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RESUMO GERAL

O extrativismo de pimenta-roséSdhinus terebinthifoliusRaddi) é
realizado sem nenhum critério de manejo, compramete& sua perpetuacao.
Os dados obtidos a partir de estudos baseadovesidade genética fornecem
importantes informagf8es para orientar programasmdeejo e recuperagao
dessas areas visando a conservacao da diversidadicg. Este trabalho teve
por objetivos acessar os padrdes de distribuicAétga em populacbes naturais
de pimenta-rosa localizadas nos estados de MinasisGéspirito Santo e
Sergipe. Também propusemos acessar 0s padréesalailiciade genética intra
e interpopulacional em area de intenso extrativigog frutos da espécie,
localizadas em trecho da Bacia do Rio Sao Francissergipe. Os
microssatélites (SSR) e marcadores ISSR foranzatitis para a obencéo dos
parametros genéticos. As populacbes localizadasMémas Gerais, Espirito
Santo e Sergipe nao foram isoladas pela distéexidenciando a ocorréncia de
fluxo génico histérico. As populacBes apresentairabdiversidade genética.
Usando a andlise Bayesiana verificou-se que a gidlade genética foi
distribuida em sete grupos (K=7). Nas popula¢be£sfurito Santo ndo foi
detectado bottleneck. A diferenciacdo genética entre as populacbes (Fst)
localizadas na Bacia do Rio Sao Francisco (SH),®i. A diversidade genética
entre as populagBes ndo pode ser explicada petddndas geograficas,
inferindo na existéncia deottleneck Nas populac¢Bes de Sergipe, nove grupos
genéticos foram evidenciados (K=9), nos quais faistatada a subdivisao
genética dessas populagfes. Indicamos acfes dencag@o imediatas nas
populacdes de pimenta-rosa de Lavras, llha dag$lerCarmopolis devido a
presenca déottleneck As barreiras ao fluxo génico evidenciadas naasade
Minas Gerais provavelmente ocorrem por causa @éas@bes montanhosas. As
barreiras encontradas no Baixo Sao Francisco anopegncipalmente em
funcdo do rio. As populacbes de pimenta-rosa de ateus, Canastra e
Carmépolis séo areas prioritarias para a consenvded@do a presenca de alelos
exclusivos. Na area do baixo Sao Francisco, a pgaalde pimenta-roskallha
das Flores podera ser um modelo para auxiliar plaieomanejo da espécie na
regido. Na populacdo de llha das Flores encontraagogpamentos genéticos
distintos das outras populacdes de Sergipe.

Palavras-chave Conservacdo. Extrativismo. Fragmentacdo. Gesga
genéticos. Marcadores moleculares



GENERAL ABSTRACT

The extractivism of Brazilian pepper populationScl{inus
terebinthifolius Raddi) is performed without any magement criteria
compromising its perpetuation. Data obtained fromdigs based on
genetic diversity provide important informationgoide management and
restoration programs aiming to conservation of gengiversity. This
work aimed to access the patterns of genetic strei¢h natural Brazilian
pepper populations located in the Minas Gerais,irEgpSanto and
Sergipe States. Also we proposed to access therpaf intra and inter-
population genetic variability in areas of intensetractivism of this
species’fruits, located in the Rio S&o Franciscsirhain Sergipe.
Microsatellites (SSR) and ISSR markers were useabtain the genetic
parameters. The populations located in Minas GeEspirito Santo and
Sergipe were not isolated by distance indicatiregdbcurrence of historic
gene flow. The populations showed low genetic diigr Using the
bayesian analyses we found that the genetic diyessis distributed into
seven groups (K=7). In the populations of Espi®anto it was not
detected bottleneck. The genetic differentiatiotbwieen the populations
(Fst) located in the Rio S&o Francisco basin (S& of 0.27. The genetic
diversity between populations could not be expldir®y geographic
distances, inferring the presence of bottleneckthin populations from
Sergipe, nine genetic groups were evidenced (K#Dwhich it was
evidenced the genetic subdivision of these popiriatiWe appointed the
immediate conservation actions in the Brazilian gggppopulations of
Lavras, Ilha das Flores and Carmodpolis, mainly thu¢he presence of
bottleneck. The interruption of gene flow in theas in Minas Gerais
probably occurred due the barriers like mountaineleations. The
barriers found in the low S&o Francisco occur nyathle the river. The
Brazilian pepper populations of Sdo Mateus, Caaastd Carmopolis are
priority areas to the conservation due to the estetalleles found. In the
area of the low S&o Francisco the S. terebinthisotiopulation of the llha
das Flores may be used as a model to aid in madginspecies in this
region. In the llha das Flores population we fodrtinct genetic groups
from the other populations of Sergipe State.

Keywords: Conservation. Extractivism. Fragmentation. Geneti
bottleneck. Molecular markers.
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Introducédo Geral

A historia evolutiva da vegetacdo da América dot8ul sido associada
a uma sucessdo de grandes eventos geolOgicos qdidicaram tanto os
continentes como 0s oceanos (CAVALLOTTO; VIOLANTHERNANDEZ-
MOLINA, 2011; FOLGUERA et al.,, 2011). Tais eventageolégicos,
juntamente com os climaticos e glacia¢gfes assceiasitransgressdes marinhas,
tiveram impacto importante nos continentes, criacgitarios complexos para a
diversificacao de espécies (ARAGON et al., 2011).

A América do Sul tornou-se um continente diveraific composto por
uma variedade de diferentes biomas (ARAGON et24l11), dentre esses, a
Mata Atlantica brasileira é considerada um dos b®nmais diversos e
ameacados do planeta, onde seu nivel de endemisnge 80% para alguns
organismos, e seus 50% de endemismo médio getgletaglo apenas pelo da
Amazonia (COSTA et al., 2000). Assim, varios estuilogeograficos tém sido
realizados com o objetivo de compreender os nis@igplexos e elevados de
biodiversidade na América do Sul, uma vez que estasdlos podem fornecer
informacfes valiosas sobre o0s processos histérdmsdiversificagdo das
espécies na regido (TURCHETTO-ZOLET et al., 2013).

No Brasil, todos os grandes ciclos econémicos canexploracdo do
pau-brasil, o cultivo da cana-de-acucar e o irdaienineracao do ouro, seguidos
dos ciclos do café e da industrializacdo, se valata l6gica do maior ganho no
curto prazo, resultando em fortes mudancas dos emtelsi naturais. Esse
fenbmeno foi mais intenso ao longo do litoral, osdeinstalaram os primeiros
nucleos de colonizagédo, espaco ocupado originagmpeta Mata Atlantica
(LINO, 2012).

Diante das possiveis perdas da diversidade exsteos diferentes

ecossistemas, acdes de conservacdo que garantzhresiwncia das espécies
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s80 necessarias e, para identificar quais as @remgarias para preservar a
biodiversidade, Myers et al. (2000) identificou e concentravam 0s mais
altos niveis de biodiversidade e onde as acdesodservacdo seriam mais
urgentes. Essas areas prioritarias para preservdgddiodiversidade sé&o
conhecidas combotspots apresentando alto endemismo e mais de 75% ou mais
de perda da sua vegetacao original. Atualmentees@imhecidos 3Botspotsde
Biodiversidade do mundo com prioridade para a aoaséo, (WILLIAMS et
al., 2011). No Brasil doikotspotsforam identificados, o Cerrado, cuja area de
cobertura vegetal original foi reduzida em aproxamaente 39,5% (SANO et
al.,, 2010) e a Mata Atlantica que apresenta ap&nas8% do seu territorio
original (ABREU et al., 2007).

A maior parte da &rea litorAnea coberta pela Mdtanfica, hoje, é
ocupada por grandes cidades, pastos e agricukyresar do alto nivel de
exploracdo da Mata Atlantica, ainda restam remamtss florestais em 17
Estados brasileiros (RS, SC, PR, SP, GO, MS, RJ, B&; BA, AL, SE, PB,
PE, RN, CE, PI) (BRASIL, 2006).

Em Sergipe, as areas florestais remanescentes eguoermas e
extremamente fragmentadas devido ao grande impaettropico
(MOVIMENTO POPULAR ECOLOGICO DE SERGIPE, 2008). Unuas
regibes sergipanas em que a vegetacao tem sditeltsa pressao antrpica é a
do baixo curso do Rio Sao Francisco, localizadeears municipios de Nedpolis
e Santana do Sdo Francisco. Parte da economiamicipia de Santana do Sao
Francisco/SE esta baseada na extracdo dos frutgemimta-rosa §chinus
terebintifoliusRaddi), espécie de ocorréncia natural na regiao.

O municipio de Sao Mateus (ES) também sofre predsaxtrativismo
da espécie. Segundo o administrador da empresaxplErtacdo Agrorosa,
localizada em S&o Mateus/ES, parte deste extramivié proveniente de areas

plantadas, entretanto, mais de 70% sé&o obtidoslatestas nativas. As
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populacdes de pimenta-rosxistentes nos estados de SE e ES tém sido
exploradas pela populagéo local, seus frutos g@mssados para compradores,
que exportam para producéo de condimentos alinentar

Somando-se a falta de conhecimento da distribud@adiversidade
genética da espécie, o nivel de degradacao dastéisrque a espécie ocorre e a
acdo do extrativismo nesses locais, feita sem merdnitério de manejo, prevé-
se uma reducdo demografica e deriva genética nadgudes de pimenta-rosa,
promovidas por alteragbes no nimero de individuos eestrutura genética,
respectivamente.

O extrativismo dos frutos € preocupante, poista i sementes no solo
compromete a regeneracao da espécie. Como resuktadase a diminuicdo da
possibilidade, em longo prazo, de adaptacdo desnowabinacdes de alelos e
ocorréncia de individuos menos vigorosos (PRIMAGERAIM, 2001) por
uma possivel endogamia.

Pesquisas realizadas co®. terebintifolius considerando aspectos
técnicos, sociais, econdmicos e ambientais, apoptna a necessidade de se
estabelecer parametros para o manejo da espéterBevidéncias que a falta
de critérios para o uso sustentavel da espéciddeado a situacfes criticas,
como o corte de arvores para impedir acdes detigigrao em propriedades
particulares e a reducdo na produtividade de &vere regides antes com
grande disponibilidade de frutos da espécie (JERIBVIES, 2013).

Baseando-se na necessidade de conservacdo daeapgrctiposta deste
trabalho é quantificar a diversidade genétic&dterebinthifoliusem diferentes
remanescentes florestais ao longo de sua ocorrékssam, o conhecimento da
diversidade genética nas populacdes estudadadasduxiia identificacdo de
unidades operacionais para a manutencdo da diadesida espécie no Baixo

Sao Francisco e poderdo ser formuladas algumaatézgts para o manejo
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sustentavel da pimenta-rosachinus terebinthifoliuRaddi), principalmente no
estado de Sergipe, onde existe um forte extrativism

Para uma melhor compreenséao do trabalho realizatése foi dividida
em trés capitulos, o primeiro capitulo trata de uale@rdagem sobre os
processos naturais e antrépicos que influenciardistdbuicdo da vegetacdo no
Brasil, dando énfase a distribuicdo espacial deepiazrosa e sua importancia
ecolégica e econbmica no pais. Ressalta-se tambéimmpartancia da
diversidade genética das espécies e como a ex@dorH¢al de pimenta-rosa
pode contribuir para a reducdo da diversidade genéas préximas geracoes.

O segundo capitulo evidencia o padrdo da diversidadestrutura
genética de pimenta-rosa em populacdes que posert influenciaram a
distribuicdo da diversidade genética da espéciBaigo Sdo Francisco (SE)
devido a ligagdo destas com a bacia hidrogréficRidoSao Francisco e areas
consideradas de reflugio durante o Ultimo Maximo cfala Diante dos
resultados obtidos, foram formuladas medidas deejoapara as populacdes
naturais do estado de Sergipe, assegurando o pedré@iversidade genética
conhecida para a espécie.

O terceiro capitulo analisa a diversidade gendl@s populacdes de
pimenta-rosa, sugerindo areas prioritarias parareservacdo da espécie em

popula¢des sob intenso extrativismo dos seus frutos
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1 Introducéo

Mudancas climaticas e glaciaces associadas a&gjitemsdes marinhas
ocasionaram cenarios complexos para a diversificagf espécies compostos
por uma variedade de diferentes fisionomias vegmiais (ARAGON et al.,
2011). No Brasil, a Mata Atlantica inclui todas fesonomias florestais da
regido Nordeste e na regido Sul, inclui Florestasté&iras Atlantica, as Florestas
Semideciduas, subtropicais Florestas de Araucari&logestas de Brejo
(OLIVEIRA-FILHO; FONTES, 2000). E considerada otspots de
biodiversidade mais ameacado na América do Sul (RIS'Et al., 2000), sendo
a demanda por terras agricolas e fazendas de gadépéda expansao das areas
urbanas as principais ameacas a biodiversidadegiaor (CONSERVATION
INTERNATIONAL DO BRASIL, 2000).

A influéncia da perda deabitat sobre a viabilidade das populagbes de
espécies de plantas e animais é uma abordagemamtdenos estudos de
conservacao da biodiversidade. Em diversos estugdms,evidenciadas que a
destruicdo e a fragmentacdo Habitat tém impactos negativos sobre as
populacdes e sdo consideradas como as principaisasada perda de
variabilidade genética, sendo uma das questdes malEgantes na area da
biologia da conservacdo  (LINDENMAYER; FISCHER, 2007
LINDENMAYER et al., 2008). No entanto, particulaaides da historia de vida
e caracteristicas das plantas podem conferir difesevulnerabilidades aos
efeitos da fragmentacdo, pois se diferenciam angitanem sistema de
acasalamento, polinizacdo, biologia de dispersd&m ade outros fatores
ecologicos (AGUILAR et al., 2008; KRAMER et al.,R).

Devido ao efeito espécie-especifico, um dos maidesafios para os
pesquisadores na atualidade é avaliar como a fraggéo contribui para um
declinio na viabilidade populacional (LINDENMAYEREISCHER, 2007) e
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qual a funcionalidade ecolégica desses ambientegnfentados (REVILLA;
WIEGAND, 2008). Para compreender e avaliar os ingsada fragmentacao, as
pesquisas tém levado a uma nova abordagem de amorgr distancias
genéticas de individuos com caracteristicas daagam. O objetivo é
desenvolver modelos de conservacdo mais funciordésn de analisar a
dindmica e viabilidade de metapopula¢6es, congldsrde elevada importancia
na concepcdo de planos de conservacdo (BRAUNISEGERBACHER;
HIRZEL, 2010). A juncdo de conceitos e ferramenagenética de populacdes,
ecologia da paisagem, geografia e estatistica ie$pi@o suporte a estes estudos
(MANEL et al,, 2003; HOLDEREGGER; WAGNER, 2008).

Schinus terebintifoliuspopularmente conhecida como pimenta-résa
amplamente distribuida pela América tropical e mytital, ocorrendo desde a
restinga e margem de manguezais até Florestas @GlalDénsa, Alto-Montana
e Semidecidua de altitude e areas antropizadas RBSRAZU; MATTOS,
2013). No Brasil, essa espécie tem sido alvo dm#at extrativismo dos frutos,
principalmente no nordeste e no estado do Esp8i#nto. Seus frutos sao
bastante apreciados pela culinaria europeia e @esumo vem crescendo no
mercado brasileiro. A pressao do extrativismo solrérutos de pimenta-rosa é
preocupante, pois promove a falta de sementes lop saue impede a sua
distribuicdo e propagacdo, diminuindo a regeneratfimovas plantas. Além
disso, bancos de sementes e de plantulas queualeahte possam ocorrer,
irdo conter uma baixa variabilidade genética esiclmmando as areas que sao
constamente alteradas, as populacdes de pimemrtapodem ser extintas
localmente.

A analise da estrutura genética de populacdes oenpa-rosa que
ocorrem em diferentes remanescentes possibilitariicar se os efeitos da
fragmentacao no baixo Sao Francisco influenciarainexsidade genética local.

Os resultados permitirdo formular medidas de man&is adequadas para a
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conservacdo da pimenta-rosa no baixo curso do &m Bancisco, além de
auxiliar na identificacdo de areas prioritariasapar conservacao (Unidades

Evolutivas Significativas - ESU'’s).

2 Hipotese

A diversidade genética d8chinus terebinthifoliusRaddi apresenta

correlagdo com as distancias geograficas.

3 Objetivo

Este estudo teve como objetivo quantificar a didexde genética de
Schinus terebinthifoliuRaddi em populag@es localizadas nos estados desMina
Gerais, Espirito Santo e Sergipe, identificandoasirgorioritarias para

conservacao da espécie.

4 Referencial Teobrico

4.1 Filogeografia: Processos histéricos na disigdmida variacdo genética

A América do Sul é um continente biogeograficametitersificado,
composto por uma variedade de diferentes fisiordregetacionais (ARAGON
et al, 2011), cujos processos de diversificacdo dascespéstdo associados a
uma sucessdo de grandes eventos geoldgicos (GRAHAMNY;
CAVALLOTTO; VIOLANTE; HERNANDEZ-MOLINA, 2011; FOLGLERA
et al.,, 2011). Durante toda a histéria da Terrauperficie do planeta sofreu
importantes eventos geograficos como deriva conttthe tectonismo, além dos

climatolégicos como alteragbes ciclicas dos clinggaciacdes, transgressao e
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regressdo marinhas (FERNANDES, 2007), que resnoitana ambientes com
caracteristicas bem heterogéneas. O movimento alatinentes, os periodos
glaciais, o aparecimento de complexos montanhasoe ©s Andes, Himalaia e
Alpes, a formacdo de mares, lagos e ilhas, sdgefatque influenciaram a
distribuicdo das espécies (SILVA, 2014), uma vez,gas espécies sao
selecionadas pelas condi¢des ecolégicas dos nogass que estdo inseridas,
adaptando-se, migrando, sofrendo mutacfes ou mestimguindo-se (SILVA,
2014).

Segundo alguns autores, as espécies arboreasmaeraespondido as
mudancas climaticas pela criacdo de reflgios adeguaurante o Ultimo
Maximo Glacial, que recolonizou a paisagem quarsloamdi¢Bes tornaram-se
mais favoraveis (PENNINGTON; PRADO; PENDRY, 2000;EWLL;
BOSSINGER; ADES, 2010; MARTINS; DOMINGUES, 2011)iFverificado
gue durante as glaciacdes as espécies de varaeaglroente se refugiaram no
litoral, enquanto as espécies de montanha fizeragnagdes para areas mais
elevadas ou sobreviveram em ambientes adequadadsIfNNON et al.,2004).
Esse fato corrobora para a existéncia de corredagbdre as espécies que
compdem diferentes fitofisionomias e/ou a baixaediidade genética das
espécies em populacdes com distanciamentos gexugr&fievados.

Outros autores, ainda sugerem a hip6tese do Arest®&ténico para
explicar a existéncia de contato entre as poputagégetacionais, considerando
gue centros de origens de espécies de plantas fespparados devido a
subdivisdo de algumas bacias hidrograficas perdatiassim a diversificacédo
das espécies (PATTON; SILVA; MALCOLM, 2000). Compsute nessa
mesma hipo6tese, Prado e Gibbs (1993) enfatizamnguéltima glaciacéo,
existia uma faixa que interligava dois centros derdstas Estacionais

Deciduais, a Caatinga no Nordeste Brasileiro elmr¢ds, na Argentina e sul da
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Bolivia, sendo a Caatinga coberta por extensasaipies arboreas sazonais, 0
gue explica parcialmente a distribuicdo das espécie

Para uma melhor compreenséo dos processos evslativdistribuicdo
da diversidade, nas Ultimas décadas vérios estfiol@n realizados em
diferentes continentes. Por exemplo, na Europa TSIEELINER, 2011), na
Nova Zelandia (WALLIS; TREWICK, 2009), no Sul da #ralia (BYRNE,
2008), na Africa (LORENZEN; HELLER; SIEGISMUND, 28), no Brasil
(ANTONELLI et al, 2010; MARTINS, 2011; FREGONEZI et al.,, 2012;
SILVA et al., 2012) e na Patagénia (SERSIC; COSACQ®WCUCCI, 2011;
PARDINAS et al., 2011; ALBINO et al., 2011). Alénestes, o estudo realizado
por Petit et al(2003), em 22 espécies arboreas localizadas ne darEuropa,
inferiu que a baixa diversidade genética encontraata espécies arbdreas na
regido recolonizada desde o Ultimo Maximo Glaaatgiu a partir de uma série
de gargalos associados aos eventos fundadorescddoacom os autores,
somente um subconjunto da diversidade genéticemesas areas de reflgios
foi encontrado nas &reas recolonizadas.

Assim, percebe-se que muitos esforcos foram reflizapara
compreender os niveis complexos da diversidade edagcies, e fornecer
informac0es valiosas sobre os processos histésiggisicentes a distribuicdo da
diversidade genética (MANEL et al, 2003; STORFER a&., 2007,
TURCHETTO-ZELET et al., 2013). Entretanto, idemt#i interrupcdes
flogeograficas € um desafio, principalmente na Acaédo Sul, em razao do
baixo numero de estudos (SERSIC; COSACOV; COCUCR011;
TURCHETTO-ZELET et al., 2013). Contudo, estudosogdograficos ja
existentes evidenciam que as barreiras mais comims interrupcdes
filogeogréficas encontradas s&@o rios e elevacdestambosas, 0s quais
desempenham um papel importante na formacdo dégmbiiogeogréaficos da
América do Sul (WARD et al., 2002).
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Alguns estudos realizados no sudeste do Brastiarelgue a bacia do
rio Doce funciona como barreira para a dispersdcaldemas espécies de
mamiferos (COSTA, 2003), lagartos (PELLEGRINO et, &#005), aves
(CABANNE et al., 2008), ras (THOME et al., 2010plantas (RIBEIRO et al.,
2011) e que o rio Sdo Francisco é uma barreira pamigracdo do roedor
Calomys expulsudNASCIMENTO et al, 2011). Além destes, as bacias do Rio
Paraguai e Rio da Prata também foram indicadas tameiras significativas a
dispersao e ao fluxo génico padraopardus colocolgJOHNSON et al., 1999).
A bacia do Rio Parand, afluente da bacia do RiBrd#a, separa popula¢des do
Cervo do Pantandlastocerus dichotomu$ARQUEZ et al, 2006).

Entretanto, a indicacdo de rios como barreiras devecuidadosa, pois
alguns autores enfatizam que os rios ndo séo tzrmeas regides florestadas das
cabeceiras, onde as populacdes representativalamagpe animais estdo em
contato direto, cruzando-se por hibridacdo ou éxdbise reciprocamente por
imposicdo geografica (HAFFER; PRANCE, 2002). Umnep foi o do Rio
Casiquiare, identificado como um corredor de dsperda Amazonia para as
bacias do Orinoco para trés espécies de pa@chla temensis Cichla
monoculuse Cichla orinocensisPortanto, os rios evidenciam papel importante
na influéncia da estrutura da populacdo, ndo comoeipas, mas como
corredores de dispersao de espécies (WILLIS. e2@10).

Outro mecanismo de interrupcdo ao fluxo génico e pgromove a
divergéncia genética entre as populacdes sdoa;8ks montanhosas, sendo o
soerguimento dos Andes um dos principais impulslores da organizagédo da
biodiversidade na América do Sul (ANTONELLI et,£&010; HOORN et al
2010). A cordilheira dos Andes compreende uma larteste-oeste que afeta a
distribuicdo de climas da América do Sul (ARAGONakt2011). Ocasionou,

também, significativo impacto sobre as terras lsaiem termos de gerar os
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padrbes de diversidade ao longo dos principaisdiosmazonia (TURNER et
al., 2004).

Assim, a alta divergéncia genética entre as popatagle diferentes
espécies de animais e vegetais co@tmssophaga soricindDITCHFIELD,
2000);Lepidothrix coronatd CHEVIRON; HACKETT; CAPPARELLA, 2005);
Hypsiboas andinugKOSCINSKI et al., 2008)Symphonia globuliferdDICK;
HEUERTZ, 2008)Glyphorynchus spirurugMILA et al., 2009) eCyathostegia
mathewsii(PENNINGTON et al., 2010) localizadas na Cordilaelos Andes,
esta associada ao isolamento geografico histGstm,é, durante o periodo de
elevagdo dos Andes, no Mioceno. Entretanto, pataras espécies a divisdo da
populacdo leste-oeste ocorreu mais recentement@ntdu 0 Quaternario,
relatados por Trenel et al. (2007), em um estuddizemlo com a palmeira
Ceroxylon echinulatum

Estudos filogeograficos proporcionam uma melhor p@®nsdo da
biodiversidade, modos de dispersdo, os tempos ersificacdo, extingdes,
areas de refugios (DINIZ-FILHO; CAMPOS; BONATTO, &)
TURCHETTO-ZELET et al., 2013). O estudo realizadw @arnaval e Moritz
(2008), no qual os autores cruzaram os dados delegifies climaticas com
dados de estudos filogeograficos, evidenciaram ajuea central da Mata
Atlantica, entre o rio S&o Francisco e o rio Dag@esentou vegetacdo durante
as condicdes mais secas do Quaternario (Ultimo mi@xGlacial), sendo
considerada area de reflgio.

Portanto, analises filogeograficas sdo capazesetixtdr padrées de
diversidade regionais em nivel de paisagem, que isfortantes para a
compreensdo e estabelecimento de areas prioritggeEa® conservacdo
(MORITZ, 2002; TURCHETTO-ZELET et al., 2013).
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4.2 Genética da paisagem

A Mata Atlantica se encontra tanto na regido lite& como nos
planaltos e serras do interior do Rio Grande daéNao Rio Grande do Sul. Ao
longo de toda a costa brasileira, a sua larguri v@rtre pequenas faixas e
grandes extensdes, atingindo em média 200 km dgirdar Assim, a Mata
Atlantica apresenta uma variedade de formacdegjlivensificado conjunto de
ecossistemas florestais com estruturas e compasifideisticas bastante
diferenciados, sendo estes influenciados pelasctesisticas climaticas das
regibes onde ocorrem, tendo como elemento comumpasigdo aos ventos
Umidos que sopram do oceano (GALINDO-LEAL; CAMARZQ05).

A Mata Atlantica ocupa regides de diferentes redewddima e solo,
sendo formada por varios tipos de vegetacdo comesth Ombroéfila Densa,
Floresta Ombrdéfila Mista, Floresta Estacional, Maawgais, Restingas e outros
(MARTINS et al.,, 2006). Estes diferentes tipos vag®nais explica, pelo
menos em parte, a riqueza de sua biodiversidade,vem que, arvores de uma
dada espécie de ocorréncia ao nivel do mar difeferarvores desta mesma
espécie no topo da serra, portanto se apenas umgamde altitude ja exerce
influéncia significativa sobre as espécies, é pesghaginar o que as diferencas
de pluviosidade, temperatura, fertilidade dos salelevo, luminosidade, entre
muitas outras, geraram em termos de diversidade flde, fauna,
microrganismos e 0s ecossistemas que a compdeomgo dlo litoral brasileiro
(GALINDO-LEAL; CAMARA, 2005).

A Mata Atlantica é um dos principais biomas do Brase estende por
toda porc¢éo leste do territério brasileiro, inctunda Misiones na Argentina e
o leste do Paraguai (GALINDO-LEAL; CAMARA, 2005).ém disso, a Mata
Atlantica ndo faz fronteira com os outros biomasAdaérica do Sul e esta

circundada pela diagonal da seca da América dgu®#ué formada pelos biomas
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Caatinga e Cerrado, tornando a Mata Atlantica uhea florestada na porcao
leste do continente Sul Americano (FERNANDES, 2007)

A extensdo da Mata Atlantica original era de apmadamente

1.360.000 krﬁ sendo 70% de sua cobertura de formacdes floseathbreas
densas e o restante, areas abertas e campos (BRAJM2). Assim, na
atualidade, a Mata Atlantica é uma das 35 areasnd®er biodiversidade
(biodiversity hotspo)s reconhecidas no mundo (MYERS et al, 2000;
WILLIAMS et al., 2011) e abriga mais de 60% de ®da espécies terrestres do
planeta (GALINDO-LEAL; CAMARA, 2005). Entretanto,sse bioma foi
devastado desde a chegada dos primeiros europeusosta brasileira.
Atualmente a Mata Atlantica esta reduzida a mero8% de sua extensdo
original, sendo representada por fragmentos digpeen longo da costa
brasileira, no interior da regido Sul e da Sudesiesul dos estados de Goias e
de Mato Grosso do Sul, no interior dos Estados daléste e em Misiones na
Argentina (Figura 1) (BRASIL, 2002; GALINDO-LEAL; AMARA, 2005).
Mesmo com sua area original reduzida e muito fragata, estima-se que na
Mata Atlantica existam cerca de 20.000 espéciestaey(cerca de 35% das
espécies existentes no Brasil), incluindo diverempécies endémicas e
ameacadas de extin¢do (BRASIL, 2002).
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Figura 1 Porcentagem de remanescentes florestaispfeto) nas diferentes regies
biogeograficas dbotspotMata Atlantica
Fonte: GALINDO-LEAL; CAMARA (2005)

A ocupacdo humana e suas atividades tiveram comseqoéncia a
transformacéo das vastas areas das vegetacOesisiaur paisagens alteradas,
resultando no processo de fragmentacabatntat que modifica a estrutura, a
distribuicdo e o funcionamento dos ecossistemasiraiat (SAUNDERS;
HOBBS; MARGULES, 1991). Portanto, as consequéndiagdiatas da
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fragmentacdo sédo a perda fmbitat a formacéo de manchas de remanescente
com habitats de formas e tamanhos variados, a reducdo de tamdah
populagcdo e um aumento no grau de isolamento dpslgmdes restantes
(MCGARIGAL; CUSHMAN, 2002; FAHRIG, 2003), podendeste Ultimo,
conter individuos reprodutivos com uma baixa regregtividade do conjunto
génico da populagéo (SOUZA; KAGEYAMA; SEBBENN, 2004

Entretanto, diversos trabalhos buscam relacdeselatvas entre o
padrdo de paisagem e varidveis bioldgicas, avaliaapgenas tamanho da
populacdo, ocupac@o ou a riqueza de espécies, gnagindo 0S Processos
biolégicos, o que gerou resultados conflitante®rfusos, concluindo que um
dos maiores desafios nos estudos é o efeito espaméeifico de perda de
habitat (LINDENMAYER; FISCHER, 2007). Portanto, essultados destes
trabalhos séo limitados, principalmente devidoléafde ferramentas analiticas
para revelar como 0os mecanismos biologicos sdadifstpelas caracteristicas
da paisagem, além do processo de interacdes serparia cada espécie.

Segundo Aguilar et al. (2008), particularidadeshi&téria de vida e
caracteristicas das plantas podem conferir difeseviiinerabilidades aos efeitos
da fragmentacéo. Efeitos genéticos negativos muézass ocorrem por causa do
baixo nivel da diversidade de espécie que comp&efragmentos, pois estas se
diferem amplamente em sistema de acasalamentmizagidio, biologia de
dispersao, além de outros fatores ecolégicos (KRRME al., 2008), portanto,
nem todas as espécies de arvores respondem a fiagde de maneira
semelhante.

Estudos empiricos sobre os efeitos da fragmentagdtuxo de poélen
em populacdes neotropicais 8pondias mombifAnacardiaceae) evidenciaram
gue populagBes fragmentadas sofreram reducgOesficigines na taxa de
germinacgédo e producao de frutos em relacdo a pgjmdade florestas continuas.

No entanto, 90-100% das progénies nos pequenasidrags eram resultantes
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de fluxo génico de pélen proveniente de povoamefitmestais localizados
entre 80-1.000 m de distancia (NASON; HAMRICK, 1p9Nesse caso, fatores
ambientais em vez dos genéticos, provavelmenteesponsaveis por diferencas
de aptidao de progénie nesta populacéd8mndiagKRAMER et al., 2008).

Em outro estudo realizado por Sato et al. (2006)Garcidiphyllum
japonicum arvore dioica e de mata ciliar no Japéo, foiizada a medi¢édo
direta do movimento de pélen e sementes para anaisestrutura genética
espacial e a diferenciacdo genética entre as pgmdaque cobrem o
arquipélago japonés. Em uma area de 20 ha obseevayue 28,8% das
progénies foram fertilizadas por pélen de arvomeslizadas fora da area de
estudo. A distancia média de polinizacéo dentrtodal de estudo foi de 129 m,
com distancia maxima de 666 metros. Os genétipdO8le das progénies eram
incompativeis com gendtipos das arvores maternés pnaximas e a distancia
maxima de dispersdo de sementes foi superior angd®s. Assim, a disperséo
de alelos a longa distancia é comum nesta esp&gipopulacdes amostradas
em toda a distribuicdo dé. japonicummostrou significativo isolamento por
distancia, mas os baixos niveis de diferenciac@tgm Fs1=0,043) indicou
também que o fluxo génico ocorre em longa distarcoiatribuindo para a
manutencao da diversidade genética da espécie.

Na tentiva de gerar resultados mais conclusivospesuisas tém
desenvolvido uma nova abordagem correlacionand@indigs genéticas de
individuos com caracteristicas da paisagem, cobjaiieo de obter modelos de
conservacdo mais explicitos, além de analisar dozne viabilidade de
metapopulacdes, sendo estas, consideradas dealeyamtancia na concepcéo
de planos de conservacdo mais adequados (BRAUNISBEGELBACHER;
HIRZEL, 2010). Assim surgiu a genética da paisageom a juncdo de
conceitos e ferramentas da genética de populag@edpgia da paisagem,
geografia e estatistica espacial (MANEL et al., 20OLDEREGGER;
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WAGNER, 2008). Em geral, a genética da paisagentasiwiezes envolve
processos espaciais e temporais que diferem sigtviamente dos modelados
em genética de populacdes (EPPERSON; MCRAE, 2010).

Portanto, a identificacdo de populacdes de plamgseticamente
diferenciadas fornece informacfes importantes soBrgrocessos ecoldgicos
como fluxo génico, que contribui para a manutengdaiversidade genética
(MIYAKI, 2009), na qual pode-se identificar populgs consideradas como
Unidades Evolutivas Significativas (AVISE, 2000).

ESU’'s em biologia da conservacdo sao interpretad@sio o0s
verdadeiros alvos de ac¢des conservacionistas gueidEm ou ndo com limites
interespecificos reconhecidos (CRANDALL et al., @Q0HEY et al.,, 2003;
MACE, 2004). As ESU’s orientam o delineamento d&aglgias a serem
empregadas em programas de conserviagditu ou mesmo na amostragem de
individuos para colec¢des de germoplasma. Parawassegmanejo e viabilidade
das ESU’s, deve-se otimizar estratégias por meidle#ificacdo de Unidades
Operacionais (UQO’s). De acordo com esta metodologga UO’s seriam as
populagbes geograficamente distintas que apreg@antadivergéncia nas
frequéncias alélicas assegurando o manejo e dabdi das ESU’s (DINIZ-
FILHO; TELLES, 2002; MANEL et al., 2003).

Nesse sentido, as ESUs podem auxiliar na indicalgicireas para
estabelecimento de unidades de conservacdo, onddadss de estudos
filogeograficos e da genética da paisagem saaadilis para inferir a historia
geologica de espécies, criando assim, uma ponte astinferéncias micro e
macro evolutivas (AVISE, 2009).

Entre essas espécies destaca-se a pimentaSdsiays terebinthifolius
Raddi), tipica de ambiente litorAneo do dominioMigta Atlantica (RIZZINI,
1995) e que possui elevado potencial ecolégicooadmico em suas areas de

ocorréncia.
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4.3 Schinus terebinthifoliuRaddi e suas potencialidades

A familia Anacardiaceae € um componente importatdeFloresta
Tropical e tem uma distribuicdo Pantropical, cogualas espécies encontradas
em regides temperadas (CRONQUIST, 1981). O Méxiagamas areas da
América do Sul (por exemplo, a regido do Chaco daertina), sdo
considerados como importantes centros de diveasHioc, devido a sua alta
diversidade e alto endemismo (RAMIREZ; CEVALLOS-FHER, 2002).

O géneroSchinusé constituido por cerca de 30 espécies. No Sul do
Brasil, esse género da familia Anacardiaceae éiorraean riqueza especifica
(LAS PENAS et al., 2006). Dentre as espécies deamtiaceae tem-®chinus
terebinthifolius, popularmente conhecida como aroeira vermelha, iraroe
pimenteira, pimenta brasileira, fruto de sabianegpita-rosa.

A pimenta-rosaé amplamente distribuida pela América tropical e
subtropical, ocorrendo desde a restinga e margenmaieguezais até nas
florestas Ombréfila Densa, Alto-Montana e Semidegidle altitude e areas
antropizadas. A espécie ocorre naturalmente noilBRaraguai e nordeste da
Argentina e encontra-se nas fronteiras de rios goslae em formacdes
secundarias de floresta tropical imida e solosnicgd, porém consegue se
desenvolver em qualquer tipo de solo. No Brasipiraenta-rosa ocorre em
diferentes fitofisionomias como foi evidenciado madelagem de distribuicdo
realizada por Garrastazu e Mattos (2013) (Figurarje as areas de ocorréncia
mais favoraveis sao representadas pela cor vermelha
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Figura 2 Distribuicdo potencial d8chinus terebinthifoliusRaddi considerando as
camadas ambientais, altitude e pontos de ocorrépaiala espécie, usando as
camadas ambientais de 2,5 minutos

Fonte: GARRASTAZU; MATTOS (2013)

Nas fitofisionomias brasileiras, a pimenta-rosa t@m alto indice de
valor de importancia (4,19) ao longo de todas aasade distribuicdo (MELO;
AMORIM; ALBUQUERQUE, 2009). Além da sua importancéoldgica, a
pimenta-rosa é amplamente utilizada para fins értigns (MELO; AMORIM;
ALBUQUERQUE, 2009). A importancia comercial destspé&cie aumentou
consideravelmente e o cultivo da espécie é umanattea para a producdo
agricola em alguns Estados brasileiros. As semesétesnuito apreciadas como
especiarias e a sua demanda estd aumentando nesdogernacional e
internacional (JESUS; GOMES, 2013).

A pimenta-rosa € uma espécie arbdrea, helitfiléerdnte a luz,

resistente a inundagfes, incéndios e seca, retmtiatilmente a partir do
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tronco e raizes. A espécie é dioica, classificamaocxenogamica. As arvores
femininas produzem pequenas flores brancas amaeeta@m picos nos meses
de setembro a novembro e de marco a maio, depemdindegido, seguidas
pelo desenvolvimento de cachos de pequenas bagaelkas. Os frutos sédo
muito apreciados por passaros, que dispersam soestes. O amadurecimento
dos frutos inicia-se em 30 dias do inicio de flaa@_ ENZI; ORTH, 2004).

A espécie apresenta uma variacdo morfolégica ceréidl em relacao
aos foliolos, principalmente na forma, tamanho, enamn margem e apice.
Estudos morfo-anatdmicos e fisiolégicos demonstrqme a pimenta-rosa
apresenta grande plasticidade morfolégica em ré&spbsbitatscom diferentes
condicdes luminicas (SABBI; ANGELO; BOEGER, 201@)altura das arvores
pode atingir de 5 a 10 m, dependendo da regidgsames sao glabros com
tricomas curtos ou longos, eretos, retos ou sirsine@pice, esparsos. As folhas
sdo compostas, imparipenadas, cartaceas e o pexkitamente alado. A
espécie possui foliolos opostos ou subopostos|ngenge sésseis; as bracteas
possuem dimens@es de 1-1,7 x 0,7-1,3 mm e saaldsltas flores apresentam
pedicelo verde de 1-2,2 mm, articulado a 0,6 mntdie, enlarguecido no
apice. Apresentam frutos em forma de drupas rosadasrmelhas, com 4,5

mm de didmetro (Figura 3).
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Figura 3 Arvore d&chinus terebinthifoliumcalizada no municipio de Propria no estado
de Sergipe (A); Frutos maduros e verdeSdeinus terebinthifoliuB)
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4.4 Os produtos ndo madeireiros e 0s aspectos legfarentes ao extrativismo

dos frutos de pimenta-rosa

Historicamente a ocupacdo do territério brasileirocorreu
principalmente na regido costeira em funcdo de icded mais propicias a
extracdo e exportacdo dos recursos naturais, gaenfos principais produtos
dos ciclos de desenvolvimento da histéria do Brasihforme relatado no item
Apresentacao.

As florestas tropicais sdo fontes de vasta divadgdde frutas, nozes,
sementes oleaginosas, latex, resinas, gomas, asaecé plantas medicinais
sendo estes classificados como Produtos FloraséaisMadeireiros (PFNMs)
(PETERS, 1996). Os PFNMs séo os recursos ou preditddgicos da flora,
que ndo a madeira, obtidos das florestas natypdimarias ou secundarias,
florestas plantadas ou sistemas agroflorestais, s@ie utilizados para
subsisténcia ou para comercializacdo, apresengnatiale potencial econémico
(PETERS, 1996).

Os produtos florestais ndo madeireiros geralmedite s base para a
producdo artesanal e industrial em pequena esgtaha pouco mais de 20
anos, estes produtos eram considerados com dessgemanifestados inclusive
com a definicdo de "minor forest outputs". Entregarestes produtos podem
gerar retornos consideraveis na manutencao de quijmsd de paises do terceiro
mundo (ARNOLD; PEREZ, 1995). Porém, alguns aspe&osldgicos do
extrativismo, que explora o valor intrinseco daeta, devem ser considerados,
pois caracteristicas biol6gicas basicas das popegagle plantas tropicais
limitam a natureza e a intensidade da explora¢8cehursos. Os aspectos mais
probleméticos incluem a diversidade e a baixa dedsi de espécies de arvores,
a complexidade de floracao e frutificacdo, a esiptade dos ambientes para o

sucesso da regeneracdo e do crescimento das espédéim de apresentar em
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longo prazo, potenciais impactos ecoldgicos dentgseda colheita seletiva de
diferentes tecidos das plantas, principalmenterogggulos reprodutivos, como
frutos, castanhas e sementes (PETERS, 1996).

Como produtos integrantes do extrativismo floresta-madereiros no
Brasil tem-se a Castanha-do-Brasil Bertholletia excelsa que ocorre
principalmente no leste do Para, sendo um produitonaalorizado no Brasil e
também como produto de exportacdo. Palmeiras sigleaflorestas ombrofilas
como o acaiKuterpe oleracepne o palmito (ex.Euterpe edulis abastecem o
mercado interno e ainda sdo produtos de exportagdéoMaranhdo e em
Tocantins, a extracdo dmbacu Qrbignya phalerataMart) € importante para
aplicacdes industriais e alimenticias. No Piauar&e Rio Grande do Norte, a
extracdo em grandes palmeiras@arnatba Copernicia pruniferya tem como
destino varias aplica¢des industriais. O Nordestenda conta com o
extrativismo depiacava Attalea funiferd utilizada em vassouras e cordas de
navios; ococo (Cocos nuciferg que possui ampla utilizacdocastanha-de-caju
(Anacardium occidentale) que produz um 6leo com propriedades especiais; 0
buriti (ex. Mauritia flexuosd, que tem fun¢cBes alimenticias e medicinais
(GASPARETTO JUNIOR, 2014) e, mais recentementememta-rosa$chinus
terebinthifoliug, utilizada principalmente como condimento.

Em relacdo a politica do extrativismo de pimentgaroma regido do
Baixo Sao Francisco, os 6rgdos ambientais nosa@stiESergipe e Alagoas séo
contraditérios. O IBAMA (Instituto Brasileiro do N® Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis), em Alagoas, autoazaroduziu a Informacgéo
Técnica N° 023/2005 (IBAMA/DITEC/AL) para a realggm da coleta de
pimenta-rosa na area de APA/AL a ser seguida melgsesas processadoras e
exportadoras da pimenta-rosa sediadas no estad&sg@&ito Santo, que
compram os frutos provenientes dessas areas. O anéspdo federal em

Sergipe emitiu uma autorizacdo provis@ria, mas figealiza e, a0 mesmo
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tempo, afirma desconhecer a atividade de explordgdpimenta-rosa no local
(Baixo Sdo Francisco), embora tenha realizado agéesducacdo ambiental
com os atores da prética extrativista dessa espécmovoado Saude (SE) em
2005 (JESUS; SANTANA; GOMES, 2011).

O 6rgédo estadual ADEMA (Administracdo Estadual deidAmbiente)
em Sergipe informou que tem conhecimento sobréiddaales extrativistas na
area, mas questiona se a ele compete as a¢Oexaedicdo na area, tendo em
vista ser a atividade realizada em Areas de Pras@&ovPermanente (APP) de
dominio da Unido e por estar as margens do Rio Baacisco (JESUS;
SANTANA; GOMES, 2011).

Deste modo, nota-se que a pressdo sobre o recatsmalngera
degradacdo ambiental, uma externalidade negatdiga,ndo segue orientacbes
técnicas para a atividade, a qual se torna naergéstl ambientalmente nas
areas de preservacdo permanente (APP) e nas UsidigleConservacdo
existentes na regido (APA Piacabucu — AL e APAraitdNorte - SEXJESUS;
SANTANA; GOMES, 2011).

O extrativismo de Produtos Florestais Nao Made&isescaba gerando
fragilidades e ameacas a espécie explorada. A imaarexploracdo comercial
de recursos ndo-madeireiros € realizada pela talhailestrutiva,
superexploracdo, produzindo uma desestruturacdcabda ecologia funcional
das populacbes de plantas tropicais (PETERS, 1®#udos apontam uma
tendéncia de extincdo de muitaspécies, em funcdo do excesso de colheitas
decorrentes da alta demanda dflizacdo de plantas, o que reforca a
necessidade de sweriguar os impactos em longo prazo da acao Hesirihos
que utilizam a flora local (AZEVEDO; SILVA, 2006).
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4.5 Marcadores Moleculares

A estrutura e a diversidade genética das populaséesa base da
biodiversidade e podem ser quantificadas por meimdrcadores moleculares,
sendo a utilizacdo destes marcadores em estudadapmmais de espécies
arboreas uma ferramenta potencial (FREITAS et &005) devido,
principalmente ao fato de permitir detectar difeemnexistentes entre dois ou
mais individuos nas populagées.

Na década 60, o desenvolvimento da eletroforese padeinas
(alozimas) permitiu pela primeira vez que a divdade genética das espécies
fosse quantificada de forma direta, pois os aleloam identificados por
possuirem diferentes propriedades eletroforétitées. década de 80, foram
desenvolvidos os marcadores moleculares em niveNde os quais podem ser
utilizados a partir de amostras de células ou di&lds de partes da planta
(folhas, embrides, cotilédones, pdélen etc.) e tamleén qualquer estadio de
desenvolvimento (DANTAS; NODARI, 2006), apresentandantagens em
termos de tempo, além do que, ndo sdo afetadosfapmres ambientais,
permitindo assim, a determinacdo de relacGes fiégas entre materiais de
origens distintas (SWOFFORD et,dl996).

Diversas técnicas de biologia molecular sdo uspdas deteccdo de
variabilidade genética ao nivel de sequéncia de pdra a identificacdo de
polimorfismo genético. Estas técnicas permitem terg@o de um ndmero
ilimitado de marcadores moleculares cobrindo todgenoma do organismo.
Estes marcadores podem ser utilizados para agdiwarsas aplicacoes, tanto no
estudo de genética populacional como no melhoramdatplantas (BORBA,
2006).

Entre os marcadores mais conhecidos tém-se osificetbds por
hibridacdo, os marcadores de RFLP (Restriction rResg Length
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Polymorphism) e minissatélites; e aqueles revelgpdosamplificacbes, como o
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA); ISSR (Int8imple Sequence
Repeats), SSR ou microssatélites (Simple Sequesgea® e AFLP (Amplified
fragment Length Polymorphism).

Os marcadores moleculares também s&o divididos ercacores
dominantes e codominantes. Os marcadores dominsfteRAPDs, AFLPs e
ISSRs. Estes marcadores mostram somente um padrdagimento para o
gendtipo heterozigoto ou homozigoto dominante, ando ha auséncia do
fragmento infere-se que o genétipo é homozigotesswo (WOLFE, 2005), ou
seja, cada loco (ou posicdo da banda) é ‘marcado’um 'binario’ sendo
‘presenca do produto' [1] ou ‘auséncia do prod0fp'portanto a informacéao
genotipica completa ndo esta disponivel a partmaeadores dominantes, com
isso, as frequéncias alélicas da populacdo sdoaskis indiretamente (KINDT
et al.,, 2009). Apesar desses tipos de marcadooehaem algumas criticas
devido ao seu carater dominante, Holsinger, Levidey (2002) desenvolveram
uma abordagem bayesiana em que é possivel quantfivariacdo genética
com dados obtidos de marcadores dominantes.

Entre as varias ferramentas de marcadores molesutiominantes, o
ISSR com base na amplificacdo pela PCR, tem sigdaanente utilizado para
estudos de genética de populagbes de diversasiesspuiec plantas (WOLFE,
2005; CHEN et al., 2006; LI; JIN, 2008; HU et &010; NASCIMENTO et al.,
2010; BRANDAO; VIEIRA; CARVALHO, 2011). Iniciadorede ISSR anelam
sequéncias simples repetidas (microssatélites) rada® ou ndo, por uma
sequéncia 5’ ou 3’, e com poucos nucleotideos ésmex (1 a 3), amplificam
sequéncias entre dois locos microssatélites, ds géa abundantes no genoma
(NARZARY; RANA; RANADE, 2010). Os fragmentos obtiglo pela
amplificacdo destas regibes de DNA, geralmentesaptam 200 a 2000 pb
(ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994). Devido a umamaior
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temperatura de anelamento e a sequéncia mais l|degéniciadores, os
marcadores ISSR podem produzir bandas mais refwedutdo que RAPD
(WOLFE; XIANG; KEPHART, 1998; GOULAO et al., 200QIAN; GE;
HONG, 2001), e o custo das analises € relativammais baixo do que a de
alguns outros marcadores tais como RFLP, SSR e &4BMANG et al., 2008).

Estudos realizado por Brandao, Vieira e Carvall@d 12 utilizando dez
primers ISSR para avaliacdo da estrutura genética espatiahicroescala de
Myrcia splendensem 168 arvores distribuidas em cinco fragmento04 1
arvores distribuidas nos quatro corredores de a&efetobtiveram 70 locos
polimoérficos. Os resultados mostraram que a maiop@¢éo da variabilidade
genética encontra-se dentro das populacdes (Fragsn66,5% e corredores
91,1%) e estdo de acordo com os relatados parasoespécies arboéreas
tropicais de fecundacado cruzada e longevas. Osesuhinda evidenciam que a
divergéncia entre populagbes é reduzida devidduxo fyénico, realizado via
pélen e, ou, sementes, cujos vetores provavelm@ntesua migracdo entre
fragmentos facilitada pelos corredores de vegetagdgue resultou na baixa
divergéncia genética entre os fragmentos.

Outro estudo, em analise comparativa da diversidatrutura genética
de duas espécies arbodreas do mesmo génellomarphandra wilsonii em
perigo de extingdo, endémica e com baixo tamanpaolacional (21 individuos)
e aDimorphandra mollisgue apresenta uma ampla distribuicdo, Souza e dovat
(2010) avaliaram oito populacdes &e mollis e todos os individuos de.
wilsonii foram amostrados para a analise da variabilidahétgca, utilizando
marcadores ISSR. O percentual de bandas polimsrfcaliversidade genética
de Nei e o indice de Shannon foram consideravebn@enores erd.wilsonii
(P = 40%, | = 0,124 e | = 0,19¢omparados cor®. mollis (P= 70,4%, H =
0,190 e = 0,297). A analise bayesiana agrupou os individied. wilsoniiem

trés populagbes e os mesmos apresentaram eleviandiacdo, e estes



38

resultados permitiram a sugestdo de diversas megaa a sua conservacao,
como a protecdo de todas as populagfes existenmservacdex situdas
sementes, a producdo de mudas em viveiros e agtiimudas da espécie em
areas de reserva.

No estado do Acre, a castanha do Bra8ikrtholletia excelsa
(Lecythidaceae) é classificada pela populacéo leeatois tipos de acordo com
suas caracteristicas morfoldgicas, incluindo coalidade da madeira, forma do
tronco e coroa, e producdo de frutos. Comparandibsdanorfologicos e
moleculares por meio de marcadores RAPD e ISSRmfoemcontradas
diferencas significativas para as caracteristicagrfatbgicas, porém os
resultados obtidos com os marcadores molecularsgramam que os dois tipos
classificados localmente de castanheiras ndo difgreneticamente, indicando
gue ndo ha separacao consistente entre elas &@lll 2013).

Apesar de bastante eficaz na quantificacdo dagiiaste genética entre
individuos e no estabelecimento de estratégias adesecvacdo, a analise
genética com esse tipo de marcador ndo permitenastirelacdes de
ancestralidade entre os alelos, sendo necessaro gses casos 0 uso de
marcadores codominantes, como isoenzimas e mitétitsa (SSR) (LIMA,
1998).

Os marcadores microssatélites sdo capazes ddfimiemtis dois tipos de
alelos que um individuo diploide pode apresentatefiozigoto e homozigoto).
Os microssatélites apresentam uma série de vastagbre os demais, uma vez
que sdo abundantes, cobrem extensivamente o gerosayjem natureza
multialélica, necessitam de pequenas quantidad€d\de para andlise, sdo de
facil deteccdo por PCR (reacdo em cadeia da pasegrtém heranga do tipo
mendeliana e sdo expressos como alelos codominahidsA, 1998;
MOREIRA, 1999).
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O contelido genético informativo de um loco micrtélga é bastante
alto, por se tratar de sequéncia de alta taxa twvaliMesmo em comparagdes
de germoplasma com estreita base genética, getalnumtecta-se um alto
namero de alelos em um loco microssatélite. A gedimiitacdo do uso em larga
escala de marcadores SSR é a obtencédo de inigadiifreados na PCR para
amplificar alelos em cada loco. A maior dificuldateuso rotineiro e universal
dos microssatélites como marcadores moleculare® es desenho dos
iniciadores por se tratar de uma técnica de elecadtw devido a construcdo de
biblioteca gendmica, selecdo de clones positiveseigho e teste de iniciadores,
em gue geralmente 10% a 20% dos iniciadores saamativos (BUSO et al.
2003). Entretanto, uma alternativa tem sido o usandrcadores heterélogos
mediante amplificacfes cruzadas, ou seja, a ampéficde DNA utilizando-se
iniciadores desenhados a partir de espécies daisela

Portanto, os diversos tipos de marcadores dispsnsé@® diferenciados
pela tecnologia utilizada, custo, facilidade de, usmsisténcia e repetibilidade e,
principalmente, na habilidade do parametro quebgstioa detectar, sejam essas
diferencas entre individuos, estrutura genéticapdpulactes, filogenia ou
filogeografia.

No Brasil, 0 numero de trabalhos utilizando marcaslonicrossatélites
tem se intensificado nos dltimos anos e difererdspécies de interesse
ecoldgico, econbmico e que se encontra em ris@xtifecao tém sido estudadas
com relagcdo aos seus aspectos genéticos. A fidaligencipal é elucidar os
padrdes de diversidade genética, sistema repraodutivxo génico e estrutura
genética espacial. Entre os varios estudos, podencitdos os trabalhos de
Bittencourt e Sebbenn (2007), Colevatti et al. @O Ferreira-Ramos (2011),
Abreu et al. (2007), Conson et al. (2013) e NazarReis (2014).

Para exemplificar um destes estudos, a variab#idgmhética deuehea

divaricata (Malvaceae), uma espécie tipica da Mata Atlanticeoetrada em
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mata ciliar, foi analisada ao longo de sua aredisteibuicdo utilizadando nove
locos microssatélites. Um total de 50 alelos foitidtbh com uma
heterozigosidade média observada e esperada de 0,63, respectivamente. A
maior parte da diversidade genética foi encontrdeiatro das populacdes,
enquanto que o nivel de diferenciacdo genéticanfwilerado (6,84) entre as
populacdes. Foram detectados diferentes niveis e fgénico entre as
populacdes. Os valores positivos e significativos endogamiaforam
encontrados em sete populagdes. A presenca de \@eis em desequilibrio de
ligacdo confirma que essas populacdes experimemtanana perda de
diversidade genética causada pela deriva gen@kaesultados mostraram que
€ necessario desenvolver estratégias de gestdo gpamanservacado destas
popula¢des de. divaricata,pois a viabilidade da espécie nas proximas geracdes
esta severamente comprometida (CONSON et al., 2013)

Em outro estudo realizado coAspidosperma polyneuroklill. Arg.
(Apocynaceae), conhecida como peroba-rosa, plavan da Floresta
Estacional Semidecidual, foram amostradas 30 &voeprodutivas deA.
polyneuronem uma regido que se encontra fortemente impaptelda plantios
de cana-de-acucar localizados ao longo das bagtasgad Pardo e Mogi-Guacu
no estado de S&o Paulo. A diversidade genéticaanriédialta (H = 0,65) e
variou de 0,17 a 0,92 nas populacBes analisadage®4dos significativos do
HWE podem ser devidos ao efeito Wahlund (isto é, sdaestrutura da
populacdo). Apesar da endogamia detectada alguomdagdes apresentaram
alta diversidade genética, fluxo génico e taxa deamento (FERREIRA-
RAMOS et al., 2011), indicando a importancia deseovar estas areas.

Portanto, nota-se a importancia dos estudos gesétjue devem ser
associados aos estudos ecoldgicos para elaboraspla conservacdo e manejo
de plantas que se encontram em ambientes degradadmshecimento destes

parametros contribui para a elaboragéo de estaatéigi conservacao e para uma
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gestdo sustentavel dos recursos genéticos, primepte para aquelas espécies

que estdo em paisagens fragmentadas e degradadas.

5 CONSIDERACOES GERAIS

A diversidade dos seres vivos é o resultado doolopgpcesso de
evolugéo e constitui uma das mais importantes ¢oedipara a estabilidade do
ecossistema tropical. Portanto, 0 empobrecimentquddéguer ecossistema por
diminuicdo do numero de espécies e/ou individuosnda espécie compromete
seriamente sua estabilidade.

Algumas ac¢fes naturais e antropicas levam a fdagié das populacdes,
porém dentre as a¢des antrépicas que acelerastadbedos vegetais destaca-se
0 extrativismo. De modo que, realizado sem crigggosem monitoramento é
uma pratica que contribui para o declinio da eltialie genética devido a
influéncia imediata na regeneracao dessas popglagdacipalmente, estas que
estdo inseridas em ambientes altamente modificddode da fragmentagéo
vegetacional do Brasil. Portanto, o conhecimentalidarsidade genética das
espécies € extremamente necessario para se impdEmeacoes
conservacionistas que possam minimizar as conseiqgégenéticas negativas
as populacdes naturais em geracdes futuras.

Andlise com os marcadores SSR e ISSR podem formefemacdes
altamente relevantes para implementacdo de acOesergacionistas e
manutencao dessas populacdes, como tombamentsdroyipelo patrimdnio
ambiental, das arvores que apresentam caractasigiEnéticas diferenciadas.
Além deste, o enriquecimento das populacdes quesaptam baixa densidade
populacional com individuos geneticamente diferhas, favorecendo o

reconhecimento dessas areas como Unidades Opexriac{flD’s), sendo estas
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capazes de manter populagdes minimas vidveis, nduitaa perda de

variabilidade genética devido a deriva ou endogamia
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ARTIGO 1: Estrutura genética de popula¢des natularhinus
terebinthifoliusRaddt

RESUMO

Diante do elevado uso dos frutos Sehinus terebinthifoliuRaddi, a espécie
encontra-se em declinio demografico em diferertgi®es, o que podera levar a
uma diminuicdo de seu tamanho efetivo populacim@ah consequéncias
genéticas. Para analisar a diversidade genétipppldacdes, este trabalho teve
como objetivo determinar a estrutura e diversidgdeética dentro e entre
populacdes naturais d& terebinthifoliusvisando identificar popula¢cdes com
potenciais genéticos que possam auxiliar em pojede conservacao,
restauracao ecoldgica e implementacdo de planosgdejo para a espécie. Para
isso, folhas de arvores reprodutivas foram coletagas estados de Minas
Gerais, Espirito Santo e Sergipe, em oito fragneefitwestais, totalizando 223
individuos. As reacBes PCR foram realizadas utibizam conjunto de oito
locos SSR descrito para a espécie, sendo estaffieadpls e visualizadas em
géis de agarose de alta resolucao (MetaPhor®)ldd meédio estimado dendo
diferiu de zero, o que mostra ndo ocorrer endoganuaconjunto das
populacdes, porém, em média, as populacdes apaemmnthivel baixo de
diversidade genética €40,30). A analise da variancia molecular inferite qu
entre regides a diversidade é zero e a difererwiggaética entre as populacdes
tanto pela estatisticasR(0,35) como para @ST(Hedrick) (0,41). O programa
Structure evidenciou que 0s genétipos estdo estidda em sete agrupamentos
(AK=7). As populacdes amostradas de pimenta-rosss@@mcontram isoladas
pela distancia, segundo o teste de Mantel e faleeniado pela presenca de
migrantes entre as populacdes de LV (Lavras) e NEOfolis), porém
apresentaram barreiras fisicas a ocorréncia de fiérico, o que sugere que no
passado existia uma ligacdo entre essas popula@beRio Sao Francisco
funciona como barreira natural ao fluxo génico.e@eno planaltico do estado
de Minas Gerais favoreceu o rompimento do fluxcig@entre as populacdes
mineiras. As popula¢gBes de Sergipe ainda apresentaeis de diversidade
genética que devem ser contemplados para a suarecagdo em areas de
intenso extrativismo.

Palavras-chave Diversidade Genética; Extrativismo; Fluxo génico;
Fragmentacao; Microssatélites, Alelos exclusivos

! Artigo redigido conforme norma da revista Pesgiigeopecudria Brasileira, sendo
esta uma versao preliminar, considerando que cettomeditorial podera sugerir
alteracdes.
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ARTICLE 1: Genetic structure natur@thinus terebinthifoliuRaddi
populations

ABSTRACT

In face of the elevated use 8thinus terebinthifoliuRaddi fruits, the species is
found in demographical decline in different regiowhich may lead to a
decrease in the effective population size with ier@mnsequences. To analyze
the genetic diversity of the populations, this wadnkd the objective of
determining the genetic structure and diversitydimsand between naturd,
terebinthifolius populations aiming at identifying populations witfenetic
potential which may aid in conservation projectsplegical restoration and
implementation of management plans for the spedtes. this, leaves were
collected from reproductive trees in the statedofas Gerais, Espirito Santo
and Sergipe, in Brazil, in eight forest fragmemt¢alizing 223 individuals. The
PCR reactions were performed using a set of ei@R Bcus described for the
species, amplified and visualized in high resolutigarose gels (MetaPhor®).
The average value estimated fodid not differ from zero, which shows that
endogamy does not occur in the population set, teryein average, the
populations presented low genetic diversity lewdt=50.30). The molecular
analysis of variance inferred that between regibesdiversity is zero and the
genetic differentiation between the populationsheitby R statistics (0.35) as
by Gstedrick (0,41). The Structure program evidenced that theotypes are
structured in seven groupings (K=7). The sampleakilan pepper populations
are not isolated by distance, according to the Blaest and was evidenced by
the presence of migrants between the populatios itV (Lavras) and NE
(Nedpolis), however presented physical barrietthéooccurrence of genic flow,
which suggests that in the past there was a cdonedietween these
populations. The Sao Francisco river acts as aalatarrier to the genic flow.
The highland landscape of the state of Minas Gédaaisred the rupture of the
genic flow between the populations of Minas Gerdibe population from
Sergipe still presents genetic diversity levelsalihinust be contemplated for its
conservation in areas with intense extractivism.

Keywords: Genetic Diversity; Extractivism; Genic Flow; Fragntation;
Microsatellites; Exclusive Alleles.
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1 INTRODUCAO

As mudancas climaticas do Quaternario ocorridaardaros ultimos 2,5
milh6es de anos desempenharam um papel importantaudanca geografica e
distribuicdo das espécies de plantas (COMES; KADHEREL998). A
distribuicdo geografica dos organismos, tanto rss@@o como no presente e, 0s
padrbes e processos ocorridos na Terra estaoamdaitis a biodiversidade que é
observada atualmente. Portanto, tais mudancas marafetaram a estrutura e
organizacéo da diversidade genética das populagiesis devido a mudancas
nas taxas de migracao (fluxo génico), fragmentag&olamento das populagbes
(BATALHA FILHO; MIYAKI, 2011). Nesse sentido, cadmaja um padrdo de
distribuicdo geografica das diversidades genétoa® as populacbes é possivel
identificar areas que possam ser importantes pacaservacdo e, com base na
estrutura genética populacional, algumas areasndesex prioritarias para a
conservacao (HEY et al., 2003).

A identificacdo dessas areas é importante paraedeliestratégias a
serem utilizadas em programas de conservacao, emgue varias espécies de
plantas sdo exploradas constantemente e de fordadgnada, principalmente
seus frutos e flores, e pouco se conhece sobreooeg30S que operam na
estruturacdo genética espacial (VOLIS; ZARETSKY LE&GINA, 2010), o que
pode levar a danos irreversiveis no seu conjunicgéDentre estas espécies,
encontra-seSchinus terebinthifoliu®Raddi; conhecida comercialmente como
pimenta-rosa, onde a pressdo do extrativismo smbfeitos é preocupante, pois
além de promover a falta de sementes no solo, sna&stas populactes
apresentam baixo nimero de migrantes (Nm) em coése@ de barreiras
fisicas e da elevada fragmentacéo na area de suénaa.

A pimenta-rosa apresenta € amplamente utilizada fies terapéuticos

(MELO et al., 2009) e suas sementes sao muito iapiees como especiaria, 0
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gue vem aumentando sua demanda nos mercados ietesterno. Por possuir
madeira de qualidade, essa espécie apresentaaldtoecondmico, além de ser
extremamente utilizada em programas para reflorestto de matas ciliares
(DURIGAN; SILVEIRA, 1999). A espécie é exigentewz | nativa da América
Tropical e pertence a familia Anacardiaceae. NasiBra encontrada desde o
estado do Pernambuco até o Rio Grande do Sul, Maieso do Sul e Minas
Gerais. Devido & ampla distribuicdo geograficansepta-rosa apresenta grande
plasticidade ecol6gica e rapido desenvolvimento eolaptacdo em diferentes
ambientes (LENZI; ORTH, 2004), abrangendo diferentelominios
fitogeograficos e, associado as suas caractedstmpresenta tolerancia
hidromorfica e boa interacdo bidtica.

A presséo do extrativismo sobre os frutos da piaerga invibializa a
ocorréncia de bancos de sementes e ou plantulasolm diminuindo
significativamente a regeneracéo da populagéo,atisidade pode favorecer a
endogamia, ocorrendo baixa variabilidade genétiaa geracdes seguintes.
Como resultado tem-se a diminuicdo da possibilidade longo prazo, de
adaptacdo de novas combinacdes de alelos e amgarde individuos menos
vigorosos (PRIMACK; EFRAIM, 2001), por possivel dargenética. Portanto,
0 estudo da diversidade genética de pimenta-rasaitpa verificar os efeitos
de diferentes processos historicos e ou contemeosargue podem ter
influenciado a atual estrutura genética populadiolaaespécie e, com estes
dados elaborar medidas de manejo mais adequad@daa paa conservacao.

Diante do elevado extrativismo dos frutos de pimenta, o objetivo do
trabalho foi determinar a estrutura e diversida@métjca dentro e entre
popula¢des naturais de pimenta-rosa, visando faemti populagcdes com
potenciais genéticos que possam auxiliar projetosahservacao, restauracao

ecolégica e implementacéo de planos de manejo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

Folhas de 223 arvores adultas de pimenta-rosenfoodetadas em oito
remanescentes naturais nos estados de Espirito, 34inas Gerais e Sergipe
(Figura 1). As coordenadas geograficas de todamases foram obtidas por
meio de sistema de posicionamento global (GPS)folk&s coletadas foram
armazenadas em saco de papel contendo silica edasamm freezer até o
momento da extracdo do DNA genémico. Todas as e@@abtencdo do DNA
foram realizadas no Laboratorio de Conservacgéo ti@ende Espécies Florestais

da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
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2.1.1 Caracterizacdo dos locais amostrados
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Legenda:

Estados
SE — Sergipe
ES — Espirito Santos
MG — Minas Gerais

¥ Sem pimenta-rosa
Populagdes:
Januéria
S&o Roméo
Pirapora
Trés Marias

¥ Coleta de pimenta-rosa
Populagdes:
CN -Canastra
LV -Lavras
BA - Barbacena
SM - S&@o Mateus
CA - Carmopolis
PR - Propria
NE - Ne6polis
IF - llha das Flores

Fié;ura lillocalizagéo das areas de amostragem denfamosa$chinus terebinthifolius

As populacdes amostradas para este estudo foram{C@nhbastra); LV
(Lavras); BA (Barbacena); SM (Sdo Mateus); (PR)pR& NE (Neopolis); IF
(IIha das Flores); CA (Carmdpolis). As populacdesSghinus terebinthifolius
CN, LV e BA ocorrem em Minas Gerais; SM no Espi8@nto e PR, NE, CA e

IF em Sergipe. Nao foram encontrados individuogsjgécie em Pirapora/MG
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(17°39'21.89"S/ 44°53'50.56"W), Trés Marias/MG @®B19.50"S/ 45°
5'22.10"W), Sdo Romao/MG (16°34'46.52"S/ 45° 5'3A®8) e Januaria/MG
(15°36'4.69"S/ 44°56'0.88"W). A seguir sdo apremsad as caracteristicas da
paisagem na qual cada populacdo esta inserida.

Canastra (CN) - situa-se nas coordenad28°18' 50.64"S/46°18' 38.07"W —
localiza-se préxima a Serra da Canastra, no muaidig Sdo Roque de Minas,
em Minas Gerais (Figura 2). A vegetagdo na 4reastrata é tipica de mata
ciliar. N&o foram encontrados individuos de pimenta dentro do Parque da
Serra da Canastra. A area da coleta esta a 781 aftiele. A precipitacao
média anual da regido é de 1.484 mm e o clima érittegomo Subtropical
umido (Classificagdo climética de Kdppen-Geiger:aEwOs individuos de
pimenta-rosa ocorrem em uma &rea localizada nas cha@gens da rodovia
MG-341. A 4rea € um estreito corredor de vegetai@r interrompido pela
rodovia, possui pouca vegetacdo arbérea, com masée pimenta-rosa de
forma agrupada em suas margens. Nesse local footetedas folhas de 27
individuos reprodutivos.
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Figura 2 Populagdo d8chinus trebintifliu:Raddi, localizada no estado de Minas
Gerais, préximo a Serra da Canastra (Cditua-se nas coordenad28°18'
50.64"S/46°18' 38.07"W, no municipio de Sao Ratpi#dlinas

Lavras (LV) - situa-se nas coordenada$°14'43.77"S/44°59'30.53"W essa
area esta inserida dentro @ampusda UFLA, com altitude de 870 m (Figura
3). A classificacdo da vegetacdo é Floresta Estati®@emidecidual. A
precipitacdo média anual da regido € de 1.492 nmntléma é descrito como
Subtropical umido (Classificacdo climética de Kap@eiger: Cwb). A maioria
dos individuos estéo distribuidos proximos um datsos, com distancia média
de aproximadamente 3 m. Foram coletadas amostrd® diedividuos, sendo
estes o0s Unicos individuos adultos da espécie gadms na area. A area
apresenta-se isolada, com uma pequena vegetac@wearitercada por

construcgdes.
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Figra 3Popula(;éo d8chinus rinthifolius’Raddl, ogalfzada, no ‘muicipio'de
Lavras/MG (LV), situa-se nas coordenad@4°14'43.77"S/44°59'30.53"W
inserida naCampusda Universidade Federal de Lavras

Barbacena (BA) - situa-se nas coordenada$°15'02.73"S/43°45'27.37"W
com altitude 1.100m, a area esta inserida no IFEBttuto Federal do Sudeste
de Minas -CampusBarbacena, localizada na cidade de Barbacena/Nyaré-
4). A vegetacdo é classificada como Floresta Estati Semidecidual. A
precipitacdo média anual da regido € de 1.519 nmtlena é descrito como
Subtropical Gmido (Classificacdo climatica de Kap@eiger: Cwb). Esse
fragmento apresenta-se bastante conservado. Nessa fé&ram coletadas

amostras de 30 individuos reprodutivos de pimesga:r

'r gt 45 S Vel ™ . e L] :‘r-‘ o 8 S s RN - el 4L |
opulagdo d8chinus terebinthifoliufRaddi, localizada no estado de Minas
Gerais, Barbacena (BAjnserida no IFET — Instituto Federal do Sudeste de
Minas —CampusBarbacena
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Sao Mateus (SM) -situa-se nas coordenad°46'36.31"S/39°48'43.71"Wa
area é bastante antropizada. A vegetagcédo é um esoente de Mata Atlantica
(Figura 5). A precipitacdo média anual da regiadeél432 mm e o clima é
descrito como Tropical com estacdo seca (Class#iwalimatica de Képpen-
Geiger: Aw). A area estd em uma altitude de 15 mcdletas foram realizadas
em uma populacdo localizada as margens da estradaidade de S&o
Mateus/ES, com individuos presentes ao longo deadest A vegetacdo
apresenta-se de forma arbustiva e em grande pagalaminancia de pimenta-
rosa com individuos juvenis. Essa &rea apresentaaltonextrativismo da

pimenta-rosa. Foram coletadas amostras foliar@2 dedividuos reprodutivos.

Figura 5 Populacéo d&chinus terebinthifoliuRaddi, localizada no estado do
Espirito Santo, munucipio de Sdo Mateus (SM).

Propria (PR) - situa-se nas coordenad#8°13'19.67"S/36°47'35.45"W essa
arealocaliza-se as margens do Rio S&o Francisco (FigurA vegetagcdo é um
remanescente da Mata Atlantica com associacfeqatanga. A precipitacdo
média anual da regido é de 806,1 mm e o clima é&itesomo Tropical com
estacdo seca (Classificacdo climatica de KoppegeBeCw). A area esta em
uma altitude de 10 m. E uma area bastante antamgaem ocorréncia de mata

ciliar na regido. As coletas foram realizadas émas) que além de apresentarem-
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se fragmentadas, ainda sofrem pressdo de extnativitds frutos de pimenta-
rosa. Na &rea é comum a presenga de pastagemsdéipessoas, gado e poucos
individuos de pimenta-rosa foram encontrados. Focmietadas amostras
foliares de 30 individuos reprodutivos distantes pmis de 50 m uns dos

outros.

Figura 6 Populagdo dechinus terebinthifoliu®Raddi, localizada no estado de Sergipe,
municipio de Propria (PRsituadaas margens do Rio Sdo Francisco

Nedpolis (NE) -situa-se nas coordenadas 10°17'45.02"S/36°35'4¥.93a
area localiza-se as margens do Rio Sao Francisgoré7). A classificacdo da
vegetacdo é remanescente da Mata Atlantica contiagées da caatinga. A
precipitacdo média anual € de 1.200 mm e o climas&rito como Tropical,
com estacao seca (Classificacdo climatica de Ké@mdger: Cw). A 4rea esta
em uma altitude de 11 m. A regido apresenta intatig@ade de extrativismo.
Nessa area sdo encontrados muitos individuos denfaanosa nas margens do
rio Sdo Francisco e em ilhas, porém inseridas ebiantes fragmentados. Na
area € comum a presenca de pastagens, agriculbaastrucdes. A area ainda
apresenta atividade de extracdo de argila e mapeiealenha e estacas. Foram
coletadas amostras foliares de 30 individuos repias
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Figura 7 Populagdo d&chinus terebinthifoliuRaddi, localizada no esdo de Sergipe,
municipio de Nedpolis (NE), situadas as margenRiddSao Francisco

Ilha das Flores (IF) - situa-se nas coordenadd®’25'58.63"S/36°26'09.38"W
A éarea localiza-se proximo a Foz do Rio Sdo FraocigFigura 8). A
classificacdo da vegetacdo é remanescente da Matdiéa com associacdes de
restinga e manguezais. A precipitacdo média anu@l £200 mm e o clima é
descrito como Tropical com estagdo seca (Class#icalimética de Képpen-
Geiger: Cw). A &rea esta em uma altitude de 10 renentra-se bastante

antropizada. Apresenta individuos isolados no ndeigpastagens e areas sob

alagamento. Foram coletadas amostras foliares deldfduos reprodutivos.

2 ¥ i
1
. Pl \\\

Figur 8 Populagdo dgchinus terebinthifoliuRaddi ocalizada no estado de Sergipe,
municipio de llha das Flores (IRituada préxima a Foz do Rio Sdo Francisco
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Carmopolis (CA) - situa-se nas coordenadd8°38'46.76"S/36°56'53.97"W
Com 11 m de altitude, esta inserida em uma area dalbirés. A classificacdo
da vegetacao é remanescente da Mata Atlanticaedpitacdo média anual é de
1.400 mm e o clima é descrito como Tropical conaggi seca (Classificacédo
climatica de Kdppen-Geiger: Cw). Apresenta congidelrnivel de conservacao,
porém alguns pontos apresentam areas abertasepiaaaa de petroleo. Nessa
area a pimenta-rosa apresenta elevada densidade) pé foi possivel amostrar

12 individuos reprodutivos, devido aos problemasdraticos para liberagéo de

licenca para as coletas.

Figura 9 Populagédo dechinus terebinthifoliuRaddi, localizada no estado de Sergipe,
municipio de  Carmépolis (CA) situadas nas  coordenadas
10°38'46.76"S/36°56'53.97"Wonte: Google Earth

2.2 Extracdo do DNA genbémico

As amostras foliares foram maceradas utilizand®g® e 1000 pL
tampéo de extracdo CTAB 2% (100 mM de Tris pH 8®mM de EDTA 0,5
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M pH 8,0; 500 mM de NaCl 5 M) O material maceradbdolocado em tubos
tipo eppendorf e levados ao banho-Maria a 65°C4pominutos, fazendo leve
agitacdo a cada 10 minutos. Apds o periodo de awddy 1.00QuL de cada
amostra foram colocados em novos tubos contenda0 D da mistura de
cloroférmio e alcool isoamilico (24:1). Os tubosafim agitados levemente até
obtencdo de uma emulsdo e, posteriormente, ceyadls a 15.000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante obtido foi pipetado em awo tubo contendo 750L
de isopropanol gelado e acondicionado em free2&°@) por 24 horas para
precipitacdo do DNA. Apéds a precipitacdo do DNA, amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos, sendonapossivel descartar o
sobrenadante e secar o precipitado. Apos a secag@hlA foi solubilizado
com 50uL de TE (1 mM de Tris e 0,1 mM de EDTA) (DOYLE; DQF,
1987).

Apés a extracdo foi feita a quantificagdo do DNA geh de agarose
1,5%, por comparacdes com padrdes de lambda DNéoeoentracdes de 5 ng,
10 ng, 25 ng e 50 ng.

2.3 Reacdo PCR

O volume total de cada amostra amplificada cormredpo a 16,5 pl: gl
de DNA adicionados a 138 de mix de reacéo [3d de tampéo PCR 10X, 1,5
ul de dNTP (2,5 mM), 0,2l de Taqg polimerase (5 W) e 0,75ul de cada
iniciador (2uM) e volume final foi completado com agua ultragura

2.4 Obtencédo dos marcadores de DNA

Um conjunto de oito iniciadores microssatélitescdess anteriormente

para pimenta-rosa (WILLIAMS et al., 2002) foi wt#ido para amplificacdo do
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DNA de todas as amostras. As reacBes para ampéficalo DNA foram

realizadas em termociclador GeneAmp PCR System, 972 foram efetuados
31 ciclos de amplificacdo constituidos de uma etlpaniciacdo de 2 minutos a
94°C, seguido por uma etapa de desnaturacdo a [@a°d5 segundos, uma
etapa de ligacdo dos iniciadores SSR ao DNA moltreamento) em
temperatura compativel para cada um dos oito ooce@sSSR (Tabela 1) por 15
segundos, e uma etapa de extensado a 72°C, pog®ddess. Ao final, ocorreu a

etapa de extenséo a 72°C, por 5 minutos.

Tabela 1 Caracteristicas de oito pares de micréggat deSchinus terebinthifolius
Raddidesenvolvidas por Willians et al. (2002) e utilizachas amplificacdes
de Schinus terebinthifoiutcalizados nos estados de Minas Gerais, Espirito
Santo e Sergipe

o Sequencias Tamanho T°m Ho
Locos Sequencias iniciadoras-3' ) K

repetidas (pb) (°C) (He)

Saafl1 AAGGGTGAGAATCTGAAATTTA 1,0
(AF404279) |  GGCAAACCATTAGTGAGTTTAT (AAT)z: 173 0% 79
Saafl9 ATTTGGTGAATAGGAGATGTTTTA (AAT)g 0,50
(AF404280) ATTGAAATGTTTGGTTCATAGATA 202 55 3 0.65)
Saafl16 AACAGCCCACCATTTTAACA 0,70
(AF404282) TGGGTAGGTGATGCAGTTCTA (AAT) 10 200 65 4 0.73)
Saaffl7 TTGGGTTAAATTGGTAGGTGT 0,30
(AF404283) AGGGGTAAATGAAATCATCTTAT (AAT) 13 137 60 4 0.44)
Saall25 GATCATTTGGAAAATAATAATAA (AAT) 10 0,50

(AF404285) CGTGCAGAACTTCAATTT 83 50 4

(AAT)9 (0,59)

Saall47 CCTCTTAAGGAACTTTTTATTATT 0,30
(AF404287) TTGCTTTTCATTTGTTTATCTTA (AAT)s 100 50 2 ©052)
Saaff54 AAAATAAAAATGTTAATAATAATA 161 0,40
(AF404288) TGGATATAAATAATCAATGTG (AAT), 50 3 0.48)
Saaf55 AAGGGGTTAAAAAATAATCAAA (AAT) 10 0,70
(AF404289) | ACTGGGAAGATAGATTACTTAGAA 167 ©51)

K (nimero de alelos); i(heterozigosidade observada: (Heterozigosidade esperada)
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2.5 Eletroforese e coloragéo

Os produtos amplificados foram separados em géagdeose de alta
resolugcdo (MetaPhor®) a 3% de concentracdo durdnte e coradas com
brometo de etidio. Para a determinar o tamanhoatkles foram utilizados
marcadores de peso molecular (ladder) 20 e 50gbkgme bases).

2.6 Analises estatisticas

2.6.1 Genotipagem e detecc¢éo de alelos nulos

Em estudos genéticos utilizando marcadores middlgea
frequentemente s@o encontrados alelos nulos. Ale@ecéo destes alelos nulos
provoca erros de genotipagem (interpretacdes dix gée podem levar a
desvios nas propor¢bes de Equilibrio de Hardy-Wamb devido a uma
deficiéncia de heterozigotos (SHAW et al., 1999raPidentificar possiveis
erros de genotipagem foi utilizado o programa MiGioecker Versdo 2.2.3
(VAN OOSTERHOUT et al., 2004). A frequéncia de atehulos em cada loco
foi estimada usando o estimador Brookfield nt £:(He—Ho) / (1 +He). As
frequéncias alélicas corrigidas foram usadas gosteente para analise da

diversidade genética.
2.6.2 Caracterizacao da diversidade genética
A diversidade genética foi caracterizada utilizard@rograma GDA

(LEWIS; AZYKIN, 2002), a partir dos seguintes pagimos: riqueza alélica ou

namero médio de alelo por locok)(o nimero de alelo efetivo por locdss),
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heterozigosidade observada ojH e a heterozigosidade esperada segundo
expectativas do Equilibrio de Hardy-Weinberg)H

A maxima diversidade possivel em cada loco foinesmtia a partir do
namero de alelos observados, segundo a férmula:
hmaz= (A—1)/A

A aderéncia das frequéncias genotipicas as prop®reSperadas pelo
Equilibrio de Hardy-Weinberg foi testada por meteste exato de Fisher. As
probabilidades exatas menores que o nivel de ®gndia (0,05 ou 0,01)

indicam desvios significativos.
2.6.3 Distancia genética e divergéncia entre pgpets

A distancia genética entre as populacdes foi caniaetla pela analise da
variancia hierarquica das frequéncias alélicas base em Weir e Cockerham
(1994). As estimativas de parametros genéticoslabfioram: indice de fixacéo
médio dentro de populactef, (indice de fixacdo total para o conjunto das
populagbes (F) e divergéncia entre populac®gs Essas estimativas foram
calculadas usando o programa GDA (LEWIS: ZAYKINQ2] O intervalo de
confianca a 95% dessas estimativas foi obtido pddQD reamostragens sobre
os locos.

Em locos microssatélites, o processo mutacionaks&bde acordo com
0 que se admite no modelo de alelos infinitos. Esse motivo, além da
estimativa do @), foi calculada uma analoga a esta, denominagapRra o
conjunto de populacdes e entre pares de populagiizmndo o programa
GenAlEx (PEAKALL; SMOUSE, 2006). A significancia destimativa foi
obtida por meio de 1000 permutacdes e o interval@ahfianca a 95% por

10.000 reamostragens.
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Adicionalmente, a diferenciacdo genética entre [aqdes foi estimada
usando G, segundo método de Hedrick (2005) utilizando ogmma
GDA_NT (DEGEN, 2006).

As divergéncias genéticas entre pares de populaf®es foram
utilizadas para construir o dendrograma de acoan o método UPGMA
(método da média aritmética ndo ponderada) conxii@do programa NTSYS
2.0 (ROHLF, 2001). Para identificar padrbes queresgam a diversidade
genética foi realizada a analise das coordenadasigais (PCoA) (SMITH,
2002) utilizando-se o programa GenAlEx (PEAKALL; SMSE, 2006).

A variacao genética dos individuos dentro e gmbpgulacdes foi avaliada
por analise de variancia molecular (AMOVA) com dioxido programa
GenAlEx (PEAKALL; SMOUSE, 2006).

O teste de Mantel foi aplicado para avaliar se drdetacao positiva
entre a matriz de diferenciacdo genética entrespdeepopulacdes ) e a
matriz de distancia geografica entre as populacdes) uso do programa
NTSYS-pc 2.0 (ROHLF, 2001). A comparacao das medripi realizada com o
intuito de verificar se existe correlacdo entremdinciacdo genética e distancia
geogréfica.

Estimativas de diferenciacdo genética também faralculadas usando
0 método de estimativas de alelos nulos (ENA) @®.(permutacdes)
implementado pelo programa FreeNA (CHAPUIS; ESTORI®7), que corrige

a presenca de alelos nulos.
2.6.4 Aderéncia ao Equilibrio de Mutacao e Deriva
Os desvios significativos do Equilibrio de Mutagiberiva (efeitos de

gargalo) sdo importantes de serem detectados parqoedi¢cdo deste equilibrio

€ um dos pressupostos requeridos em varios mopafasanalises de genética
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de populagcdes (MORAES et al., 2003). O teste deéadm ao Equilibrio entre
Mutacdo e Deriva genética baseia-se no principioqde populacBes que
experimentaram uma recente reducdo de seu tamdetigoepopulacional
apresentam uma reducdo do numero de alelos e etigbsidade esperada
(Hg) pelas propor¢cdes de EHW o que faz com ldaese torne maior do que a
heterozigosidade esperada sob Equilibrio entre ¢dote Derivaleg porque
Heq é calculada a partir do nimero de alelos (CORNW.UIKART 1996;
PIRY et al., 1999).

Para verificar se as populacdes de pimenta rossaigas por uma
reducdo recente na diversidade genética foi ufitizao programa
BOTTLENECK versdo 1.2.02 (CORNUET,; LUIKART, 1996}ilizando os
modelos de mutacdo: IAM (Modelo de Alelos Infinjtende supde que cada
mutagédo cria um novo alelo; SMM (Modelo simplesmgacao), onde em cada
mutagdo ocorre o ganho ou a perda de um repetcad®M (modelo de duas
fases de mutacdo), que é intermediario aos modalteriores. Esses testes
estimam valores esperado de heterozigosidade evasitb a premissa de que,
em um gargalo evolutivo recente e rapido, o eféitnaior sobre o nimero de
alelos e menor sobre a heterozigosidade. A sigméi@a do excesso de
diversidade genéticale > Heg) foi avaliada por meio do teste de Wilcoxon por
ser robusto quando utilizado para poucos locos Q<FIRY et al., 1999),
baseando-se em 10.000 replicacdes. Para estimgaxas de migracao foi
utilizado o programa GeneClass2 (v2, PIRY et &043.

2.6.5 Estrutura genética
Foi realizada andlise de estrutura genética pojmalkfundamentada

no modelo de agrupamento bayesiano com o auxiliralgrama STRUCTURE
v. 2.3.3 (HUBISZ et a).2009). Os individuos sao probabilisticamente aaglop
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de acordo com seus gendtipos em k populag@es. dééastruturacdo, o modelo
€ capaz de identificar a proporcéo de genétipogemiente de outros grupos. O
conjunto de parametros assumiu 0 modelo ‘admixtemh frequéncias de
alelos correlacionadas, e as simulacdes foram tadssi enburn-in de 100.000
repeticBes, com valores de k variando de 1 a 10pagrentos. O nimero de
agrupamentos AK) foi determinado de acordo com STRUCTURE
HARVESTER Evano (EARL E VONHOLDT, 2012).

2.6.6 Descontinuidades genéticas

Para identificar a descontinuidade dos dados geséRsy) no espaco
geogréfico foi utilizado o programa BARRIER (MANNBEUERARD; HEYER,
2004). Nesse programa, as populacdes amostrada®iéctadas pelo método
de triangulac@o de Delaunay de acordo com suasl@oadas geogréaficas. As
barreiras sdo identificadas a partir do algoritme Monmonier (MANNI;
GUERARD; HEYER, 2004).

3 RESULTADOS

3.1 Genotipagem e deteccao de alelos nulo

Neste estudo foram incluidos apenas individuos gpeesentaram
mesmo padrdo de amplificagcbes em todos os locas @aninar resultados
tendenciosos causados pela presenca de alelos. folomlmente foram
testados oito iniciadores microssatélites, poréminioiador Saai’54 néo foi
utilizado para a andlise final devido a presencgrdede nimero de falhas de

amplificacdo. Locos considerados adicionais (gftuferam excluidos das
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andlises. A figura 10 ilustra os produtos de angalifdo de amostras de DNA
gendmico de. terebinthifoliuzom os iniciadoreSaaTle SaaT16.

O teste para a presenca de alelos nulos ndo revelesenca
significantiva de alelos nulos para os locos StA& StAA 55 e o loco StAA 25
foi 0 que apresentou maior nimero de alelos nulos.

PR T

123 456 78 910111213 14 15 16 1718 19 20 212223 24 25 26 27 28 29 30 3132 M1

A

12345 67 8 91011 12 1314 1516 171819 20 2122 23 24 2526 27 2829 30 3132 M2

Figura 10Produtos da amplificacdo de DNA de individuosSahinus terebinthifolius
Raddi em gel MetaPhor® a 3% de concentracdo a martmarcador SSR
SaaTl (A) e SaaT16 (B). M1-Ladder 20 e M2 Laddepis0

A frequéncia média estimada de alelos nulos fai jgédtra o loc@aaT17
(32,42%) variando de 8,7% (CA) a 64,12% (PR) e d&qiara o locdStaasd7
(10,94%), variando de 0,1% (LV, NE e CA) a 44,72PR). A presenca
significativa de alelos nulos foi observada no I&aat25 em quatro das oito
populagbes avaliadas (SM, IF, NE e CA) e, nos Idgastl7 e Saat47 para a
populacdo CN.

A média geral de heterozigotos observada apostiasaéisas de alelos
nulos (EAN) apresentou acréscimo significativo gotaentre 0,38 (IF) e 0,68
(PR, NE e CA) e a Hem variou de 0,19 (CA) a 0,42 (LV) (Tabela 2).

Os valores do coeficiente de endogamfx foram positivos e
significativos para a populacdo de LV (0,538), GN362), IF (0,154) e SM
(0,102). Ap6s a correcdo das estimativas de aleldes (EAN) todas as
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populacdes apresentaram excesso de heterozigotoliferenciacdo genética
total entre as populacdeBs) realizada com o auxilio do programa GenAlEx
foi de 0,22 e esta ndo foi afetada pela correcdd BNt = 0,22). Entretanto, a
estatisticaFst, desenvolvida por Wright (1931) é baseada no neodelalelos
infinitos (IAM), que supde que cada mutacéo crianovio alelo. Considerando
a dindmica de producdo de novos alelos, Slatki®5Lpropds um modelo
estatistico analogo ao modelo de Wright, o Rstgeea cada mutacao ocorre o
ganho ou a perda de uma repeticdo, baseada noarmalepassos de mutagéo
(SMM) (bottleneck). Diante desse fato todas as isesl genéticas foram

realizadas pela estatistica RsfRoor apresentar resultados mais robustos.

3.2 Caracterizacéo da diversidade genética

Para os sete locos analisados nas populacfes @mtpinosa ndo foi
observada reducao do nimero de alelos por locosrtKielacdo ao nimero de
alelos efetivos (Ae) (Tabela 2). O nimero médioatidos (K) e ndmero de
alelos efetivos (Ae) apresentaram em média 3,14 lpoos. A diversidade
genética (H) média encontrada foi de 0,40. O loco Saat55 fu® apresentou
maior valor de diversidade genéticaz£8,57) e o menor valor foi de 0,1 no
loco Saatl. Os maiores valores de diversidade nzéfaram observados no
loco Saat25, indicando que a diversidade genéegmesentou 81,81% da
diversidade maxima possivel para este loco na mésmaéncia (1/3=0,33). A
diversidade genética reduzida para o loco Staadévida a elevada ocorréncia

do alelo 2 em todas as populagfes (Tabela 2).
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Tabela 2 Pardmetros genéticos dos locos microgsatélos individuos dé&chinus
terebinthifolius localizados nos estados de Minas Gerais, Esphdoto e
Sergipe. N= nimero de individuos amostrados, K merd de alelos, Ae=
namero efetivo de alelos por loco,g#H diversidade genética, hmax=
diversidade méxima, ¢fhmax = proporcdes de diversidade maxima (%)

Loco N K Ae H Pimax He/Pmax

Saatl 212 3 3 0,10 0,66 15,15%
Saat9 200 3 3 0,41 0,66 62,12%
Saatl6 150 3 3 0,53 0,66 80,30%
Saatl7 183 3 3 0,42 0,66 63,63%
Saat25 213 3 3 0,54 0,66 81,81%
Saat47 214 3 3 0,27 0,66 40,90%
Saat54 211 4 4 0,57 0,75 76,00%
Média 197,5 3,14 3,14 0,40 0,67 59,98%

As frequéncias alélicas apresentaram uma pequetecda entre as
populagdes, especialmente entre as populagbes BACSI, IF e as demais.
Nessas populacdes foi detectada a presenca de al@isivos e raros (Tabela
3). Os locos Saat9 e Saat47 nos individuos da ac@olCN apresentaram-se

exclusivos e em baixa frequéncia (0,04).

Tabela 3 Frequéncias dos alelos nos sete locoossatélites nucleares @chinus
terebinthifoliuslocalizadas nos estados de Minas Gerais: CN (@ajakV
(Lavras) e BA (Barbacena); Espirito Santos: SM (Bateus); e Sergipe: PR
(Propria), NE (Neopolis), IF (Ilha das Flores) e GZarmopolis). N- nimero
total de individuos amostrados. -n nimero de individuos heterozigotos
(...continua...)

Loco Amostra/ Populagdes
Alelo BA CN SM LV PR F NE CA

N 62 54 64 28 60 94 60 24
SAAT1 ) 60 54 64 26 48 88 60 24

1 - - 0,12

1,00 0,85 078 100 1,00 1,00 1,00 1,00

3 - 0,15 0,09 - - -
SAATO ) 40 50 58 28 58 84 58 24

1 - 0,04

2 0,72 0,72 0,71 0,78 0,81 0,68 0,69 0,62
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3 0,27 0,24 0,29 0,21 0,19 0,32 0,31 0,37
SAAT16 () 54 52 64 22 28 94 58 22
1 - - - - - 1,00 - -
- 0,11 - 0,36 - - - .
3 1,00 0,25 0,41 0,36 0,82 - 0,5 0,45
4 - 0,63 0,59 0,27 0,18 - 0,5 0,54
SAAT17 () 44 52 62 22 38 64 60 24
1 0,23 0,44 0,53 1,00 1,00 0,80 0,93 1,00
0,75 0,56 0,47 - - 0,20 0,07 -
3 0,02 - - - - - - -
SAAT25 (n) 62 54 58 24 54 94 60
1 0,06 0,13 0,33 0,58 0,81 0,5 0,33 0,6
- - - - - 0,27 - -
3 0,93 0,87 0,67 0,41 0,18 0,23 0,66 0,4
SAATA7 (n) 62 54 64 728 60 94 44 22
1 0,57 0,15 0,17 0,18 0,02 - - 0,5
2 - 0,038 - - - - - -
3 048 0,81 0,83 082 0,98 1,00 1,00 0,5
SAAT55 (n) 62 54 60 20 58 86 60 22
1 - - - - 0,02 0,01 - -
2 - - - 0,95 0,64 0,84 0,72 0,59
3 1,00 0,74 0,75 005 0,34 0,15 0,28 0,41
12 16 14 13 13 13 12 12
Exclusivos 1 2 1 0 0 2 0 0

3.2.1 Teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg

As probabilidades do teste exato de Fisher mostranze os sete locos
microsssatélites nucleares utilizados neste estagoesentaram desvios
significativos das proporcdes esperadas pelo madel&quilibrio de Hardy-
Weinberg (p < 0,05), evidenciando a possivel prggsede deficiéncia de
heterozigotos em todas as populacgdes (YUCEDGAILING, 2012). O loco
Saat 25 apresentou desvios significativos de EHW amse todas as

populacdes, exceto BA e PR (Tabela 4).
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Tabela 4 Probabilidade exatas (Teste Exato de fyistos desvios das proporgbes de
Hardy-Weinberg em locos microssatélites nuclearas populagbes de
Schinus terebinthifoliuslocalizadas nos estados de Minas Gerais: CN
(Canastra), LV (Lavras) e BA (Barbacena); Espiitmtos: SM (Sao Mateus);

e Sergipe: PR (Propria), NE (Neépolis), IF (llhasd&lores) e CA
(Carmépolis)

Saatl Saat9 Saatl6 Saatl7 Saat25 Saat47 Saat55

BA 1,000 0,600 1,000 0,265 1,000 0,00** 1,000

CN 0,073 0,011* 0,026* 0,000~ 0,037* 0,00~ 0,643

SM 0,002** 0,190 0,001* 0,134 0,022* 0,557 1,000

LV 1,000 0,480 0,002** 1,000 0,001* 1,000 1,000

PR 1,000 0,560 1,000 1,000 0,557 1,000 0,006**
IF 1,000 0,003* 1,000 0,000** 0,000** 1,000 0,640

NE 1,000 0,0312* 0,000** 1,000 0,000** 1,000 0,063

CA 1,000 0,0965 0,0193* 1,000 0,001** 0,003* 0,067

Significancia *P<0,05. **P<0,01

Cinco dos setes locos avaliados apresentaram diésequle ligacéo,
sendo que apenas 0s locos Saatl e Saat47 naeestisequilibrio de ligacéo.
Nas populagbes CN, SM, IF e NE foram detectadosqiéiébrio de ligagcdo em
dois locos associados (Tabela 5), sugerindo a mgasale populacdes

subestruturadas (WILLIANS et al., 2005), ou sef@cialmente isoladas.

Tabela 5 Associagfes de desequilibrio de ligacedoeos microssatélites nucleares
nas populagfes dechinus terebinthifoliutocalizadas nos estados de Minas
Gerais: CN (Canastra); Espirito Santos: SM (SdoelM&t e Sergipe: NE
(Neopoalis) e IF (llha das Flores)

CN SM IF NE
0,016 0,025 0,000 0,013
(Saatl6/Saat47) (Saatl7/ Saat55) (Saat9/ Saatl7) (Saat9/ Saatl7)
0,040 0,023 0,031 0,001

(Saatl7/ Saat25) (Saat25/ Saat55) (Saat25/ Saatb55) (Saat9/ Saat55)
Significativo p < 0,05.
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3.3 Distancia genética e divergéncia entre popelacd

O numero de alelos por loco (K) variou de 1,18 {Baa 2,3 (Saat55)
com numero médio de 1,8 alelos por loco. As pod@a@BA, NE e CA foram
as que apresentaram 0s menores numeros de aleldecpo(K) (1,71) e a
populacdo CN apresentou maior riqueza alélica @fdBela 2). O maior valor
de diversidade genética ¢ 0,415) foi observado na populacdo SM e o maior
valor da heterozigosidade observada foi encontredg@opulagdo CA (Ho =
0,496). Entretanto, para o conjunto das populagi&esalores de Ho edHoram
muito préximos evidenciando a auséncia nos deslégzgnmixia, indicado pelo

baixo valor do coeficiente de endogantia 0,03) (Tabela 6).

Tabela 6 Estimativa de nimero de individuos (N)neo de alelos por loco (K),
heterozigosidade observada (Ho), diversidade genétit), maxima
diversidade f§.) € indice de fixagdof)( para as populages dechinus
terebinthifoliuslocalizadas nos estados de Minas Gerais: CN (@ajakV
(Lavras) e BA (Barbacena); Espirito Santos: SM (Blateus); e Sergipe: PR
(Propria), NE (Neopolis), IF (llha das Flores) e @@armépolis)

Pop N K Ho He Nimax Hg/hmax f

BA 27,43 1,71 0,25 0,20 0,41 49,13% 0,22
CN 26,43 2,42 0,25 0,38 0,59 64,76% 0,35
SM 30,71 2,14 0,37 0,41 0,53 77,90% 0,10
LV 12,14 1,85 0,13 0,28 0,46 60,72% 0,53
PR 24,57 1,86 0,26 0,20 0,99 20,51% -0,30
NE 28,57 1,71 0,33 0,28 0,41 66,47% -0,20
IF 42,5 2,0 0,24 0,28 0,50 56,56% 0,15
CA 11,28 1,71 0,49 0,36 0,41 87,52% -0,39
Total 25,45 1,93 0,29 0,30 0,99 30,07% 0,03

A populacdo CA apresentou maior percentual de sidade maxima
(87,52%), seguida pela populacdo SM (77,9%). A [amdo PR apresentou
menor percentual de diversidade méaxima (20,52%dlicamdo que esta

populacéo possui o maior nimero de alelos com liggaéncia. A média geral
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encontrada para a distribuicdo das frequénciascadélnas populacdes de
pimenta-rosa foi baixa (Tabela 7).

O indice de fixacdo para a média das populacdes gsrlocos f]
estatisticamente ndo difere de zero (Tabela 7)m@®res indices de fixacao
para o conjunto de populacdeBs{f foram obtidos pelos locoSaaTl7e
SaaT25 Entretanto, o valor médio entre locos para eatérpetro f = 0,291)
nao difere estatisticamente de zero, sugerindmaizsée endogamia.

A diferenciac@o genética utilizandoGar de Hedrick (2005) apresentou
um maior valor de diferenciacdo genética entre gaulpcdes (0,41) quando
comparada com o valor encontrado utilizando-senddises segundo Weir e
Cockerham ,=0,28). A estatistica de Hedrick considera as ®agias alélicas
e os diferentes tipos de alelos existentes na popol além de ser mais

apropriado quando o numero de locos utilizados omgue 20.

Tabela 7 Estimativa do indice de fixacdo para o I indice de fixacéo total para o
conjunto das populag6eB)( divergéncia genética entre as populacdgs &
divergéncia genética entre as populagdes(farick) para as populacdes de
Schinus terebinthifoliudocalizadas nos estados de Minas Gerais, Espirito
Santos e Sergipe

Locos f F Op GsT(Hedrick)
SaaTl 0,474 0,535 0,116 0,1394
SaaT9 -0,1847 -0,186 -0,001 0,0279
SaaTl6 -0,3888 -0,011 0,272 0,7284
SaaTl7 0,524 0,691 0,3509 0,5448
SaaT25 0,4913 0,635 0,2823 0,4398
SaaT47 -0,2659 0,088 0,279 0,3291
SaaT55 -0,276 0,336 0,479 0,6743
Média 0,008 0,291 0,286 0,412
(IC)! (-0,268 2 0,327) (0,036 2 0,536) (0,160 a 0,388)

" Intervalo de confiangca a 95% obtido por 10.000m@stragensbootstrap sobre os
locos
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A analise da variancia molecular (AMOVA, Tabelar@Jicou que 65%

da variabilidade genética encontram-se dentro daslacdes e 35% entre as

populacdes; ndo foi detectada estrutura genétitee emgibes amostradas

(entende-se por regido o conjunto de populacéade Estado).

Tabela 8 AMOVA realizada para as populagfes de mianmsa chinus terebinthifolius
Raddi) localizadas localizadas nos estados de Masaiais: CN (Canastra), LV
(Lavras) e BA (Barbacena); Espirito Santos: SM (B&beus); e Sergipe: PR
(Proprid), NE (Nedpolis), IF (Ilha das Flores) e GZarmapolis)

Fontes GL SQ oM % P
Entre Regides 783282461 391641,2310% 0,001
Entre Populagdes 1667487,78833497,558 35% 0,001
Dentro de 438 5054175,687 11539,214  65% 0,001
Populacgbes

A diferenciacdo genética total entre as populagdeg de 0,349 é

considerada alta para populacdes naturais de espécboéreas. A menor

diferenciacao foi observada entre as populaco€@N\JA .V (0,004) e a maior foi

entre IF e NE (0,613) (Tabela 9).

Tabela 9 Matriz de diferenciacdo genética Skghinus terebinthifoliusRaddi apds
correcéo de alelos nulos (abaixo da diagonal) trifas espaciais (Km)
entre pares de populagdes (acima da diagonal)izadaks nos estados de
Minas Gerais: CN (Canastra), LV (Lavras) e BA (Bambna); Espirito
Santos: SM (Sdo Mateus); e Sergipe: PR (Proprik) (Nedpolis), IF (llha
das Flores) e CA (Carmopolis); ns (ndo signifiaativ

BA CN SM LV PR IF NE CA
BA - 285 495 128 1430 1430 1434 1.381
CN | 0,161 - 703 171 1513 1522 1521 1.466
SM | 0,201 0,24% - 607 1.001 992 1.000 951
Lv 0,141 0,004 0,155 - 1503 1509 1.507 1.455
PR | 0,204 0,306 0,273 0,136 - 61 23 10
IF 0,450 0,597 0562 0,412 0,182 - 23 61
NE | 0,223 0,067 0,049 0,243 0,333 0,613 - 55
CA | 0,190 0,080 0,017+ 0,081 0,226 0,5330,046 -
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O dendrograma gerado pelo método de UPGMA, com basdiferenciacédo
genética entre as populagBeRs], evidenciou o maior distanciamento da
populagdo de IF com as demais (Figura 11) e a fgimee dois agrupamentos.
O primeiro formado pelas populacdes BA, CN, SM, &IEEA, porém como
maior similaridade entre as populacdes de CN e SMegundo formado pelas
populacdes de LV e PR.

BA

CN |
SM
NE —
CM %
LV
PR

IF

r T T
0.00 012 0.24 0.36 0.48
Coeficiente de Jaccard

Figura 11 Dendrograma do agrupamento entre parsspdaulacdes deschinus
terebinthifolius,localizadas nos estados de Minas Gerais: CN (Qaast
LV (Lavras) e BA (Barbacena); Espirito Santos: SBAd Mateus); e
Sergipe: PR (Proprid), NE (Neépolis), IF (llha d&tores) e CA
(Carmoépolis)de acordo com a distancia genética de Nei (1978)

Ressaltando que a populagéo LV, localizada naaegidleste do pais,
apresentou similaridade genética com as populad®etergipe, localizadas no
Nordeste, sendo estas distanciadas em 1.500 Kmiudpnndo houve
correlacdo significativa entre a distancia geogeaé a diferenciacdo genética,
obtida pelo teste de Mantel (r = -0,079; p = 0,38).

A analise das duas primeiras coordenadas prinogpqicou 62,15% e

15,80% da diferenciacdo genética entre as popudad@®. terebinthifoliusOs
dados apontam uma tendéncia de isolamento enprepatacdes, entretanto foi
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possivel observar um discreto agupamento entreoaslgrdes SM, NE e CA

(Figura 12), evidenciando maior proximidade geédiotre elas.

LV (MG)
b
e CA(SE) PR (SE)
[Ty}
L]
SM (ES)
NE (SE) BA (MG)
CN (MG) IF (SE)
62,15%

Figura 12 Analise das Coordenadas Principais dapulagdes de Schinus
terebinthifoliuslocalizadas nos estados de Mirerais: CN (Canastra),
LV (Lavras) e BA (Barbacena); Espirito Santos: S88q Mateus); e
Sergipe: PR (Proprid), NE (Neépolis), IF (llha dbfores) e CA
(Carmépolis)

A analise da presenca de migrantes pelo programa@ass?2 (PIRY et
al., 2004) revelou a presenca de 17 individuosanigs pelo teste de maxima
verossimilhanca entre as popula¢des (Tabela 1lgando informac¢des dos
sete locos microssatélites. O maior nimero de migsaocorreu de NE, com 8
migrantes, para PR. A migracdo ocorreu em maiorepopcdes de forma
unilateral, houve troca de alelos apenas entre Elee NLV, ressaltando que as
referidas populagfes apresentam distancia espleclab00 Km.

Tabela 10 Identificagdo de migrantes pela andksméxima verossimilhanca a partir de
sete locos microssatélites d8chinus terebinthifoliusem populagbes
localizadas nos estados de Minas Gerais: CN (QanakV (Lavras) e BA
(Barbacena); Espirito Santos: SM (Séo Mateus);rgif8e PR (Propria), NE
(Nebpolis), IF (llha das Flores) e CA (Carmépolisontinua...)

Migrantes Pop. de Pop.de  Valorde
° origem destino p*

CN1** CN PR 0,0008
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CN11 CN BA 0,0008
CN12 CN BA 0,0079
CN24 CN PR 0,0092
SM2 SM BA 0,0453
SM26 SM BA 0,0265
LV11 LV NE 0,0041
NE3 NE PR 0,0233
NES NE PR 0,0237
NEG6 NE PR 0,0256
NE10 NE PR 0,0239
NE11 NE PR 0,0251
NE12 NE PR 0,0238
NE15 NE PR 0,0227
NE19 NE LV 0,0139
NE24 NE PR 0,0369
NE25 NE LV 0,0145

* Significativo P<0,05; ** a numeragéo se refer@antificagdo do individuo de cada
populacao; Pop (Populagao)

3.3.1 Aderéncia ao Equilibrio de Mutacdo e Deriva

O teste de Wilcoxon indicou que as popula¢fes aemia-rosa LV, IF
e CA passaram por uma reducdo recente no tamanpopddacdo para TPM
(Modelo duas fases de mutacéo), |IAlbdelos (Modelo de alelo infinito) e

SMM modelo (Modelo simples de mutacao) (Tabela 11).

TABELA 11 Andlises debottleneck(gargalo genético) realizada em populacdes de
pimenta-rosagchinus terebinthifoliuRaddi) localizadas nos estados de
Minas Gerais: CN (Canastra), LV (Lavras) e BA (Bartna); Espirito
Santos: SM (Sao Mateus); e Sergipe: PR (Propri&),(Nedpolis), IF
(Ilha das Flores) e CA (Carmapolis) (...continga...

Pop BA CN SM LV PR IF NE CA

IAM P 009 022 089 005 011 0,03 0,06 0,01*
SMM p 015 042 10 0,04+ 031 0,03* 0,09 0,01
TPM P 009 022 09 004 031 003 0,06 0,01*

TESTE DE
WILCOXON
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P: Probabilidade <0,05, significativo excesso defezigosidade detectado pelo teste de
Wilcoxon, teste de classificacdo sob os modelo I@lbdelo de alelo infinito), SMM
(Modelo simples de mutag&o) e TPM (Modelo de daasd de mutagéo)

3.4 Estrutura genética

O numero de agrupamento gerados pela analise Bagesbm todas as
populacdes inferiu que a melhor subdivisdo obtidando o Structufé
corresponde a sete conjunt@sk(= 7), com algumas misturas observadas em

todas as populacdes (Figura 13).

1.00
0.80
060 -

0.40

Probabilidade

020 |

0,00 L Al e - !
BA CN SM LV PR IF NE CA

Figura 13 Estrutura genética de populacde$cinus terebinthifoliutocalizadas nos
estados de Minas Gerais: CN (Canastra), LV (LaveaBA (Barbacena);
Espirito Santos: SM (Sao Mateus); e Sergipe: PBpfi#&), NE (Nedpolis),
IF (Ilha das Flores) e CA (Carmopolis), obtida poélise Bayesiana. €ixo
yindica o percentual de participagdo em cada ungdgsos K estimados

Apenas a populacdo BA (localizada em Minas Geraislesenta
probabilidade > 50% de pertencer ao agrupamentB2Po(- K=1). As
populagdes CN (MG) e SM (ES) pertencem ao agrupemen(37 e 23%
respectivamente) e ao agrupamento 4 (37,8 e 45peasEmente). Todas as
populacdes de Sergipe (PR, IF, NE e CA) e uma jpggol de Minas Gerais
(LV) tiveram probabilidades entre 18 a 30% de pedeem aos agrupamentos
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1, 2 e 6. A populacéo IF foi a Unica que apreseptobabilidade significativa

de pertencer ao agrupamento 7 (Figura 14).
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Figura 14 Estrutura genética de populacdeSdnus terebinthifoliutocalizadas nos
estados de Minas Gerais: CN (Canastra), LV (Lavea®A (Barbacena);
Espirito Santos: SM (S&o Mateus); e Sergipe: PBpfi&), NE (Nedpolis), IF
(Ilha das Flores) e CA (Carmoépoligferida por anédlise Bayesiana. As cores
noscirculosindicam o percentual de participagéo dos grupos

3.5 Descontinuidades genéticas

Com auxilio do programa BARRIER (MANNI; GUERARD; NER,
2004), cinco provaveis barreiras ao rompimento doof génico foram
detectadas. Na Figura 15 pode-se observar queneipai barreira (a) ao fluxo

génico isola duas populacdes de Sergipe (PR e NEeklcdo as demais e a
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segunda barreira (b) ao fluxo génico isola a pa@idaCN, localizada no estado
de Minas Gerais. Esses resultados corroboram cowbtidos anteriormente
pelo UPGMA (Figura 11) e Structure (Figura 13), ®relidencia uma maior
proximidade entre as populacbes de PR e LV, alémuslificar o maior

distanciamento entre as populacfes de Sergipapélse PCoA (Figura 12).

"‘\‘ CN //’r_ \e\ SM /
[T

1\4_ LV 7 P -
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Figura 15 Mapa gerado pelo programa Barrier, osdéeacontinuidades genéticasie
terebinthifoliussdo reperesentadas pelas linhas segundo orddmtaiéa(a -
e) . As populacdes estéo identificadas de acordoasnumeragdes e siglas:
1-SM (Séo Mateus); 2-LV (Lavras); 3- CN (CanastfaBA (Barbacena); 5-
(PR) Propria; 6-NE (Nedpolis); 7-IF (llha das Fieye8- CA (Carmopolis)

4 DISCUSSAO

As populacdes de pimenta-rosa, principalmente cdifmdas no Baixo
Sao Francisco (SE) e Sdo Mateus (ES) apresentass fendéncias ao declinio
genético, pois estdo inseridas em areas com eldragtaentacao e exploracéo

de seus frutos por meio do extrativismo sem maadgguado. Esse declinio
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genético podera levar a extingdo local de algunmgmilpcdes, considerando
ainda a auséncia ou baixa regeneracao naturatems €studadas, caso nao seja
tomada medidas de conservacdo e aumento da vididaleil genética nessas

populacgdes.

4.1 Genotipagem e detecc¢éo de alelos nulos

Foi detectada a presenca de alelos nulos nas gopsl&M, IF, NE e
CA e ap0s correcdo (EAN) estes ndo influenciaramessitados obtidos. Essas
corregbes sdo extremamente importantes, pois ews logicrossatélites a
ocorréncia de alelos nulos pode causar desviosHW,Bevando a conclusdes
viesadas com relacdo a diversidade genética dagagdies (MARTINS, 2008).
Essa reducdo da diversidade genética é devidaa mentidade de genoétipos
homozigotos nas populacdes (ALDRICH et 41998; WHITE et al.,1999;
CHAPUIS; ESTOUP, 2006).

4.2 Caracterizacao da diversidade genética

O numero de alelos por loco (K) variou de 1,7142 ZTabela 6), sendo
considerado baixo quando comparado aos valoresigados por Willians et al.
(2005) em populacdes de pimenta-rosa localizad&uhdo Brasil e Argentina
(5 a 25 alelos por locos). Esse maior nimero desatmcontrado pelos autores
supracitados indica que as populacdes apresenttandadersidade (0,58)
comparada com a diversidade genética aqui encentf@@®0). Essa maior
diversidade nas populagbes 8eterebinthifoliusno Sul e Argentina pode ser
devida a proximidade do centro de diversificacdesfg€cie, na regido do Chaco
da Argentina (RAMIREZ; CEVALLOS-FERRIZ, 2001).
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A diversidade genética médibld) foi de 0,30, valor considerado baixo
comparado aos valores descritos para a mesma esp§ra outras espécies
arbéreas tropicais, utilizando marcadores micrétisz. Collevattet al (2001),
estudanddCaryocar brasilienseencontraram Hde 0,856; Lemes et al (2003)
encontraranHe de 0,85 em populagdes Baietenia macrophyllaDegen et al
(2004) evidenciaram uma diversidade genétida) (de 0,87 emSymphonia
globulifera Dick et al (2003) estudandDinizia excelsadetectarantg de 0,73,
um valor alto de diversidade genética, mesmo cobaigo valor de riqueza
alélica (2,87); o estudo de Raposb al (2007) evidenciouHg de 0,60 em
Carapa guianensisA comparacdo de diversidade genética com espéeies
familias diferentes mostra que no geral as popakgie espécies arboreas
apresentaram maior diversidade genética que as lgpdgs de S.
terebinthifolius analisadas neste estudo. Fica evidente que awesalda
diversidade genética podem ser diferentes, poierakgm de fatores intrinsecos
a espécie, como sistema de cruzamento e tamantivoefmpulacional, e
também de fatores extrinsecos, como numero de iéhdis amostrados,
fragmentacdo e isolamento das areas amostradas, emros (KRAMER,
2008). Para relatar essas diferencas, 0 estudpag@icom a mesma espéck (
terebinthifoliug, provenientes da regido Sul e Sudeste do Biaail, (Curitiba,
Balneario Camborit e Palmital), mostrou um valorisTeato de diversidade
genética (H =0,62; Williams et al., 2005) quando comparadoeaoontrado
neste trabalho (0,30), utilizando o mesmo conjurde marcadores
microssatélites. Entretanto, a heterozigosidaderghda no estudo de Williams
et al. (2005) foi de 0,39, com significativa dedictia de heterozigoto=(0,37),
mesmo as populacdes apresentando uma elevadaaiglédza (11,8 alelos).
Apesar das populagdes de pimenta-rosa, aqui estsidado apresentarem alto
indice de diversidade genética como descrita patea® espécies arbdreas

tropicais, assim como para a pimenta-rosa, as popes ndo apresentaram
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cruzamentos endogamico$=@,03), evidenciando que as mesmas possuem
potencial genético para a conservaigasitu e ex situ

A diversidade genética maximannfy representa o valor maximo
teoricamente esperado da diversidade genétieade acordo com o numero
observado de alelos e, considerando o modo cores pssametroHg e fimay)
sdo calculados, constata-se que a ocorréncia deosmalelos com baixa
frequéncia em uma populacdo ocasiona um aumenpoi@ionalmente maior
na estimativa dehi,., (RAPOSO et al.,, 2007). Esse fato foi constatade na
populacdes de pimenta-rosa, aqui estudadas, poipopslacbes de PR
apresentaram cinco locos com alelos de baixa fredmévariando de 0,07 a
0,19, o que ocasionou ghde 20,51%.

Na andlise da diversidade genética realizada sgpaemte para cada
populagdo percebeu-se a reducédo da heterozigogidade elevado coeficiente
de endogamiafj) variando de -0,393 a 0,535 e, apenas as popusl&fdee IF
apresentam coeficiente de endogamia mais baixts(0,15 respectivamente).
Possivelmente as populacdes de pimenta-rosa esiS&armo por gargalos
genéticos e, neste caso, as localiza¢des das gopsldevem ser consideradas,
pois algumas encontram-se em paisagens plandltica®) as populacdes CN,
BA e LV, outras ocorrem em ambientes modificado$ (& SE) onde a
exploracdo da vegetacdo é elevada (JESUS; GOMESR3) 20 com alta
degradacdo como SM, PR, NE, CA e IF. Apesar datéeim de algumas
barreiras naturais como presenga cursos d’aguakevacées montanhosas,
provavelmente a retirada da cobertura floresta paagricultura, a pecuéria e o
surgimento das cidades favoreceu a um mair isolemtEnalgumas populagdes,
levando ao cruzamento entre individuos aparentadqse ocasiona deficiéncia
ou excesso de heterozigotos nas populacdes subses|(eOWE et al., 2005).
Resultados negativos da fragmentacdo sobre a iiades genética das

populacdes foram encontrados por Conson et al.3j20dnde os autores
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concluiram que a fragmentacdo do bioma Mata Atantilerivado dos ciclos
recorrentes de corte e queima, pode ser considerpdacipal fator responsavel
pela reducao da heterozigosidadelemhea divaricat{Malvaceae)

Corroborando com esses resultados, os desviosficgnos do
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) nos sete locomlsados evidenciam
uma deficiéncia de heterozigotos em todas as ppfesae a ocorréncia de
desequilibrio de ligagdo nas populacdes da CN,IBEM,NE. Essas informacdes
indicam a presenca de associa¢fbes ndo-aleatotiasogmolimorfismo, uma vez
que altos valores d@séo responsaveis pela manutencao de tal deseiquilds
populagbdes (FUTUYAMA, 2005) e, segundo Williansakt(2005), a presenca
de desequilibrio de ligacdo sugere que as popua@encontram isoladas. Os
dados aqui obtidos dos desvios significativos naildxjio de mutacéo-deriva
nos modelos analisados (IAM, TPM e SMM) evidencepresenca de gargalo
genético recente nas populacdes LV, IF e CA. Partapesar de niveis altos de
diversidade genética encontrados na atualidadeladses apontam que estas
populacdes se encontram em declinio genético. Pebuante na proxima
geragdo ocorrera uma diminuicdo da diversidade tiganéuma vez que 0s
efeitos de cruzamentos endogéamicos sdo observagoatamente apds algum
distarbio e o declinio na diversidade genética recéentamente ao longo de
geragOes sucessivas (AGUILAR, et al., 2008; KRAMERal., 2008). Da Silva
et al. (2012),estudandd.uehea divaricatagspécie com vida Gtil de 60 anos,
inferiram que depois de 100 anos, se ndo forem damanedidas para a
recuperacdo das populacdes estudadas, uma redifgimad na variabilidade
genética sera observada. No entanto, em se tratndionenta-rosaspécie do
grupo ecolégico das pioneiras, com ciclos de vitteeel0-15 anos (MARCIEL
et al., 2003), a reducdo da diversidade genéticaegia ocorrendo e,
provavelmente em pouco mais de 10 anos respoggasives mais acentuadas
desses disturbios ecoldgicos poderao ser confirsnada
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4.3 Distancia genética e divergéncia entre popekscd

A analise do dendrograma (Figura 11) percebe-seagupopulacdes
CN, SM, NE e CA estdo mais agrupadas em relac@8eraais. Estes resultados
foram confirmados pela analise das coordenadasipais (CPoA) (Figura 12),
onde as populacdes SM, CN e NE tendem a formariganetb agrupamento
entre elas. Além disso, ficou evidente o maioragisamento da populacdo de
IF em relacdo as demais. Esses resultados apoiegsudtados encontrados pelo
teste de Mantel, onde as correlagbes entre disRmgnéticas e geogréficas
foram negativas e nao significativas. Resultadosefi'antes aos obtidos para
pimenta-rosdoram encontrados por Yiucegfla Gailing (2012) em um estudo
comJuniperus excelskl. Bieb, na Turquia, onde nado foi encontrada cag@b
significativa entre as distancias genética e gdiogré as populacdes mais
préximas geneticamente encontram-se separadasag@eias de montanhas. Os
autores associaram estas diferencas genéticas ean paguena distancia
geografica ao fluxo génico restrito e ou a difegertistoricos de colonizacao
dessas populacdes durante as migracdes glacialglamal.

A andlise da variancia molecular (AMOVA, Tabelan®)strou que néo
houve estrutura genética entre a regides (MG, E6)esendo que a diversidade
entre as populactes foi alta (35%). Esse alto vdéordiversidade genética
encontra-se acima do relatado para populagdes émtgatas (0,15) (NYBOM,
2004). Para as espécies arboreas, os niveis deerdi@cdo genética sdo
descritos em torno de 0,22 a 0,36, devido a pelgdiz que é realizada por
pequenos insetos e a sua dispersdo efetuada, pptineinte pelas aves,
apresentado um padrdo de isolamento por distandidBOM, 2004).
Entretanto, as populacbes de pimenta-rosa apresentaum padréo
diferenciado, pois, de acordo com o teste de Mar@telhouve uma correlacdo

significativa entre valores de diferenciacdo geaéd as distancias geograficas,
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sugerindo que as populagbes de pimenta-rosa ndo estruturadas em um
padrdo de isolamento por distancia. A analise daneia molecular (AMOVA)
mostrou que nado houve estrutura genética entregades. Assim, os niveis de
diferenciacao genética entre essas populacdesmrdgéutros fatores que nao
seja o distanciamento espacial, uma vez que codedanegativas indicam a
auséncia de fluxo génico, e pela analise hist@&anigrantes foi evidenciada
imigracdo a longa distancia (1.500 Km) entre asufagdes LV (MG) e NE
(SE). Portanto, diante desses fatores, pode-seiilsgge houve o rompimento
do fluxo génico devido as barreiras geograficagernporaneas evidenciando o
isolamento das populagdes.

A divergéncia genética entre as populacdes difestatisticamente de
zero Pp = 0,286; com intervalo de confian¢a de 0,160 &8&),3indicando que
28,6% da diversidade genética encontra-se entpojpslacdes. Utilizando-se
outra estimativa de divergéncia genética, os valtomeam mais elevadd®g; =
0,35 (P > 0,05), indicando que 35% da diversidai®tica encontra-se entre as
populagbes. Entretanto, utilizando a estimati¥grearicy O Valor obtido
também foi elevadost(nedricy= 0,42) e, considerando a estimativeddeHedrick)
observou-se que 58% da divergéncia genética emesatrdentro das
populacdes.

A diferenciacdo genética entre as populacdes abiddo método de
Hedrick (2005) foi alta e superior a estimativaiddotpelo método de Weir e
Cockerham (1984), confirmando as diferencas geagtiatre as populacdes. A
superioridade na estimativa obtida para difere@ciagntre as populagfes pelo
método de Hedrick (2005) se deve as peculiaridddemétodo, que considera
as frequéncias dos alelos e o tipo de alelo (rgneente nas populagdes. Ja o
método de Weir e Cockerham (1984) e a estatisticald- Wright (1978) sdo
dependentes dos niveis de heterozigosidade presgeméro das populagbes e

independentes do tipo de alelo. Sendo assim, daisstatisticadr e o calculo
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Bp, que sdo dependentes da variacdo genética dexgtrpapulacées, tendem a
subestimar a real diferenciacdo genética entremslacdes (HEDRICK, 2005).

A alta diferenciacdo genética entre as populacégsirdenta-rosa pode
ser explicada pela presenca de alelos exclusivosnélados nas populacdes
BA, CN, SM e IF. Na andlise de divergéncia genéticie duas populacdes de
Carapa guianensiAubl. (RAPOSO et al., 2007), foi evidenciado umoval
moderado de diversidade genética entre as popslag@ede os autores
justificaram esse valor de diversidades(R 0,093) como consequéncia da
presenca de alelos exclusivos com frequénciasivataénte altas em ambas
populacdes. Seoane et al. (2000) citam ainda quesanca de alelos exclusivos
em algumas populaces € indicativo de fluxo géréstrito, 0 que pode levar ao
aumento da divergéncia entre as populacdes.

Moura et al. (2011) encontraram significativa dgémcia genética em
popula¢des deSolanum lycocarpunrcom cinco marcadores microssatélites
nucleares (Gst = 0,147) e obtiveram a estimativlluko génico histdrico 0,36
(Baixo; Nm<1). Esse valor foi proximo ao encontrauste estudo com as
mesmas estimativas, onde o nimero de migrantegygmacdo foi de 0,49.
Portanto, devido aos resultados significativos estimativas de divergéncia
genética entre as populacBes pode ser sugeridorggncia de deriva genética
em cada populacdo, pela auséncia de fluxo géniaevelo aos processos
estocasticos ocasionou modificacdo aleatéria dagiéncias alélicas ao longo

do tempo.
4.4 Estrutura genética
Os resultados da analise Bayesiana sugerem umavisdbdem sete

agrupamentos (Figura 13), indicando que estes agreptos representam a

estrutura genética do conjunto das populacdes attsdde forma mais
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consistente. Foi possivel identificar que a pofidagde pimenta-roBA (1) € a
gue mais se distanciou das demais, reforcandcsaftados obtidos por meio do
Rst (Tabela 4). Os dados obtidos indicaram que a pggolde pimenta-rosa LV
(4) apresentou maior similaridade genética com @sulpcbes de Sergipe.
Portanto, os resultados obtidos indicam que a pggol LV partilha o mesmo
conjunto genético (agrupamentos 1, 2 e 6) em pilidedles semelhantes, com
variacdo de 18 a 30%, apresentadas pelas populdedesrgipe (PR, IF, NE e
CA). Estes resultados corroboram a presenca deanteg entre LV e NE
(Tabela 5), sugerindo que no passado a vegetacadrelm de estudo
apresentavam conexdes entre essas populacdes (FHPEB 2007). Essa
evidéncia possivelmente esclarece a baixa divelsigenética das populacdes
LV e NE, devido a um carater ancestral conservadsak populacdes. Douaihy
et al. (2012), trabalhando corduniperus excelsaM.Bieb, uma espécie
importante da floresta montanhosa da parte oriestdaMediterraneo e das
regides submediterranicas, evidenciaram semelhang@ as populacdes da
Turquia, Criméia e Grécia, onde a semelhanca das plopulacdes da Criméia
no grupo das popula¢gdes da Turquia pode ser rdeulta uma origem comum,
0 que parece ser muito possivel quando a hist@rihiata em torno do Mar
Negro durante a glaciacéo é considerada. O nivMatdNegro foi muito menor
durante o periodo glacial do que é no presentamoimas migragdes de plantas
ao longo da costa da Anatdlia para a Crimeia, e-w#rsa, muito mais possivel
(DOUAIHY et al., 2012). Entretanto, para o preseattudo, essa hipétese
somente podera ser confirmada com estudos postenigilizando marcadores
de cpDNA (DNA citoplasmatico) devido principalmemi® carater conservativo

dos mesmos.
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4.5 Descontinuidades Genéticas

Os resultados obtidos pelo programa Barrier,zatildo as diversidades
Bayesianas e as coordenadas geograficas evidencaogorréncia de barreiras
geograficas entre as populacdes de pimenta-rosdaglsts. A primeira barreira
(a) ao fluxo génico evidenciando o distanciamemioético entre as populacdes
foi descrita no curso do Rio S&o Francisco (Figlisa, separando as duas
populacdes de Sergipe (PR e NE) das demais. O nd@tanciamento da
populacéo de PR pode ter sido influenciado poteefandador, uma vez que os
individuos dessas popula¢gbes estdo presentes ams lidlcalizadas entre os
estados de Sergipe e Alagoas. A segunda barréie (fuxo isola a populagéo
CN das demais e de acordo com a geografia da reggf@ barreira pode ser
devido ao relevo mineiro caracterizado por terremostanhosos cuja altitude
varia de 100 a 1.500 metros. A barreira (c) aptasema descontinuidade entre
as populacdes de Sergipe e SM, ocorrendo na fawtarlea, onde, além das
interrupcdes e modificacfes naturais da Mata Adanhas areas encontra-se a
cidade de Ilhéus/BA e Itabuna/BA e mais no inteBacontra-se a Chapada
Diamantina que provavelmente interrompe o fluxo ig&nentre essas
populacgdes.

A interrupcdo do fluxo génico entre as populacbesng fator ja
evidenciado diante do alto nivel de degradacdo d#aMitlantica, onde foi
necessario intensificar os esforcos de conseniagdlementando o corredor de
biodiversidade ndotspotMata Atlantica: o Corredor Central (Figura 16), com
objetivo de assegurar a conectividade da paisagede eseus habitantes

favorescendo o fluxo génico.
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Figura 16 Duas regifes da Mata Atlantica foram mbesidas como corredores de
biodiversidade
Fonte: Galindo-Leal; Camara, (2005)

A quarta barreira (d) apresenta isolamento entpopalaces PR e NE,
justificando o fato comentado anteriormente, que papulagbes de PR
apresentam-se distribuidas em ilhas e o Rio S&wBm é uma barreira natural

ao fluxo génico.

5 CONCLUSAO

As populagbes de Minas Gerais, Espirito Santo giBefapresentam
basicamente 0 mesmo conjunto genético. Dessa fpoda-se inferir que as
populacdes presentes em regides com alto nivel edgadacdo como as
populacdes de Sergipe ainda mantem significativdicén de diversidade
genética, entretanto evidenciam a presenca de Igaggmético recente nas
populacdes LV, IF e CA. Assim, cuidados espéciassas populacdes séo
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necessarios, pois a reducdo no tamanho populacienal funcdo da
fragmentacao ou préaticas predatérias e exploragde peduzir a variabilidade
genética e, consequentemente, aumentar a endogamia.

As populacdes SM, CN e CA sdo areas prioritariaa panservacao
devido sua maoir diversidade, presenca de aleldssxos e descontinuidades
genéticas devido ao rompimento do fluxo génico.

A populacéo de IF (llha das Flores) conserva urngmento genético
gue o distancia das demais populacdes sergipanssimA sugere que a
populacdo de IF é uma populacdo chave para auxi@ projetos de
conservacao, restauracdo de &reas degradadas ememphcdo de plano de
manejo para pimenta-rosm estado de Sergipe. Além da conservagasity,
esta populacdo também deve ser conserexdaity devido a ocorréncia de
alguns alelos exclusivos e a sua localizacdo nuaigagem muito antropizada

corroboram para perdas significativas da sua ddeds intraespecifica.
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ARTIGO 2 - Schinus terebinthifoliugpopulation structure and implications
for its conservatiorf

Abstract

The high demand foiSchinus terebinthifoliudruits, known as the
Brazilian pepper, has generated attention fromouariresearchers involved in
vegetation studies in the S&o Francisco River B&émngipe State, Brazil. The
fruits are heavily exploited and the genetic conseges of their exploitation
are currently unknown. As such, the objective dd #tudy was to analyze the
genetic diversity of three distinct populationsSfterenbinthifoliugCaatinga,
Atlantic Forest, and the Ecotone between them) defihe priority areas for
conservation of the species throughout the riveimba he study area is located
along 81.52 km of the S&o Francisco River Basin.atidress our research
questions, 162 individuals were sampled and 11 |$8Rers were used,
generating 157 polymorphic bands. The results sHowecent genetic
bottlenecks in the analyzed populations, whilegépetic differentiation among
populations was Fst=0.27. Results from the samptgulilation in the Caatinga
and Atlantic Forest biomes presented a low levejafetic divergence (0.14).
There was no correlation between genetic and $pdisgance in the studied
populations. We detected the existence of geneditidss and nine distinct
genetic groups (K=9). The presence of exclusiveitoeach studied population
provides convincing evidence to support the définitof these populations as

potential management units.

Keywords: Exclusive loci; Genetic discontinuities; Genetisturing;
Management unitsSchinus terebinthifoliysSTRUCTURE

2 Artigo redigido conforme norma da revista Biocheahi Systematics and Ecology,
sendo esta uma versao preliminar, considerandm aqamselho editorial podera sugerir
alteracdes.
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RESUMO

A alta demanda por frute8chinus terebinthifoliysconhecida como a pimenta
brasileira, gerou a atencédo de varios pesquisadoneslvidos em estudos de
vegetacdo na Bacia do Rio Sdo Francisco, esta®edgpe, Brasil. Os frutos
sédo intensamente explorados e as consequénciaigsmia sua exploracédo sédo
desconhecidas atualmente. Sendo assim, 0 objetiste éstudo foi analisar a
diversidade genética de trés populacdeS derenbinthifoliugCaatinga, Mata
Atlantica e a regidao de Eco6tono entre elas) e uedireas prioritarias para a
conservacao da espécie em toda a bacia hidrogr#fideea de estudo esta
localizada ao longo 81,52 km da Bacia do Rio S@méisco. Para analise, 162
individuos foram amostrados e foram utilizados fiin@rs ISSR, gerando 157
bandas polimérficas. Os resultados evidenciaramgaas genéticos recentes nas
populacdes analisadas, enquanto que a diferenciggiigtica entre as
populagbes foi Fst = 0,27. Os resultados da pofalagnostrada nos biomas
Caatinga e Mata Atlantica apresenta um baixo ndeeldivergéncia genética
(0,14). Nao houve correlacdo entre a distancia tgené espacial nas
populacdes estudadas. Foi detectada a existéncibadeiras genéticas e
formagcdo de nove grupos genéticos distintos (K =A9ypresenca de locos
exclusivos em cada populacdo estudada forneceneiddéconvincentes para
sugerir a definicdo dessas popula¢cdes como poiencimlades operacionais.

Palavras-chave: Loco exclusivo; Descontinuidadegtigas; Estruturacéo
genética; Unidades Operaciondghinus terebinthifoliyeSTRUCTURE
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1 Introduction

The effects of habitat loss on a population’s Jigbare significant for
biodiversity conservation studies. After decadesstofly, research has shown
that changes to habitat and climate have negaty®&dts on ecological and
genetic aspects of natural plant populations; stiidmges are considered the
main drivers behind the loss of diversity (Linderyeraand Fischer 2007;
Lindenmayer et al., 2008).

The key challenge in recent years has been teagepulation viability
and the role of environmental heterogeneity in filmectional connectivity of
populations (Lindenmayer and Fischer 20@Revilla and Wiegand, 2008).
Therefore, current studies assess the responsedsdape heterogeneity based
on the life-history traits of a species. Dependingthe environmental pressures
experienced by the species and if the populatipe isi decreasing, the species
may be severely threatened (Miyaki 2009). To engareonservation and long-
term viability in the environment it is necessarydentify populations that have
retained a set of distinct genetic characterigédsdse 2000).

According to Moritz (1994), Evolutionary SignifisaUnits (ESU’s) are
populations that demonstrate significant divergemceallele frequencies. In
conservation biology, ESUs have emerged as an tamoraspect of
conservation and they are understood as a key ttdiogeconservationist
strategies that coincide (or not) with recognizegrispecific limits (Crandall et
al., 2000; Hey et al., 2003; Mace 2004). ESU’'sase appropriate for defining
in situ conservation strategies or even in the samplingindfviduals for
germplasm banks. In order to ensure the managearghtviability of ESUs,
strategies must be optimized through the identificaof Management Units

(MUs). In this approach, MUs are geographicallytidid populations that
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demonstrate divergence in the allelic frequendlass assuring the maintenance
of ESUs (Diniz-Filho and Telles 200RManel et al., 2006).

In Sergipe State, located in the Northeast of Braround 90% of the
region’s natural ecosystems have been convertegrassland and intensive
agricultural activities. As such, it has been selyedevastated, with only a few
remaining areas of original coastal forest, restirapd riparian vegetation,
arboreal/shrub and dry Caatinga forest, all of Whéontinue to experience
pressure from anthropogenic activities (MOPE@S8). Currently some cities
located on the banks of the Sdo Francisco Riverihin river of the Brazilian
Northeast), such as Santana do Séo Francisco, Brajude, Illha das Flores and
Pacatuba in Sergipe and Piacabucu in Alagoas States been the target of
intense exploitation oBchinus terebinthifoliuRaddi The fruits of this species,
popularly known as the Brazilian pepper, are exgubto Europe, USA, Canada
and Argentina and used as culinary seasoning atiteiproduction of essential
oils. This species occurs naturally in the regiod dhe remaining natural
populations have been heavily exploited for the feEsyears.

The pressure of extractivism on this species isrismme because
harvesting the fruits reduces the amount of semdhé soil, hampering its
natural distribution and propagation, leading tifedéntial seedling distribution
over time. Furthermore, the creation of seed/segdbianks with low genetic
variability may arise due to inbreeding, whichhe tresult of a decrease in the
effective number of individuals (Peters 1996). Gangently, there could be
long-term reductions in the adaptation of new &lelombinations and an
increased incidence of less vigorous individuatkinfRck and Efraim 2001) due
to inbreeding and genetic drift.

Information about the genetic diversity levels mdtural populations
allows us to gain an understanding of a speciesfogical characteristics and

the distribution of genetic variability. In this mext, our study hypothesizes
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that, since the studied populations are locatetlinviieographical proximity,
genetic differentiation is expected to be limitedaaresult of high levels of gene
flow between populations. Moreover, due to the faat populations are located
on the banks of the S&o Francisco River, the rogid act as a secondary
disperser ofs. terebinthifoliuseeds which would result in a homogenization of
the gene flow and, thus, a decrease in the gedifizentiation. Therefore, the
objective of this study was to analyze the gerditiersity of several populations
of S. terenbinthifoliusnd considering the context of intense extractiyidefine

priority areas for species conservation in the B@&mcisco River Basin.

2 Material and Methods
The study area covers a range of 81.52 km argllitciated in the lower

Sao Francisco River region, in the Northeast okzB(&igure 1).

- - TSR

Figl. Study area oBchinus terebinthifoliupopulations; blue represents the Caatinga;
red represents the Ecotone; and green represenfgltintic Forest

This area was chosen due to the high demand failBrapepper locally
and the study aimed to collect samples from sewarasystems where intense

exploitation occurs: 30 individuals from the CagfnDomain, 47 from the
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Atlantic Forest, and 85 from the Ecotone betweea tiwo. All sampled
individuals were geo-referenced and identified.

Genomic DNA was extracted from young leaves (2.,0which were
crushed following the optimized CTAB method, an@9%. b-mercaptoethanol
(v/iv) was added to the CTAB extraction buffer (Niais et al., 1995). The
analysis of the optimal number of polymorphic frants was performed using
the GENES software (Cruz 2006). The genetic armlyss conducted with
AFLP-SURYV version 1.0 (Vekemar#)02), using Bayesian analysis with non-
uniform distribution for the estimate of frequerkibased on Zhivotovsky
(1998). After the transformation of binary dataallele frequencies, the data
was used to analyze the following genetic pararaetemmber of loci; number of
polymorphic loci; Nei’'s genetic diversityA€) (NEI 1973); and genetic
differentiation between populations (Fst). Genavflwas obtained through the
POPGENE 1.31 software (Yeh et al 1997) and we ukedBOTTLENECK
1.2.02 software (Cornuet and Luikart 1996) to tést significant recent
decreases in the effective population sikg),(based on the assumption that
populations that have experienced a severe andtrgeaetic bottleneck show
fewer alleles than the result found e (Luikart et al 1998). The number of
exclusive loci and analysis of molecular variangd1QVA) were obtained
using GenAlEx software (Peakall and Smouse 2006).

In order to analyze the spatial patterns of gengtidability in a
multivariate context, geographical distance classa® defined (first class with
upper limit of 3.7 m and final distance class withits of 33.6 to 40.4 m),
grouped in matrices of spatial connectivity andrelated with genetic distance.
The significance of the matrix correlation coefficis was evaluated by
Mantel's Z statistic (Mantel 1967) using NTSYS 2Rbhlf 2000). The intercept

of spatial correlograms was used as a parametisfioe the minimum distance
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among populations which are genetically independadtthis was subsequently
used to define management units (MU'’s) (Diniz-Fi¢hral Telles 2002).

Genetic diversityp®, was estimated using Bayesian analysis, performed
by HICKORY v. 1.1 (Holsinger and Lewis 2003), whehe value of® was
obtained from the average of the four different eiedised in HICKORY, with
Markov Chain Monte Carlo simulation. The four madlclude: the full model,
which estimates values f6F andf; modelst® andf both of which assumé and
f are equal to zero; and tliee f model, which chooses random values ffor
(Holsinger et al., 2002). The identification ofabsitinuity in genetic data across
geographical space was performed in the softwar&BIER (Manni et al.,
2004). The sampled populations were connected Hgubay's triangulation
method according to geographical coordinates amiebswere identified using
the Monmonier's algorithm (Manrét al., 2004). Based on Bayesian grouping,
the analysis of the population genetic structures waerformed using
STRUCTURE v. 2.3 (Pritcharet al., 2000; Hubisz et al., 2009). This model is
capable of identifying the structure and proportmingenotypes from other
groups following the Evanno et al (2005) methadk$ m|L"(K) | /g[L(K)])
using the Structure Harvester software (earl., 2012).

The effective population sizeN§) wascalculated according to the
methodology presented by Vencovsky (1983) a simple population and for
multiple populations.

Management units were identified based on therdaf# of spatial
correlograms, genetic discontinuities, and effectpopulation size, with the
goal of helping to conserve genetic variability,a@sessed by ISSR markers, of

the Brazilian pepper in the studied area.
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3 Results
Using the sampled 162 individuals of Brazilian pep the amplification

of genomic DNA with 11 ISSR primers resulted in I&nds, 86.7% of which
were polymorphic, totaling 157 polymorphic bandieThumber of bands per
study area was: 145 in Caatinga, 150 in the Ecotame 153 in Atlantic Forest.
Thirty exclusive loci were identified across allpaubations, of which 19 were
detected only in the Ecotone population with fregties ranging from 0.01 to
1.0. However, from the Ecotone population, two diXeci were observed and
five loci showed frequencies less than 5%. In tliamic Forest population, we
found nine exclusive loci with frequencies rangfngm 0.04 to 0.68. In the
Caatinga, two exclusive loci were identified, onéhwa frequency of 0.10
(present in three individuals) and the other witheguency of 0.43 (found in 12
individuals). Considering both the Ecotone and #ttla Forest, the majority of
exclusive loci occurred at high frequencies (gnetitan 10%). Common loci in

the sampled areas were not detected (Table 1).

Table 1. Frequency of exclusive loci in the natiatbitat ofS. terebinthifoliusn the
Sé&o Francisco River Basin

Areas of natural occurrence Areas of natural oere
roeus Caatinga  Ecotone Aliloarr:ei(t: Hoous Caatinga Ecotone Alglsrr:ei(t:
Lgfzs 0.000  0.120  0.000 Lg;gs 0.433 0.000  0.000
Lg;gs 0.000  0.060  0.000 nggs 0000  0.000 0277
"8‘2:‘1‘5 0.000 0131  0.000 "8;85 0000  0.000  0.128
oSN 0000 0000 0383 "0oE 0000 1000 0000
HO%S 0000 0000 0319 %% 0000 0047  0.000
oS 0000 0012 0000 “9%° 0000 0000 0340
Locus  ho000  0.000 0681 O 0000 0012  0.000

038 117
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nggs 0.000 0435  0.000 "‘1)‘2:35 0.000 0071  0.000
"82$5 0.000  0.094  0.000 L‘l’ggs 0.000 0.282  0.000
oSS 0000 0118 0000 "OSU 0000 0459 0000
nggs 0.000  0.000  0.106 L(fzgs 0000 0024  0.000
ngzs 0000 0435  0.000 L‘l’ggs 0.000 0000 0277
oM 0000 0141 0000 2SN 0000 0035 0000
oSS 0100 0000 0000 25U 0000 0012 0000
%S 0000 0000 0000 “994° 0000 1000  0.000

The genetic diversityHe) presented an average of 0.204 (0.201-0.206)
with the Atlantic Forest population presenting tiighest diversity index (0.206)
in comparison with the other sampled populationscokding to AMOVA, the
majority of the genetic variability occurred withpmpulations (61%).

The genetic differentiation between populationstfvas 0.27 and the
greatest differentiation was found between Ecotbihaitic Forest (0.33), with
a rate of gene flow of 1.7, and between Ecotondi@ga (0.33), with gene flow
of 1.6. The genetic differentiation between CaatiAgantic Forest was 0.14
and the gene flow was higher than 4.0, even thdligbe two populations have
the greatest geographic distance, approximatelp62%&m. There was no
significant correlation between the genetic andgbegraphic distance matrices
(Figure 2).
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45

Autocorrelation coelMicient

p = 0,049

0039

p = 0,008
Geographic distance (km)

Fig2. Mantel correlograms based on the correlatieiweens® (Bayesian distances)
and geographical distance classes foun&fderebinthifoliuspopulations located in
the S&o Francisco River Basin

The Bayesian analysis using the 0 model was the most adequate for
estimating the genetic distance between the papsmulations due to the lower
DIC value (3831.23). The map of the genetic dista@if) through Delaunay’s
triangulation confirmed the existence of geneticcdintinuity among the

sampled Brazilian pepper populations (Figure 3).

Fig3. Sampleds. terebinthifoliuspopulations (a) and Delaunay’'s networks (b). The
genetic discontinuities between the populations w@entified according to the
numbering and represented by red lines
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Furthermore,a posteriori probabilities calculated with the Bayesian
cluster method implemented in STRUCTURE identifiddgenetic clusters
(Figure 4).

Caatinga Ecotone Aflantic Forest
1.00 — : -

0.80
0.60
0.40
0.20

0.00 198 -
T 9 3 4 5 6 7 8 9 0 12 13

Fig4. Association of individuals of the thr8eterebinthifoliupopulations within the
9 genetic clusters\K=9) located in the S&o Francisco River Basin

Tests of adherence to the model of infinite aflelesulting from
mutation showed no equilibrium indicating the oceace of recent bottlenecks
(p < 0.05, Wilcoxon signed-rank test). The threengl@d populations also
showed an excess of heterozygosity indicating ®itoeffective population size.

The effective population siz&l) was 15 individuals in the Caatinga, 42
in the Ecotone, and 23 in the Atlantic Forest; ti¢n ratio for the three

populations was 0.5.

4 Discussion
S. terebinthifoliushas a high index of importance (4.19) across all

distribution areas in Brazil. Beyond its ecologitaportance, it has been widely
utilized for therapeutic purposes (Melo et al., @0@nd in the food industry

(Jesus et al., 2011). Significant exploitationho$ tspecies occurs throughout the
lower Séo Francisco River region in Sergipe Statehe Caatinga, the species
has a low population density of 13 ind/ha. In thleeo regions studied herein,
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even with significant densities of 208 ind/ha (Eca) and 80 ind/ha (Atlantic
Forest), individuals showed signs of modificatiaaghe structure of the trees,
such as removed and broken branches, and a laelgeferation.

Although the allelic frequencies are very similanang the three
populations, most of the genetic diversity is distred within populations
(61%). This pattern is expected as diversity valwéthin populations are
generally higher in perennial and outcrossing ssdhan in annual and
autogamous species (Hu et al., 2010; Shao etGl9)2However, this level of
genetic diversity (61%) is considered low when careg to other studies on
Neotropical species. For example, Ruas e{(201]), in a study of the same
species in two riparian forest fragments alongThmagi River Basin in Parana
State, Brazil, found a genetic diversity of 86.3%him populations and 13.7%
between populations. In the same study, the reshitisved a Wright fixation
index of Fst=0.1372 which is considered a moddeatel of divergence. In our
study, the Fst (0.27) was high, indicating the fidesresence of barriers that
prevent gene flow.

According to Wright (1965), the level of genetidféientiation between
populations (Fst) can be categorized as followsues between 0 and 0.05
indicate a low level of genetic differentiation;lwes between 0.05 and 0.25
indicate moderate genetic differentiation; and galabove 0.25 indicate high
genetic differentiation. From this, our results gest that the sampled Brazilian
pepper populations show high genetic differentiationong them. The Fst of
0.27 observed here is similar to the values foumcbther tree species. Several
studies indicate that Fst values between 0.22 aBfl @re often found for
outcrossing species or for those species classfiggoneers (Nybom 2004).

The occurrence of exclusive loci in each populatontributed to the
increased differentiation among populations (Fstthough the number of

exclusive loci is significant, the species may &iqrece an immediate reduction
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in exclusive loci if the genotypes with these Iaie removed from the
population.

The similarity between the Caatinga/Atlantic Forgsbpulations
(Fst=0.14) was higher than Ecotone/Caatinga andoBefAtlantic Forest (both
with Fst=0.33) which can be explained by the higimber of exclusive loci
found in the Ecotone population (Table 1). Accogdio Seoane et al (2000), the
presence of exclusive loci can in some cases italieatricted gene flow.

The high frequencies of exclusive loci (up to 30%@y indicate that the
observed migration rates reflect long-term rath@nt short-term gene flow
(Astolfi et al 2012). This highlights the possibiliof considering these studied
populations as a metapopulation (Astolfi et al 201Zhis fact is also
demonstrated by the Fst value (0.14) between tlair@m and Atlantic Forest
populations, which indicates a low subdivision betw them and resulted in
rates of gene flow equal to 4.0. Therefore, genw fivas approximately four
times the rate required to avoid divergence dugetoetic drift (Wang 2004).
Our data do not support the hypothesis that dukeigroximity of populations,
the migration ratio of pollen and seeds is higlthaspopulations located in close
proximity show the lowest rate of gene flow, white populations separated by
greater distances show high rates of gene flow.

There was no significant correlation between theegic distance and the
geographic distance matrices (Figure 1); this tesuggests that there is no
spatial pattern of genetic distance and gene fltve lack of spatial patterning
can indicate the existence of geographic barrieed tead to an absence of
correlation between analyzed parameters (MohsermA&rD08). This fact was
demonstrated through Delaunay's triangulation wh#re map of genetic
distance#®, showed the existence of genetic discontinuityr{bes), separating
the studied populations. The first two barriers afad b) isolate the three

populations (16.5 km), while a third barrier isekatthe population located in
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Alagoas State with the Zé Viana island populatioodted at a distance of only
1.7 km). Therefore, the existing genetic discorities are the result of factors
beyond the geographical. In a study performed toifwethe effect of
fragmentation on the genetic structure in popufetiof Chorisia speciosa
Souza et al (2004) observed that Nei’'s geneticadig and the geographic
distance were not associated; Souza suggestethéhatost probable cause for
the difference in bands between populations coult e explained by the
geographic distance, but by genetic drift. Thisimilar with the results found
herein forS. terebinthifoliuss the genetic differentiation cannot be explaimgd
geographic distance. In the sampled populationfowed a significant number
of loci with excess heterozygosity in relation tgected heterozygosity, which
is based on the assumption of equilibrium betweetation and drift (Cornuet
and Luikart 1996), suggesting a bottleneck in thelied area. Furthermore,
Gois et al., (2009) found similar results ®pondias luted.., which is located
in the same region o8. terebinthifolius(in the lower course of the S&o
Francisco River, Sergipe State). The stud&dluteapopulation showed a
tendency toward an excess of heterozygotes relativihe Hardy-Weinberg
equilibrium (EHW) {- -0.065).

Although the nine genetic groups identified uding Structure program is
significant, these groupings emphasize the homdgemnd alleles at each
collection point, since the sample areas are amdis located along the river and
each group is essentially restricted to each islaitth few representative alleles
from between the island groups. Beyond this, thelyais of the effective
population sizeN¢) showed a high degree of relatedness betweenidudils in
the Brazilian pepper populations, demonstrating tha conservation of this
species in the study area requires special atterBiased on the results obtained
from the Mantel test, genetic discontinuities, leoteck and effective size of the

populations, it is necessary to delimit the threedied Brazilian pepper
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populations as Management Units, since the MU’'s trmhes capable of

maintaining minimum viable populations, avoiding thss of genetic variability

due to drift or endogamy. Therefore, considerirggNhiobtained for the species,
a minimum viable population of 300 individuals iscessary in the short-term
and 3000 in the long-term to conserve this spenidse study area.

According to Garza and Williamson (2001), if theopplation
experiences a drastic and continuous decline, iy rteke hundreds of
generations to recover. Thus, the current unswtinexploitation of the
Brazilian pepper is making long-term recovery usfele for the studied
populations.
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