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RESUMO

SOUZA, Erica Moraes Santos de. Erythrina velutina Willd. e Schinus terebinthifolia Raddi
em area de reflorestamento e remanescentes de Mata Atlantica e Caatinga. Sio Cristovao:
UFS, 2018. 84p. (Tese - Doutorado em Agricultura e Biodiversidade).*

Aspectos relacionados a diversidade genética de espécies florestais sdo recentes nos projetos de
restauracdo florestal e devem ser considerados tanto para formar novas florestas como para
melhorar dreas de restauracdo mais antigas. O uso de ferramentas como os marcadores
moleculares (ISSR e SSR) e a modelagem de distribuicdo de espécies (MDE) fornecem
informacdes importantes para coleta de material vegetal. Essas ferramentas indicam 4reas para
plantio e conservacdo da biodiversidade, além de orientar na elaboracdo de planos de manejo
florestal. Erythrina velutina Willd. (Fabaceae-Papilionoideae) e Schinus terebinthifolia Raddi
(Anacardiaceae) sdo duas espécies que se destacam em projetos de restauracdo florestal no
estado de Sergipe, devido ao seu rdpido crescimento, rusticidade e plasticidade, mas pouco se
sabe sobre sua diversidade genética em dreas de reflorestamento. Portanto, os objetivos deste
estudo foram: 1) estimar e comparar a diversidade genética de E. velutina e S. terebinthifolia
em uma area de reflorestamento misto apds 12 anos de plantio e em remanescentes florestais
naturais em Sergipe; ii) avaliar a capacidade de autossustentabilidade genética das populacdes
na drea reflorestada e; iii) subsidiar estratégias de conservacgao e coleta de sementes para futuros
projetos de restauracdo. Os individuos amostrados de E. velutina e S. terebinthifolia da area
reflorestada apresentaram maiores indices de diversidade genética em relacdo aos
remanescentes naturais, indicando que a drea foi estabelecida com mudas de alta diversidade
genética. As populagdes de E. velutina localizadas na drea de reflorestamento e em populacdes
naturais (Laranjeiras e Carmopolis/Rosério do Catete) exibiram um ndmero significativo de
locos com excesso de heterozigosidade, inferindo na existéncia de gargalo genético recente.
Andlises de MDE indicam que haverd até o ano de 2050 uma expansao das areas com alta
adequacdo ambiental para o desenvolvimento de E. velutina, o que contribui para planos de
conservagdo da espécie. Porém, o fator humano € a varidvel de maior impacto para sua
ocorréncia. Para S. terebinthifolia foram encontrados maiores coeficientes de endogamia e
coancestria na populacio reflorestada. Também foi observada a redu¢do da diversidade genética
em juvenis. O tamanho efetivo populacional em ambas as populacdes (reflorestada e natural)
foi menor do que o recomendado para a conservagdo de populagdes em curto e longo prazo. A
coleta de sementes de E. velutina e S. terebinthifolia pode ser realizada nos remanescentes
naturais estudados, desde que respeitem os critérios estabelecidos, como a distancia minima
entre individuos, evitar arvores isoladas e individuos aparentados. Os resultados evidenciam
que € necessdrio a aplicacdo de técnicas que promovam a conectividade entre fragmentos,
permitindo reducdo dos efeitos da deriva genética e, consequentemente, a persisténcia da
populacdo reflorestada.

Palavras-chave: Coleta de sementes, diversidade genética, distribuicdo potencial, mulungu,
pimenta-rosa.

* Comité Orientador: Prof. Dr. Robério Anastacio Ferreira - UFS (Orientador), Profa. Dra. Renata Silva Mann -
UFS.
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ABSTRACT

SOUZA, Erica Moraes Santos de. Erythrina velutina Willd. and Schinus terebinthifolia
Raddi in areas of reforestation and of remnants of Atlantic Forest and Caatinga. Sao
Cristévao: UFS, 2018. 84p. (Thesis - Doctor of Science in Agriculture and Biodiversity).*

The aspects related to the genetic diversity of forest species have been discussed in recent forest
restoration projects. These aspects have needed to be seriously considered for the formation of
new forests and in order to improve the older restoration areas. The use of tools, such as
molecular markers (ISSR and SSR) and species distribution modeling (MDE), provide
important information for collecting plant materials. Both of these are useful tools for indicating
areas for planting and for biodiversity conservation, as well as being a guide in the elaboration
of forest management plans. Erythrina velutina Willd. (Fabaceae-Papilionoideae) and Schinus
terebinthifolia Raddi (Anacardiaceae) are two species that stand out the most in present forest
restoration projects in the State of Sergipe, Brazil, due to their fast growth, their rusticity and
their plasticity. However, little is known about their genetic diversity in reforestation areas.
Therefore, the objectives of this study were: 1) to estimate and to compare the genetic diversity
of E. velutina and S. terebinthifolia in an area of mixed reforestation, after 12 years of planting
and in the native forest remnants in the State of Sergipe; ii) to evaluate the genetic self-
sustainability capacities for those populations in the reforested area; and iii) to subsidize
strategies for their conservation and their seed collection in future restoration projects. The
individuals of E. velutina and S. terebinthifolia that were sampled from the reforested area
presented high rates of genetic diversity, when in relation to the natural remnants. This indicated
that the area was established with a high genetic diversity of the seedlings. The E. velutina
population that was located in the reforestation area, together with the Carmépolis/Rosario do
Catete and the Laranjeiras natural populations, showed a significant number of loci with an
excess of heterozygosity, inferring the existence of a recent genetic bottleneck. The MDE
analyzes indicated that until the year 2050, there would be an expansion of areas with a high
environmental suitability for the development of E. velutina, which would contribute to the
species conservation plans. However, the human factor is always the variable with the greatest
of impacts for this occurrence. For the S. terebinthifolia, there were found higher coefficients
of endogamy and coancestry within the reforested population. A reduction of genetic diversity
in the juveniles was also observed. The effective population size in both of the populations
(reforested and natural) was lower than that recommended for the conservation of populations
in the short and long terms. The future seed collections of E. velutina and S. terebinthifolia can
be carried out in the natural remnants being studied, provided that they respect the established
criteria, such as a minimum distance between the individuals, whilst avoiding isolated trees and
their related individuals. The studied results have supported the fact that it is necessary for the
application of techniques that promote a connectivity among the fragments, allowing for a
reduction of the effects of genetic drift and the persistence of the reforested population.

Key-words: Seed collection, genetic diversity, potential distribution, mulungu, pink pepper.

* Supervising Committee: Prof. Dr. Robério Anasticio Ferreira - UFS (Advisor), Profa. Dra. Renata Silva Mann
- UFS.



1. INTRODUCAO GERAL

O 1ltimo relatério da FAO (2016a) colocou o Brasil em primeiro lugar entre os dez
paises que mais perdem florestas em todo o mundo. Por outro lado, nosso pais apresenta a maior
porcentagem de suas florestas dentro de areas protegidas (42% do total de florestas), o que pode
contribuir para conservacao da sua biodiversidade.

Além da criacdo de dreas protegidas, que no Brasil conhecemos como Unidades de
Conservacao (SNUC - Lei 9.985/2000), o interesse de evitar a perda da biodiversidade, a
desertificacdo e, consequentemente, o agravamento das alteracdes climédticas, demanda que
outras a¢Oes mitigatdrias em todo o mundo sejam realizadas. No Brasil, a criacdo da Politica
Nacional sobre Mudanga do Clima - PNMC, instituida pela Lei n°® 12.187/2009 e regulamentada
pelos Decretos n® 7.390/2010 e n°® 7.643/2011, visa a preservacdo, conservacio e recuperaciao
dos recursos ambientais, com particular atencdo aos grandes biomas naturais tidos como
Patrim6nio Nacional (Amazo6nia brasileira, Mata Atlantica, Pantanal, Caatinga e Cerrado).
Também incentiva os reflorestamentos e a recomposicdo da cobertura vegetal em dreas
degradadas.

Em Sergipe, as formagdes florestais encontradas em maior parte pertencem aos biomas
Mata Atlantica e Caatinga, sendo estes ricos em biodiversidade e em espécies endémicas,
muitas delas com potencial econdmico nas industrias farmacéutica e alimenticia, a exemplo de
Erythrina velutina Willd. e Schinus terebinthifolia Raddi. Porém, hoje a maior parte das areas
destes dominios e associagcdes estd fragmentada e ocupada por empreendimentos urbanos,
pastagens e agricultura, o que compromete seriamente a conservacao destas espécies.

Em paisagens cujos fragmentos estdao isolados e/ou degradados a regeneracdo natural
pode demandar por muito tempo e pode ndo ser suficiente para a devida conservacdo da
biodiversidade em médio e longo prazos (BECKER et al., 2007; CHAZDON et al., 2009). Em
menor prazo, uma alternativa para minimizar os efeitos negativos do isolamento das populacdes
e da degradacdo de dreas é a regeneracdo artificial por meio de plantio de mudas, e o
conhecimento dos padrdes de diversidade genética das espécies implantadas pode contribuir
para o aperfeicoamento dos protocolos de restauragdo (HUFFORD et al., 2013).

Diante do exposto, projetos de restauracdo florestal ocupam posicao importante como
estratégia para a conservacdo da biodiversidade, e estes devem ter como objetivo ndo apenas o
resgate da representatividade das espécies, antes existentes naquele ecossistema, mas também
a autossustentabilidade das novas populacgoes, que é dada pela diversidade genética introduzida
(KAGEYAMA et al., 1998). Porém, se as sementes que dardo origem as mudas do plantio sdo
coletadas de populacdes pequenas e isoladas, mesmo um nimero relativamente elevado de
arvores amostradas pode nio ser suficiente para evitar os efeitos fundadores (baixa
variabilidade genética, pequeno tamanho efetivo, alto coeficiente de endogamia e reduzido
nimero de alelos) IMIJNSBRUGGE et al., 2010).

Ferramentas tais como marcadores moleculares, que auxiliam na escolha de matrizes de
sementes por meio do estudo genético destes individuos, e a modelagem de distribuicdo de
espécies (MDE), que informa as possiveis dreas de sua ocorréncia, podem guiar na escolha das
fontes potenciais de sementes, permitindo melhores esfor¢os durante a elaboragdo do projeto
de restauracao (THOMAS et al., 2014). A MDE também pode inferir nos possiveis impactos
das mudancas climdticas sobre a persisténcia e distribuicdo das espécies nos remanescentes
florestais.

Logo, devido a importancia da variabilidade genética na sobrevivéncia das espécies,
mesmo quando hd alteracdo repentina do ambiente pelas mudancas climaticas decorrentes das
acOes antrOpicas, faz-se necessdrio o conhecimento da variabilidade genética contida nas
populacdes em dreas restauradas.

As espécies escolhidas para este estudo foram E. velutina e S. terebinthifolia, ambas
frequentemente utilizadas nos projetos de restauracdo no estado de Sergipe. E. velutina

N

(mulungu) possui potencial fitoterdpico, entretanto, devido a supressdao pela agricultura,
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pecudria e urbanizagdo nas dreas de sua ocorréncia natural, encontra-se em cardter de raridade
em algumas regides do estado, como no Baixo Sao Francisco (GONCALVES et al., 2014;
MELO et al., 2015). S. terebinthifolia (pimenta-rosa) produz frutos que hoje sdo apreciados
como condimento no mercado local e internacional. Porém, a coleta ndo sustentavel destes
frutos pode comprometer a regeneracdo natural da espécie e, consequentemente, reduzir a
variabilidade genética das populacdes naturais existentes (ALVARES-CARVALHO et al.,
2015).

Assim, considerando-se o relatado, este trabalho foi realizado com o objetivo de
comparar a variabilidade genética de E. velutina e S. terebinthifolia, em uma drea de
reflorestamento misto com 12 anos de implantacdo e em &reas nativas de Mata Atlantica e
Caatinga do estado de Sergipe, visando avaliar a capacidade de autossustentabilidade genética
das populacgdes no plantio de reflorestamento, bem como subsidiar estratégias de conservagao
e coleta sustentdvel de sementes para futuros projetos de restauracdo, que também possam
futuramente viabilizar a exploracao sustentavel do potencial econdomico de ambas as espécies.

Para uma melhor compreensdo do trabalho realizado, a tese foi dividida em trés
capitulos: o primeiro caracteriza e compara a diversidade genética de E. velutina em um
povoamento misto apds 12 anos de sua implantagcdo com outras cinco populagdes naturais do
estado de Sergipe (Laranjeiras, Carmopolis/Rosario do Catete, Santana do Sdo Francisco,
Pinhdo e Lagarto). No segundo capitulo, combinamos informag¢des sobre diversidade genética
e previsdo de distribuicdo de espécies para prever os impactos provaveis das mudancgas
climéticas na distribuicdo das populacdes de E. velutina em Sergipe e auxiliar com estratégias
para a gestdo e conservacao da espécie, bem como identificar potenciais novas dreas para a
futura coleta de sementes e materiais genéticos.

O terceiro capitulo foi elaborado para a apresenta¢do da comparagdo da diversidade
genética de individuos adultos e juvenis de S. terebinthifolia da populacdo reflorestada com
uma populacdo natural localizada no Povoado Pindoba municipio de Nedpolis (SE), avaliando-
se a necessidade de acOes que permitam a autossustentabilidade do povoamento implantado e
a possibilidade de coleta de sementes nestas areas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fragmentacao florestal e implicacoes genéticas

Segundo o ultimo relatério da Food and Agriculture Organization of the United Nations
- FAO (2016a), o Brasil perdeu 984 mil ha de florestas entre os anos de 2010 e 2015, ficando
na primeira colocagao entre os dez paises do mundo que mais perderam florestas durante no
mesmo periodo (Figura 1). A reducdo das dreas de florestas implica no aumento da
fragmentacdo, que é o processo de formacdo de ilhas de vegetacdo de diferentes tamanhos,
decorrente principalmente de acdes antrOpicas, que por sua vez tem contribuido
significativamente para as mudancas climéticas e seus comprovados efeitos deletérios em nosso
planeta INTERGOVERNAMENTAL PANEL ON CLIMATE CHANGE - IPCC, 2014). E
como consequéncia, ocorrem alteracdoes impactantes nos ecossistemas, tanto em sua estrutura
(tamanho, densidade e conectividade dos fragmentos) quanto no seu funcionamento
(polinizagdo e dispersdo de sementes), podendo levar a perda de algumas espécies (JACKSON
e SAX, 2010; ALOFS et al., 2014).

Annual change in forest area (2010-2015)
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FAO, 2015. Global Forest Resources Assessment. FAO, Rome

Figura 1. Mudanga anual na drea de floresta entre os anos de 2010 e 2015. Fonte: Food and
Agriculture Organization of the United Nations - FAO (2016b).

O aumento na propor¢ao de bordas dos fragmentos resulta em mudancas nas condigdes
de luminosidade e temperatura, alterando o padrio fenolégico das plantas (CAMARGO et al.,
2011). Também altera a composi¢ao floristica dentro do fragmento, em que as arvores de
sucessdo tardia sdo substituidas por espécies de sucessao inicial (SANTOS et al., 2008;
TABARELLI et al., 2008). A reprodugdo das espécies florestais também € afetada pela
fragmentacdo, pois a interag@o especifica entre planta-polinizador e planta-dispersor € alterada,
0 que contribui para a redugdo do fluxo génico entre populacdes (LOPES et al., 2009;
LLORENS et al., 2012). O aumento da endogamia e do nimero de acasalamentos entre
individuos geneticamente proximos, resultante da alta frequéncia da dispersdao do pdlen em
curtas distancias, trazem consequéncias como aumento na diferenciacio genética entre
populagdes e na estruturacido genética espacial (Spatial Genetic Structure - SGS) dentro da
populacdo, afetando a diversidade genética das futuras geracdes (SEBBENN et al., 2011).
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Os efeitos negativos da fragmentacdo florestal podem ser mais graves para espécies
autoincompativeis e dioicas, aquelas com arvores masculinas e femininas. As espécies dioicas
dependem da presenca de plantas de ambos os sexos dentro do mesmo fragmento ou que ocorra
fluxo génico suficientemente grande entre fragmentos (MURCIA, 1996; CHAVEZ-
PESQUEIRA et al., 2014). Tal fato j4 foi reportado quanto a estrutura e a diversidade genética
em oito populacdes naturais de pimenta-rosa (Schinus terebinthifolia - Anacardiaceae, espécie
dioica) situadas nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo e Sergipe, em que foram
observados baixos niveis de diversidade genética (Heww =0,30), quando comparado aos
valores relatados para a mesma espécie e para outras espécies de drvores tropicais usando
marcadores de microssatélites, em que trés das populacdes estudadas de S. terebinthifolia
apresentaram evidéncias de gargalo genético recente, provavelmente por estarem inseridas em
dreas com elevada fragmentacdo, baixa regeneracdo natural e presenga de barreiras que
impedem o fluxo génico entre populagdes (ALVARES-CARVALHO et al., 2016).

Espécies de ciclo curto sdo mais propensas as consequéncias negativas da fragmentacao
e expressam a perda da diversidade genética mais cedo do que as espécies perenes, ou de ciclo
longo (ELLSTRAND e ELAM, 1993). Nestas ultimas, os efeitos negativos da fragmentacao do
habitat podem ndo ser detectados na populacdo adulta, mas sim na sua progénie ou na fase
juvenil (AGUILAR et al., 2008), tornando importante a comparag@o do estudo genético entre
as geracdes de plantas de um fragmento.

Diante disso, a causa da redu¢do da diversidade genética em habitats fragmentados nao
deve ser atribuida a um tnico fator, mas sim a interacao de efeitos diversos, tais como o tamanho
da populagdo, grau de isolamento e caracteristicas da matriz da paisagem (EZARD e TRAVIS,
2006). Um estudo sobre o sistema de acasalamento e fluxo de genes contemporaneo demonstrou
reducdo da diversidade genética em progénies e regenerantes em comparacao com individuos
adultos de Cariniana estrellensis (Raddi Kuntze) (jequitiba-branco — Lecythidaceae), espécie
arborea tropical polinizada e dispersada pelo vento. Entretanto, a auséncia de endogamia e de
estruturacdo genética espacial nos diferentes estddios de vida da C. estrellensis foram atribuidos
a elevada taxa de imigragdo génica (36,5 %), indicando que a populagdo desta espécie nao
estaria geneticamente isolada (GUIDUGLI et al., 2016). Este fato corrobora a necessidade de
estratégias de conservagdo para preservar a diversidade genética ao longo das geragoes.

Do ponto de vista da paisagem, os fragmentos florestais mesmo pequenos e alterados
podem contribuir para manutencdo dos niveis locais de diversidade genética por meio da
conectividade funcional entre os fragmentos, proporcionando a conservacdo da diversidade
genética em uma escala de paisagem (RIBEIRO et al., 2009; FINGER et al., 2012; VILLARD
et al., 2014; GANZHORN et al., 2015; MARTINS et al., 2016). Em contrapartida, torna-se
dificil a selecdo de matrizes produtoras de sementes em alguns remanescentes florestais
pequenos e prioritariamente isolados, uma vez que os individuos da mesma espécie podem
apresentar elevado grau de parentesco, implicando na necessidade do conhecimento da
estruturacdo genética do fragmento para a elabora¢do de medidas de manejo e conservacao dos
recursos genéticos florestais.

Em paisagens fragmentadas, a regeneracdo natural dos remanescentes florestais pode
ndo ser suficiente para a devida conservacdo da biodiversidade em médio e longo prazos
(BECKER et al., 2007; CHAZDON et al., 2009). No entanto, a regeneragao artificial por meio
de plantio de mudas serve como ferramenta importante para minimizar os efeitos negativos do
isolamento das populacdes, e o conhecimento dos padrdes de diversidade genética das espécies
implantadas pode contribuir para o aperfeicoamento dos protocolos de restauracio (HUFFORD
et al., 2013).

2.2 Restauracao florestal e restauracao genética

Na tentativa de compensar os danos gerados pelas atividades antrdpicas sobre a
composic¢ao florestal, sdo desenvolvidas acdes como a criacdo de unidades de conservacdo e
aumento da 4drea florestada por meio da restauracao florestal. Podemos citar como exemplo o



‘Pacto pela Restauracdo da Mata Atlantica’, que visa recuperar 15 milhdes de hectares de
floresta até 2050 (RODRIGUES et al., 2011). A restauracdo florestal é tida como ferramenta
fundamental para se alcancar a conservacao in situ da biodiversidade, por meio da mitigagcdo e
adaptacdo as mudangas climéticas, melhorando os servigos dos ecossistemas e o bem-estar
humano (SOCIETY FOR ECOLOGICAL RESTORATION - SER, 2017).

O papel da restauracdo € de auxiliar na recuperagdo, sendo recomendado que os
profissionais desenvolvam projetos de restauracdo baseados em ecossistemas nativos locais, e
que estejam prontos para adaptar estes projetos diante das mudancas observadas e provaveis
nestes ecossistemas, baseando-se nas préticas e pesquisas adequadas (MCDONALD et al.,
2016). A ciéncia que trata da restauragdo de um ecossistema que foi degradado, danificado ou
destruido € a ‘Ecologia da Restauragdo’, e a tentativa de devolver a um sistema danificado um
estado ecoldgico que esteja dentro de alguns limites aceitdveis em relacdo a um sistema menos
perturbado € denominado de ‘Restauracdo Ecoldgica’ (FALK et al., 2001).

A restauracdo frequentemente envolve a translocacdo de uma gama de genétipos, e as
ferramentas da genética podem ser altamente informativas para melhor planejar e executar essa
pratica. Os marcadores moleculares permitem a identificacdo das populacdes de origem,
selecdo dos fundadores, variacdo adaptativa, dentre outros. Eles podem também auxiliar na
avaliacdo de um projeto de restauracdo, a exemplo da quantificacio do fluxo génico ou
mudancas demogréficas nas populagdes-alvo (MIJANGOS et al., 2015). A contribuicdo da
genética para restauracdo tornou-se tao fundamental, que levou a criagdo de uma nova édrea de
pesquisa designada ‘Restauracdo Genética’ (FALK et al., 2001; MCKAY et al., 2005).

A variabilidade genética pode exercer papel decisivo na sobrevivéncia das espécies
quando ha alteracdo repentina do ambiente, como as decorrentes das mudancas climéticas que
geralmente resultam do impacto antropico, sendo cada vez mais significativa como agente
determinante do sucesso das acdes de restauracao ecoldgica (RODRIGUES et al., 2009a). Deste
modo, além da restauracdo da diversidade floristica, os novos projetos de restauracdo
necessitam também considerar a restauracdo da diversidade genética dessas comunidades
(KAGEYAMA e GANDARA, 2004; RODRIGUES et al., 2009b).

Nos ultimos anos, houve um aumento no nimero de pesquisas que envolvem a
contribuicao da genética nos projetos de restauracdo em todo mundo. Diagndsticos recentes
demonstram que entre os anos de 1995 e 2013, os continentes onde predominam paises
desenvolvidos foram responséaveis por 85% de todos os estudos (41% na América do Norte,
23% na Austrélia e 21% na Europa), enquanto nos continentes onde predominam paises em
desenvolvimento o percentual foi de 15% (11% na Asia, 4% na América Latina e nenhum na
Africa). Também foram diagnosticados que 59% dos estudos revisados entre 2010 e 2013
forneceram informacdes genéticas para orientar os processos de tomada de decisdes antes da
restauracdo e 41% usaram informacdes genéticas para avaliar ou monitorar a restauracdo
(MIJANGOS et al., 2015). Diante deste quadro, sdo necessarios mais estudos voltados a
avaliacdo do sucesso dos projetos de restauracdo, buscando medidas, quando necessdrias, de
manejo e conservacdo dessas dreas, pois o grande desafio € fazer com que as florestas
restauradas assumam gradativamente caracteristicas semelhantes as florestas naturais,
principalmente por meio da interligacio dos fragmentos remanescentes na paisagem pelo fluxo
génico (RODRIGUES et al., 2009a).

No Brasil, os primeiros trabalhos que consideraram o papel da genética estavam ligados
a coleta de sementes para conservagdo de espécies arbdreas nativas tanto ex sifu (banco ativo
de germoplasma) quanto de restauracdo in situ (VENCOVSKI, 1987; SEBBENN, 2002;
VENCOVSKI e CROSSA, 2003). Porém, trabalhos avaliando o sucesso do reflorestamento sdo
mais recentes (RODRIGUES, 2013; BAJAY, 2014; CRUZ NETO et al., 2014; SCHWARCZ,
2014; GRANDO, 2015; SOUZA et al., 2016; ALVARES-CARVALHO et al., 2017; SUJII et
al., 2017; ZUCCHI et al., 2017).

Em um estudo genético com duas espécies arboreas do Cerrado pertencentes a familia
Fabaceae (jatoba-do-cerrado - Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne e cumaru - Dipteryx



6

alata Vogel) localizadas em dreas de restauracdao e em populacdes naturais, observou-se para
as espécies maior nimero de alelos e diversidade genética nas dreas de restauracdo,
provavelmente devido a uma mistura de sementes de diferentes fragmentos florestais. Porém,
os coeficientes de endogamia estimados por meio dos individuos regenerantes, indicam que as
populacdes em plantios de restauracdo sdo endogamicas, apresentando excesso de
homozigotos, o que pode comprometer a manutencao destas populagdes (RODRIGUES, 2013).

Ao comparar a diversidade e a estrutura genética entre adultos e regenerantes de Inga
vera Willd. (ingd do brejo - Fabaceae) em povoamentos naturais e restaurados localizados na
Mata Atlantica entre os estados de Alagoas e Pernambuco, foi observado menor diversidade
genética em individuos adultos em locais de restauracdo (He = 0,696 e 0,885 restaurado e
natural, respectivamente), inferindo que a baixa diversidade genética dos povoamentos
restaurados pode ser decorrente do plantio de mudas originadas de sementes de poucas drvores
(efeito fundador - poucos fundadores ndo contém a variacdo genética total da populacdo
original. Assim, a nova populacdo apresenta uma variagdo genética reduzida). Porém, houve
um aumento da diversidade genética em regenerantes para ambos 0S povoamentos,
provavelmente, devido ao fluxo de genes entre os remanescentes naturais € os povoamentos de
restauracdo (CRUZ NETO et al., 2014).

Outro trabalho avaliando a diversidade genética de quatro espécies arboreas (de
diferentes estdgios de sucessdo), em duas dreas de restauracdo na Mata Atlantica brasileira,
ratificou que a recuperacdo da diversidade genética por meio dos projetos de restauracio €
influenciada tanto pelo planejamento de coleta de sementes como pelas caracteristicas
ecologicas das espécies (densidade populacional e quantidade de sementes por arvore).
Espécies pioneiras, cuja producdo de sementes € elevada, favorecem a coleta de sementes em
uma ou em poucas drvores proximas umas das outras. No entanto, espécies que impdem
barreiras para a coleta de sementes, como a reducdo da abundancia de drvores e o menor
rendimento de sementes, podem exigir maior esfor¢co de amostragem para atingir a quantidade
desejada de sementes para a producdo de plantulas em viveiros, capturando uma diversidade
mais ampla. Os autores também sugerem a sele¢do de sitios de restauragdo com base na
conectividade paisagistica, servindo estas novas populagcdes como fontes de alelos para outras
menores e isoladas (ZUCCHI et al., 2017).

Independentemente da escala de restauragdo, o acesso a sementes com qualidade e
origem adequadas € uma consideracdo primordial para melhorar o sucesso do plantio e garantir
que as novas populacdes se tornem funcionais, autossustentdveis e resilientes aos desafios
ambientais (BROADHURST et al., 2008).

2.3 Selecao de matrizes e coleta de sementes para fins de restauraciao

Acdes de restauracdo geralmente requerem a introducdo de grande quantidade de
sementes e o estoque disponivel pode ser derivado de fontes limitadas (poucas arvores) ou de
longas distancias (em relacdo ao local a ser restaurado). Considerando-se que a aptidao da
populacdo e a sustentabilidade no longo prazo estdo entre os objetivos da restauracao, os riscos
de endogamia e depressdo exogamica (outbreeding depression) devem ser obsevrados ao
selecionar fontes de sementes para locais de restauragdo (MCKAY et al., 2005;
MIINSBRUGGE et al., 2010; BYRNE et al., 2011; BREED et al., 2013).

Enquanto a endogamia refere-se ao cruzamento entre individuos aparentados e a
autofecundacao, levando a reducao de 50% na heterozigosidade de cada geracdo (CARR e
DUDASH, 2003), a depressdo exogamica refere-se a reducdo da adaptacdo de individuos
originados por meio da hibridiza¢do entre parentais de populacdes geneticamente distintas,
podendo ocorrer devido a quebra dos complexos de genes coadaptados (HUFFORD e MAZER,
2003). A importancia da depressao exogamica ainda € pouco compreendida, sendo que se trata
de um aspecto da genética da conservacdo que requer mais pesquisas (MIJNSBRUGGE et al.,
2010).
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A coleta de sementes em arvores matrizes de populagdes proximas ao local de plantio é
baseada na suposicao de que os individuos destas populagdes tenham sofrido sele¢ao natural
restando gendtipos melhores adaptados as condi¢des ambientais locais da drea de restauragcdo
(MCKAY et al., 2005; SGRO et al., 2011; BREED et al., 2013). Porém, este pressuposto nem
sempre estd correto, uma vez que a adaptagdo local pode ser impedida por fluxo génico, deriva
genética e falta de variacdo genética (BISCHOFF et al., 2010). Assim, a qualidade genética dos
fragmentos locais (proximos a drea de plantio) deve ser analisada antes da coleta, implicando
na selecdo ou ndo de fontes mais distantes, porém com condi¢des ecoldgicas semelhantes
(THOMAS et al., 2014).

Ao avaliar os parametros genéticos de individuos adultos e juvenis de Centrolobium
tomentosum Guillemim ex Benth. (arariba - Fabaceae) em fragmentos naturais e em plantacdes
de restauracdo (28 e 60 anos de idade) na Mata Atlantica, foram observados niveis semelhantes
de diversidade genética e endogamia, para adultos e juvenis nas diferentes populacdes
restauradas e naturais. Também foram encontrados alelos exclusivos somente em juvenis das
dreas de restauracdo, inferindo em fluxo de genes entre as populacdes restauradas e as
populacdes naturais vizinhas. Porém, para as areas restauradas, os individuos juvenis obtiveram
menor diversidade de haplétipos em relacdo aos adultos (SUJII et al., 2017). Este resultado
pode ser consequéncia do pequeno tamanho da populagdo em édreas de restauracdo ou devido a
depressdo exogamica, quando na restauracdo sdao utilizadas sementes com baixo vigor,
resultantes do acasalamento entre individuos adaptados a diferentes condi¢cdes (PINHEIRO et
al., 2013). Assim, altos niveis de diversidade genética, especialmente quando obtidos em
populacdes muito distantes, nem sempre sdo benéficas para o sucesso da restauracio. Deste
modo, a coleta de sementes em populacdes localizadas em condi¢des ecoldgicas semelhantes
ao local de plantio € mais indicada para evitar a depressao futura.

Em dominio de Mata Atlantica, vérios fragmentos florestais s@o secundarios, ou seja,
originados a partir da regeneracao natural apds distirbios naturais ou antropicos. Nesse tipo de
situacdo, a restauracio pode se dar sob forte efeito do fundador (SENZEN et al., 2005), no qual
as sementes coletadas de alguns poucos individuos colonizam a édrea perturbada e passam a
representar a espécie naquele local com baixos niveis de diversidade genética na populagdo. A
depressao endogamica e deriva genética sdo potenciais causas para tais efeitos fundadores.
Portanto, se as sementes sdo coletadas de populagdes pequenas e isoladas, mesmo um nimero
relativamente elevado de 4rvores amostradas pode ndo ser suficiente para evitar os efeitos
fundadores (baixa variabilidade genética, pequeno tamanho efetivo, alto coeficiente de
endogamia e reduzido nimero de alelos) (MIJNSBRUGGE et al., 2010).

Dessa forma, em alguns casos, a coleta de sementes a partir de matrizes presentes em
diferentes fragmentos pode aumentar a representatividade da diversidade genética da espécie
em comparacdo com a coleta de sementes de varios individuos em um mesmo fragmento,
aumentando ainda mais a importancia de cada remanescente de vegetacdo nativa para as futuras
acoes de restauracao florestal (TURNER e CORLETT, 1996).

Um parametro importante para a conservagao dos recursos naturais € o tamanho efetivo
populacional (Ne), definido como o tamanho de uma populacdo ideal que tem a mesma
quantidade de deriva na frequéncia do alelo, ou a mesma taxa de diminuicdo da
heterozigosidade, como a populacio atual (WRIGHT, 1931). E um parimetro critico na
genética de populacdes porque mede a taxa de deriva genética e endogamia e permite a
estimativa e comparag¢do com o tamanho minimo vidvel ou minimo adequado, o qual assegura
que a populacdo mantenha a viabilidade ao longo do tempo e que exista sustentabilidade
genética na sua descendéncia (VENCOVSKY, 1992; VENCOVSKY e CROSSA, 2003). O
tamanho efetivo populacional de Ne = 50 foi recomendado para evitar a depressdo por
endogamia em cinco geragdes (FRANKLIN, 1980). Alternativamente, é possivel considerar
Ne = 100 para evitar efeitos de deriva e depressdao endogamica em curto prazo (cinco geragoes)
e ao menos Ne = 1.000 para manter o potencial evolutivo para a aptidio em perpetuidade
(SEBBENN, 2006; FRANKHAM et al., 2014).



Associado ao Ne tem-se o nimero de drvores matrizes que, para reflorestamentos,
devem ser coletadas sementes de 30 matrizes distantes no minimo 100 metros ou a uma
distancia equivalente a duas vezes a altura da arvore para evitar a coleta de sementes de
individuos aparentados (SEBBENN, 2006). Contudo, em algumas regides, devido ao nimero
reduzido de individuos (menor que 30, como recomendado), a coleta fica comprometida ao
adotar os parametros anteriormente citados. A exemplo, em estudos sobre a diversidade
genética de Erythrina velutina foram encontrados somente vinte individuos em uma area de
100 ha (10 km de extensdo e 100 m de largura), drea de mata ciliar na regido do Baixo Rio Sdo
Francisco, no estado de Sergipe (GONCALVES et al., 2014; MELO et al., 2015). Logo, uma
alternativa para maximizar a amostragem ¢ a coleta de sementes em diversos fragmentos.

A amostragem composta, aquela cujas sementes sdo de drvores proximas ao local de
plantio, mas também de fontes mais distantes, ecogeograficamente combinadas, também tem
sido proposta como uma estratégia para aumentar o potencial de adaptacio do material
implantado, pois facilita a producdo de novas combinacdes de genes potencialmente capazes
de responder as mudancas ambientais (BROADHURST et al., 2008).

2.4 Ferramentas para caracterizaciao e conservacao in situ de espécies florestais

A associacdo de ferramentas para conservacdo de espécies florestais nativas pode
otimizar o trabalho dos pesquisadores. Deste modo, a modelagem de distribuicao de espécies
(MDE) pode ser o primeiro passo para guiar a escolha das fontes potenciais de sementes. A
MDE pode ser usada em combinacdo com dados de caracterizacdo genética entre e dentro de
populacdes de origem, obtidos por meio de ferramentas como os marcadores moleculares,
permitindo melhores esfor¢cos durante a elaboracdo do projeto de restauracao (THOMAS et al.,
2014).

2.4.1 Marcadores moleculares para estudo de genética de populacoes

O estudo da variabilidade genética de populagdes foi possivel apds a década de 60, com
o advento da eletroforese de isoenzimas (marcadores bioquimicos). Com os avancos das
técnicas, na década de 80, foram desenvolvidos os marcadores em nivel de DNA, os quais
podem ser utilizados a partir de amostras da planta (folhas, embrides, cotilédones, pdlen etc.)
em qualquer estddio de desenvolvimento (FALEIRO, 2007).

Os marcadores moleculares sdo ferramentas uteis para detectar variacdes no genoma,
possibilitando quantificar por meio destes a diversidade genética entre individuos e populagdes.
Sao definidos como sequéncias identificaveis de DNA, encontradas em localizac¢des especificas
do genoma, transmitidas pelas leis comuns de herangca de uma geragao para a outra. Permitem
andlises rapidas pelo acesso direto ao gendtipo do individuo, eliminando a influéncia do
ambiente nos resultados (SEMAGN et al., 2006).

Dependendo das técnicas utilizadas, os marcadores podem ser classificados como
marcadores baseados em hibridizacao, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism); e
baseados em reacdo em cadeia da polimerase (PCR), RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats) e SSR (Simple Sequence Repeat). No sistema de marcador baseado em PCR, a
amplificacdo de determinadas sequéncias de DNA € realizada com a ajuda de iniciadores
escolhidos especificamente ou aleatoriamente € uma enzima termoestavel, chamada Taq DNA
polimerase. Os fragmentos amplificados sdo separados eletroforeticamente em géis de
poliacrilamida ou de agarose e os padrdes de bandas sdo detectados por coloragio (brometo de
etidio ou nitrato de prata) ou luz ultravioleta (corantes fluorescentes de dcidos nucleicos)
(VIJAYAN, 2005).

Quanto a natureza dos marcadores, estes podem ser divididos em dominantes (RAPD,
ISSR e AFLP) e co-dominantes (SSR). Por meio dos marcadores dominantes podemos
identificar pela presenca de banda [1] os gendtipos heterozigoto ou homozigoto dominante, e
quando na auséncia da banda [0] infere-se que o genétipo é homozigoto recessivo para aquele
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loco (WOLFE, 2005). Deste modo, a informag¢do genotipica ndo esta disponivel completamente
a partir de marcadores dominantes, sendo as frequéncias alélicas da populagcdo estimadas
indiretamente (KINDT et al., 2009).

Na técnica de ISSR usa-se iniciadores (sequéncias de DNA entre duas regides
microssatélites, repetidas em tandem) mais longos em comparagdo com os de RAPD, o que
permitem o uso de alta temperatura de anelamento (45 a 65°C), que garante maior estringéncia.
Os produtos amplificados sdo geralmente de 200 a 2.000 pb de comprimento e podem ser
detectados por eletroforese em gel de poliacrilamida ou agarose (ZIETKIEWICZ et al., 1994).

A geracdo de marcadores ISSR faz uso de sequéncias de microssatélites que sdo
altamente varidveis e distribuidas por todo o genoma, a0 mesmo tempo que conseguem uma
maior reprodutibilidade em comparacdo com o uso de RAPD e custam menos em termos de
tempo e dinheiro em compara¢do com o uso de AFLP (ZIETKIEWICZ et al., 1994; REDDY
et al., 2002). Todas estas caracteristicas tornam a técnica de ISSR vidvel para estudos sobre
diversidade genética.

Dez marcadores do tipo ISSR foram utilizados para investigar se o corte seletivo de
Plathymenia reticulata Benth. (amarelinho - Fabaceae), espécie com madeira de potencial
econOmico, altera os indices de diversidade e a estrutura genética de adulto, progénies e
regenerantes em dois fragmentos de floresta (149 individuos ao total) no sul do Espirito Santo.
Foram obtidos 156 fragmentos, dos quais 101 foram polimérficos (64,74%). O indice de
diversidade genética de Nei foi alto para os trés grupos (H = 0,419, 0,348 e 0,383, adultos,
progénies e regenerantes, respectivamente) inferindo que mesmo com o corte seletivo desta
espécie, esta consegue manter as taxas de diversidade genética, principalmente pela
proximidade entre os fragmentos, o que possibilita o fluxo génico entre eles. As drvores adultas
foram sugeridas como potenciais matrizes para a coleta de sementes (SOUZA et al., 2017).

Com o objetivo de definir dreas prioritdrias para conservacao de Schinus terebinthifolia
Raddi. (pimenta-rosa - Anacardiaceae), espécie com valor econdmico agregado a suas sementes
devido ao seu uso como condimento no mercado interno e externo, foram utilizados onze
primers ISSR para estudar a diversidade e estrutura genética de trés populagdes distintas
localizadas na Caatinga, Ecétono e Mata Atlantica (30, 85 e 47, respectivamente). Os
marcadores ISSR apresentaram alto polimorfismo (86,74%). Para a diversidade genética (He)
observou-se uma média de 0,20 (0,20 a 0,21). A maior diferenciacdo genética foi encontrada
entre as populagdes do Ecotono e da Mata Atlantica (Fst = 0,33), com uma taxa de fluxo génico
de 1,7 e a menor diferenciacdo genética foi entre as populacdes da Caatinga e Mata Atlantica
(Fst=0,14 e o fluxo génico superior a 4,0). Por meio de agrupamento bayesiano identificou-se
nove clusters genéticos. Foi observado um nimero significativo de locos com excesso de
heterozigosidade, sugerindo um gargalo genético. Porém, foi possivel identificar um total de
trinta locos exclusivos (19 na populagao do Ec6tono, 9 para a populacdo da Mata Atlantica e 2
para populacdo da Caatinga), o que fornece evidéncias para apoiar a definicdo dessas
populacdes como unidades de gerenciamento potenciais para conservacio (ALVARES-
CARVALHO et al., 2015).

Apesar da eficidcia na quantificacdo da diversidade genética entre individuos e no
estabelecimento de estratégias de conservacdo, os ISSRs ndo permitem estimar grau de
parentesco e fluxo génico contemporaneo (padrdes de cruzamento). Os ISSRs permitem apenas
quantificar indiretamente o fluxo génico histérico, baseado na diferenca genética entre
populacdes (Fst) (HARTL e CLARK, 1997). Assim, o uso de microssatélites (SSR) sao
fundamentais para estas andlises.

Os locos microssatélites (SSR) s@o regides do DNA compostas de pequenos motivos de
1 a 6 nucleotideos repetidos em tandem (TOTH et al., 2000). Sdo amplificados via PCR, com
pouca quantidade de DNA e com uso de iniciadores especificos (sequéncias de DNA que
flanqueiam os microssatélites) para a espécie estudada, o que implica em custo elevado para o
desenho destes. Os produtos da amplificagdo sdo separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida, gel de agarose de alta resolucdo, ou por sequenciador automético. Cada tamanho
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de fragmento diferente de DNA representa um alelo daquele loco especifico (OLIVEIRA et al.,
2006).

Possuem elevado nivel de diversidade alélica e, devido a erros que podem ocorrer
durante a replicacdo do DNA, diferentes individuos de uma mesma espécie podem apresentar
um ndmero variado de repeticdes dentro de um mesmo microssatélite, os quais constituem
diferentes alelos (ELLEGREN, 2004). Assim, o alto polimorfismo desses marcadores é uma
vantagem em estudos de fluxo génico, padrdes de diferenciacdo e niveis de endogamia entre
populacdes (KASHYAP et al., 2006).

No Brasil, o nimero de trabalhos utilizando marcadores SSR tem aumentado nos
dltimos anos, principalmente para espécies de interesse ecoldgico e econdmico
(TAMBARUSSI et al., 2013; SCHWARCZ et al., 2014; GRANDO et al., 2015; SUJII et al.,
2015; LOPEZ-ROBERTS et al., 2016). Por meio de seis locos SSR foram avaliadas oito
populacdes naturais de Anacardium humile A. St. Hill (caju-do-cerrado - Anacardiaceae),
espécie nativa do bioma Cerrado com frutos de valor economico. A diferenciacio genética entre
populagdes foi baixa (6 = 0,075 e Gst = 0,066). Foi encontrado uma média de 5,2 alelos por
populacdo, alto nivel de diversidade genética (He = 0,710) e coeficiente de endogamia positivo
e significativo para a maioria das populacdes, com média de 0,142. Cinco populacdes
apresentaram estrutura genética espacial (EGE), com valores da coancestria positivos e
significativos. Apesar da alta diversidade genética, as populagcdes de A. humile merecem
atencdo, pois a exploracdo extrativista predatoria e os distirbios antrépicos podem
comprometer a manuten¢do desta diversidade. O estudo genético com outras geracdes, como
juvenis e progénies, para avaliar os efeitos da fragmentacdo sobre estas populagdes foi
recomendado (COTA et al., 2017).

No Centro-Oeste do Brasil, um estudo realizado em uma populacdo de Hancornia
speciosa Gomes (mangaba - Apocynaceae) com 113 individuos adultos e 100 juvenis foram
empregados sete locos SSR e observou-se alta diversidade genética (He = 0,754 e 0,744), mas
com endogamia significativa (f = 0,052 e 0,087, P < 0,05) para ambos os estadios de vida. Os
valores do coeficiente de coancestria (Fj;) foram baixos em adultos e juvenis, resultados para os
quais pode-se inferir em uma potencial dispersao de genes de longa distancia (COSTA et al.,
2017).

Portanto, o uso de ferramentas moleculares permite direcionar estratégias de manejo e
conservagao de espécies arbdreas presentes, principalmente, em populagdes localizadas imersas
em uma matriz antrépica, cujos efeitos da fragmentacdo podem implicar na persisténcia destas
dreas.

2.4.2 Modelagem de distribuicao em espécies nativas

A distribuicdo geogréifica de uma espécie é fundamentada no seu nicho ecoldgico,
representado pelo intervalo de condigdes ambientais ou de recursos necessirios a sua
sobrevivéncia e reproducdo (HUTCHINSON, 1957). O conhecimento dessas condicdes aliado
a facilidade de obtencdo de pontos de ocorréncia da espécie, ao avango computacional e a
disponibilidade de dados ambientais em diferentes resolug¢des, pode ser utilizado para guiar os
pesquisadores para as futuras prospecgdes e coletas.

Os modelos de distribuicdo de espécies (MDE) (em inglés, Species Distribution
Modeling - SDM) sao ferramentas baseadas neste principio. Sdo utilizados em diversos ramos
da pesquisa como biogeografia, biologia da conservagao e ecologia (ELITH e LEATHWICK,
2009). Tecnicamente, para a realizacdo da MDE sdo necessarios: (1) dados das espécies
(presenca e/ou auséncia), (ii) varidveis explicativas (neste trabalho varidveis ambientais e
antropogénicas), (iii) métodos estatisticos (algoritmos, funcdes que estabelecem a relacdo das
varidveis explicativas com os pontos de ocorréncia das espécies) e (iv) validagdo do modelo.
Com esta combinacdo, o método prediz dreas adequadas de ocorréncia da espécie (GUISAN e
ZIMMERMANN, 2000; PHILLIPS, 2008; FRANKLIN, 2009) (Figura 2).
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Figura 2. Modelagem de distribuicao de espécies (MDE).

Dentre os diversos métodos estatisticos utilizados para a MDE, o que vem se destacando
e demostrando eficiéncia na predi¢cdo de areas € o de miaxima entropia, sendo o software
MaxEnt (PHILLIPS et al., 2006) bastante utilizado (VAZ et al., 2015). E um método que faz
previsdes ou inferéncias a partir de informacdes incompletas e € adequado para todas as
aplicacdes existentes que envolvem conjuntos de dados somente de presenca (PHILLIPS et al.,
2006). O MaxEnt demonstrou alta eficiéncia preditiva com nimeros de pontos de ocorréncia
(coordenadas geograficas dos individuos) entre 5 e 15, o que € compativel com muitos
problemas de predicdo de espécies raras ou atualmente ameagadas de extincdo (PEARSON et
al., 2007).

A realizagdo da MDE gera informagdes sobre os impactos das mudangas climéticas na
distribuicao geografica de espécies nativas (COLOMBO e JOLY, 2010; BELLARD et al.,
2012; SIMON et al., 2013; RODRIGUES et al., 2015) e na diversidade genética das populagdes
(PAULS et al., 2013; ASSIS et al., 2014). Orienta na escolha de locais para conservacao
(VINCETI et al., 2013), implantag¢do de Unidades de Conservagdo (HANNAH, 2010; SILVA
et al., 2014) e selecdo de espécies para restauracdo de areas (GELVIZ-GELVEZ et al., 2015).
Também pode ser uma ferramenta na predi¢do de novas populagdes para futuros estudos de
diversidade genética e selecdo de matrizes produtoras de sementes.

Por meio do MaxEnt e de dados genéticos obtidos por marcadores SSR em quinze
populacdes (466 individuos), foi simulado o impacto das mudangas climéticas nos proximos 50
anos sobre a persisténcia da espécie e a diversidade genética de Caryocar brasiliense Camb.
(pequi - Caryocaraceae), espécie endémica do Cerrado brasileiro. Foi verificada a reducao da
diversidade genética e o nimero de alelos quando a adequagd@o ambiental diminuiu, trazendo
consequéncias para a conservacao da espécie. Se estes pressupostos forem cumpridos, havera
extin¢des locais e a variabilidade genética restante da espécie serd assegurada apenas pelas
populacdes atuais que permanecerdo em dreas climéaticas adequadas no futuro (COLLEVATTI
etal., 2011).

Trabalho semelhante foi desenvolvido com a espécie Dipteryx alata Vog. (baru -
Fabaceae), nativa do Cerrado. Todos os pardmetros genéticos (nimero de alelos por loco,
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diversidade genética e coeficiente de endogamia) permaneceram aproximadamente constantes
até um limiar de redu¢do de 50% de adequagdo climdtica no futuro. Apds este limite critico
houve uma redugdo de 10% dos valores atuais, em média. Assim, apesar das mudangas nas
dreas climadticas adequadas, as andlises ndo preveem uma forte perda de diversidade genética
em D. alata o que permite inferir na ampla tolerancia desta espécie (DINIZ-FILHO et al., 2012).

Outro estudo utilizando o MaxEnt foi sobre o impacto das mudangas climéticas na
distribuicdo geografica potencial e produtividade de Hancornia speciosa Gomes (mangabeira -
Apocynaceae) para 74 municipios no Brasil. Foi observado que a maioria dos municipios
produtores apresentardo perda de adequacdo ambiental em cendrios futuros de mudancgas
climéticas (2050), obtendo menores taxas de colheita no futuro, principalmente no Nordeste do
Brasil, o que afeta o valor da producdo de H. speciosa. Informagdes como estas sdo importantes,
pois municipios que utilizam essa fruta podem ser fortemente afetados pela mudanca climatica
global, sendo necessdrias acdes estratégicas para a conservagdo e manejo da biodiversidade da
espécie como a criagdo de Unidade de Conservacdo e colheita sustentivel em regides
apropriadas, considerando-se as condicdes climéticas futuras (NABOUT et al., 2016).

A MDE também pode ser aplicada na prevencao ou controle de espécies invasoras pela
delimitacdo espacial potencial. Como exemplo a espécie Schinus terebinthifolia Raddi que,
apesar do potencial econdmico e ambiental no Brasil, local de ocorréncia natural, na Florida ela
¢ considerada planta invasora apds ser introduzida como planta ornamental no século XIX
(MUKHERIEE et al., 2012).

Vale ressaltar que os modelos gerados funcionam como indicadores de novas dreas para
futuras amostragens, havendo a necessidade de incorporar novos registros de ocorréncia para
melhorar a acurdcia da predicao.

2.5 Espécies alvo

Nos projetos de restauracdo florestal sdo utilizadas espécies nativas dos diferentes
grupos ecoldgicos. Algumas destas, além do valor ambiental, podem contribuir para geragdo de
renda, uma vez que sdo utilizadas na producdo de farmacos e na industria alimenticia. As
espécies utilizadas neste estudo foram Erythrina velutina Willd. e Schinus terebinthifolia
Raddi, ambas pioneiras e de interesse econdomico.

2.5.1 Erythrina velutina Willd.

A familia Fabaceae ¢ uma das maiores e mais importantes, economicamente e
ecologicamente, entre as Angiospermas. E constituida por cerca de 770 géneros e
aproximadamente 19.500 espécies (LEWIS et al., 2013; LEGUME PHYLOGENY WORKING
GROUP - LPWG, 2013), distribuidas em trés subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinioideae e
Papilionoideae (Faboideae) (JUDD et al., 1999; LEWIS e SCHIRE, 2003). Possui grande
distribuicdo geografica em ambos os hemisférios (JUDD et al., 1999), especialmente nas
regides tropicais e subtropicais, apresentando habitos variados, desde arvores, arbustos, ervas e
até trepadeiras (JOLY, 2002).

Papilionoideae € a maior das trés subfamilias, com 503 géneros e cerca de 14.000
espécies, e com distribuicdo cosmopolita (LEGUME PHYLOGENY WORKING GROUP -
LPWG, 2017). Dentro desta subfamilia encontra-se o género Erythrina com aproximadamente
112 espécies, na maioria de habito arbéreo e comumente encontradas em areas temperadas e
quentes (GALETTO et al., 2000).

O Brasil € a parte mais representativa da América do Sul com maior nimero de espécies
(11spp.) de Erythrina (LIMA, 2014). As espécies deste género sao conhecidas por produzirem
alcaloides, flavonoides e isoflavonoides (CARVALHO et al., 2009). Dentro deste género, E.
velutina € a mais conhecida no Brasil. Tem uma distribui¢cdo pantropical e é a tnica do
subgénero Erythraster do Brasil que ocorre na regido da floresta seca da Caatinga (KRUKOFF
e BARNEBY 1974; LORENZI, 2008).
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E. velutina é popularmente conhecida como mulungu, suind, canivete, corticeira,
mulungu-da-caatinga. Estd distribuida, predominantemente, na Caatinga brasileira, porém,

devido a sua plasticidade € encontrada em outras fitofisionomias, como Mata Atlantica e no
Cerrado (Figura 3) (CARVALHO, 2010).
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Figura 3. Mapa de ocorréncia de Erythrina velutina nas diferentes fitofisionomias do Brasil. Os
pontos plotados s@o as coordenadas fornecidas pelas cole¢cdes de herbarios (vermelho) ou as
coordenadas da sede do municipio (azul). Fonte: http://www.splink.org.br/index?lang=pt

O mulungu € uma espécie arborea, pioneira, decidua, helidfita e intolerante ao frio. No
estado de Sergipe estd distribuida nos biomas Caatinga e Mata Atlantica, florescendo entre os
meses de novembro e dezembro (ALVES et al., 2008; SILVA etal., 2008; CARVALHO, 2010).
Por apresentar resisténcia a seca e ser fixadora de nitrogénio, esta espécie tem importancia
ecoldgica e € utilizada na restauracio de areas degradadas (LORENZI, 2008). Possui potencial
fitoterdpico como calmante, emoliente peitoral e anestésico local (LORENZI e MATOS, 2002).
O extrato da casca de E. velutina tem efeito neuroprotetivo, sugerindo-o para desenvolvimento
futuro de agentes terapéuticos em tratamento de doencas como Parkinson (SILVA et al., 2016).

E. velutina possui flores hermafroditas em tons de vermelho ou laranja dispostas em
paniculas terminais (GALETTO et al., 2000). Sua poliniza¢do € do tipo cruzada (alogamia),
realizada principalmente por aves, a exemplo do beija-flor (RAGUSA-NETO, 2002). Em
Fernando de Noronha, uma espécie de lagarto (Euprepis atlanticus) alimenta-se do néctar, o
que contribui para a polinizagdo das flores de E. velutina (SAZIMA et al., 2009). O fruto é
marrom deiscente do tipo legume estipulado, glabro, polispérmico com 1 a 4 sementes
reniforme de cor vermelha e hilo preto. Alguns pédssaros sdo atraidos pela coloracao das
sementes, o que pode contribuir para a dispersdo das mesmas, além da dispersdao devido a
abertura natural das vargens (NEILL, 1988). As folhas sdo compostas, trifoliadas, alternas
espiraladas com foliolos ovalados a orbiculares de consisténcia carticea, revestida por
pilosidade, medindo de 6 a 12 centimetros de comprimento por 5 a 14 centimetros de largura
(CARVALHO, 2010) (Figura 4).
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Figura 4. Erythrina velutina Willd. A: Habito, B: Lagarto (Euprepis atlanticus) nas
inflorescéncias, C: Folha e D: Caule com presenca de actleos. Fonte: Martins, 2014.

Em Sergipe, as populacdes de E. velutina vém reduzindo consideravelmente, isto pode
estar ligado a exploracdo de sua madeira para a producdo de jangadas, caixotes, tamancos e
brinquedos (MAIA, 2004), quanto pela expansdao da agricultura e pastagens nas dreas de
ocorréncia natural. O cardter de raridade desta espécie no estado tem sido comprovado em
estudos que indicam a presenga de apenas vinte individuos em uma drea de 100 ha as margens
do Rio Sao Francisco (GONCALVES et al., 2014; MELO et al., 2015), implicando na tomada
de medidas para a conservagao desta espécie.

2.5.2 Schinus terebinthifolia Raddi

A familia Anacardiaceae possui aproximadamente 81 géneros e 800 espécies,
distribuidas na regido pantropical, podendo ocorrer em regides temperadas (PELL et al., 2011).
As Américas, México e a regidao do Chaco da Argentina sdo considerados como importantes
centros de diversificagdo, devido a alta diversidade de espécies e ao alto endemismo
(RAMIREZ e CEVALLOS-FERRIZ, 2002). No Brasil, estdo catalogados 14 géneros com 57
espécies, sendo que 14 delas sdo endémicas do pais (SILVA-LUZ e PIRANI, 2010).

Dentro do género Schinus tem-se Schinus terebinthifolia, popularmente conhecida como
aroeira vermelha, aroeira da praia, aroeira pimenteira, pimenta brasileira, fruto de sabid e
pimenta-rosa. E nativa do Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai, e introduzida como planta
ornamental em dreas subtropicais, a exemplo da Flérida e Havai, porém tornou-se invasora
(EWEL et al., 1982). Registros histdricos indicam que a espécie foi introduzida, separadamente,
na costa leste e oeste da Florida (SCHMITZ et al., 1997). Por meio de andlises genéticas
comprova-se que as duas introdugdes supracitadas sdo provenientes de diferentes populacdes e
que houve hibridizagdes interespecificas, cujos hibridos s@o superiores aos progenitores quanto
a germinagdo da semente, sobrevivéncia da plantula e crescimento. Também foi observado que
a variacdo genética encontrada nas populagdes da Florida € equivalente as encontradas nas
populacdes nativas da América do Sul (WILLIAMS et al., 2005; WILLIAMS et al., 2007,
GEIGER et al., 2011).

S. terebinthifolia é encontrada em dreas ripdrias, corregos e em varzeas umidas de
formacdo secunddria. Entretanto, por apresentar boa plasticidade, desenvolve-se também em
terrenos mais secos. No Brasil, a pimenta-rosa tem distribuicdo na Mata Atlantica desde o
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Nordeste até o Sul, podendo ocorrer em diferentes fitofisionomias como foi demonstrado por
meio da modelagem de distribuicio de espécies (GARRASTAZU e MATTOS, 2013)
(Figura 5).
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Figura 5. Distribui¢do potencial de Schinus terebinthifolia Raddi., considerando-se as camadas
ambientais, altitude e pontos de ocorréncia real da espécie, usando as camadas ambientais de
2,5 minutos. Fonte: Garrastazu e Mattos (2013).

A pimenta-rosa é uma espécie dioica, heliéfita de habito arbéreo. E resistente a
inundacdes, incéndios e seca, podendo rebrotar facilmente a partir do tronco e raizes. As folhas
sdo compostas imparipinadas, com 8 a 12 cm de comprimento e com 7 a 13 foliolos verdes,
elipticos a obovados, com nervuras claras. Sua inflorescéncia € do tipo paniculada terminal com
flores brancas amareladas que, nas arvores femininas, produzem grande nimero de frutos
globulares (drupas) de pericarpo vermelho agrupados em cachos, apreciado como alimento por
aves, o que contribui para uma boa disseminacao e regeneracdo natural da espécie (LENZI e
ORTH, 2004; CESARIO ¢ GAGLIONE, 2008) (Figura 6). Sua estratégia de polinizagio é a
cruzada (alogamia), dependendo de agentes bidticos como insetos polinizadores (abelhas,
moscas e vespas). Estes insetos visitam as flores masculinas e femininas ao longo do dia
realizando a polinizacido (LENZI e ORTH, 2004).
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Figura 6. Arvore de Schinus terebinthifolia localizada no Campus da UFS. Aspecto das folhas,
flores e frutos. Fonte: acervo pessoal.

A pimenta-rosa € utilizada na recuperacdo de areas degradadas (KAGEYAMA e
GANDARA 2000; JOSE et al., 2005; FERREIRA et al., 2013; SCHEER et al., 2017), possui
fins terapéuticos (CARVALHO et al., 2013; LARA de ANDRADE, et al., 2017) e seus frutos
sdo apreciados como condimento no mercado nacional e internacional (JESUS e GOMES,
2013). Porém, a realizag¢do da coleta dos frutos de forma nao sustentdvel pode implicar, com o
passar dos anos, na reducao do nimero de individuos e comprometer a estrutura genética das
populacoes.
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4. ARTIGO 1 ) )
UM QUADRO COMPARATIVO DAS ARVORES DA ESPECIE Erythrina velutina EM
AREA REFLORESTADA E EM POPULACOES NATIVAS

Artigo publicado no periédico: Genetics and Molecular Research, 15 (2): gmr.15028534
RESUMO

Erythrina velutina Willd. (Fabaceae: Papilionoideae) é uma espécie pioneira encontrada em
regides tropicais e subtropicais do mundo que tem propriedades medicinais e que é usada em
projetos de reflorestamento. Esta espécie € rara em algumas areas do Nordeste do Brasil. Este
estudo teve como objetivo caracterizar e comparar a estrutura genética de populacdes naturais
e restaurada de E. velutina, com foco na coleta de sementes. Foi analisado um total de 108
individuos de cinco populagdes naturais e uma populacdo restaurada utilizando marcadores
ISSR, resultando em 407 fragmentos polimérficos. Observou-se uma elevada taxa de
polimorfismo na populacdo restaurada. A maior variabilidade genética foi identificada dentro
das populacdes (82%). Teste de gargalo genético foi significativo para as populacdes naturais
Carmopolis/Rosario do Catete e Laranjeiras, juntamente com a populacdo restaurada
Laranjeiras. As distancias genéticas ndo foram significativamente correlacionadas com as
distancias espaciais. Apenas a populacdo restaurada apresentou alelos exclusivos. Do mesmo
modo, o aumento da distancia genética foi observado em individuos da populacdo restaurada
em comparagdo com as outras populacdes. A variagdo genética observada em ambas as
populacdes, naturais e restaurada de E. velutina, foi moderada permitindo a selecdo de arvores
divergentes para fornecimento de sementes. A protecdo do ambiente e a gestdo dessas areas sao
necessdrias para a manutencdo desses individuos e posterior reproducdo. Recomendamos
sugestdes para conservacao de E. velutina, uma vez que o modelo de recuperacao adotado neste
estudo ndo promoveu o desenvolvimento da espécie até a fase reprodutiva de forma que
aumentasse a oferta do banco de sementes do solo, como € sugerido por espécies pioneiras.

Palavras-chave: Erythrina velutina; Diversidade genética; Reflorestamento; ISSR.
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ABSTRACT
Titulo: A comparative framework of the Erythrina velutina tree species in reforested land
and native populations

Erythrina velutina Willd. (Fabaceae: Papillionoideae) is a pioneer species found in tropical and
subtropical regions of the world that has medicinal properties and that is used in reforestation
projects. This species is rare in some areas of northeastern Brazil. This study aimed to
characterize and compare genetic structures of natural and restored populations of E. velutina,
with a focus on the selection of tree seeds. A total of 108 individuals from five natural
populations and one restored population were analyzed using ISSR markers, resulting in 407
polymorphic fragments. A high rate of polymorphism was observed in the restored population.
The highest genetic variability was identified within populations (82%). Genetic bottleneck
tests were significant for the Carmépolis/Rosério do Catete (CA) and Laranjeiras (LA) natural
populations along with the Laranjeiras restored population (RP). Genetic distances no
significantly correlated with spatial distance. Only the restored population retained unique
alleles. Similarly, increased genetic distance was observed in individuals of the restored
populations compared to the other populations. Observed genetic variation in both natural and
restored populations of E. velutina was moderate, thus enabling selection of divergent trees
from those trees supplying seeds. Environmental protection and management of these areas is
necessary for the maintenance of these individuals and subsequent reproduction. We
recommend suggestions for E. velutina conservation, since the restoration model adopted in
this study did not promote the development of the specimens until the reproductive stage in a
fashion that aims to augment the soil seed bank supply, as is suggested for pioneer species.

Key-words: Erythrina velutina, genetic diversity, reforestation, ISSR.
4.1. Introducao

Os efeitos das mudancas climdticas incluem consequéncias como perda de vegetagao.
Um dos derivados dos impactos das mudangas ambientais sobre espécies de plantas € a reducao
da diversidade genética em populagdes de plantas como resultado da selecao direcional, o que
pode afetar o funcionamento do ecossistema e a resiliéncia (Bellard et al., 2012). Este cendrio
leva a necessidade de adocdo de alternativas para minimizar o impacto causado pelo
desmatamento como a elaboracdo de projetos de recomposi¢do florestal. Em programas de
reflorestamento utilizando espécies nativas, um ponto de fundamental importancia é a origem
genética das sementes (Sebbenn, 2002), pois parte da autossustentabilidade da populacdo
implantada se dara por meio da diversidade genética introduzida (Aitken et al., 2008; Pautasso,
2009). Entretanto, o material genético a ser implantado € raramente considerado nas préticas de
restauracdo. A fragmentacdo das matas dificulta a selecdo de arvores produtoras de sementes,
uma vez que, a reducao do tamanho da populagdo pode favorecer o cruzamento entre individuos
aparentados, assim como, resultar numa perda imediata de alelos (Young et al., 1996).

Estudos genéticos sobre as populacdes de drvores orientam a selecdo de drvores
produtoras de sementes, uma vez que estes estudos permitem a identificacdo das arvores
geneticamente divergentes para coleta de sementes. Em dreas reflorestadas, estudos genéticos
fornecem informagdes importantes para as medidas de gestdo e conservacdo de uma
determinada drea restaurada, tornando essa drea capaz de se manter conservada ao longo de
geracdes. Marcadores moleculares Inter-simple sequence repeat (ISSR) auxiliam nestes
estudos devido a identificagdo de polimorfismo substancial. Seu uso em estudos genéticos de
populacdes nativas tem sido eficaz (Gongalves et al., 2014; Silva et al., 2014). Por outro lado,
existem poucos estudos genéticos comparando populacdes restauradas e naturais.

Em regides onde a fragmentagdo é severa, a coleta de sementes para recomposicao
florestal torna-se dificil, uma vez que o tamanho do fragmento pode influenciar na redu¢do da
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variabilidade genética, havendo a necessidade da busca por mais populacdes fornecedoras de
sementes. Em Sergipe, estado do Nordeste do Brasil com extensdo territorial de 21,918,493
km?, mais de 89% dos fragmentos totais de mata tem tamanhos menores que 50 hectares.

Erythrina velutina Willd. € uma espécie amplamente conhecida pertencente ao género
Erythrina (Fabaceae - Papilionoideae), que é popularmente conhecido como mulungu. E mais
comum em regides tropicais e subtropicais do mundo (Vasconcelos et al., 2003). Atualmente,
existem mais de 130 Erythrina spp., das quais, pelo menos, 70 sdo nativas das Américas
(Oliveira et al., 2012). E amplamente utilizada em projetos de reflorestamento no Nordeste do
Brasil, porque é uma espécie pioneira, capaz de fixacdo de nitrogénio e de boa resisténcia a
seca (Lorenzi, 2008). A espécie tem valor econdmico significativo devido as propriedades
medicinais (Oliveira et al., 2012; Saraiva et al., 2015). No entanto, € rara em algumas regides
do Brasil devido a intensa exploragdo e supressao de dreas de ocorréncia natural. Estudos
realizados no estado de Sergipe identificaram 20 individuos em uma drea protegida de 100 ha
(10 km e 100 m de extensao) (Gongalves et al., 2014; Melo et al., 2015).

Poucos estudos avaliam a diversidade genética de individuos nas dreas populacionais
restauradas e naturais. Este € o primeiro estudo realizado em Sergipe. E. velutina foi selecionada
para o estudo por esta ser usada frequentemente em projetos de reflorestamento, por ter valor
medicinal significativo e apresentar-se em carater de raridade em algumas regides do estado.
Portanto, o objetivo deste estudo foi medir e comparar a variagdo genética das populacdes de
E. velutina em areas naturais e restaurada, a fim de definir estratégias de manejo e conservagao,
bem como para identificar individuos geneticamente superiores para a coleta de sementes.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Areas do estudo e material vegetal

Individuos de E. velutina (N = 108) foram amostrados de uma populacdo restaurada e
de cinco populagdes naturais (Tabela 1; Figura 1). A populagado restaurada Laranjeiras (RP) é
cercada por produgdo de cana, uma fébrica de cimento, pastagem e mata ciliar fragmentada,
esta drea foi implantada em 2005. A populagdo natural Laranjeiras (LA) estd localizada dentro
de uma fazenda particular cercada por pastagens. A populacio natural Carmopolis/Rosério do
Catete (CA) estd localizada ao longo de uma estrada e ao lado de campos de produgdo de cana-
de-agucar e fabricas de potassio. As populacdes naturais Pinhdo (PI) e Lagarto (LR) estdo perto
de campos de pastagem. Finalmente, a populagcdo natural Santana do Sao Francisco (SF) esta
localizada ao longo das margens do Rio Séo Francisco, Area de Preservacio Permanente, perto
de pastos e terras agricolas.

O material vegetal dos individuos adultos de cada populagdo foi coletado para posterior
extragdo de DNA gendmico, como descrito por Nienhuis et al. (1995) com modificacdes.

Amostragem na area restaurada foi realizada em 30 parcelas (20 m x 30 m cada), cada
uma separada por 127 m. Apenas doze parcelas continham arvores de E. velutina. Em éreas
naturais, a colecdo foi aleatdria, de acordo com Kageyama e Gandara (1999).

4.2.2. Amplificacao via PCR

Foram utilizados oito primers ISSR (Tabela 2). A amplificacdo por PCR foi realizada
em termociclador PTC-100 (MJ Research Inc., Quebec, Canadd) como se segue: desnaturagao
inicial a 94°C durante 90 s; 35 ciclos de desnaturagcao a 94°C durante 45 s; anelamento a uma
temperatura indicada para cada iniciador, durante 30 s; extensdo a 72°C durante 90 s; e uma
extensdo final a 72°C durante 5 min. Os fragmentos foram visualizados em gel de agarose a
1,5% (TBE 1X: Tris 89 mM, 4cido bérico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3) em um sistema de
eletroforese horizontal (Loccus Biotecnologia HCL 20 x 25) a 120 V durante 2 horas. O gel foi
corado com o corante GelRed® (Biotium) e amplificacdo de produtos foram visualizados sob
luz UV.
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4.2.3. Analise dos dados

Os fragmentos ISSR gerados foram usados para obter uma matriz bindria de presenca
(1) ou auséncia (0). Fragmentos com coloracao inferior e baixa resolu¢ido ndo foram incluidos
na andlise. O ndmero ideal de fragmentos foi estimado pelo software GENES (Cruz, 2013)
usando a popula¢do com o menor nimero de individuos, de modo a obter o valor de estresse.

O software POPGENE (versdo 1.32) (Yeh et al., 1999) foi usado para caracterizar a
variabilidade genética. A diversidade genética de Nei (H), a percentagem de loci polimérficos
(P%) e Indice de Shannon (/) foram estimados para cada populagdo e para o conjunto de
populacdes. O mesmo programa foi utilizado para analisar o fluxo de genes (Nm), com 1000
permutacdes. O software Bottleneck 1.2.02 (Cornuet e Luikart, 1996) foi utilizado para
determinar o efeito dos gargalos genéticos nas populagdes naturais e restaurada, utilizando o
modelo de alelos infinito (IAM) com 1000 repeti¢des.

A variagdo genética dos individuos dentro e entre populacdes foi avaliada por andlise
de variancia molecular (AMOVA) com o software GenAlEx versdo 6.5 (Peakall e Smouse,
2012), com um valor de reamostragem de 9.999. O mesmo programa foi utilizado para analisar
a distancia genética (Fst), o nimero de alelos exclusivos e as coordenadas principais (PCoA)
dentro de populacdes.

O software NTSYS 2.1pc (Rohlf, 2002) foi usado para a constru¢do de um dendrograma
pelo método de agrupamento UPGMA para a representacdo simplificada das distancias
genéticas (Fsr) entre as seis populacoes de E. velutina. O teste de Mantel foi conduzido de modo
a identificar correlacdo entre a distancia genética e espacial.

4.3. Resultados

4.3.1. Polimorfismo detectado por analise ISSR

O valor do estresse calculado para a menor populagdo (LR) foi 0,0123 e a correlacao
0,995, constatando a estabilidade entre o nimero de primers utilizados e o nimero de
fragmentos obtidos.

A utilizacdo dos oitos primers ISSR resultou em taxas relativamente altas de
polimorfismo para os 108 individuos de E. velutina (Tabela 2). A porcentagem de polimorfismo
produzida por cada primer variou entre 70,833% e 100%. Foi obtido um total de 479
fragmentos, dos quais 407 sdo fragmentos polimorficos (84,968%). O numero de fragmentos
variou entre 48 e 78, e a variacdo para fragmentos polimérficos foi de 34 a 78. O primer MAO
foi o que obteve maior nimero de fragmentos (78), e todos estes polimorficos. Os primers UBC
807 obtive menor ndimero de fragmentos e menor polimorfismo em relacdo aos demais
utilizados no estudo (Tabela 2).

4.3.2. Diversidade e estrutura genética

A Tabela 3 mostra os parametros genéticos a nivel de populagdo. Quatro parametros
apresentaram variabilidade genética moderada para as populacdes. A populacdo RP apresentou
as maiores taxas (Na = 1,9651; N, = 1,6176; H = 0,3559, [ = 0,5277 e P = 96,51%), enquanto
que a populacdo natural SF obteve as menores taxas de variacdo genética (Na = 1,4767; N. =
1,2834; H = 0,1633; 1 = 0,2440 e P = 47,67%). Alelos exclusivos sé foram identificados na
populacdo plantada (RP). O teste de gargalo genético para alelos infinitos (IAM) foi
significativo (P <0,01) para CA, LA, e RP, com 52 (P = 0,00076) 54 (P = 0,00030) e 66 (P =
0,00000) locos (respectivamente) com excesso de heterozigosidade.

A posicdo dos dados multivariados (PCoA; Figura 2) para as duas primeiras
coordenadas principais explicou 18,27% da variabilidade total. Os individuos LA7, LAS8 e
LA10 tiveram a maior distancia genética.

A anélise de variancia molecular (AMOVA) revelou variancia genética significativa (P
<0,01) entre e dentro das populacgdes de E. velutina (Tabela 4). A variacdo genética dentro das
populagdes foi responsavel por 82% da variacdo total. O indice de diversidade genética entre
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as populacdes (Fst) foi 0,184, indicando diferenciacao genética moderada. Nm foi estimado em
1,7893, sugerindo alto fluxo génico entre as populacdes de E. velutina.

4.3.3. Similaridade genética

As comparagdes de diferenciacdo genética (Fsr) de pares de populacdo de E. velutina
(Tabela 5) foram realizadas utilizando o método UPGMA (Figura 3). As populacdes RP e CA
foram as mais similares com 11,2% de diferenciacdo genética, enquanto as populagdes naturais
LA e SF foram as mais divergentes (35,8% de diferenciacdo genética). A populagdo natural LA
apresentou maior diferenciacdo genética.

Os individuos da populagdo RP obtiveram os maiores valores de distancia genética (16
a47%). Os individuos mais distantes geneticamente foram RP1 e RP15, enquanto RP16 e RP18
foram os individuos mais similares na popula¢do. A populacdo natural LA também mostrou
altos niveis de distancia genética entre os individuos (11 a 47%). O par mais distante dos
individuos foram LAS8 e LA22, e os pares mais similares foram LA1 e LA2, e LA20 e LA21.
A populacdo SF apresentou os individuos mais semelhantes geneticamente, € os valores
variaram de 5% (SF9 e SF5) a 28% (SF6 e SF12). Os valores na populacao PI variaram de 8%
(PI11 e P116) a 31% (P118 e P121). Na populacdo CA a variacdo foi de 9% (CA19 e CA20) a
36% (CA9 e CA19). Por fim, na populagdo LR, os valores variaram entre 15% (LR3 e LR6, e
LR3 e LR7) a40% (LR1 e LRS5). Nao houve correlacao significativa entre distancias genéticas
e geograficas entre todas as populacdes (r = 0.05791; t = 0,1498; P = 0,5595).

4.4. Discussao

Apesar do conhecimento da importancia da restauragdo genética na
autossustentabilidade das dreas restauradas, existem poucos estudos realizados neste contexto
(Dolan et al., 2008; Ritchie e Krauss, 2012; Cruz Neto et al., 2014). Este € o primeiro estudo
que avalia e compara a diversidade genética de E. velutina em &rea restaurada e populacdes
naturais. No presente trabalho, foi observado alto polimorfismo (479 bandas ISSR, dos quais
407 foram polimorficos). Estes valores concordam com o valor relatado por Colombo et al.
(2000), que recomendam 50 a 100 fragmentos como suficientes para estimar relagdes genéticas
dentro e entre populagdes de espécies de plantas. Os valores estimados do Indice de Shannon
(I) neste estudo para as populacOes naturais SF e PI foram menores (0,2440 e 0,3716,
respectivamente) do que os valores obtidos por Melo et al. (2015) (0,34 ¢ 0,41).

O elevado polimorfismo observado para a populacdo RP em relacdo as populacdes
naturais nos permite alcangcar um dos objetivos do reflorestamento de uma area, que € o aumento
da variabilidade genética dos individuos implantados, de acordo com as diversas fontes de
sementes utilizadas para o estabelecimento das plantas na area. Os baixos valores observados
para SF € uma consequéncia do impacto negativo da pressao humana sobre essa populagdo, que
estd localizada em uma drea muito fragmentada (Alvares-Carvalho et al., 2015) ao lado das
margens do Rio Sdo Francisco, um grande rio brasileiro. Este rio € extremamente relevante,
pois tem impacto direto na oferta de alimentos, inclusive como fonte de peixes e dgua de
irrigacdo agricola por cinco estados brasileiros (Minas Gerais, Bahia, Pernambuco, Sergipe e
Alagoas). E recomendada a restauracio utilizando mudas de E. velutina na populagio SF
(Santana do Sao Francisco), uma vez que a raridade de E. velutina nesta drea é devido ao
pequeno tamanho da populagdo e baixa diversidade genética.

A maior parte da diversidade genética observada foi distribuida dentro das populagdes
(82%). Este padrao era esperado, uma vez que o intervalo de valores dentro das populagdes é
geralmente mais elevado em espécies perenes de reproducdo cruzada (Hu et al., 2010).
Sugerimos também que a autoincompatibilidade pode contribuir para essa observacdo em
populacdes de E. velutina, j4 que em outras espécies, E. falcata, também foi relatado tal
ocorréncia de incompatibilidade (Etcheverry e Aleman, 2005). A média de divergéncia genética
entre as populacoes de E. velutina (Fsr = 0,184) foi inferior a que geralmente € obtida para as
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espécies aldgamas e pioneiras (Nybom, 2004). No entanto, este resultado foi influenciado pelos
reduzidos valores de diversidade da populacdo RP, populagao derivada da populagdo natural
CA. A andlise de agrupamento confirmou similaridade genética entre as populacdes RP e CA.

Houve um significativo fluxo génico entre as populacdes, embora o valor observado
corresponde ao fluxo génico que ocorreu no passado (fluxo génico histérico). Devido a origem
das sementes, a identidade e frequéncias de alelos em RP foram semelhantes as populacdes
naturais, especialmente a populagdo CA. Isto significa a provavel fragmentacdo histérica de
uma tnica populag¢ao ou metapopulagao (Raposo et al., 2007).

A ocorréncia de alelos exclusivos na populagdo RP contribuiu para a diferenciacao entre
as populacdes (Fsr). No entanto, o desaparecimento destes alelos exclusivos da populacio é
possivel desde que os individuos com estes alelos sejam removidos da drea, um evento que
pode ser possivel devido a fragilidade da populagdo. Outra possibilidade para a extingdo alélica
surge a partir do cardcter pioneiro da espécie, que tende a desaparecer naturalmente do sistema
quando as espécies climdcicas sdo estabelecidas. Por exemplo, alguns individuos na populag¢do
RP haviam morrido dentro de 10 anos de implantagdo e, portanto, ndo adicionou sementes ao
banco de sementes do solo. Um modelo para futuras restauracdes utilizando E. velutina precisa
considerar a autossustentabilidade da espécie e reverter a caracteristica de raridade da espécie.

As populacdes RP, LA e CA exibiram um nimero significativo de locos com excesso
de heterozigosidade, sugerindo assim um gargalo genético. A deteccao de efeito de gargalo é
importante para a conservagdo. Estudos anteriores demonstraram que depressao endogamica,
perda de diversidade genética e fixacdo de alelos deletérios pode reduzir a probabilidade de
persisténcia da populag@o (Frankham, 1995). Para a populacdo RP, um efeito de afunilamento
pode ser relacionado com efeito fundador, devido a selecao dos individuos fundadores com
relativa baixa variacao genética.

Sebben (2002) recomenda a coleta de sementes de 25 individuos de uma ou mais
populacdes fragmentadas para reflorestamento de areas menores que 100 hectares. No entanto,
esta recomendacdo muitas vezes nao € aplicdvel para um estado tdo pequeno como Sergipe,
uma vez que existem poucas dreas restauradas, a maioria pequena, isolada e com baixa
densidade de espécies. No entanto, o estudo genético de individuos de populacdes restauradas
e naturais € uma ferramenta para ajudar na selecao das arvores geneticamente distintas, mesmo
de pequenos fragmentos, a fim de obter sementes para futuros projetos de reflorestamento.

A restauracdo ecoldgica faz uso de conceitos multidisciplinares, incluindo a
biodiversidade e heterogeneidade de habitats, resiliéncia e sustentabilidade. Um dos objetivos
da restauracao ecoldgica é chegar a sucessio ecoldgica em um local restaurado. Embora com
aspectos semelhantes de estrutura, composi¢do e fungdo, a restauracao difere em dimensao e
tempo. A sucessdo € limitada a um determinado ecossistema, € pode durar entre 10 e 200 anos.
A restauracdo inclui escalas maiores, como 0s ecossistemas adjacentes, bacias hidrograficas e
paisagens, e concentra-se em periodos entre 1 e 20 anos, ou a duracio da atividade humana no
projeto (Walker et al., 2007).

Fatores como a chuva de sementes e o banco de sementes do solo podem ser usados
para examinar o estabelecimento de uma espécie implantada e o comeco da sucessao ecoldgica
da espécie em uma drea restaurada. Espécies classificadas como pioneiras formam um banco
de sementes do solo e sdo encontradas em areas com diferentes condicdes climaticas e do solo.
A presenca destas espécies estd relacionada com aberturas ou clareiras no dossel da floresta, ja
que a luz é essencial para a germinacdo das sementes e desenvolvimento das plantulas
(Budowski, 1965).

Neste estudo, a drea foi restaurada com espécies nativas da Mata Atlantica distribuidas
em um sistema de quincdncio, em que um tipo de grupo de sucessdo ndo-pioneiro € distribuido
entre quatro pioneiras em um espacamento de 3 m x 3 m. Arvores de E. velutina que estavam
fora das parcelas foram analisadas, enquanto que a drea menos densa dentro das parcelas tem
continuado a desenvolver. A ocorréncia de sementes no solo nao foi observada entretanto, era
provdvel sua ocorréncia devido esta ser uma das caracteristicas de espécies de sucessdo inicial.
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Em relacdo as limitagdes do estudo, € possivel que a interferéncia humana em todas as dreas do
estudo, mesmo em dreas de preservacao permanente, possa ter alterado a observagao.

Finalmente, para projetos de restauracdo de Floresta Atlantica incorporando E. velutina,
recomendamos que o monitoramento do banco de sementes do solo ocorra de 5 a 10 anos apés
a implantacdo, a fim de garantir que a espécie tem um estoque de sementes no solo. Além disso,
e com base nesses resultados, medidas de gestdo, como o desbaste seletivo que incentiva o
desenvolvimento das drvores e produgdo de sementes, devem ser adotadas.

Agradecimentos

Os autores agradecem ao Programa de Pés-Graduacdo em Agricultura e Biodiversidade
(Universidade Federal de Sergipe), ao Instituto Federal de Sergipe (IFS) e a Empresa
Votorantim Cimentos S/A (Cimento Sergipe - Cimesa S/A).

4.5. Referéncias Bibliograficas

Aitken SN, Yeaman S, Holliday JA, Wang T, et al. (2008). Adaptation, migration or extirpation:
climate change outcomes for tree populations. Evol. Appl. 1: 95-111.

Alvares-Carvalho SV, Duarte JF, Carvalho D, Pereira GS, et al. (2015). Schinus terebinthifolia:
population structure and implications for its conservation. Biochem. Syst. Ecol. 58: 120-125.
Bellard C, Bertelsmeier C, Leadley P, Thuiller W, et al. (2012). Impacts of climate change on
the future of biodiversity. Ecol. Lett. 15: 365-377.

Budowski GN (1965). Distribution of tropical American rain forest species in the light of
succession processes. Turrialba 15: 40-42.

Colombo C, Second G and Charrier A (2000). Diversity within American cassava germplasm
based on RAPD markers. Genet. Mol. Biol. 23: 189-199.

Cruz CD (2013). GENES - a software package for analysis in experimental statistics and
quantitative genetics. Acta Sci. 35: 271-276.

Cruz Neto O, Aguiar AV, Twyford AD, Neaves LE, et al. (2014). Genetic and ecological
outcomes of Inga vera subsp. affinis (Leguminosae) tree plantations in a fragmented tropical
landscape. PLoS One 9: €99903.

Cornuet JM and Luikart G (1996). Description and power analysis of two tests for detecting
recent population bottlenecks from allele frequency data. Genetics 144: 2001-2014.

Dolan RW, Marr DL and Schnabel A (2008). Capturing genetic variation during ecological
restorations: an example from Kankakee Sands in Indiana. Restor. Ecol. 16: 386-396.
Etcheverry AV and Aleman CET (2005). Reproductive Biology of Erythrina falcata (Fabaceae:
Papilionoideae). Biotropica 37: 54-63.

Frankham R (1995). Inbreeding depression: a threshold effect. Conserv. Biol. 9: 792-799.
Gongalves LO, Pinheiro JB, Zucchi MI and Silva-Mann R (2014). Caracterizacdo genética de
mulungu (Erythrina velutina Willd.) em dreas de baixa ocorréncia. Rer. Ciénc. Agron. 45: 290-
298.

Hu Y, Wang L, Xie X, Yang J, et al. (2010). Genetic diversity of wild populations of Rheum
tanguticum endemic to China as revealed by ISSR analysis. Biochem. Syst. Ecol. 38: 264-274.
Kageyama PY and Gandara FB. (1999). Restauracdo, conservagdo genética e produgdo de
sementes. In: Simpdsio Mata Ciliar: Ciéncia e Tecnologia. p. 59-68.

Lorenzi H (2008). Arvores brasileiras. Manual de identificacio e cultivo de plantas arbGreas
nativas do Brasil. 5st edn. Instituto Plantarum, Sao Paulo.

Melo MFV, Gongalves LO, Rabbani ARC, Alvares-Carvalho SV, et al. (2015). Populations of
Erythrina velutina Willd. at risk of extinction. Genet. Mol. Res. 14: 10298-10307.

Nienhuis J, Tivang J, Sckroch P and Santos JB (1995). Genetic relationships among cultivars
and lines of lima bean (Phaseolus lunatus L.) as measured by RAPD markers. J. Am. Soc.
Hortic. Sci. 120: 300-306.



37

Nybom H (2004). Comparison of different nuclear DNA markers for estimating intraspecific
genetic diversity in plants. Mol. Ecol. 13: 1143-1155.

Oliveira MSG, Aquino AB, Silva DL, Aquino PGV, et al. (2012). Antinociceptive and anti-
inflammatory activity of hydroalcoholic extracts and fractions from Erythrina mulungu. Braz.
J. Pharmacog. 22: 157-161.

Pautasso M (2009). Geographical genetics and the conservation of forest trees. Perspect. Plant
Ecol. 11: 157-189.

Peakall R and Smouse PE (2012). GenAlEx 6.5: genetic analysis in Excel. Population genetic
software for teaching and research an update. Mol. Ecol. Notes 28: 2537-2539.

Raposo A, Martins K, Ciampi, AY, Wadt LHO, et al. (2007). Diversidade genética de
populacdes de andiroba no Baixo Acre. Pesq. Agro. Bras. 42: 1291-1298.

Ritchie AL and Krauss SL (2012). A genetic assessment of ecological restoration success in
Banksia attenuata. Restor. Ecol. 20: 441-449.

Rohlf F (2002). NTSYS-pc Numerical taxonomy and multivariate analysis system. Version
2.01. Exeter Publishing Ltd., Setauket.

Saraiva ME, Ulisses AVRA, Ribeiro DA, Oliveira LGS, et al. (2015). Plant species as a
therapeutic resource in areas of the savanna in the state of Pernambuco, Northeast Brazil. J.
Ethnopharmacol. 171: 141-153.

Sebbenn AM (2002). Nimero de drvores matrizes e conceitos genéticos na coleta de sementes
para reflorestamentos com espécies nativas. Rev. Inst. Flor. 14: 115-132.

Silva AVC, Freire KCS, Lédo AS and Rabanni ARC (2014). Diversity and genetic structure of
jenipapo (Genipa americana L.) Brazilian accessions. Sci. Agric. 71: 345-355.

Vasconcelos SMM, Oliveira GR, Carvalho MM, Rodrigues ACP, et al. (2003). Antinociceptive
activities of the hydroalcoholic extracts from Erythrina velutina and Erythrina mulungu in
mice. Biol. Pharm. Bull. 26: 946-949.

Walker LR, Walker J and Hobbs RJ (2007). Linking Restoration and Ecological Succession.
Springer, New York.

Yeh FC, Yang RC and Boyle T (1999). POPGENE: Microsoft window-based freeware for
population genetic analysis release 1.32. University of Alberta, Edmonton.

Young AG, Boyle T and Brown T (1996). The population genetic consequences of habitat
fragmentation for plants. Trends Ecol. Evol. 11: 413-418.



38

Tabela 1. Numero de individuos (n), localizacdo geografica e altitude de populacdes de
Erythrina velutina Willd. Sergipe, Brasil.

Cdodigo Municipio Uso da terra n Latitude e Longitude Ele(\;i;“ a0
Populagdo natural
.. 10°50°00.8S
LA Laranjeiras Pastagem 22 37911°29. 1"W 60
ca  Carmopolis/Rosd i‘;ﬁzfgia . 10°40°23.97S ’
rio do Catete . 37°01°42.3”W
acucar
e 10°32°36.2”°S
PI Pinhao Pastagem 21 37938°33 47W 215
Santana do Sao " 10°18°16.8’S
SF Francisco PPA 12 36°35°25.7"W ?
10°55°11.3”S
LR Lagarto Pastagem 9 37939°17.5”W 168
Populacgdo restaurada
Cultura da
.. 10°49°10.0”S
RP Laranjeiras can:il—de— 23 37°09°36.0"W 16
acucar
Total 108

* Area de Preservacdo Permanente

Tabela 2. Temperatura de anelamento do primer (Tm), nimero de fragmentos (NF), nimero de
fragmentos polimoérficos (NFP) e porcentagem de polimorfismo gerada por cada primer para
Erythrina velutina Willd.

Primer Sequéncia 5°- 3’ Tm (°C) NF NFP P%
UBC 807 (AG) 8-T 43 48 34 70,833
UBC 808 (AG) 8-C 47 48 43 89,583
UBC 809 (AG) 8-G 48 60 53 88,333
UBC 811 (GA) 8-C 45 64 59 92,187
UBC 825 (AC) 8-T 47 53 45 84,905
GOOFY (GT)7-YG 48 60 46 76,666
MAO (CTC) 4-RC 45 78 78 100,000
OMAR (GAG) 4-RC 47 68 49 72,058
Total 479 407

Média 59,875 50,875

R = purina (A ou G) e Y = pirimidina (C ou T).
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Tabela 3. Numero de amostras (n), locos polimérficos/ (K), nimero de alelos (Na), nimero de
alelos efetivos (NV.), diversidade genética de Nei (H), Indice de Shannon (/) e porcentagem de
locos polimérficos (P%) em populagdes de Erythrina velutina Willd.

Populacdo n K Na Ne H 1 P%
Natural
LA 22 73 1,8488 1,5262 0,3026 0,4496 84,88
CA 21 70 1,8140 1,5111 0,2921 0,4336 81,40
PI 21 62 1,7209 1,4365 0,2499 0,3716 72,09
SF 12 41 1,4767 1,2834 0,1633 0,2440 47,67
LR 9 66 1,7674 1,5020 0,2827 0,4169 76,74
Restaurada
RP 23 83 1,9651 1,6176 0,3559 0,5277 96,51
Total 108 1,7654 1,6247 0,3573 0,5308 76,55

Tabela 4. Anélise da variancia molecular (AMOVA) de 108 individuos de Erythrina velutina
Willd.

Variagao gl SQ QM % Fst P
Entre populacdes 5 303,488 60,698 18 0,184 0,000
Dentro de populacdes 102 1240,512 12,162 82
Total 107 1544,000 100

g.l. = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = média de quadrados.

Tabela 5. Valores de distancia genética (Fs7) (abaixo da diagonal) e distancia geografica (km)
(acima da diagonal) entre pares de populacdes de Erythrina velutina Willd.

Populacdo RP LA CA PI SF LR

RP - 3,760 21,830 62,230 62,020 54,520
LA 0,139 - 25,290 60,160 59,960 50,580
CA 0,112 0,230 - 69,330 69,110 73,100
PI 0,155 0,267 0,133 - 117,760 42,970
SF 0,191 0,358 0,138 0,205 134,050

LR 0,114 0,184 0,117 0,150 0,249 -
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Figura 1. Mapa de localizagdo das populacdes de Erythrina velutina Willd. (Natural: 1.
Carmopolis; 2. Lagarto; 3. Laranjeiras; 4. Pinhdo; 5. Santana do Sdo Francisco e 6. Restaurada).
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Figura 2. Coordenadas principais de 108 individuos de seis popula¢des de Erythrina velutina
Willd. (LA: Laranjeiras, CA: Carmépolis, PI: Pinhdo, SF: Santana do Sa@o Francisco, LR:
Lagarto e RP: Restaurada), Sergipe, Brasil.
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Figura 3. Dendrograma gerado usando o método de ligacdo média ndo ponderada (UPGMA)
para diferentes populacdes de Erythrina velutina Willd. baseado na Fsr.
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5. ARTIGO 2 ) B )
Erythrina velutina Willd.: ESTRATEGIAS DE CONSERVACAO GENETICA SOB
CENARIOS DE MUDANCAS CLIMATICAS E DA PAISAGEM

RESUMO

Erythrina velutina € uma espécie pioneira usada em projetos de restauracdo de ecossistemas.
Porém, em Sergipe as populacdes fontes de sementes encontram-se ameacadas pela acdo
antrépica, contribuindo para raridade da espécie. Estudos genéticos de populacdes florestais
que estdo associados a modelagem de distribuicdo de espécies, auxiliam na identificacdo de
novas populacdes para amostragem de sementes e areas prioritdrias para reflorestamento. O
presente estudo avaliou a diversidade genética e a distribuicdo da espécie, sob cendrios futuros
de mudancas climédticas e da paisagem. Marcadores ISSR foram utilizados para caracterizar a
diversidade genética de E. velutina de cinco populacdes nativas. A modelagem de distribui¢do
de espécies foi feita para o presente e para o ano de 2050. No futuro, havera uma expansao das
areas com alta adequacio ambiental para o desenvolvimento da espécie E. velutina, porém o
fator humano continuard sendo a maior ameaca para a autossustentabilidade da espécie. As
populacdes apresentam uma diversidade genética moderada e podem servir como fonte
produtora de sementes para novas dreas. A populacdo de Laranjeiras é uma Unidade
Operacional de Conservagdo, mas exige manutengdo da diversidade, pois esta sob a influéncia
de um gargalo genético recente. A conservacgdo de E. velutina deve ser baseada na conectividade
entre as populagcdes remanescentes € as novas dreas de restauracdo com a espécie.

Palavras-chave: Adequagdo ambiental, coleta de sementes, in situ, marcadores moleculares,
modelagem de distribuicao de espécies, Unidades de Conservacao.
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Erythrina velutina Willd.: STRATEGIES FOR CONSERVATION UNDER SCENARIOS
OF CLIMATE CHANGE

ABSTRACT

Erythrina velutina is a pioneer species used in ecosystem reforestation. However, in the state
of Sergipe (Brazil) are endanger by anthropic action, contributing to the species’ rarity. Genetic
studies of forest populations that are associated with the species distribution modelling aid in
the identification of new populations for seed sampling and priority areas for reforestation.
Thus, the present study evaluated the diversity and distribution of E. velutina under future
scenarios of climatic and landscape changes. ISSR markers were used to characterise the
genetic diversity of E. velutina from five native populations. The species distribution modelling
was done for the present and for the year 2050. In the future, there will be an expansion of areas
with a high environmental suitability for the development of E. velutina, but the human factor
will continue being to greatest threat to the self-sustainability of the species. The populations
have a moderate genetic diversity and may serve as a source of seeds for new areas. The
Laranjeiras population is an Operational Unit of Conservation, but it requires diversity
maintenance, since it is under the influence of a recent genetic bottleneck. The conservation of
E. velutina should be based on the connectivity between the remaining populations and the new
areas of restoration with the species.

Key-words: Environmental suitability, seed collection, in sifu, molecular markers, specie
distribution modelling, Conservation Units.

5.1. Introducao

As alteragdes climdticas continuas tendem a alterar varios aspectos da biodiversidade,
incluindo distribuicao de padrdes, fenologia e diversidade tanto entre e dentro das espécies
(PARMESAN, 2006). No nivel intraespecifico, a mudanca climdtica, combinada com outros
distarbios antropogénicos, como o desmatamento, contribuem para a reducdo da populacao
(WANG et al., 2015), afetando a diversidade genética, a plasticidade fenotipica, bem como os
padrdes de migracdo para ambientes adequados (BELLARD et al., 2012). Todos esses impactos
contribuem para reduzir a viabilidade da populacio, exigindo a ado¢do de medidas para mitigar
tais impactos.

Para a conservacdo do germoplasma, o que, quando e onde coletar semente e material
genético € um aspecto critico, principalmente considerando que alguns fragmentos apresentam
diversidade genética reduzida. Idealmente, esta pratica deve ser mais econdmica em termos de
tempo e custo, mas também deve abranger as dreas mais importantes para a prospec¢do de
estudos genéticos, coleta de sementes e reflorestamento, além de possibilitar estratégias de
conservagao in situ e ex situ. A este respeito, uma ferramenta particularmente ttil pode ser a
modelagem de distribuicdo de espécies (MDE). Essa abordagem constitui um conjunto de
técnicas computacionais que visam prever areas de ocorréncia potencial e estimam os impactos
na distribuicdo de espécies causadas por mudancas no ambiente, em cendrios climéticos
passados, presentes e futuros (FRANKLIN, 2010). Ao combinar conhecimento sobre possiveis
areas de ocorréncia e distribui¢do genética de espécies, € possivel priorizar e criar dreas para
conservagdo (Unidades de Conservagdo), bem como identificar Unidades Evolutivas e
Unidades Operacionais para gerenciamento e protecao local da biodiversidade. De fato, devido
a relevancia e utilidade desta abordagem, o interesse neste campo de pesquisa aumentou nos
ultimos anos no Brasil (OLIVEIRA et al., 2012; COLLEVATTI et al., 2013; SANTOS et al.,
2014; SILVA et al., 2014; MARENGO e BERNASCONI et al., 2015).

O Brasil € a parte mais representativa da América do Sul que exibe o maior nimero de
espécies (11spp.) de Erythrina (LIMA, 2014). As espécies deste género sdo conhecidas por
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produzir alcaloides, flavonoides e isoflavonoides (CARVALHO et al., 2009). No entanto,
algumas espécies merecem aten¢do especial devido a sua raridade em algumas regides. Este é
o caso da espécie Erythrina velutina Willd. (Fabaceae: Papillionoideae) no estado de Sergipe,
no Nordeste do Brasil. Estudos indicam a presenca de apenas vinte individuos em uma area de
100 ha as margens do rio Sao Francisco e que estes apresentam diversidade genética reduzida
(GONCALVES et al., 2014; SOUZA et al., 2016). Dentro do género, esta espécie € a mais
conhecida no Brasil. Tem uma distribui¢do pantropical e € a tinica do subgénero Erythraster do
Brasil que ocorre na regido da floresta seca da Caatinga (KRUKOFF e BARNEBY, 1974;
LORENZI, 2008). Em Sergipe, E. velutina é distribuida predominantemente no bioma
Caatinga, com ocorréncia provdvel na Mata Atlantica. No entanto, devido a explorag¢do
madeireira para a producdo de tamancos e brinquedos, suas populacdes diminuiram
consideravelmente, o que pode comprometer a autossustentabilidade genética das populacdes
remanescentes (MELO et al., 2015).

Apesar da importancia socioeconomica da espécie E. velutina, apenas alguns estudos
abordaram sua conservagdo genética, a maioria concentrada em Sergipe (GONCALVES et al.,
2014; SOUZA et al., 2014; MELO et al., 2015; SOUZA et al., 2016). No entanto, nenhum
estudo abordou a conservagado desta espécie sob cendrios de mudangas climéticas. Devido a sua
raridade atual, erosdo genética prevista em algumas populagdes, potencial de reflorestamento e
producdo de farmacos, esta espécie foi alvo de pesquisadores de diferentes areas, incluindo
ciéncia genética, silvicultura, ecologia e conservacao. Neste trabalho, combinamos informacgdes
sobre diversidade genética e previsao de distribuicdo de espécies através da MDE para prever
os impactos provaveis das mudangas climdticas em curso e estrutura da paisagem na
distribuicao das populacdes de E. velutina em Sergipe. O objetivo do trabalho foi auxiliar com
estratégias para a gestdo e conservacao da espécie, bem como identificar potenciais novas dreas
para a futura coleta de sementes e materiais genéticos.

5.2. Material e Métodos

5.2.1 Regiao de estudo, amostragem e parametros genéticos

O estudo foi realizado no estado de Sergipe, no Nordeste do Brasil, cuja extensao
territorial é de 21.910,35 km? (SEMARH, 2014). O estado é drenado por oito bacias
hidrogréficas, do Rio Sdo Francisco, Rio Vaza Barris, Rio Real, Rio Japaratuba, Rio Sergipe,
Rio Piaui, Grupo da Bacia Costeira 1 (GC1) e Grupo da Bacia Costeira 2 (GC2). De acordo
com a classificacdo climatica de Kopper-Geiger, o estado de Sergipe tem clima Aw (tropical
com estacao seca) e um clima BSh (semiérido).

Obtivemos, por meio de oito primers ISSR (UBC 807, UBC 808, UBC 809, UBC 811,
UBC 825, GOOFY, MAO e OMAR), parametros genéticos de 85 individuos que foram
amostrados aleatoriamente de cinco populacdes nativas. Estas populacdes sd@o produtores de
sementes para projetos de restauracdo e estdo localizadas em uma paisagem antrépica. O
entorno da drea da populacdo Laranjeiras (LA) € destinado a pastagem, plantio de cana-de-
acucar e exploracao de minérios para producdo de cimento. A populagao Lagarto (LR) situa-se
em 4rea de urbanizacdo e estradas. A populagdo Carmopolis/Rosario do Catete (CA) é cercada
por plantio de cana-de-acticar. No entorno das populacdes Pinhdao (PI) e Santana do Sao
Francisco (SF) ocorre o predomino de pastagem e, nesta ultima, o processo de ocupacio
humana ocorreu nas vegetacdes ciliares. O tamanho das amostras nas populacdes variou de 9 a
22 individuos (Tabela 1).

Para cada populagdo, analisamos o nimero de alelos (Na), o nimero de alelos efetivos
(Ne), a diversidade genética de Nei (He), as porcentagens de loci polimérficos (P%), o indice
de diversidade de Shannon (I) e o nimero de migrantes totais (Nm), para pares de populacdes,
através do uso do software POPGENE (Versao 1.31) (YEH et al., 1999). O software Bottleneck
1.2.02 (CORNUET e LUIKART, 1996) foi utilizado para determinar os efeitos do gargalo
genético nas populagdes, utilizando o modelo de alelos infinitos (IAM) com 1.000 repeti¢cdes
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(P <0,05, teste de Wilcoxon). A variacdo genética dos individuos dentro e entre as populagdes
foi avaliada por uma andlise da variancia molecular (AMOVA) usando o GenAlEx Software
Versdo 6.5 (PEAKALL e SMOUSE, 2012) com reamostragem de 9.999. A diferenciacao
genética entre as populacdes (Fst), a presenca de alelos exclusivos e a correlacdo entre a
distancia genética e espacial (teste de Mantel) foram determinadas.

Com base no método Bayesiano de agrupamento, com o auxilio do Software Structure
v. 2.3.3 (HUBISZ et al., 2009), foram realizadas andlises da estrutura genética das populacdes.
Os individuos foram agrupados probabilisticamente de acordo com seus gendtipos em k
populagdes. O conjunto de pardmetros assumiu o0 modelo ‘admixture’ com frequéncias de alelos
correlacionadas e as simulacdes realizadas em burn-in de 100.000 repeticdes. O nimero de
grupos (Ak) foi determinado de acordo com o Software Structure Harvester (EARL e
VONHOLDT, 2012).

A andlise da estrutura genética espacial (EGE) dos genétipos dentro de cada populacao
foi estimada pelo coeficiente de parentesco multiloco (Fij) entre os pares de individuos para as
diferentes classes de distancia. Para as estimativas do Fij, o Programa SPAGeDI, Versao 1.5a,
foi utilizado (HARDY e VEKEMANS, 2002). O erro padrao da média das estimativas foi
obtido por reamostragem jackknife. Os intervalos de confianca foram construidos a 95% da
probabilidade nos coeficientes coestimados médios para as classes a distancia. Para testar a
ocorréncia de estrutura genética espacial em cada classe de distancia, foram realizadas 1.000
permutacoes.

5.2.2 Modelagem de distribuicao de E. velutina

Os registros de ocorréncia de E. velutina em Sergipe (N = 85) foram obtidos da base de
dados speciesLink e de estudos publicados (GONCALVES et al., 2014; MELO et al., 2015;
SOUZA et al., 2016). Para representar as configuragdes climdticas atuais e futuras (2050),
obtivemos variaveis climaticas da base de dados WorldClim (HIIMANS et al., 2005) com
resolucdo espacial de 1 km? Selecionamos varidveis que, em conjunto, o coeficiente de
correlagdo de Pearson foi < 0,85. O tratamento dos dados foi realizado com o software
ENMTools 1.3 (WARREN et al., 2010). Também incluimos camadas de solo e elevacdo, que
foram obtidas no site do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (DP/AMBDATA). A
camada do Indice Global de Influéncia Humana (HII) (WILDLIFE CONSERVATION
SOCIETY e CENTER FOR INTERNATIONAL EARTH SCIENCE INFORMATION
NETWORK, 2005) contribuiu para inferir sobre os impactos humanos ao meio ambiente e
como eles afetariam a distribui¢do das espécies.

A MDE foi realizada com o algoritmo e software MaxEnt (Versao 3.3.3k; PHILLIPS et
al., 2006). Os dados foram organizados em 75% para o treino € em 25% para o teste com
procedimento de inicializagdo de 10 vezes (YANG et al., 2013). Os valores de adequacdo
continua foram entdo convertidos em uma estimativa binaria (0 e 1) da adequacdo do habitat
por meio de um limite determinado pela “presenca minima de treinamento” (PEARSON et al.,
2007). As contribui¢des para cada varidvel foram avaliadas através do procedimento de
reamostragem jackknife. Os resultados do modelo foram avaliados pela AUC, area sob a curva
de caracteristicas operacionais do receptor (ROC) (PHILLIPS et al., 2006). Os valores da AUC
entre 0,5 - 0,7 foram considerados baixos, entre 0,7 - 0,9 moderados e acima de 0,9 altos
(FRANKLIN, 2010). O valor P do teste de probabilidade binomial também foi verificado para
inferir na significancia dos modelos.

As distribuicOes potenciais de E. velutina em 2050 foram avaliadas em um cendrio de
concentracdo de gases de efeito estufa (Caminho de Concentracdo Representativa - RCP 4,5).
Foram utilizados trés modelos diferentes de circulagdo geral (GCM), o Commonwealth
Scientific and Industrial Research Organization and Bureau of Meteorology (ACCESS 1.0),
Community Climate System Model (CCSM4) e o Met Office Hadley Centre and the National
Institute for Space Research (HadGEM2CC). Os GCM’s foram baixados do site WorldClim
para o periodo 2050 (média 2041 - 2060) e foram baseados nas mesmas varidveis bioclimaticas
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que foram usadas para gerar o modelo de distribui¢do atual de E. velutina. Devido a falta de um
modelo de Indice de Influéncia Humana Global (HII) para 2050, o mesmo foi usado como se
estivesse no tempo presente.

Foram obtidos trés mapas para previsdes futuras da ocorréncia de E. velutina,
juntamente com um mapa consensual para a apresentacio do resultado final. O mapa consensual
foi uma representacao das dreas previstas que eram comuns entre os modelos utilizados.

Ap6s a elaboragdo do presente e dos futuros mapas de distribuicdo potenciais, as dreas
de adequagdo ambiental foram filtradas com base no formato de uso e na ocupagdo do solo,
conforme elaborado pela Secretaria de Estado do Meio Ambiente e dos Recursos Hidricos de
Sergipe - SEMARH (SERGIPE, 2014). Para obter as previsdes mais precisas para a realidade
atual do estado de Sergipe, as dreas de pastagem, agricultura, dunas, manguezais, dreas
degradadas, dreas industriais e cursos de dgua foram removidas, correspondendo 85,66%
(18.768,82 km?) da 4rea.

Para verificar as possiveis dreas de ocorréncia de E. velutina nas reas protegidas (UCs
- Unidades de Conservago), os shapefiles das UC’s foram sobrepostos aos mapas de previsao.
Os shapefiles foram obtidos da SEMARH. Sergipe tem 1.111,58 km? de 4reas protegidas, o que
equivale a aproximadamente 5% do seu territério. Uma drea de 4% (aproximadamente 876,41
km?) do estado de Sergipe ndo foi amostrada, uma vez que estd localizada em 4reas costeiras e
¢ formada por pantanos. Portanto, partes das areas das UC’s nao foram incluidas na modelagem
(678,15 km?). Os calculos foram realizados com base na area que foi amostrada das UC’s
(433,44 km?).

5.3. Resultados

5.3.1 Genética de populacoes

A populacio LA apresentou os maiores valores de variabilidade genética e a populacao
SF apresentou os valores mais baixos. Nao houve identificacdo de alelos exclusivos em
nenhuma das cinco populacdes. O teste de gargalo genético para o modelo de alelos infinitos
(IAM) foi significativo (P < 0,05) para LA, com 54 loci (P = 0,036) com excesso de
heterozigosidade (Tabela 2).

A andlise da variancia molecular (AMOVA) revelou variancia genética significativa
(P = 0,000) entre e dentro das populagdes. A maior variagdo genética foi dentro das populacdes
(78%). O indice de diversidade genética entre as populagdes (Fsr) foi de 0,216, indicando uma
diferenciagdo genética moderada. As populacdes de LA e SF foram as popula¢cdes com maiores
valores de Fsr e, consequentemente, com menor Nm (Tabela 3). Nao houve correlacdes
significativas entre as distancias genéticas e geogréficas (r = -0,074 e P = 0,159).

A populagdo LR apresentou uma distribuicao aleatdria dos gendtipos em todas as classes
a distancia. O coeficiente de parentesco (Fjj) foi negativo nas populagdes CA, LA, Pl e SF, com
distancias entre as arvores de 87 m, 79 m, 52 m e 37 m, respectivamente (Figura 1).

O método de agrupamento bayesiano detectou a ocorréncia de Ak = 5. A maioria dos
individuos nas populacdes SF e CA (88,4% e 52,6%, respectivamente) pertenciam ak = 1. Para
as populagdes de Pl e LR, 72,2% e 39,0% de seus individuos, respectivamente, pertenciam a k
= 2. Os individuos da populacdo LA pertenciam principalmente (67,9%) a k = 3, enquanto que
k =4 e k =5 obtiveram as percentagens mais baixas dos individuos (Figura 2A).

5.3.2 Modelagem de distribuicio de E. velutina

A simulagdo de dreas potenciais para E. velutina no periodo atual foi significativa (P <
0,05), com valores elevados de AUC (0,894), que indicaram uma precisdo moderada do modelo
(Franklin 2010). As varidveis selecionadas descreveram a distribuicao potencial da espécie no
estado de Sergipe. As varidveis do tipo de solo, o Indice Global de Influéncia Humana (HII),
bem como a Sazonalidade de Precipitacdo (biol5), contribuiram mais ao explicar a adequacao
de dreas para E. velutina no estado de Sergipe, tanto para o presente como para o cendrio futuro,
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destacando o HII. A informa¢do aumentou sua contribui¢do para cendrios futuros. A soma da
contribuicdo dessas varidveis foi superior a 84% para a geracdo de cada modelo (presente e
futuro) (Tabela 4).

Sergipe tem aproximadamente 43,53% de suas dreas com adequacdo ambiental para a
ocorréncia de E. velutina (9.537,40 km?), que sdo distribuidas em trés regides climadticas
(dmida, ec6tono e semidrido). A maior parte da drea de transicao tem solos de argisol vermelho-
amarelo, neolitico litdlico eutréfico, cambisol haplico e espodossolo ferrocarbico (Figura 2A).
Depois de filtrar as dreas baseadas no uso e ocupacdo da terra, o nimero de dreas adequadas
para o desenvolvimento da espécie foi reduzido para 6,25% (1.369,98 km?) da 4rea total (Figura
2B). Os individuos no estudo genético estavam localizados em 4reas de adequagcdo ambiental
média a alta.

Atualmente, apenas 34,13% (147,92 kmz) das areas totais das UC’s (Monumento
Natural Grota do Angico, Area de Prote¢io Ambiental Litoral Norte, Area de Protegdo
Ambiental Litoral Sul, Refdgio da Vida Silvestre Mata do Junco, Parque Nacional Serra de
Itabaiana e Floresta Nacional do Ibura) t€ém adequacdo ambiental para a ocorréncia desta
espécie. No entanto, para o futuro (2050), ha uma tendéncia de aumentar essas dreas em até
83,13% (360,34 km?) (Figura 2A e Figura 2C).

Para os cenarios futuros, os trés modelos de distribui¢cdo potencial de E. velutina foram
significativos (P < 0,05). Os valores da AUC variaram de 0,881 a 0,896, apresentando uma
precisdo moderada a alta. De acordo com o modelo consensual para o futuro, Sergipe podera
apresentar 67,05% (14.692,24 km?) de 4reas com adequaciio ambiental para a espécie. No
entanto, com base no uso e ocupacio da terra, apenas 11,31% (2.477,61 km?) das dreas do
estado serdo adequadas para o desenvolvimento das espécies.

Ao comparar os cendrios atuais (Figura 2A e Figura 2B) e futuro (Figura 2C e
Figura 2D), haverd uma expansdo de dreas com alta previsdo de adequacdo ambiental para a
espécie da costa sul do estado de Sergipe ao norte, destacando as dreas ao longo do Rio Sao
Francisco, juntamente com o ec6tono de Sergipe.

5.4. Discussao

Por meio do estudo da MDE foi observado que as varidveis tipo solo e Indice Global de
Influéncia Humana sdo as que mais contribuiram para a geracdo dos modelos de distribui¢cdo
potencial presente e futuro. As dreas adequadas para a ocorréncia de E. velutina coincidem com
os solos aptos para agricultura e pastagem (argisol vermelho-amarelo, neolitico litdlico
eutréfico e cambisol hdplico) (EMBRAPA, 2006), o que contribui para a supressdo das
populacdes remanescentes, tornando cada vez mais rara a sua ocorréncia no estado de Sergipe
(GONCALVES et al., 2014; MELO et al., 2015; SOUZA et al., 2016). Areas de florestas
fragmentadas em estdgio secundario também sdo aptas a ocorréncia de E. velutina porém, a sua
ocorréncia natural pode ser dificultada dependendo do estrato arbdreo, uma vez que a espécie
€ pioneira, ocorrendo preferencialmente em locais ensolarados (BUDOWSKI, 1965).

Além dos fatores abidticos, a capacidade de dispersdo (fluxo de genes) também
influencia a ocorréncia e o padrao de distribuicdo da espécie (WISZ et al., 2012), uma vez que
€ por meio do fluxo génico que os efeitos da deriva genética sdo contidos (BURCZYK et al.,
2004). Entretanto, as atividades humanas, que levam a fragmentacdo das florestas, podem
resultar em uma ruptura dos processos ecoldgicos e genéticos, como perda de variabilidade
genética e diminuicdo do tamanho efetivo da populacdo, interferindo na persisténcia das
populacdes (AGUILAR et al., 2008). Outros estudos com E. velutina no estado de Sergipe
corroboram com os dados obtidos nesta pesquisa, como o nimero reduzido de individuos da
nas populagdes fornecedoras de sementes devido a antropizacdo destas dreas, destacando a
populacdo da regido do Baixo Sdo Francisco (SF) com os menores indices de diversidade
genética (MELO et al., 2015; SOUZA et al., 2016). Nesta populacdo, o nimero reduzido de
individuos e de diversidade genética deve-se, principalmente, ao processo de ocupagdo humana
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que ocorreu nas vegetacdes ciliares promovendo o isolamento dos fragmentos (SOUZA et al.,
2014).

A combinacdo da MDE com estudos genéticos pode elucidar algumas lacunas para
futuras projecdes, por exemplo, prevendo a possivel persisténcia de populagdes de plantas sob
futuras mudancas ambientais. Um estudo sobre o impacto das mudancas climéticas nos
préoximos 50 anos sobre a persisténcia da espécie e a diversidade genética de Caryocar
brasiliense, uma espécie endémica do Cerrado brasileiro, verificou a reducdo da diversidade
genética e o nimero de alelos quando a adequacao ambiental diminuiu, trazendo consequéncias
para a conservacgdo da espécie (COLLEVATTI et al., 2011).

A diversidade genética dos remanescentes exerce papel importante para as populagcdes
porque fornece a base para a plasticidade fenotipica, adaptacao local, bem como adaptabilidade
as mudancas nas condi¢cdes ambientais, incluindo mudancas climaticas (DAVIS e SHAW,
2001). Foi observado que a diversidade genética (He) foi moderada para a maioria das
populacdes, exceto para a populagdo SF, quando comparado com outras espécies arbdreas da
regido (GOIS et al., 2014). As populagdes de LA e SF apresentam atualmente um nimero
significativo de locos com heterozigosidade excessiva e deficiente, respectivamente, indicando
um gargalo genético recente. Para LA, isto € decorrente da reducdo do tamanho da populagdo
devido a expansdo das dreas agricolas (cana-de-agucar) e exploragdo mineral, e para SF por
pastagem, levando a deriva alélica em ambas as populacdes. Se os individuos com alelos ligados
a resisténcia para ambientes mais quentes e mais secos forem perdidos devido ao gargalo
genético, provavelmente haverd um impacto na manutencao dessas duas populagdes (LA e SF).

Um trabalho avaliando a autossustentabilidade das popula¢des naturais SF e PI, por
meio de indicadores de sustentabilidade ecoldgicos e genéticos, foi desenvolvido (SOUZA et
al., 2014). Mediante os valores médios de diversidade genética (He =0,51) e Indice de Shannon
(I=0,55) entre as populagdes, estas tendem a serem autossustentdveis devido a manutencao da
diversidade genética. Entretanto, estas populacdes necessitam de estratégias para sua
conservacgao, ja que a espécie estd sujeita a grande pressdo antrépica. Este resultado pode ser
corroborado com os dados da MDE deste estudo, em que a varigvel Indice Global de Influéncia
Humana € a que mais contribuiu para a geracdo dos modelos de adequagdao ambiental para E.
velutina no estado de Sergipe até o ano de 2050.

O uso da MDE também ¢é importante para guiar os pesquisadores do estado na escolha
das novas populagdes fontes de sementes. Em combina¢do com dados de caracterizacao
genética das novas populagdes de E. velutina, seria possivel a implantacdo de novas dreas com
alta diversidade genética, como também o enriquecimento genético das populacdes
remanescentes por meio de novas combinagdes de genes potencialmente capazes de responder
as mudancgas ambientais. Nesta pesquisa, observamos que a maioria das populagdes, com
excegdo da LR, apresentou um coeficiente de parentesco multiloco positivo (Fij) nas primeiras
classes de distancia, o que leva a necessidade de evitar a coleta de sementes em plantas proximas
(aparentadas). No entanto, as vezes ¢ dificil coletar sementes na distancia recomendada por uma
andlise de coancestria, devido ao baixo nimero de plantas de uma populacdo. Poderiamos
exemplificar a populacdo CA, cuja populacdo tinha apenas 21 individuos e a distancia
recomendada era superior a 87 m entre as plantas. Isto reforca a necessidade de coletar sementes
em outras populacdes. Um estudo genético realizado com a mesma espécie em uma populagcao
restaurada no estado de Sergipe inferiu que a alta diversidade genética implantada foi devido a
coleta de sementes em diversas populacdes (SOUZA et al., 2016). Esta drea pode servir como
fonte de sementes da espécie para futuros projetos de reflorestamento e enriquecimento
genético de populagdes remanescentes.

De acordo com a andlise Bayesiana, foram formados cinco grupos genéticos. Individuos
das populacdes de SF e CA compartilham, em maioria, dos mesmos alelos, sendo, portanto,
populagdes geneticamente proximas (Fst = 0,138 e Nm = 3,000), o mesmo vale para as
populacdes em PI e LR (Fst=0,150 e Nm = 3,575). A populagao LA possui estrutura genética
distinta das demais e pode ser uma potencial unidade operacional de conservacgdo. Estas cinco
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populagdes por apresentarem alto fluxo génico historico (Nm = 1,168 a 4,600) podem ter sido
no passado metapopulagdes, estando conectadas entre si compartilhando alelos. Todas as
populacdes, mesmo com poucos individuos, apresentam potencial para coleta de sementes para
projetos de restauracdo em todo o estado. Ao estudar Copaifera langsdorffii Desf. (Fabaceae)
em pequenos remanescentes de Mata Atlantica, foi observado que o fluxo génico ndo contribuiu
para evitar a redu¢do da diversidade genética e o aumento da endogamia ao longo das geragdes.
Entretanto, estes fragmentos sdo alvos valiosos para conservacao in situ de C. langsdorffii por
conterem individuos com alta diversidade genética que podem ser utilizados como matrizes de
sementes para planos de restauracdo com esta espécie, o que reforca a necessidade de sua
conservacao (MARTINS et al., 2016).

Assim, mediante o aumento da pressdo antrépica sobre as dreas de remanescentes
florestais do estado de Sergipe, ao nimero reduzido de individuos de E. velutina nas populagdes
e a moderada diversidade genética contida nestas dreas, planos de conservacdo devem ser
elaborados resguardando o patrimonio genético atual e possibilitando o potencial evolutivo da
espécie.

Uma estratégia de conservacdo das populacdes naturais remanescentes de E. velutina
seria a selecdo de sites de restauracdo com base na conectividade paisagistica (corredores
ecologicos) restabelecendo metapopulagdes, em que seriam selecionadas dreas para
reflorestamento com a espécie baseada nos mapas de adequagao ambiental gerados pela MDE.
Como haverd aumento de areas aptas para o desenvolvimento de E. velutina até o ano de 2050
no estado de Sergipe, as dreas prioritdrias para a instalacdo dos projetos seriam dreas
degradadas, sem interesse agricola e pecudrio, além de dreas destinadas a criagdo de Reservas
Legais.

O sistema de plantio deve favorecer o estabelecimento da espécie, uma vez que E.
velutina € pioneira. Em dreas cujo objetivo € o enriquecimento genético, além da interligacio
das populacdes por meio de corredores ecoldgicos, o plantio poderd ser realizado em areas de
clareiras ou bordaduras. A conectividade com as Unidades de Conservagdo aptas a ocorréncia
de E. velutina devera ser priorizada, uma vez que estas dreas visam proteger a diversidade
genética das espécies, sendo dominios prioritdrios para conservacdo e coleta de sementes para
enriquecimento genético das atuais populacdes, caso seja comprovada a ocorréncia da espécie
e mediante o estudo genético destes individuos.

O estabelecimento de populacdes com alta diversidade genética pode ser ttil para apoiar
a persisténcia de populagdes naturais, uma vez que os fragmentos de restauragdo podem atuar
como nds de conectividade de paisagem e novas fontes de alelos para popula¢des pequenas e
isoladas (ZUCCHI et al., 2017).
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Tabela 1. Numero de individuos (N), localizacdo geogréfica e altitude das populacdes de
Erythrina velutina Willd. Sergipe, Brasil. PMA: Precipitacdo média anual.

Populacses N Bioma Matriz da Latitude e Elevacao PMA
pulag paisagem Longitude (m) (mm)
Pastagem
.. Mata p 10°50°00.8”’S
Laranjeiras (LA) 22 Atlantica Canq—de—agucar 37911729 "W 60 1600
Mineracao
Carmépolis/Rosario Mata P 10°40°23.9”S 23
do Catete (CA) 21 Adantica  CAna-de-aglicar  sg001.45 3oy 1400
o . 10°32°36.2”’S
Pinhao (PI) 21 Caatinga Pastagem 37938°33 4°W 215 800
Santana do Sdo Mata 10°18°16.8”’S
Francisco (SF) 12 Adantica Pastagem 36035095 7w 09 1200
Mata
. 10°55°11.3”S
Lagarto (LR) 09 AtlanFlca e Pastagem 37939°17 5°W 168 1067
Caatinga
Total 85

Tabela 2. Nimero de alelos (Na), nimero de alelos efetivos (Ne), diversidade genética de Nei
(He), Indice de Shannon (), porcentagem de loci polimoérficos (P%) e locos com excesso de
heterozigosidade em populacdes de Erythrina velutina Willd. no estado de Sergipe. Laranjeiras
(LA), Carmopolis/Rosario do Catete (CA), Pinhdo (PI), Santana do Sao Francisco (SF) e

Lagarto (LR).
Populagdo Na Ne He I P% locos Valor de P
LA 1,848 1,526 0,302 0,449 84,88 54 0,036*
CA 1,814 1,511 0,292 0,433 81,40 52 0,168
PI 1,721 1,436 0,250 0,371 72,09 44 0,896
SF 1,476 1,283 0,163 0,244 47,67 27 1,000
LR 1,767 1,502 0,282 0,417 76,74 42 0,957
Total 1,976 1,601 0,344 0,512 97,67

* Significativo a 5 % probability (P < 0.05).

Tabela 3. Valores de Fsr (acima da diagonal) e Nm (abaixo da diagonal) entre pares de
populagdes de Erythrina velutina Willd. Laranjeiras (LA), Carmépolis/Rosario do Catete (CA),

Pinhao (PI), Santana do Sao Francisco (SF) e Lagarto (LR), Sergipe, Brasil.

LA CA PI SF LR Meédia (Fst)
LA ; 0230 0267 0,358 0,184 0,259
CA 2,708 - 0,133 0,138 0,117 0,154
PI 2,239 4,600 - 0,205 0,150 0,188
SF 1,168 3,000 2,684 - 0,250 0,237
LR 3,022 3,890 3,575 2,011 - 0.175
Média (Nm) 2,284 3549 3274 2215 3,124 -
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Tabela 4. Percentual de contribuicdo (%) das varidveis para a geracdo dos modelos de
distribuicdo potencial (atual e futuro) de Erythrina velutina Willd. para o estado de Sergipe,
Brasil.

.y . 2050
Codigo Descrigdo Presenie ~ CESS1.0 CCSM4 _HadGEM-CC
Solo Tipo de solo 41,512 36,779 30,547 29,725
HII Indice Global de Influéncia 32.172 37.519 44.10 43.548
Humana
biol5 Sazonalidade de Precipitacao 11,774 10,27 12,033 13,925
bio7  Faixa anual de temperatura 6,203 7,977 5,250 5,556
Alt Altitude 4,666 3,679 4,781 2,620
biol8 Precipitacdo do trimestre mais 2313 2,540 2,203 2.352
quente
biog Lomperawra - média do o 0,975 0,893 2,066
trimestre mais seco
bio5 Temperatura maxima do més 0.2779 0.255 0.186 0.206

mais quente
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Figura 1. Correlogramas do coeficiente de parentesco (Fjj) por classes de distancia nas cinco
populacdes de Erythrina velutina Willd., no estado de Sergipe. As linhas tracejadas representam

os intervalos de confianga (95%) para cada valor de Fjj que foi obtido por reamostragem
Jackknife.
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Figura 2. Mapas das distribuicdes potenciais atuais (A e B) e futuras (C e D) de Erythrina
velutina Willd. no estado de Sergipe, com o registro de 85 individuos do estudo genético. Nas
areas (B) e (D), eles eram aptos para a ocorréncia da espécie quando em relagdo ao uso e
ocupacdo do solo. A escala de cinza indica a adequagao ambiental das dreas para a presencga da
espécie. Em (A), Ak = 5 ¢é representado pelas diferentes cores (azul, amarelo, verde, rosa e

vermelho).
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6. ARTIGO 3 . )
Schinus terebinthifolia Raddi: FLUXO GENICO EM AREA EM PROCESSO DE
RESTAURACAO

RESUMO

O sucesso dos projetos de restauracdo depende da diversidade genética das espécies
implantadas, fator limitado muitas vezes pelas fontes de sementes, ou seja, as matrizes estarem
imersas em paisagens altamente fragmentadas. Este trabalho foi realizado com o objetivo de
comparar a diversidade genética de individuos juvenis e adultos de Schinus terebinthifolia em
uma drea de reflorestamento misto, em processo de restauracao, € em um remanescente natural.
Por meio de cinco primers SSR foi observado que a populagao implantada apresentou maiores
indices de diversidade genética (He = 0,553 adultos e He = 0,505 juvenis) quando comparados
aos da populacdo natural (He = 0,487 adultos e He = 0,483 juvenis), indicando que a area
reflorestada foi estabelecida com individuos com alta diversidade genética. No entanto, houve
reducdo da diversidade genética, perda de alelos exclusivos e manuten¢do da endogamia e
coancestria em juvenis da populacdo reflorestada, inferindo no baixo fluxo gé€nico entre os
fragmentos. O tamanho efetivo populacional em ambas as populacdes foi menor do que o
recomendado para a conservacdo de populacdes em curto e longo prazos. Estes resultados
evidenciam que € necessario o continuo monitoramento desta drea, assim como a aplicagdo de
técnicas que promovam a conectividade entre fragmentos, permitindo maior reducio dos efeitos
da deriva genética e, consequentemente, a persisténcia da populacdo plantada.

Palavras-chave: Endogamia, monitoramento de restauracdo, pimenta-rosa, tamanho efetivo.
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Schinus terebinthifolia Raddi: GENE FLOW IN AREA IN RESTORATION PROCESS
ABSTRACT

The success of restoration projects depends on the genetic diversity of the implanted species.
This a limiting factor, which is often due to the fact that the seed sources are immersed in highly
fragmented landscapes. This work was carried out with the objective of to compare the genetic
diversities of the juveniles and the adult trees of Schinus terebinthifolia Raddi in a mixed
reforestation area, in restoration process and in a natural remaining area. Through five SSR
primers, it was observed that the implanted population showed a greater genetic diversity index
(He = 0.553 adults and He = 0.505 juveniles), when compared to the wild population (He =
0.487 adults and He = 0.483 juveniles). This indicated that the forested area was established
with individuals of a high genetic diversity. There was a reduction of genetic diversity, with the
loss of exclusive alleles, as well as a maintenance of inbreeding and coancestry, in the juveniles
of the reforested population. This inferred that there was a low gene flow among the fragments.
The effective population size in both of the populations (adults and juveniles) was lower than
that recommended for the conservation of populations in the short and long terms. These results
have shown that a continuous monitoring of this area is an absolute necessity, as well as for the
application of techniques that can promote the connectivity between the fragments. This would
allow for a greater reduction of the effects of genetic drift and the persistence of the planted
population.

Key-words: Inbreeding, restoration monitoring, pink pepper, effective size.
6.1. Introducao

A exploragdo dos recursos naturais de forma ndo sustentavel resultou em uma reducdo
no numero de dreas florestadas nos diferentes biomas do Brasil. Segundo o ultimo relatério da
SOS Mata Atlantica (2016), somando-se todos os fragmentos de floresta nativa acima de 100
ha, temos atualmente 8,5% de remanescentes de Mata Atlantica (hotspot de biodiversidade) em
relac@o a cobertura original. Este quadro pode ser agravado, pois 72% da populagdo brasileira
viver em seu dominio.

Porém, na tentativa de compensar os danos gerados pelas atividades antrépicas sobre a
composi¢ao florestal, sdo desenvolvidas acdes como o aumento da drea florestada por meio de
projetos de restauracdo florestal. Podemos citar como exemplo o Pacto pela Restauracdo da
Mata Atlantica, que visa recuperar 15 milhoes de hectares de floresta até 2050 (RODRIGUES
et al., 2011). No entanto, para estes projetos serem desenvolvidos é necessario um nimero
suficiente de sementes e mudas.

As sementes coletadas para a producdo de mudas para projetos de restauracao devem
ser originadas de populagcdes com niveis razodveis de variabilidade genética e minimo de
endogamia (SEBBENN et al., 2003). A variabilidade genética pode exercer papel decisivo na
sobrevivéncia das espécies quando hé alteracdo repentina do ambiente, e passard a ter cada vez
mais participacdo significativa como agente determinante do sucesso das acdes de restauragdo
ecoldgica (SEBBENN, 2002; VENCOVSKI e CROSSA, 2003; RODRIGUES et al., 2009;
MIJANGOS et al., 2015). Deste modo, além da restauracao da diversidade floristica, os novos
projetos de restauragdo necessitam também considerar a restauracdo da diversidade genética,
quando o objetivo for alcancar a autossustentabilidade das novas populacdes implantadas
(KAGEYAMA e GANDARA, 2004; RODRIGUES et al., 2009).

Dentre os 17 estados do Brasil que estdo dentro do limite territorial da Mata Atlantica,
Sergipe consta como o estado que possui a maioria dos fragmentos com tamanho menor que
50 ha (SERGIPE, 2014). A coleta de sementes de espécies florestais nativas como parte dos
projetos de restauracdo no estado de Sergipe geralmente € dificultada devido ao nimero
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reduzido de individuos com sementes presentes em um fragmento, e que estejam em distancias
confidveis para a amostragem. Como resultado, os poucos genétipos representados em lotes de
sementes florestais coletadas, podem conduzir a produciao de mudas de individuos aparentados
resultantes de endogamia (ALVARES—CARVALHO et al., 2017).

Apesar de algumas populacdes naturais de S. terebinthifolia no estado de Sergipe
apresentarem niveis altos de diversidade genética na atualidade, estas se encontram em declinio
devido apresentarem gargalo genético recente. Isto contribui para que no futuro ocorra a
reducdo da diversidade genética por meio do aumento de cruzamentos entre aparentados
(ALVARES—CARVALHO et al., 2015). Mediante este cendrio, alternativas de manter o
patrimonio genético da espécie € a sua utilizacdo em projetos de reflorestamento, aliando a seu
potencial de recuperacdo de areas degradadas.

Schinus terebinthifolia Raddi (pimenta-rosa - Anacardiaceae) possui importancia
ambiental e socioecondmica para as regides de ocorréncia natural no Brasil. E uma espécie
pioneira, dioica, com estratégia de poliniza¢do cruzada (alogamia), dependendo de agentes
bidticos como abelhas, moscas e vespas (LENZI e ORTH, 2004). A pimenta-rosa é bastante
utilizada em projetos de restauracdo, devido sua plasticidade e rusticidade. Seus frutos sdo
apreciados como condimento no mercado nacional e internacional, e contribuem com um
montante de 20% da renda de comunidades de pescadores (JESUS e GOMES, 2013). Porém, a
realizacdo da coleta dos frutos de forma néo sustentdvel pode implicar, com o passar dos anos,
na reducdo do numero de individuos, comprometendo a estrutura genética e a
autossustentabilidade das populacdes naturais, que sdo usadas pelos extrativistas locais para
coleta e venda. Ressalta-se que esta espécie € bastante empregada em trabalhos de recuperagdo
de areas degradadas e restauracio ecoldgica, no estado de Sergipe, por ser uma pioneira de
rapido crescimento, produzir flores e frutos precocemente, contribuindo para acelerar os
processos de regeneracdo natural nas dreas implantas, e por sua importancia econdmica, uma
vez que as populacdes humanas ribeirinhas na regido do Baixo Sdo Francisco colhem seus
frutos e sementes para comercializacdo.

Assim, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o cendrio atual da
diversidade em individuos adultos e juvenis de S. terebinthifolia em area de reflorestamento
misto apds 12 anos de implantacdo, identificando a necessidade de monitoramento e acdes que
permitam a autossustentabilidade da populagdo implantada.

6.2. Material e Métodos

6.2.1 Coleta de material vegetal de Schinus terebinthifolia

Foram coletadas folhas jovens de 309 individuos de S. ferebinthifolia distribuidos em
duas populagdes: uma de reflorestamento misto (Reflo) e outra um fragmento natural (Nat),
ambas localizadas em area de dominio da Mata Atlantica do estado de Sergipe, Nordeste do
Brasil.

A drea reflorestada (Reflo) € propriedade particular pertencente a empresa Votorantim
Cimentos S.A. (Cimentos Sergipe S.A.- CIMESA), situada no municipio de Laranjeiras (10S
48’ 22” e 37W 10°18”). Ao norte e ao leste da drea sdo encontrados fragmentos de vegetacao
nativa (Floresta Estacional Semidecidual e Manguezal), e ao sul e a oeste drea antropizada
(estrada e a empresa). Em 2005, foi realizado o reflorestamento em uma area que anteriormente
havia o cultivo convencional de cana-de-agicar. O modelo de implantacdao das mudas adotado
na drea foi em sistema de quincdncio (quatro espécies pioneiras € uma climax no centro), onde
foram plantadas 34 espécies nativas arboreas da Mata Atlantica dos diferentes grupos
ecoldgicos. Na populagdo Reflo, foi realizado o censo dentro de oito parcelas (30 x 20 m, cada),
onde um total de 82 adultos (individuos implantados) e 121 juvenis (regenerantes) foram
coletados.

A segunda area (Nat) é um fragmento natural localizado na regido norte do estado de
Sergipe, municipio de Nedpolis (10S 16" 37.80" e 36W 42' 28.79"). Este fragmento estd em
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Area de Preservagio Permanente (APP), as margens do principal rio do Nordeste brasileiro, o
Rio Sao Francisco. Na populacdo Nat, a coleta foi realizada dentro de uma parcela, com
dimensdes de 50 x 50 m, em que foram amostrados 74 adultos e 32 juvenis. Para o estddio
juvenil desta populagao, foi adotada a altura de até 2 m.

As coordenadas geogréficas de todos os individuos foram obtidas por meio de sistema
de posicionamento global (GPS). Os individuos foram avaliados quanto a diversidade por meio
do uso de marcadores SSR. O DNA das folhas foi obtido por meio do método CTAB otimizado,
com adicdo de 0,2% de 2-mercaptoetanol (v/v) (NIENHUIS et al., 1995) e utilizado na
genotipagem.

6.2.2 Genotipagem

Os fragmentos de DNA de todos os individuos foram amplificados em termociclador
utilizando cinco sequéncias microssatélites nucleares (Saat09, Saat17, Saat25, Saat47 e Saat55)
(WILLIAMS et al., 2002) (Tabela 1A, Anexo).

O volume total de cada amostra amplificada correspondeu a 12,0 uL: 2,0 uL de DNA
(5 ng/uL) adicionados a 10,0 uL de mix de reacdo [1,3 pL de tampdao PCR 10X (10 mM Tris-
HCI pH 8.3, 50 mM KCl), 1,0 uL. de dANTP (2,5 mM), 0,2 uL. de Taq polimerase (Ludowig)
(1 U)e 1,0 uL de cada iniciador (2 uM) e volume final foi completado com dgua ultrapura].

As reacdes para amplificacdo do DNA foram realizadas em termociclador GenePro
Bioer Technology, onde foram efetuados 35 ciclos de amplificacio constituidos de uma etapa
de iniciag¢do de 5 minutos a 94°C, seguido por uma etapa de desnaturacao a 94°C por 1 minuto,
uma etapa de ligacdo dos iniciadores SSR ao DNA molde (pareamento) em temperatura
compativel para cada um dos cinco iniciadores por 40 segundos, € uma etapa de extensdo a
72°C, por 1 minuto. Ao final, ocorreu a etapa de extensdo a 72°C, por 10 minutos.

Ap6s as reagdes, os produtos da amplificagdo foram separados por eletroforese em gel
de poliacrilamida 8% submetido a 130 V, 20 mA e 2 W por 3 horas e meia. Apos eletroforese,
o gel foi corado com solucdo de nitrato de prata (0,2% de AgNOs) e revelado com solugdo de
HNO3 a 3% e formaldeido (60 nL/100 mL de solucdo de HNO3 a 3%). Para determinar o
tamanho dos alelos foram utilizados marcadores de peso molecular (ladder) de 20 e 100 pb
(pares de bases).

6.2.3 Analise genética

A heterozigosidade observada (Ho) e heterozigosidade esperada (He) (diversidade
genética de Nei, 1978) foram calculadas utilizando-se o software GenAlEx version 6.2
(PEAKALL e SMOUSE, 2012). Foram obtidos o coeficiente de endogamia, inferido a partir da
estimativa do indice de fixacao (F), e a riqueza alélica (Ar) por meio do uso do software FSTAT
versdo 2.9.3.2 (GOUDET, 1995). Os dados genéticos foram obtidos para as duas dreas dentro
de cada estddio de vida (adultos e juvenis).

Com base no nimero de individuos amostrados (n), no coeficiente de coancestria (Fj) e
no indice de fixacdo de cada populac¢do (F), foram estimados o tamanho efetivo de endogamia
para adultos e juvenis, com base em Sebbenn e Seoane (2005).

0,5n?

Ne =
(1+ F)(05n+ X371 Y51 0xy)

Em que: Ne = tamanho efetivo de endogamia; n = nimero de individuos de cada
populacdo; F = coeficiente de endogamia, inferido a partir da estimativa do indice de fixacdo e

Yx=1 2y=10xy= soma de todas as coancestrias entre os pares de individuos de cada populag@o.

A coancestria foi inferida a partir do coeficiente de parentesco (LOISELLE et al., 1995),
por meio do programa SPAGeDi 1.2 (HARDY e VEKEMANS, 2002). Também foi estimada
a representatividade genética (Ne/n) de cada amostra.
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A populacao minima vidvel (PMV) para conservagao genética in situ foi calculada pela
equacdo, conforme feito por Silva e Pinto (2009):

Neyes.n

PMV =
Ne

Em que: Nef = tamanho efetivo populacional de referéncia; n = tamanho amostral e
Ne = tamanho efetivo populacional.

Foram utilizados os tamanhos efetivos de referéncia de 150 e 1.000 individuos para
conservagdo em longo e curto prazos, respectivamente (SEBBENN, 2006 e FRANKHAM et
al., 2014).

6.3. Resultados

Ao comparar a riqueza alélica (Ar) das populagdes, houve superioridade para Reflo. A
populacdo Nat apresentou maior Ar em juvenis (3,082) e a populacdo Reflo em adultos (4,343).
As populagdes Nat e Reflo, para os individuos em estadio juvenil, apresentaram um alelo
exclusivo. Para individuos em estddio adulto, somente a populacdo Reflo apresentou alelo
exclusivo (trés) (Tabela 1).

Para os dois estddios de desenvolvimento, a populacio Reflo apresentou maior
diversidade genética (He = 0,553 e 0,503 adultos e juvenis, respectivamente) do que a
populacdo Nat (He = 0,487 e 0,483 adultos e juvenis, respectivamente). Os individuos adultos
e juvenis da populacdo Nat apresentaram indices de fixacdo (F) baixos e ndo significativamente
diferente de zero, o que permite inferir auséncia de endogamia. Os valores de F na populagdo
Reflo foram altos, 0,310 em adultos e 0,261 em juvenis (Tabela 2).

Para os individuos adultos, a populacdo Nat apresentou coeficiente de coancestria
negativo (Fjj = -0,035), o que contribui para a auséncia de estruturagio genética da populacao.
A populacido Reflo apresentou coancestria de 0,338 indicando que a média da populagdo para
os locos estudados € de irmaos-completos. Para o estadio juvenil, a populacdo Nat apresentou
Fij = 0,105 (meios-irmaos) e a Reflo Fj; = 0,284 (irmdos completos) (Tabela 3).

Por meio da distribui¢do dos individuos por classe de distancia, observa-se que na
populacdo Nat (natural), os adultos apresentaram grau de parentesco de meios-irmaos nas
primeira e segunda classes (Fij= 0,186 e 0,150) e a partir da distancia de 10,77 m o valor de Fj
foi reduzido. Os juvenis desta populag@o apresentaram Fjjde 0,112 e 0,115 na primeira e terceira
classes de distancia. Os adultos da populacio Reflo (reflorestada) apresentaram valores de Fj;
de 0,374 e 0,092 na primeira e segunda classe de distancia (até 170,70 m), e os juvenis F;j de
0,303 (irmaos-completos) e 0,034 (Figura 1).

A populagdo Nat apresenta individuos com maior representatividade genética
(adultos = 1,000 e juvenis = 0,967) em comparagdo aos da populacdo Reflo (adultos = 0,757 e
juvenis = 0,789). A populacdo minima vidvel para conservagado in situ em curto e longo prazo
aumentou ao passar das geracdes. Observando os valores em adultos, a populagdo Nat obteve
Nerer =150 = 147 € Nerer =1000 = 978 e a populagdo Reflo Newer =150 = 198 e Nerer 1000 = 1321
(Tabela 3).

6.4. Discussao

Os maiores indices de diversidade genética para a populagdo reflorestada (Reflo) de S.
terebinthifolia indica que a drea foi estabelecida por meio de individuos com alta diversidade
genética. Estes valores de diversidade sdo superiores aos observados para a mesma espécie em
oito fragmentos naturais nos estados de Minas Gerais (He = 0,25), Espirito Santo (He = 0,37) e
Sergipe (He entre 0,24 e 0,49) (ALVARES—CARVALHO et al., 2016).
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Apesar do elevado indice de diversidade genética introduzido na area Reflo, observou-
se uma reduzida diversidade em juvenis, assim como do ndmero de alelos exclusivos, o que
pode levar a perda de alelos de interesse, como aqueles ligados a resisténcia e aos estresses
bidticos e abidticos. Esta reducdo de diversidade genética pode ser resultado do baixo fluxo
génico entre os fragmentos do entorno, contribuindo para o cruzamento ndo aleatério dos
individuos e, consequentemente, para a manutencio da endogamia e coancestria na populacdo
Reflo.

Ao estudar dreas naturais e reflorestadas com Inga vera, observou-se que mesmo
implantando individuos com elevada diversidade genética, os juvenis apresentaram coeficiente
de endogamia igual a F = 0,303. Os autores afirmam que a fragmenta¢do do habitat pode alterar
estratégias reprodutivas em comunidades de plantas e interfere negativamente nas interacdes
planta-polinizador, favorecendo a dispersio de grdos de pdlen em curta distincia. Estas
mudancas podem aumentar a endogamia, levando-se ao cruzamento entre individuos
aparentados (CRUZ NETO et al., 2014).

Os individuos adultos e juvenis da populacdo Nat ndo apresentaram estruturacao
genética espacial a partir de 10,77 m, ndo sendo estes aparentados a partir desta distancia. Esta
constatacdo pode estar relacionada com a presenca de polinizadores e dispersores na area,
contribuindo para uma melhor distribui¢do dos alelos e genétipos, portanto, manutengdo da
diversidade genética (He). Os individuos adultos da populacdo Reflo foram plantados durante
a instalacdo do projeto de reflorestamento, logo esta estruturacdo genética em classe de
distancia ndo € dada de forma natural.

Em juvenis da populacdo Reflo, a ocorréncia de aparentados (irmdos-completos, Fjj =
0,284) foi observada na primeira classe de distancia (14 m), o que é préximo ao encontrado na
area natural. Embora possa ocorrer a presenca de polinizadores e dispersores na drea de
reflorestamento, esta oferta pode ndo ser suficiente, pois ainda ha forte estruturacdo genética
dos individuos juvenis e perda de diversidade genética (Ho, He e Ar). Outro fator que pode
contribuir para estruturacdo genética espacial em espécies dioicas € a presenca de individuos
de um dos sexos em maior quantidade na drea, proporcionando cruzamentos direcionados e,
consequentemente, descendentes aparentados.

O tamanho efetivo populacional (Ne) infere nos efeitos de deriva genética em cada
populacdo nos diferentes estddios de vida. Os adultos da populacdo Nat ndo estdo sofrendo
efeitos de deriva genética. Assim, os 74 individuos da populacdo correspondem a uma
populacdo ideal (panmitica), aquela com cruzamentos aleatérios, sem selecdo, migracgao,
mutagdo, parentesco e endogamia (SEBBENN E SEOANE, 2005). Em juvenis, a presenga de
endogamia e coancestria, mesmo em valores baixos, alterou o Ne. Na populacao Reflo, o efeito
de deriva genética foi menor que em juvenis, inferindo que caso todos atinjam a idade fértil a
representatividade genética dos individuos serd de 78,9%. Os valores encontrados no presente
estudo sdo maiores que os encontrados em um estudo em dreas naturais de Mata Atlantica,
Caatinga e regido de Ecétono do estado de Sergipe, onde foram obtidos Ne de 23, 15 e 42,
respectivamente, o que representa 50% dos individuos de uma populagdo panmitica ideal
(ALVARES-CARVALHO et al., 2015), o que implica na necessidade de conservacio destas
populagoes.

A relacdo entre o tamanho efetivo (Ne) e o tamanho amostral (n) € de fundamental
importancia para o planejamento de estratégias de conservagdo. Quando existe equilibrio entre
os eventos demogréficos, tais como flutuagdes temporais no tamanho da populagdo, presenca
de estruturacio e endogamia dentro das populagdes, diferengas na fertilidade, assincronismo no
florescimento, entre outros, os valores de Ne s@o muito proximos ao nimero de individuos
coletados (LOVELESS e HAMRICK, 1984). Para a populacio Reflo essa relacdo foi mais alta
em juvenis, devido aos menores valores de coancestria e endogamia, em comparagdo com 0s
individuos adultos.

Baseado nos valores recomendados para a conservacdo de populacdes em curto (Ne >
150) e longos prazos (Ne > 1000), ambas as populacdes necessitam de acdes conservacionistas
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para manuten¢do da diversidade genética e contencdo dos efeitos de deriva genética. Em um
estudo com Centrolobium tomentosum, espécie nativa da Mata Atlantica polinizada por
abelhas, também foram observados efeitos negativos da endogamia no tamanho efetivo da
populacdo em adultos e juvenis de remanescentes naturais e em dreas de restauracao. Os autores
atribuiram o fato ao pequeno tamanho da populac¢do, associado a estrutura genética espacial e
ao déficit de servico de polinizagao (SUJII et al., 2017).

E necessario que haja um aumento do fluxo génico entre os fragmentos localizados no
entorno da drea reflorestada permitindo a manutencio da diversidade genética dos individuos
implantados ao longo das geracdes e, consequentemente, a autossustentabilidade do
povoamento. Uma alternativa seria a instalagdo de novos projetos de reflorestamento, mesmo
em menor escala, baseado na conectividade dos fragmentos. Estas novas dreas poderdo atuar
como fontes de alelos, uma vez que poderdo permitir o deslocamento de polinizadores e
dispersores entre os fragmentos e a populacdo reflorestada. Mediante estas acdes, a drea
reflorestada poderd servir como fornecedora de sementes para futuros projetos de
reflorestamento em 4rea de Mata Atlantica, no estado de Sergipe.
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Tabela 1. Frequéncias dos alelos em cincos locos microssatélites de Schinus terebinthifolia
Raddi localizados em diferentes populacdes e em diferentes estddios de desenvolvimento.
Natural (Nat), Reflorestada (Reflo), nimero total de individuos amostrados (IN) e nimero de
individuos heterozigotos (n).

Populacdes
Nat adultos Nat juvenis  Reflo adultos Reflo juvenis
Loco N 74 32 82 121
Saat09 (n) 67 23 72 103
1 - - 0,083 0,150
2 - - 0,410 0,345
3 0,500 0,500 0,417 0,398
4 0,500 0,500 0,090 0,078
5 - - - 0,029
Saatl7 (n) 65 31 71 93
1 - - 0,077 -
2 - - 0,106 -
3 - - 0,127 0,086
4 - - 0,042 0,032
5 0,600 0,258 0,380 0,462
6 - - 0,014 -
7 0,400 0,742 0,254 0,419
Saat47 (n) 66 30 74 105
1 0,152 0,067 0,095 0,090
2 0,470 0,367 0,865 0,857
3 0,379 0,517 - 0,033
4 - 0,033 0,041 0,019
5 - 0,017 - -
Saat55 (n) 69 29 73 119
1 - - 0,123 0,067
2 0,877 0,810 0,678 0,790
3 0,123 0,190 0,199 0,143
Saat25 (n) 71 32 80 117
1 0,007 - 0,025 -
2 0,021 - 0,081 0,051
3 0,394 0,453 0,344 0,274
4 0,063 0,047 0,044 0,094
5 0,049 0,094 0,481 0,547
6 0,007 0,016 - -
7 0,458 0,391 0,025 0,034
N. total de 16 16 73 1
alelos
N. alelos 0 1 3 1

exclusivos
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Tabela 2. Indices médios de diversidade genética para cinco locos microssatélites de Schinus
terebinthifolia Raddi localizados em diferentes populacdes e em diferentes estddios de
desenvolvimento.

Ar Ho He F
Adultos Juvenis Adultos Juvenis Adultos Juvenis Adultos Juvenis
Nat 2,851 3,082 0,501 0,478 0,487 0,483 -0,021 0,027
Reflo 4,343 3,953 0,385 0,374 0,553 0,503 0,310  0,261*
Média 3,597 3,518 0,443 0,426 0,520 0,493 0,145 0,144

Ar: riqueza alélica. Ho: heterozigosidade observada, He: heterozigosidade esperada (diversidade genética de Nei)
e F: coeficiente de endogamia, inferido a partir da estimativa do indice de fixagao.
* Significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 3. Tamanho amostral (n), tamanho efetivo populacional (Ne), relacdo entre o tamanho
efetivo populacional e o tamanho amostral (Ne/n), populacdo minima vidvel com tamanho
efetivo de referéncia PMV (Neref = 150) e PMV (Nerer = 1000) e coeficiente de coancestria (Fj))
das populacdes natural (Nat) e reflorestada (Reflo) de Schinus terebinthifolia Raddi em
populacdo.

Populacdes
Parametros Estadios de vida Nat Reflo
N Adultos 74 82
Juvenis 32 121
Ne Adultos 74,00 62,08
Juvenis 30,95 95,50
Ne/n Adultgs 1,022 0,757
Juvenis 0,967 0,789
PMV Adultos 146,71 198,13
(Nerer = 150) Juvenis 155,08 190,05
PMV Adultos 978,06 1320,87
(Nerer= 1000) Juvenis 1033,92 1267,01
F Adultos -0,035 0,338

Juvenis 0,105 0,284
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Figura 1. Correlogramas do coeficiente de coancestria (Fjj) de Schinus terebinthifolia Raddi,
por classes de distancia, nas populacdes Nat (natural) e Reflo (Reflorestada) em diferentes
estddios de vida. As linhas tracejadas representam o intervalo de confianga, a 95% de
probabilidade.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Embora os remanescentes florestais do estado de Sergipe terem, em maioria, menos que
50 ha, estes fornecem sementes de Erythrina velutina e Schinus terebinthifolia com alta
diversidade genética para projetos de reflorestamento, desde que respeitem os critérios
estabelecidos, tais como a distincia minima entre individuos, evitar arvores isoladas e
individuos aparentados.

O uso dos marcadores ISSR e SSR forneceram informagdes genéticas consistentes das
espécies florestais em dreas naturais e reflorestadas, e a associacdo destes com a MDE permitiu
um direcionamento apropriado quanto aos locais onde deve ser realizada a coleta de sementes
e onde implantar novos projetos utilizando E. velutina. Também foi possivel fazer previsdao dos
impactos sobre a distribui¢do natural da espécie sob cendrios de mudangas climadticas, o que
auxilia na elaboragdo de planos de manejo florestal e conservagao.

Devido a ndo ocorréncia de regenerantes de E. velutina nas parcelas analisadas e a
reducdo da diversidade genética em juvenis de S. terebinthifolia, ¢ recomendado o estudo do
sistema reprodutivo das espécies, uma vez que este permite o entendimento de como pode
ocorrer a troca alélica a cada evento reprodutivo e seu impacto na formagao das populacdes
descendentes. Para E. velutina, o estudo de individuos fora das parcelas poderia fornecer
informacdes mais precisas sobre a diversidade e estrutura genética da espécie na area.

E esperado com o passar dos anos, que a 4rea de reflorestamento continue
restabelecendo a sua dindmica ecoldgica, tornando-se autossustentdvel mediante o aumento do
fluxo génico por dispersores e polinizadores. Isto reforca a importancia da conectividade entre
fragmentos e que as dreas de reflorestamentos podem servir como fontes de alelos entre
fragmentos vizinhos.

Por fim, este trabalho é um dos pioneiros abordando informacdes genéticas sobre dreas
originadas por projetos de reflorestamento para o estado de Sergipe. Logo, € interessante que
novos trabalhos sejam desenvolvidos, abrangendo outras areas reflorestadas do estado e maior
numero de espécies nativas, permitindo verificar se existe a necessidade de elaborar planos de
conservacdo das demais espécies, € assim procurar garantir a execucdo de programas mais
consistentes em termos de restauracao, eficazes em termos diversidade bioldgica e que possam
constituir modelos para demais regides impactadas do Nordeste brasileiro.
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ANEXOS

Protocolo de extracao do DNA de Erythrina velutina e Schinus terebinthifolia

As etapas de obtencdo do DNA foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia
(GENAPLANT) localizado no Departamento de Engenharia Agrondmica da Universidade
Federal de Sergipe.

A extracdo de DNA foi baseada no método descrito por Nienhuis et al., (1995) com
modifica¢des. Foram utilizados 2 g de folhas jovens dos individuos coletados e com o auxilio
de almofariz e pistilo procedeu-se a maceragdo, juntamente com 1.000 uL de tampao CTAB
2% (2% de Brometo de Cetil Trimetil Amdnio - CTAB, 100 mM de Tris (pH 8,0), 20 mM de
EDTA (pH 8,0), 1,4 M de NaCl e 1% de PVP) e 2 uL de B-mercaptoetanol. O material macerado
foi colocado em microtubos com tampa de 2.000 uL e levados ao banho-maria a 65°C por 40
minutos, sendo estes agitados manualmente a cada 10 minutos.

Ap6s o periodo de incubagdo, as amostras passaram por um processo de purificacao
com 1.000 puL de cloroférmio-édlcool isoamilico (24:1). Os tubos foram agitados levemente até
obten¢do de uma emulsdo e, posteriormente, centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos.

O sobrenadante obtido foi coletado e removido, com o auxilio de uma micropipeta, para
um novo microtubo contendo 1.000 puL de dlcool:acetato de amodnia gelado (6:1). As amostras
foram levadas ao freezer por 24 horas para a precipitacdo do DNA, e logo apds centrifugadas a
14.000 rpm por 10 minutos, para a entdo formagdo do precipitado. Em seguida o dlcool:acetato
de amonia foi descartado e o precipitado colocado para secar em temperatura ambiente. Apds
a secagem, este foi solubilizado em 50 pL de TE (Tris HCL 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM).

A qualidade e a concentragdo de DNA de cada amostra foram determinadas em
espectrofotometro (AstraGene Microvolume Spectrophotometer), com base na absorbancia a
260 nm e 280 nm. Apds a determinag@o da concentracdo inicial de DNA, houve a dilui¢do com
TE (Tris-EDTA) deste para uma concentragao trabalho de 5 ng/uL.
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FIGURA 1A. Imagem aérea da localizacdo da drea de reflorestamento misto. # Parcelas
utilizadas para amostragem dos individuos de Schinus terebinthifolia Raddi.

Rio Sao Francisco

8 m  altitude do ponto de visaosr 980/m

FIGURA 2A. Imagem aérea da localizacdo da populacdo natural de Schinus terebinthifolia
Raddi localizada no povoado de Pindoba, Sergipe.
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FIGURA 3A. Estddio atual da drea de estudo, em processo de restauragdo apds 12 anos de
plantio, no municipio de Laranjeiras, Sergipe. A. Vista geral da drea. B. Interior do povoamento.
C. Areas de clareiras no interior do povoamento. D. Desenvolvimento das espécies em linhas
de plantios no interior do povoamento. Fonte: Déda, 2016.

TABELA 1A. Caracteristicas dos cincos pares de microssatélites de Schinus terebinthifolia
Raddi utilizados nas amplificacdes (Willians et al., 2002). pb: tamanho dos alelos e T°a:
temperatura de anelamento dos primers utilizadas neste trabalho.

Locos . .S.equéncias Sequencias T°a
iniciadoras 53’ repetidas °O)
SaatT9 ATTTGGTGAATAGGAGATGTTTTA (AAT)s 200 45
(AF404280) ATTGAAATGTTTGGTTCATAGATA
SaatT17 TTGGGTTAAATTGGTAGGTGT (AAT)13 137 50
(AF404283) AGGGGTAAATGAAATCATCTTAT
SaatT25 GATCATTTGGAAAATAATAATAA (AAD)o 33 50
(AF404285) CGTGCAGAACTTCAATTT (AAT)
SaatT47 CCTCTTAAGGAACTTTTTATTATT (AAT)s 100 50
(AF404287) TTGCTTTTCATTTGTTTATCTTA
SaatT55 AAGGGGTTAAAAAATAATCAAA (AAT)10 167 50

(AF404289)

ACTGGGAAGATAGATTACTTAGAA
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TABELA 2A. Individuos de Erythrina velutina Wild. localizados em area de reflorestamento
misto no municipio de Laranjeiras, Sergipe.

N.individuo  Latitude Longitude  Altura (m) Parcela
01 -10,819452  -37,163151 5,00 12
02 -10,819455 -37,163089 7,00 12
03 -10,819450 -37,163166 2,70 12
04 -10,819412 -37,163063 3,00 12
05 -10,818144 -37,163422 6,00 19
06 -10,818216 -37,163415 6,00 19
07 -10,818139 -37,163219 3,00 19
08 -10,816894 -37,162217 2,30 25
09 -10,816867 -37,162242 2,50 25
10 -10,816859 -37,162341 3,30 25
11 -10,816996 -37,161042 5,00 26
13 -10,819344 -37,161006 3,00 15
14 -10,819775 -37,159211 5,50 30
12 -10,815686 -37,160671 3,00 14
16 -10,819505 -37,159325 9,00 15
15 -10,819641 -37,159402 3,00 15
17 -10,818126 -37,158402 3,30 23
18 -10,818120 -37,157166 5,00 24
19 -10,820544 -37,157135 2,80 11
20 -10,821541 -37,159055 6,50 4
21 -10,823019 -37,160877 6,50 1
22 -10,822960 -37,160790 5,00 1
23 -10,822932  -37,160694 4,80 1
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TABELA 3A. Individuos de Erythrina velutina Wild. localizados nas diferentes populacdes
naturais no estado de Sergipe.

Laranjeiras
N. individuo Latitude Longitude | N.individuo Latitude Longitude
LA1 -10,834163  -37,191194 LA12 -10,841502  -37,194276
LA2 -10,834211 -37,191110 LA13 -10,840349  -37,185696
LA3 -10,834022  -37,191776 LA14 -10,836165  -37,184000
LA4 -10,834111 -37,192103 LA15 -10,835979  -37,183873
LAS -10,834649  -37,192507 LA16 -10,835604  -37,183863
LA6 -10,834286  -37,190822 LA17 -10,835311  -37,183794
LA7 -10,834452  -37,190414 LA18 -10,835174  -37,183676
LAS -10,831963  -37,189230 LA19 -10,834633  -37,183273
LA9 -10,831714  -37,189140 LA20 -10,834750  -37,183071
LA10 -10,833115  -37,189862 LA21 -10,833653  -37,182524
LA1l -10,831617  -37,187515 LA22 -10,829810  -37,179172
Carmopolis

N. individuo Latitude Longitude  N. individuo Latitude Longitude
CAl -10,686949  -37,036223 CAl2 -10,618247  -36,980768
CA20 -10,686827  -37,035221 CAIl3 -10,620669  -36,982833
CA3 -10,686812  -37,037317 CAl4 -10,621389  -36,983268
CA4 -10,686017  -37,036864 CAIlS -10,621969  -36,984204
CAS -10,682896  -37,032585 CAl6 -10,627183  -36,998913
CA6 -10,682812  -37,030506 CA17 -10,677688  -37,036795
CA7 -10,683243  -37,032191 CA18 -10,676329  -37,036248
CAS8 -10,682544  -37,033231 CA19 -10,676190  -37,035721
CA9 -10,673748  -37,028763 CA20 -10,674508  -37,035851
CA10 -10,672373  -37,028380 CA21 -10,675875  -37,035506

CAll -10,670866  -37,027699

Santana do Sao Francisco

N. individuo Latitude Longitude  N. individuo Latitude Longitude
SF1 -10,305028  -36,593226 SF7 -10,304864  -36,592641
SF2 -10,305167  -36,593553 SF8 -10,304583  -36,592457
SF3 -10,305271 -36,593697 SF9 -10,304427  -36,592309
SF4 -10,305323  -36,593819 SF10 -10,304938  -36,591254
SF5 -10,305331 -36,593853 SF11 -10,305121  -36,590833
SF6 -10,305229  -36,593507 SF12 -10,302757  -36,591729
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Pinhao

Individuo Latitude Longitude Individuo Latitude Longitude
PI1 -10,543846  -37,642969 PI12 -10,563419  -37,771557
PI2 -10,563042  -37,753173 PI13 -10,564895  -37,773294
PI3 -10,562786  -37,753298 PI14 -10,564711  -37,773511
PI4 -10,565355  -37,767027 PI15 -10,568621  -37,774955
PI5 -10,565272  -37,767349 PI16 -10,568777  -37,775025
PI6 -10,565251 -37,767569 PI17 -10,568614  -37,775295
P17 -10,565162  -37,766739 PI18 -10,568924  -37.,774747
PI8 -10,564883  -37,768521 PI19 -10,568949  -37.,774667
PI9 -10,565050  -37,768544 PI20 -10,565605  -37,765149
PI10 -10,564654  -37,772163 PI21 -10,546401  -37,650549
PI11 -10,563820  -37,772409

Lagarto

Individuo Latitude Longitude Individuo Latitude Longitude
LRI -10,910933  -37,618259 LR6 -10,920268  -37,655225
LR2 -10,910928  -37,618250 LR7 -10,972790  -37,601172
LR3 -10,910740  -37,622287 LRS8 -10,972789  -37,601172
LR4 -10,915009  -37,648953 LR9 -11,044077  -37,509095
LR5 -10,919777  -37,654432
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TABELA 4A. Individuos adultos de Schinus terebinthifolia Raddi localizados em édrea natural
no povoado Pindoba, Nedpolis, Sergipe.

in diI\\/I1; Juo Latitude Longitude A(lrtrlll)r 4 i dil\\;; Juo Latitude Longitude A(lrtrlg a
01 -10,277483 -36,707902 2,35 38 -10,277367 -36,707954 3,10
02 -10,277456  -36,707920 2,25 39 -10,277475 -36,707979 4,65
03 -10,277457 -36,707929 2,75 40 -10,277475 -36,707979 3,80
04 -10,277439  -36,707912 2,87 41 -10,277484 -36,707992 3,70
05 -10,277416  -36,707908 2,65 42 -10,277430 -36,707991 2,80
06 -10,277453  -36,707922 2,65 43 -10,277355 -36,707975 3,00
07 -10,277456  -36,707922 2,80 44 -10,277351 -36,707976 3,20
08 -10,277468  -36,707921 2,20 45 -10,277344 -36,707975 2,50
09 -10,277473  -36,707926 4,20 46 -10,277347 -36,707980 2,33
10 -10,277455 -36,707913 3,17 47 -10,277345 -36,707981 2,60
11 -10,277443  -36,707873 2,07 48 -10,277360 -36,708053 2,25
12 -10,277481 -36,707968 6,13 49 -10,277342  -36,708053  2.85
13 -10,277471 -36,707934 3,48 50 -10,277270 -36,708003 2,70
14 -10,275899 -36,706776 3,54 51 -10,277273 -36,708041  2.85
15 -10,277429 -36,707954 3,05 52 -10,277262 -36,708039 3,70
16 -10,277440 -36,707992 5,40 53 -10,277258 -36,708033 3,00
17 -10,277449 -36,707993 3,30 54 -10,277286 -36,708037 292
18 -10,277469 -36,707958 6,70 55 -10,277284 -36,708035 4,00
19 -10,277497 -36,707971 2,90 56 -10,277287 -36,708035 4,62
20 -10,277485 -36,707965 6,30 57 -10,277294 -36,708047 3,75
21 -10,277498 -36,708007 2,50 58 -10,277293 -36,708041 3,35
22 -10,277509 -36,708017 2,30 59 -10,277286 -36,708036 5,50
23 -10,277494  -36,708051 6,10 60 -10,277284 -36,708030 2,85
24 -10,277451 -36,708113 6,50 61 -10,277227 -36,708082 4,80
25 -10,277405 -36,708059 8,50 62 -10,277272 -36,708092 4,85
26 -10,277341 -36,708020 10,00 63 -10,277275 -36,708054 3,88
27 -10,277344  -36,708005 2,78 64 -10,277277 -36,708055 4,15
28 -10,277448 -36,707988 4,70 65 -10,277279 -36,708047 3,58
29 -10,277449  -36,707982 4,85 66 -10,277264 -36,708042 4,31
30 -10,277311  -36,707934 2,87 67 -10,277291 -36,708008 4,61
31 -10,277351  -36,707965 2,22 68 -10,277287 -36,708043 2,20
32 -10,277387 -36,707951 3,10 69 -10,277287 -36,708043 3,81
33 -10,277396  -36,707968 3,25 70 -10,277304 -36,708059 3,00
34 -10,277393  -36,707969 3,05 71 -10,277252 -36,708058 3,50
35 -10,277393  -36,707969 2,80 72 -10,277250 -36,708077 4,60
36 -10,277362  -36,707920 4,00 73 -10,277302 -36,708074 2,90
37 -10,277357 -36,707917 4,20 74 -10,277247 -36,708056 26,58
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TABELA 5A. Individuos juvenis de Schinus terebinthifolia Raddi localizados em area natural
no povoado Pindoba, Nedpolis, Sergipe.

N. individuo Latitude Longitude  Altura (m)
01 -10,277480 -36,707887 1,90
02 -10,277413  -36,707946 1,26
03 -10,277399  -36,707995 2,00
04 -10,277467 -36,707941 1,10
05 -10,277431 -36,707962 1,20
06 -10,277431  -36,707960 1,50
07 -10,277429  -36,707960 1,80
08 -10,277513  -36,708001 1,40
09 -10,277501 -36,707947 1,70
10 -10,277500 -36,707948 1,00
11 -10,277495 -36,707971 1,40
12 -10,277497 -36,708035 1,60
13 -10,277480 -36,708032 1,25
14 -10,277470  -36,708055 0,90
15 -10,277406  -36,708125 0,50
16 -10,277408 -36,708114 0,70
17 -10,277415  -36,708121 0,50
18 -10,277422  -36,708118 0,35
19 -10,277425 -36,708115 0,35
20 -10,277425 -36,708115 0,42
21 -10,277425 -36,708114 0,35
22 -10,277361  -36,707999 1,70
23 -10,277425 -36,707984 0,65
24 -10,277395  -36,707953 0,25
25 -10,277428 -36,707984 1,90
26 -10,277428 -36,707984 1,90
27 -10,277361 -36,708054 0,70
28 -10,277342  -36,708057 0,65
29 -10,277296  -36,708040 1,95
30 -10,277313  -36,708086 1,55
31 -10,277287 -36,708007 1,70
32 -10,277307 -36,708092 1,20
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TABELA 6A. Individuos adultos de Schinus terebinthifolia Raddi localizados na drea de reflorestamento misto no municipio de Laranjeiras, Sergipe.

Parcela N. individuo Latitude Longitude  Altura (m) | Parcela  N. individuo Latitude Longitude  Altura (m)
01 01 -10,823034 -37,160709 7,70 17 27 -10,819197 -37,157101 10,50
01 02 -10,823163 -37,160787 6,18 17 28 -10,819294 -37,157009 11,80
01 03 -10,823111 -37,160704 8,58 17 29 -10,819221 -37,157024 9,40
01 04 -10,823090 -37,160645 6,93 19 30 -10,818154 -37,163358 8,10
01 05 -10,823167 -37,160803 5,77 19 31 -10,818248 -37,163379 7,90
01 06 -10,823143 -37,160870 7,63 19 32 -10,818336 -37,163275 9,20
01 07 -10,823175 -37,160823 5,49 19 33 -10,818290 -37,163299 12,10
14 08 -10,819315 -37,161057 6,50 19 34 -10,818269 -37,163292 10,50
14 09 -10,819285 -37,161079 6,40 19 35 -10,818143 -37,163310 7,20
14 10 -10,819394 -37,161107 6,90 19 36 -10,818079 -37,163244 11,80
14 11 -10,819379 -37,160996 8,80 19 37 -10,818146 -37,163199 11,90
14 12 -10,819417 -37,160967 7,60 19 38 -10,818154 -37,163193 11,20
14 13 -10,819452 -37,160938 7,30 19 39 -10,818229 -37,163154 8,50
14 14 -10,819500 -37,161037 8,60 19 40 -10,818240 -37,163153 8,40
14 15 -10,819475 -37,160917 9,60 19 41 -10,818195 -37,163153 8,10
15 16 -10,819621 -37,159343 7,00 19 42 -10,818236 -37,163179 9,30
15 17 -10,819689 -37,159352 6,00 19 43 -10,818269 -37,163233 7,30
15 18 -10,819683 -37,159187 8,20 19 44 -10,818252 -37,163258 9,50
15 19 -10,819593 -37,159242 12,10 21 45 -10,818172 -37,160925 7,90
15 20 -10,819550 -37,159185 11,70 21 46 -10,818244 -37,160867 7,50
15 21 -10,819560 -37,159114 5,00 21 47 -10,818208 -37,160809 8,90
15 22 -10,819646 -37,159134 11,20 21 48 -10,818241 -37,160805 8,10
17 23 -10,819230 -37,157268 6,60 21 49 -10,818094 -37,160829 8,20
17 24 -10,819246 -37,157180 6,70 21 50 -10,818065 -37,160817 9,90
17 25 -10,819283 -37,157128 7,60 21 51 -10,818081 -37,160749 7,80
17 26 -10,819311 -37,157125 10,60 21 52 -10,818150 -37,160735 6,80




TABELA 6A. Continuagio...

Parcela N. individuo Latitude Longitude  Altura (m) | Parcela  N. individuo Latitude Longitude  Altura (m)
21 53 -10,818137 -37,160714 8,40 30 68 -10,815625 -37,160880 5,50
21 54 -10,818198 -37,160693 8,70 30 69 -10,815643 -37,160896 5,20
21 55 -10,818290 -37,160767 8,00 30 70 -10,815568 -37,160793 5,50
21 56 -10,818183 -37,160756 9,70 30 71 -10,815602 -37,160777 9,30
22 57 -10,818113  -37,159690 8,80 30 72 -10,815623 -37,160838 10,40
22 58 -10,818123 -37,159671 9,20 30 73 -10,815698 -37,160803 6,70
22 59 -10,818092 -37,159640 11,20 30 74 -10,815724 -37,160811 7,50
22 60 -10,818146 -37,159624 8,50 30 75 -10,815699 -37,160738 8,60
22 61 -10,818023 -37,159632 8,90 30 76 -10,815643 -37,160754 9,30
22 62 -10,818069 -37,159592 12,20 30 77 -10,815612 -37,160733 6,70
22 63 -10,818144 -37,159530 12,40 30 78 -10,815589 -37,160733 7,30
22 64 -10,818066 -37,159523 17,00 30 79 -10,815627 -37,160708 5,90
22 65 -10,818076 -37,159480 9,00 30 80 -10,815637 -37,160702 4,60
22 66 -10,818062 -37,159471 13,80 30 81 -10,815714 -37,160686 9,20
30 67 -10,815593 -37,160897 6,50 30 82 -10,815713 -37,160678 7,40
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TABELA 7A. Individuos juvenis de Schinus terebinthifolia Raddi localizados na drea de reflorestamento misto no municipio de Laranjeiras, Sergipe.

Parcela  N. individuo Latitude Longitude  Altura (m) | Parcela  N. individuo Latitude Longitude  Altura (m)
01 1 -10,823079 -37,160714 2,45 01 27 -10,822929 -37,160651 2,09
01 2 -10,823143 -37,160719 0,65 01 28 -10,822915 -37,160634 3,00
01 3 -10,823113 -37,160762 2,14 01 29 -10,822883 -37,160635 2,46
01 4 -10,823090 -37,160799 0,77 01 30 -10,822895 -37,160639 0,98
01 5 -10,823176 -37,160776 2,60 14 31 -10,819365 -37,161081 0,56
01 6 -10,823178 -37,160781 3,10 14 32 -10,819365 -37,161082 0,56
01 7 -10,823163 -37,160796 2,14 14 33 -10,819463 -37,161061 0,43
01 8 -10,823052 -37,160827 0,66 14 34 -10,819450 -37,161058 0,26
01 9 -10,823041 -37,160816 4,10 14 35 -10,819447 -37,161056 0,45
01 10 -10,823033 -37,160778 0,46 14 36 -10,819441 -37,161048 0,56
01 11 -10,823026 -37,160781 1,77 14 37 -10,819440 -37,161044 0,39
01 12 -10,823024 -37,160784 1,31 14 38 -10,819425 -37,161041 0,37
01 13 -10,823012 -37,160727 2,63 14 39 -10,819514 -37,160983 0,75
01 14 -10,823043 -37,160709 0,89 14 40 -10,819516 -37,160978 0,74
01 15 -10,823020 -37,160730 1,96 14 41 -10,819515 -37,160963 0,82
01 16 -10,823094 -37,160668 3,20 14 42 -10,819560 -37,160948 0,72
01 17 -10,823038 -37,160659 0,78 15 43 -10,819578 -37,159336 0,58
01 18 -10,822982 -37,160695 3,80 15 44 -10,819579 -37,159329 0,42
01 19 -10,822978 -37,160694 5,00 15 45 -10,819544 -37,159316 0,58
01 20 -10,823027 -37,160723 1,18 15 46 -10,819506 -37,159292 0,55
01 21 -10,822948 -37,160693 0,58 15 47 -10,819502 -37,159285 0,38
01 22 -10,822986 -37,160686 1,13 15 48 -10,819502 -37,159276 0,84
01 23 -10,822935 -37,160712 1,13 15 49 -10,819509 -37,159268 0,56
01 24 -10,822985 -37,160704 0,72 15 50 -10,819514 -37,159266 0,31
01 25 -10,822881 -37,160710 0,55 15 51 -10,819550 -37,159248 0,46
01 26 -10,822887 -37,160640 4,50 15 52 -10,819705 -37,159070 0,71




TABELA 7A. Continuagio...

Parcela  N. individuo Latitude Longitude  Altura (m) | Parcela  N. individuo Latitude Longitude  Altura (m)
15 53 -10,819714 -37,159106 2,70 21 78 -10,818193 -37,160823 0,21
15 54 -10,819711 -37,159102 0,68 21 79 -10,818191 -37,160824 0,40
15 55 -10,819709 -37,159099 4,30 21 80 -10,818179 -37,160819 0,26
17 56 -10,819242 -37,157222 0,64 21 81 -10,818154 -37,160993 0,22
17 57 -10,819428 -37,157107 0,52 21 82 -10,818171 -37,160955 0,45
17 58 -10,819270 -37,157135 0,23 21 83 -10,818178 -37,160942 0,37
17 59 -10,819283 -37,157119 0,56 21 84 -10,81816  -37,160924 0,49
17 60 -10,819299 -37,157108 0,23 21 85 -10,818088 -37,160901 0,23
17 61 -10,819284 -37,157106 0,23 22 86 -10,818068 -37,159545 0,31
17 62 -10,819282 -37,157078 0,20 22 87 -10,818064 -37,159567 0,50
19 63 -10,818222 -37,163223 0,78 22 88 -10,81806  -37,159561 0,57
19 64 -10,818233 -37,163224 0,74 22 89 -10,818060 -37,159559 0,69
19 65 -10,818235 -37,163224 0,58 22 90 -10,818056 -37,159551 0,40
19 66 -10,818136 -37,163163 0,20 22 91 -10,817990 -37,159504 0,32
19 67 -10,818147 -37,163138 0,69 22 92 -10,817953 -37,159444 0,40
19 68 -10,818164 -37,163131 0,70 22 93 -10,817957 -37,159444 0,37
19 69 -10,818195 -37,163146 2,33 30 94 -10,815610 -37,160870 0,09
19 70 -10,818202 -37,163151 2,64 30 95 -10,815610 -37,160875 0,14
19 71 -10,818207 -37,163149 0,25 30 96 -10,815607 -37,160879 0,18
19 72 -10,818226 -37,163145 0,30 30 97 -10,815607 -37,160882 0,09
19 73 -10,818225 -37,163146 0,19 30 98 -10,815588 -37,160833 0,12
19 74 -10,818183  -37,16337 0,70 30 99 -10,815688 -37,160834 0,26
21 75 -10,818241 -37,16092 0,86 30 100 -10,815736 -37,160811 0,09
21 76 -10,818206 -37,160914 0,51 30 101 -10,815676 -37,160766 0,28
21 77 -10,818187 -37,160816 0,61 30 102 -10,815705 -37,160779 0,19
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TABELA 7A. Continuagio...

Parcela  N. individuo Latitude Longitude  Altura (m) | Parcela  N. individuo Latitude Longitude  Altura (m)
30 103 -10,815675 -37,160802 0,40 30 113 -10,815671 -37,160727 0,11
30 104 -10,815648 -37,160754 0,22 30 114 -10,815661 -37,160711 0,17
30 105 -10,815640 -37,160777 0,21 30 115 -10,815723  -37,160745 0,15
30 106 -10,815596 -37,160759 0,09 30 116 -10,815754 -37,160766 0,24
30 107 -10,815601 -37,160761 0,09 30 117 -10,815747 -37,160719 0,15
30 108 -10,815577 -37,160765 0,16 30 118 -10,815754 -37,160720 0,16
30 109 -10,815585 -37,160753 0,09 30 119 -10,815742 -37,160735 0,25
30 110 -10,815586 -37,160724 0,13 30 120 -10,815738 -37,160749 0,11
30 111 -10,815585 -37,160726 0,07 30 121 -10,815713  -37,160745 0,11
30 112 -10,815657 -37,160717 0,18
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ABSTRACT. Erythrina velurina Willd. (Fabaceae: Papillionoideac) is
a pioncer species found in tropical and subtropical regions of the world
that has medicinal properties and that is used in reforestation projects.
This species is rare in some arcas of northeastern Brazil. This study
aimed to characterize and compare genetic structures of natural and
restored populations of E. velurina, with a focus on the selection of
tree seeds. A total of 108 individuals from five natural populations and
one restored population were analyzed using ISSR markers, resulting
in 407 polymorphic fragments. A high rate of polymorphism was
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