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RESUMO

A Mata Atlantica brasileira (MAB) € um dos biomas mais ricos em termos de
biodiversidade, e constitui um mosaico de diversos tipos de vegetagdo e ecossistemas ao
longo da costa litordnea. A palmeira Euterpe edulis Mart. (Arecaceae) € endémica deste
bioma ocorrendo desde o estado da Bahia até o Rio Grande do Sul. A espécie é comum,
conhecida popularmente como palmito-jucara, e se encontra ameacada pelo extrativismo
ilegal, além da fragmentacédo de seu habitat. Estudos recentes sobre a origem e evolucao desse
bioma sugerem a hipotese de que algumas areas da MAB podem ter servido como refagios
durante os periodos glaciais do Pleistoceno. O presente estudo investigou a filogeografia de E.
edulis baseando-se no polimorfismo de regides do DNA plastidial e nuclear para avaliar o
grau de estrutura genética ao longo da MAB e sua relacdo com a hipdtese de refugios glaciais
para a Mata Atlantica. Com este proposito foram analisadas dezesseis populacdes dispersas ao
longo da distribuicdo da espécie. As amostras tiveram seu DNA extraido, e trés espacadores
plastidiais e um gene nuclear foram amplificados pela técnica de PCR. Apos a anélise de
qualidade das sequéncias, foram identificados dez polimorfismos para o cpDNA, definindo
dez haplétipos, e dez polimorfismos para gene nuclear, definindo quinze haplétipos. Uma
analise Bayesiana populacional das 16 populagdes com os dados combinados identificou
quatro grupos filogeograficos distintos: “Bahia” (BA), “Espirito Santo” (ES), “Rio de
Janeiro” (RJ) e “Sul” (Sul). Os haplotipos de cpDNA mostraram maior estruturacao
populacional em relacdo aos haplétipos do gene nuclear, que apresentou, inclusive, haplo6tipos
compartilhados entre os grupos. Em termos quantitativos, o Fsr entre grupos para o cpDNA
foi de 0,79, e apenas 0,21 para o gene nuclear. De maneira geral, diferentes testes de
neutralidade ndo demonstraram evidéncias de expansdo populacional de maneira consistente.
Considerando os quatro grupos filogeograficos, a arvore filogenética mais suportada pelos
dados separa um clado ao norte com os grupos BA e ES, e um clado ao sul com os grupos RJ
e Sul, e sugere uma divergéncia recente entre as populacdes, sendo a raiz estimada em ~14
mil anos atras (entre ~6,5 e 25 mil anos atras) datando do Pleistoceno. Esses resultados séo
compativeis com a interpretacao de quatro regides de estabilidade (reflgios) para essa especie
ao longo de sua distribuicdo, e apoiam a interpretacdo de que o Ultimo maximo glacial pode

ter tido um papel na fragmentacéo de populagdes florestais ao longo da MAB.

Palavras-chave: filogeografia, Euterpe edulis, refugios glaciais, Mata Atlantica

brasileira.



ABSTRACT

The Brazilian Atlantic Forest (BAF) is one of the richest biomes in terms of
biodiversity, and constitutes a mosaic of diverse vegetation types and ecosystems along the
coast. The palm Euterpe edulis Mart. (Arecaceae) is endemic to this biome occurring from the
state of Bahia to Rio Grande do Sul. The species is common, popularly known as palmito-
jucara, and is currently threatened by illegal extractivism, as well as habitat fragmentation.
Recent studies on the origin and evolution of the biome suggest the hypothesis that some BAF
areas may have served as refuges during the Pleistocene glacial periods. The present study
investigated the phylogeography of E. edulis based on the DNA polymorphism in plastid and
nuclear regions to evaluate the degree of genetic structure along the BAF and its relationship
with the hypothesis of glacial refuges in the BAF. With this purpose, we analyzed sixteen
populations dispersed along the distribution of the species. Samples had their DNA extracted,
and three plastid spacers and one nuclear gene were amplified by the PCR technique.
Following the quality control of the sequences, we identified ten polymorphisms for copDNA
that defined ten haplotypes, and ten polymorphisms for the nuclear gene that defined fifteen
haplotypes. A Bayesian population analysis for the 16 populations with the combined data
identified four distinct phylogeographic groups: "Bahia™ (BA), "Espirito Santo" (ES), "Rio de
Janeiro” (RJ) and "South™ (Sul). CpDNA haplotypes showed greater population structure
when compared to the haplotypes of the nuclear gene, which, in addition, showed shared
haplotypes among the groups. In quantitative terms, the Fsr among groups for the cpDNA
was 0.79, and only 0.21 for the nuclear gene. Overall, different neutrality tests did not showed
consistent evidence of population expansions. Regarding the four phylogeographic groups,
the most supported phylogenetic tree separates a northern clade, with groups BA and ES, and
a southern clade with groups RJ and Sul, suggesting a recent divergence among populations,
with the root estimated at ~14 thousand years ago (between ~ 6.5 and 25 thousand years ago),
in the Pleistocene. These results are compatible with the interpretation of four stability regions
(refuges) for this species throughout its distribution, and support the interpretation that the last
glacial maximum may have played a role in the fragmentation of forest populations
throughout the BAF.

Key words: phylogeography, Euterpe edulis, glacial refuges, Brazilian Atlantic Forest.
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1. INTRODUCAO

A Mata Atléntica brasileira (MAB) é considerada um dos maiores hotspots de
biodiversidade do mundo gracas a sua ampla distribuicdo e heterogeneidade em termos de
clima e vegetagdo, contendo milhares de espécies de plantas e animais, muitos dos quais sdo
endémicos da regido (Myers et al., 2000; Mittermeier et al., 2005). Dessa forma, a MAB
consiste em um mosaico de formagdes vegetais que abrigam ecossistemas ricos em
biodiversidade. O agrupamento destes diferentes ecossistemas nao tem valor cientifico, mas
de certo modo é benéfico sob o ponto de vista conservacionista, j& que todo o conjunto de
formacbes legalmente consideradas no Dominio Atlantico tem protecdo assegurada pela
legislacdo (Tonhasca, 2005).

Atualmente, remanescentes da MAB representam menos de 11,5% de sua extenséo
original, sendo representada por fragmentos de matas dispersos ao longo da costa litoranea
brasileira (desde o Rio Grande do Sul até o Rio Grande do Norte) alcancando ainda a
Argentina e o Paraguai (Pinto & Brito, 2005; Galindo-Leal & Cémara, 2005). E um dos
biomas mais devastados e mais seriamente ameacados do planeta, pois sofre interferéncia de
sucessivos processos de exploracdo econémica desde a época da colonizacdo européia ate,
mais recentemente, as expansdes das areas urbanas e industriais. Cerca de 1,5 bilhdes de
pessoas vivem em suas areas urbanas e rurais, e cerca de um quarto delas vive em extrema
pobreza (Galindo-Leal & Camara, 2005; Liebsch et al., 2008).

A continua perda de biodiversidade na MAB causada pelo constante processo de
degradacdo de seus habitats pode trazer consequéncias terriveis, como a perda de
ecossistemas, populacdes, e espécies Unicas, bem como a prépria variabilidade genética que
abrigam (Galindo-Leal & Céamara, 2005). A variabilidade genética é reconhecida como um
componente fundamental da biodiversidade (Moritz & Faith, 1998), e todo estudo que possa
fornecer informacOes a respeito de populacbes fragmentadas ou isoladas, € uma importante

ferramenta para estratégias de conservacéo (Haig, 1998; Avila-Diaz & Oyama, 2007).

Pouco se conhece dos processos que originaram essa diversidade e os padrdes de
endemismo do bioma. A hipdtese mais antiga sobre a origem dessa diversidade esta baseada
no modelo classico de reflgios florestais no Pleistoceno (Haffer, 1969; Vanzolini & Williams,
1981) que supde que as mudancas climaticas causadas pelos ciclos glaciais teriam promovido
separacdo das populagBes como consequéncia da regressao, fragmentacdo e expansdo da
floresta (Hewitt, 2000; Camara, 2005; Silva & Casteletti, 2005). Mais recentemente, estudos
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utilizando modelagem de nicho ecolégico nas condigdes climéticas estimadas para o Ultimo
maximo glacial, sugeriram que algumas areas da MAB podem ter servido como “refagios”
durante os ciclos glaciais (Carnaval & Moritz, 2008). Esses refligios propostos parecem estar
relacionados com as zonas de maior biodiversidade e endemismo desse bioma. A existéncia
de multiplos refugios também poderia explicar a grande heterogeneidade na distribuicdo de
espécies e de linhagens genéticas na Mata Atlantica.

Estudos filogeograficos com espécies endémicas da MAB representam um 6timo
modelo de estudo para testar a hipotese de refugios (e. g. Carnaval et al., 2009). Porém, o
numero de trabalhos envolvendo espécies locais ainda € relativamente limitado, especialmente
levando em conta estudos com plantas (Moritz et al., 2000; Turchetto-Zolet et al., 2013).
Descontinuidades filogeograficas dentro da MAB ja foram sugeridas para diferentes grupos
de organismos, como por exemplo: morcegos (Martins et al., 2009), abelhas (Batalha-Filho et
al., 2010), répteis (Pellegrino et al., 2005; Grazziotin et al., 2006), anfibios (Carnaval et al.,
2009; Thome et al., 2010), aves (Cabanne et al., 2007, 2008), macacos (Harris et al.,2005),
preguicas (Moraes-Barros et al., 2006) e plantas (Ribeiro et al., 2010). Entretanto, de maneira
geral, o padrdo de diversificacdo das diferentes linhagens parece ser bastante diverso para ser
explicado majoritariamente por eventos associados a teoria dos refugios climaticos, tanto em
relacdo a profundidade temporal das diferencas entre grupos filogeograficos quanto em
relacdo a localizacdo desses supostos reflgios (revisado em Turchetto-Zolet et al., 2013).
Além disso, embora novos métodos de sequenciamento de DNA tenham trazido uma relativa
diminuicdo dos custos dessa metodologia, os estudos filogeograficos ja realizados na regido
Neotripical foram majoritariamente restritos a um Unico marcador (tipicamente o DNA
mitocondrial no caso de animais, e 0 DNA de cloroplasto — cpDNA — no caso de plantas;
Turchetto-Zolet et al., 2013) — embora esse seja padrdo ndo seja restrito aos estudos da regido
Neotropical (Avise, 2008). Sabe-se, porém, que a historia da espécie ndo pode ser
acuradamente refletida por um Unico marcador genético (Edwards & Beerli, 2000), sendo
fundamental que novos trabalhos utilizem outros marcadores para auxiliar na identificacdo de
areas com alta variabilidade genética e manutencéo do potencial evolutivo das espécies, além
de serem valiosos para identificar linhagens genéticas com historias evolutivas unicas (Byrne,
2003).

A palmeira Euterpe edulis Mart. (Arecacea) € uma espécie endémica da Mata
Atlantica, ocorrendo ao longo do litoral desde a Bahia até o Rio Grande do Sul (Reis & Reis,

2000), e em porgdes de floresta no interior do sul do pais. E a Unica espécie do género com
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distribuicdo ndo-Amazonica (Henderson, 2000). E conhecida por diversos nomes populares,
0s mais conhecidos sdo palmeira jucara, palmiteiro e palmito-doce (Reis & Reis, 2000). E
uma planta de um dnico tronco que germina na sombra e parece se reproduzir melhor dentro
do ambiente florestal abaixo do dossel alcancando até 20 metros de altura (Orlande et al.,
1996).

A espécie ja foi considerada como a palmeira dominante do ecossistema (Henderson et
al., 1995), mas atualmente encontra-se ameagada pelas acdes antrépicas e fragmentagdo do
habitat (MMA, 2008). O meristema comestivel a torna um alvo do extrativismo ilegal gracas
a seu alto valor comercial (Galetti & Fernandez, 1998). Para colher o palmito de E. edulis o
meristema do tronco é cortado, o que causa a morte da planta. A exploracdo descontrolada da
espécie sem preocupacao com a sustentabilidade dessa atividade em longo prazo causou um
forte declinio das populagfes naturais dessa espécie (Reis & Reis, 2000). A exploracéo ilegal
do palmito traz também diversos problemas ecoldgicos, pois os frutos da jucara sdo
consumidos por varias espécies de animais (Reis & Kageyama, 2000). Embora atualmente
estima-se que o Acai (E. oleraceae) responda por 90% da producdo do palmito brasileiro
(Martins & Lima, 1999), a presséo sobre as populacfes naturais de E. edulis permanece, uma
vez que a extracdo ilegal representa uma alternativa de ganho financeiro para familias de
baixa renda (Reis & Reis, 2000).

Diversos estudos foram realizados sobre 0 manejo sustentavel da espécie, bem como a
avaliacdo do potencial da exploracdo ndo apenas do palmito, mas também do fruto da espécie
(Martins, 2008), como uma fonte de renda alternativa para as populac¢des locais. Um ponto
importante para 0 manejo sustentavel, em termos de conservacdo, € a caracterizacdo da
diversidade genética presente nas populacdes remanescentes da espécie. O que pode revelar
populacbes isoladas ou estoques genéticos Unicos que merecam atencdo especial para

conservacao.

A variabilidade genética das populacBes do palmiteiro vem sendo estudada ha algum
tempo. Porém a maioria dos trabalhos tem um carater regional. Por exemplo, Conte et al.
(2006) compararam a diversidade genética em populagdes naturais e manejadas no estado de
Santa Catarina, e concluiram que a variabilidade genética ndo parece ter diminuido com a
exploragdo da espécie. Porém o impacto de diferentes sistemas de manejo sobre a diversidade
geneética dessa espécie é completamente desconhecido para outras regides, e pode variar

bastante dependendo dos sistemas de manejo empregados. Mais abrangente em termos
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geogréficos € o trabalho de Cardoso et al. (2000), que utilizaram marcadores AFLP para
comparar populagdes distribuidas ao longo da floresta ombroéfila densa desde a Bahia até o
Parana. Eles concluiram que a relacdo entre as populacdes parece se adequar a um modelo de
isolamento por distancia talvez influenciado por uma possivel histéria de fragmentacdo dessa
vegetacdo durante o Pleistoceno. Como reconhecido pelos préprios autores (Cardoso et al.,
2000), é possivel que a utilizacdo de outros marcadores genéticos possa contribuir para uma

visdo mais clara sobre o relacionamento historico das populacfes dessa especie.

2. OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo investigar a filogeografia do palmiteiro E. edulis
baseando-se no polimorfismo de regides do cpDNA e do DNA nuclear para avaliar o grau de
estrutura genética ao longo da Mata Atlantica e o quanto esses resultados se adequam a
hipotese de reflgios da Mata Atlantica proposta por Carnaval e Moritz (2008). Os objetivos

especificos sdo:

a) Caracterizar os principais grupos filogeogréficos para essa espécie ao longo de sua
distribuicéo;

b) Quantificar o grau de variabilidade genética e de estrutura populacional entre os
grupos filogeograficos;

c) Testar se ha evidéncias de crescimento populacional para cada um dos grupos
filogeogréficos;

d) Estimar o tempo de divergéncia entre os grupos filogeogréaficos.

3. MATERIAL E METODOS

A Tabela 1 apresenta a origem das populacfes de E. edulis utilizadas nesse estudo.
Para treze populactes, amostras de DNA foram obtidas junto ao Banco de DNA de Espécies
da Flora Brasileira do Jardim Botéanico do Rio de Janeiro (JBRJ), incluindo populacdes
distribuidas desde a Bahia até o Parana. As amostras de DNA que compdem a colecdo sdo
obtidas de folhas jovens, imediatamente secas em silica gel, ou coletadas em nitrogénio
liqguido. O DNA celular total foi extraido atraves do método descrito por Doyle & Doyle

(1987), com pequenas modificacdes, produzindo amostras puras o suficiente para ndo inibir
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tratamentos enziméticos. Sua quantidade e qualidade sdo avaliadas através de eletroforese em
gel de agarose e por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (Sambrook & Russell,
2001). Outras trés populacdes localizadas no estado do RS e ja caracterizadas no Herbario
ICN foram coletadas pelo Prof. Nelson J. R. Fagundes em 2008 a partir de folhas, sendo
pulverizadas no almofariz contendo nitrogénio liquido com o auxilio de um pildo e
armazenadas em tubos eppendorf a temperatura de -20 °C. A extracdo de DNA dessas
amostras foi realizada em 2014 a partir do kit PureLink® Genomic DNA (Invitrogen),
utilizado conforme as instrucdes do fornecedor. O DNA extraido e os obtidos com o Banco de

DNA do JBRJ foram quantificados no Picodrop e armazenados a temperatura de -20 °C.

Tabela 1: Populacbes de Euterpe edulis estudadas com devidos codigos de populacéo e

coordenadas geogréficas.

Populacao Localidade Grupo Coordenadas
1 Uruguca (Distrito de Serra Grande) - BA 14°26'20"S/39°01'45"0
2 Ilhéus (Mata da Esperanca) - BA Bahia (BA)  14°47'00"S/39°04'00"0O
3 Caraibuna (Reserva Bioldgica de Una) - BA 15°12'00"S/39°05'00"0O
4 Linhares (Reserva Natural Vale do Rio Doce) - ES Espirito 19°12'00"S/40°02'00"O
5 Santa Teresa (Estagdo Bioldgica de Santa Lucia) - ES Santo (ES) 19°58'00"S/40°32'17"0
6 Santa Maria Madalena (Entorno do PE do Desengano) - RJ 21°59'00"S/41°58'00"0
7 Magé (EE do Paraiso) - RJ Rio de 22°30'00"S/42°54'00"0
8 Rio de Janeiro (PN da Tijuca, Archer) - RJ Janeiro (RJ)  22°27'00"S/43°17'00"O
9 Nova Iguagu (Tingua, RB do Tingud) - RJ 22°35'00"S/43°25'00"0
10 Rio de Janeiro (Abrdo, Ilha Grande) - RJ 23°09'00"S/44°10'00"0
11 Resende (PN do Itatiaia) - RJ 22°25'00"S/44°42'00"0
12 Palmeiras de Séo Paulo (Reservasl\:unicipal de Pindamonhangaba) - 92950'00"S/45°31'00"0
13 Guaraquecaba (Reserva Particular de Salto Morato) -PR Sul 25°11'00"S/48°18'00"0
14 Dom Pedro de Alcantara (Area do Batista) - RS 29°30'00"S/49°50'00"0
15 Séo Francisco de Paula (Pré-Mata, Vale do Trés Forquilhas) - RS 29°32'13"S/50°03'52"0

16 Mariana Pimentel (Cerro Negro) - RS 30°2025"S/51°33'59"0
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Os marcadores genéticos a serem caracterizados foram amplificados enzimaticamente
através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Diversos marcadores
plastidiais e nucleares foram testados para avaliar o sucesso de amplificacdo bem como seu
conteddo polimorfico. Trés espacadores plastidiais: psbA-trnH (Sang et al.,1997 e Tate &
Simpson, 2003), trnL-trnF (Taberlet et al., 1991) e trnS-trnFM (Demesure et al., 1995); e um
gene nuclear: Adh (Gaut et al., 1996), foram selecionados para o estudo. A reacdo de PCR
para cada par de primers plastidiais foi realizada com 2 mM de MgCl,, 0,25 mM de cada
dNTP, Tampéo 1x, 0,25 uM de cada primer, 1 U de Taq Platinum polimerase e 1,0 uL de
DNA, em um volume final de 25 uL de reagdo. A reacdo de amplificacdo para os pares de
primers trnH-psbA e trnLE-trnLF ocorreu apds uma desnaturacdo inicial a 94°C por 5
minutos, seguida de 10 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C (diminuindo 0,5°C a cada ciclo) por
1 minuto e 72°C por 1 minuto e 30 segundos, seguido de 30 ciclos adicionais de 94°C por 1
minuto, 52°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e 30 segundos. Com a realiza¢do de um passo
de extenséo final por 5 minutos a 72°C. Para a rea¢do de amplificagdo do par de primers trnS-
trnFM foi realizada uma desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 10 ciclos de
94°C por 1 minuto, 60°C (diminuindo 0,5°C a cada ciclo) por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e
30 segundos, seguido de 30 ciclos adicionais de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C
por 1 minuto e 30 segundos. Com a realizacdo de um passo de extenséo final por 5 minutos a
72°C. Para o gene nuclear, foram realizadas duas reacgOes distintas, a primeira utilizando
primers externos (Adh E3F1 e E10R1) com o DNA total, seguidos de uma reacdo com
primers internos (Adh E4F2 e E10R2) utilizando 1 puL do PCR anterior. Para esta reacdo de
amplificacdo foi realizada uma desnaturacao inicial a 94°C por 10 minutos, seguida de 40
ciclos de 94°C por 1 minuto, 42°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, finalizando com uma

extensdo final de 5 minutos a 72°C.

A amplificacdo dos fragmentos foi verificada por eletroforese horizontal em gel de
agarose 1% corado com GelRed. O produto de PCR obtido foi purificado com as enzimas
Exonuclease 1 (Exol) e Shrimp Alcaline Phosphatase (SAP) (Invitrogen) seguindo as
instrucdes do fabricante. O DNA foi sequenciado pela empresa Macrogen (Seul, Coréia do
Sul) em ambas as direcbes. Os cromatogramas obtidos foram analisados visualmente,
alinhados e editados utilizando o programa Geneious (http://www.geneious.com/) e o
programa BioEdit (Hall, 1999). Para a separacdo das linhagens haplotipicas do gene Adh foi
utilizado o programa Phase (Stephens et al., 2001) a partir de 3 réplicas utilizando 1 milhao

de passos MCMC amostrando a cada 100 passos, ap6s 100.000 passos descartados como
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burnin. Os trés marcadores plastidiais foram sempre analisados de maneira concatenada, uma
vez que ndo h& recombina¢do no cpDNA. O programa Mega 6 (Tamura et al., 2013) foi

utilizado para a escolha do melhor modelo de anélise para os dados.

Para as analises de redes de haplotipos foi utilizado o programa Network (http://
fluxus-engineering.com/) utilizando o algoritmo de Median-Joining (Bandelt et al., 1999). As
estatisticas gerais de genética de populacdes tais como diversidade haplotipica (h) e
nucleotidica (z) (Nei, 1987), Fst, AMOVA (Excoffier et al., 1992), bem como os testes de
neutralidade de D de Tajima (Tajima, 1989) e Fs de Fu (Fu, 1997) foram calculadas no
programa Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010). A definicdo de grupos filogeograficos
para as populacdes amostradas foi realizada no programa BAPS (Corander & Marttinen,
2006) utilizando os dois marcadores (cpDNA e Adh) simultaneamente. Foram avaliados

agrupamentos tanto em nivel populacional quanto em nivel individual.

A relacédo evolutiva entre os grupos filogeograficos inferidos anteriormente, bem como
a estimativa do seu tempo de divergéncia foi realizada no programa BEAST 1.8.4
(Drummond et al., 2012), utilizando o modulo *Beast, de “arvore de espécie” (Heled &
Drummond, 2010), e tratando os grupos filogeograficos como terminais. Para datacdo
molecular, foram utilizadas duas abordagens distintas. Primeiramente, foi feita uma analise
assumindo os modelos HKY e HKY+G, e taxas de 2,0x10%/sitio/ano (entre 1,0x10 e 3,0x10°
%/sitio/ano - Wolfe et al., 1987; Casazza et al., 2016) e 6,1x10¥/sitio/ano (entre 5,1x10°
%/sitio/ano e 7,1x10%sitio/ano - Wolfe et al., 1989) para o cpDNA e o Adh, respectivamente.
Nessa andlise, apenas substituicdes de nucleotideo foram utilizadas para o cpDNA. Para
utilizar também a informacdo de variagbes estruturais (insercdo/delecdo - indels e
microinversdes), foi feita uma segunda analise utilizando um prior de taxa relativa para o
cpDNA (Ferreira & Suchard, 2008), na qual a taxa evolutiva do cpDNA foi calibrada a partir
da taxa do gene Adh. Como ndo foram observadas diferencas entre as topologias, essa
segunda estratégia foi utilizada nas analises posteriores para maximizar o uso da informacao
dos marcadores plastidiais. Essas analises utilizaram 100.000.000 de passos MCMC
amostrando a cada 1000 passos e descartando os primeiros 5.000.000 de passos como burnin.
Trés hipdteses topologicas relacionadas a geografia foram testadas para 0s grupos
filogeogréaficos sendo 1) “clado Norte vs. clado Sul” — ((BA, ES), (RJ, Sul)); 2) “Divergéncia
Norte-Sul” — (BA, (ES, (RJ, Sul))); 3) “Divergéncia Sul-Norte” — (Sul, (RJ, (ES, BA))). Essas
hipoteses foram testadas utilizando o fator de Bayes (2*logBF, no qual BF ¢ a diferenca, em

escala logaritmica, entre a verossimilhanga marginal entre dois modelos - Kass & Raftery,
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1995), inferindo a verossimilhanca marginal a partir de path sampling e stepping-stone
sampling apo6s amostrar 100 “power posteriors”. Finalmente, o programa BEAST 1.8.4
(Drummond et al., 2012) foi utilizado para uma analise de variacdo de tamanho populacional
ao longo do tempo para os dois marcadores combinados e para cada grupo filogeografico
individualmente utilizando o modelo de Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP - Heled &

Drummond, 2008), usando 0s mesmos parametros descritos anteriormente.

4. RESULTADOS

Foram sequenciados 96 individuos para os trés espacgadores plastidiais, o conjunto de
dados alinhados consistiu em 1974 pares de base e apresentaram dez sitios variaveis, sendo
cinco substituicdes de ponto, e cinco polimorfismos estruturais, sendo quatro indels e uma
micro-inversdo de 13 pares de bases. Esses polimorfismos definiram 12 haplétipos para o
cpDNA (Tabela 2). Para o gene nuclear Adh foram sequenciados 87 individuos e o conjunto
de dados alinhados consistiu em 1013 pares de bases. Na analise das sequéncias foram
encontradas dez substituicbes de ponto, correspondendo a 15 diferentes haplétipos nas 16

populagdes estudadas (Tabela 2).

Para as analises posteriores, cada polimorfismo estrutural do cpDNA foi codificado
como um unico evento evolutivo (i.e. um caractere). A definicdo de grupos filogeogréficos
populacionais sugeriu a existéncia de quatro grupos distintos: Bahia (3 populacdes), Espirito
Santo (2 populac@es), Rio de Janeiro (4 populacdes) e Sul (7 populacdes) (Figura 1A), com
um forte componente geografico (Figura 1B). A defini¢do de grupos filogeograficos em nivel
individual foi, de modo geral, consistente com a classificacdo baseada em populacdes, com
pequenas diferencas: O grupo BA foi dividido em trés componentes distintos, sendo um deles
representado exclusivamente por uma populacdo e os demais compartilhados entre as duas
populacgdes restantes. O grupo ES foi subdividido em dois grupos, sendo um dos componentes
compartilhado com um individuo de uma populacdo do grupo RJ, que por sua vez também foi
subdividido em mais dois componentes exclusivos (além do componente compartilhado com
o individuo do grupo ES), citado acima. Finalmente, o grupo Sul foi subdividido em trés
componentes. Curiosamente, um mesmo componente genético foi identificado para
individuos das populagbes mais ao norte e mais ao sul na amostra, possivelmente

representando uma homoplasia, e ndo um evento de disperséo por longa distancia (Figura 1C).
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Tabela 2: Distribuicdo dos haplotipos de cpDNA e gene nuclear Adh nas populacdes de
E. edulis.

Pobulaca G cpDNA Adh
opulagédo rupo
pulac P N Hapl6tipo (n° amostrado) N Hapl6tipo (n° amostrado)
1 5 Hap10 (5) 5 Hap01 (1), Hap06 (2), Hap07 (5), Hap10 (2)
Hap01 (4), Hap02 (1), Hap09 (4), Hap10 (2), Hap15
2 Bahia (BA) 6 Hap11 (6) g Hap01 (4), Hap02 (1) (5) (4), Hap10 (2), Hap
3 6 Hap12 (6) 6 Hap01 (1), Hap05 (1), H?Gp;ﬂ (3), Hap09 (1), Hap15
4 Espirito Santo 6 Hap07 (4), Hap08 (2) 6 HapO1 (3), Hap07 (1), Hap09 (3), Hap10 (5)
5 (ES) 5 Hap07 (3),Hap09(2) 5 HapO01 (3), Hap04 (1), Hap07 (3), Hap14 (3)
6 6 HapO01 (1), Hap03 (4), 5 Hap01 (6), Hap05 (1), Hap10 (1), Hapl1 (1), Hap13
Hap06 (1) (@)
7 Rio de Janeiro 7 Hap03 (7) 7 HapO01 (14)
8 (RJ) 6  Hap0l (3), Hap02 (3) 7 Hap01(6), Hap07 (1), szpl)())S (1), Hap09 (5), Hap11
9 7 Hap03 (7) 7 Hap01 (11), Hap05 (1), Hap09 (2)
10 6 Hap04 (6) 6 HapO1 (4), Hap08 (8)
11 6 Hapos (6) 6 HapO01 (3), Hap09 (1), H:zg)lo (2), Hapll (4), Hapl4
Hap01 (7), Hap03 (1), Hap06 (1), Hap07 (1), Hap09
12 9 Hap05 (9) 8 (2), Hapl1 (4)
13 sul 6 Hap04 (6) 6 HapO1 (4), Hap08 (7), Hap1 (1)
14 5 Hap04 (5) 5 HapO1 (4), Hap08 (1), Hapl1l (4), Hap12 (1)
15 5 Hap04 (1), Hap05(4) 1 HapO1 (1), Hapl2 (1)
16 5 Hap04 (5) 1 Hap01 (2)
A B
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-ES -
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Figura 1: Resumo da estrutura populacional encontrada para Euterpe edulis quando
considerados os grupos utilizados no trabalho (A), com um forte componente geografico
(B). E a definigdo de grupos filogeograficos em nivel individual (C).
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As relagdes genealdgicas entre os haplétipos de cpDNA demonstraram uma forte
correspondéncia entre haplotipo e grupo filogeografico, onde cada grupo foi associado a
haplotipos proprios, ndo compartilhados. Por outro lado, a rede de haplotipos para o gene Adh

foi dominada por haplétipos compartilhados entre os grupos filogeograficos (Figura 2).

A

HAP?2 HAP 1

HAP3

HAP 9
HAPS

HAP 10

HAPS (T )

HAP7

HAPoG

(T

/

HAP 4

Figura 2: Rede de haplotipos para os espacadores plastidiais (A) e para o gene nuclear
Adh (B) para os quatro grupos conforme o mapa.

A arvore relacionando os quatro grupos filogeogréaficos identificados anteriormente
ndo apresentou bons valores de suporte (Probabilidade Posterior < 0,7), mas indicaram uma
divergéncia recente entre as populagdes. Para tentar avaliar qual a hipotese de divergéncia
mais provavel, trés topologias alternativa foram testadas, todas contendo um forte
componente geografico. A topologia “clado Norte vs. clado Sul” recebeu suporte “positivo”
em relacdo as topologias alternativas, com fatores de Bayes entre 2,64 e 4,94 (Kass & Raftery,
1995). Foi obtida uma data de 14.737 anos atras para a raiz (95% highest posterior density
(HPD) 6.456 — 24.983 anos atras), com as divergéncias entre BA e ES, e RJ e Sul datadas em
10.656 anos atras (95% HPD 3.479 — 20.151 anos atras) e 9.046 anos atras (95% HPD 3.148 —

17.429 anos atras), respectivamente.

Os principais valores de diversidade para os grupos filogeogréaficos estdo resumidos na
Tabela 3. A diversidade haplotipica variou entre 0,50 a 0,70 entre 0os grupos para 0 DNA

plastidial e entre 0,48 a 0,85 para o0 gene nuclear. De modo geral, os valores de diversidade
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foram maiores nos grupos mais ao norte da distribuigdo. Os testes de neutralidade n&o foram
significativos para o cpDNA, enquanto para o Adh, ambos os testes foram significativos para
0 grupo RJ, podendo indicar uma expansdo populacional. A diferenca entre 0s grupos
populacionais explicou 79,18% da variacdo observada para o cpDNA, apresentando valores
Fst acima de 0,64 quando comparados par a par. Para o gene Adh, a diferenga entre 0s grupos
explicou 21,28% da variacdo observada, apresentando valores Fsr abaixo de 0,33 quando
comparados par a par (Tabela 4). Quando analisados de maneira combinada pelo método de
EBSP, os dados sugeriram que ndo ha sinal de expansao populacional para nenhum grupo. Ao
contrario, o tamanho populacional efetivo estimado para cada grupo teria se mantido estavel
entre ~60 e 90 mil individuos (Tabela 5).

Tabela 3: Resultados estatisticos dos testes realizados separando as populagdes de E.

edulis em quatro grupos filogeogréaficos para os dois conjuntos de dados.

Grupo N H 7 (x100) 0 () Dr1aj Fs Fu
cpDNA 96

BA 17 0,7059 0,0485 0,5916 1,41 0,89

ES 11 0,5818 0,0781 1,3657 0,34 1,44

RJ 26 0,5015 0,0736 1,5723 -0,31 1,14

Sul 42 0,5075 0,0266 0,2324 1,67 1,87

Adh 87

BA 17 0,8556 0,2462 1,4674 1,94 -0,30
ES 11 0,8398 0,2120 1,6459 0,94 0,10

RJ 26 0,4804 0,0659 1,5491 -1,49* -4,75*
Sul 33 0,7650 0,1213 1,8910 -0,93 -3,67

N=numero amostral, H=Diversidade génica, m=Diversidade nucleotidica, 6(S)=Theta, Dta;= Estatistica D de
Tajima, Fs Fu = Estatistica Fs de Fu. *P<0,05 para Dta;; P<0,02 para Fs Fu.

Tabela 4: Tabela de valores de Fst para comparacdo par a par entre 0S grupos
filogeogréaficos de E. edulis baseados no cpDNA (abaixo da diagonal) e no gene Adh

(acima da diagonal)

BA ES RJ Sul
BA * 0,0954 0,3319 0,3325
ES 0,7085 * 0,1328 0,1717
RJ 0,8227 0,7079 * 0,0706
Sul 0,6426 0,8266 0,8415 *

P<0,05 para todos os valores.
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Tabela 5: Tamanho populacional efetivo para os diferentes grupos filogeogréaficos de E.

edulis
Mediana 95% HPD
BA 63.593 16.615 — 138.849
ES 73.884 17.942 — 168.930
RJ 88.922 7.638 — 184.662
Sul 62.253 13.983 — 131.406

5. DISCUSSAO

As populacbes de E. edulis estudadas no presente trabalho apresentam um grau de
estrutura genética que, apesar de significativa, possui pouca profundidade temporal. A
identificacdo de grupos filogeogréficos, bem como o teste de topologias alternativas, sugere
que o principal sinal de estruturacdo genética ocorre entre os grupos filogeograficos mais ao
norte (BA e ES) vs. os grupos mais ao sul (RJ e Sul). Os valores de Fst para o gene Adh
aparecem de acordo com essa explicacdo, embora para o cpDNA, esses valores ndo parecem
apoiar essa hipotese. Porém, no caso do cpDNA, para o qual ndo ha haplétipos
compartilhados entre os grupos filogeograficos, esses valores acabam sendo muito
influenciados pela proximidade dos haplotipos na rede de haplétipos, o que acaba inflando a
diferenca entre RJ e Sul, e diminuindo a diferenca entre BA e Sul, por exemplo. A maior
estrutura populacional para o cpDNA pode estar relacionada a estratégia de vida da espécie
em formar bancos de plantulas proximas a planta-mde (Paulilo, 2000), uma vez que 0
cloroplasto é de transmissdo materna (Corriveau & Coleman, 1988). Possivelmente, essa
divergéncia basal entre grupos filogeograficos pode ter sido causada pela existéncia de uma
porcdo de floresta estacional na regido nordeste do estado do Rio de Janeiro (Oliveira-Filho et
al., 2005), que poderia ter funcionado como um ponto de interrupcao para espécies da MAB
durante os periodos glaciais. Alternativamente, o rio Paraiba do Sul, que corre na mesma
regido de disjuncdo entre os grupos filogeograficos poderia ter tido um papel no isolamento

entre esses grupos (Menezes et al., 2016).

Em relacdo as zonas de estabilidade tradicionalmente propostas para a MAB (Carnaval
& Moritz, 2008), a separacdao entre os grupos filogeograficos “Norte vs. Sul” € consistente

com a ideia de zonas de estabilidade (reflgios) na Bahia e na regido da Serra do Mar, no
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sudeste Brasileiro. Porém, esses modelos gerais ndo preveem nem a existéncia de dois grupos
em cada uma dessas zonas de estabilidade. Além disso, o “refligio da Bahia” teria no rio Doce
seu limite sul, embora uma das populacdes do Espirito Santo estudadas aqui esteja distribuida
ao sul do rio Doce. Curiosamente, Menezes et al. (2016), estudando a histdria evolutiva de
uma espécie de Anura sugeriram a existéncia de dois grupos filogeogréficos tanto para a
regido do refugio da Bahia e da Serra do Mar, com limites geograficos semelhantes aos
encontrados aqui. Nesse sistema, o0 rio Jequitinhonha poderia ter funcionado como barreira
entre os grupos BA e ES, enquanto o rio Paraiba do Sul poderia ter isolado algumas
populacbes do RJ em relacdo a outras populagfes do sudeste brasileiro. Porém, nesse estudo
ndo houve diferencas genéticas para as populacdes de Minas Gerais, Espirito Santo, S&o Paulo
e da margem esquerda do rio Paraiba do Sul no Rio de Janeiro (Menezes et al., 2016),

justamente a principal quebra filogeogréafica encontrada para E. edulis.

De fato, o rio Jequitinhonha ja foi proposto como uma possivel barreira para diversos
grupos animais (Pellegrino et al., 2005; Cabanne et al., 2008; Lara-Ruiz et al., 2008; Batalha-
Filho et al., 2013; Carnaval et al., 2009; Tonini et al., 2013; Brunes et al., 2014). Entretanto,
com excecdo do estudo de Menezes et al. (2016), pouco, se é que algum trabalho identificou
uma estruturacao filogeografica significativa entre populacdes estado do Rio de Janeiro. Mais
comumente, quebras filogeograficas mais ao sul tém sido associadas com a transicdo entre
floresta tropical e subtropical, associada a divisa dos estados de Sdo Paulo e Parana
(Grazziotin et al., 2006; Cabanne et al., 2007; 2008; Thomé et al., 2010; D’Horta et al.,
2011). Mesmo a anélise de outra espécie arborea da MAB, Schizolobium parahyba, mostrou
uma diferenca na variabilidade genética presente em populacdes dos estados do sul do Brasil
quando comparada a diversidade presente nos estados do sudeste, embora sem a determinacao
clara de uma estrutura significativa entre as populacfes do sudeste (Turchetto-Zolet et al.,
2012).

Os valores de diversidade genética semelhantes entre os grupos filogeograficos, bem
com as evidéncias de tamanhos populacionais constantes ao longo do tempo sugerem que
cada um dos quatro grupos filogeograficos representa populacfes que ocupam zonas de
estabilidade (sensu Carnaval et al., 2009). Apesar dos testes de neutralidade terem sido
significativos para o grupo RJ para o Adh, tanto a analise do cpDNA quanto a anélise
combinada de ambos os marcadores ndo encontraram sinais de expansdo populacional
recente. Para o grupo Sul também houve uma tendéncia, para o Adh, de valores sugestivos de

crescimento populacional. Turchetto-Zolet et al. (2012) relataram um padrdo compativel com
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uma expansdo populacional das populagbes ao sul da distribuicdo de S. parahyba, que
ocorrem aproximadamente na mesma &rea geografica das populacdes de E. edulis dos grupos
Sul. Ainda que a essa tendéncia de crescimento populacional possa ser confirmada
futuramente para os grupos Sul e RJ, parece improvavel que o grau de crescimento seja forte
0 bastante para que esses grupos filogeograficos sejam desconsideradas como representantes
de regiGes de estabilidade. Dessa forma, nossos resultados estdo de acordo com aqueles
encontrados para outras especies endémicas da MAB que ja propuseram outros refugios
centrais ou mais ao sul (e. g. Grazziotin et al., 2006; Thomé et al., 2010), sugerindo que a
historia evolutiva de cada espécie pode refletir muito mais caracteristicas ecoldgicas
individuais do que efeitos em concerto causado pelas mudancas climéticas do Pleistoceno.

Também chama atencdo a pequena profundidade temporal das divergéncias entre
grupos filogeogréficos. Os tempos de separacdo inferidos nesse trabalho sugerem datas
posteriores ao ultimo maximo glacial, ocorrido entre 26,5 mil e 20-19 mil anos atras (Clark et
al., 2009), indicando que a separacdo desses grupos filogeograficos pode ter sido uma
decorréncia desse evento, que teria diminuido a fluxo génico entre diferentes regifes de
estabilidade — provavelmente afetando tanto as espécies polinizadoras quanto dispersoras de
E. edulis. Estudos com outras espécies da MAB tendem a apresentar divergéncias entre
linhagens mais antigas dentro do Pleistoceno, ou mesmo no Plioceno (ver Turchetto-Zolet et
al., 2013, para uma revisdao). Embora nossos resultados possam ser interpretados como um
reforco a ideia original de reflgios climéaticos durante os periodos glaciais (sensu Carnaval &
Moritz 2008), tomados em conjuntos com outros estudos, é provavel que para a maioria das
espécies da MAB, eventos mais antigos, ou mais estaveis (como a existéncia de rios como
barreiras) tenham sido mais importantes na formacéao da estrutura genética da MAB como um
todo.

6. CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que as populacdes de E. edulis na MAB encontram-se
estruturadas em quatro grupos filogeogréaficos principais que divergiram logo apds o Gltimo
méaximo glacial, no final do Pleistoceno, formando quatro zonas de estabilidade, para as quais
nédo ha evidéncias de expansdo populacional posterior. Esses resultados parecem corroborar a
ideia de reflgios para essa espécie, embora esses refugios compreendam outras regides além

daquelas tradicionalmente propostas como tal para a MAB como um todo. Além disso, a
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auséncia de populacbes fora das areas de reflgio pode indicar que E. edulis foi bastante
tolerante em relacdo as mudancas climaticas do Pleistoceno, embora alteragdes populacionais
em seus polinizadores e dispersores podem ter facilitado a emergéncia da estrutura genética
observada atualmente. A alta estruturacdo genética observada nesse trabalho também indica
que a conservacao de populacdes naturais dessa espécie deve ser pensada regionalmente, uma
vez que cada um dos quatro grupos filogeograficos principais representa uma fracdo da

variabilidade genética total observada para a espeécie.
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