura
tropical, outro fator agravante € o fato das culturas dessas regides ja serem plantadas em
temperaturas proximas ao seu limite de tolerancia. Assim como a mudanca nos regimes
de precipitacdo, que eventualmente causardo maior erosdo dos solos (CERRI et al.,
2007). Como alternativa, Assad et al. (2016) sugerem investimento em pesquisa de
cultivares tolerantes a altas temperaturas e déficit hidrico, como substitutos as cultivares

mais sensiveis as mudancas de temperatura.

3.10. Os modelos de projecao climatica.

Os modelos climaticos preditivos auxiliam na simulagdo de cenarios futuros e
preveem o impacto das alteragdes do clima. Por mais que determinadas vertentes
cientificas possuam alguma incredulidade quanto a qualidade desses modelos
(KHANDEKAR et al., 2005), sua robustez foi acertada com o incentivo a uma
variedade de linhas de pesquisas que se utilizam desses modelos para compreender suas
questdes a luz do aquecimento global (MOSS, et al., 2010). O conjunto de cenarios
RCP (Representative Concentration Pathways) é amplamente utilizado nos modelos
climaticos atuais por se basear em variaveis antropicas, adotando projegdes otimistas
(controle das emissdes de gases de efeito estufa) e negativistas (nenhuma medida de
controle de emissdes) até o final do século XXI (CHOU et al., 2016). Essa iniciativa se
iniciou dentro do painel de mudancas climaticas IPCC (Intergovernmental Panel on
Climate Change), sendo o principal evento sobre impactos ambientais e

socioeconomicos no mundo. O relatério mais completo a cerca do tema foi gerado pelo
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IPCC com o codinome ARS e baseia-se nos cenarios RCP (IPCC, 2000; NAZARENKO
etal., 2015; SOUSA et al., 2019).

3.11. Modelagem climatica usando distribuicao geografica e nichos ecoldgicos.
Define-se como nicho fundamental o conjunto de condig¢des dentro das quais
uma espécie pode viver na auséncia de concorrentes, ¢ nicho realizado sendo a redugdo
hipotética do nicho ocupado por relagdes de competicio (HUTCHINSON, 1957;
SOBERON e ARROYO-PENA, 2017). As modelagens de nichos permitem descriminar
o nicho fundamental, tornando a andlise mais requintada a cada conjunto de variaveis
adicionadas, tais como; solo, dados de distribui¢do, variagdo climatica, competi¢ao e
demais relagdes ecologicas (PETERSON et al., 2012). Recentemente, as modelagens
vém ganhando destaque por predizer a distribui¢do de culturas de interesse agrondmico
(BECK, 2012). Muitos algoritmos utilizam dos mesmos conceitos de nichos ecologicos,
fazendo ser necessaria a estatistica de validacdo do modelo que melhor representa o
conjunto de dados, denominado validagdo da curva de AUC (4rea Under the Curve)

(WIENS et al., (2009); MUNOZ et al., 2009).

3.12. Modelagem climatica usando palmeiras (Arecaceae)

Vaz ¢ Nabout (2016) indicam nao haver reducdo da areca de distribuicdo do
acaizeiro (Euterpe oleraceae) até 2080, oriundo de populagdes naturais e cultivadas da
Amazonia Brasileira. Assim como cerca de 60% dos municipios que cultivam essa
palmeira, possuirdo condi¢des climaticas futuras para manté-la. Jimenez-Vasquez et al.
(2017) avaliaram a filogenia molecular e modelagem de nichos ecologicos para o
género Astrocaryum, secdo Huicungo. As variaveis ecologicas como: elevacao, clima e
tipo se solos indicam a presenca de dois gradientes geograficos de distribuicao dessas
espécies, situados ao norte ¢ ao sul da por¢do andina da Amazonia. Corroborando a
filogenia molecular por genes plastidiais.

Segundo Walther et al., (2007), as palmeiras podem ser usadas como
bioindicadores das mudangas climaticas, indicando relagdo entre aquecimento e
expansdo populacional. As modelagens em palmeiras também foram utilizadas para
investigar fendmenos do passado geologico da Amazdnia, como no caso da
paleodistribui¢do do buriti (Mauritia flexuosa). Ja Lima et al. (2014) apontam que o

Ultimo Méximo Glacial (LGM) pode ter levado populacdes ancestrais de M. flexuosa a



43

um gargalo genético, mantendo essas popula¢des em multiplos refugios por centenas de

anos, até ao ponto da diferenciacdo genética observada atualmente.
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CAPITULO 1. Caracterizacio genética de populacdes das palmeiras Astrocaryum
acaule e Astrocaryum aculeatum (Arecaceae) e hibrido interespecifico natural na

Regido Amazoénica, Brasil.

RESUMO

Em zonas de ocorréncia comum de espécies relacionadas podem ser identificados
hibridos interespecificos naturais e, dessa forma, ampliar a variabilidade genética de
espécies vegetais. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo
genética e fenotipica multielementar em Astrocaryum aculeatum Mart. e Astrocaryum
acaule Mart. no Tarumi-Acu, Amazonas, Brasil e identificar seus hibridos
interespecificos naturais. Analises de marcadores moleculares em tecido foliar de 92
individuos, sendo 46 de A. aculeatum, 44 de A. acaule e dois supostos hibridos
interespecificos naturais, foram realizadas. Cinco individuos de cada espécie e os
possiveis hibridos interespecificos naturais foram analisados por citometria de fluxo.
Analises multielementares pelo Método analitico de fluorescéncia de raios-X de
reflexdo total (TXRF) foram realizadas para nove individuos de 4. aculeatum, sete de A.
acaule e um hibrido interespecifico. Nove marcadores microssatélites polimoérficos
confirmaram o alto conteudo de informacdo genética no total de 215 alelos. Os
resultados indicam maior diversidade genética em A. aculeatum que em A. acaule. A
analise bayesiana possibilitou a separagdo dos gendtipos em dois grupos (AK =2 ¢ AK
= 3), discriminando pelo menos um hibrido interespecifico. Maior conteido de DNA
ocorreu no “Hibrido 01” quando comparado com A. acaule, A. aculeatum e o “Hibrido
02”. O “Hibrido 01” foi confirmado como sendo um hibrido interespecifico e o
“Hibrido 02” como um individuo de 4. aculeatum. Foram detectados 23 elementos
quimicos, sendo cinco macronutrientes, sete micronutrientes, quatro elementos
essenciais e sete elementos traco. Diferenca significativa entre A. acaule e A. aculeatum
foi observada quanto aos teores médios dos elementos quimicos. Além disso, ndo houve
diferenga significativa do hibrido interespecifico quando comparado as duas espécies.
Na andlise de agrupamento, analise de escalonamento multdimensional ndo-métrico e
analise de componentes principais, 0 posicionamento intermédidrio do hibrido indica
sua similaridade em teores de elementos quimicos comparado as duas espécies. Os
marcadores microssatélites foram suficientes na discriminacdo de A. acaule, A.

aculeatum e hibrido interespecifico. O individuo “Hibrido 01” ¢ um hibrido
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interespecifico e o individuo chamado anteriormente de “Hibrido 02” pertence a espécie
A. aculeatum.
Palavras-chave: Arecaceae, marcadores moleculares microssatélites, analises

multielementares, citometria de fluxo.
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ABSTRACT

In areas of common occurrence of related species, natural interspecific hybrids can be
identified. Accordingly, they can show increases in genetic variability of plant species.
Therefore, the objective of this work was to carry out the multielementary genetic and
phenotypic characterizations of Astrocaryum aculeatum Mart. and Astrocaryum acaule
Mart. in Taruma-Ac¢u, Amazonas, Brazil and to identify their natural interspecific
hybrids. Analyses of molecular markers in leaf tissue of 92 individuals, 46 of A.
aculeatum, 44 of A. acaule and two supposed natural interspecific hybrids, were
conducted. Five individuals of each species and possible natural interspecific hybrids
were analyzed by flow cytometry. Multielementary analyses utilizing the method of
total reflection X-ray fluorescence (TXRF) were performed for nine individuals of A.
aculeatum, seven of A. acaule and one interspecific hybrid. Nine polymorphic
microsatellite markers confirmed high genetic information content in a total of 215
alleles. The results indicate greater genetic diversity in A. aculeatum than in A. acaule.
Bayesian analysis allowed for the separation of genotypes into two groups (AK =2 and
AK = 3), discriminating at least one interspecific hybrid. Higher DNA content occurred
in the “Hybrid 01” when compared to A. acaule, A. aculeatum and the “Hybrid 02”.
“Hybrid 01” was confirmed as an interspecific hybrid and “Hybrid 02” as an individual
of A. aculeatum. Twenty-three chemical elements were detected, being five
macronutrients, seven micronutrients, four essential elements and seven trace elements.
Distinctions between A. acaule and A. aculeatum were observed regarding the average
contents of chemical elements. Furthermore, there was no significant difference in the
interspecific hybrid when compared to the two species. In cluster analysis, non-metric
multidimensional scaling analysis and principal component analysis, the intermediate
placement of the hybrid indicates its similarity in chemical element contents when
comparing the two species. Microsatellite markers were sufficient to discriminate A.
acaule, A. aculeatum and interspecific hybrid. The individual “Hybrid 01” is an
interspecific hybrid and the individual previously called “Hybrid 02” belongs to the

species A. aculeatum.

Keywords: Arecaceae, microsatellite molecular markers, multielementary analyses,

flow cytometry.
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INTRODUCAO

A ocorréncia da hibridag@o interespecifica € um processo bioldgico que ocorre
pelo fluxo de genes entre populagoes de espécies simpatricas (TEIXEIRA et al., 2016),
com proximidade taxondmica, com similaridade e compatibilidade entre estruturas
reprodutivas, sistema reprodutivo e consonancia entre os periodos de floragdo (NERI et
al., 2017).

Nas plantas, este fenomeno espontaneo pode ocorrer também em cultivares
domesticadas, em decorréncia da influéncia antropogénica e da proximidade espacial
em que essas espécies se encontram. Assim, na natureza, esses hibridos auxiliam a
regeneragdo de populacdes/plantagdes com depressdo por endogamia e¢ queda de
diversidade genética, gerando diferentes gendtipos de resisténcia a pressdo ambiental
(STRAW, 1955; MILNE et al, 1999; NERI et al., 2017; GOULET et al., 2017;
TURCHETTO etal., 2019; MITCHELL et al., 2019).

Os cruzamentos entre diferentes espécies de plantas, geralmente, sdo
incompativeis devido a barreiras pré e pos-zigoticas, e quando ocorre a hibridagdo
interespecifica, as progénies F1 apresentam baixa fertilidade ou baixa viabilidade
(WIDMER et al., 2009; JOHNSON, 2010; XU et al, 2011; VALLEJO-MARIN e
HISCOCK, 2016).

Contudo, a hibridagdo interespecifica ocasionalmente pode apresentar
descendéncia fértil, com caracteristicas agronomicas realcadas provenientes de
vantagens heterozigoticas (ROSAS et al, 2010). Além disso, outros fatores importantes
para ocorréncia da hibridagdo interespecifica sdo: a proximidade taxondmica entre os
exemplares, similaridade e compatibilidade entre estruturas reprodutivas, sistema
reprodutivo e consonancia entre os periodos de floracao (NERI et al., 2017).

Ap6s a identificacdo e desenvolvimento de metodologia para realizar o processo
de formacao de hibridos interespecificos, ¢ possivel a implementagdo de programas de
melhoramento visnado a polinizagdo de espécies com caracteres excéntricos. No
entanto, a técnica de hibridacdo interespecifica ja foi aprimorada pelos melhoristas,
através da polinizagdo controlada em cruzamentos interespecificos, reciprocos e
sucessivos retrocruzamentos, tendo os cuidados necessarios para evitar a contaminagdes
por autofecundagdes (SANTOS et al., 2020).

O resultado da hibridizagdo interespecifica pode originar diferentes fendtipos de

interesse. Porém, a hibrida¢do interespecifica pode afetar a pureza genética das
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populacdes locais, possivelmente ameacadas pela introgressio de novos genes,
causando a depressdo por exogamia (perda de adaptacdo ou assimilacdo genética).
Assim, na natureza, o fluxo génico espontaneo introduzidas pode ameacar espécies
endémicas e ter implicagdes de conservagdo (VILA et al., 2000).

No processo de identificagdo das hibridacdes interespecificas existem varias
abordagens para a deteccdo de hibridos intererspecificos, como as analises morfologica,
genética populacional, citogenética, tamanho do genoma e experimentos reprodutivos
manuais (LOPEZ-CAAMAL e TOVAR-SANCHEZ, 2014; NERI et al., 2017). Em
alguns casos, as zonas de hibridagdo podem conter diversos tipos de hibridos cripticos,
tornando a identificagdo morfoldgica ainda mais dificil (MITCHELL e HOLSINGER,
2018).

Ferramentas complementares & morfometria tradicional para a deteccdo de
hibridos intererspecificos sdo os marcadores moleculares, que podem ser usados para
detectar hibridagdo introgressiva, discriminado haploétipos ou a reducdo de alelos
exclusivos, e que caracteriza o fluxo génico entre as populacdes de espécies distintas
(TURCHETTO et al., 2015; NING et al., 2017). O uso de marcadores basecados em
regides nucleares e cloroplastidiais aumenta a cobertura do genoma, uma vez que
regides nucleares podem evidenciar os hibridos e ambas as espécies que deram origem
ao processo de introgressdo, e nos marcadores cloroplastidiais podem ajudar
caracterizar as espécies-mae (BASSIL et al., 2013; YANG et al., 2017).

Pesquisas com marcadores moleculares microssatélites apropriados também sdo
uteis para desenvolver mapas genéticos, com o objetivo de acompanhar e minimizar o
niamero de ciclos de hibridizagdo (ZULKIFLI et al., 2014). Estes marcadores sdo
ferramentas muito Uteis na avaliacdo genética de espécies vegetais, demostrando que
locos SSRs (Simple Sequence Repeats) sao altamente multialélicos e informativos para
estudo de estrutura genética de populagdes, permitindo estimar com precisdo a
heterozigosidade, distancia genética, relagdes de parentesco e fluxo génico (FERREIRA
e GRATTAPAGLIA, 1998).

Em palmeiras (Arecaceae), a hibridacdo interespecifica bem-sucedida ocorre
entre o caiaué (Elaeis oleifera) e o dendezeiro (Elaeis guineenses), que originalmente
ndo sdo espécies simpatricas (HARDON, 1969). Assim, os programas de melhoramento
genético em dendezeiro tém explorado a hibridacdo interespecifica com o caiaué com o

objetivo de obter hibridos interespecificos mais produtivos, resistentes a pragas e
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doencgas, com melhor qualidade de 6leo, reducdo da taxa de crescimento vertical do
estipe, resisténcia ao déficit hidrico (BOARI, 2008; MENDEZ et al., 2012; HORMAZA
et al., 2012; RIOS et al., 2012).

Ja a citometria de fluxo é uma ferramenta utilizada para o estudo de genomas
vegetais com diversas aplicacdes, como estimagdo do conteido de DNA de hibridacdes
interespecificas, analise de ploidia, deteccdo de alteragdes numéricas e a estimativa do
tamanho do genoma (LOUREIRO, 2007). Apesar de poucos trabalhos de citometria de
fluxo na familia Arecaceae, pesquisas no género FEuterpe e Oenocarpus obtiveram
medidas citogenéticas de tamanho do genoma (OLIVEIRA, 2012, 2016).

A espécie Astrocaryum aculeatum ¢ uma palmeira endémica da regido
Amazonica com relevante importancia economica, sobretudo no norte do Brasil (KAHN
e MOUSSA, 1997; SCHROTH et al., 2004). No entanto, devido a planta atingir
aproximadamente 30 m de altura e possuir tronco coberto de espinhos, tais fatores
dificultam a colheita dos frutos. Em contraste, a espécie 4. acaule possui caule
subterraneo, com porte muito baixo, o que facilita a coleta dos frutos e das folhas
(SMITH, 2015).

Neste sentido, ¢ de interesse a obtengdo de hibridos do cruzamento entre estas
espécies visando, principalmente, a reducdo de porte de A. aculeatum, o que
proporcionara uma alternativa promissora para os sistemas de producdo desta
importante palmeira amazonica. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi realizar a
caracterizacdo genética e fenotipica multielementar em Astrocaryum aculeatum Mart. e
Astrocaryum acaule Mart. no Taruma-Acu, Amazonas, Brasil e identificar seus hibridos

interespecificos naturais.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

O estudo foi realizado em populagdes de A. acaule e A. aculeatum e hibridos
interespecificos naturais presentes na propriedade Najatuba (Taruma-Acu), localizada
no lado esquerdo do Igarapé Taruma-Agu, lote 12, do Projeto Fundiario Manaus-AM
(lat —02°53°24.20°’, long —60°05°53.40°") (Figura 8). A propriedade possui atualmente
230 plantas de 4. acaule e 255 plantas de A. aculeatum e 2 individuos aparentemente
classificados como hibridos interespecificos naturais. O local de estudo possui solo

arenoso, alagavel, proximo a curso d’agua. O estudo foi constituido por 93 plantas,
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distribuido entre as espécies 4. aculeatum (identificadas como genotipos 1 a 46) e A.
acaule (genotipos 49 — 93) amostrados aleatoriamente dentro da area de estudo, e dois
hibridos interespecificos naturais (genotipos 47 e 48). As coletas foram realizadas no
periodo de junho de 2019. De cada planta foi coletado um foliolo jovem e sadio. Logo
apos, foram colocados em sacos plasticos, previamente identificados e contendo silica
gel. Em seguida, foram transportados e armazenados a -20 °C para posterior extracdo do
DNA e andlise com marcadores microssatélites no Laboratério de Melhoramento
Genético Vegetal (LAB-MGV) da Faculdade de Ciéncias Agrarias da UFAM. O projeto
da tese foi registrado no SISGEN sob o niimero AF66A1A.
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Figura 8. Mapa de localizacdo das plantas de 4. acaule e A. aculeatum estudadas.

Marcadores moleculares microssatélites (SSR)

Extragdo e quantificacdo de DNA
O DNA gendmico total foi extraido de acordo com o protocolo do detergente
cationico CTAB 2X (Cationic Hexadecyl Trimethyl Ammonium Bromide) descrito por

Doyle e Doyle (1990). De cada uma das amostras de 4. aculeatum, A. acaule e hibridos
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foi retirado 100 mg de tecido foliar para maceragdo em gral de porcelana, para ser
digerido com 800 pL de detergente de extragdo CTAB 2X. O produto resultante foi
depositado em tubo Eppendorf de 1,5 mL. Em seguida, foi acrescentado 2 pL de 2-B-
mercaptoetanol 1%, seguido de banho-maria a 60 °C durante 30 min, homogeneizado a
cada 10 min. Em seguida, foram adicionados 600 pL de cloroférmio com alcool
isoamilico, na propor¢do 24:1 (CIA).

Para separacdo da fase aquosa, os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por
10 min e transferido o sobrenadante para novos microtubos de 1,5 mL. Foi adicionado
400 uL de isopropanol gelado (-20 °C) para permitir a precipitagdo do DNA. O material
foi incubado por 12 h (overnight) a -20 °C. Posteriormente, os tubos foram
centrifugados a 14.000 rpm por 10 min, permitindo formagao de pellet no fundo do
tubo. Depois de eliminado o isopropanol, foi acrescentado por duas vezes 1000 pL de
etanol absoluto a 70% no pellet de cada amostra por 10 min, para lavagem. Apos
secagem do alcool em bancada a temperatura ambiente por 30 min foi adicionado 75 pL
de solucao tampao TE (Tris-HCI e EDTA) com RNAse (10 pg/mL). O material final foi
armazenado a -20 °C.

A quantificagdo do DNA gendmico foi realizada em gel de agarose 0,8% em
tampao TBE 1X, a partir de comparagdes visuais com padroes de massa molecular de
50, 100 e 200 ng/uL de DNA do fago lambda. Os géis foram corados com o corante
GelRed (1mg/mL) para a visualizagdo das bandas de DNA. A corrida de eletroforese foi
realizada a uma voltagem de 110 V durante o periodo de 60 min. E o gel foi fotografado
e avaliado com auxilio de fotodocumentador. O DNA extraido também foi quantificado
em Nanodrop 2000C. Apo6s a quantificagdo do DNA concentrado, foi necessario diluir o
DNA a concentracdo de 5 ng/uL. com dgua ultrapura. O material final foi armazenado a

-20 °C.

Amplificagdo com marcadores SSR via PCR

Foram selecionados nove locos SSR previamente desenvolvidos e seguido
protocolo de amplificacdo via PCR descrito por Ramos et al. (2012; 2016b) (Tabela 1).
Os produtos da PCR de boa qualidade foram marcados com fluorescéncias
(SCHUELKE, 2000) e submetidos a eletroforese capilar no analisador automatico de
DNA ABI 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California,
USA). O GeneScanTM -500 ROX standard size (Life Technologies doBrasil Ltda.) foi
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usado para determinar o tamanho dos alelos. As genotipagens foram observadas e
analisadas com o auxilio do programa GENEMAPPER v4.0 (4pplied Biosystems,
Foster City, California, USA).
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Tabela 1. Locos microssatélites com amplificagdo positiva para Astrocaryum aculeatum e Astrocaryum acaule. As sequéncias iniciais do primer

foward apresentam sequéncias comuns (M13) para uso de fluorescéncias, segundo método econdmico de SCHUELKE (2000).

Loco Sequéncia do Primer Nimero de acesso Temperatura de anelamento Motivo de repeticao Artigo
Pf - tgtaaaacgacggccagtCACATGGTTCCTCCTCGTTC 0
Aac01 GF111927 60 °C (ATCACT)2
Pr - GCGAAAGGGTATAGTCAGCG
Pf - tgtaaaacgacggccagtCGATTTGAGTCCGATGTG
Aac02 GF111928 60 °C (GCCATG)2
Pr -GCAGTTGTGTGTCTGGTTCT
Pf - tgtaaaacgacggccagtGCCTCCTTTAGTTCCTGCAC 0
Aac03 GF111929 60 °C (TCCTAC)2
Pr -AGCATCGGACTTTCCAGGT
Pf - tgtaaaacgacggccagtGCATTGTCATCTGCAACCAC
Aac04 GF111930 60 °C (GT)7(GA)16 Ramos et al., 2012
Pr -GCAGGGGCCATAAGTCATAA
Pf - tgtaaaacgacggccagt TCTGATCCATCTGGTTGTCTAA
Aac06 GF111932 64 °C (TC)19(AC)8
Pr -TGCATGGTGCTAGAGTAATCC
Pf - tgtaaaacgacggccagt AGCCGTGAGTGAACTGCTTT
Aacl0 GF111936 60 °C Ccn7
Pr-AAGCCCAAACTTCTTCCTCG
Pf - tgtaaaacgacggccagtTGGGGCTTGACCCTATTGTA .
TUC 02 Unpublished 60 °C (TG)6
Pr -CTTCGAGTAACACCTCTCCACC
Pf - tgtaaaacgacggccagtGCCAGCAATACCAGGAGGTTA
Epro08 KT198668 60 °C (TO)15
Pr -GTGGGTGTGACTTTGTCGTG
Ramos et al., 2016b
Pf - tgtaaaacgacggccagt ATGGAAGTGGATCTGGCAAC
Epri13 KT198669 60 °C (AC)21

Pr-GTCAAGTAGGGAGTCCAGCAA

Legenda: Pf - Primer foward; Pr — Primer reverse



64

Analise estatistica dos dados de marcadores SSR

Para cada par de iniciadores de microssatélite foi verificada a presenca de alelos
nulos utilizando o programa MICROCHECKER (OOSTERHOUT et al., 2004) a partir
de um intervalo de confianga de 95 % e 10.000 interagdes. Esta analise permite
identificar os erros de genotipagem, ou seja, verifica a presenga de alelos que ndo sdo
amplificados mesmo estes existindo (alelos nulos). O programa estima os alelos nulos
em cada loco, baseado nos niveis de endogamia e no efeito Wahlund (reducdo da
heterozigosidade em uma populag@o causada pela subestruturagao desta), bem como nos
desvios ao determinar o Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), o que indica que este ¢
estimado pela frequéncia dos alelos.

Os parametros de diversidade genética, nimero médio de alelos por loco (NA),
numero efetivo de alelos (NE), indice de diversidade de Shannon (I), heterozigosidade
esperada (HE), heterozigosidade observada (HO), indice de fixacao (F) calculado como
F = (HE - HO)/HE, representando a endogamia dentro da populacdo e equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) foram estimados para cada loco e em cada espécie
individualmente com o programa Genetic Data Analysis - GDA (LEWIS e ZAYKIN,
2001) e GenAlEx v.6.5 (PEAKALL e SMOUSE, 2012).

O desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foi avaliado em cada loco e
espécie usando o teste de qui-quadrado. A andlise de variancia molecular (AMOVA)
entre os genotipos avaliados foi realizada com dois niveis hierarquicos (entre e dentro
das espécies).

Procurando verificar a existéncia de diferenciacdo ou estruturagdo genética entre
os individuos das espécies amostradas, foi calculada a estatistica F de Wright (1951)
através dos algoritmos de Cockerham (1969) e Weir e Cockerham (1984), que
apresentam parametros que sdo conceitualmente equivalentes ou correspondentes as
estatisticas F de Wright (1951), FIT, FIS e FST. Neste caso, estas analises foram
realizadas em cada populagdo amostrada das espécies.

Foi calculado para todos os possiveis pares de genotipos as distdncias genéticas
pelo programa GenAlEx v.6.5 (PEAKALL e SMOUSE, 2012). O agrupamento foi
realizado pelo método “Neighbor-Joining” com o programa MEGA7. Em adicional
analise, a partir do programa estatistico R (R Development Core Team, 2018), os

genotipos também foram agrupados segundo método de otimizagdo de Tocher.



65

Posteriormente, foi aplicada a analise de escalonamento multidimensional ndo
métrico (NMDS), em que a maior dispersdo das unidades foi identificada como havendo
maior dissimilaridade genética. Para a obtengdo das analises foi utilizado o pacote
Vegan do programa R. O procedimento partiu da organiza¢do inicial que,
interativamente, reorganizou os individuos de maneira a diminuir o stress (S7andard
REsiduals Sum of Squares). O stress (S) é uma fungdo que informa a magnitude da
perda de informag@o na matriz de dissimilaridade com a utilizacdo do procedimento,
sendo a medida do quanto a posi¢do dos individuos em uma configuragdo n-
dimensional desviam-se das reais distancias (dissimilaridades) apos o escalonamento. O
stress foi interpretado pelo valor de R* = 1-S? (OKSANEN et al., 2013).

Andlise de estrutura populacional a partir da abordagem Bayesiana de
agrupamento foi realizada pelo programa Structure (PRITCHARD et al., 2000),
utilizando o modelo Admixture, que ¢ normalmente aplicado em populagdes reais ou
naturais. O numero de clusters (K) testados foi de 1 a 6, com 10 repeticdes para cada
valor de K, com um Burn-in de 100.000 seguido por 200.000 iteracdes Markov Chain
Monte Carlo (MCMC). Para determinar o nimero de clusters dentro do conjunto de

submostras avaliadas foi utilizado o critério AK descrito por Evanno et al (2005).

Citometria de fluxo

A analise de citometria de fluxo foi realizada em cinco amostras de cada espécie
e dos possiveis hibridos interespecificos naturais, com a finalidade de se obter o
conteudo de DNA destes materiais. As andlises foram conduzidas no Laboratorio de
Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal
de Lavras.

Para a determinag@o do conteudo de DNA, aproximadamente 50 mg de folha de
cada planta, juntamente com a mesma quantidade de folha de Vicia faba (padrao de
referéncia interno com 26,90 pg de DNA) foram triturados em placa de Petri contendo 1
mL de tampdo para extracdo de nucleos Galbraith (GALBRAITH et al., 1983). A
suspensdao de nucleos foi aspirada com auxilio de pipeta plastica e, posteriormente,
filtrada através de malha de 50 pm. Os nucleos foram corados pela adi¢do de 25 pL de
solucdo de iodeto de propideo em cada amostra. As amostras foram analisadas

imediatamente apds o preparo. Para cada amostra, 10 mil nucleos foram observados
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quanto a emissdo de fluorescéncia para quantificagdo de DNA utilizando-se escala
logaritmica.

A andlise foi realizada em Citometro de Fluxo Facscalibur 4 cores da Becton
Dickinson. Os histogramas foram obtidos e analisados com o software CellQuest. Os
dados referentes ao contetido de DNA foram submetidos ao programa Genes (CRUZ,

2013) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a de 5% de probabilidade.

Fluorescéncia de raios-X por refeflexio total (TXRF)
Preparo do material vegetal para leitura

O preparo das amostras de folhas e analise em TXRF foi realizado no laboratoério
técnico cientifico de analise quimica (SETEC) da Superintendéncia Regional da Policia
Federal do Amazonas. As amostras de folhas secas foram trituradas manualmente e
colocadas em microtubos de 1,5 mL identificados, totalizando 17 amostras. Foram
acrescentadas duas esferas magnéticas para a britagem das amostras que foram
homogeneizadas em moedor vibratério modelo MM400/Ratsch durante 40 min. Apos a
pulverizacdo das amostras, foram retiradas as esferas e pesados cerca de 30 mg do
material das folhas, raizes e solocorrespondente a area especifica e foram transferidos

para novos Eppendorfs de 1,5 mL.

Suspensdo das amostras

Ap0s a pesagem das amostras de solo e tecidos vegetais, foram adicionados 1,5
mL da solucdo (e.g. 1% aqueous Triton x100) em cada eppendorf para a supensdo das
amostras e foram agitadas em vortex para a homogeneizacao. Foi adicionado 10 pL de
um padrio interno de Gélio nas amostras. Foi utilizado um carreador de quartzo nio
siliconado e seco, onde foram pipetados ao centro dos discos 10 uLL do PVC, a fim de
permitir que uma pelicula fosse gerada e as amostras fossem distribuidas,
uniformemente, nos discos. Os discos foram colocados para secar em chapa de
aquecimento a uma temperatura aproximada de 100 °C. Apo6s a secagem do PVC, foram
pipetados 10 pL. da suspensdo das amostras e novamente colocadas para secar.
Posteriormente, os discos foram colocados nas colunas de mercurio, talio, enxofre,

rubidio, ouro e francio correspondendo ao mapa de analise injetado no TXRF.

Meétodo analitico de fluorescéncia de raios-X de reflexdo total (TXRF)
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Para a leitura das amostras foi utilizado um espectrometro de bancada modelo
S4 T-STAR/Bruker, (Bruker, Alemanha). O espectrometro ¢ equipado com dois tubos
de raios-X: um tubo de raios-X de d&nodo Molibdénio Mo a 17,5 keV, que consiste em
um metal, podendo ser Rh, Mo ou Cr, e um catodo que consiste em um filamento de
tungsténio. Foram realizadas amostras de branco e duplicatas das amostras de tecido
vegetal.

Foi determinado o tempo de medi¢do das amostras em torno de 600s, a fim de
gerar qualidade no espectro. Os portadores de quartzo foram aplicados como porta
amostras ¢ refletores. Para a determinac@o das sensibilidades relativas dos elementos,
foi utilizado o galio como elemento de referéncia por apresentar concentragdes
conhecidas, seguido por um calculo de sensibilidade que ¢ baseado na area do pico de

cada elemento.

Andlise estatistica

Os gendtipos foram agrupados pelo método hierarquico das médias das
distancias (UPGMA) com uso da matriz de distancias euclidiana média e a dispersao
grafica de similaridade entre eles realizada pelo Método de Componentes Principais, a
partir do programa R (R Development Core Team, 2021) e da sua interface RStudio
Team (2020), respectivamente.

Posteriormente, foi aplicada a analise de escalonamento multidimensional ndo
métrico, em que a maior dispersdo das unidades foi identificada como havendo maior
dissimilaridade genética. O procedimento partiu da organizacdo inicial que,
interativamente, reorganizou os individuos de maneira a diminuir o stress (STandard

REsiduals Sum of Squares) (OKSANEN et al., 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Diversidade Genética de Astrocaryum aculeatum e Astrocaryum acaule

Nove locos foram otimizados e utilizados no presente trabalho. A presenca de
alelos nulos nem desequilibrio génico ndo foram observados. Apenas os iniciadores
Tuc02 e Eprl3 apresentaram monomorfismo ao se analisar os gendtipos dos supostos
hibridos interespecificos (Tabela 2). O nimero de alelos por loco encontrado para as
populacdes de A. aculeatum e A. acaule foi superior ao observado por Ramos et al.

(2012) e Oliveira et al. (2017) para os locos considerados (Tabela 2). Esta diferenca
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observada pode estar relacionada ao maior nimero de amostras utilizadas em relagdo ao
trabalho de Ramos et al. (2012). Na pesquisa de Oliveira et al. (2017), os autores
observaram menor numero alelos por loco, que, possivelmente possa estar relacionada a

populacao com menor variabilidade genética do que a considerada no presente trabalho.

Tabela 2. Comparagdo do numero de alelos e tamanho do alelo por loco encontrado em
espécies de Astrocaryum obtidos por Ramos et al. (2012), Oliveira et al. (2017) e no
presente estudo.

Ramos et al. (2012) Oliveira et al. (2017) Presente estudo

Locos A. aculeatum  A. acaule A. aculeatum A. aculeatum Hibridos A. acaule

Aac01 2(332-362) 1(338) 1(354) 21(284-414) 2 (358-360) 20 (328-470)
Aac02 2 (282-342) 1(291) 1 (306) 9 (308-332) 3(118-312) 11 (140-332)
Aac03 3 (137-167) 1 (145) 3 (157-181) 25(123-193) 3 (147-167) 20 (123-193)
Aac04 6(212-242) 1(223) 7 (207-274) 17 (308-348) 4 (316-330) 13 (304-328)
Aac06 5(132-192) 1(154) 6 (141-196) 7 (156-180) 3 (170-220) 15 (142-230)
Aacl0 2(112-128) 2(112-128) - 15 (91-161) 3 (99-125) 16 (97-159)
Tuc02 - - - 17 (96-190) 1(104) 21 (100-186)
Epr08 - - - 17 (71-121) 4(91-119) 20 (71-135)
Eprl3 - - - 10 (135-281) 1(223) 15 (133-259)

Ning 20 4 80 46 2 44

Ning € o total de individuos amostrados. Os dados sobre os intervalos de alelos (pb) estdo entre parénteses.

Os nove locos polimorficos amplificados mostraram alto conteido de
informagdo genética (total de 215 alelos), variando de 16 a 34 alelos por loco, com
média de 23,88 alelos por loco (Tabela 3). Esses valores foram superiores aos
observados por Ramos et al. (2016a) e Ramos (2014), em avaliagdes com marcadores
microssatélites de populacdes naturais de A. aculeatum (81 e 101 alelos,
respectivamente). Essa quantidade de alelos também foi superior aos observados em
acessos de Euterpe precatoria analisada com 12 iniciadores de microssatélites (17,6
alelos por loco) (RAMOS et al., 2021), e de bancos de germoplasma de Cocos nucifera
(média de 6,57 alelos por loco) analisada com 25 iniciadores de microssatélites
(LOIOLA et al., 2016). Esta expressiva variabilidade genética observada em um
pequeno numero de individuos refor¢a a importidncia da conservacdo genética das
populacdes naturais de A. aculeatum e A. acaule nas proximidades da cidade de

Manaus.
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Tabela 3. Parametros de diversidade genética ao nivel dos locos microssatélite obtidos
para individuos de Astrocaryum aculeatum, Astrocaryum acaule e possiveis hibridos
interespecificos naturais.

Estatistica
Locos
N A Hg Ho F
Aac01 70 34 0,761 0,225 0,748
Aac02 50 16 0,726 0,606 0,169
Aac03 77 32 0,784 0,462 0,393
Aac04 71 19 0,823 0,805 0,009
Aac06 80 17 0,677 0,420 0,377
Aacl0 84 24 0,667 0,232 0,639
Tuc02 82 28 0,563 0,161 0,711
Epr08 84 25 0,814 0,797 0,007
Eprl3 80 20 0,508 0,000 1,000
Média Geral 75,333 23,889 0,703 0,412 0,418

N ¢é o numero de individuos analisados por loco; A - o numero de alelos identificados; Hg -
heterozigosidade esperada; Ho - a heterozigosidade observada; e F - o indice de fixacdo (coeficiente de
endogamia).

Todos os locos apresentaram 100% de polimorfismo. A heterozigosidade
esperada (HE) variou entre 0,508 a 0,823 para os locos Eprl3 e Aac04, respectivamente,
com uma média total dos locos de 0,703. Nos trabalhos em palmeiras também
observaram médias de HE maiores que 0,5 (OLIVEIRA et al., 2010; OTTEWELL et al.,,
2012; OLIVEIRA et al., 2014; LOIOLA et al.,, 2016; RAMOS et al., 2016a). As
heterozigosidades observadas (HO) ndo apresentaram valores superiores as HE em
nenhum dos locos estudados. As HO variaram entre 0,000 a 0,805 para os locos Eprl3 e
Aac04, repectivamente. A média de todos os locos para HO foi de 0,412, indicando ser
inferior a média de HE.

O coeficiente de endogamia ou indice de fixacdo (F) nos locos ndo apresentou
valores inferiores a zero, o que indicaria um excesso de homozigotos. Esses valores
foram observados para metade dos locos analisados. Portanto, a média do coeficiente de
endogamia foi de 0,418, sugerindo uma tendéncia para o excesso de homozigotos em
relagdo ao esperado no EHW (Tabela 3).

Os nove locos em cada populacdo apresentaram um numero médio de alelos
(NA) que variou entre 2,667 a 16,778 para os hibridos e 4. acaule, respectivamente
(Tabela 4). O nimero médio de alelos efetivos (NE) variou de 2,519 a 7,176 e o nimero

de alelos privados (NP) variou de 0,444 a 7,889. A identificacdo de alelos privados ¢
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util para definir as estratégias de amostragens para conservagdo genética ex situ € as
populacdes que deverdo ser priorizadas na conservagdo in situ, bem como para
identificar as populac¢des que deverdo ser manejadas para evitar perdas dos alelos raros
(KALINOWSKI, 2004). Para ter melhor inferéncia com relagdo aos alelos privados nas
espécies e hibridos considerados, ¢ necessario realizar uma amostragem com maior
niamero de individuos por populacdo para observar se existe variacdo na frequéncia
destes alelos (RAMOS, 2014).

A porcentagem de locos polimorfismos foi de 100% para as espécies A.
aculeatum e A. acaule e de 77,78% para os hibridos. A HE nas espécies variou de 0,500
a 0,813 nos possiveis hibridos interespecificos e 4. aculeatum, respectivamente. Valores
moderados foram observados para as heterozigosidades observada (HO) e esperada (HE)
para duas as espécies, com HO sempre apresentando valores inferiores as HE. Deste
modo, o coeficiente de endogamia ou indice de fixacao (F) nos locos apresentou valores
positivos, o que mostra um excesso de homozigotos nas populagdes amostradas (Tabela
4). Em geral, estudos em populagdes de Astrocaryum t€m apresentado valores de
coeficiente de endogamia proximos ou inferiores a zero, conforme apontam Ramos
(2014) e Oliveira et al. (2017). A presenga de maior endogamia nas populacdes deste
estudo pode estar relacionada a uma menor drea de amostragem dos individuos, e
portanto, maior chance dos individuos amostrados apresentarem maior grau de

parentesco entre si.
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Tabela 4. Estimativas médias dos parametros de diversidade genética e indice de
fixagdo (F) estimados a nivel de espécies para individuos de Astrocaryum aculeatum,
Astrocaryum acaule e possiveis hibridos interespecificos naturais.

L. Espécies
Estatistica
A. aculeatum Hibridos A. acaule

N 39,778 2,000 37,556
Na 15,333 2,667 16,778
Ng 7,176 2,519 5227
Ne 6,222 0,444 7,889
I 2,152 0,847 2,138
P (%) 100,00 77,78 100,00
Hg 0,813 0,500 0,795
Ho 0,428 0,444 0,363
F 0,485 0,162 0,550

N ¢ o niimero de individuos adultos utilizados para os parametros estimados; N, ¢ o nimero médio de
alelos por loco; Ng ¢ o nimero médio de alelos efetivos; Np ¢ o numero de alelos privados; I é o indice de
diversidade de Shannon; P ¢ a porcentagem de locos polimorficos; Hg € a heterozigosidade esperada; Hp
¢ a heterozigosidade observada; e F ¢ o indice de fixagdo e calculado como F = (Hg - Ho) / Hg,
representando a endogamia dentro da populagio.

O teste do qui-quadrado para o Equilibrio de Hardy Weinberg (EHW) rejeitou a
hipotese de existéncia de panmixia nas populacdes das duas espécies, indicando a
ocorréncia de cruzamentos seletivos nas populagdes amostradas. Neste caso, a falta de
aderéncia do EHW detectada por todos os locos também pode indicar falta de
aleatoriedade nesses cruzamentos, pela dispersdo geografica irregular. Entretanto para
os hibridos, ndo houve desvios significativos de EHW para os nove locos, sendo dois

locos monomorficos (Tabela 5).
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Tabela 5. Teste do qui-quadrado (X*) para Equilibrio de Hardy Weinberg (EHW) em
genotipos amostrados de Astrocaryum aculeatum, Astrocaryum acaule e em possiveis
hibridos interespecificos naturais.

A. aculeatum Hibridos A. acaule
Locos > 3 >
GL X GL X GL X

Aac01 210 449,711%* 1 2,000™ 190 497,975%%*
Aac02 36 54,975% 3 4,000™ 55 206,822
Aac03 300 475,444 3 4,000™ 190 434,327
Aac04 136 162,237" 6 6,000™ 78 109,652*
Aac06 21 70,122%* 3 4,000™ 105 321,222%*
Aacl0 105 460,476%* 3 4,000™ 120 575,640%*
Tuc02 136 534,652%* Monomérfico 210 573,964%*
Epr08 136 209,079%* 6 6,000™ 190 525,227%*
Eprl3 45 369,000%* Monomoérfico 105 518,000%*

GL ¢ o grau de liberdade; X ¢é a estimativa do qui-quadrado; ™ - ndo significativo * - significativamente
diferente do HWE em p <0,05" ** - p <0,01, respectivamente.

Os resultados das estatisticas F de Wright (1951) para os novos locos e espécies
consideradas, mostraram que a endogamia total (Fir) foi de 0,607, a estimativa da
endogamia devido ao sistema reprodutivo (Fig) foi de 0,594, valor bem maior que a
endogamia devida a subdivisdo (Fsr- 0,030) (Tabela 6). A baixa estimativa de Fsr
indica que ndo existe divergéncia genética significativa entre as populacdes dessas
espécies. Fato também observado na AMOVA, que apresentou diferenciagdo genética
entre espécies de apenas 4%. Entretanto, nossa amostragem ¢ apenas uma parcela da
distribuicdo real de 4. acaule e A. aculeatum, que provavelmente, passam por uma
descontinuidade biogeografica, devido a efeitos de vicaridncia. Ramos (2014) e Lima et
al. (2020) observaram uma moderada estrutura populacional para A. aculeatum nos
municipios proximos a cidade de Manaus (Presidente Figueiredo e Rumo Certo) e nas
populagdes de A. acaule, com base em marcadores moleculares SSR e AFLP,

respectivamente.
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Tabela 6. Estimativas da estatistica F de Wright (1951) e particdo da variacdo genética
a partir de quatro locos microssatélites para Astrocaryum aculeatum, Astrocaryum
acaule e em possiveis hibridos interespecificos naturais.

Fis Frr Fsr
Sob todos os locos 0,594 0,607 0,030
Probabilidade (P) 0,001 0,001 0,001
AMOVA
Var. entre espécies 4%
Var. dentro da espécie 96%

Em geral os baixos niveis de diversidade genética exibidos nas espécies
estudadas podem ser resultado de eventos estocasticos, vicaridncia, deriva genética,
gargalos da populagdo ou a propria endogamia, o que segundo Namoff et al. (2011) ¢
esperado em casos de populagdes com maior nimero de homozigotos aliado a valores
positivos para o Fs.

Nossos resultados indicam maior diversidade genética em A. aculeatum que em
A. acaule. Quando comparados as principais palmeiras tropicais de importancia
comercial, A. acaule apresentou baixos valores de diversidade (Hp), juntamente com
Mauritia flexuosa, Acrocomia aculeata, A. murumuru, Elaeis oleifera e Astrocaryum
paramaca (CASTRO et al., 2020; MENGISTU et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017,
CAMACHO-VILLALOBOS et al., 2021). Em contrapartida, 4. aculeatum apresentou
niveis moderados de heterozigozidade (HO) quando contraposto a outros trabalhos com
amostragem mais abrangente e de espécies com altos indices de diversidade genética,
tais como; Oenocarpus mapora, Cocos nucifera, Euterpe edulis, Euterpe oleraceae,
Oenocarpus bataua, Bactris gasipaes, FEuterpe precatoria e Astrocaryum jauari
(MOURA et al., 2015; LOIOLA et al., 2016; MORAES et al., 2020; OLIVEIRA et al.,
2010; OTTEWELL et al., 2012; ALVES-PEREIRA et al., 2012; RAMOS ¢t al., 2021;
OLIVEIRA et al., 2014) (Tabela 7).
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Tabela 7. Lista das principais espécies de palmeiras amazonicas de valor comercial, segundo diversidade genética baseada em locos

microssatélites.

Significancia da espécie Organismo Nome popular N Locos A Na HO HE Autor
Elaeis oleifera Caiaué 72 12 143 11,92 0,37 0,69 Camacho-Villalobos et al. (2021)
Banco de Germoplasma Cocos nucifera Coqueiro 90 25 125 6,57 040 0,53 Loiola et al. (2016)
Oenocarpus mapora Bacabai 88 5 8 17 0,40 0,48 Moura et al. (2015)
Oenocarpus bataua Pataua 502 12 - 13,1 0,67 0,66 Ottewell et al. (2012)
Acrocomia aculeata Macauba 192 18 38 54 0,20 0,39 Mengistu et al. (2015)
Euterpe edulis Palmiteiro 208 8 - 2,38 0,48 048 Moraes et al. (2020)
Importancia Econémica Euterpe precatoria Agai-do-Para 377 12 211 17,6 0,72 0,66 Ramos et al. (2021)
Euterpe oleraceae Agaizeiro 116 7 42 6,0 0,54 0,75 Oliveira et al. (2010)
Bactris gasipaes Pupunha 96 11 144 13,09 0,67 0,82 Alves-Pereira et al. (2012)
Mauritia flexuosa Buriti 100 13 220 9,5 0,15 0,65 Castro et al. (2020)
Astrocaryum jauari Jauari 90 12 46 4,22 0,74 0,59 Oliveira et al. (2014)
Astrocaryum acaule Tucumai 44 9 16,77 0,36 0,79
Astrocaryum aculeatum Tucuma-do-Amazonas 46 9 215 15,33 0,42 0,81 Presente estudo
Astrocaryum aculeatum  Tucuma-do-Amazonas 244 12 81 7,05 0,58 0,55 Ramos et al. (2016a)
Importancia Economica no género Astrocaryum Astrocaryum aculeatum  Tucuma-do-Amazonas 218 12 101 10,10 0,63 0,55 Ramos. (2014)
Astrocaryum aculeatum  Tucumd-do-Amazonas 40 14 - 3,55 0,52 049 Ramos et al. (2012)
Astrocaryum aculeatum  Tucuma-do-Amazonas 76 - 3,13 0,34 0,35
Astrocaryum murumuru Murumuru 57 - 2,83 0,30 0,33 Oliveira et al. (2017)
Astrocaryum paramaca - 58 - 241 0,38 0,30
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Estrutura genética e discriminacao de hibridos interespecificos

Pelo dendrograma (Figura 9) e agrupamento de Tocher (Tabela 8) ndo houve
uma clara separacdo dos individuos de acordo com a espécie da qual pertencem. A
inclusdo de um maior numero de locos nas analises pode auxiliar na detec¢do de maior
estruturacao nas populacdes. Os possiveis hibridos interespecificos naturais também nao
se agruparam de forma isolada em relagdo aos demais individuos analisados. No método
de otimizacdo de Tocher observou-se a formagdo de 11 grupos, sendo um deles
composto apenas por um unico genotipo (grupo 11), e os demais grupos compondo
entre 2 a 28 genotipos, totalizando assim 92 genoétipos entre 4. acaule, A. aculeatum e
os supostos hibridos.

Para determinar os padrdes genéticos de diferenciagdo e subestruturagdo
populacional, foi realizada a analise bayesiana pelo programa Structure (ver 2.3.4) e, de
acordo com o método AK descrito por Evanno et al. (2005), os gendtipos de A.
aculeatum, A. acaule e os dois hibridos foram atribuidos a dois grupos (K =2 e K = 3)
(Figura 10 B e D). A visualizagdo grafica da estrutura populacional pelo pela analise de
escalonamento multidimensional nao-métrico (Figura 10 E), ndo permitiu agrupar
eficientemente os individuos de mesma espécie.

Contudo, analisando o barplot com K=2 (Figura 10 A), ¢ possivel observar,
claramente, que o individuo ‘“hibrido 01”7, confirmado previamente por registro
fotografico, apresenta similaridade genética com as duas espécies de Astrocaryum.
Neste barplot existem também outros individuos com mesmo perfil genético, contudo
todos foram confirmados em suas respectivas espécies em campo, por chave de
identificacdo botanica (KHAN, 2008). No barplot K=3 (Figura 10 C), ainda existe uma
grande similaridade entre as espécies, mas o individuo “hibrido 01” continua a
apresentar uma pequena parcela da carga genética de ambas. Deste modo, os resultados
sugerem que os locos microssatélites utilizados, indicam grande similaridade génica
entre A. aculeatum e A. acaule e que estas populagdes amostradas podem refletir uma

linhagem evolutiva comum.
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Figura 9. Dendrograma gerado pelo programa MEGA X, com base na distincia genética obtida pelo
programa GenAlEx v.6.5 (Peakall ¢ Smouse, 2012) e método de agrupamento “Neighbor-Joining” em
gendtipos de Astrocaryum aculeatum (circulo amarelo), Astrocaryum acaule (quadrado vermelho) e
possiveis hibridos interespecificos naturais (tridngulo verde). Coeficiente de correlagdo cofenética: r =
0,5417.

Tabela 8. Agrupamento dados genotipos de Astrocaryum pelo método de otimizagdo de

Tocher.

Grupos Genotipos Total
1 6,23,4,22,16,38,91, 37,41, 53, 70, 48, 61, 5, 20, 27, 47, 43, 39, 88, 67, 54, 92, 55, 28

60, 30, 44, 28

2 10, 18, 13, 2,72, 9, 1, 40, 56, 68, 57 11
3 21,77,59, 75, 52, 36, 65, 80, 64, 3, 89, 17, 35, 14, 24, 33, 62 17
4 45, 73, 51, 25, 34, 63, 42, 90 8
5 15, 69, 66, 29, 71, 83 6
6 58,87,7,8,76,84,12, 11 8
7 32,49 2
8 46, 86, 79, 31, 19, 50 6
9 74, 78, 81 3
10 82,85 2
11 26 1
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A) membership probability B)
o ° o Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

A. acaule -

- Hibrido 01
- Hibrido 02

hibridos -

A. aculeatum -

c) membership probability D) Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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hibridos -
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R =03886 .
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Figura 10. Estrutura populacional de 92 gendtipos do género Astrocaryum. A) A. aculeatum, possiveis
hibridos interespecificos e A. acaule obtida a partir do programa Structure, segundo K=2. B) Numero de
agrupamentos K = 2 com base no AK de Evanno et al. (2005). C) 4. aculeatum, possiveis hibridos
interespecificos e 4. acaule obtida a partir do programa Structure, segundo K=3. D) Numero de
agrupamentos K = 3 com base no AK de Evanno et al. (2005). E) Analise de escalonamento
multidimensional ndo-métrico das distancias genéticas entre genotipos do género Astrocaryum.



78

Apesar dos locos utilizados neste trabalho foram desenvolvidos especificamente
para A. aculeatum (RAMOS et al., 2012), e testados para A. acaule a partir de testes de
amplificacdes heterdlogas (cruzadas). Alguns autores apontam que com o aumento da
distancia filogenética, pode haver diminui¢do da eficiéncia das amplificagdes cruzadas,
assim como um aumento de aparecimento de alelos nulos, homoplasias, incongruéncias
taxonomicas e queda da diversidade genética entre os locos (YUE et al., 2010;
MORAES et al., 2012; YUN et al., 2021).

No presente estudo, foram utilizados também locos espécie-especificos para
Euterpe precatoria (RAMOS et al., 2016b) que obtiveram amplifica¢des positivas para
ambas as espécies de Astrocaryum. Yun et al. (2021) utilizando marcadores SSR para
discriminar um complexo de espécies hibridas, observou uma grande quantidade de
locos monomorficos e compartilhamento dos mesmos alelos entre as espécies-alvo e os
hibridos, tornando limitado o uso de alguns locos para o diagndstico. O mesmo
fenomeno pode ter ocorrido para os locos utilizados nesse estudo, evidenciado pela
grande similaridade entre os agrupamentos (barplots) do programa Structure. Também,
o baixo ntimero de amplificagdes satisfatorias durante as fases preliminares de bancada,

dificultou a selecdao de locos microssatélites diagnosticos viaveis.

Citometria de Fluxo

O conteudo de DNA nuclear dos genoétipos de 4. aculeatum variou de 3,6725 a
4,2400 pg, e 3,8000 a 4,1900 pg em A. acaule (Tabela 9 e Figura 11). Todas as amostras
apresentaram coeficientes de variagdo (CV) adequados, variando de 1,88 a 4,09%.
Segundo Galbraith et al. (2002), os coeficientes de variagdo até 5% podem ser tomados
como aceitaveis devido ao alto grau de resolucdo da citometria de fluxo. Todavia, ¢é
possivel observar que os hibridos apresentaram maiores CVs do que aqueles obtidos em
A. acaule e A. aculeatum, sendo que, quanto menor o CV menor ¢ a largura do pico
(Figura 12) e maior ¢ a precisdo dos resultados da citometria de fluxo.

Em relacdo aos valores médios observados dentro das espécies e hibridos, a
analise de comparacdo multipla identificou que o hibrido 1 (gendtipo 47) apresenta,
estatisticamente, o maior conteido de DNA (4,15 pg), seguido de 4. acaule (4,03 pg) e
A. aculeatum e o hibrido 2 (genotipo 48) (3,90 pg). Se for analisado exclusivamente e

somente o conteudo de DNA (Figura 11 e 12) pode-se concluir de que o hibrido 2 trata-
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se de um gendtipo de A. aculeatum, enquanto o hibrido 1, que apresenta conteudo de
DNA, significativamente superior as demais espécies, possui maior probabilidade de se

constituir como um hibrido interespecifico.

Tabela 9. Conteudo 2C de DNA estimado por citometria de fluxo com seus respectivos
coeficientes de variacdo em gendtipos de Astrocaryum acaule, Astrocaryum aculeatum

e em possiveis hibridos interespecificos naturais.

Espécie Genotipo Contetido de DNA (pg) CV (%)

1 3,8000 b * 2,03 a

2 3,8625 b 2,55a

A. acaule 3 4,1425d 2,18a
4 4,1900 d 1,99 a

5 4,1775d 2,28 a

1 3,6725a 2,34a

2 3,7400 a 2,86b

A. aculeatum 3 3,8200 b 2,20 a
4 4,0700 c 2,17a

5 4,2400 d 1,88 a

Hibrido 1 1 4,1575d 3,14b
Hibrido 2 1 3,9050 b 4,09 ¢

*Letras iguais indicam grupos formados pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade.

4.l2 .
] (Intervado da célula)

42 7

41 -

41 (Intervado da célula)

4,0 -

4,0 -

(Intervado da célula) (Intervado da célula)

3,9 -

Contetido de DNA (pg)

3,9 -

3,8 -

3,8 -

A. acaule A. aculeatum Hibrido 1 Hibrido 2

Figura 11. Conteido de DNA médio estimado por citometria de fluxo em Astrocaryum acaule,
Astrocaryum aculeatum e em possiveis hibridos interespecificos naturais. Médias seguidas de mesma
letra, em cada coluna, pertencem a um mesmo grupo de acordo com o critério de agrupamento de Scott e

Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 12. Histogramas obtidos para as quantidades de DNA nuclear de germoplasmas de Astrocaryum
acaule, Astrocaryum aculeatum e de possiveis hibridos interespecificos naturais. Os conteidos de DNA
(Mpb - Megapares de base) sdo apresentados no eixo das abscissas ¢ o numero de nutcleos lidos por

fluorescéncia se encontram no eixo das ordenadas.

A maior parte da informagdo disponivel na literatura, acerca da quantidade de
DNA nuclear em palmeiras, foi obtida por meio de microdensitometria por coloracdo
com Feulgen (ROSER et al, 1997). Os autores observaram ampla variacdo na
quantidade de DNA dentre as espécies diploides, de 3,89 a 55,62 pg. Os poliploides
indificados para esta familia demonstraram valores acima de 156,4 pg. Assim, os
valores de DNA estimados no presente trabalho, estdo mais proximos dos observados
para os genomas das espécies diploides.

Ainda sdo poucos os trabalhos de citometria de fluxo na familia Arecaceae.
Dentre estes, sdo citados o de Oliveira (2016) que confirmou estimativas diferentes de
tamanho do genoma para trés espécies do género FEuterpe a partir das medidas
citogenéticas. Oliveira et al. (2012) também identificaram diferenca significativa na
quantidade de DNA nuclear em espécies no género Oenocarpus. Para a palmeira Elaeis

guineenses, Srisawat et al. (2005) encontraram valores em cultivares que variavam 2C =
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3,24 a 3,76. Abreu et al. (2011) e Freitas Neto et al. (2016) descreveram para Acrocomia
aculeata, um genoma de tamanho 2C = 5,81 pgm, de células em G1, e de 2C = 5,75 pg
para acessos de Cocos nucifera, respectivamente.

Em relagdo ao género Astrocaryum, Oliveira et al. (2013) quantificaram por
citometria de fluxo a quantidade 2C de DNA nuclear em gendtipos de A. vulgare, A.
mururmuru e A. aculeatum, obtendo valores variando de 4,58 pg a 4,71 pg entre as
espécies. Neste caso, os autores relataram a presenga de 20% a mais de DNA nuclear
em A. aculeatum (4,71 pg) se comparado aos resultados do presente trabalho na mesma
espécie (3,90 pg) (Tabela 10). Os resultados sdo inéditos para A. acaule e possivel
hibrido interespecifico entre A. acaule e A. aculeatum, podendo ser utilizados como
ferramenta auxiliar na taxonomia deste grupo e na caracteriza¢do de acessos em bancos

ativos de germoplasma.
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Tabela 10. Lista das principais espécies de palmeiras amazonicas de valor comercial,
segundo tamanho dos genomas em Gigabase (taxa de conversdo 1 pg = 978 Mb) e

conteudo 2C, obitidos por citometria de fluxo.

Conteudo Conteudo

Organismo Nome popular (Gigabase) 2C CV (%) Autor

Euterpe edulis Palmito 4GB 4,08 pg
Euterpe oleraceae Acai-do-Para 4.13GB 4,22 pg 0,52 Oliveira et al. (2016)
Euterpe precatoria Acai-do-Amazonas 4,61 GB 4,71 pg
Oenucarpus bataua Pataua 6,31 GB 6,46 pg 0,71
Oenucarpus mapora Bacabi 6,33 GB 6,48 pg 0,7
Oenucarpus minor Bacabinha 6,80 GB 6,96 pg 0,49 Oliveira, (2012)
Oenucarpus distichus Bacaba de leque 6,40 GB 6,55 pg 0,71
Oenucarpus bacaba Bacabao 6,64 GB 6,79 pg 0,81
Elaeis guineensis Dendezeiro 4,61 GB 4,72 pg - Srisawat et al., (2005)
Acrocomia aculeata Coco-de-espinho 5,68 GB 5.81 pg 3,18 Abreu et al., (2011)
Cocos nucifera Coqueiro 2,72 GB 5.57 pg 32 Freitas-Neto et al., (2016)
Astrocaryum murumuru Murumuru 4,50 GB 4,61 pg
Astrocaryum vulgare Tucuma-do-Para 4,47 GB 4,58 pg - Oliveira et al., (2013)
Astrocaryum aculeatum Tucuma-do-Amazonas 4,60 GB 4,71 pg
Astrocaryum aculeatum Tucuma-do-Amazonas 3,81 GB 3,90 pg 2,86

Presente estudo
Astrocaryum acaule Tucumai 3,94 GB 4,03 pg 2,55

Principais caracteristicas morfologicas do hibrido interespecifico

Corroborando a identificagdo molecular dos marcadores microssatélites e a
citometria de fluxo, os registros fotograficos evidenciam a natureza hibrida do exemplar
“hibrido 01” (Figura 13). Na éarea do Taruma-Ac¢u, em Manaus, AM, onde todos os
genotipos deste estudo foram amostrados, o individuo estava presente em uma area de
sub-bosque, parcialmente sombreada. A maior parte da sua estirpe apresentava poucos
espinhos, quando comparados aos nos e entren6és de um 4. aculeatum. Ninhos de
inseto (Isoptera) e trepadeiras (Philodendron appendiculatum) foram observadas ao
longo da estirpe (Figura 13 A e E). A maior parte das suas espartas ja estavam
apodrecidas e apenas poucos frutos em processo de maturagdo estavam presentes
(Figura 13 B e C). Os frutos maduros tinham cerca de 63 mm de comprimento, com
forma muito similar aos frutos de A. acaule, mas com dobro de tamanho (35 mm) ¢
chegando proximo aos 65 mm de um fruto maduro de A. aculeatum (Figura 13 D).
Quanto a altura, o hibrido apresenta cerca de 3,4 metros, gendtipos de A. acaule em

torno de 1 metro e genotipos de 4. aculeatum chegando aos 8,5 metros (Figura 14).
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Figura 13. Caracteristicas do hibrido interespecifico entre Astrocaryum acaule e Astrocaryum aculeatum,
confirmado por analises genéticas. A) Aspecto do individuo “hibrido 01”. O exemplar encontra-se em
area de sub-bosque pouco sombreada, rodeado de outros individuos de 4. aculeatum (seta vermelha). B —
C) Frutos em fase de maturagdo e raquilas contendo frutos. D) Comparagdo do tamanho dos frutos das
trés espécies. Nota-se o tamanho intermediario dos frutos do hibrido interespecifico, mesmo em estado
final de maturacdo. E) “Hibrido 01” antes da coleta do material foliar, servindo de substrato para a
trepadeira Taja Imbé (Philodendron appendiculatum) e ninho de cupim, subordem Isoptera (seta

vermelha). Esparta contendo poucos frutos em maturagio (seta branca).



84

Figura 14. Caracteristicas dos gen6tipos de tucuma amostrados na 4rea do Tarumd, em Manaus — AM. A)
Hibrido interespecifico identificado por marcadores moleculares e citometria de fluxo. B) Genoétipo de

Astrocaryum acaule. C) Gendtipo de Astrocaryum aculeatum.

Sincronizagao do periodo de florescimento

Para a formacdo dos hibridos interespecificos € necessario um periodo de
sobreposi¢ao nos tempos de floragdo entre as espécies, assim como compatibilidade das
estruturas florais. As plantas de A. acaule florescem e frutificam durante quase todo o
ano (ANDRADE et al., 2020). Entretanto, na regido de Manaus, o florescimento
ocorreu em dois periodos, sendo o primeiro com inicio em junho até meados de agosto e
o segundo entre meados de novembro a janeiro. Todavia, a formagdo de frutos maduros
ocorreu entre os meses de setembro a junho (Figura 15 A). Costa et al. (2005) apontam
que em plantas de 4. aculeatum o periodo de floragdo observado foi de julho a janeiro e
o de frutificacdo de fevereiro a agosto, com pico em abril (época de safra). Também
ocorreu consideravel frutificacdo entre outubro e meados de novembro (entressafra),
sendo comum encontrar plantas produzindo frutos fora destes periodos (Figura 15 B).

No decorrer deste estudo, foi possivel realizar o registro fotografico de apenas
um individuo, o hibrido interespecifico (hibrido 01). Esse registro realizado ao final de
junho de 2019, constatou também plantas que apresentavam espatas com frutos, o que
viabilizou a comparagdo visual dessas plantas com as de A. aculeatum e A. acaule

(Figura 13). Nesse cendrio, acreditamos a distribuicdo dessas duas espécies simpatricas,
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aliado a sincronizagdo do periodo de floragdo, fornece condigdes muito favoraveis para
a hibridacdo interespecificas entre as mesmas (Figura 15). Contudo, a observacdo de
baixa frequéncia de hibridos nas popula¢cdes amostradas pode estar associada a
dificuldade de discrimina-los de outros individuos juvenis de A. aculeatum. Neste
aspecto, ressalta-se que a produgdo de frutos de A. aculeatum inicia apds 5 a 7 anos do
fim da germinacdo das sementes e poucos juvenis apresentaram cachos com frutos,

ajudando nessa diferenciagdo (COSTA et al., 2005).
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Figura 15. Periodos de florescimento e produgido de frutos no periodo de 12 meses. A) Astrocaryum

acaule (vermelho). B) Astrocaryum aculeatum (azul). Modificado por Costa et al. (2005).

Analise de elementos quimicos por TXRF

A partir das analises do tecido foliar das plantas de A. aculeatum (n = 9), A.
acaule (n = 7) e seu hibrido interespecifico, foi possivel detectar 23 elementos
quimicos: Magnésio (Mg), Potassio (K), Enxofte (S), Fosforo (P), Calcio (Ca), Cloro
(Cl), Ferro (Fe), Manganés (Mn), Zinco (Zn), Cobre (Cu), Niquel (Ni), Cobalto (Co).
Silicio (Si), Titanio (Ti), Selénio (Se), Itrio (Y), Galio (Ga), Iodo (I), Bromo (Br),
Rubidio (Rb), Estroncio (Sr), Cromo (Cr), Arsénio (As) (Tabela 11). Os elementos
foram divididos em grupos segundo sua exigéncia no metabolismo vegetal tais como;

macronutrientes, micronutrientes, elementos benéficos e elementos trago.
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Tabela 11. Médias dos teores (mg.kg-1) dos componentes inorganicos em folhas de

Astrocaryum acaule, Astrocaryum aculeatum e hibrido interespecifico.

Componente Inorgénico

Natureza do elemento

A. acaule

A. aculeatum

Hibrido 01

Teor de tecido foliar (mg kg-1)

Magnésio (Mg) 2616,83 a 3408,29 b 2450,00 ab
Potassio (K) 8360,50 a 5136,20 b 6884,00 ab
Enxofre (S) Macronutriente 2908,40 a 2743,60 a 48438,00 a
Fosforo (P) 1451,00 a 1134,67 b 2149,00 ab
Calcio (Ca) 681,70 a 1311,53 b 1083,00 ab
Cloro (Cl) 318380 a 1926,73 b 952,90 ab
Ferro (Fe) 3841 a 33,87b 29,02 ab
Manganés (Mn) 2791a 39,06 b 26,78 ab
Zinco (Zn) Micronutriente 30,79 a 30,85b 28,41 ab
Cobre (Cu) 542a 4,10b 7,34 ab
Niquel (Ni) 0,96 a 1,21b 0,92 ab
Cobalto (Co) 0,40 a 0,16 b 0,40 ab
Silicio (Si) 30336000,00 a 29801111,00b 23580000,00 ab
Titanio (Ti) 3,30 a 4,02b 3,25 ab
Selénio (Se) Elementos benéficos 1072 6.10 0.50a
ftrio (Y) 1,47 a 0,27 b 0,00 ¢
Galio (Ga) 204,73 a 212,02 b 212,50 ab
Todo (1) 138,41 a 137,54 b 126,10 ab
Bromo (Br) 28,99 a 26,79 b 16,30 ab
Rubidio (Rb) Elemento traco 31,66a 18,33 b 12,15 ab
Estroncio (Sr) 4,07 a 7,61 b 10,56 ab
Cromo (Cr) 0,49 a 1,40 a 041a
0,00 a 0,66 b 0,00 a

Arsénio (As)

Significativo a 5% por teste T de homogeneidade ndo paramético.

Os valores médio dos elementos inorganicos foram estatisticamente diferentes
entre A. acaule e A. aculeatum (Tabela 11). Contudo, apenas o hibrido interespecifico
ndo apresentou diferencas significativas quando comparados as duas espécies. Esse
mesmo padrdo foi apresentado a maior parte dos elementos, com exce¢do do Enxofre
(S), Selénio (Se) e Cromo (Cr). O Silicio (Si), Potassio (K) e o Enxofre (S) foram os
elementos mais abundantes no tecido foliar. As espécies do género Astrocaryum sao
notadamente conhecidas por serem poucos exigentes por solos muitos ferteis, com alta
concentracdo de nutrientes, e portanto, possui elevada tolerancia a solos degradados,
ocupa ambientes de capoeira e floresta secundaria (FAO, 1987). Quanto a importancia

desses macronutrientes nas principais culturas amazodnicas, ¢ bem estabelecido que o
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fosforo (P), as bases trocaveis (Ca, Mg e K) e poucos micronutrientes (B) sdo os
principais elementos limitantes no crescimento vegetal (SILVA et al., 2006; CAMARA-
LERET et al., 2017). O hibrido adsorveu uma maior quantidade de fosforo que as outras

duas espécies.
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Figura 16. Boxplot da dispersdo e médias entre os macronutrientes magnésio (Mg), potassio (K), enxofre
(S), fosforo (P) e calcio (Ca). Caixas mostram os quartis de 25 e 75%, barras mostram os quartis de 10 e
90%, quadrados cheios mostram a mediana, circulos vazios mostram outliers. Significativo a 5% pelo

teste ndo paramétrico Mean-Whitney.

Quanto aos micronutrientes, os elementos encontrados em maiores ¢ menores
concentragdes nos tecidos foliares foram o Cloro (Cl) e o Cobalto (Co), repectivamente
(Tabela 11 e Figura 17). Normalmente, as cultivares apresentam baixo deficiéncia de
Cloro devido a sua abundincia no solo e no ar, contudo o excesso comumente

desencadeia processos de estresse hidrico (CRUZ et al., 2006).
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Figura 17. Boxplot da dispersdo e médias entre os micronutrientes Cloros (Cl), Ferro (Fe), Manganés
(Mn), Zinco (Zn), Cobre (Cu), Niquel (Ni), Cobalto (Co). Caixas mostram os quartis de 25 e 75%, barras
mostram os quartis de 10 e 90%, quadrados cheios mostram a mediana, circulos vazios mostram outliers.

Significativo a 5% pelo teste ndo paramétrico Mean-Whitney.
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Entre os clementos benéficos, o Silicio (Si) foi encontrado em maiores
concentragdes nos gendtipos analisados e o Itri (I) ndo foi detectado no hibrido
interespecifico (Tabela 11 e Figura 18). Esses elementos ndo sdo listados nos critérios
de essencialidade nutricional de plantas, sendo alguns de baixa mobilidade no solo, mas
possuem efeitos benéficos no desenvolvimento do vegetal, ganho de produtividade,
reforco no combate ao estresse oxidativo por radicais livres (MARTINEZ et al., 2009;

MENEGALE et al., 2015; BACILIERI, 2015; VILELA, 2015).
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Figura 18. Boxplot da dispersdo e médias entre os elementos benéficos Silicio (Si), Titanio (Ti), Selénio
(Se), itrio (Y). Caixas mostram os quartis de 25 e 75%, barras mostram os quartis de 10 e 90%, quadrados
cheios mostram a mediana, circulos vazios mostram outliers. Significativo a 5% pelo teste ndo

paramétrico Mean-Whitney.

Os elementos trago Galio (Ga) e lodo (I) apresentaram as maiores concetragdes
médias e o Arsénico (As) ndo foi detectado em A. acaule ¢ no hibrido (Tabela 11 e
Figura 19). Os elementos trago também s3o nomeados como micro-contaminantes ou
ndo essenciais, por serem, potencialmente toxicos € nio serem necessarios no

metabolismo bioldgico. Diferente dos elementos Cromo (Cr), Zinco (Zn), Cobalto (Co),



90

Manganés (Mn) e Ferro (Fe) que sdo necessarios em por¢des de microgramas ou
nanogramas. O Mercurio (Hg), Chumbo (Pb), Arsénico (As), Cadimio (Cd), Titanio
(Ti), Estanho (Sn) e Tungsténio (W) sdo classificados como toxicos (REBELO et al.,
2020).

Na analise de agrupamento (UPGMA) (Figura 20), nenhuma formacao de
grupos definidos para ambas as espécies foi observado. Nao foram observadas também
diferengas significativas entre as médias dos tratamentos pelo teste T ndo paramétrico.
Nas andlises de escalonamento multdimensional ndo-métrico ¢ de componentes
principais (PCA) (Figuras 21 e 22), o posicionamento do hibrido centralizado préximo
aos quadrantes e dentro das elipses pode indicar sua similaridade com as duas espécies,
com relagdo a sua composi¢do quimica do tecido foliar.

Acredita-se que o hibrido interespecifico apresenta necessidades nutricionais
muito similares as das duas outras espécies de Astrocaryum, aumentando ainda mais a
pressdo seletiva contra sua viabilidade na natureza. Espécies simpatricas podem formar
hibridos, mas a presenca de uma zona hibrida pode ser de dificil identificagdo ou
inexistente. Apesar do baixo niimero amostral usado no TXRF, determinou-se valores
meédios de exigéncia nutricional do hibrido interespecifico A. aculeatum x A. acaule,
que servirdo de comparagdo para outros eventuais exemplares. Para posteriores planos
de manejo visando o uso comercial desse hibrido, sugerem-se mais analises envolvendo
a mobilidade e concentragdo dos elementos quimicos no sistema solo-raiz-folhas

durante diferentes épocas do ano.



mgKg

J— g ° °
g4 &
°
Q
° 8- a
§ 1 Rl T
°
2
w 8
& = Q
o o
x
? 2 _ §
o | 8 : 8
~ - 0
s 8 1
H o
8 - 3 ; x
8 - ol I o 5 6'd A R <
Gélo lodo Bromo
° : :
o
&
o o
- Ll
w w w
e o o~
H °
o o
~ ~
o H o
£e 2 ' 2
w o
o o
w
; w w ———
: © ° :
° — o s e
o o
Estrdncio Cromo

91

Figura 19. Boxplot da dispersdo e médias entre os elementos trago Galio (Ga), lodo (I), Bromo (Br),

Rubidio (Rb), Estroncio (Sr), Cromo (Cr), Arsénico (As). Caixas mostram os quartis de 25 e 75%, barras

mostram os quartis de 10 e 90%, quadrados cheios mostram a mediana, circulos vazios mostram outliers.

Significativo a 5% pelo teste ndo paramétrico Mean-Whitney.
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Figura 20. Analise de agrupamento (UPGMA) a partir da distancia euclidiana média entre sete genotipos
de 4. acaule, nove gendtipos de A. aculeatum e um hibrido interespecifico, com base em andlises de
elementos quimicos presentes no tecido foliar. Coeficiente de correlagdo cofenética: r = 0,8879. A linha
horizontal tracejada representa o corte estimado pelo método de Mojema (1977). Al - A. acaule, AC - A.

aculeatum, H - hibrido interespecifico.
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Figura 21. Analise de escalonamento multidimensional ndo-métrico das distancias genéticas entre sete
gendtipos de A. acaule, nove gendtipos de A. aculeatum e um hibrido interespecifico, com base nas

analises elementares de tecido foliar.
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Figura 22. Analise de Componentes Principais (PCA). As elipses indicadas no grafico representam as

regides de confianga para caracterizagdo dos grupos analisados.
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Viabilidade dos hibridos e aspectos ecolégicos

Um dos principais fatores limitantes na viabilidade de hibridos naturais ¢ a
competicdo pelos mesmos nichos dos seus genitores e das demais espécies
estabelecidas, limitando seu niimero na natureza (fitness) (GRAMLICH e HORANDL,
2016; DAGILIS et al., 2019). Muitas espécies vegetais podem apresentar barreiras
reprodutivas pré-cruzamento (ndo formagdo do fruto) e pds-cruzamento (inviabilidade
de sementes), o que aparentemente ndo ¢ regra para A. aculeatum e A. acaule. Outro
facilitador ¢ que grande parcela das espécies de Astrocaryum distribuem-se em
simpatria, ocupando uma distribui¢do geografica sobreposta, com indivuduos
suficientemente proximos (ARNOLD et al., 2012).

Hibrido naturais com o mesmo numero de ploidia dos parentais sdo raros e
tendem a ser inviaveis devido a incompatibilidades cromossdmicas na geracdo Fi1.
Mecanismos alopoliploides decorrentes de hibrida¢do interespecifica sdo os mais
comuns, e apds duplicacdo do genoma vegetal, pode tornar o hibrido fértil com gametas
viaveis (HEGARTY e HISCOCK, 2005). Para A. aculeatum e A. acaule, sdo incipientes
os estudos citogenéticos que fornecem evidéncias mais precisas e que auxiliardo na
comparagcdo ao nivel de ploidia do genoma hibrido. O individuo “hibrido 017,
aparentemente, apresenta grande compatibilidade gendmica com as espécies genitoras,
uma vez que foi observado frutos em estado de maturagdo ainda em campo (Figura 13
A, B, C). Posteriormente, sera necessario determinar os diferentes graus de fertilidade
que esses individuos hibridos terao.

Quanto as relagdes ecoldgicas, espécies de palmeiras dependem de dispersores
naturais para auxiliar o fluxo génico entre suas populagdes. Os coledpteros ¢ as abelhas
representam os principais polizadores das espécies de Astrocaryum (OLIVEIRA et al.,
2003; BACELAR-LIMA, 2004). A baixa especificidade do polinizador pode esta
permitindo a transferéncia de pdlen entre estas espécies, auxiliando a formagdo de
hibridos. Assim como os roedores da espécie Dasyprocta aguti, que sdo os principais
dispersores dos seus frutos (PIRES e GALETTI, 2012), poderdo auxiliar na
disseminac¢do dessas novas linhagens.

Este trabalho pioneiro forneceu a primeira evidéncia cientifica da formacao de
hibridos entre as espécies de palmeira A. acaule e A. aculeatum. As caracteristicas
excéntricas do hibrido 01 podem ser uteis no desenvolvimento de futuros planos de

manejo dessas espécies, uma vez que sua producao comercial atende ainda a um regime
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extrativista, e ndo ha a sistematiza¢do do plantio de tucuma para atender a demanda de
mercado. Mesmo com a escassez de informacOes sobre a viabilidade desses hibridos,
tanto na natureza (valor adaptativo) quanto por manipulacdo fenoldgica, sua
caracteristica hibrida pode abrir a possibilidade do desenvolvimento de individuos de
menor porte que produzem frutos tdo saborosos quanto os de A. aculeatum. Nesse
sentido, ressaltamos a importancia de outros estudos ecologicos, fenoldgicos, genético-
populacionais, gendmicos, nutricionais e do melhoramento genético para essas espécies,
de imenso valor comercial ¢ com grande poténcial mercadolégico para a regido

Amazonica.

CONCLUSOES

Os marcadores microssatélites sdo suficientes para discriminar as espécies de
Astrocaryum acaule, Astrocaryum aculeatum ¢ do seu hibrido interespecifico, mesmo
com grande similaridade genética entre os loci génicos. O individuo “Hibrido 01” é um
hibrido interespecifico e o individuo “Hibrido 02” pertencente a espécie Astrocaryum
aculeatum. A analise citometria de fluxo também demonstra diferengas significativas no
contetdo de DNA (2C) do “Hibrido 01 ¢ “Hibrido 02”.

As populacdes estudadas apresentam alta variabilidade genética, altos nimeros
de alelos por loco, mas alta taxa de endogamia na maioria dos locos estudados e
diversidade entre as populagdes das espécies € baixa. Existe maior diversidade genética
dentro das populacdes de 4. aculeatum que em A. acaule.

As caracteristicas morfologicas de fruto, diferenga na altura das plantas, a
analise multielementar e a analise de conteudo de DNA fortalecem a ideia da existéncia

de pelo menos um hibrido interespecifico natural entre A. aculeatum e A. acaule.
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CAPITULO II. Predicio da distribui¢io geografica das palmeiras amazénicas
Astrocaryum acaule e Astrocaryum aculeatum (Arecaceae)

RESUMO

Astrocaryum aculeatum (tucuma-do-Amazonas) e Astrocaryum acaule (tucuma-i) sdo
palmeiras ndo domesticadas de importancia ecoldgica e para o estrativismo na regido
norte do Brasil e que apresentam peculiaridades, como ampla distribuicdo na Amazodnia,
rusticidade e perenidade. O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito das mudangas
globais na distribui¢do geografica de 4. acaule e A. aculeatum em cendrios climaticos
futuros utilizando a modelagem de nicho ecologico nos biomas brasileiros. As
modelagens foram baseadas em 19 varidveis bioclimaticas, incluindo temperaturas
minimas e maximas e precipitacdo pluvial, obtidos no site do Worldclim. A predigdo de
distribuicdo geografica foi testada para quatro algoritmos: Climate space model,
Envelope Score, Niche Mosaic ¢ Enviromental Distance. As proje¢des futuras foram
avaliadas em dois cendrios diferentes, com tendéncias de concentracdo de GEEs
(Representative concentration pathways) - RCP = 4,5, menos pessimista, e RCP = 8,5,
pessimista, com dois intervalos de tempo (2020-2050 e 2051 -2070). O algoritmo
Environmental Distance, apresentou maior similaridade quanto a distribuicdo da espécie
com a area sob a curva com o valor discriminatorio maximo (1,00). Tanto 4. acaule
quanto A. aculeatum possuem ocorréncia potencial nos cinco biomas Brasileiros
(Amazonia, Pantanal, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica). Os padrdes de dispersdo
foram muito similares entre as duas palmeiras de Astrocaryum, porém A. aculeatum é
menos resistente e sensivel as variagdes climaticas. Ao ponto que 4. acaule pode ser
mais resiliente a essas mudangas, podendo recolonizar a por¢ao sul da Amazonia em
cendrios futuros (2070; RCP 8.5). A modelagem de nicho ecoldgico auxiliou a delimitar
as areas potenciais de A. aculeatum e A. acaule, com base em varidveis ambientais,
climaticas e dados de ocorréncia.

Palavras-chave: Arecaceae, modelagem de nicho climatico, mudangas climaticas.
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ABSTRACT

Astrocaryum aculeatum (Tucuma-do-Amazonas) and Astrocaryum acaule (Tucuma-i)
are non-domesticated palm trees of ecological importance. Furthermore, they are
essential for the practice of sustainable strativism in the northern regions of Brazil
which present peculiarities such as wide distribution in the Amazon, rusticity and
perenniality. The objective of this work was to verify the effect of global changes on the
geographic distribution of A. acaule and A. aculeatum in future climate scenarios
employing ecological niche modeling in Brazilian biomes. The modeling /simulations
were based on 19 bioclimatic variables, including minimum and maximum temperatures
and rainfall, obtained from the Worldclim website. The prediction of geographic
distribution was tested for four algorithms: Climate space model, Envelope Score,
Niche Mosaic and Enviromental Distance. Future projections were evaluated in two
different scenarios with trends in the concentration of GHGs (Representative
Concentration Pathways) - RCP = 4.5, less pessimistic, and RCP = 8.5, pessimistic,
using two times intervals (2020-2050 and 2051-2070). The Environmental Distance
algorithm showed greater similarity regarding the distribution of the species with the
area under the curve having the maximum discriminatory value (1.00). Both 4. acaule
and A. aculeatum have potential for occurrence in the five Brazilian biomes (Amazon,
Pantanal, Caatinga, Cerrado and Atlantic Forest). The dispersal patterns were very
similar between the two Astrocaryum palms. However, A. aculeatum is less resistant
and sensitive to climatic variations. More specifically, 4. acaule may be more resilient
to these changes, being able to recolonize the southern portion of the Amazon in future
scenarios (2070; RCP 8.5). Ecological niche modeling helped to define the potential
areas of 4. aculeatum and A. acaule, based on environmental and climatic variables and
occurrence data.

Keywords: Arecaceae, climate niche modeling, climate change.
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INTRODUCAO

O aquecimento global ¢ constantemente debatido na academia cientifica e na
grande midia, refletindo a preocupacdo coletiva do impacto das mudancas climaticas na
economia e no atual estilo de vida humano. A necessidade de entender o fendmeno,
inicialmente negligenciado gerou varios relatdrios com base cientifica, confeccionados
pelo IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change), fundamentados na queima de
combustiveis fosseis e emissoes de CO, (KHANDEKAR et al., 2005; MOSS et al.,
2010; NAZARENKO et al., 2015).

As consequéncias trazidas pelas mudangas de temperatura globais podem levar a
enormes perdas econdmicas devido a vulnerabilidade das planta¢Ges. Na agricultura, os
principais fatores que podem influenciar a produtividade das colheitas sdo: aumento da
temperatura local, frequéncia das precipitacdes e elevacdo dos niveis de CO, para
fotossintese. Nas florestas tropicais, pode afetar também a distribui¢do das espécies,
ciclo de vida, interagdes biologicas, assim como as praticas extrativistas (NASTIS et al.,
2012; DE SALVO et al., 2013; PRAVEEN e SHARMA, 2019).

Quanto ao impacto econdmico, o aquecimento global afeta diretamente a
produtividade de palmeiras produtoras de 6leos essenciais, pois ¢ uma commodity que
possibilita o faturamento de cerca de $50 bilhdes/ano. As industrias produtoras de 6leos
também contribuem na emissdo de gases do efeito estufa durante preparo dessas terras
para cultivo, a exemplo em paises asiaticos (PATTERSON e LIMA, 2018).

A modelagem de nicho ecoldgico (ENM) auxilia a delimitar a area potencial de
uma dada espécie com base em variaveis ambientais, climaticas e dados de ocorréncia.
Suas principais aplica¢des dentro da ecologia e biogeografia sdo: predicdo dos impactos
do aquecimento global, inferéncia das areas de distribuicdo de espécies alvo e auxilio
em planos de conservacdo (PETERSON et al.,2012; MELO-MERINO et al., 2020).
BECK (2013) propde o uso da ENM na predi¢do de mapas para distribuicdo geografica
de espécies com aptiddo agricola usando o clima e o solo como variaveis preditoras.
ZUQUIM et al. (2020) também ressaltam essa necessidade para as espécies amazonicas.

Grande parte dos artigos publicados com esse tema utilizam os dados
bioclimaticos da plataforma WorldClim, ferramenta gerada a partir de um sistema
integrado do programa pioneiro de modelagem, BioClim (OLIVEIRA et al., 2019;

BOOTH., 2018). Apesar das incertezas nas projecdes geradas entre modelos, maior
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fidelidade pode ser obtida através de uma validagdo estatistica através da curva de AUC
(Area Under the Curve) (WIENS et al., 2009).

As palmeiras sdo conhecidas por sua distribui¢do na faixa tropical, obedecendo
ao gradiente latitudinal de diversidade, com pouca tolerancia a baixas temperaturas.
Contudo, podem ser cultivadas fora de sua area natural em climas mais temperados
(REICHGELT et al., 2018). Segundo Walther et al. (2007), as palmeiras podem ser
usadas como bioindicadores das mudangas climaticas devido & sua expansdo
populacional ter relacdo significativa com o aquecimento (temperatura) das regides
onde ocorrem naturalmente.

Dentre as palmeiras de valor comercial, destacam-se as do género Astrocaryum,
que compde cerca de 40 espécies de palmeiras. Estas palmeiras pertencem a familia
Arecaceae e distribuem-se ao longo de doze paises latino-americanos, abrangendo parte
da América do Sul e América Central (KAHN, 2008). Ocorrem desde areas de terra-
firme, até as proximidades de areas alagadicas. Esta caracteristica ¢ decorrente de sua
notavel aclimatagdo em ambiente com variagdes de clima e solo (SALM et al., 2015). O
padrido de dispersdo pode ter sido influenciado por agdes antropicas (exploracdo e
domesticacdo), roedores dispersores (JORGE e HENRY, 2009; PIRES e GALETTI,
2012; PALMER e KOPROSKI, 2014) e eventos biogeograficos (RONCAL et al., 2013;
RONCAL etal., 2015).

O Astrocaryum aculeatum Mart., conhecida por “tucuma-do-Amazonas”, ¢ uma
das espécies de palmeira apreciada como frutifera na regido norte do Brasil. O uso da
polpa de seus frutos na alimentacdo despertou o interesse regional, no entanto, ¢ uma
espécie considerada ndo domesticada e alvo do extrativismo. 4. aculeatum € muito
comum em florestas secundarias e pouco encontradas em florestas primarias (KAHN e
GRANVILLE, 1992). Cerca de 55% da composi¢do quimica do endocarpo da semente
sdo de oleos vegetais (FAO, 1987).

Em contrapartida, Astrocaryum acaule Mart., conhecida como “tucuma-i”,
possui frutos de tamanho reduzido quando comparados a 4. aculeatum. Apesar dos
frutos serem comestiveis, a semente possui maior relevancia no desenvolvimento de
biojoias, como na fabricagdo de anéis, e suas folhas também usadas para extragdo de
fibras para a producdo de tecidos naturais na regido Amazonica (KAHN e

GRANVILLE, 1992).
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Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi estudar o efeito das mudangas globais
na distribuicdo geografica de 4. acaule e A. aculeatum em cenarios climaticos futuros

utilizando a modelagem de nicho ecoldgico (ENM) nos principais biomas brasileiros.

MATERIAL E METODOS

Os pontos de ocorréncia de A. acaule e A. aculeatum foram extraidos das
publicacdes disponiveis no Centro de Referéncia em Informacdo Ambiental - CRIA
(CRIA, 1999) no site (http://splink.cria.org.br). Essa matriz foi gerada para todo
territorio brasileiro, eliminando-se coordenadas com registro de presenga em outros
paises, pontos discrepantes (outliers), coordenadas invertidas, e que ndo corroboravam
com as informagdes de distribui¢do natural das espécies.

O total de 19 variaveis bioclimaticas (Tabela 12) foram usadas para estimar as
ocorréncias na modelagem de nichos, incluindo temperaturas minimas e maximas e
precipitacdo pluvial. Os dados do periodo base ("dias presente") foram os registrados
entre 2009 e 2019 e cenarios futuros foram projetados para 2050 e 2070, todos obtidos
no site do Worldclim (www.worldclim.org) (HIJMANS et al., 2005; KUMAR e
STOHLGREN, 2009). Sobre essa base, foram seguidas as tendéncias do quarto relatorio
do Painel Intergovernamental de Mudangas Climaticas (AR4/IPCC) (IPCC, 2007),
sendo um cenario mais pessimista, com nenhuma manuteng¢do e controle das emissoes
de gases do efeito estufa (GEE) (RCP 8.5), e outro cenario de menores emissoes, ou
menos pessimista (RCP 4.5) (NAKICENOVIC et al., 2000). Além disso, foi aplicado o
teste de Jackknifing para diagnosticar a contribui¢do relativa de cada variavel

bioclimatica.
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Tabela 12. Variaveis bioclimaticas selecionadas para uso na modelagem da predi¢do de ocorréncia da
espécie em estudo, com o codigo e sua correspondéncia, variavel.

Codigo Variavel

B1 Temperatura média anual (°C)

B2 Média mensal da variagdo diaria da temperatura (temp. maxima - temp.
minima) ( °C)

B3 Isotermalidade (B 2 /B 7) (* 100)

B4 Sazonalidade da temperatura (desvio padrdo *100)

B5S Temperatura maxima (°C) no més mais quente

Bo6 Temperatura minima (°C) no més mais frio

B7 Variagdo anual da temperatura (°C) (B 5 - B 6)

B8 Temperatura média (°C) no trimestre mais umido

B9 Temperatura média (°C) no trimestre mais seco

B 10 Temperatura média (°C) no trimestre mais quente

B 11 Temperatura média (°C) no trimestre mais frio

B 12 Precipitagdo pluvial (mm) acumulada no ano

B 13 Precipitagdo pluvial (mm) acumulada no més mais umide

B 14 Precipitagdo pluvial (mm) acumulada no més mais seco

B 15 Sazonalidade da precipitag@o pluvial (coeficiente de varia¢do)

B 16 Precipitagdo pluvial (mm) acumulada no trimestre mais umido

B 17 Precipitagdo pluvial (mm) acumulada no trimestre mais seco

B 18 Precipitagdo pluvial (mm) acumulada no trimestre mais quente

B 19 Precipitagdo pluvial (mm) acumulada no trimestre mais frio

A modelagem da predigdo futura de ocorréncia das espécies foi feita com o uso
do software Open Modeller (http://openmodeller.cria.org.br/) e testado a predi¢ao de
distribuicdo geografica para quatro algoritmos: Climate space model, Envelope Score,
Niche Mosaic e Enviromental Distance. A qualidade dos modelos ajustados foi testada a
partir de calculo da area sob a curva (4drea Under the Curve - AUC) e todos os mapas
foram gerados no programa ArcGIS, com resolugdo espacial aproximada de 1 km?,

correspondente a 30” na linha do equador.

RESULTADOS

A partir dos bancos de dados de colec¢des biologicas do CRIA, foi gerada uma
matriz contendo 35 pontos de ocorréncia para A. acaule e 73 pontos para A. aculeatum,
considerando todo o territério brasileiro e sem erros de localizacdo (Figura 23). Todos
os modelos utilizados para distribui¢do apresentaram efeitos significativos (p<0,001). O
modelo Envelope Score foi selecionado com AUC de 1,00. Em ambas as espécies,
foram indicadas a presenca de areas de potencial para além de seus biomas e ambientes
endémicos. No periodo 2020, a area de ocorréncia entre todos os biomas foi de

4.071.013 km? para A.acaule ¢ 5.176.512 km? para A.aculeatum.



20°00"S 10°00"S 0°0'0" 10°00°N

30°00"S

80 ();U'W 70 OA'O'W 60 0.0 W 50 UI‘O'W 40 UI'U'W
P S z
e RS ST L5
~ A )
PR A e
BERY U _ Venezuela ). Nz
o — {Guidng——pn Guiana 7N
o | { W) " Francesa
= {) Colombia l;“”"a'“e
O
@ N \'/ 53
a Equado\\ ° °
o Y, A~ ° : ° o
< \4\,« ~ e 8 Amazonia PR
9 '\ ) S 4
= ) f f| Caatinga ¢} |,
(o) N o) I's 5
% 5/ |
G f{ BRASIL 7 [
Ta—
SN2
\»\\ § w Cerrado /it
N ‘/ Bolivia Panlaﬁal A
AL el 4
S B
/ 8
\Pava;m
P
—.
/ . "
/ Apampa S B
Pontos de } < TR v 8
ocorréncia {3 2 U“’g“a‘/ ?\\\'b
Astrocaryum /A N
. d
acaule  / (°
)
-

80°00°W 60°00°W 50°00°W 40°00°W

112

sooow 70'00W 60°00°W 50°00W 40°00W
B :] /x e
4 RN
2 Al
NS \ o Venezuela O G ‘9(‘
o =) {Guiang—= uiana
g | e r
= Colémbia 2 uriname
.| © £ \ l/;mz,/\
gl & N
S| 2 fequador
o ¥ ~ 5
% \4" ° ZOnla e ;
[ BN
o \ - Caannga 4
g[O i o0 N ¢
2 ¥ A 3 ’
e \_Pens .., ;\... . \BRASIL 4 o
b { =
\ 4 S Y
BN ¢ g Cerrado ks
~ _ ;
» AUl Panladal
¢ : 1
§' [ \{ ‘ ow/
S J
\ o
Chile \Pava;;{y
P Vi
it 4/, Atlantica
9 / A
8 g { =
2] /7 “~Pampa
8| Pontos de ¢ -
) gentina
ocorréncia { \7 Uruguaw/
o Astrocaryum / S
aculeatum  / ( g
¢
S

T
10°00°N

T
10°00"S

T
20°00°S

T
30°00"S

80°00°W

60°00°W 50°00°W 40°00°W

Figura 23. Pontos de ocorréncia de Astrocaryum acaule (A) e Astrocaryum aculeatum (B) no territorio

brasileiro.

A. acaule e potencial de dispersdo no periodo presente

A partir da modelagem de nichos com base em variaveis climatoldgicas, foi

evidenciada a presenca de areas de potencial para expansdo de A. acaule em cinco

grandes biomas brasileiros (Figura 24). Com a maior parcela de area, o bioma

Amazonico teve cerca de 3.516.371 km® de ocupacio. No bioma Cerrado, destacou-se

uma area de 404.592 km® que abrange desde a densa floresta Amazonica, areas de

ecotono e savanas (MARQUES et al.,

2019). No Bioma Caatinga, foi observado

127.791 km® de 4rea que abrange o ecotono Amazdnia-Cerrado-Caatinga (Mata dos

Cocais), os mangues litoraneos e a propria Caatinga. Quanto a Mata Atlantica, uma

estreita faixa com 22.213 km? de 4rea no litoral nordestino de floresta Ombrofila foi

evidenciada. O Pantanal Brasileiro foi o bioma com menor faixa de area, com cerca de

40 km? (Tabela 13, Tabela 14 e Figura 26).

Bioma amazo6nico

As projecdes utilizadas para cendrios climaticos futuros apontam reducdo nas

areas aptas nos dois periodos avaliados (2050-2070). No cenario otimista (RCP 4.5),

houve redugdo de area potencial de 37,16% (2.209.717 km?) no tempo 2050, seguida de
decréscimo maior de 50,41% (1.743.714 km®) em 2070 (Tabela 13). Na Figura 24 B e C
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estdo apresentadas a perda de area potencial mais acentuada na porcdo leste da
Amazobnia, nas proximidades da cidade de Manaus no estado do Amazonas, estado de
Rondonia e ao sul do estado do Para. Pequenos refugios de floresta na regido da bacia
do Rio Xingu no ano 2050 e reducdo consideravel no ano 2070 foram evidenciados. No
cenario pessimista (RCP 8.5) houve redugdo de 51,89% (1.691.782) em 2050 e de
32,33% (2.379.608) em 2070, quando comparados ao tempo presente. Essa recuperacdo
de area em 2070 pode ser explicada por um possivel processo de recolonizagdo na parte

sul da Amazonia, mais precisamente no estado de Rondénia (Figura 25 B e C).
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Demais biomas brasileiros

Em A. acaule, foi observado decréscimo de area potencial em todos os biomas
durante os anos 2050 e 2070 no modelo RCP 4.5 (Figura 26). O Pantanal é o tnico
ambiente que ndo apresentara condigdes mais favoraveis para a existéncia de A. acaule.
A Caatinga experimentou redugdes de 87,81% e 95,08% em 2050 e 2070,
respectivamente. As areas de savanas dentro do bioma Cerrado s3o as tinicas unidades
que continuam suportando a presenca de A. acaule, com reducgao de 87,81% e 95,08%
no ano 2050 e 2070, respectivamente. A mata Atlantica apesar de apresentar pouca area
para ocupagio na por¢io costeira (22.213 km?), evidenciou aumento significativo de
211,97% (69.300 km?) em 2050 e 167,48% (59.416 km?) em 2070 na regidio de floresta
ombrofila (Tabela 13).

No cenario RCP 8.5, ha drastica redug¢do da cobertura potencial em todos os
biomas, seguida de uma intensa coloniza¢do de grande parte costeira da Mata Atlantica,
Caatinga e Cerrado (Figura 25 B e C e a Figura 27). Para o ano de 2070, a mata
Atlantica apresentou os maiores ganhos de area 3074,80% (705.233 km?), seguida da
Caatinga com 120,79% (282.154 km?) e finalizando no Cerrado com 59,04% (643.452
km?) (Tabela 14).
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Figura 26. Areas (km?) de distribui¢io em Astrocaryum acaule segundo cenario RCP 4.5 nos cinco

biomas analisados.
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Tabela 13. Area (em km?) da distribuigdo de Astrocaryum acaule em cinco grandes

biomas brasileiros segundo modelo RCP 4.5 em todos os periodos avaliados.

BIOMAS 2020 2050 2070
AMAZONIA 3.516.371 2.209.717 1.743.714
PANTANAL 44313 0 0
CAATINGA 127.791 86.117 65.559
CERRADO 404.592 49.334 19.912
AT?%\%{*IC A 22.213 69.300 59.416

Tabela 14. Areas (em km2) da distribui¢do de Astrocaryum acaule em cinco grandes

biomas brasileiros segundo modelo RCP 8.5 em todos os periodos avaliados.

BIOMAS 2020 2050 2070
AMAZONIA 3.516.371 1.691.782 2.379.608
PANTANAL 44313 0 0
CAATINGA 127.791 24.505 282.154

CERRADO 404.592 9.136 643.452
MATA ATLANTICA 22.213 23.053 705.233

A. aculeatum e potencial de dispersao no periodo presente.

Assim como 4. acaule, as areas de distribui¢do de 4. aculeatum abrangem cinco
grandes biomas brasileiros e sdo dispostas de forma muito similar (Figura 28). No
bioma Amazénico ha larga distribui¢do, ocupando cerca de 4.029.337 km®. No Cerrado,
abrange maior parcela dos estados do Mato Grosso, Goias e Tocantins, com 978.225
km®. Na Caatinga e¢ Mata Atlantica apresentou 111.226 km? e 45.683 km?,
respectivamente. Ja o Pantanal obteve menor area de distribui¢do, com 12.041 km?

(Tabela 15, Tabela 16 e Figura 28).

Bioma amazénico
Em ambos os cenarios propostos e nos dois periodos 2050-2070, A.aculeatum
passara por uma drastica reducdo do potencial de distribuicdo na Amazonia. Durante o

cenario otimista RCP 4.5, em ambos os anos analisados serdo formados pequenos
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fragmentos de floresta (refiigios) que se concentram ao oeste da Amazdnia (Acre), ao
sul da Amazoénia (Rondodnia) e nas proximidades da bacia do Rio Xingt (Pard). Havera
redugdo de area de 79,25% (836.045 km®) em 2050, e de 93,56% (259.418 km?) no
periodo 2070 (Tabela 15). No cenario pessimista RCP 8.5, a reducdo foi drastica tanto
em 2050, de 92,74% (292.346 km®), quanto em 2070, 99,50% (20.271 km?) (Figura 29
BeC).
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Demais biomas brasileiros

Todos os biomas, com exce¢do da Mata Atlantica, passaram pelo processo de
perda de area potencial nos periodos 2050-2070 (Figura 30). No cendrio otimista RCP
4.5, nenhuma 4rea sera viavel climaticamente para ocupagdo de A. aculeatum no bioma
Pantanal, de forma muito similar a 4. acaule. A area de ocorréncia na porgdo interna do
Cerrado coincidiu com o arco do desflorestamento, provavelmente, devido aos aspectos
ecoldgicos de A. aculeatum em solos degradados e regides de mata secundaria. Sua
redugdo foi de 63,55% (356.546 km?) em 2050 ¢ 78,03% (214.879 km?) em 2070,
quando comparadas ao tempo atual. A Caatinga evidenciou baixas reducdes entre os
anos 2050 e 2070, com 7,01% (103.431 km?) e 12,53% (97.292 km?), respectivamente.
Em contrapartida, a Mata Atlantica iniciou com acréscimo de area de 80,53% (82.472
km?), seguido de redugdo de 24,96% (34.279 km?), também nos respectivos periodos
(Tabela 15).
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Tabela 15. Area (em km?) da distribui¢io de Astrocaryum aculeatum em cinco grandes

biomas brasileiros segundo modelo RCP 4.5 em todos os periodos avaliados.

BIOMAS 2020 2050 2070
AMAZONIA 4.029.337 836.045 259.418
PANTANAL 12.041 0 0
CAATINGA 111.226 103.431 97.292

CERRADO 978.225 356.546 214.879

MATA ATLANTICA 45.683 82.472 34.279

Assim como para a Amazonia, as mudangas climaticas no cenario RCP 8.5 para
viabilidade de A. aculeatum nos demais biomas foram acentuadas (Figura 29 B, C e
Figura 31). As redugdes mais significativas ocorrerdo no Cerrado com 92,77% (2050) e
95,90% (2070), seguido da Caatinga com 83,24% (2050) e 55,82% (2070) e da Mata
Atlantica com 66,12% (2050) e 59,80% (2070) (Tabela 16).
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Figura 31. Areas (km?) de distribuigio em Astrocaryum aculeatum segundo cenario RCP 8.5 nos cinco

biomas analisados.
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Tabela 16. Area (em km?) da distribuigdo de Astrocaryum aculeatum em cinco grandes

biomas brasileiros segundo modelo RCP 8.5 em todos os periodos avaliados.

BIOMAS 2020 2050 2070
AMAZONIA 4.029.337 292.346 20.271
PANTANAL 12.041 0 0
CAATINGA 111.226 18.638 49.135

CERRADO 978.225 70.689 40.153
MATA ATLANTICA 45.683 15.475 18.366
DISCUSSAO

Influéncia da temperatura nos diversos nichos

O aumento da temperatura global pode afetar diretamente a distribuicdo da
fauna, flora mundial, os ciclos de pluviosidade, nivel de erosdo dos solos ¢ intensificar a
desertificacdo. As mudancas climaticas futuras podem levar a retracdo dos nichos das
formagdes florestais, atingindo de forma diferente os biomas brasileiros. A Amazonia
pode sofrer acentuada retracdo na sua porcao oriental, ao ponto que outros biomas como
a Caatinga e o Cerrado podem manter a estabilidade e preservar a cobertura nativa do
solo (ZANIN et al., 2017). Esse cenario condiz com os dados observados no presente
trabalho. Os resultados obtidos sugerem a reducdo da area potencial para A. acaule e A.
aculeatum no tempo futuro. Em todos os cenarios nos dois anos avaliados houve quedas
acentuadas nas areas de distribuicdo das duas espécies, com excecdo do cenario RCP
8.5 para A. acaule em 2070.
Amazonia

Na Amazonia, a area potencial ficara restrita a porcdo oeste do estado do
Amazonas, restringindo 4. aculeatum em fragmentos (refigios) de floresta. Esse perfil
de reducdo pode indicar que A. aculeatum é uma palmeira mais sensivel as alteragdes
climaticas que A. acaule no territorio Amazoénico. Por outro lado, 4. acaule pode ser
mais resiliente a essas mudangas, podendo recolonizar a porgao sul da Amazonia (2070
no cenario RCP 8.5). Esse fenomeno de retragdo de grandes florestas ja ocorreu no
passado e foi descrito por Haffer (1969) como a Teoria dos Refligios. De forma
diferente das proje¢des climaticas futuras, no Ultimo Méaximo Glacia (LGM) durante o

Pleistoceno, a redugdo da temperatura global ocasionou retragdo dos mares ¢ diminuigdo
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da umidade nas florestas, fazendo com que essas se concentrassem em fragmentos
(refugios) e limitando o fluxo génico a essas areas (SOBRAL-SOUZA et al., 2018).

O aquecimento global pode influenciar no ciclo hidrico e reduzir a umidade das
florestas, modificando o microclima necessario para manter significativa parcela da
biodiversidade. Assim inicia uma intensa fragmentacdo de porgdes florestais rodeados
por grandes areas de vegetagdo esparsas, como as savanas (ZEMP et al., 2016; LYRA et
al., 2016). NAZARENKO et al. (2015) estimaram a elevagdo da temperatura global de
1.9 °C e 3.5 °C, respectivamente, nos modelos de simulag@o climatica RCP 4.5 ¢ RCP
8.5 até¢ o ano de 2100. Contudo, as condi¢des climaticas em 2070 ja poderdo ser
suficientemente desastrosas para A. aculeatum, que podera ter sua redugdo a beira da

extingdo na por¢do Amazodnica.

Arco do desmatamento

Outro fator agravante sdo as fortes queimadas que atingem as bordas da
Amazodnia nas porgdes sul e sudeste. Essa regido possui intensa influéncia de vegetacao
de Savana, que sofre grande estresse hidrico e passa por prolongados periodos de seca
sazonal. Essa faixa de terra ¢ conhecida como “Arco do Desmatamento” e possui grande
intervengdo de acdo antropoldgica, em decorréncia da expansdo das areas agricolas em
direcdo a Amazdnia (LUI e MOLINA, 2009). As presentes modelagens apontam para
quase a auséncia total de area potencial para A. acaule e A. aculeatum, em porgdes que
abrangem o arco, que atualmente se estende nos estados do Pard, Tocantins, Mato
Grosso ¢ Rondonia. Como apontado por Nobre et al. (2016), o desmatamento em larga
escala pode atuar na reducdo da taxa de precipitagdo local e sua principal causa esta

associada ao aumento das areas de pastagem para agropecuaria.

Cerrado

Segundo Khan et al. (2008), as palmeiras do género Astrocaryum encontram-se
predominantemente no bioma Amazonico. Contudo, algumas espécies podem se
adequar bem fora dele, estendendo-se a por¢des de areas mais abertas e clima mais seco,
como nas vegetacdes do semi-arido do cerrado. Os padroes de dispersdo de A. acaule e
A. aculeatum foram muito similares fora da Amazonia. Contudo, A. aculeatum parece
ter maior penetracdo no bioma Cerrado, ao ponto que A. acaule pode se restringir as

regides limitrofes de ecotonos. Nascimento et al. (2009), em trabalho de levantamento
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de inventario florestal, indicam a presenca de pelo menos outras trés espécies de
palmeiras do género (4. campestre, A. vulgare e A. jauari) na regido de cerrado do
estado do Tocantins, Brasil.
Mata atlantica

Apesar das grandes mudancas de altitude na costa brasileira, as areas de aptidao
climatica para o crescimento de 4. acaule em 2070 foram expandidas no cenéario RCP
8.5, distribuindo-se entre o litoral do Nordeste e Sudeste brasileiro. O unico
representante do género nesse bioma € a brajauva (Astrocaryum aculeatissimum), que
possui ecologia muito similar, ocorrendo do estado da Bahia a Santa Catarina, nas
florestas de baixa altitude, com solos ndo inundaveis, capoeiras e pastagens (ELIAS et
al., 2018). Ainda que A. acaule apresente potencial para recuperagdo de areas
desflorestadas, como resisténcia a solos degradados e baixa exigéncia nutricional
(SALOMADO et al., 2007), sua ocupagao no litoral brasileiro parece ser improvével.

Colombo e Joly (2010) apontam o movimento de dispersdo de certas espécies na
mata Atlantica, em dire¢do de areas de ambientes mais amenos, durante o aumento de
temperatura, como foi o caso para Euterpe edulis (Arecaceae). Contudo, acreditam que
a velocidade em que ocorrera o aquecimento global e a alta taxa de fragmentacdo da
Mata Atlantica inviabilizara o processo de expansdo. Essa expansdo da area costeira em
regido de mata Atlantica também foi observada por Zanin et al. (2017), ressaltando que
fragmentacdo da paisagem e as barreiras naturais limitarda a real expansdo das

populacdes.

Delimitacao de areas de conservacao e futuros estudos

Com base nos dados apresentados, pode-se sugerir que a por¢do oeste da
Amazonia Brasileira deve ser incorporada no plano de manejo sustentidvel para A.
acaule, sendo futuros estudos de genética populacional importante ferramenta para
auxiliar a caracterizagdo e delimitacdo de uma unidade de conservagdo para a espécie.
Alvez-Valles et al. (2018) apontam a importdncia da porcdo oeste da floresta
Amazobnica, por possuir a maior diversidade e riqueza de palmeiras da regido
Neotropical. Quanto A. aculeatum na Amazodnia, trés unidades podem ser consideradas
em planos de manejo. A primeira unidade identificada no presente trabalho se estende

em toda a por¢do do estado do Acre até o limite da cidade de Tabatinga, no estado do
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Amazonas. A segunda inclui o estado do Rondonia em sua totalidade. Ja a terceira
apresenta parte da bacia do Rio Xingu, ao sul do estado do Para.

Dessa forma, ressalta-se a necessidade de analises futuras que considerem as
caracteristicas do solo, mesmo que as espécies de Astrocaryum possuam baixa exigéncia
nutricional. Como aponta Zuquim et al. (2020), além das condi¢des climaticas, os solos
devem oferecer condi¢des adequadas para as espécies, principalmente quando a
distribuicdo extrapola limites com baixa probabilidade de sua ocorréncia e areas de
nicho fora de tolerancia. Também podem ser destacadas a importancia de estratégias de
manejo para garantir um “pool” génico e manutencdo das populagdes nativas, podendo

ser usados como comparativo em trabalhos futuros do impacto do aquecimento global.

CONCLUSOES

Os padroes de dispersdo de Astrocaryum acaule e Astrocaryum aculeatum sio
similares, mas A. aculeatum ¢ mais sensivel as variages climaticas que A. acaule
dentro do bioma Amazdnico.

A. aculeatum é mais resiliente em areas de intenso desflorestamento, como no
Cerrado, permitindo assim colonizagdo de regides para dentro desde bioma nos periodos
2050-2070. A. acaule tende a reduzir muito sua area potencial no Cerrado, e perpetua
sua condicdo dentro da Amazdénia. Sendo assim, podera haver, primeiramente, a
estabilizacdo de um “mega refigio” no periodo 2050, seguido de recolonizagdo de areas
ao sul da Amazonia em 2070 (RCP 8.5).
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CONSIDERACOES FINAIS

Os marcadores microssatélites utilizados neste trabalho foram suficientes para
discriminar Astrocaryum acaule, Astrocaryum aculeatum e seu hibrido interespecifico,
mesmo com grande similaridade genética entre os loci génicos. O individuo “Hibrido
01” foi confirmado como sendo hibrido interespecifico, e o individuo “Hibrido 02”
pertencente a espécie Astrocaryum aculeatum. Esses resultados foram corroborados pela
citometria de fluxo que evidenciou diferencas significativas no conteudo de DNA (2C)
do “Hibrido 01” e “Hibrido 02”. As caracteristicas morfologicas de fruto, diferenca na
altura das plantas e a andlise de contetido de DNA fortalecem a ideia da existéncia de
pelo menos um hibrido interespecifico natural entre A. aculeatum e A. acaule. Através
da analise quimica dos elementos das folhas, foi observda a necessidade nutricional
muito similar entre o hibrido interespecifico e as linhagens genitoras.

Foi identificada por meio da modelagem de nichos climaticos, a expansao das
areas potenciais para A. acaule e A. aculeatum da atual distribuicdo conhecida na
literatura cientifica. Os padrdes de dispersdo foram muito similares entre as duas
palmeiras de Astrocaryum, mas foi observado que A. aculeatum ¢ mais sensivel as
variagdes climaticas que 4. acaule dentro do bioma Amazonico. 4. aculeatum se
mostrou mais resiliente em areas de intenso desflorestamento, como no Cerrado,
permitindo assim a colonizag@o de regides para dentro desde bioma nos periodos 2050-
2070. A. acaule tende a reduzir muito sua area potencial no Cerrado, e perpetua sua
condicdo dentro da Amazbénia. Sendo assim, podera haver, primeiramente, a
estabilizacdo de um “mega refigio” no periodo 2050, seguido da recolonizagdo de areas

ao sul da Amazoénia em 2070 (RCP 8.5).



