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Resumo

A genbmica da paisagem estuda a distribuicdo geogréafica da variagdo genética em escala
gendmica. O grande desafio é separar os efeitos do isolamento por distancia (isolation by
distance — IBD) e do isolamento por ambiente (isolation by environment — IBE) na
diferenciacdo genética. Um delineamento amostral inadequado dificulta a separacao dos
efeitos da distancia geografica e dos gradientes ambientais na estrutura genética e a
identificacdo de regides gendmicas potencialmente envolvidas na adaptacdo local. O
objetivo deste estudo é determinar o delineamento amostral mais adequado para estudar a
gendmica da paisagem da castanheira-do-Brasil (Bertholletia excelsa) em toda a sua
distribuicho na Amazodnia brasileira. O banco de dados inclui 51 potenciais pontos de
amostragem. Estes foram comparados com dados de 489 localizacbes obtidas de um
trabalho de modelagem ecoldgica. Para todas as 540 localizag6es foi feito o download de 19
variaveis bioclimaticas na plataforma Worldclim e excluidas as varidveis altamente
correlacionadas (|r| = 0,70). Seis variaveis foram mantidas para analise das distancias
climaticas. Para cada variavel, as distancias geogréficas e climéaticas foram plotadas em
graficos de dispersdo e histogramas. Todas as andlises foram realizadas no ambiente
computacional R. Nossos resultados mostram que o delineamento amostral de apenas 44
pontos amostrais € adequado para separar IBD e IBE, uma vez que toda a gama de
possiveis distancias geograficas e climaticas entre pares de populacées estdo bem
representadas. Além do mais, os 44 pontos amostrais representam a ampla variacao
climatica ao longo da area de distribuicdo da B. excelsa na Amazénia brasileira e serdo

amostrados para analises genéticas.

Palavras-chave: Bertholletia excelsa, Génomica da Paisagem, Isolamento por distancia.
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Introducéo

A genbmica da paisagem é uma
abordagem que busca estudar como as
caracteristicas geograficas e ambientais
atuam na variacdo genética entre individuos
ou populacdes. Segundo Holderegger e
Wagner (2008), a genbmica da paisagem é
uma integracdo da genética de populacdes
com a ecologia da paisagem, cujo o foco € o
estudo do fluxo génico e da variagédo
genética adaptativa entre os ambientes.

A disponibilidade de sequéncias
gendmicas proporciona examinar efeitos
histéricos da populagdo, ocorréncias de

migracdo e selecdo natural (Sork et al.,

2013). Adicionalmente, a identificagdo dos
genes que expressam os fendtipos
relacionados a adaptacdo local das

populagbes contribui para o conhecimento
da base genética da adaptagcdo e da
evolugdo por selecdo natural (Rieseberg &
Bourke, 2001; Sork et al., 2013).

Como as diferencas adaptativas sado
impulsionadas pela selecdo em ambientes
diferentes ecologicamente (Rasédnen &
Hendry, 2008), a genbmica da paisagem
vale-se da coleta de amostras genéticas ao
longo de gradientes ambientais e da
identificacdo de marcadores moleculares
gue estdo estatisticamente relacionados a
determinado ambiente (Holderegger &
Wagner, 2008). Compreender como o fluxo
génico atua com os gradientes ambientais

possibilita um estudo da evolucdo na
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adaptacdo de espécies ou populacbes

durante periodos de rapida mudanca
ambiental (Sexton, Hangartner & Hoffmann,
2013).

O grande desafio dos estudos em
genbmica da paisagem é separar a
interacdo e relagcdo do ‘Isolamento por
distancia’ (IBD — Isolation by Distance) e do
‘Isolamento por ambiente’ (IBE — Isolation by
Environment) na diferenciacdo genética
espacial (Meirmans, 2012; Meirmans, 2015;
Wang & Bradburd, 2014), o que dificulta a
avaliacdo dos efeitos da selegéo natural, da
historia geogréfica e da migragdo no estudo
evolutivo da espécie. O isolamento por
ambiente pode ser definido como um
modelo em que a diferenciacdo genética
aumenta com as diferencas ambientais,
independente da distancia geografica. Ja o
isolamento por distancia € um modelo em
gue a diferenciacdo genética aumenta com a
distancia geogréafica. (Wang & Bradburg,
2014).

A divergéncia  genética  entre
populacdes pode ser resultado de fluxo
génico reduzido associado a fatores
geograficos e ambientais. Compreender os
efeitos das contribuicdes de IBE e IBD sobre
a reducédo do fluxo génico entre populactes
podem fornecer informagbes de como as
paisagens moldam essa divergéncia
genética. O grande desafio de separar os
efeitos de IBE e IBD se deve ao fato de que
as populacdes que estdo distantes entre si
ambientes

também ocupam diferentes

(Wang, Glor & Losos, 2013).
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Nos ultimos anos, diversos autores
tém argumentado que, devido a correlacdo
entre os modelos IBD e IBE na distribuicédo
da variacdo genética espacial, € essencial
gue haja um delineamento amostral, que
permita separar os efeitos relativos de
distancia geografica e distancia ambiental na
variacdo genética (de Mita et al. 2013;
Lotterhos & Whitlock, 2015; Meirmans, 2012;
Meirmans, 2015; Wang & Bradburd, 2014).
Wang & Bradburg (2014)

argumentam que amostras de diferentes

Para isso,
ambientes devem ser delineadas utilizando
populagbes que estejam geograficamente

proximas e distantes, sendo
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ocupam ambientes semelhantes também
devem ser amostradas. Desse modo, a
associacdo entre IBE e IBD sera reduzida.
também ilustram

Eles como um

delineamento amostral inadequado pode
impossibilitar que as questdes referentes a
genbmica da paisagem sejam
adequadamente respondidas. A Figura 1,
extraida do trabalho de Wang & Bradburg
(2014),

delineamento amostral inadequado.

usa simulagdo para ilustrar um
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Nota-se que no plano de
amostragem em uma paisagem hipotética
proposto por Wang e Bradburd (2014), as
amostras coletadas nao representam toda
a variacdo ambiental da paisagem (Figura
1A) e nem toda a gama de distancias
geograficas possiveis entre pares de
populagbes (Figura 1B), ou seja, as
distancias intermediarias entre pares de
populagbes ndo estdo representadas
nessa amostragem. Na Figura 1C pode-se
também perceber como a amostragem
resulta em

parcial das populactes

distdncias geogréficas e ambientais

correlacionadas. As comparacbes de
distancias geogréficas curtas e longas
entre pares de amostras coletadas
coincidem com as distancias ambientais.
Nesse delineamento ndo houve amostras
com distancias geograficas
intermediarias entre as populacées. Dessa
forma, os pares de populagbes com
distancias geograficas curtas apresentam
sempre distancias ambientais curtas e o
distancias

mesmo ocorre com as

geograficas grandes. O efeito dessa
correlagdo entre as distancias geogréficas
e ambientais resultantes do delineamento
amostral ruim podera gerar inferéncias
erradas sobre o efeito das distancias
geograficas e ambientais (IBD e IBE
respectivamente) na estrutura genética
(Figura 1D),

delineamento amostral

ou seja, a partir desse
inadequado as
curvas sdo mal estimadas.

Segundo Sork et al. (2013),
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espécies arbéreas sdo de interesse a

conservacdo devido & importancia

econdmica e ecolégica. As arvores
armazenam uma enorme quantidade de
carbono, influenciando diretamente o ciclo
global do carbono e a taxa de mudanca
climatica. Por isso, estudar a gendmica da
paisagem de espécies arbéreas
proporciona informacdes importantes para
a conservagcdo da floresta diante das

rapidas mudancas ambientais que vém

sendo causadas pelo homem. A
Bertholletia excelsa Bonpl.
(Lecythidaceae), conhecida como a

castanheira-do-Brasil ou castanheira-da-

Amazébnia, ¢é abundante na regido

amazonica e suas améndoas sao
exploradas por diversas comunidades em
florestas nativas no curto prazo e com
baixo custo (Tonini Costa & Kaminski,
2008), para comercializacdo tanto para
consumo in natura como para uso na
indUstria de cosméticos. A espécie é
devido ao

considerada ameagada

desmatamento e classificada como
espécie vulneravel de acordo com a Lista
Vermelha das Espécies da Flora
Ameacadas de Extincdo (IJUCN, 2016). No
Brasil, a derrubada da &rvore é proibida
por lei (IN-IBDF 1/1980).

A distribuicdo geografica da B.
excelsa é ampla, apresentando assim
diferencas no gradiente de pluviosidade e
sazonalidade por toda a Amazbnia.
(Nepstad et al. 2004). Tendo em vista que

z

a selecdo natural é o principal fator
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causador da adaptacdo local das
populagbes a ambientes, acredita-se que a
distribuicdo da variacdo genética entre as
populacbes de castanheira na Amazbnia
brasileira seja fortemente explicada pela
selecdo natural. Estudos sobre a historia
demogréafica da B. excelsa e a distribuicéo
de sua variabilidade genética vém sendo
realizados (Sujii, Martins, Wadt, Azevedo &
Solferini, 2015; Thomas, Caicedo, Loo &
Kindt, 2014; Thomas, Caicedo, Mcmichael,
Corvera & Loo, 2015), mas ndo ha ainda
estudos que utilizaram uma amostragem
ampla para avaliar a genbmica da
paisagem dessa espécie. O conhecimento
dos padrbes geograficos da variacao
genética adaptativa e sua associagcdo com
gradientes  climaticos  pode  trazer
a habilidade de

populagbes locais tolerarem mudancas

informagbes sobre
climéticas e na definicdo mais eficiente de

estratégias e areas prioritarias para

conservacdo da espécie. O presente
trabalho é a primeira parte de um projeto
que visa estudar a genbmica da paisagem
em B. excelsa ao longo da Amazodnia

brasileira.

Objetivos

O objetivo desta pesquisa foi definir um
delineamento amostral adequado para que
as andlises estatisticas em gendmica da
paisagem permitam separar os efeitos das
distancias geograficas e climéticas na
variagdo gendmica de Bertholletia excelsa

na Amazonia brasileira.
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Materiais e Métodos

O banco de dados do projeto incluiu
51 localizagcdes de potenciais pontos de
coleta que foram indicados pelos
pesquisadores participantes do projeto em
todos os estados da Amazobnia brasileira.
Estas localiza¢des foram comparadas com
o banco de dados de 489 pontos de
ocorréncia de B. excelsa apresentados em
Thomas et al. (2014) e disponibilizados
para este estudo. Para todas as 540
localizagOes foi realizado o download das
19 variaveis bioclimaticas no banco de
dados do WorldClim — Global Climate Data
(http://www.worldclim.org/).

Inicialmente  foi calculada a
correlacdo linear simples entre pares de
variaveis climaticas nos 51 locais para
exclusdo de variaveis altamente
correlacionadas (|r|20,70) e escolha de
apenas seis variaveis para as analises
subsequentes. Na escolha, optou-se por
manter nimeros equivalentes de variaveis

Y

relacionadas a temperatura e a

precipitacdo. Calculou-se também a
correlagdo entre os dados climaticos e
latitude e longitude, com o objetivo de
averiguar se h4 uma tendéncia latitudinal
ou longitudinal nos gradientes climaticos.
Para cada variavel climética
selecionada, foram calculadas distancias
climaticas entre pares de populacdes e
plotadas em gréaficos de dispersdo e
histogramas seguindo o procedimento

apresentando em Wang e Bradburd (2014)
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como ilustrado na Figura 1B e 1C. Os
gréficos foram observados para comparar
as distancias geograficas e climéticas de
todos 489 pontos e das 51 populacées.

Apdés a analise da eficiéncia
amostral das 51 localiza¢cBes potenciais foi
simulada a exclusdo de pontos amostrais
potencialmente redundantes e a inclusédo
de novos locais, que nado haviam sido
previstos quando da elaboracdo do projeto.
Além disso, houve a necessidade de
excluir locais potenciais devido a
dificuldades logisticas e financeiras que
ocorreram durante a execucdo do projeto.
Ap6s a confirmacdo dos locais viaveis para
amostragem, 44 pontos de coleta foram
definidos. Todas as analises descritas
anteriormente foram refeitas para esse
novo conjunto de dados.

Todas as andlises foram realizadas
no ambiente computacional R (R core
Team, 2016) utilizando os pacotes ‘dismo’
(Hijmans, Phillips, Leathwick & Elith, 2017),
‘raster’ (Hijjmans, 2017) ‘maptools’ (Bivand
& Lewin-Koh, 2017) e dependéncias. Os
graficos e mapas também foram realizados
no R com uso do pacote ‘ggplot2’
(Wickham, 2009).

Resultados e Discusséo
Os 51 pontos potenciais de coleta

estdo amplamente distribuidos ao longo da
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area de ocorréncia da espécie no Brasil
(Figura 2A). Esses pontos compreendem
regibes que inclusive ndo estdo bem
representadas no banco de dados das 489
localizacdes (centro-oeste do Mato Grosso
e leste do Para). O histograma das
distancias (km) entre pares de populacdes
(Figura 2B) confirma a boa distribuicdo das
amostras ao longo da &rea de ocorréncia.
curtas  entre

Tanto as distancias

populagbes como longas estdo bem
representadas. A zona em roxo na Figura
2B mostra o quanto das 51 amostras
potenciais representam as 489 populacoes
conhecidas, através da sobreposicao das
distancias geogréficas dos potenciais
pontos e dos 489 pontos conhecidos.
Nota-se que as distancias
geograficas tanto das amostras potenciais
guanto as das populacbes conhecidas
possuem um comportamento parecido.
Somente 0os pontos com uma distancia
menor (de 200 a 500 km) entre as
populagbes possuem uma quantidade
menor com relacdo as 489 populacdes
conhecidas. Além disso, nota-se também
uma maior quantidade de amostras com

1000 km de distancia.
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A) Mapa de simulacdo de amostragem B) Histograma de disténcias em pares
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Figura 2. Simulacdo de delineamento amostral das 51 potenciais localiza¢cbes. (A) Mapa de
simulacdo de amostragem com os 51 potenciais pontos de amostragem em vermelho e as 489
populagBes conhecidas na area de ocorréncia em cinza. (B) Histograma das distancias geogréficas
em pares de populacdes de todas as 540 populagfes, na qual em azul as distancias entre pares das
489 populagdes conhecidas, em rosa estdo as distancias entre pares das 51 localizagbes dos

possiveis pontos de coleta e em roxo as amostras que se sobrepdem.
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locais de coleta resultou na manutencéo de
apenas seis variaveis biocliméaticas para
esse trabalho, sendo trés relacionadas a
e trés relacionadas a
As

foram: Sazonalidade da Temperatura,

temperatura

precipitacao. variaveis escolhidas
Maxima Temperatura do més mais quente;
Temperatura Média do Trimestre Mais
Quente; Sazonalidade da Precipitacao;

Precipitacdo do Trimestre Mais Umido; e

Precipitacdo do Trimestre Mais Quente.

A) Mapa de amostragem
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A escolha das variaveis climéticas
se manteve a mesma apos a diminui¢cao do
namero de amostras de 51 para 44
localizacdes (Figura 3).
de
latitude das 44 amostras,

Com relacdo aos dados
longitude e
podemos observar apenas uma correlagcéo
de |r| =0,74 entre a variavel climatica
BIO10 (Temperatura Média do Trimestre
Mais Quente) e a latitude, mostrando que

esta variavel varia em fungéo da latitude.

B) Histograma de distancia entre pares

r — All possible pairwise distances
—— Overlapping sampled pairwise distances
Sampled pairwise distances

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Pairwise distance (Km)

Figura 4. Delineamento amostral dos 44 pontos de coleta. (A) Mapa de amostragem com os 44

pontos de amostragem em preto e as 489 popula¢cdes conhecidas na area de ocorréncia em cinza.

(B) Histograma das distancias geograficas em pares de populacdes de todas as 533 populacgbes, na

qual em azul as distancias entre pares das 489 popula¢gBes conhecidas, em rosa estdo as distancias

entre pares das 44 populacdes amostradas e em roxo as amostras que se sobrepdem.

E possivel afirmar que as amostras
representam todo o gradiente climético da
area de ocorréncia e que o delineamento

amostral com as 44 populagbes a serem

\
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comportamento de correlacdo linear entre

5).

Observa-se que nao um

as distancias ambientais de cada variavel
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com as distancias geograficas entre as
populagdes.
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Na de

ambientais e geograficas entre pares de
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amostragem

intermediarias
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ocasiona a baixa

representatividade do gradiente ambiental
longo da &rea, diferentemente da

proposta para as 44

populagbes do presente trabalho, a qual

populagbes proposta por Wang e Bradburg

conseguiu alcancar uma boa
(2014) na Figura 1C, a correlagdo existente . _

representatividade do gradiente de
entre distancias geogréficas e ambientais é _ i o

ambiental da area de ocorréncia da B.

nitida. A falta da amostragem de

excelsa. (Figura 5)

populagcdes com distancias geograficas
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Figura 5. Comparacgédo das distancias de cada variavel climatica e distancias geogréaficas em pares

de populacdes. Da direita para esquerda respectivamente: Sazonalidade da Temperatura; Maxima

Temperatura do més mais quente; Temperatura Média do Trimestre Mais Quente; Sazonalidade da

Precipitacéo; Precipitacdo do Trimestre Mais Umido; Precipitacdo do Trimestre Mais Quente.
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Conclusobes

Os objetivos do trabalho foram
devidamente alcangados, uma vez que
foram definidos os locais de amostragem
da B. excelsa na Amazoénia brasileira, de
modo que estes representassem todo o
E,

delineamento

gradiente das variaveis climaticas.
principalmente, que o

amostral definido permitiu que os efeitos

de correlagdo entre Isolamento por
Distancia e Isolamento por Ambiente
fossem reduzidos. Com base nos

resultados desse estudo, as expedicdes de
coleta estdo sendo realizadas para o
estudo da genbmica da paisagem da

castanheira-do-brasil.
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