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RESUMO

ESTUDO GENOMICO DE POPULACOES DE PIQUIA (Caryocar villosum (Aubl.)

Pers., Caryocaraceae): elucidando o processo de domesticacio de populacdes da espécie

O piquia (Caryocar villosum) ¢ uma arvore amazonica com diferentes usos, tais como
alimenta¢do, uso medicinal e madeireiro. A espécie apresenta populagdes incipientemente
domesticadas, resultantes de um processo coevolutivo que provavelmente se iniciou no final do
Pleistoceno e inicio do Holoceno. Atualmente, povos e comunidades tradicionais selecionam e
cultivam piquiazeiros, sendo esperadas diferencas genéticas entre arvores de sistemas de cultivo
recentes, como quintais, ¢ arvores de florestas maduras. Assim, o objetivo deste estudo foi
analisar a diversidade e a estrutura genética de piquiazeiros em quatro areas, comparando
quintais e florestas maduras, a fim de compreender o processo de domesticacio da espécie. As
areas estudadas foram: Floresta Nacional (FLONA) Caxiuana, FLONA Tapajos, FLONA Tefé¢
e Reserva de Desenvolvimento Sustentavel (RDS) Amana. Foram utilizadas 207 amostras de
tecido foliar de piquiazeiros, e foi realizada genotipagem por sequenciamento envolvendo dupla
digestao de DNA (ddGBS). Para as andlises, foram considerados 6.900 polimorfismos de
nucleotideo unico (SNPs). Para caracterizar a diversidade genética, foram calculados
parametros como riqueza alélica (RA) e nimero de alelos privados rarefeitos (APR). A estrutura
genética foi avaliada com base em duas abordagens: sSNMF e fineRADstructure. A taxa de
imigracdo foi estimada utilizando o programa MIGRATE. Foi encontrada maior varia¢do
genOmica entre as areas (8,92%) do que dentro das areas — ao comparar quintais e florestas
(2,14%) —, o que sugere a existéncia de quatro populagdes genéticas. Considerando cada area,
a maior variagdo entre quintais e florestas foi observada na FLONA Caxiuana (6,30%) ¢ a
menor na RDS Amana (-0,4), indicando que, nesta tltima, ndo hé diferenciacdo genética entre
arvores cultivadas e de floresta. Os marcadores SNPs mostraram alta similaridade entre os
sistemas. Quanto a diversidade genética, a FLONA Tapajds apresentou os maiores valores (RA
=8.117; APR = 505), seguida da FLONA Caxiuand (RA = 8.066; APR = 438), FLONA Tefé¢
(RA = 8.007; APR = 352) e, por fim, RDS Amana (RA = 7.984; APR = 255). Considerando
todas as areas, as florestas apresentaram maior diversidade (RA = 12.333; APR =442) do que
os quintais (RA =12.310; APR = 435). No entanto, quando analisadas separadamente, apenas
na FLONA Tapajos os parametros foram maiores na floresta, o que pode sugerir selegdo nos
quintais, resultando em redugdo da variabilidade genética. Nas analises de estrutura genética, o
sNMF indicou que quatro ¢ o nimero mais provavel de grupos genéticos. Houve estruturacao
entre pelo menos trés areas, com a FLONA Tefé e a RDS Amand apresentando alta
similaridade, podendo ser consideradas extensdes uma da outra. Ja o fineR ADstructure indicou
a existéncia de dois grupos: um formado pela FLONA Caxiuand e FLONA Tapajos, e outro
pela FLONA Tefé e RDS Amana. A FLONA Tapajés apresentou a maior taxa média de
imigrantes (0,98). Os resultados indicam que, nas diferentes areas, houve intera¢des distintas
entre humanos e o piquid. Nesse contexto, a FLONA Tapajos se destaca por apresentar maior
diversidade genética e maior taxa de imigrag¢do, além de menor diversidade genética nos
quintais, o que sugere que a area pode ter sido um centro de origem da domesticacao da espécie,
ainda em processo incipiente.

Palavras-chave: Gendmica; SNPs; Diversidade genética; Estrutura genética.



ABSTRACT

GENOMIC STUDY OF POPULATIONS OF PIQUIA (Caryocar villosum): elucidating

the species populations of domestication process

The piquia (Caryocar villosum) is na Amazonian tree with diverse applications, including food,
medicinal, and timber uses. The species exhibits incipiently domesticated populations, a co-evolutionary
process that likely began between the late Pleistocene and early Holocene. Currently, traditional peoples
and communities select and cultivate piquia trees, 8ncipie to expected genetic 8ncipiente between trees
in 8ncipie cultivation systems, such as home gardens, and those in mature forests. Thus, the objective
of this study was to analyze the genetic diversity and structure of piquid trees across four 8ncip,
comparing home gardens and mature forests to understand their domestication process. The study 8ncip
included the Caxiuand National Forest (FLONA), Tapajés FLONA, Tefé FLONA, and the Amana
Sustainable Development Reserve (RDS). A total of 207 leaf tissue samples were used, and genotyping-
by-sequencing was performed using double-digest DNA (ddGBS). For the analyses, 6,900 single
nucleotide polymorphisms (SNPs) were considered. To characterize genetic diversity, parameters such
as allelic richness (AR) and the number of rarefied private alleles (RPA) were calculated. Genetic
structure was evaluated based on two approaches: SNMF and fineRADstructure. The migration rate was
calculated using the MIGRATE software. The results showed 8ncipi genomic variation between 8ncip
(8.92%) than within 8ncip 8nci comparing home gardens and forests (2.14%), suggesting the existence
of four genetic populations. Within each population, the 8ncipien variation between home gardens and
forests was found in the Caxiuand FLONA (6.30%), while the lowest was in the Amana RDS (-0.4%),
indicating no genetic differentiation between cultivated and forest trees in the RDS. Regarding genetic
diversity, the Tapajos FLONA showed the highest diversity (AR: 8.117; RPA: 505), followed by the
Caxiuana FLONA (AR: 8.066; RPA: 438), Tefé FLONA (AR: 8.007; RPA: 352), and finally the Amana
RDS (AR: 7.984; RPA: 255). Considering all 8ncip, forests exhibited 8ncipi diversity (AR: 12.333;
RPA: 442) than home gardens (AR: 12.310; RPA: 435). However, 8nci analyzed separately, parameters
were 8ncipi in the forest 8nci in the Tapajos FLONA, suggesting that selection in home gardens resulted
in a reduction of genetic variability. In the genetic structure analyses, SNMF indicated that four is the
likely number of genetic clusters. Structure was observed between at least three 8ncip, with the Tefé
FLONA and the Amana RDS being very similar, potentially representing extensions 8ncipi another. The
fineRADstructure revealed the existence of two main groups: one formed by the Caxiuand FLONA and
Tapajos FLONA, and the other by the Tefé FLONA and Amana RDS. The Tapajos FLONA presented
the highest average immigration rate (0.98). These results indicate that distinct human-piquia
interactions occurred across the study 8ncip. In this 8ncipien, the Tapajos FLONA stands out by
presenting the highest genetic diversity and immigration rate, alongside lower genetic diversity in home
gardens, suggesting that this 8nci may have been the center of origin for the domestication of the species,
with na ongoing 8ncipiente domestication process.

Keywords: Genomics; SNPs; Genetic Diversity; Genetic Structure.
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1. INTRODUCAO

A domesticacdo de populacdes de plantas ¢ um processo co-evolutivo, no qual humanos
selecionam e manejam os individuos, propagando fenotipos de seus interesses, podendo resultar
em mudancas nos gendtipos e fenodtipos das populagdes manejadas em comparagdo com as
populagdes silvestres (Clement, 1999a). Enquanto processo, as populacdes de plantas podem
apresentar diferentes graus de domesticagao, sendo classificadas de acordo com a dependéncia
do manejo humano e alteragdes esperadas nos gendtipos e fendtipos: incipientemente
domesticadas, semi-domesticadas e domesticadas (Harlan 1992:64; Clement, 1999a).

Em populagdes incipientemente domesticadas espera-se divergéncias fenotipicas e
genotipicas pequenas, especialmente quando ha fluxo génico entre estas populagdes e
populagdes silvestres (Clement, 1999a; Miller; Gross, 2011; Casas et al., 2016). Na Amazonia,
existem evidéncias de que o processo de domesticacao de populagdes de plantas ocorre desde
o final do Pleistoceno ¢ inicio do Holoceno, sendo o bioma um importante centro de origem de
domesticagdo (Clement, 1999a, 1999b; Clement et al., 2010). Estima-se que pelo menos 85
espécies de arvores e palmeiras tenham populagdes domesticadas, dentre elas, 51 apresentam
populagdes incipientemente domesticadas (Levis et al., 2017). As espécies com populagdes
incipientemente domesticadas sdao as mais abundantes na paisagem (Coelho et al., 2021), e um
padrao de distribui¢do agregado ¢ muitas vezes um indicador da domesticagdo (Levis et al.,
2017).

Uma das espécies amazonicas com populagdes incipientemente domesticadas € o piquia
(Caryocar villosum (Aubl.) Pers., Caryocaraceae) (Clement, 1999a, 1999b; Alves et al., 2016).
O piquia ¢ exclusivamente neotropical, distribuindo-se por toda Amazonia (Prance; Silva,
1973).

No baixo rio Tapajos a populagdo humana local seleciona frutos ndo amargos para
cultivo e existem piquiazais (agregacgoes de piquiazeiros) ocorrendo nas proximidades de sitios
arqueologicos de terra preta de indio, antigos assentamentos humanos (Alves et al., 2016).
Além do recente processo de selegdo, a distribuicdo agregada da espécie, proxima aos sitios
arqueologicos, e evidéncias genéticas sugerem um processo historico de domesticacdo de
piquia na regido (Alves et al., 2016; Francisconi et al., 2021). Esta regido também foi
identificada como um centro de diversidade genética da espécie (Francisconi et al., 2021).
Alves (2023), através de estudos ecologicos e genéticos, comparando a Amazonia Oriental e
Ocidental encontrou maior ocorréncia, abundincia e diversidade genética na AmazoOnia
Oriental, sugerindo a regido da FLONA Tapajés como centro de origem da domesticagdo de

populagoes de C. villosum.
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Apesar da importancia do piquia, do constante uso por populagdes tradicionais e do
potencial comercial, a espécie carece de estudos. Estudos populacionais da espécie podem
contribuir com a elucidacao do seu processo de domesticagdo, numa perspectiva historica.
Neste sentido, ¢ interessante caracterizar geneticamente diferentes formas de ocorréncia como,
quintais (areas cultivadas atuais correspondendo a domesticacdo recente) e agregacdes em
florestas maduras (podendo corresponder a domesticag¢ao passada) (Alves, 2023). Além disso, a
compreensdo de como a variagdo genética da espécie esta distribuida pode contribuir para a
tomada de decisdes para conservar a diversidade genética e auxiliar em planos de manejo
(Loveless; Hamrick, 1984).

Estudos genéticos de domesticagcdo de populagdes de plantas na Amazdnia geralmente
utilizam marcadores moleculares, principalmente marcadores microssatélites ou de repetigao
de sequéncia simples (SSR) (Pereira et al., 2018). Para piquid existem estudos utilizando
marcadores microssatélites relacionados a caracterizacdo da distribui¢do da espécie na
Amazonia brasileira, verificando se o Rio Negro seria uma barreira geografica natural para a
dispersdo (Collevatti ef al., 2009); e comparando arvores de quintais e florestas para investigar
o processo de domesticagdo em duas unidades de conservacgdo (Resex Rio Ouro Preto e FLONA
Tapajos) (Francisconi et al., 2021). No entanto, problemas com alelos nulos sdo bastante
comuns na genotipagem com microssatélites, podendo resultar em estimativas ndo verdadeiras,
envolvendo o aumento da homozigosidade observada e alteracdes das estimativas da
diversidade genética (Van Oosterhout ef al., 2006). Abordagens baseadas em sequenciamento
de nova geracdo e identificagdo de polimorfismo de nucleotideo Unico (em inglés: single
nucleotide polymorphisms — SNPs) sdo mais informativos e a reducdo dos custos para o
desenvolvimento destas técnicas os t€ém tornados mais acessiveis (Seeb et al., 2011).

Para C. villosum, s6 existe um estudo utilizando marcador SNPs, o qual demonstrou
maior diversidade genética na regido mais a leste da Amazonia brasileira, levantando a hipotese
de que essa regido tenha sido um centro de origem de domesticacao de populagdes da espécie
(Alves, 2023). No entanto, no referido estudo, o baixo nimero amostral, bem como a baixa
qualidade dos dados gendmicos, ndo permitiram realizar analises populacionais mais refinadas
e nem comparar arvores de quintais e florestas para aferir os indices de diversidade nos dois
sistemas de plantio. Assim, nessa proposta utilizamos marcadores SNPs para estudar a estrutura
e diversidade genética de C. villosum em populagdes situadas no interior ou no entorno de
quatro unidades de conserva¢do da Amazonia brasileira, comparando geneticamente as arvores

cultivadas em quintais e presentes em florestas maduras.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar a diversidade e estrutura genética de populacdes de piquia (C. villosum) de
quatro unidades de conservagdo da Amazonia brasileira (Floresta Nacional - FLONA Tapajos,
FLONA Caxiuana, FLONA Tefé e Reserva de Desenvolvimento Sustentavel - RDS Amana),

comparando arvores em quintais e florestas maduras, a partir de dados gendémicos.

2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar a diversidade genética de piquiazeiros de quintais e florestas maduras.

2. Analisar a diversidade e a estrutura genética das populagdes nas quatro unidades de

conservagao, inferindo possiveis centros de origem de domesticagdo da espécie.

3. Buscar estrutura genética e estimar o fluxo génico entre arvores das quatro unidades de

conservacao.

4. Averiguar evidéncias genéticas que apoiam a Floresta Nacional Tapajos como principal

centro de domesticagdo da espécie.

Hipoteses

1. Hé estruturagdo genética e nao ha fluxo génico entre as populacdes das quatro unidades de
conservacado, devido a distancia geografica.

2. Em uma mesma unidade de conservagdo héd fluxo génico entre os sistemas de quintais e
florestas maduras, devido ao manejo humano.

3. Nos quintais existe menor diversidade genética do que nas florestas maduras, devido a
selecdo humana.

4. Existem evidéncias genéticas que apoiam a Floresta Nacional Tapajés como centro de

domesticacao da espécie.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Domesticacao de plantas na Amazoénia

Os humanos podem ter chegado as terras baixas da América do Sul por volta de 20.000
anos antes do presente (AP) (Lahayee et al., 2013), data contestada por Roosevelt (2013) que
estima em 13.000 AP. As comunidades humanas pré-cerdmicas ocuparam a area de Porto Velho
e Rondonia em 12.000 AP (Miller, 1992). O conhecimento sobre as plantas fez com que os
humanos realizassem a selecdo de fenotipos, determinando quais plantas seriam promovidas,
manejadas e cultivadas, tornando-as mais tuteis e adaptadas para a sua propria intervencao
(Harlan, 1992).

A selecdo e propagacdo das plantas ¢ um processo denominado de domesticacdo e €
descrito como co-evolutivo, pois sdo esperadas mudancas tanto nos fenotipos e gendtipos das
plantas quanto dos humanos (Harlan, 1992; Clement, 1999a). A selegdo humana pode ser
intencional, promovendo mudangas na populagdo, embora ocorra com mais frequéncia de
forma ndo intencional, na medida em que ndo ha o objetivo de mudar as caracteristicas
populacionais (Darwin, 1859). A sele¢do de caracteristicas desejaveis da planta (por exemplo:
frutos adocicados e maiores) pode corresponder a uma sele¢do direcional que, geralmente,
resulta em maior variabilidade fenotipica da populacdo domesticada, pois inclui tanto os tipos
comuns na populagao silvestres, quanto os tipos novos (Clement, 1999b).

As mudangas das caracteristicas fenotipicas, diferenciando as populacdes
domesticadas das silvestres, sao conhecidas como sindromes de domesticagao (Clement,
1999a). Alguns exemplos de sindromes de domesticacdo incluem: o aumento do tamanho das
sementes e diminui¢do da dispersdo, o que facilita o controle de cruzamentos; a dorméncia de
sementes, de modo que a germinacdo ocorra na época de producdo desejada; o crescimento
compacto, a fim de diminuir a competicao; e o aumento da autopolinizagdo e da reproducao
vegetativa, para manter os fendtipos similares (Gepts, 2004).

Em populacdes domesticadas, além das mudangas fenotipicas, também ocorrem
mudancas genotipicas. A propagagdo seletiva das linhagens de interesse pode resultar no
progressivo estreitamento da base genética das populagdes domesticadas (Tanksley; Mccouch,
1997) e, dessa forma, a reducdo da diversidade genética ¢ um processo caracteristico das
populagdes domesticadas (Gepts, 2004).

A domesticacdo de plantas, enquanto processo, pode apresentar diferentes graus. De
acordo com Clement (1999b), populacdes domesticadas podem ser classificadas em:
incipientemente domesticadas, que apresentam fenotipos pouco diferentes dos encontrados na

natureza; semi-domesticadas, as quais passaram por sele¢do humana mais intensa; e totalmente
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domesticadas, quando a pressao de selegdo gera perda critica da adaptacdo ecoldgica, havendo
grande dependéncia do manejo humano e dos ambientes alterados. Em populagdes
domesticadas, nos seus diferentes graus, espera-se menor variabilidade genética devido aos
gargalos genéticos, decorrentes do processo de selegcdo (Franciscone et al., 2021).

A redugdo da variabilidade genética pode resultar também do efeito da deriva genética,
devido a coleta de um limitado numero de plantas (Weber et al., 2001; Hollingsworth et al.,
2005; Lengkeek et al., 2005). Estima-se que nos ultimos mil anos, 80% da variacdo genética de
cultivos domesticados foi perdida em relagao a seus parentes silvestres, como aconteceu com
as culturas da soja, trigo, café, feijado e péssego (Tanksley; Mccouch, 1997; Tuxill, 1999;
Lopezgartner et al., 2009; Bitocchi et al., 2013; Cao et al., 2014).

Agregacdes florestais podem ser resultado de manejo e domesticagdo humana
passados, assim como em ambientes manejados no presente, como rogas € quintais, podem ter
o processo de domesticagdo recente e ainda em curso (Alves et al., 2016). Lins et al. (2015)
estudaram ocupagdes modernas no Rio Urubu, um tributario do Rio Amazonas a 200 km de
Manaus, ¢ encontraram 205 espécies cultivadas em 40 quintais, com uma média de 8,2 (£6.6)
espécies nativas da Amazodnia por quintal, sendo as espécies mais comuns: cupuagu
(Theobroma grandiflorum), presente em 65% dos quintais, mandioca (Manihot esculenta), em
45%, e pimenta amazonica (Capsicum chinense) em 43%. Os diferentes graus de domesticagao
das populagdes de plantas, encontrados no estudo foram explicados pelo manejo historico,
abandono, reocupacao das areas por povos indigenas (Lins ef al., 2015).

A uva Amazonica ou mapati (Pourouma cecropiifolia) € outra espécie com populacdes
domesticadas. Um estudo ecoldgico realizado por Pedrosa ef al. (2018), em comunidades e vilas
do Amazonas, mostrou que a domesticacdo do mapati resultou no aumento do fruto, da sua
massa ¢ da massa da semente. No entanto, o processo de domestica¢do, resultou em uma
diminui¢do da quantidade de frutos presentes em cada cacho, tendo, surpreendentemente, uma
maior variabilidade genética em plantas sob selecao humana.

Moreira et al. (2015), estudou plantas cultivadas e ndo cultivadas de urucum (Bixa
orellana) analisando suas morfologias, em seis principais rios da bacia Amazonica. Os autores
observaram uma maior producdo de pigmentos nas plantas cultivadas e a abertura dos frutos
ap6s a maturacao (Moreira et al., 2015).

Mubhlen et al. (2019), estudou populacdes cultivadas de mandioca amarga e doce no
Brasil, com objetivo de analisar a diversidade genética e estrutura populacional da espécie,
utilizando dez marcadores microssatélites SSR. Os SSR nucleares revelaram alta diversidade

populacional. O numero médio de alelos foi de 9,7, enquanto a média de heterozigosidades
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observadas e esperadas foram respectivamente de 0,576 (desvio padrao +0,174) e 0,655 (desvio
padrdo + 0,198), a andlise de variancia molecular indicou divergéncia intermedidria entre
mandioca amarga e mandioca doce (FST = 0,081), com maior variagao dentro dos grupos.

As regioes das variedades doces da bacia Amazdnica estao intimamente relacionadas
entre si, havendo também um risco de perda da ancestralidade do alto Rio Negro a medida que
a distancia geografica daquela regido aumenta. A ancestralidade geral da mandioca brava
brasileira ¢ predominante em toda a Amazonia central e oriental. Neste contexto, o uso de
marcadores moleculares tem se tornado uma importante ferramenta para estudos de genética de
populagdes, sendo utilizados para quantificar diversidade genética, estrutura genética e fluxo

génico entre e dentro de populacdes de espécies vegetais.

3.2 Marcadores moleculares

Marcadores moleculares, sao fenotipos moleculares provenientes de quaisquer
segmentos expressos ou ndo de DNA que sdo herdados geneticamente e se prestam a
diferenciagdo de um ou mais individuos (Ferreira; Grattapaglia, 1998; Milach, 1998). Dentre
as vantagens da utilizagdo de marcadores moleculares em relagao aos marcadores morfologicos,
estdo o fato de serem mais numerosos e apresentarem maior quantidade de polimorfismos.
Além disso, comportam-se como caracteres de heranca simples e previsiveis, podendo nao ser
afetados por variacdes do meio ambiente. Desta forma, os marcadores moleculares permitem
quantificar a diversidade genética, seguir o movimento de individuos, estimar a endogamia,
caracterizar as novas variedades e espécies e avaliar os padrdes historicos de dispersdo da
espécie ou de determinadas populacdes (Freeland, 2005).

Diferentes técnicas podem resultar na origem de marcadores moleculares, em que cada
técnica utiliza uma estratégia particular para detectar os polimorfismos. Diferencas entre as
técnicas ¢ dada por caracteristicas como a abundancia no genoma, niveis de polimorfismos
detectados, especificidade de locus, reprodutibilidade, requerimentos técnicos e custos
(Mondini et al., 2009).

Os avancgos nas abordagens gendmicas proporcionam novas oportunidades para avaliar
a variagao ao nivel do genoma completo e para compreender os mecanismos de adaptacdo em
diferentes espécies de cultivos (Bevan; Uauy, 2013). As ferramentas gendmicas também sao
valiosas para a caracterizagao de populacdes selvagens de espécies agricolas e para apoiar a sua

utilizagao em programas de melhoramento (Brozynska et al., 2016).
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As abordagens gendmicas foram facilitadas por novos métodos de sequenciamento de
proxima geracao (em inglés next-generation sequencing; NGS). Tais métodos estdo permitindo
a descoberta de muitos polimorfismos de nucleotideo Unico (em inglés single nucleotide
polymorphism; SNPs) com custo reduzido (Allendorf et al., 2010; Kess et al., 2015). Varias
abordagens genomicas baseadas em NGS dependem do sequenciamento de regides de DNA
associadas ao local de restrigdo (RADseq) (Baird et al., 2008), com isso os SNPs vém sendo
amplamente utilizados em estudos de genomica populacional.

Os SNPs s3o variagdes na sequéncia de DNA que afetam somente uma base
nitrogenada (adenina, timina, citosina ou guanina) na sequéncia do genoma entre individuos de
uma espécie ou entre pares de cromossomos de um individuo. Um SNP ¢ uma substitui¢do da
linha germinativa de um Unico nucleotideo em uma posi¢ao especifica no genoma (Li ef al.,
2009). Além dos marcadores SNPs serem abundantes, suas bases moleculares permitem que
haja uma distribuicdo homogénea pelo genoma (Caetano, 2009). Com isso, avangos
tecnologicos recentes trouxeram metodologias de alto desempenho e acuracia, baixo custo para
prospeccao, caracterizacao e genotipagem de marcadores SNPs (Baird ef al., 2008).

O polimorfismo revelado em locus RAD-seq originam-se nas sequéncias adjacentes
aos sitios de restri¢do, onde sdao identificados SNPs. Alternativamente, a ocorréncia de
mutacoes nos sitios de restricdo ao longo do genoma dos individuos, causam a presenga ou
auséncia de determinada sequéncia de RAD-seq nos individuos de uma populagao (Baird et al.,
2008), podendo entdo, ser também analisados como marcadores dominantes. O sequenciamento
de locus RAD-seq se da usualmente por meio da plataforma Illumina (Bentley et al., 2008). O
sequenciamento massivo e paralelo de amostras multiplex permite o rapido descobrimento de
milhares a milhdes de locus RAD-seq e por conseguinte a genotipagem em larga escala de
populacdes com muitas centenas ou milhares de marcadores SNPs (Alves-Pereira, 2019).

Os SNPs sao os tipos de variantes genéticas mais frequentes e dispersos ao longo do
genoma das espécies, estimando-se que correspondam a 90% da variagao genética observada
em humanos (Collins ef al., 1998). Em uma anélise de multiplos taxons, incluindo plantas, ¢
provavel que variantes do tipo SNPs ocorram a cada 200-500 pares de bases em regides nao-
codificadoras, e a cada 500-1000 pares de bases em regidoes codificadoras (Brumfield et al.,
2003). Este advento das tecnologias de sequenciamento de nova geragado, aliado a abundancia
e ocorréncia ao longo de todo o genoma tornaram os SNPs os marcadores de maior apelo para

a genomica de populagdes (Willing et al., 2012).
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3.3 Piquia: distribuicdo, importancia e interacdoes com humanos

A espécie C. villosum - conhecida popularmente como piquiazeiro ou piquia - pertence
a familia Caryocaraceae, sendo exclusivamente neotropical (Prance; Silva, 1973). A planta
atualmente esta classificada dentro da ordem Malpighiales, composta por 25 espécies agrupadas
em dois géneros: Caryocar e Anthodiscus. Sao poliploides, com 2n = 46 cromossomos
(Ehrendorfer et al., 1984). O piquid ¢ amplamente distribuido pela Amazonia (Prance; Silva,
1973). Ao Norte ocorre desde o escudo da Guiana até Caiene (Guiana Francesa); ao leste, até o
estado do Pard e Roraima (Brasil), e a oeste, até¢ o Rio Negro. Na regido sul da Amazonia, a
distribuicdo ¢ limitada pelo escudo brasileiro, que comec¢a em Sdo Luis (Maranhdo, Brasil), ao
leste entre Pard ¢ Amazonas, até o oeste do norte de Rondonia (Prance; Silva, 1973).

O pericarpo do piquia apresenta bastante 6leo. No inicio de 1.900, a espécie foi
sugerida como uma cultura oleaginosa alternativa, mas ela fracassou comercialmente nas
plantagdes da Malésia, devido ao mercado altamente competitivo com gorduras e 6leos mais
baratos de fontes mais abundantes (Lane, 1957). Apesar do fracasso no passado, o potencial
comercial da espécie ainda ¢ discutido podendo representar uma fonte alternativa de renda para
povos tradicionais da Amazoénia (Clement, 1999¢; Shanley; Medina, 2005).

Além do valor comercial, os povos tradicionais amazoOnicos usam a espécie para
diferentes finalidades, tais como alimentacdo, uso medicinal, madeireiro, atrativo de caca,
dentre outros (Shanley; Medina, 2005; Alves et al., 2016). Yamaguchi e Souza (2021)
estudaram as propriedades fitoquimicas dos frutos de piquia coletados em comunidades e feiras
do municipio de Coari, no Amazonas, detectando a presenca de antraquinonas e
leucoantocianidina, compostos com potenciais beneficios a saude humana, além de destacarem
0 uso da espécie por povos tradicionais da regido para fins alimenticios e medicinais.

Na FLONA Tapajos no Para, povos tradicionais das comunidades Maguari e Jamaraqua
citaram como principais usos do piquia: alimenticio e medicinal (Alves et al., 2016). O 6leo da
polpa do fruto foi indicado para tratamento de queimaduras na pele, micoses, dores musculares,
dentre outros (Alves et al., 2016). O 6leo também foi mencionado como cosmético, sendo usado
para a fabricagdo de sabdes, perfumes, cremes e repelentes de insetos (Alves et al., 2016). Estes
povos, preferem consumir e selecionar frutos menos amargos para cultivo (Alves et al., 2016).
Plantagdes intencionais sdo feitas em quintais e rocas, sendo também encontradas agregagdes
em floresta madura, proximas aos sitios arqueoldgicos; essas agregagdes possivelmente foram
resultantes de manejos realizados pelos Povos Indigenas no passado, indicando um processo de

domesticacao histérico na regido (Alves et al., 2016).
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Segundo Clement (1999a) as populagdes do Tapajés sdo incipientemente
domesticadas, ou seja, elas foram modificadas pela selecdo humana, mas o fenétipo médio, para
as caracteristicas que sao objeto de selecdao, ainda esta dentro da variagdo encontrada na
natureza. Nesta mesma regido, Francisconi et al. (2021), em um estudo utilizando sete loci
microssatélites, comparou arvores florestais e de quintais, encontrando um pouco menos de
diversidade genética nos quintais, interpretando como sendo uma consequéncia do processo de
domesticacao recente da espécie. Além disso, ao comparar populagdes da FLONA Tapajos com
outra regido no oeste da Amazodnia (Reserva Extrativista - RESEX Rio Ouro Preto) foi
encontrada maior diversidade genética na FLONA e quatro grupos genéticos (Francisconi et
al.,2021). Os autores levantam a hipodtese de que a regido pode ser um centro de domesticagao
da espécie (Francisconi et al., 2021).

Um outro estudo genético, com 11 populagdes de piquia ao longo da Amazdnia
brasileira, envolvendo SNPs, encontrou um grupo monofilético, formando as populagdes
situadas mais a oeste da Amazodnia, possivelmente resultante de um ancestral do leste da
Amazodnia (Alves, 2023). A autora sugere que populacdes de piquid provavelmente foram
domesticadas no leste da Amazodnia, com posterior dispersao por humanos para o oeste (Alves,
2023).

Jaum outro estudo genético, com dez microssatélites, demonstrou que o Rio Negro nao
representou barreira geografica para a dispersao da espécie (Collevatti et al., 2009). A falta de
diferencia¢do genética entre as arvores de lados opostos da bacia pode estar relacionada a
fatores ecoldgicos, como a polinizacdo e dispersdo de sementes a longa distancia, visto, por
exemplo, que a polinizagdo ¢ feita principalmente por morcegos do género Phyllostomus
(Gribel; Hay, 1993; Martins; Gribel, 2007), mas também pode estar relacionada a dispersao
humana, onde ha preferéncias por frutos ndo amargos para consumo, fazendo com que levem
sementes com essas caracteristicas e as cultivem (Alves et al., 2016).

O conhecimento cientifico sobre uma espécie ¢ primordial para tomada de decisoes
estratégicas para a sua conservagdo. Segundo o estudo de Alves et al. (2016), nas comunidades
de Maguari e Jamaraqua na FLONA Tapajos, o piquié esta entre as dez espécies mais utilizadas
pelos seus moradores, ndo sendo incluida no manejo madeireiro da FLONA. O piqué pode
apresentar tanto beneficios sociais quanto econOmicos, havendo também importancia

biotecnoldgica a ser melhor explorada (Yamaguchi; Souza, 2021).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostragem

Para objeto de estudo foram utilizadas 217 amostras de folhas de arvores de piquia
presentes dois tipos de ambientes: 1) quintais - areas de cultivo com manejo mais intenso, nesta
categoria também foram incluidas rogas, pomares e capoeiras mais novas; ¢ ii) florestas
maduras - 4reas com arvores maiores, com manejo menos intensivo. As amostras foram
coletadas no interior e/ou entorno de quatro unidades de conservagdao (UCs) da Amazodnia
brasileira: FLONA Tapajos, FLONA Caxiuand, FLONA Tefé¢ e RDS Amana (Figura 1; Tabela
1). Apos a coleta, as amostras foram acondicionadas em filtro de papel, secas com silica em gel
e guardadas em freezer -20°, no Laboratério de Evolu¢dao Aplicada (LEA), do Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).
Figura 1. Localizagdo das quatro unidades de conservacdo estudadas: FLONA Tapajos, FLONA
Caxiuana, FLONA Tefé e RDS Amana, Amazonia brasileira.
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Tabela 1. Quantidade de acesso amostral por unidade de conservagao e ambiente de ocorréncia.

Unidade de FLONA Tapajéos ~ FLONA Caxiuana FLONA Tefé RDS Amana

conservacao

Local de Florestas Quintais Florestas Quintais Florestas Quintais Florestas Quintais

ocorréncia

Quantidade 50 15 19 33 22 36 11 21
amostral

Total de 65 52 58 32
Amostras

4.2 Extracio de DNA

A extragdo de DNA foi realizada no LEA — ICB/UFAM. O DNA foi extraido das
folhas por meio do protocolo utilizando CTAB 2 % (Brometo de Cetiltrimetilamonio) com
adaptacdes (Doyle; Doyle, 1987). Apds a maceracdo de 50ng de tecido, utilizando precelisys,
foram adicionados 1000 pl de CTAB 2 %, previamente aquecidos a 65 °C, 14ul de 2-
mercaptoetanol e 2ul de proteinase K (20mg/ul). As amostras foram entdo colocadas por 60
minutos no banho-maria a 60°C, sendo homogeneizadas com movimentos suaves a cada dez

minutos.

Apos esse periodo, foram adicionados 600ul de CIA (cloroférmio-alcool isoamilico)
e centrifugado por dez minutos a 12.000 rpm. Apos a centrifugacdo, toda a fase aquosa foi
transferida para um novo tubo de 2 ml, adicionado 80ul de CTAB 10%, 600ul de CIA e
centrifugado por dez minutos a 14.000 rpm. Apo6s a centrifugacao, a fase aquosa foi transferida
para um novo tubo de 1,5ml. Foi adicionado junto a fase aquosa 500ul de isopropanol gelado e

34ul de acetato de sddio 3 molar, e incubado por uma hora no freezer a -20°C.

Na sequéncia, foi centrifugada por dez minutos a 12.000 rpm em 4°C. Apods a
centrifugacao, foi descartado o sobrenadante, ficando somente os pellets nos tubos. Foram
realizadas duas lavagens com 1.000ul de alcool 70%. Apos as lavagens, os pellets foram secos
em temperatura ambiente por aproximadamente duas horas. Apds a secagem, foi adicionado
50ul de tampao TE com RNAse e realizada incubagdo em banho-maria, por 30 minutos a 37°C.
O DNA extraido foi armazenado no freezer -20°C. A quantificacdo das amostras foi estimada
pela intensidade de fluorescéncia emitida pelo corante Gel Red sob UV em géis de agarose a

0,8 % (eletroforese), comparada aos de padrdes com pesos moleculares e concentracdes
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especificas e conhecidas de DNA do fago A (20, 50, 100 e 200 ng). A eletroforese foi realizada

em uma cuba contendo tampao TBE 1 % a uma voltagem de 2 V/cm.

4.3 Construcao da biblioteca genomica e sequenciamento

A reducdo da complexidade gendmica foi realizada seguindo o método de
genotipagem por sequenciamento (GBS), envolvendo dupla digestao de DNA (ddGBS) (Poland
et al., 2012). Os procedimentos foram realizados no Laboratério de Evolucdo e Genética
Animal (LEGAL) - ICB/UFAM. Para cada amostra, foram utilizados aproximadamente Sug de
DNA gendmico. Para purificagdo das amostras foram utilizados beads magnéticos. Sequéncias
de adaptadores e barcodes foram ligados aos fragmentos do DNA gendmico total digeridos com
as enzimas de restricdo FSP B1 e EcoR1. Os fragmentos, associados aos sitios de restri¢do desta
enzima, foram entdo submetidos ao sequenciamento na plataforma Illumina, pela empresa
Norte Americana GENOME. As sequéncias geradas foram separadas por individuos e tiveram
suas sequéncias barcodes removidas pela empresa que realizou o sequenciamento, resultando

em fragmentos RAD de cerca de 150 pb.

4.4 Processamento de sequéncia bruta

As sequéncias obtidas do sequenciamento das 217 amostras, foram filtradas e
agrupadas por similaridade com iPyrad (Eaton; Overcast, 2020). Foram eliminadas sequéncias
contendo mais de 5 bases com escore de qualidade menor que 30 e que apresentavam cobertura
inferior a 6 copias, bem como aquelas menores que 35 pb. As sequéncias de adaptadores e
codigos de barras ja haviam sido retiradas pela empresa responsavel pelo sequenciamento. Foi
realizado agrupamento (intra e interindividual) entre sequéncias com no minimo 85% de
identidade. Para evitar possiveis paralogos, foram descartados os loci que apresentaram mais
de 50% de sitios heterozigotos e aqueles que continham mais de 20% de sitios variaveis ou
mais de 8 indels. Destas, 6 foram descartadas por terem cobertura virtualmente nula (0 a 7),
ficando, portanto, 216 amostras. Foram eliminados quatro individuos com maior quantidade de

dados perdidos (missing data), que aumentava a matriz resultante em mais de 50%.

4.5 Diversidade Genética e AMOVA

A matriz original de SNPs nao ligados continha 28.469 SNPs e 216 amostras de C.
villosum. As filtragens foram realizadas no software R (R Core Team, 2021), incluindo a
remogao de loci com frequéncia alélica minima (MAF) inferior a 3, loci tri e tetra-alélicos, e
SNPs com baixa cobertura entre os individuos, de modo que a amostra com menor cobertura
mantivesse pelo menos 50% dos loci. Além disso, foram excluidos individuos com elevada

propor¢ao de dados ausentes (missing data), que elevavam a matriz resultante em mais de 50%.



25

Apds esses procedimentos, a matriz final foi composta por 207 amostras e 6.900 SNPs,
garantindo que todas as amostras apresentassem, no minimo, 50% dos loci.

Foram estimados parametros de diversidade genética: entre as quatro UCs entre
sistemas quintais e florestas de todas as UCs conjuntamente; e entre quintais e¢ florestas
separadamente, dentro de cada UC. Heterozigosidades esperada e observada e Fis foram
calculados para cada locus usando-se a fungao basic.stats do pacote hierfstat (Goudet; Jombart,
2021). Os indices gerais foram obtidos a partir das médias entre loci, e intervalos de confianca
a 95% por meio de 1.000 bootstraps de loci. O niimero de alelos foi computado para cada UC,
somando-se o numero de diferentes alelos presentes em cada locus. A riqueza alélica foi
calculada usando-se a fungdo allelic.richness do pacote hierfstat. Alelos privados em cada
populagdo foram contados com a fung¢ao private alleles do pacote poppr (Kamvar et al., 2015),
e rarefeitos a partir da populagdo com menor nimero amostral usando um script customizado.

Para a realizagdo da analise de variancia molecular (AMOVA), foi utilizado o pacote
poppr (Kamvar et al., 2014), que automatiza a analise de AMOVA do pacote pegas (Paradis,
2010). Foram testados grupos fora do contexto hieradrquico, apenas UCs e apenas sistemas, no
geral, assim como comparagdes par-a-par entre as UCs e comparacdes dos sistemas dentro de
cada UC, separadamente.

4.6 Estrutura genética

A estrutura populacional foi estimada a partir de duas abordagens, uma que utiliza
todos os SNPs de um determinado locus e outra que utiliza um SNP aleatorio de cada um dos
loci polimorficos. A estrutura populacional (K) e as proporgdes de ancestralidade de cada
individuo foram calculadas a partir de SNPs, por meio de uma fatoragdo ndo-negativa esparsa
da matriz de gendtipos com selecdo guiada pela entropia cruzada (Frichot et al., 2014). Foram
testados valores de K de 1 a 10 populagdes ancestrais. Valores de entropia cruzada foram
calculados para cada numero de K (10 repeti¢cdes), em cada um dos seguintes valores de alfa:
1, 10, 100, 1.000 e 10.000. Alfa ¢ o peso de regularizagdao que controla a esparsidade das
proporg¢des de ancestralidade, e serve como uma varidvel de ajuste para datasets pequenos (i.e.,
com matrizes menores que ~10 mil SNPs). Estes valores foram escolhidos conforme as
recomendacdes de Frichot et al. (2014). Os valores finais de entropia cruzada foram estipulados
como sendo a menor média obtida para cada valor de K dentre os diferentes valores de alfa
testados. A partir do resultado de entropia cruzada, 100 matrizes de admixture foram estimadas
com o numero 6timo de K, e aquela com o menor numero de entropia cruzada, dentre as 100,

escolhida como resultado para a matriz final.
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Os loci RAD obtidos com iPyRAD foram convertidos para o formato finerad com o
script fornecido com o fineRADstructure para este fim, o qual agrega os haplotipos por locus e
remove loci inaptos (e.g., invaridveis ou com amostragem insuficiente; colunas com
delecodes/excesso de bases ambiguas). Apos a conversao 27.491 loci foram mantidos. Para
manter consisténcia com as analises anteriores, foram utilizados os mesmos 207 individuos.
Em seguida, foi estimada a matriz de coancestralidade com RADpainter, que quantifica, para
cada individuo, a fracdo de haplotipos "copiados" de cada outro individuo. A inferéncia de
estrutura populacional foi realizada no fineSSTRUCTURE, este método foi desenvolvido para
detectar estrutura populacional fina, fazendo uso de SNPs ligados em um mesmo locus génico,
gerando uma matriz de coancestralidade comparando, para cada locus, os SNPs varidveis entre
todos os pares de individuos e, depois, usa essa matriz para fazer uma clusterizacao dos
individuos por meio de uma MCMC. Com MCMC (1 milhao de burn-in; 1 milhdo de iteragdes
amostradas e mil de '"thinning"), a partir da matriz de coancestralidade. A
convergéncia/estabilizagdo foi avaliada por inspe¢do visual do tracer da Posterior, extraido do
log do fineSTRUCTURE e plotado como série temporal; confirmei auséncia de tendéncias

sistematicas apoOs o burn-in antes de interpretar a particao/arvore final.

4.7 Migracao e fluxo génico

Foram utilizados SNPs nao ligados e apenas SNPs bialélicos foram retidos. Os loci
foram requeridos a ter ambos os alelos representados em pelo menos duas populagdes,
reduzindo, assim, potenciais vieses devidos a alelos privados ou variantes especificas de
populagdo. Além disso, os loci foram mantidos somente quando havia genotipos disponiveis
para pelo menos 64 cromossomos (32 individuos dipldides), correspondendo ao menor tamanho
amostral entre as populagdes (RDS Amana). O conjunto de dados final foi composto por 1135
SNPs, formatado em HapMap, um dos formatos de dados reconhecidos pelo Migrate-n v5.0.4
(Beerli, 2006; Beerli; Palczewski, 2010). As analises foram conduzidas em um framework
Bayesiano para estimar a taxa de mutagao escalada pelo tamanho populacional (0) e a taxa de
migracdo escalada pela mutag¢do (M), seguindo as recomendacdes de Beerli (2009). O programa
foi executado com 1 cadeia longa (100 mil amostras, registradas a cada 100), 4 cadeias com

diferentes temperaturas (Metropolis coupling) e um burn-in de 100 mil amostras por réplica.
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5. RESULTADOS

5.1 Diversidade genética

As quatro UCs apresentaram heterozigosidade observada (Ho) inferior a
heterozigosidade esperada (He), o que se reflete em coeficientes de endogamia (FIS) positivos
em todas as UCs. Em alguma delas, os valores de FIS foram superiores a 0,42, indicando o

cruzamento entre individuos aparentados.

De modo geral, as UCs apresentaram parametros de diversidade genética semelhantes.
No entanto, a FLONA Tapajos apresentou os maiores valores de nimero de alelos (12.395),
riqueza alélica (8.117) e alelos privados rarefeitos (505), enquanto a RDS Amana apresentou

os menores valores desses parametros (Tabela 2).

Tabela 2. Estimativas de diversidade gendmica para 6.900 marcadores SNPs avaliados em 207
individuos de Caryocar villosum em quatro unidades de conservagdo. Numero de individuos (N),
heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He), coeficiente de endogamia (FIS),
significativo com intervalo de confianca de 95% de Ho (Ho 1C95%), significativo com intervalo de
confianga de 95% de He (He 1C95%), significativo com intervalo de confianga de 95% de FIS
(FIS_1C95%), numero de alelos (NA), riqueza alélica (RA), alelos privados (Ap), alelos privados
rarefeitos (APR). Os ntimeros destacados em negrito indicam diferencas estatisticamente significativas.

Parametros de

diversidade RDS Amand  FLONA Caxiuand FLONA Tapajos FLONA Tefé
N 32 52 65 58
Ho 0,0836 0,0873 0,0871 0,0801
0.161 0,171 0,178 0,162
He
0,379 0,.409 0,424 0,421
FIS
Ho IC95% 0,080; 0,086 0,084; 0,090 0,084; 0,089 0,077; 0,082
He 1C95% 0,156; 0,165 0,167, 0,175 0,174; 0,182 0,158; 0,166
FIS 1C95% 0,366; 0,392 0,399; 0,420 0,413; 0,435 0,410; 0,433
NA 11.059 11.658 12.395 11.767
RA 7.984 8.066 8.117 8.007
AP 111 281 306 417
APR 255 438 505 352

As estimativas dos parametros de diversidade genética dentro de cada sistema de
plantio nas quatro unidades de conservacao indicaram que a heterozigosidade observada (Ho)
foi inferior a heterozigosidade esperada (He) em todos os sistemas. Consequentemente, 0s
coeficientes de endogamia (FIS) foram positivos, com valores superiores a 0,41 em alguns

sistemas.
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Observou-se ainda que, na RDS Amana e na FLONA Caxiuana, os coeficientes de
endogamia foram mais elevados nos sistemas de quintal (0,397 e 0,397, respectivamente)

(Tabela 3).

De modo geral, verificou-se similaridade na diversidade genomica entre os sistemas
de quintal e floresta. No entanto, o sistema de floresta da FLONA Tapajés apresentou os

maiores valores de nimero de alelos, riqueza alélica, alelos privados e alelos privados rarefeitos

(Tabela 3).

Tabela 3. Estimativas de diversidade genética gendmica para 6.900 marcadores SNPs avaliados em 207
individuos de Caryocar villosum em quatro unidades de conservacao, considerando os sistemas de
quintal e floresta de cada unidade de conservagdo. Numero de individuos (N), heterozigosidade
observada (Ho), heterozigosidade esperada (He), coeficiente de endogamia (FIS), significativo com
intervalo de confianca de 95% de Ho (Ho IC95%), significativo com intervalo de confianca de 95% de
He (He 1C95%), significativo com intervalo de confianca de 95% de FIS (FIS_1C95%), numero de
alelos (NA), riqueza alélica (RA), alelos privados (Ap), alelos privados rarefeitos (APR). Os numeros
destacados em negrito indicam diferencas estatisticamente significativas.

FLONA
RDS Amana FLONA Caxiuana Caxiuana
UCS/Sistema RDS Amanai Flo Qui Flo Qui
Ho 0,084 0,083 0,089 0,086
He 0,160 0,159 0,167 0,169
Fis 0,342 0,367 0,356 0,397
Ho 1C95% 0,081; 0,088 0,080; 0,086 0,086; 0,092 0,083; 0,089
He 1C95% 0,155; 0,166 0,155; 0,164 0,162;0.172 0,164; 0,173
FIS 1C95% 0,326; 0,358 0,353; 0,380 0,341; 0,371 0,384; 0,409
Numero de 9.934 10.569 10.415 11.272
Alelos
Riqueza Alélica 7.870 7.951 7.973 8.038
Alelos Privados 3 37 22 115
APR 110 100 163 200
FLONA Tapajos FLONA Tapajos FLONA Tefé FLONA Tefé
UCS/Sistema Flo Qui Flo Qui
Ho 0,087 0,085 0,077 0,081
He 0,178 0,171 0,162 0,161
Fis 0,415 0,381 0,412 0,399
Ho 1C95% 0,084; 0,090 0,082; 0,088 0,074; 0,080 0,078; 0,084
He 1C95% 0,174; 0,182 0,167; 0,176 0,158; 0,167 0,157; 0,165
FIS 1C95% 0,40; 0,42 0,36; 0,39 0,39; 0,42 0,38; 0,41
Namero de 12.136 10.696 10.716 11.273
Alelos
Riqueza Alélica 8.115 8.017 7.960 7.989
Alelos Privados 181 21 23 107
APR 217 196 131 167
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Foram estimados parametros de diversidade genética nos sistemas de quintal e floresta
em cada unidade de conservagdo (UC). Os resultados indicam que a FLONA Tapajos
apresentou os maiores valores de riqueza alélica (8.115) e de alelos privados rarefeitos (217)
no sistema de floresta entre as UCs. De modo geral, observou-se pequena diferenca entre os
sistemas de quintal e floresta, destacando-se, contudo, um maior niimero de alelos privados

rarefeitos (196) no sistema de quintal da FLONA Tapajos (Tabela 4).

Quando considerados apenas os sistemas de plantio (floresta e quintal), os dados de
SNPs indicaram elevada similaridade entre os sistemas. Ainda assim, alguns pardmetros, como
a riqueza alélica (12.333) e o numero de alelos privados rarefeitos (442), foram ligeiramente
maiores no sistema de floresta, enquanto o sistema de quintal apresentou valores de 12.310 e

435, respectivamente.

A analise dos intervalos de confianga da heterozigosidade esperada, heterozigosidade
observada e do coeficiente de endogamia revelou sobreposi¢do entre os valores estimados,

reforcando a similaridade genética entre os sistemas (Tabela 4).

Tabela 4. Estimativas de diversidade genética gendmica para 6.900 marcadores SNPs avaliados em 207
individuos de Caryocar villosum em quatro unidades de conservacdo, considerando os sistemas de
quintal e floresta. Numero de individuos (N), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade
esperada (He), coeficiente de endogamia (FIS), significativo com intervalo de confianga de 95% de Ho
(Ho IC95%), significativo com intervalo de confianga de 95% de He (He 1C95%), significativo com
intervalo de confianga de 95% de FIS (FIS _1C95%), nimero de alelos (NA), riqueza alélica (RA), alelos
privados (Ap), alelos privados rarefeitos (APR). Os numeros destacados em negrito indicam diferencas
estatisticamente significativas.

UCs/Sistema Floresta Quintal
Ho 0,086 0,084
He 0,181 0,179
Fis 0,441 0,439
Ho IC95% 0,083; 0,088 0,082; 0,087
He 1C95% 0,178; 0,185 0,176; 0,183
FIS IC95% 0,432; 0,451 0,430; 0,448
Numero de Alelos 13.363 13.439
Riqueza Alélica 12.333 12.310
Alelos Privados 361 437
APR 442 435
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5.2 Estrutura populacional

A analise de variancia molecular (AMOVA), realizada com 207 individuos das quatro
unidades de conservagdo (RDS Amana, FLONA Tefé, FLONA Caxiuana ¢ FLONA Tapajos),
revelou maior variagdo genética entre os sistemas de plantio (quintal e floresta),
correspondendo a aproximadamente 11%, com valor de p altamente significativo (p < 0,001).

Também foi observada uma divergéncia genética de 8,9% entre as unidades de conservacgao.

Os valores de FST foram baixos (inferiores a 0,12), porém estatisticamente
significativos, indicando que a maior parte da diversidade genética esta distribuida dentro das

subpopulagdes, ou seja, entre sistemas de plantio e individuos (Tabela 5).

Tabela 5. Analise de variancia molecular (AMOVA) baseada a partir da média de 6.900 loci SNPs
encontrados em 207 amostras de Caryocar villosum em quatro unidades de conservacdao da Amazonia
Brasileira, e, dentro dos sistemas quintal e floresta. Valores em negrito indicam as estatisticas
correspondentes a diferenciagdo entre grupos. Os numeros destacados em negrito indicam
diferengas estatisticamente significativas.

SSD (Soma dos MSD (Média Porcentagem de
Fonte de variagdo quadrados) quadratica) variagao
Entre UCs 14.121 4.707 8,9%
Entre sistemas 4.275 1.068 2,1%
Entre individuos 138.157 694 88,9%
Total 156.553 759

A AMOVA par a par indicou que a maior porcentagem de variacdo genética ocorreu
entre a RDS Amana e a FLONA Caxiuana (15,10%), seguida pela comparacao entre a FLONA
Caxiuana e a FLONA Tefé (14,90%). Por outro lado, as menores porcentagens de variagdo
foram observadas entre a RDS Amana e a FLONA Tefé (3,10%) e entre a FLONA Caxiuana e
a FLONA Tapajo6s (5,60%) (Tabela 6).
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Tabela 6. Analise de variancia molecular (AMOVA) em Caryocar villosum par a par, comparando as
variagdes de duas unidades de conservagdo por vez. Valores em negrito indicam as estatisticas
correspondentes a diferenciacdo entre grupos. Os niimeros destacados em negrito indicam diferencas
estatisticamente significativas par a par.

Fonte de variacao Soma dos Média quadratica  Porcentagem de Estatistica F
quadrados variagao
AMA/CAX 5.584 5.584 15,1% 0,151
AMA/TAP 4.302 4.302 10,5% 0,105
TAP/TEF 5.775 5.775 10,4% 0,104
AMA/TEF 1.537 1.537 3,1% 0,031
CAX/TAP 3.226 3.226 5,6% 0,056
CAX/TEF 7.369 7.369 14,9% 0,149

Quando realizada a AMOVA utilizando todos os individuos dos sistemas de quintal e
floresta de cada unidade de conservagao, observou-se que a maior variagdo ocorreu nos sistemas
da FLONA Caxiuana (6,30%), enquanto a menor ocorreu nos sistemas da RDS Amana (Tabela
7).

Para a analise da estrutura populacional, foi estimada a quantidade ideal de K a partir
da entropia cruzada. Foram avaliados valores de K de 0 a 10, sendo que o menor valor de

entropia cruzada indicou K =4 como o mais adequado, conforme mostra a Figura 2.

Tabela 7. Analise de variancia molecular (AMOVA) em Caryocar villosum dentro das unidades de
conservacdo. Valores em negrito indicam as estatisticas correspondentes a diferenciagcdo entre os
sistemas. Os numeros destacados em negrito indicam diferengas estatisticamente significativas.

Dentro Sistema Soma dos Meédia quadratica  Porcentagem de Estatistica F
quadrados variagao
RDS Amana 614 614 -0,4% -0,004
FLONA Tefé 939 939 1,4% 0,014
FLONA 1.779 1.779 6,3% 0,063
Caxiuana

FLONA Tapajos 943 943 1,1% 0,011




32

Figura 2. Matriz de 207 individuos e 6.900 SNPs ¢ testados valores de K de 1 a 10 populagdes ancestrais.
A barra retangular em vermelho, indica o N° de K=4 como ideal como melhor resultado do modelo.

No sNMF, realizado nas quatro unidades de conservacdo com a presenga de individuos

de quintal e floresta, o numero ideal de grupos foi K = 4, havendo estruturagdo em pelo menos
trés unidades de conservacdo. Duas unidades de conservagdo (RDS Amana e FLONA Tef¢)
apresentaram-se como uma extensdo uma da outra. Dentro dos quatro grupos genéticos, trés

sdo distintos, havendo estruturagao (Figura 3).



33

Figura 3. Valores de entropia cruzada e matriz de ancestralidade com o K=4 sendo a melhor distribuigdo,
as cores definem a presenca em porcentagem na formagdo alélica de cada populagio.
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Foi realizada uma matriz de semelhanca entre individuos em analise utilizando o
software fineRADstructure. A matriz ¢ simétrica, ¢ a diagonal principal (de cima a esquerda
para baixo a direita) representa a semelhanga de um individuo consigo mesmo (Figura 4).

Os individuos da FLONA Caxiuand e da FLONA Tapajos formam blocos distintos em
rela¢do aos individuos da RDS Amand e da FLONA Tefé na matriz, agrupando-se também no
dendrograma. Os grupos Floresta (verde escuro) e Quintal (verde musgo) também se agrupam

de forma coesa, apresentando maior relacao entre si (Figura 4).
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Figura 4. Matriz de coancestralidade entre os individuos das quatro unidades de conservagao, azul escuro
(FLONA Tef¢), azul claro (RDS Amani), vermelho (FLONA Tapajos) e rosa (FLONA Caxiuand). As
cores verde musgo, refere-se ao sistema de plantio quintal e verde escuro ao sistema de plantio

“floresta”.
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5.3 Migracao e Fluxo Génico

A FLONA Tapajos ¢ o destino mais relevante em termos de impacto na taxa de
substitui¢do populacional por migragao, especialmente no fluxo RDS Amana—FLONA Tapajos
(1,009). A estimativa do parametro central (média/mediana/moda) ¢ altamente consistente para
todas as rotas, sugerindo distribui¢des de probabilidade geralmente simétricas.

O fluxo RDS Amana-FLONA Tef¢ ¢ o que apresenta maior incerteza (maior dispersao
na estimativa do parametro). Ja o fluxo FLONA Tefé—RDS Amana apresenta a menor incerteza
(0,940). O parametro de dispersao do modelo (theta destino) € praticamente constante em todos

os fluxos migratorios (Tabela 8).

Tabela 8. Estimativas de fluxo génico entre as unidades de conservacdo com o MIGRATE.

Origem Destino média theta destino migrantes/geracao
Ama Cax 84,375 0,046 0,972
Ama Tap 86,264 0,047 1,009
Ama Tef 83,849 0,046 0,967
Cax Ama 87,783 0,044 0,955
Cax Tap 83,171 0,047 0,973
Cax Tef 84,131 0,046 0,971
Tap Ama 86,600 0,044 0,942
Tap Cax 84,896 0,046 0,978
Tap Tef 84,182 0,046 0,971

Tef Ama 86,416 0,044 0,940
Tef Cax 83,095 0,046 0,957
Tef Tap 81,953 0,047 0,959

A FLONA Tapajoés apresenta os valores mais altos para o centro da distribui¢do
(quantis, moda, mediana e média) em comparagdo com as demais unidades, com valores em
torno de 0,047. Ja a RDS Amana apresenta os valores mais baixos, entre 0,043 e 0,044 (Tabela
9). No entanto os valores sdo estatisticamente bem similares, indicando que ndo ha diferenca

entre as unidades de conservacao.
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A FLONA Caxiuand e a FLONA Tef¢é apresentam valores de centro de distribui¢cdo
muito proximos, na faixa de 0,046 (Tabela 9).

A RDS Amana ¢ a tnica populagdo com razao menor que 1 (0,963), o que indica que
o numero médio de emigrantes por geracdo ¢ maior do que o de imigrantes. A FLONA
Caxiuana, a FLONA Tapajés e a FLONA Tefé apresentam razdes proximas ou superiores a 1,
indicando que o numero médio de imigrantes ¢ igual ou ligeiramente superior ao de emigrantes
por geragao.

A FLONA Tefé¢ apresenta a maior razao (1,019), indicando a maior diferencga relativa
entre imigrantes ¢ emigrantes a favor dos imigrantes. A FLONA Tapajos apresenta a maior taxa
média de imigrantes por geragdo (0,980), enquanto a RDS Amana apresenta a maior taxa média

de emigrantes por geragdo (0,983) (Tabela 9).

Tabela 9. Estimativas de fluxo génico entre as unidades de conservagdo com o MIGRATE, centro de
distribui¢do.

Populacao Quantil 2.5% Quantil 97.5% moda mediana média
Ama 0,043 0,044 0,044 0,0436 0,0435
Cax 0,046 0,046 0,046 0,0464 0,0461
Tap 0,047 0,047 0,047 0,0468 0,0468
Tef 0,046 0,046 0,046 0,0462 0,0462

MEDIA MIGRANTES / GERACAO

Pop Imigrantes Emigrantes Razao
Ama 0,946 0,983 0,963
Cax 0,969 0,966 1,002
Tap 0,980 0,964 1,017

Tef 0,970 0,952 1,019
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6. DISCUSSAO
6.1 Diversidade Genética

A utilizacdo de uma matriz robusta de 6.900 SNPs proporcionou uma resolucao
genoOmica inédita para o piquia, superando limitagdes comuns de marcadores SSR, como alelos
nulos e homozigosidade superestimada. Essa abordagem permitiu identificar que, apesar da
selecdo humana, a estrutura genética da espécie permanece preservada em escala regional, com
divergéncias moderadas entre as Unidades de Conservagao.

O estudo revelou que os valores nos parametros de diversidade genética entre sistemas
de quintal (manejados) e floresta madura sdo bastante similares. Diferentemente de outras
culturas estudadas por Nascimento et al., (2024), que encontraram assinaturas de sele¢do
intensas em populagdes de acai, ndo foi sustentada a hipotese de um gargalo genético acentuado
nos quintais, indicando uma domesticagdo incipiente e recente, na qual a divergéncia genotipica
ainda ¢ pequena.

A alta densidade de marcadores SNPs utilizada neste estudo superou as limitagdes de
homozigosidade superestimada comuns em genotipagens com microssatélites, que
frequentemente enfrentam problemas com alelos nulos. Enquanto Francisconi et al. (2021)
utilizaram marcadores microssatélites para investigar populagdes de piquia, as estimativas
podem ter sido influenciadas pela presenca de alelos nulos.

O estudo demonstrou que, em todas as quatro UCs e em todos os sistemas de plantio
(quintal e floresta), a heterozigosidade observada foi menor que a heterozigosidade esperada.
Isso resultou em um coeficiente de endogamia (FIS) positivo em todas as UCs, com valores
significativos, alguns deles acima de 0,42. Um FIS positivo e alto (acima de 0,4) indica um
excesso de homozigotos em relacdo ao esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg. Isso
sugere a ocorréncia de cruzamento entre individuos geneticamente proximos ou mistura entre
subpopulagdes (Ridley, 2006, p. 159). Colli-silva et al. (2023), observaram que ha redugdo dos
valores da diversidade genética em populacdes domesticadas de cupuagu em comparacao com
populagdes selvagens da espécie.

Embora a endogamia seja esperada em populagdes domesticadas devido a gargalos
genéticos e a selecdo humana (Francisconi et al., 2021; Gepts, 2004), também foi observado
que populacdes de floresta apresentam altos coeficientes de endogamia. O cruzamento
preferencial (acasalamento ndo aleatério) ou a estrutura populacional fina, mesmo em florestas
maduras, podem levar a um histérico de cruzamento entre parentes proximos (Loveless;

Hamrick, 1984).



38

Os parametros de diversidade genética sdo similares entre as popula¢des de quintal
(manejadas) e as de floresta madura, refor¢ando o estudo de Francisconi et al. (2021), que indica
que a sele¢d@o humana ainda ndo causou um gargalo genético acentuado ou uma diferenciacao
profunda entre os grupos. No entanto, de acordo com Kurunes et al. (2021), a baixa diversidade
genética entre as populacdes pode estar associada a outros fatores, como o efeito Wahlund ou
a mistura entre subpopulagdes.

Foi encontrada pouca diferenga entre as diversidades gendmicas das populagdes, com
alguns parametros bastante similares. Resultados semelhantes foram encontrados por Alves
(2023), que estudou populagdes de Caryocar villosum pertencentes a Amazonia Ocidental e
Oriental brasileira, e por Franciscone ef al. (2021), que observaram valores nos parametros de

diversidade bastante similares entre duas populagdes de piquia.

6.2 Comparaciao Quintal vs. Floresta e o Processo de Domesticacio

Diferentemente do observado em culturas de ciclo curto, nas quais a domesticagdo
gera gargalos genéticos severos, o piquid apresenta indices de endogamia elevados (FIS > 0,40)
tanto em quintais quanto em florestas maduras. Nascimento et al. (2024) encontraram padroes
semelhantes em estudos com o agai (Euterpe oleracea), nos quais a biologia reprodutiva e o
cruzamento entre individuos aparentados (endogamia natural), bem como a estrutura
populacional fina em escala local, exercem papel fundamental na configuragdo genética,
independentemente da intensidade do manejo atual.

A FLONA Tapajos foi a unidade de conservagdo com maior riqueza alélica no sistema
de floresta, demonstrando maior profundidade temporal na diversidade natural e maior nimero
de alelos privados rarefeitos, refletindo elevada diversidade genética entre os sistemas (Tabela
2), o que a posiciona como um possivel centro de diversidade genética e reforca a hipotese de
ser o centro de origem da domesticagdo da espécie. Este achado esta alinhado com o estudo de
Francisconi et al. (2021), que também encontraram maior diversidade genética na FLONA
Tapajos, e com o estudo de Alves (2023), que estimou essa regido como centro de origem.

A hipétese levantada neste estudo, de que haveria menor diversidade genética nos
quintais do que nas florestas maduras, ndo foi sustentada. As estimativas de diversidade entre
os sistemas de quintal e floresta foram muito similares, com sobreposi¢cao dos intervalos de
confianca (IC95%), e, embora o sistema de floresta tenha apresentado maior riqueza alélica e
maior nimero de alelos privados rarefeitos, o sistema de quintal apresentou maior nimero de
alelos e de alelos privados. Essa distribui¢do mista de alelos sugere um fluxo génico continuo

entre os sistemas ou um processo de domesticacao recente e incipiente (Clement, 1999a), no
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qual a divergéncia genotipica ainda é pequena. O padrdao observado de diversidade genética
elevada e coeficientes de endogamia semelhantes em ambos os sistemas (quintal e floresta) ¢
consistente com a descri¢do do piquia como uma espécie incipientemente domesticada (Alves
et al., 2016; Francisconi et al., 2021). Em populagdes incipientemente domesticadas, espera-se
uma divergéncia genotipica pequena, especialmente quando o fluxo génico entre populagdes
manejadas e silvestres ¢ mantido.

A endogamia encontrada nos quintais (com exce¢ao de algumas areas) foi mais
elevada na RDS Amana e na FLONA Caxiuana, onde o coeficiente de endogamia foi maior nos
sistemas de quintal (Tabela 3). Esse padrdo pode ser explicado pelo manejo humano, com a
coleta de um numero limitado de individuos e a propagacao seletiva de linhagens de interesse,
resultando em um estreitamento da base genética (Weber et al., 2001; Hollingsworth et al.,
2005).

6.3 Estrutura genética e variacdes populacionais

As andlises de estrutura populacional (SNMF e fineRADstructure) e a AMOVA
fornecem percepcdes sobre a estruturacdo genética e varidncia entre as unidades de
conservagdo, bem como sobre o potencial centro de origem da domesticagdo. A AMOVA
mostrou que a maior parte da diversidade genética esta contida dentro das
subpopulagdes/individuos (11%), embora os valores sejam estatisticamente significativos. A
variagdao entre as UCs foi de apenas 9%, enquanto a variacdo entre os sistemas (quintal e
floresta) foi de 11%. Valores similares foram encontrados por Franciscone et al. (2021), com a
utilizagdo de marcadores microssatélites, onde as fontes de variagdo estavam principalmente
entre os individuos (97,63%) e apenas 2,36% estavam entre os sistemas de plantio. J4 Muhlen
et al. (2019), estudou populagdes cultivadas e selvagens de mandioca, e encontrou maior parte

da variacdo esta dentro dos grupos com FST de 0,081.

O sNMF (com K = 4) revelou pouca ou nenhuma estruturacao entre a RDS Amana e
a FLONA Tefé, que sdo quase uma extensao uma da outra, quando olhamos para o panorama
geram das populagdes, notou-se que existe trés estruturas bem definidas (figura 3). Diferente
do que encontrados em populagdes domesticadas de mandioca, onde se encontrou estruturas
bem definidas quando comparadas com populacdes selvagens (Pereira-Alves et al., 2018). A
matriz de semelhanga (fineRADstructure) mostrou que a FLONA Caxiuana e a FLONA
Tapajoés formam blocos distintos e se agrupam separadamente da RDS Amana e da FLONA
Tefé. Isso sugere uma estrutura genética em escala regional, na qual a distancia geografica

exerce alguma influéncia, mas ndo ¢ um fator absoluto. Os resultados encontrados no
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FineRADstruture, encontrando dois grupos distintos, corroboram com o estudo realizado por
Alves (2023), onde se analisou populagdes de piquia considerando a Amazdnia Ocidental e
Oriental brasileira, e encontrou-se duas estruturas distintas, uma formada pala pela Amazodnia
Ocidental e outra pela Amazdnia Oriental.

A FLONA Tapajos foi a unidade de conservagdo com maior numero de alelos, riqueza
alélica e alelos privados rarefeitos (Tabela 2), o que a posiciona como um possivel centro de
diversidade genética e reforca a hipotese de ser o centro de origem da domesticagdo da espécie.
Este achado esta alinhado com o estudo de Francisconi ef al. (2021), que também encontraram
maior diversidade genética na FLONA Tapajos, € com o estudo de Alves (2023), que estimou
essa regido como centro de origem.

Estudos de Moreira et al. (2015) e Pedrosa et al. (2018) mostram que a domesticagao
em espécies de uvas alterou drasticamente o fenotipo (tamanho de fruto e pigmentacdo). No
piquid, os SNPs revelam que a estrutura genética ainda esta mais associada a geografia regional,
sugerindo que a sele¢cao humana focada em frutos ndo amargos ainda nao isolou completamente

essas populacdes.

6.4 Fluxo Génico e Padrées de Migracao

A hipodtese de que haveria estruturagdao genética e ndo teria fluxo gé€nico entre as
populagdes das quatro unidades de conservagao, ndo foi sustentada. Houve pouca estruturacao
nas populagdes como demostrado nas anélises do SNMf e fineRADstruture. Os resultados do
MIGRATE mostram que h4 fluxo génico entre as unidades de conservacio. A identificacio da
FLONA Tapajos como o principal destino de imigrantes e detentora do maior numero de alelos
privados rarefeitos (505) corrobora a hipodtese de ser um centro de diversidade e de origem da
domesticacdo. Esse achado estd em consondncia com as evidéncias arqueoldgicas de
agregacdes proximas as Terras Pretas de Indio na regido, encontradas por Alves et al. (2016) e
Franciscone et al. (2021). Assim como a mandioca (Alves-Pereira et al., 2020) teve sua
dispersdo mapeada por SNPs a partir do sudoeste amazonico, o piquid parece ter na calha do
Tapajés o seu nucleo de manejo historico, de onde a diversidade genética foi exportada e
mantida ao longo do tempo.

As estimativas de fluxo génico (MIGRATE) entre as UCs fornecem a diregdo ¢ a
intensidade da migragdo. O fluxo entre a RDS Amana e a FLONA Tapajos (Ama—Tap) € o mais
relevante em termos de impacto na taxa de substituicdo populacional por migracdo, com uma
taxa de 1,009 migrantes por geracdo. A razdo entre imigrantes e emigrantes reforca que a RDS

Amana ¢ a Unica populagdo com valor inferior a 1 (0,963), indicando maior nimero de
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emigrantes do que de imigrantes. Além disso, a RDS Amana apresenta a maior taxa média de
emigrantes por geracao (0,983). Por sua vez, a FLONA Tapajos e a FLONA Tef¢ apresentam
razoes superiores a 1 (1,017 e 1,019, respectivamente), indicando que o nimero médio de
imigrantes € ligeiramente superior ao de emigrantes.

A alta taxa de imigrantes na FLONA Tapajos, combinada com sua elevada diversidade
genética, sugere que essa unidade de conservacao esta recebendo e retendo material genético
de outras populacdes, o que pode estar associado a sua importdncia como centro de
domesticacao. O fluxo génico, de modo geral, com razao proxima a 1 (exceto na RDS Amana),
sugere um movimento de genes relativamente equilibrado entre as UCs, o que pode ser
facilitado por polinizadores de longa distdncia, como morcegos do género Phyllostomus

(Martins; Gribel, 2007), e pela dispersao humana de sementes (Alves ef al., 2016).
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7. CONCLUSAO

A utilizacdo de marcadores moleculares do tipo SNP representa um salto metodologico
em relacdo aos tradicionais microssatélites (SSR), permitindo uma cobertura homogénea de
todo o genoma e maior precisao na detec¢ao de variantes genéticas.

Portanto, com base nos resultados obtidos e nos objetivos apresentados neste estudo, é
possivel concluir que a diversidade genética em piquiazeiros de quintais ¢ de floresta
compartilha parametros de diversidade bastante semelhantes, refor¢ando a incipiéncia da
domesticacdo da espécie. Existe pouca estrutura genética entre as quatro unidades de
conservagdo, tornando as populagdes estruturalmente semelhantes, nao havendo padrdes bem
definidos que indiquem o principal centro de domesticagdo da espécie.

Caryocar villosum na Amazdnia apresenta um processo de domesticacao incipiente em
curso. Embora o manejo humano nao tenha gerado uma forte distin¢do na diversidade genética
entre quintais e florestas (devido, provavelmente, ao fluxo génico continuo e a natureza
incipiente do processo), ha evidéncias claras de endogamia em todas as populagdes e um forte
indicio de que a FLONA Tapajos (com a maior diversidade alélica e maior recebimento de

imigrantes) seja um centro de origem do processo de domesticagao.
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