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RESUMO

Schinus terebinthifolius ¢ uma espécie arborea cujo a area nativa se estende ao
longo da Floresta Atlantica, na América do Sul. Entretanto, sua distribuicdo atual abrange
diferentes fitofisionomias e climas através dos cinco continentes, sendo considerada uma
espécie invasora agressiva. O conceito de ecological fitting sugere que espécies podem
colonizar novos ambientes através da variabilidade fenotipica e genética que organismos
possuem no momento do encontro com o novo habitat. Essa variabilidade compreende
caracteres expressos € nao expressos, 0os quais se manifestam através de plasticidade
fenotipica ou sdo mantidos ao longo da filogenia das espécies através do conservadorismo
filogenético. Assim, o presente estudo teve como objetivo entender o processo de
dispersdo e invasdo de S. terebinthifolius em sua area nativa e invadida. O primeiro
capitulo avaliou a contribuicdo da plasticidade fenotipica no processo de invasao,
comparando atributos foliares entre populagdes nativas e uma populacgao de area invadida
(Floérida, EUA). A populacdo da area invadida apresentou diferencas significativas nos
atributos foliares analisados, sugerindo que a plasticidade fenotipica desempenha
importante papel no processo de invasdo. O segundo capitulo analisou se a historia
evolutiva de S. ferebinthifolius reflete o presente potencial como espécie invasora. Foi
reconstruida a filogeografia da espécie através da regido intergénica de DNA plastidial
trnS-trnG. Os resultados revelaram uma continua dispersdo no territorio nativo entre o
comeco do Pleistoceno (2,58 Ma) até os dias atuais. Sem evidéncia de extingdo local,
mesmo durante os periodos de glaciacdo, o estudo revela a resiliéncia da espécie frente a
variag0es ambientais. Por fim, no terceiro capitulo hipotetizamos que S. terebinthifolius
¢ capaz de resgatar informagdes genéticas relacionadas ao nicho ocupado por seus
ancestrais para realizar ecological fitting. A modelagem de nicho utilizando espécies
filogeneticamene relacionadas a S. terebinthifolius representou de forma mais fidedigna
as areas invadidas atualmente pela espécie, contemplando principalmente regides
temperadas que o modelo gerado apenas com a espécie nao previu. Adicionalmente, foi
realizada uma pesquisa para inferir quais fenotipos influenciam na dispersao global da
espécie através da preferéncia antrdpica. Frutos carnosos e vermelhos tiveram ~75% de
preferéncia, levando a conclusao final de que a capacidade de S. terebinthifolius de ocupar
novos habitats era criptica (plasticidade fenotipica e conservadorismo filogenético) até
que a espécie tivesse a oportunidade, através da distribuicdo antropica, de estar nestes
ambientes.

Palavras-chave: Aroeira vermelha. Plasticidade fenotipica. Conservadorismo
filogenético de nicho. Capacidade e Oportunidade de invasao.



ABTRACT

Schinus terebinthifolius is a plant species, native to Atlantic Forest, in South
America. However, the current distributions encompasses diferent forest formations and
climates throughout all five continents. The species is an aggressive invasive species.
The concept of ecological fitting suggests that species can colonize new environments
through the phenotypic and genetic variability that they have when exposed to the new
habitat. This variability consists of expressed and non-expressed characters, which are
manifested through phenotypic plasticity or are maintained throughout the phylogeny of
the species by phylogenetic conservatism. Thus, the present study attempts to understand
the processes involved in the sucessfull dispersion and invasion of S. terebinthifolius in
its native and invaded area. The first chapter evaluates the contribution of phenotypic
plasticity in the invasion process, comparing foliar attributes between the populations and
a population in an invaded area (Florida, USA). The population of the invaded area
presented significant differences in the foliar attributes when compare to the putative
source population, suggesting that the phenotypic plasticity has an important role in the
invasion process. The second chapter analysed if the evolutionary history of S.
terebinthifolius reflects the present potential as invasive species. A phylogeography of
the species was reconstructed based on the intergenic region of plastid DNA (trnS-trnG)
and microsatelittes. The results revealed a continuous dispersion, representing
colonizations and recolonozations, between the beginning of the Pleistocene (2.58 Mya)
to the present. Without evidences of local extinction, even during periods of glaciation,
the study reveals the resilience of the species to environmental variations. Finally, in the
third chapter we hypothesized that S. terebinthifolius is able to retrieve genetic
information related to the niche occupied by its ancestors to realize ecological fitting. The
niche modeling of species phylogeneticaly related to S. terebinthifolius (same genus)
represented better the current invasive areas, comprising mainly temperate regions that
the model generated only with S. terebinthifolius did not predict. Additionally, an opinion
pool was designed to infer which phenotypes influence the global dispersion of the
species by anthropic preference. Fleshy and red fruits represented ~ 75% of preference,
leading to the final conclusion that the capacity of S. terebinthifolius to occupy a new
habitat is cryptic (phenotypic plasticity and phylogenetic conservatism) until the species
has an opportunity, through anthropic distribution, to be in these environments.

Key-words: Red aroeira. Phenotypic plasticity. Phylogenetic niche conservatism.
Capacity and Opportunity of invasion.
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INTRODUCAO GERAL

Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) ¢ uma espécie arborea de copa
larga, podendo medir 10 m de altura, com tronco de 60 cm de didmetro (LORENZI;
MATOS, 2008). Hoje, essa espécie pode ser encontrada em praticamente todo o globo,
segundo o Discover of life (2018). Sabe-se que espécies com ampla distribuigdo
geografica nativa desenvolvem a habilidade de sobreviver em diferentes condi¢des
ambientais, algo que facilita o estabelecimento em novas regides (PYSEK;
RICHARDSON, 2007). A extensao territorial nativa de S. ferebinthifolius ¢ muito ampla,
abrangendo o Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina (CARVALHO, 1994; LORENZI,
2002). No Brasil a espécie ocorrepor toda a Floresta Atlantica, sendo presente em
diferentes formagdes vegetais e em diferentes altitudes, que variam do nivel do mar até
2000 m de altura (CARVALHO, 1994; FLEIG, 1987; FLEIG; KLEIN, 1989). Populacdes
nativas de S. ferebinthifolius foram registradas em regides que abrangem temperaturas
entre 8 a 28° C e submetidas a geadas; a espécie ocupa regides de precipitacdo média que
anual varia de 950 mm/ano a 2200 mm/ano (CARVALHO, 1994).

Schinus terebinthifolius é considerada invasora em intimeras areas do planeta.
Segundo Global Invasive Species Database (2018), a espécie se encontra no continente
Europeu (Sul da Espanha), Norte ¢ Sul da Africa, Asia e Australia; em alguns paises
insulares (Nova Zelandia, Cuba), além de diversas ilhas dos Oceanos Pacifico, Atlantico
e Indico. Na Flérida (EUA), aproximadamente 283 mil hectares ja foram invadidos por
S. terebinthifolius (RODGERS et al., 2012), variando entre habitats perturbados e
comunidades naturais, nas quais se inclui a maior reserva natural do pais - o Parque
Nacional Everglades (MANRIQUE et al., 2014). Schinus terebinthifolius também esta
presente em outros estados dos EUA, como Alabama, Texas, Arizona, California e
Hawaii (EDDMapS, 2012; HSASC, 2001).

Na tentativa de entender processos de invasdo como esse, pesquisadores se
deparam com um paradoxo: como espécies exdticas conseguem invadir e se estabelecer
em locais nos quais ndo evoluiram e, portanto, ndo tiveram a oportunidade de se adaptar
(SAX; BROWN, 2000). A capacidade da espécie em lidar com os recursos disponiveis
no novo habitat, fazer novas associagdes com outras espécies, sobreviver e se estabelecer

enquanto populagdo, ¢ uma propriedade intrinseca do organismo (AGOSTA; KLEMENS,



13

2008). As ferramentas (ou caracteristicas) que a espécie utiliza nesse processo provém de
mecanismos como a plasticidade fenotipica, o conservadorismo filogenético, a exaptagao
e a evolucdo correlacionada de caracteres — sendo esses mecanismos a base do conceito
de Ecological fitting (JANZEN, 1985, BROOKS; McLENNAN, 2002, AGOSTA;
KLEMENS, 2008).

A plasticidade fenotipica ¢ a habilidade de um tnico gendtipo em produzir
alternativas fenotipicas morfologicas, fisioldgicas e/ou comportamentais em resposta a
diferentes condi¢des ambientais (SULTAN, 2003), sem que haja uma mutacdo prévia ou
mudanga na frequéncia genética do individuo (WEST-EBERHARD, 2003). De fato,
varios estudos evidenciam a plasticidade fenotipica de S. terebinthifolius em resposta a
diferentes fatores, como luminosidade (SCALON et al., 2006; SABBI et al., 2010),
saturacdo hidrica (GRISI et al., 2011) e caracteristicas edaficas (RESENDE et al., 1999;
JOSE, 2005; SOUZA et al., 2006). Na Florida, a plasticidade fenotipica foi evidenciada
em estudos morfologicos sobre absor¢ao de luz (SPECTOR; PUTZ, 2006) e na
plasticidade fisiologica para adaptacao as caracteristicas do solo, como salinidade (EWE;
STERNBERG, 2005), fertilidade (LI; NORLAND, 2001) ¢ umidade sazonal (EWE;
STERNBERG, 2002).

O conservadorismo filogenético se refere ao acumulo de informagdes genéticas
(principalmente relacionadas ao uso de recursos) ao longo da filogenia da espécie
(AGOSTA; KLEMENES, 2008). Essa variacdo genética pode influenciar na habilidade
da espécie em explorar recursos semelhantes aos que ja foram utilizados no passado por
seus ancestrais (BROOKS; McLENNAN, 2002; AGOSTA; KLEMENES, 2008,
MALCICKA, 2015).

Sob este ponto de vista, a distribui¢ao pantropical de S. terebinthifolius poderia
ser reflexo da historia evolutiva de sua familia — Anacardiaceae. Ao longo dos ultimos
100 milhdes de anos, este taxon passou por multiplos eventos de colonoziacdao
intercontinentais, variando entre zonas tropicais, temperadas e, em alguns casos, com
temperaturas congelantes. Desta forma, Anacardiaceae vem diversificando e acumulando
informagdes em suas linhagens desde o Cretaceo-Pleistoceno (WEEKS et al., 2014).

O terceiro mecanismo do processo de Ecological fitting € a exaptagdo. Exaptagdo
ocorre quando um carater previamente moldado pela selecdo natural para uma

determinada funcgdo ¢ cooptado para um novo uso (GOULD; VRBA, 1982, BARVE;
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WAGNER, 2013). Outra forma da espécie apresentar um fenotipo pré-adaptado € através
da evolugdo correlacionada de caracteres, na qual a selegdo de uma determinada
caracteristica causa mudanga correlacionada em outra, produzindo potencialmente
fenotipos capazes de conferir adaptacao futura a novas condi¢des ambientais (LANDE;
ARNOLD, 1983).

Todos estes mecanismos de variabilidade genética e fenotipica de uma espécie,
sdo denominados de information space (ARAUJO et al., 2015). Essas informagdes sdo
resgatadas durante o processo de naturalizagdo das espécies no novo habitat, de duas
formas: 1) via resource tracking, quando os recursos utilizados pelo organismo e as
condi¢des ambientais nas quais eles vivem sdo semelhantes aos utilizados pela espécie na
sua area nativa de distribui¢do e 2) via sloppy fitness space, quando novos recursos podem
ser explorados através da plasticidade fenotipica, exaptacdo ou através dos fenotipos
resultantes de evolugdo correlacionada de caracteres (AGOSTA; KLEMENES 2008).
Tais cendrios se aplicam nao sé a explora¢dao de recursos, mas também as associagdes
com novas espécies, as quais sao fundamentais no estabelecimento do organismo recém
introduzido (AGOSTA; KLEMENES 2008).

Sob a luz destes conceitos, o presente estudo teve por objetivo entender a
capacidade de dispersdo de S. terebinthifolius, analisando caracteristicas inerentes da
espécie. No primeiro capitulo, foram analisados atributos funcionais foliares de
populagdes provenientes de diferentes formacoes florestais da Floresta Atlantica (onde a
espécie ¢ nativa), os quais foram comparados como os atributos foliares de uma
populacdo da Florida - onde a espécie ¢ invasora. Nossa hipdtese era de que esses
atributos funcionais foliares fossem plasticos na area nativa conforme a fisionomia
habitada e apresentassem maior diferenciagdo em areas invadidas, como resposta a
condi¢des ambientais singulares. Postulamos que diferengcas morfoanatomicas foliares
entre populagdes geneticamente estruturadas, ndo forneceriam evidéncia para
plasticidade fenotipica, portanto, foram realizadas analises genéticas das populagdes
amostradas na area nativa e invadida. Dentre as populagdes nativas, individuos da
Floresta Estacional Semidecidual e Floresta Ombroéfila Mista se assemelharam genética
e fenotipicamente entre si. A populagdo da Floresta Ombrofila Densa possui atributos
foliares mais semelhantes aos atributos encontrados nas outras populagdes nativas, devido

a pressao seletiva de um ambiente mésico, entretanto, geneticamente se assemelha mais
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aos individuos da Flérida, sugerindo que a invasao nesse local pode ter origem em
individuos na regidao sul da costa brasileira. Embora os individuos da Florida tenham
apresentado semelhanca genética com uma das populagdes da area nativa, seus atributos
foliares diferiram significativamente das populacdes brasileiras, refletindo as condi¢des
abiodticas adversas do ambiente onde ocorre. Os resultados suportam a hipdtese de que os
atributos foliares de S. ferebenthifolius apresentam maior plasticidade fenotipica na area
invadida, sugerindo que a mesma exerca importante papel no processo de invasao dessa
espécie.

No segundo capitulo, o objetivo foi reconstruir a filogeografia de S.
terebinthifolius a fim de elucidar a historia de distribui¢do da espécie e compreender de
que forma a mesma foi influenciada pelas alteragdes climaticas do passado em sua area
nativa e, assim, inferir se sua historia evolutiva reflete o presente potencial como espécie
invasora. Os resultados revelaram uma continua dispersao da aroeira no territorio nativo
entre o comego do Pleistoceno (2,58 Ma) até os dias atuais, sem extin¢do regional mesmo
durante eventos de glaciacdo. A demografia e estruturagao genética destas populacoes foi
aparentemente influenciada pelos eventos de flutuacdes climaticas, mas sua distribuigao
espacial, uma vez estabelecida, permaneceu imutavel, apresentando alguns eventos de
contracdo e expansdo. Essa reconstru¢do histdrica revela sua potencial resiliéncia frente
a adversidades ambientais. Diante desse cendrio de distribuicdo cosmopolita atual e da
capacidade de S. ferebinthifolius em lidar com diferentes condi¢des bioldgicas e abidticas,
sugerimos que os processos recentes de invasdo dessa espécie sdo uma questdo de
oportunidade de introducdo a novas regides geograficas, uma vez que as habilidades
necessarias no processo de naturalizag¢do sdo evidentes.

Por fim, no terceiro capitulo, postulou-se que, além de poder realizar ecological
fitting por plasticidade fenotipica, S. terebinthifolius ¢ também capaz de resgatar
informagdes genéticas ancestrais mantidas em sua linhagem (information space) para
explorar e sobreviver em ambientes distintos aqueles de sua distribui¢do nativa. Através
de modelagem de nicho, inferimos que as areas atualmente invadidas por S.
terebinthifolius corresponderam a unido das areas de adequabilidade ambiental geradas
pelo modelo que considera apenas as distribui¢des nativas de S. terebinthifolius e do
modelo gerado a partir de dados de ocorréncia de espécies filogeneticamente relacionadas

(mesmo género). Esse resultado sugere fortemente que S. terebinthifolius é capaz de
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realizar fitness ndo apenas por resource tracking - quando condi¢gdes ambientais (pressao
seletiva) semelhantes aquelas de sua area de distribuicdo nativa sdo exploradas - mas
também através de sloppy fitnesss space.

Adicionalmente, foi realizada uma pesquisa na internet para avaliar quais
caracteristicas fenotipicas influenciam a dispersdo global da espécie através da
preferéncia antropica. A preferéncia por frutos carnosos e vermelhos (~75% dos votos)
sugere que esse fenotipo € o mais disperso pelo homem. Assim como acontece com S.
terebinthifolius, caracteristicas das espécies muitas vezes ndo expressas sdo importantes
para a capacidade de invasao de uma espécie e podem influenciar na oportunidade de
dispersao.

Em conjunto estes resultados evidenciam a capacidade de S. ferebinthifolius de
sobreviver e colonizar diferentes regides do globo, através de sua resiliéncia frente a
diferentes condi¢des ambientais, de suas respostas plasticas ou do resgate de informagdes
através do conservadorismo filogenético. Dessa forma, a espécie se torna um organismo
modelo nos estudos de invasdao, demonstrando que mutagdes recentes nao sao a unica
fonte de novidade evolutiva e que o potencial de invasdao de uma espécie pode estar
criptico até que a oportunidade de invadir um novo habitat se apresente — nesse caso,

através da preferéncia e distribui¢do antropica.
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Abstract

Phenotypic plasticity is the ability of an organism to respond to different environmental
conditions, thus allowing it to explore new habitats and expand its geographic
distribution. Schinus terebinthifolius is a tree species native to the South American
continent, but today its distribution extends throughout the globe and it is recognized as
potentially invasive. The objective of the present study was to define the potential foliar
plasticity of the species and to evaluate its importance in the invasion process. Individuals
were sampled in three forest formations within the species’ native area and from one
region that is considered one of its major foci of invasion: Everglades National Park,
Florida, USA. Eight foliar attributes were evaluated and their Phenotypic Plasticity Index
and correlation with abiotic variables calculated. Genetic analysis of all populations was
performed in order to validate the phenotypic plasticity of the genome. The results support
the hypothesis that the foliar attributes of S. terebinthifolius possess greater phenotypic
plasticity in the invaded area. The population in Florida possesses different characteristics
than those of the native area, but genetically resembles the population of Lowland
Ombrophilous Dense Forest, suggesting that individuals from that region were introduced
into southern Florida. The results obtained allow us to infer that the ability of a species to
colonize new habitats may be cryptic and is revealed only when a plant is subjected to
specific environmental conditions, which limits the ability to predict the invasive

potential of species in their native territory.

Keywords: Brazilian peppertree, ecological fitting, forest formations, leaf morphology
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Introduction

The ability of a plant to respond and adapt to different environmental conditions
occurs through morphological, anatomical and physiological adjustments (Schlichting
1986; Sultan 2003). However, these phenotypic responses can occur without a previous
genetic mutation or change in the gene frequencies of a population, which characterizes
phenotypic plasticity (West-Eberhard 2003).

This ability to respond allows plants to explore new habitats in the search for
resources, which widens their geographic distribution (Sultan 1995; 2000; Bradshaw
2006) not only in the native area but also beyond their original distribution (Hulme,2008).
In addition to preceding any evolutionary event in the invasion process, phenotypic
plasticity is directly related to the successful introduction, colonization and establishment
of new habitats by individuals, thus maximizing the dispersion of the species in a new
territory (Pessoa 2013). Analyzing the plastic responses of a species is a way to predict
future changes in its distribution and the composition of the communities of which it will
be a part (Gratani 2014).

Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) is a species of tree popularly
known as Brazilian peppertree or pink pepper. Its native area extends through Uruguay,
Argentina, Paraguay and Brazil; in Brazil it occurs from the state of Rio Grande do Norte
to Rio Grande do Sul in different types of plant formations, such as Semideciduous
Seasonal Forest, Deciduous Seasonal Forest, Araucaria Forest, Lowland Ombrophilous
Dense Ciliary Forest, Mangrove, Restinga, Cerrado (sensu lato) and Campo Limpo
(Lorenzi 2002; Carvalho 2003; Silva-Luz and Pirani 2015).

As evidenced by its wide distribution, S. terebinthifolius possesses a high
tolerance to environmental factors, and can be found occurring on hydromorphic, infertile
and dry soils (Sanchotene 1989; Carvalho 1994; Lorenzi 2002); at different elevations
from sea level to 2000m (Carvalho 1994; Fleig 1987; Fleig and Klein 1989); at
temperatures ranging from 8 to 28°C, with resistance to frost; and under varied
precipitation regimes (annual precipitation from 950mm to 2200mm) (Carvalho 1994).
Additionally, several studies have directly demonstrated the phenotypic potential of S.

terebinthifolius in dealing with different abiotic conditions, such as luminosity (Scalon et
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al. 2006; Sabbi et al. 2010), water saturation (Grisi et al. 2011) and nutrient concentrations
(Resende et al. 1999), as well as varied conditions of fertilization (Souza et al. 2006).

Schinus terebinthifolius is recognized as a potentially invasive species on all
continents of the globe with the exception of Antarctica. The species is even found on
several islands of the Atlantic, Pacific and Indian Oceans (Global Invasive Species
Database 2017), in both natural and anthropic habitats (Mukherjee et al. 2012).

Several environmental conditions indicate morphological plasticity of the species
in Florida, including light (Spector and Putz 2006), salinity (Ewe and Sternberg 2005),
soil fertility (Li and Norland 2001) and seasonal precipitation (Ewe and Sternberg 2002),
which may, even partially, explain the invasive potential of the species.

Thus, the objective of this study was to define the potential foliar plasticity of S.
terebenthifolius and evaluate its importance in the process of this species colonizing new
regions and habitats. Leaf functional attributes of populations of different forest
formations of the Brazilian Atlantic Forest (where the species is native) were used as a
model and compared to the leaf attributes of a population in Florida (where the species is
invasive). Our hypothesis was that these leaf functional attributes would be found to be
plastic in the native area according to the inhabited physiognomy and would present
greater differentiation in invaded areas in response to more unique environmental
conditions. Under this scenario, plasticity would represent an inherent property that
influences the invasive capacity of the species. We postulate that significant differences
in foliar morphoanatomy of individuals that inhabit different environments, but which do
not represent genetically distinct populations, reflect phenotypic plasticity of the genome.
On the other hand, differences in foliar morphoanatomy between genetically structured
populations would not provide evidence for phenotypic plasticity.

Studies on phenotypic plasticity of plants can be based on morphological,
anatomical and physiological responses of any plant organ; however, leaves represent the
most plastic and acclimatable organ in response to environmental factors (Dickison 2000;
Gratani et al. 2006). For this reason, the leaf was chosen as the organ for the

morphoanatomical analyses of the present study
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Material and Methods

Schinus terebinthifolius possesses composite leaves, and so the third right leaflet

was considered for analysis and interpreted as a single leaf (Bongers and Popma 1990).

Collection and preparation of plant material

Leaves of individuals of Schinus terebinthifolius were collected in its native area
within three forest formations belonging to the Atlantic Forest: Semideciduous Seasonal
Forest (SSF), located in the municipality of Céu Azul, Parana (PR); Araucaria Forest
(AF), located in Campo Largo in the metropolitan region of Curitiba, PR; and Lowland
Ombrophilous Dense Forest (LODF), located in Sdo Francisco do Sul, Santa Catarina,
SC. The fourth sampled population was located outside the native area of S.
terebinthifolius, in a region considered one of its major foci of invasion: Everglades
National Park in Florida, USA. Withi this invasion focus, leaves were collected from an
area in Homestead, in the county of Miami-Dade, which is basically a seasonally flooded
freshwater swamp with sawgrass (SG) (Cladium jamaicense) being the predominant
vegetation. All samples were collected during the vegetative phase of the plants, in
November 2014, and on sunny days. A minimum of 20 individuals, with Circumference
at Chest Height of (CCH) > 15 cm, were sampled per forest formation. Table 1 provides

the abiotic data for each collection site.

Morphological analysis

Thirty fully mature leaves were collected from each individual (10 individuals per
population) for evaluation of leaf morphology. The dry mass of the leaves was obtained
by drying and pressing the leaves in an air-circulation oven at 65°C, until reaching
constant weight, and then measured in a precision balance. The dehydrated leaves were
then used to estimate leaf area from scanned images made with a desktop scanner coupled
to a computer using Sigma Scan-Pro software (version 5.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA
1995). Specific leaf area (cm2.g™") was obtained using the formula: leaf area (cm?) / leaf

mass (g) (Witkowski and Lamont 1991).
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Anatomical analysis

Five leaves of each individual (10 individuals per population) were used for
anatomical analysis. The median region of the leaves were fixed in FAA 50 and then
preserved in 50% ethanol (Johansen 1940). Freehand cross sections were obtained from
the samples using a razor blade, which were then clarified with 25%sodium hypochlorite,
stained with 0.05% toluidine blue (Feder and O’Brien 1968) and mounted on glycerin.
Total thickness of the epidermal layer, the sub-epidermal layer (when present) and
chlorophyllous tissue were measured for each leaf. Photographic documentation was
performed using a digital camera (Olympus QColor 5) coupled to a phase contrast
microscope and/or DIC (Olympus BX 51), with digital images being captured using the
software Q Capture v 2.68.6. Measurements were taken from the digital images using the

software ImagelJ v 1.49.

Phenotypic Plasticity Index (PPI)

The PPI was calculated for all the characteristics (morphological and anatomical)
analyzed, according to the following formula: PPI = {(mean maximum value of the
variable — mean minimum value of the variable) / mean maximum value of the variable}.
The index varies on a scale of 0-1, where values closer to 0 are considered less plastic

while values close to 1 are more plastic (PPI, sensu Valladares et al. 2006).

Molecular processing

Individuals of the four types of vegetation sampled were genotyped for seven loci
of microsatellite markers developed specifically for S. terebinthifolius (Williams et al.
2005). Leaves were collected specifically for genetic analysis (SSF n=18; ArF n=18;
LODF n=20; SG n=13), which were later dehydrated on silica gel and macerated in liquid
nitrogen. The plant material was then subjected to DNA extraction following the protocol
(adapted) from Kit Spin 50, from Kasvi. For the loci StAAT9, StAAT25 and StAAT47
(radiolabeled primers), the Polymerase Chain Reaction (PCR) of a volume of 20ul
contained: 1x Buffer, 0.36ug/ul bovine serum albumin (BSA), 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM
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dNTP, 0.25 pmol of each primer, 1 U of Platinum Taq Polymerase and 10 ng of DNA.
The markers for the loci StAATI, StAATI16, StAAT17 and StAATSS5 were not
radiolabeled, so the methodology developed by Shuelke (2000) was used, where the
foward primer receives a MI13 tail, which binds to a third complementary primer
containing the fluorophore FAM. This reaction contained the same concentrations of
reagents cited above, except for the forward primer, which was used at 0.05 pmol, and
the addition of 0.25 pmol primer containing the tail with FAM fluorescence. The PCR
conditions were the same for all microsatellite markers, except for the annealing
temperature, which was specific to each primer (StAAT1 — 52°C, StAAT9 — 57°C,
StAATI16 — 60°C, StAAT17 — 49°C, StAAT25 — 52°C, StAAT47 — 48°C, StAATSS —
50°C). The reactions comprised a cycle of 95°C for 5 min, 45 cycles of denaturation at
95°C for 30 sec, annealing for 30 sec and extension at 72°C for 1 min, followed by a final
extension cycle at 72°C for 5 min. Genotyping was performed with an ABi 3130
sequencer (Applied Biosystems). The detection of null alleles was performed using the
software Micro-Checker 2.2.3 (van Oosterhout et al. 2004), while analyses of genetic
diversity (number of alleles, genotypic diversity), linkage disequilibrium, Hardy-
Weinberg Equilibrium and genetic structuring (Fst and AMOVA) were performed with
the software Arlequin 3.5 (Excoffier and Lischer 2010). The analysis to determine the
real number of populations (formed by individuals sharing similar genetic structure) and
the allocation of individuals to their respective groupings was performed with the
program Structure 2.3.1 (Pritchard et al., 2000) in five independent runs with 5 million
replicates, ranging from 1 to 6 possible populations (K value). To define the probable
number of populations, the ad hoc method developed by Evanno et al. (2005) was used

and implemented with the online tool Structure Harvester (Earl and von Holdt 2012).

Statistical analysis

Means and respective standard deviations were calculated for all quantitative
variables. The data of the leaf attributes were logarithmized to meet the assumptions of
the statistical analyses. A nested-MANOVA (nested multivariate analysis of variance)
was performed to test if the leaf attributes were different from each other using the

software R V3.4.1. (R Development Core Team 2016). A one-way ANOVA (Variance
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Analysis) was used to compare the means for the leaves sampled in each forest formation
(post-hoc Tukey, at 5% significance) using the program Statistica (version 7.0 StatSoft,
Tulsa, OK, USA, 2001). To test the relationship between leaf attributes and abiotic
variables (continuous quantitative), linear regression was performed with the software R
V34.l.

For comparative purposes, a cluster analysis was performed using R V3.4.1. (R
Development Core Team, 2016), with the purpose of grouping the populations based on
similarity of functional attributes and biotic variables. The functional attribute matrix was
constructed from the values of each morphoanatomical characteristic evaluated; the
matrix of the abiotic variables included only the categorical variables “soil” and
“climate”. All matrices had their values standardized. The method used to calculate the

similarity among populations in the data matrix was dissimilarity by Euclidean distance.

Results

The statistical analysis indicated that S. ferebinthifolius had significant differences
between the foliar attributes of individuals of different plant formations (MANOVA with
p <0.001 for attributes tested). Among native populations of the native area, LODF leaves
had higher values for leaf area and specific leaf area, and lower values for thickness of
palisade parenchyma. However, LODF individuals had greater similarity with other
individuals of the native area (ArF and SSF) than with the population of the invaded area
due to similarity in the abiotic characteristics of these plant formations (Figure 3), which
is supported by the PPI values. The leaves of individuals from SSF and ArF showed no
differences for seven of the eight attributes analyzed (Table 2).

The leaves from the invaded area (SG) had the highest values for dry mass,
epidermis + subepidermal thickness, and the thickness of the palisade and spongy
parenchyma. The lowest values were observed for specific leaf area and palisade:spongy
parenchyma ratio (Table 2).

The attributes that presented the highest phenotypic plasticity were also those that
correlated most with the abiotic variables (Table 3), except for dry mass, which was not
influenced by luminosity. The morphological attributes analyzed were positively related

to temperature and negatively related to luminosity and rainfall.
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Among all the attributes measured, the epidermis + subepidermal layer had the
highest PPI value (Table 2), since leaves from ArF do not possess subepidermal layers
(Figure 1B). In the anatomical sections (Figure 2), the mesophyll is composed of two to
three layers of palisade parenchyma and one to three layers of spongy parenchyma —
compact and with small intracellular spaces. The epidermis is simple, comprising a single
layer (Figures 2A, 2B, 2C and 2D). Unlike the morphological attributes, the anatomical
attributes were negatively correlated with temperature and positively correlated with
luminosity and rainfall. The epidermis + subepidermal layer had the highest correlation
with the analyzed abiotic variables (R?=0.580, p<0.001). Spongy parenchyma was
correlated only with the condition of luminosity, and the palisade:spongy parenchyma
ratio only with mean annual temperature.

A total of 69 individuals were genotyped, with 31.7% of the variation in genetic
diversity being observed among populations and 69% among all individuals sampled.
There was no genetic variation among individuals from the same population (- 0.76%).
The population with the highest genetic diversity was SSF (Table 4) and the lowest was
observed in LODF, which also had the highest inbreeding coefficient (Fis = 0.451). There
was no evidence of the presence of null alleles, or errors in amplification or the
determination of the alleles for the different loci in the different populations of S.
terebinthifolius. The population of ArF had the highest average number of alleles,
followed by LODF. The locus StAAT 47 (Fig. 3) had a very similar allele frequency in
the populations of SSF and ArF; the loci StAAT 25 and StAAT 55 had alleles in the native
area that were not found in the invaded area.

The overall genetic differentiation among populations was significant (Fst =
0.316, p = 0.000), however, the populations LODF + SG could not be differentiated and
SSF + ArF had only subtle differences (Table 5). These data are corroborated by Evanno
(2005) (Figure 3), which grouped the four populations sampled into two genetically
similar groups: the first group composed of SSF + LODF, and the second group of LODF
+SG (K=2; delta K=2466.5). Within each group, it can be seen that some individuals
share a small percentage of genetics with the other population, with the exception of one
individual from SSF, whose genetic composition mostly belonged to other group

(Structure analysis, Figure 3).
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Discussion

The results support the hypothesis that the foliar attributes of S. terebinthifolius
possess greater phenotypic plasticity in the invaded area, suggesting that it plays an
important role in invasion process of this species.

The lower SLA values for individuals of SG occur with higher values of total leaf
thickness and lower leaf area. This relationship between these variables seems to be a
response to abiotic conditions, which are more stressful, such as high luminosity and soil
conditions, thus characterizing the leaves of SG as sclerophyllous (Marin and Medina
1981; Boeger and Wisniewski 2003; Read et al. 2000).

Sclerophylly, which means hard leaves, is defined as a non-specific response that
plants develop to survive in a multi-stress environment (Read et al., 2006). The SG
collection site is known for its seasonality, with prolonged dry periods alternating with
flooding for approximately five months/year (75% of the rainfall occurs between May
and October; Chen and Gerber 1990; Schedlbauer et al. 2012). This soil is also considered
to be infertile since during drought periods calcium carbonate fixes phosphorus by
adsorption, thus preventing it from being available to plants, while nitrogen (in the form
of nitrate) is easily leached, since this type of soil does not favor drainage (Li 2001). Thus,
these edaphic conditions seem to act on leaf structure. Smaller leaf area is a strategy to
reduce water loss, by avoiding greater transpiration, and greater thickness is a trade-off
that increases leaf volume, thus guaranteeing the photosynthetic capacity of leaves
(Sobrado and Medina 1980). The greater total thickness of a leaf is also a response to
increased thickness of the chlorophyllous parenchyma, due to the high intensity of
luminosity in SG, by the process of channeling light inside of the leaf (Vogelmann et al.
1996).

Thick leaves may also be a response to infertile soils, due to cell compaction
caused by nutrient deficiency, thus increasing leaf carbon per unit of investment, as a
strategy to conserve nutrients and/or green mass (Turner 1994; Edwards et al. 2000).
Compaction may lead to increased leaf dry mass, as observed in leaves of SG.

The greater SLA values in native plant formations indicate the presence of
mesophilic leaves, due to lower stress environmental conditions. The lower values for

area and dry mas of the SSF and ArF populations appear to be a response to lower PAR
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values in these plant formations. According to Feijo et al. (2009), the growth of S.
terebinthifolius can be limited by lower solar radiation, which negatively influences the
rates of CO, absorption required to produce now photosynthetic tissues. The increase in
solar radiation, associated with soil fertility, seems to stimulate leaf growth, as evidenced
in LODF leaves, which have the highest average values for leaf area and dry mass, in
relation to the other native populations.

Environments with higher solar irradiation have thicker leaves, as observed in
leaves of SG, whereas in environments with low irradiation (ArF) the leaves are thinner
due to the absence of the subepidermal layer. Under conditions of high irradiation, leaf
tissues can modify structures that influence light penetration through the leaf (Nagel et
al., 1998). The increase in epidermal thickness reduces the penetration and damage by
solar radiation to mesophyll tissues (Day 1993; Sullivan et al. 1996), since the epidermis
is able to attenuate about 20 to 30% of the photosynthetically active radiation (UV-A,
violet and blue) (McCree 1981; Robberecht and Caldwell 1983). Since it occurs in leaves
of plant formations with greater light intensity, the subepidermal layer can act as an
additional barrier to intense luminosity (Caldwell et al. 1983, Boeger and Wisniewski
2003). Additionally, several studies under different conditions of shade have shown an
absence and/or reduction in the number of subepidermal layers, as well as a decrease in
cell size, in proportion to decreased luminous intensity (Paiva 2003, Feij6 et al. 2014,
Vieira et al. 2014)

The genetic similarity between SG and LODF further suggests that individuals
from the region of LODF (or populations from the same genetic unit) were introduced
into southern Florida. The molecular analyses performed by Williams et al. (2005) and
Mukherjee et al. (2012) suggest that western Florida was initially colonized by haplotypes
originating in southern Brazil (S 20°- 32°), while eastern Florida (where SG is located)
was colonized by haplotypes related to the Northeast Region of Brazil (S 12.9°).
However, today both haplotypes occur sympatrically throughout most of peninsular
Florida, along with nine other haplotypes originating in Curitiba, Argentina and Paraguay
(Mukherjee et al., 2012), which indicates multiple introductions.

Mukherjee et al. (2012) also report that these multiple introductions increased the
genetic diversity of individuals in Florida, leading to the hybridization of these

haplotypes, which possibly facilitated adaptation to the new environments found by the



31

species. Niche modeling revealed that these hybrids also occupy different niches than
those occupied by the species in its native area, suggesting that S. terebinthifolius possess
great potential for adaptation to new environmental conditions (Mukherjee et al., 2012).

Although individuals of LODF exhibit more similar leaf attributes with native area
populations, the genetic similarity with SG individuals, reflect phenotypic plasticity in
the genome. Among the phases that make up the process of biological invasion
(introduction, establishment and expansion), phenotypic plasticity is especially important
to the establishment of individuals in the new habitat. In this phase, rapid and adequate
responses to environmental innovations are required to ensure survival (Strayer et al.
20006), reproduction and, consequently, maintenance of invasive populations (Engel et al.
2011).

Even though the analysis of foliar attributes associated with the genetic analyzes
evidenced the phenotypic plasticity, the PPI values were low. Considering the formula
for PPI, for a characteristic to be considered plastic it must present at least 50% variation
between the means of the analyzed attribute (Valladares et al. 2006), indicating that the
PPI values in this study can be considered low with the exception of the epidermis +
subepidermal layer. However, variation in the mean values of SLA, which is a variable
that indicates investment in leaf photosynthetic area per unit of foliar mass, suggests the
existence of phenotypic plasticity when comparing the leaves of the native areas with the
leaves of the invaded area, and that this should not be overlooked despite the low PPI
value. Variation in SLA represents the morphological adjustment that occurs in leaves as
a function of environmental conditions and is an indicator of plasticity.

The results obtained in the present study allow us to infer that the ability of this
species to colonize new habitats can be cryptic and is revealed only when the plant is
subjected to specific environmental conditions. Thus, the ability to predict the invasive
potential of species with a high capacity for phenotypic plasticity is quite limited by only
studying populations of the native area of distribution. The paradox of the invasion (Sax
and Brown 2000; Allendorf and Lundquist 2003) reveals, at least partially, this limitation.
In spite of having predominantly low genetic variability, many invasive species succeed
in colonizing new geographical areas putatively by, among other possibilities, possessing

genetic information (“information space’) to produce phenotypes capable of surviving in
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new environmental conditions, as suggested by Janzen (1985), Agosta and Klemens

(2008) and Araujo et al. (2015).
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Table 1 — Geographic coordinates and biotic and edaphic characteristics of the collection

sites.

SSF AF LODF SG

Geographic S 25°04'47.7" S 25°26'15.4"  S26°16'45.44"  N25°29'41,30"
coordinates W53°43'50.6" W 49°23'57.5"  W48°39'10.32"  'W80°34'00,70"

Mean annual 18.5°C 16.7°C 21.1°C 23.7 °C
temperature
Annual rainfall 1890 mm 1481 mm 1830 mm 1479 mm
Ferrthumiluvic
Soil Nitosol/ Humic Spodsol/ Lime (Marl)
Litolic Cambisol Haplic
Nitosol Organosol
Climate Cfa Ctb Cfa Am
Photosynthetically 82.07 36.2 374.4 1750
active radiation  pmols'm?  pmols!'m? umol s' m? umol s! m?

Semideciduous Seasonal Forest (SSF), Araucaria Forest (AF), Lowland Ombrophilous Dense Forest (LODF) and sawgrass (SG).
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Figure 1: Collection areas for Schinus terebinthifolius. Native areas:
Semideciduous Seasonal Forest - SSF, Araucaria Forest — ArF, and Lowland
Ombrophilous Dense Forest - LODF, all belonging to the Atlantic Forest (AF).
Invaded area: Everglades National Park — ENP, Floodplain area - FA). The photos

detail the condition of luminosity at each collection site.
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Figure 2: Transverse section of the leaf blade of Schinus
terebinthifolius. A — Seasonal Semideciduous Forest, B — Araucaria
Forest, C — Lowland Ombrophilous Dense Forest, D — Sawgrass. EP —
Epidermis + subepidermal layer; PP — Palisade parenchyma; SP —
spongy parenchyma; TBT — Total blade thickness.
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Figure 3: Comparison of foliar attributes (referring to the results in Table 2) of Schinus
terebinthifolius, with the genetic profile of the populations and with grouping by
similarity of the abiotic variables and the foliar attributes. Foliar attributes of the same
color represent 95% similarity between them. LA — leaf area; DM — dry mass; SLA —
specific leaf area; EP — epidermis + subepidermal layer; PP — palisade parenchyma; SP —
spongy parenchyma; PP/SP — palisade:spongy parenchyma ratio; TBT — total blade
thickness. SSF - Semideciduous Seasonal Forest, ArF - Araucaria Forest, LODF -

Lowland Ombrophilous Dense Forest, Sg — Sawgrass.
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FILOGEOGRAFIA DE Schinus terebentifolius: OSCILACAO E RESILIENCIA
DURANTE VARIACOES CLIMATICAS

RESUMO: Schinus terebinthifolius ¢ uma espécie arborea cujo a area nativa se estende
ao longo da Floresta Atlantica. Entretanto, sua distribuicdo atual abrange diferentes
fitofisionomias e climas nos cinco continentes, sendo considerada uma espécie invasora
agressiva. O conceito de ecological fitting propde que a habilidade da espécie em
sobreviver a novos habitats utilizando os recursos disponiveis e formar novas associagdes
bioldgicas, provém de sua historia evolutiva, sob a forma de informagdes genéticas e
fenotipicas acumuladas em sua linhagem ao longo do tempo. Assim, processos seletivos
aos quais uma espécie foi submetida no passado provavelmente influenciam sua
habilidade no processo de naturalizag@o nos habitats invadidos. Desta forma, o objetivo
deste estudo foi reconstruir a historia de distribuicdo de S. terebinthifolius e compreender
de que forma a mesma foi influenciada pelas altera¢des climaticas do passado e, sob a luz
do conceito do ecological fitting, inferir se sua histéria evolutiva reflete o presente
potencial como espécie invasora. Foram realizadas analises de estruturagao genética
entre diferentes populacdes nativas e de algumas populagdes de areas invadidas, com o
objetivo de postular a origem dessas invasdes. Os individuos da area nativa e invadida
foram genotipados utilizando sete marcadores microssatélites desenvolvidos
especificamente para esta espécie e o sequenciamento dos individuos da area nativa se
deu através da regido intergénica de cpDNA trnS-trnG. As andlises de Fst tanto para os
marcadores nucleares, quanto para o marcador plastidial, indicam a existéncia de
estruturacdo genética entre as populagdes amostradas. A populacao da Florida ndo se
assemelha as populacdes do Brasil, porém, a populagdo de Maputo e Nova Zelandia
apresentaram semelhanga com algumas populagdes da area nativa. A reconstrugdo da
historica da distribuicdo espacial dos haplotipos de S. terebinthifolius revelou uma
continua dispersao no territorio nativo entre o comeco do Pleistoceno (2,58 Ma) até os
dias atuais, sem extingdo local mesmo durante os eventos de glaciagcdo, apresentando
alguns eventos de contragdo e expansdo, o que revela sua potencial resiliéncia sobre
adversidades ambientais. As populagdes do Sul e Norte da Floresta Atlantica foram
influenciadas de forma desigual, devido as caracteristicas dispares de relevo, clima e
mudangas do nivel do mar no Quaternario entre essas regides. Diante deste cendrio de
distribuicao atual e da capacidade de S. terebinthifolius em lidar com variagdes biologicas

e abioticas, sugere-se que o0s processos recentes de invasao dessa espécie sao uma questao
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de oportunidade de introdugdo a novas regides geograficas, uma vez que as habilidades

necessarias no processo de naturalizagao foram evidentes.

Palavras-chaves: aroeira, invasdo bioldgica, ecological fitting
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INTRODUCAO

Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae), conhecida popularmente como
aroeira ou pimenta rosa, ¢ uma espécie arborea cujo a area nativa se estende pelo Paraguai,
Uruguai, Argentina e Brasil, sendo que neste ultimo pais ocorre desde o Rio Grande do
Norte at¢ o Rio Grande do Sul e em diferentes formagdes vegetais, como Floresta
Estacional Semidecidual, Floresta Estacional Decidual, Floresta Ombrofila Mista,
Floresta Ombrofila Densa, Floresta Ciliar, Manguezal, Restinga, Cerrado (lato sensu) e
Campo Limpo (Lorenzi, 2002; Carvalho, 2003; Silva-Luz; Pirani, 2015).

Como evidenciado pela sua ampla distribuicdo, S. terebinthifolius apresenta alta
tolerdncia a diferentes fatores ambientais, tais como altitude (Carvalho, 1994; Fleig,
1987, Fleig e Klein, 1989); temperatura e pluviosidade (Carvalho, 1994), luminosidade
(Scalon et al., 2006; Sabbi; Angelo, Boeger, 2010), condi¢des hidricas (Grisi et al, 2011)
e edaficas (Sanchotene, 1989; Resende et al., 1999; Souza et al., 2006; Carvalho, 1994;
Lorenzi, 2002).

Frequentemente, espécies com ampla distribuicdo geografica nativa possuem a
capacidade de sobreviver em diferentes condigdes ambientais, o que facilita seu
estabelecimento em regides invadidas (PySek e Richardson, 2007). Além de sua area
nativa de distribuicdo, S. terebinthifolius pode ser encontrada em praticamente todos os
continentes, exceto na Antarctica (Discover of life, 2017). A espécie ocupa quase 300.000
hectares na Florida - EUA e apresenta populagdes invasoras em outros continentes, tais
como na Europa (Sul da Espanha), Norte e Sul da Africa, Asia, Australia, Nova Zelandia,
Cuba, Hawali, e diversas ilhas dos Oceanos Pacifico, Atlantico e Indico (Global Invasive
Species Database, 2018).

Muitos estudos focam na compreensao das caracteristicas que tornam uma espécie
invasora, entretanto, esbarram no Paradoxo da Invasdo. Esse paradoxo contrapde o
sucesso de espécies exoticas invadirem novas regides geograficas sob condic¢des
ambientais distintas daquelas as quais se adaptaram (Sax e Brown, 2000). A resposta
presumida a esse paradoxo estd na capacidade dos organismos em realizar ecological
fitting (Janzen, 1985; Agosta e Klemens, 2008). Conforme Agosta e Klemens (2008),
ecological fitting representa a habilidade das espécies em sobreviver aos novos habitats
utilizando os recursos disponiveis e formar novas associacoes biologicas. As ferramentas
dos organismos para realizar ecological fitting sdo provenientes de sua histdria evolutiva,

sob a forma de informagdes genéticas e fenotipicas acumuladas em sua linhagem ao longo
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do tempo (Brooks e McLennan 2002; Brooks ¢ Agosta 2012), uma propriedade das
espécies denominada information space (Araujo et al. 2015). Ecological fitting pode se
manifestar através da plasticidade fenotipica, exaptagdo, variabilidade proveniente de
evolucdo correlacionada de caracteres e do conservadorismo filogenético (Brooks e
McLennan, 2002; Agosta e Klemens 2008, Malcicka 2015).

Assim, processos seletivos aos quais uma espécie foi submetida no passado (e.g.
flutuagdes climaticas, processos ecoldgicos) provavelmente influenciam a habilidade de
espécies exoOticas na naturalizacdo nos habitats invadidos (Sax, 2001). Esse ¢ o
componente denominado de “conservadorismo filogenético.” E provavel que por
apresentar ampla distribuicdo geografica na sua area nativa, sob diferentes flutuagdes
temporais de fitofisionomia e clima, S. terebinthifolius tenha acumulado a habilidade de
sobreviver em diferentes condi¢cdes ambientais. Dessa forma, o conservadorismo de
habilidades adquiridas e acumuladas evolutivamente pela espécie poderiam influenciar o
potencial invasivo da mesma em novas regides com caracteristicas ambientais
semelhantes aquelas passadas, de sua area nativa de distribuicdo (Pysek e Richardson,
2007).

Sendo assim, o objetivo deste estudo ¢ reconstruir a filogeografia de S.
terebinthifolius a fim de elucidar a historia de distribuicdo da espécie e compreender de
que forma ela (suas populagdes) foi influenciada pelas alteragdes climaticas do passado
em sua area nativa de distribuigdo e, sob a luz do conceito do ecological fitting, inferir se
sua historia evolutiva reflete o presente potencial como espécie invasora. Além da
reconstru¢do de sua distribui¢do em territorio nativo, também foi realizada a analise de
estruturacdo genética entre diferentes populagdes nativas de S. terebinthifolius. A
variabilidade genética de algumas populagdes de areas invadidas foi analisada com o

objetivo de postular a origem dessas invasoes.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material biolégico - Folhas de 210 individuos de S. terebinthifolius
foram coletadas em populagdes provenientes de diferentes formagdes vegetais da Floresta
Atlantica (Tabela 1), sua regido nativa. Além disso, vinte e cinco individuos foram

amostrados em regides invadidas, incluindo Estados Unidos, Africa e Nova Zelandia:
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Tabela 1: Pontos de coleta de populacdes de Schinus terebinthifolius e o respectivo
numero amostral de cada populagdo (N), coordenadas geograficas e fitofisionomias das

areas habitadas por essas populagdes.

LOCAL DA COLETA N COORDENADAS FITOFISIONOMIA

Gramado e Canela - RS 24 S29°21'14.4" W 50°49'53.5" Floresta Ombrofila Mista

Criciuma - SC 18 S 28°46'4.966" W 49°2428.786"  Floresta Ombrofila Densa

Florianopolis - SC 29 S27°36'02.2" W 48°28'24.4" Floresta Ombrofila Mista

Sao Francisco do Sul - SC 20 S26°16'45.44" W 48°39'10.32" Floresta Ombrofila Densa das Terras Baixas
Céu Azul - PR 18 S 25°04'47.7" W 53°43'50.6" Floresta Estacional Semidecidual

Campo Largo - PR 18 S 25°26'15.4" W 49°23'57.5" Floresta Ombroéfila Mista

Itu - SP 20 S 23°14'45.398" W 47°16'5.869"  Floresta Estacional Semidecidual/Cerrado

Bacia Hidrografica do Rio Pardo
20 S 21°59'16.861" W 47°18'25.564" Floresta Estacional Semidecidual/Savana
e Rio Mogi - SP

Trancoso - BA 14 S 16°35'18.092" O 39°5'57.3" Floresta Ombrofila Densa
Macambira - SE 32 S 10°41'33.108" O 37°35'7.35" Floresta Estacional Semidecidual
Florida - USA 13 N 25°29'41,30" W 80°34'00,70"  Marl prairies

Maputo - AFR 4 S 25°38'15.94" L 32°34'25.26" Mosaico Regional de Tongoland
Auckland - NZ 8 S 36°53'7.108" E 174°47'11.324"  Lowland forest/rainforest/evergreen

Extracdo do DNA - As folhas foram desidratadas em silica, maceradas em
nitrogénio liquido e acondicionadas ao abrigo de luz e calor. A partir de amostras (0,05g)
deste macerado, o DNA foi extraido seguindo o protocolo adaptado do Kit Spin 50
(Kasvi).

Genotipagem

Os individuos foram genotipados para sete loci de marcadores microssatélite
desenvolvidas especificamente para esta espécie (Williams et al. 2002). Para os loci
StAAT9, StAAT25 e StAAT47 (marcados fluorescentemente) a Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) com 20ul continha: 1x Buffer, 0,36ug/ul de bovine serum albine
(BSA), 1,5 mM de MgClz, 0,2 mM de dNTP 0,25 pmol de cada iniciador, sendo o
iniciador senso marcado com fluorescéncia, 1 U de Platinum Taq Polimerase e 10 ng de
DNA. Os loci StAAT1, StAAT16, StAAT17 e StAATSS foram genotipados segundo a
metodologia de Shuelke (2000), na qual o primer foward recebe uma cauda M13, que se
liga a um terceiro primer complementar contendo o fluor6foro FAM. Esta reagdo contém
as mesmas concentracdes de reagentes citadas para os demais loci, com excec¢do do

iniciador senso, que foi utilizado a 0,05 pmol, e a adi¢ao de 0.25 pmol primer contendo a



52

cauda com fluorescéncia FAM. As condigdes da PCR foram iguais para todos os
marcadores microssatélites, com excecao da temperatura de anelamento que foi
especifica para cada primer (StAAT1 — 52°C, StAAT9 — 57°C, StAATI16 — 60°C,
StAATI17 — 49°C, StAAT2S5 — 52°C, StAAT47 — 48°C, StAATSS — 50°C). As reagdes
compunham um ciclo de 95 °C por 5 min, 45 ciclos de denaturacdo a 95 °C por 30 seg,
30 seg de anelamento e extensao a 72 °C por 1 min, seguidos por um ciclo de extensdao
final a 72 °C por 5 min. A genotipagem foi realizada em um sequenciador ABi 3130

(Applied Biosystems).

Sequenciamento Além da genotipagem com marcadores microssatélite, a regiao
intergénica de DNA plastidial (cpDNA) dos individuos, de aproximadamente 750pb, foi
sequenciada utilizando os iniciadores senso trnS (5’GCC GCT TTA GTC CAC TCA
GC3’) e antissenso trnG (5’GAA CGA ATC ACA CTT TTA CCA (C3’) (Hamilton,
1999).

A PCR de 25 ul de volume final continha: 1x Buffer, 4,8 ug/ul de bovine serum
albine (BSA), 2 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP 1 pmol de cada primer, 0,04 U de
Platinum Taq Polimerase e 10 ng de DNA. As condi¢des da PCR foram de 94 °C por 3
min, seguidas de 35 ciclos de denaturagdo a 94 °C por 45 seg, anelamento a 60 °C por 45
seg, extensdo a 72 °C por 45 seg e extensdo final de 72 °C por 5 min. A confirmagdo da
amplificacdo dos fragmentos da PCR foi realizada através de eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, com posterior visualizacdo em luz UV, e as amostras positivas foram
purificadas com o kit E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit (Omega Bio Tek).

As reagdes de sequenciamento foram realizadas com o kit BigDye® (Applied
Biosystems) de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante, e purificadas com o kit
Sephadex G-50 (GE). O sequenciamento foi realizado em sequenciador ABi 3130
(Applied Biosystems). As sequéncias resultantes foram editadas e alinhadas no programa
Geneious v.4.5. (Biomatters, disponivel em http://www.geneious.com, Drummond et al.
2011). O fragmento entre 500 pb e 511 pb ¢ uma regido mononucleotidicas poli-T,
caracterizada por apresentar homologia altamente incerta para este tipo de polimorfismo
(Kelchner, 2000). Sendo assim, essa regido teve o nimero de Timinas igualado para todas

as sequéncias, antes que fosse realizado o alinhamento.
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Analise de dados

Genotipagem — As analises de genotipagem foram realizadas apenas para as
populagdes da area nativa, com o objetivo reconstruir a distribui¢do geografica de Schinus
terebinthifolius na area nativa ao longo do tempo, além de analisar a estrutura¢ao genética
das populacdes. A avaliagdo de erros de genotipagem e presenca de alelos nulos para os
loci microssatélites foram realizadas através do software MICRO-CHECKER 2.2.1 (van
Oosterhout er al. 2004). Analises de diversidade genética (numero de alelos,
hetorozigosidade esperada e observada), equilibrio de Hardy-Weinberg e estruturagdo
genética (Fsr e AMOVA) foram realizados através do programa Arlequin 3.5 (Excoffier
et al. 2010). Sempre que multiplas comparagdes foram realizadas, o valor critico de p foi
corrigido pelo método Benjaminie Yekutieli (B-Y) (Narum, 2006).

A determinagdo do numero de populacdes reais e a alocagdo dos individuos em
seus respectivos clusters foram realizados através do programa Structure 3.3.1 (Pritchard
et al. 2000), utilizando o método ad hoc desenvolvido por Evanno et al. (2005). O MCMC

foi de 5 milhdes de corridas, com burn-in de 500 mil, testando K = 14.

Sequenciamento - O numero de haplotipos, de sitios polimorficos, a diversidade
nucleotidica, a estruturagdo genética (Fst e AMOVA) e o teste de neutralidade (Tajima,
1989 e Fu, 1997) foram estimados ou realizados no software Arlequin (Excoffier e
Lischer, 2010). O valor critico de p foi corrigido pelo método BenjaminieY ekutieli (B-
Y) (Narum, 2006). O Teste de Mantel foi utilizado para avaliar se a estruturacdo genética
das populagdes ¢ resultado da distancia geografica entre elas (isolamento por distancia).
A andlise foi realizada no Arlequin v.3.5 através de uma matriz de distancia geografica
(construida com auxilio da ferramenta “medir distdncia” em linha reta no Google Maps)
e uma matriz de diferenciacdo genética entre as populagdes (construida com valores de
Fst).

As sequéncias foram editadas e tiveram o alinhamento concatenado no programa
Geneious v.4.8.5 (http://www.geneious.com/, Drummond et al., 2011). Para inferir a relagao
filogenética entre os 13 haplotipos de cpDNA encontrados nas dez populagdes nativas de
S. terebinthifolius, foi gerada uma rede de haplotipos utilizando o método de Median-
Joining, no software Network 5.0.0.0 (Bandelt ef al. 1999). Com o mesmo objetivo de
inferir o tempo de divergéncia entre estes hapldtipos, foi construida uma arvore
filogenética calibrada no software Beast 1.8.0 (Drummond et al., 2012), através de quatro

corridas independentes contendo 50 milhdes de geracdes cada, amostradas a cada 1000
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arvores e 10% de burn-in. A arvore foi calibrada usando relogio molecular estrito e taxa
de substituicdo de 0.0028 substitui¢des/Ma (95% HPD: 0.0012—-0.0046) (Lorenz-Lemke
et al. 2010), a qual ¢ compativel com a taxa encontrada para o mesmo fragmento por
Alsos et al. (2005) (95% HPD: 0.0013-0.0046) e por Wolfe et al. (1987) para regides do
cpDNA que ndo estdo sob pressdo seletiva (95% HPD: 0.0013-0.0046). O modelo de
substituicdo (TrN+1, TN93 — Tamura e Nei, 1993), utilizado foi estimado no software
jModelTest 0.1.1 (Posada, 2008), conforme o critério de informagao de Akaike - AIC
(Kelchner e Thomas 2007). Além dos haplétipos encontrados neste estudo, também
foram utilizados os dez haplétipos encontrados por Williams et al. (2005) para gerar a
arvore filogenética de S. terebinthifolius, disponiveis no GenBank (n° de acesso:
AY928407.1; AY928406.1; AY928405.1; AY928404.1; AY928403.1; AY928402.1;
AY928401.1; AY928400.1; AY928399.1; AY928398.1. Sequéncias de Astronium
urundeuva (haplotipo C, n° de acesso: EF513748.1) e Astronium fraxinifolium (haplétipo
D, n° de acesso: EU053212.1), foram utilizadas como grupo externo por serem as
espécies com géneros mais proximos de Schinus com sequéncias de trnS — trnG
disponiveis no Genbank.

As quatro corridas independentes tiveram sua convergéncia avaliada no software
Tracer v.1.5 (Rambaut & Drummond, 2009) e, subsequentemente, foram combinadas
com o auxilio do programa Log Combiner (pacote do BEAST). A arvore consenso foi
estimada através do software Tree Annotator (pacote do BEAST) e burn-in de 10%.

Os eventos de expansdo e isolamento das linhagens de haploétipos ao longo do
territorio nativo foram reconstruidos sobre a arvore de haplétipos utilizando o protocolo

de Lieberman (2000, 2003ab).

RESULTADOS

Microssatélites

Dentre as populacdes amostradas na area nativa e na area invadida, um total de
238 individuos foram genotipados para sete /oci de microssatélites. Nao foi detectada a
presenga de alelos nulos e erros de genotipagem nos diferentes loci, para as diferentes
populagdes amostradas.

Todos os loci microssatélites foram polimorficos para todas as populagdes, exceto
0 loci StAAT9 - que foi monomorfico para a populacdo de Gramado e Canela e Itu - o

loci StAAT47 - monomorfico para Macambira - e o loci StAATSS - monomérfico em
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Criciuma e Auckland. As populacdes nativas que apresentaram as maiores diversidades
genética foram Trancoso, Itu e Criciuma, respectivamente; as menores diversidades
genéticas foram encontradas em Gramado e Canela ¢ Macambira (Tab. 1). Dentre as
populacdes das areas invadidas, a populagdo da Florida apresentou a maior diversidade
genética. O maior valor médio de alelos foi para o locus StAAT9 (5.9) e o menor valor
médio para o locus StAAT47 (2.8). As populagdes de Céu Azul e Bacia do Rio Pardo e
Rio Mogi apresentaram o maior nimero de alelos e as populacdes de Auckland e Maputo,
os menores. Apenas os loci StAATI e StAAT25 apresentaram as populagdes sob
equilibrio de Hardy-Weinberg. Os coeficientes de endocruzamento (Fis) significativos

foram observados nas populagdes de Sao Francisco do Sul, Itu e Trancoso (Tab. 1).

Tabela 1: Numero total (Nt) de individuos de Schinus terebinthifolius amostrados, diversidade genética

(H), coeficiente de endocruzamento (Fis) (p<0.05), nimero de alelos para cada loci microssatélite

(*indica desequilibrio de Hardy-Weinberg, p < 0.009 apos correcdo B-Y), média de alelos por

populagdo e média do nimero de alelos por locus.

n° alelos por locus

o Médian®
Populagdo Nt H FIS  StAAT StAAT StAAT  StAAT  StAAT  SEAAT  SEAAT i Jpop
1 9 16 17 5 47 55
Gramado e Canela 24 0172 +/-0.191 0.281 3 1 3 5* 3 2 2 3
Criciima 18 0.550 +/- 0.410 0.280 6 5 6 4 3 2 1 43
Floriandpolis 29 0477+/-0.327 0073 5 4= 5* 4 4 2 5 41
520 Francisco do Sul 20 0481+/-0310  0.646 4 7* 6* 3* 4 6* 5+ 5
Campo Largo 18 0.458 +/- 0.361 0.000 5 4 6 5+ 5 3 2 42
Céu Azul 18 0.458 +/-0.299 0.000 5 5* 6* g* 3 5* 3 51
Ity 20 0.592 +/- 0.538 0.274 4 1 4+ 5 7 3* 6 438
Bacia do Rie Pardo & Rio Mogi 20 0485 +/-0474  0.000 5 3 6 5 5 3 5 51
Trancoso 14 0.597 +/- D.550 0.641 5 2 6* 5 3 2 3 37
Macambira 32 0.203 +/- 0.181 0.000 4 3 4 2 3 1 4 33
Flérida - USA 13 0.513 +/-0.353 0214 7 2 5 3 3 2 5 38
Auckland - NZ B 0.370+-0.324  0.000 3 2 2 2 3 3 1 25
Maputo - AFR 0.339 +/-0.265 0.000 2 2 2 2 2 2 2 2

Média n° alelos/locus 45 5.4 47 45 37 3.8 34 33

Sequéncias de DNA plastidial

Dentre todos os individuos amostrados na area nativa, 130 foram amplificados
para o fragmento plastidial trnS/trnG, gerando fragmentos de 725 pares de base. A
diversidade nucleotidica variou de 0.000 a 0.006 entre as populagdes analisadas. As
populagdes que apresentaram a maior diversidade foram Bacia do Rio Pardo e Rio Mogi,
Céu Azul, Gramado e Canela e Criciuma, respectivamente (Tab. 2). Foram identificados

58 sitios polimorficos distribuidos entre 13 haplétipos.
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Tabela 2: Populagdes de Schinus terebinthifolius, nimero de individuos sequenciados
(Ns), nimero de haploétipos (Nh), sitios polimorficos (s), diversidade nucleotidica () e
valores do teste de neutralidade de Fu (Fs) e Tajima (D). Em negrito, os valores

significativos (p < 0.02 para Fs e p < 0.05 para D).

Populagdo Ns Nh 5 n Fu's Fs Tajima's D

Gramado e Canela 16 6 14 0.004 +/- 0.002 -16.89 -0.75
Cricidma 11 2 6 0.004 +/- 0.002 -9.26 2.36
Florianapolis 26 1 4 0.000 +/- 0.000 -3.40E+57 -1,88
S&o Francisco do Sul 10 1 0 0.000 +/- 0.000 3.40+43 0.00

Campo Largo 15 2 5 0.001 +/- 0.000 -3.40E+43 -1.66
Céu Azul 10 4 8 0.004 +/- 0.003 -7.54 1.00

ltu 8 2 3 0.001 +/- D.000 -12.17 -1.44

Bacia do Rio Pardo e Rio Mogi 10 5 10 0.005 +/- 0.003 -6.87 0.611
Trancoso 9 1 0 0.000 +/- 0.000 3.40E+43 0.00
Sergipe 15 4 8 0.001 +/- 0.001 -26.12 1.94

total 130 13 58 0.004 +/- 0.002 -2.61 -0.38

As populagdes de S. terebinthifolius com a maior diversidade haplotipica foram
Gramado e Canela e Bacia do Rio Pardo e Rio Mogi, enquanto Floriandpolis, Sao
Francisco do Sul e Trancoso apresentaram apenas um haplotipo. Os haplotipos StHap-12
e StHap-3 foram os mais frequentes e mais amplamente distribuidos no territorio nativo
de S. terebinthifolius, ocorrendo nas regides Sul, Sudeste e Nordeste. Os haplotipos
StHap-1 e StHap-8 ocorrem exclusivamente nas populacdes da regido Nordeste (Fig.1).
Florianopolis, Campo Largo e Sergipe foram as populagdes que apresentaram valores de
Fs de Fu e D de Tajima negativos e significativos, o que sugere expansao demografica

recente nestas populagoes.
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Figura 1: Rede de haplotipos do marcador plastidial trnS-trnG de dez populagdes de Schinus
terebinthifolius em territorio nativo
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Estruturacio genética das subpopulacoes amostradas

As analises de Fst tanto para os marcadores nucleares (Fst global = 0,401, p =
0,000), quanto para o marcador plastidial (Fst global = 0,549; p = 0,000) indicam a
existéncia de estruturagdo genética entre as populagdes amostradas (Tabela 3). Para o
fragmento plastidial, a AMOVA suportou que 54,9% da variacdo genética foi decorrente
de diversidade genética entre as populagdes e 45,0% entre individuos dentro das
populacdes. Marcadores nucleares, segundo a AMOVA, revelaram que 40,1% da
variabilidade genética foi decorrente de diversidade entre as populacdes, 6,4% entre
individuos dentro das populacdes e 53,4% entre os individuos dentro das populagdes. A
analise pareada dos marcadores nucleares suporta que a maioria das populagdes
apresentaram estruturagdo genética, com exce¢do da populacdo de Itu, a qual se
assemelha a populagdo da Bacia do Rio Pardo e Rio Mogi e Floriandpolis, e a populacao
de Céu Azul, a qual ¢ semelhante a Campo Largo (Tab. 3).

Esses mesmos resultados indicam que a populacdo da Flérida ndo se assemelha a
nenhuma populacdo do Brasil. Todavia, a populagdo de Auckland ndo apresenta
diferenciagdo genética para as populacdes de Gramado e Canela, Campo Largo, Itu e

Bacia do Rio Pardo e Rio Mogi. A populagao de Maputo ndo apresentou diferenciagdao
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genética com Gramado e Canela, Itu e Bacia do Rio Pardo e Rio Mogi, Criciuma e

Trancoso (Tab. 3). Apesar das populagdes de S. terebinthifolius apresentarem

estruturagio, essa ndo ¢ determinada pela distAncia geografica (R> = 0,0316; p = 0,138),

segundo o teste de Mantel.

Tabela 3: Valores diferenciagdo genética (Fst, a baixo da diagonal) entre populacdes de Schinus

terebinthifolius, baseada em sete regioes microssatélites. Em negrito os valores que foram significativos

(considerando p < 0,009, ap6s correcao de B-Y). Valores acima da diagonal: diferenciagdo genética (Fst)

entre populacdes de Schinus terebinthifolius, baseada na regido intergénica trnS-trnG de cpDNA. Em

negrito os valores que foram significativos (considerando p < 0,011, apds corre¢ao de B-Y).

Populaghes GC CRIC FLOR SFS L cA T BPM  TRAN SER Usa NZ AFR
Gramado & Canela - GC . 0223 0227 0465 0630 0254 0620 0410 0285 0230 - -
Criciima - CRIC 0.384 * 0.569 0484 0288 -00%0 0318 0121 0453 0351 - -
Floriandpolis - FLOR 0.435 0250 * -0.045 0910 0.617 0933 0747 0802 0536 - -
580 Francisco do Sul - SFS 0.649  0.3%0 0151 - 0915 0528 05848 0664  L0D00 0508 - -
Campo Largo - CL 0.236 0148 0258 0381 . 0228 0260 0092 0481 0385 - -
Céu Azul - CA 0.280 0426 0254 0367 0051 . 0011 0188 0.895  0.790 - -
Itu-IT 0.329 0464 0085 0194 0129 0121 . 0117 0834  0.807 - -
Bacia do Rio Pardo e Rio Mogi-BPM 0,281 0147  0J% 0290 0100 0.089  0.005 . 0589 0,539 - -
Trancoso - TRAN 0.715 0501 0322 0552 0444 0462 0298 0341 . -0.031 - -
Sergipe - SER 0.829 0654 0553 0715 0669 0673 0571 0598 0305 . - -
Flérida - LUSA 0.730 049 0145 0343 0424 0435 0169 0263 0228 0.5 .
Auckland - NZ -0036 0255 0202 0460 0075 0149 0031 0030 0452 0726 0491 . -
Maputo - AFR 0283 0275 0245 0459 0170 0492 0119 0127 0295  0.667 0387 -0.263 -

Os resultados de alocag@o dos individuos e o teste ad hoc proposto por Evanno et

al. (2005) suportam que o numero mais provavel de populagdes (geneticamente

semelhantes) ¢ igual a dois (K=2) (Fig. 2). Na area nativa, o primeiro cluster ¢ formado

pelas populacdes continentais do Sul e Sudeste do Brasil, enquanto que o segundo cluster

¢ formado pelas populagdes do Nordeste e pelas ilhas de Santa Catarina. A alocacdo dos

individuos em seus respectivos clusters indica que a populagdo da Florida ¢

geneticamente semelhante as populagdes amostradas nas ilhas de Santa Catarina € no

Nordeste do Brasil. Auckland e Maputo foram agrupadas no mesmo cluster das

populagdes do Sul e Sudeste do Brasil (area nativa). Esse agrupamento se assemelha a

estruturacao genética (Fst) definida pelo marcador nuclear (Tab. 3), mas ndo reflete a

estruturacao detectada pelo marcador plastidial. Quando trés populagdes sdo avaliadas na

analise do Structure (K=3), ambas as estruturacdes sdo bem representadas (Fig. 2).
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Figura 2: Alocagdo de individuos de Schinus terebinthifolius por semelhanga genética em
seus respectivos agrupamentos sob valores distintos de K.
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Filogeografia

Tanto na analise de agrupamento dos marcadores microssatélites (Fig. 2) quanto
na avaliacdo da estruturagdo genética realizada com as sequéncias plastidiais (Tab. 3),
observam-se os seguintes agrupamentos genéticos na area nativa: 1. Campo Largo + Céu
Azul + Itu + Bacia do Rio Pardo e Rio Mogi + Criciima; 2. Macambira + Trancoso; 3.
Gramado e Canela + Criciima; Floriandpolis + Sao Francisco do Sul. Esse agrupamento
foi utilizado para a reconstru¢do da distribuicdo geografica de S. terebinthifolius ao longo
do tempo (Fig. 3).

A reconstrugdo historica da distribuicdo espacial dos haplotipos de S.
terebinthifolius revela que, aproximadamente 2,6 milhdes de anos atras (Ma) (95% HPD:
1,47 — 3,99Ma), a espécie habitava inicialmente a regido Sudeste ¢ Nordeste da Floresta
Atlantica, (Fig. 3). Subsequentemente, a reconstrugdo sugere eventos intercalados de
expansdo e isolamento (contracdo) os quais influenciaram a presente distribuicdo da
variabilidade genética da espécie na sua regido natural de distribuicdo (Fig. 3). A
sequéncia e datagdo de eventos diferem parcialmente entre as duas linhagens mais basais

de haplotipos da espécie, mas apresentam concordancia temporal mais recente.
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A linhagem de haplétipos denominada L1 expandiu sua distribui¢do geografica
entre 1,6-0,7 Ma, incorporando areas do Sul brasileiro no processo. A arvore ultramétrica
sugere que, nessa mesma linhagem, tenham ocorrido subsequentes processos de
isolamento dos haplétipos StHap-1 a StHap-6, aproximadamente entre 0,7-0,1 Ma,
enquanto dos haploétipos StHap-7 e StHap-8 permaneceram nas regides ancestrais. A
segunda linhagem de haplotipos de S. terebinthifolius (L2 na Fig. 3) isola-se no Sudeste
durante o periodo de 2,6-0,2 Ma, permanecendo na regido central da Floresta Atlantica.

Em periodos mais recentes, algumas linhagens apresentam evidéncia de origem
em alopatria ou de dispersdes extensas, as quais resultam no atual padrao de distribuigao
da espécie. As ultimas regides a serem colonizadas sdo compostas pelas ilhas do Sul do

Brasil, Sao Francisco do Sul e Florianopolis (em laranja na Fig. 3).
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Figura 3: Reconstrugdo da distribui¢do geografica de Schinus terebinthifolius na area nativa ao longo do
tempo. Em verde a Area 1 - Campo Largo + Céu Azul + Itu + Bacia do Rio Pardo e Rio Mogi +
Criciama; em roxo a Area 2 - Macambira + Trancoso; em azul a Area 3 - Gramado e Canela + Cricitima;
¢ em laranja Area 4 - Florianopolis + Sdo Francisco do Sul. Ramos em cinza escuro indicam
probabilidade posterior inferior a 0,75.
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DISCUSSAO

Os resultados apontam para uma limitagdo no fluxo génico recente entre as
populacdes S. terebinthifolius amostradas. Entretanto, a reconstru¢do da histéria de
expansdo espacial dos haplétipos dessa espécie indica periodos ciclicos de expansao e
isolamento, com pouca evidéncia de extingdes locais de haplotipos. Essa espécie €
relativamente antiga (aproximadamente 2,6 Ma de idade) e a optimizagdo de areas
geograficas sugere que as populagcdes mais antigas ocupavam a regido Centro-Sul e
Nordeste do pais. Portanto, a dispersdo de S. terebinthifolius para as areas que compdem
a presente distribuicdo foi gerada, conforme hipdtese apresentada na Fig. 3, por um
processo de Taxon Pulse (Erwin, 1985). Através de periodos de expansao e isolamento,
haplotipos foram gerados em simpatria ou alopatria e subsequentemente dispersos,
inicialmente representando a dispersdo da espécie para as regides ocupadas no presente,
mas diversas vezes representando uma redistribui¢do da variabilidade genética entre as
diferentes subpopulagdes analisadas. O padrdo de Taxon Pulse sugere a existéncia de
alteracdes ambientais que oportunizaram a expansao € ou impuseram a retracao das
populagdes locais de forma ciclica ao longo do tempo. A recente dispersao/expansao para
as areas de ilhas (Floriandpolis e Sao Francisco do Sul) sugere que essas regides foram
provavelmente colonizadas apds a redu¢do do nivel do mar a 5,1 ka (Suguio e Martin,
1985), subsequente ao ultimo periodo glacial, finalizado a cerca del2 ka.

Exceto pela dispersao recente para as regioes costeiras acima indicadas, mesmo
em periodos de retragdo/isolamento putativo, a reconstrugdo da distribuicdo geografica
da espécie nao indicou nenhum evento de extin¢ao local de populagdes. Esse cenario ¢
fortemente compativel com a hipotese de reftigios de diversidade, a qual esta contida na
hipotese mais abrangente de Taxon Pulse.

Dessa maneira, a andlise filogeografica parece sugerir que a ampla distribui¢ao de
S. terebinthifolius na Floresta Atlantica ndo foi diretamente afetada pelas mudangas
paleoclimaticas as quais a area foi submetida nos ultimos 2 milhdes de anos,
aproximadamente. Entretanto, existem evidéncias que sugerem que, no seu limite de
distribuicdo ao Sul do pais, as populagdes dessa espécie passaram por processos de
retracdo, isolamento e gargalo genético. Esse cenario € consistente com a existéncia de
refigios de biodiversidade durante periodos de grandes flutuagdes climaticas.

Originalmente proposta por Haffer (1969), a teoria de refugios da Floresta

Atlantica baseia-se nas flutuagdes climdaticas que ocorreram durante o Pleistoceno



63

(periodos glaciais e inter-glaciais), sugerindo que a floresta sofria retracdo e consequente
fragmentacao durante as variagdes de temperatura e umidade. Esses fragmentos florestais
foram circundados por grandes areas secas geradas através da expansao dos biomas
Savana, Chaco e Cerrado, que funcionavam como barreiras de fluxo génico (Turchetto-
Zoletet al., 2012), levando as espécies a diversificagao por especiagdo alopatrica. A partir
deste modelo, pesquisadores associaram novas técnicas como modelagem de nicho,
analises filogeograficas, paleobotanicas e paleoclimaticas, refinando a teoria e concluindo
que a Floresta Atlantica nao respondeu de forma homogénea as variagdes ambientais do
Pleistoceno (Carnaval e Moritz, 2008; Carnaval et al., 2009, Martins, 2011; Carnaval et
al., 2014). Esse novo cenario ilumina os resultados encontrados para a diversidade e
estruturacdo presente em S. terebinthifolius.

Diferentes padrdes de diversidade genética foram observados para os diferentes
marcadores (nuclear e plastidial), bem como para a localizacdo das populacdes de S.
terebinthifolius ao longo da Floresta Atlantica. Quando considerado o marcador
plastidial, Trancoso e as ilhas Florianopolis e Sao Francisco do Sul apresentam baixissima
ou nenhuma diversidade e apenas um haplétipo, o que pode ser resultado de colonizagao
recente e, consequentemente, de efeito fundador (Turchetto-Zolet et al., 2012). Essas
populacdes estdo localizadas entre o continente e a plataforma continental e,
provavelmente, estavam mais expostas as variagdes do mar que ocorreram durante o
periodo Quaternario (Rabineau et al., 2006; Nagai et al., 2014). Desta forma, quando o
nivel do mar aumentava, as populacdes deixavam de existir nas regides alagadas, as quais
poderiam ser novamente habitadas quando o nivel do mar diminuia e expunha a
plataforma continental (Leites et al., 2016). A exposi¢do da plataforma continental
representava uma area adicional de 270,000 km? que poderiam ser ocupados pela floresta
(Nagai et al., 2014). Analises palinoldgicas de sedimento marinho na regido Sudeste
indicam a presenca de espécies vegetais representativas da Floresta Ombrofila Densa e
Semidecidual, Cerrado (Freitas et al., 2013) e vegetacao riparia (Dominguez et al., 2013).
Nessa mesma regido, registros de foraminiferos indicam que ocorreu maxima
precipitacdo sobre a plataforma continental (Pivel et al., 2010), o que possibilitaria a
existéncia de uma ampla faixa de Floresta Tropical sobre a plataforma continental durante
sua exposi¢do no ultimo maximo glacial (Leites et al., 2015).

As populagdes do Sul (Gramado e Canela, Cricitima e Céu azul) e Sudeste (Bacia
do Rio Pardo e Rio Mogi) sdo mais diversificadas. A maior diversidade genética

apresentada pelos marcadores nucleares foi observada em uma populacdo do Norte
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(Trancoso), uma do Sudeste (Itu) e uma do Sul (Criciima). Essas trés ultimas populacdes
(Trancoso, Itu e Criciima) ocorrem em locais considerados zonas de refugio da Floresta
Atlantica durante os ultimos periodos glaciais (Carnaval e Moritz, 2008; Carnaval et al.,
2009, Martins, 2011; Carnaval et al., 2014). Assim, seria esperado encontrar ali
populacdes com maior diversidade genética devido ao longo periodo de permanéncia das
populagdes nestes locais e acimulo de diversidade genética. Areas com maior
fragmentacdo seriam mais instaveis, com populacdes menores (menor Ne) e, por
consequéncia, os organismos apresentariam menor diversidade genética (Carnaval e
Moritz, 2008; Carnaval et al., 2009), uma vez que diversidade genética ¢ proporcional ao
tamanho efetivo populacional (Hendrick, 2004).

Essas areas instdveis apresentariam expansdao populacional nos dias de hoje
(periodo inter-glacial), refletindo sua colonizacdo a partir de refligios adjacentes depois
do ultimo maximo glacial (21 kyr), e auséncia de isolamento por distancia (Carnaval et
al., 2009), uma vez que essa colonizacdo ¢ muito recente para permitir a restauracao do
equilibrio através de fluxo génico (Slatkin, 1993). Registros palinoldgicos confirmam a
substituicdo do Sul da Floresta Atlantica por pradarias durante o ultimo maximo glacial
(Behling, 2001; Carnaval and Moritz, 2008). Assim, as formagdes florestais observadas
nos dias de hoje teriam sido recentemente recuperadas. Evidéncias de expansdo
demografica recente (D de Tajima e Fs de Fu) em duas populacdes do Sul da Floresta
Atlantica — Florianopolis € Campo Largo - € a auséncia de sinal de diferenciagdao por
distancia suportam esse cenario. Outros estudos com plantas indicam expansao
populacional na por¢do Sul da floresta, sugerindo que a dispersdo se origine do Sudeste
(area de refugio) (Lorenz-Lemke et al., 2005; Palma-Silva et al., 2009; Turchetto-Zolet
etal., 2012).

A porcao Norte da Floresta Atlantica foi a mais estdvel durante o Quaternario, em
termos de condigdes ambientais e extensdo florestal, com duas grandes areas de refiigio
na Bahia e em Pernambuco. A porc¢ao Sul foi identificada como uma érea instavel, com
fragmentacao significativamente maior durante as glacia¢des (Carnaval e Moritz, 2008;
Carnaval et al., 2009, Martins, 2011). De fato, esse foi o sinal recuperado na reconstrucao
da historia geografica das populagdes da S. terebinthifolius como discutido acima (Figura
3). A existéncia de areas de refugios que foi sugerido acima encontra ainda suporte em
outros estudos. Carnaval et al. (2014) apresentou refiigios nessa por¢ao da floresta ao Sul

do Rio Doce - uma regido no Sudeste do Brasil, que foi denominada Refugio Sao Paulo
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e outras regioes ainda menores mais ao Sul, na Serra Geral que corta o Parana e Santa
Catarina.

Um conjunto de fatores foi considerado responsavel pela diferenciagdao na
resiliéncia entre os refugios da porcao Norte e Sul da Floresta Atlantica. Dentre esses, a
heterogeneidade da paisagem ao longo da costa leste brasileira, com complexa topografia
formada pela atividade tectonica do Terciario e mudancgas do nivel do mar no Quaternario
sao considerados os mais significativos (Martins e Coutinho, 1981; Suguio et al., 2005).
A regido Sul é caracterizada por topografia descontinua e muitas regides com grandes
altitudes que caracterizam temperaturas mais frias e formagdes florestais sub-tropicais,
enquanto a regido Norte apresenta relevo mais continuo e baixo, permitindo a
continuidade da floresta em condigdes mésicas, com potencial para dispersdo vertical
(Por, 1992; Carnaval et al., 2008). Outros fatores pronunciam a diferenca entre por¢ao
Norte e Sul, como chuvas orograficas resultantes da topografia e do vento leste do Oceano
Atlantico (Fundagdo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 1993), forte
sazonalidade e gradientes ambientais ao longo de curtas distdncias (Martins e Coutinho,
1981). Esses fatores sao os mesmos responsaveis pelas diferentes formagdes vegetais que
se apresentam na Floresta Atlantica (Floresta Ombrofila Densa, Floresta Ombrofila
Mista, Floresta Estacional Decidual e Floresta Estacional Semidecidual) (Myers et al.,
2000), todas habitadas por S. terebinthifolius.

Além da diversidade e da assinatura genética de expansao, a estruturagao genética
encontrada nas populacdes de S. terebinthifolius também parece responder aos diferentes
padrdes de refugio entre Norte e Sul na Floresta Atlantica. Quando os dados de sequéncia
sdo levados em consideragdo, observam-se haplétipos exclusivos do Nordeste, haplotipos
exclusivos do Sul e outros amplamente distribuidos, caracterizando trés padrdes de
distribuicao. Carnaval et al. (2014) encontrou os mesmos trés padrdes analisando 25
espécies de vertebrados. A estruturacdo genética (Fst) através de cpDNA indica um
continuum de populagdes similares no continente (Criciima a Bacia do Rio Pardo Rio e
Mogi), separando Gramado e Canela das duas populagdes do Nordeste. O inico haplétipo
encontrado nas populagdes das ilhas ocorre do extremo Sul ao Nordeste no continente,
refor¢ando a ideia de efeito fundador em Florianopolis e Sao Francisco do Sul, uma vez
que a andlise de reconstru¢do da dispersao da espécie sugere que estas areas foram
colonizadas recentemente (Fig 3). A estruturagdo através de marcadores nucleares
também agrupou as populagdes do Sudeste e do Nordeste, mas no geral, a estruturacao

foi mais acentuada quando comparada ao marcador plastidial.
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Por ser um marcador menos conservado que o plastidial, microssatélites refletem
a histéria mais recente dos organismos (Freeland, 2011) e, portanto, a estruturagdo
apresentada por estes marcadores pode refletir a fragmentacao acelerada e antropica da
Floresta Atlantica durante os ultimos séculos. Em sua extensdo original, a Floresta
abrangia 1,300,000 km? que hoje, se resumem a 8% da vegetacdo original (Morellato,
2000). Fragmentos menores que 100 hectares e florestas secundarias e intermediarias sao
comuns entre as areas remanescentes (Ribeiro et al., 2009).

A fragmentagdo reduz o fluxo génico, aumentando a estruturagdo entre as
populacdes e diminuindo a variabilidade genética local a curto e longo prazo (Young et
al., 1996). Em plantas, essa redu¢do da variabilidade genética estd intimamente ligada aos
mecanismos de polinizagdo e dispersao das sementes, pois ambos influenciam no fluxo
génico (Bertagna, 2004). Os frutos de S. terebinthifolius sdo pequenos e vermelhos, muito
atrativos para a avifauna e, portanto, dispersos por diferentes familias de passaros
(Lorenzi, 1998; Jesus e Monteiro-Filho, 2007). Porém, a polinizagdo ¢ realizada por
insetos das ordens Diptera, Hymenoptera (Lenzi e Orth, 2004) e Coleoptera, (Cesario e
Gaglianone, 2013), cujas as espécies apresentam baixa dispersao horizontal de pdlens em
associacao com o seu tamanho reduzido, resultando na expectativa de cruzamento entre
individuos proximos. Dessa forma, a estruturacao de S. terebinthifolius tenderia a ocorrer
mesmo com pequenas distancias entre os fragmentos.

Além da distribuicao de S. terebinthifolius em formagdes florestais componentes
da atual Floresta Atlantica, individuos de S. terebinthifolius ainda podem ser encontrados
em diferentes areas que representam o dominio original da floresta, tal como no Paraguai,
Argentina e diversas areas antropizadas ao longo do Brasil (Discover of life, 2018). Essa
resiliéncia espacial ¢ provavelmente reflexo da capacidade da espécie em lidar com
diferentes condi¢des ambientais. Na reconstru¢ao da dispersdo de S. ferebinthifolius
através do territério brasileiro (Fig 3), observamos uma continua dispersdo entre o
comeco do Pleistoceno (2,58 Ma) e os dias atuais, sem o desaparecimento das populagdes
nas areas uma vez colonizadas. Provavelmente a demografia e a estruturacao genética
destas populagdes tenham sido afetadas, mas sua distribui¢do espacial, uma vez
estabelecida, permaneceu imutavel, com alguns eventos de contragdo e expansdo, como
ja discutimos acima.

Adicionalmente, linhagens de Anacardiaceae oriundas da Africa colonizaram a
América do Sul durante o Paleoceno, entre 50 — 60 Ma, divergindo e dando origem a sub-

familia Anacardioideae ‘2 - da qual pertence Schinus (entre 30 — 56 Ma) (Weeks et al,
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2014). Esse cenario indica que S. terebinthifolius pode estar na regido hoje ocupada pela
Floresta Atlantica a muito mais tempo do que as analises filogeograficas mais modernas
podem recuperar.

Carnaval et al. (2014) e Araujo et al. (2015) sugerem que fatores bioldgicos e
intrinsecos a cada organismo estudado devem ser levados em consideracdo nas analises
evolutivas. A distribuicdo atual da espécie provavelmente reflete as condi¢cdes de sua
ocupacao espacial do passado, se considerarmos que vivemos a fase inter-glacial de um
ciclo climatico. De fato, além de ocupar todas as diferentes fitofisionomias restantes da
Floresta Atlantica no presente, S. terebinthifolius ocorre ainda na Floresta Ciliar,
Manguezal, Restinga, Cerrado (lato sensu) e Campo Limpo (Lorenzi, 2002; Carvalho,
2013; Silva-Luz; Pirani, 2018). A espécie também apresenta alta tolerancia a diversos
fatores ambientais, sendo encontrada em solos hidromorficos, solos inférteis e secos
(Sanchotene, 1989; Carvalho, 1994; Lorenzi, 2002), em diferentes altitudes - do nivel do
mar at¢ 2000 m de altura (Carvalho, 1994; Fleig, 1987; Fleig; Klein, 1989) - em
temperaturas entre 8 a 28°C (apresentando resisténcia a geadas) e em locais com variada
precipitacdo — 950 mm/ano a 2200 mm/ano (Carvalho, 1994).

Adicionalmente, a capacidade da espécie em lidar com diferentes condigdes
abidticas se deve ao seu potencial de realizar plasticidade fenotipica (Resende et al., 1999;
Scalon et al, 2006; Souza et al., 2006; Sabbi; Angelo, Boeger, 2010; Grisi et al, 2011;
Pilatti, 2018, dados ndo publicados). A plasticidade fenotipica ¢ a habilidade dos
organismos responder e adequar-se a diferentes condigdes ambientais por meio de ajustes
morfoldgicos, anatomicos, fisiologicos e comportamentais (Schlichting, 1986; Sultan,
2003). Essa capacidade de S. ferebinthifolius lidar com diferentes fatores ambientais
certamente reflete o conceito de ecological fitting (Janzen, 1985).

O conservadorismo filogenético refere-se ao acumulo de informagdes genéticas
ao longo da filogenia da espécie (Agosta e Klemens, 2008). Habilidades adquiridas dessa
forma permitem ao organismo resgatar essas informagdes para explorar recursos ou
sobreviver em novos ambientes semelhantes aqueles utilizados no passado por seus
ancestrais (Brooks e McLennan, 2002; Agosta e Klemens 2008, Agosta et al. 2010,
Malcicka 2015). Por exemplo, a historia evolutiva da familia de S. terebinthifolius —
Anacardiaceae - revela que, ao longo dos ultimos 100 milhdes de anos este taxon passou
por multiplos eventos de colonizagdes intercontinentais, variando entre zonas tropicais,
temperadas e, em alguns casos, com temperaturas congelantes. Desta forma, diversas

linhagens de Anacardiaceae vem diversificando e acumulando informa¢des de mudanga
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de nicho ocupados desde o Cretaceo-Paleoceno recente (Weeks et al, 2014). Existe,
portanto, evidéncia que o conservadorismo filogenético pode explicar, pelo menos em
parte, a resiliéncia da espécie as diferentes mudangas climaticas durante as mais recentes
glaciagoes e inter-glaciagoes.

Essa capacidade de S. terebinthifolius em sobreviver sob novas condi¢des
ambientais possivelmente ¢ responsavel pela ampla distribuicdo da espécie como
colonizadora e invasora de areas nao nativas. Na Florida, S. terebinthifolius ¢ uma
invasora agressiva, apresentando plasticidade morfologica para absor¢ao de luz (Spector;
Putz, 2006), plasticidade fisiologica para adapta¢do as caracteristicas edaficas (Ewe;
Sternberg, 2005; Ni; Norland, 2001; Pilatti, 2018, dado ndo publicados) e umidade
sazonal (Ewe; Sternberg, 2002), além de apresentar potencial alelopatico sobre
desenvolvimento de plantas nativas (Morgan; Overholt, 2005; Donnelly; Green; Walters,
2008). A polinizagdo ¢ realizada pelos mesmos insetos da area nativa, mas também por
Sirfideos, Himenopteros, Lepidopteros e, em menor escala, Hemipteros. A dispersao dos
frutos ¢ realizada por aves nativas e exoticas, além de pequenos mamiferos, como
marsupiais (Ewel, Et Al, 1982; Ferriter, 1997), o que demonstra uma enorme capacidade
em lidar com novidades bidticas e abidticas.

A analise de agrupamentos (Structure) dos individuos em clusters revelou
similaridade genética entre as populacdes de Maputo e Auckland com as populagdes do
Sul e Sudeste da area nativa. Por outro lado, a populagdo da Florida assemelha-se com as
populagdes do Nordeste e das ilhas do Brasil analisadas nesse estudo. Essas semelhancas
sugerem a origem das populagdes das areas colonizadas recentemente. De fato, através
de analise molecular, Williams et al. (2005) e Mukherjee et al. (2012) demonstraram que
o oeste da Florida foi inicialmente colonizado por hapldtipos originarios do Sul do Brasil
(S 20°- 32°) e do leste da Florida (onde localiza-se SG) por haplotipos relacionados com
a regido Nordeste (S 12,9°). Porém, hoje ambos haplotipos ocorrem de forma simpatrica
na maior parte da Florida peninsular, junto com outros nove hapldtipos originarios de
Curitiba, Argentina e Paraguai (Mukherjee et al., 2012), o que indica multiplas
introdugdes.

Mukherjee et al. (2012) ainda relatam que essas multiplas introducdes
aumentaram a diversidade genética dos individuos na Florida, levando a hibridizagao
destes haplotipos, o que possivelmente, aumentou a capacidade de adaptacao da espécie
aos novos ambientes encontrados pela espécie. A modelagem de nicho revelou que esses

hibridos também ocupam hoje nichos diferentes dos nichos ocupados pela espécie na area
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nativa, sugerindo que a S. ferebinthifolius possui grande potencial de adaptacdo a novas
condi¢des ambientais.

Diante deste cenario de distribuicao atual e da capacidade de S. terebinthifolius
em lidar com adversidades bioldgicas e abioticas, sugerimos que os processos recentes de
invasdo para essa espécie sdo principalmente apenas uma questdo de oportunidade de
introducdo a novas regides geograficas. Essas oportunidades foram efetivadas inimeras
vezes no ultimo século através do transporte antropico. Sua capacidade de sobreviver a
diferentes alteragdes climaticas e de se reproduzir em diferentes comunidades de
polinizadores e dispersores na area nativa de sua distribuicao servem de evidéncia de seu

potencial invasivo, de sua capacidade de colonizar novas areas por ecological fitting.
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Material Suplementar S1: Reconstrugdo filogenética calibrada de Schinus terebinthifolius a partir do
marcador plastidial trnS-trnG. Valores na horizontal indicam probabilidade posterior dos ramos e valores
na vertical indicam o menor intervalo provavel no tempo de divergéncia (95% HPD).
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MAIS DO QUE OS OLHOS PODEM VER: EXPLORANDO MODELAGEM DE
NICHO PARA COMPREENDER O POTENCIAL DE INVASAO DE Schinus
terebinthifolius RADDI.

RESUMO: Invasdes biologicas causam danos econdmicos e bioldgicos, mas também sdo
excelentes modelos para se estudar evolugdo numa escala de tempo contemporanea,
proporcionando experimentos naturais. Schinus terebinthifolius ¢ um exemplo de espécie
invasora agressiva: natural da Floresta Atlantica, sua distribui¢do atual abrange diferentes
fitofisionomias e climas através dos cinco continentes. Muitos estudos focam em
compreender quais caracteristicas tornam uma espécie potencialmente invasora, mas
poucos levam em consideracao seu passado historico. Como as espécies sao originadas
de um ancestral em comum, boa parte das informagdes genéticas podem ser
compartilhadas entre as espécies descendentes, fazendo com que espécies
filogeneticamente proximas se assemelhem em termos de atributos ecoldgicos. Sendo
assim, hipotetizamos que S. ferebinthifolius resgata informagdes genéticas ancestrais
acumuladas em sua linhagem (género) para explorar e sobreviver em novos ambientes.
Com a finalidade de testar essa hipotese, investigamos se area de adequagdo ambiental
apresentada na modelagem de nicho de S. ferebinhtifolius contempla as areas atualmente
invadidas pela espécie, ou se estas areas sao melhor representadas quando sao adicionadas
informagdes de nicho de espécies filogeneticamente proximas a espécie. Adicionalmente,
foi realizada uma pesquisa on line para inferir quais caracteristicas fenotipicas
influenciam na dispersdo global da espécie através da preferéncia antropica. A
modelagem de nicho utilizando espécies filogeneticamente relacionadas representou de
forma mais fidedigna as areas invadidas atualmente por S. terebinthifolius, contemplando
principalmente regides temperadas que o modelo gerado apenas com a espécie nao previu.
Esse resultado corrobora a hipotese de que informacgdes genéticas estao sendo resgatadas
no processo de naturalizacao de S. terebinthifolius nas areas invadidas. Dentre as trinta
espécies utilizadas neste estudo, aquelas que apresentam fruto carnoso e vermelho
tiveram ~75% de preferéncia antrdpica, sugerindo que este fendtipo € o mais distribuido
pelo homem, dentre varias espécies de Anacardiaceae. Concluindo, a capacidade de S.
terebinthifolius de ocupar e sobreviver em nichos diferentes da area nativa e da paisagem
onde evoluiu estava criptica até que a espécie tivesse a oportunidade — através da
distribuicao antropica, de estar em novos habitats.

Palavras-chave: aroeira vermelha; conservagao filogenética de nicho; influéncia da agao
antropica
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INTRODUCAO

Invasdes biolodgicas possuem altos custos econdmicos na agricultura, pesca e
satde publica para o controle e minimizagdo de impactos (Lee, 2002), além de causarem
danos a integridade dos ecossistemas invadidos, tais como redu¢do da biodiversidade das
espécies nativas, alteracdes na dindmica sucessional e interrupgao de funcdes e processos
ecossistémicos (Inderjit, 2005). Entretanto, invasdes biologicas também sdo excelentes
modelos para estudar evolu¢do numa escala de tempo contemporinea, uma vez que
proporciona experimentos naturais nos quais as populacdes da espécie invasora e da
comunidade invadida se encontram num estado dinamico (Sakai, et al., 2001; Lee, 2002,
Stockwell, Hendry & Kinnison, 2003; Keller & Taylor, 2008), com novas associagdes
entre espécies, novos nichos e recursos explorados e novas pressoes de selecdo impostas
as espécies invasoras e as nativas (Agosta & Klemens, 2008; Wiens et al., 2010). Assim,
processos de invasdo sdo experimentos naturais acontecendo em tempo real, fornecendo
informagdes ecologicas inéditas sob a perspectivas de interagdes (Sax, 2001).

Muitos estudos focam na compreensao das caracteristicas que tornam uma espécie
invasora, entretanto, esbarram no Paradoxo da Invasdo, que questiona como espécies
exoticas conseguem invadir e se estabelecer em locais onde nao evoluiram e para os quais
ndo tiveram a oportunidade de se adaptar (Sax & Brown, 2000; Allendorf e Lundquist
2003). A resposta estd na biologia do organismo invasor. Segundo o conceito de
Ecological fitting (Janzen, 1985, a capacidade desses organismos em explorar novos
recursos ou novas associagdes com outras espécies, sobreviver e formar populagdes sob
novas condi¢cdes ambientais pode ser atribuida ao conjunto de caracteristicas que a
espécie carrega no momento do encontro com o novo habitat, ou seja, de seu fenotipo e
genotipo (Janzen, 1985; Agosta e Klemens, 2008). Os mecanismos que possibilitam a
utilizacdo desses novos recursos sdo a plasticidade fenotipica, conservadorismo
filogenético, exaptacdo e evolugdo correlacionada de caracteres (Agosta e Klemens,
2008), os quais constituem uma propriedade da espécie denominada information space
(Araujo et al, 2015).

As caracteristicas contidas no information space permitem aos organismos
possuirem algum potencial de fitness além do cendrio no qual evoluiram. Essa regido
ecologica ¢ denominada sloppy fitness space (Agosta e Klemens, 2008) e pode ser
entendida como a diferenca entre “como e onde” um organismo vive (o que ¢ realizado)

de “como e onde” ele poderia estar vivendo (o que seria possivel através de sua
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capacidade) (Malcicka et al 2015). O que separa estes dois cendrios sdo as oportunidades
(Malcicka et al. 2015; Araujo et al. 2015; Baggio et al. 2017). No caso de S.
terebinthifolius, foco desse estudo, a oportunidade foi dada inumeras vezes desde o final
do século XIX, quando sementes comecaram a ser espalhadas pelos sistema de correios,
do continente Americano para os continentes Europeu e Norte-Americano. Desde entdo,
muitas outras formas de reintroducdes foram realizadas (Morton, 1978).

Além da possibilidade de o organismo lidar com novas condi¢des ambientais via
sloppy fitness space, ele pode ainda o fazer através de resource tracking, que ocorre
quando os recursos disponiveis no novo habitat sdo semelhantes aos recursos utilizados
na area nativa (Brooks e McLennan, 2002; Agosta e Klemens 2008, Agosta et al. 2010,
Malcicka 2015). Logo, uma determinada espécie pode realizar ecological fitting via
sloppy fitness space ou via resource tracking (Agosta; Janz; Brooks, 2010; Araujo et al.
2015).

Parte do sloppy fitness space, o conservadorismo filogenético permite as espécies
manter ou resgatar caracteristicas ecoldgicas ao longo do tempo evolutivo, e pode ser
definido como a manutengdo de informagodes genéticas (principalmente relacionadas ao
uso de recursos) ao longo da filogenia da espécie (Agosta e Klemens, 2008). Por
compartilharem ancestrais em comum, boa parte dessas informacdes genéticas sdo
conservadas entre as espécies descendentes, fazendo com que espécies filogeneticamente
proximas se assemelhem em termos de capacidade para realizar ecological fitting (Harvey
e Pagel 1991). Tais atributos estdo intimamente relacionados ao ambiente, por isso
frequentemente as espécies se assemelham em relagdo a suas exigéncias ecologicas
(Prinzing et al. 2001).

A influéncia do passado da espécie (eventos de glaciacdo, diversificacdo e
processos ecologicos) poderia se manifestar indiretamente na naturalizacdo das espécies
exdticas nos novos habitats, o que Sax (2001) denominou de “legado da linhagem”
(=conservatismo filogenético). Se esses processos passados foram responsaveis por
delimitar a atual drea nativa de uma espécie, entdo a area invadida poderia ser um
“espelho” dos gradientes que limitaram sua distribui¢ao ao longo do tempo.

A similaridade ecoldgica entre espécies filogeneticamente proximas pode ser
traduzida em termos de nicho ocupado. Portanto, espera-se que os nichos ocupados por
espécies filogenéticamente proximas sejam mais semelhantes entre si do que seriam com
espécies relativamente distantes. Essa relacdo ¢ chamada de conservagdo filogenética de

nicho (Pyron, 2015) e a tendéncia da espécie em reter esse nicho ao longo do tempo
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evolutivo é denominada conservadorismo de nicho (Peterson et al. 1999; Wiens ¢
Graham, 2005; Holt, 2008).

A partir do conceito de conservadorismo de nicho, pressupde-se que uma espécie
seja capaz de colonizar regides que tenham condi¢gdes ambientais semelhantes a sua area
nativa, o que pode funcionar como proxy para determinar quais espécies podem invadir
quais regides e onde elas tem a maior possibilidade de se estabelecer dentro dessas regides
(Peterson e Vieglais, 2001).

Entretanto, algumas espécies parecem ultrapassar os limites previstos pelo seu
nicho nativo, como ¢ o caso de Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae).
Populacdes dessa espécie ocorrem em fitofisionomias e climas distintos da sua area nativa
(Global Invasive Species Database, 2018). Sua area nativa compreende o Paraguai, o
Uruguai, a Argentina e o Brasil, e sua ocorréncia se estende por toda a Floresta Atlantica,
abrangendo diferentes formagdes florestais. (Carvalho, 1994; Lorenzi, 2002). Porém, hoje
S. terebinthifolius pode ser encontrada em praticamente todo o globo. Além de cobrir
quase 280.000 hectares na Florida - USA, ocorre em outros continentes tais como Europa
(Sul da Espanha), Norte e Sul da Africa, Asia ¢ Australia; em alguns paises insulares
(Nova Zelandia, Cuba, Hawai) e outras ilhas dos Oceanos Pacifico, Atlantico e Indico
(Discover of life 2018; Global Invasive Species Database, 2018).

Nesse artigo, postula-se que, além de poder realizar ecological fitting por
plasticidade morfologica (Pilatti, Cap. 1), S. terebinhtifolius ¢ também capaz de resgatar
informacgdes genéticas ancestrais mantidas em sua linhagem (information space) para
explorar e sobreviver em ambientes distintos aqueles de sua distribui¢do nativa. Com a
finalidade de testar essa hipdtese, investigamos se darea de adequagdo ambiental
apresentada na modelagem de nicho de S. terebinhtifolius contempla as areas atualmente
invadidas pela espécie, ou se estas areas sao melhor representadas quando sao adicionadas
informagdes da distribuicdo de espécies filogeneticamente proximas (mesmo género).
Depois de testar quais fatores interferem na capacidade da espécie (através da modelagem
de nicho), foram testados quais fatores influenciam na oportunidade da espécie ser
amplamente distribuida, ou seja, quais fendtipos sdo responsaveis pela preferéncia
antropica, uma vez que o homem parece ser o maior vetor de dispersao de S.

terebinthifolius.
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MATERIAL E METODOS

Teste de hipotese

Primeiramente foi modelado o nicho de S. terebinthifolius a partir de dados de
ocorréncia em sua area nativa, a fim de compararar se a area de melhor adequacdo
ambiental da espécie gerada pelo modelo ¢ capaz de prever as regides invadidas
atualmente.

Na segunda modelagem, foi testado se as areas de invasdo sdo melhor
representadas quando sdo utilizadas informagdes do ambiente operacional de espécies
filogeneticamente relacionadas a S. terebinthifolius. Se este modelo contemplar os atuais
locais invadidos com maior precisao que o primeiro modelo, assumimos que informacgoes
de nicho estdo sendo resgatadas através do conservadorismo filogenético, e podem ser
responsaveis pelo processo de invasao de S. terebhintifolius.

As espécies filogeneticamente relacionadas utilizadas para gerar o segundo
modelo sdo pertencentes ao género Schinus e foram escolhidas por apresentar dados de
ocorréncia disponiveis online. Nesta modelagem S. terebinthifolius nao foi incluida, uma
vez que seus pontos de ocorréncia iriam influenciar a modelagem como um todo, diluindo
o peso dos dados de ocorréncia das outras espécies no algoritmo. As espécies utilizadas
nesta modelagem foram: Schinus andinus (Engl.) 1.M.Johnst., Schinus apparicianus
Barroso, Schinus bumelioides 1.M.Johnst., Schinus dependens Ortega, Schinus engleri
F.A.Barkley, Schinus fasciculatus (Griseb.) .M.Johnst., Schinus ferox Hassl., Schinus
gracilipes 1.M.Johnst., Schinus johnstonii F.A.Barkley, Schinus kauselii F.A.Barkley,
Schinus latifolius Engl., Schinus marchandii F.A.Barkley, Schinus meyeri F.A.Barkley,
Schinus microphyllus 1.M.Johnst., Schinus molle L., Schinus molleoides Vell., Schinus
montanus Engl., Schinus myrtifolius (Griseb.) Cabrera, Schinus odonellii F.A.Barkley,
Schinus patagonicus (Phil.) L.M.Johnst. ex Cabrera, Schinus pearcei Engl., Schinus
piliferus IL.M.Johnst., Schinus polygama (Cav.) Cabrera, Schinus praecox Speg., Schinus
ramboi F.A.Barkley, Schinus spinosus Engl., Schinus velutinus (Turcz.) .M.Johnst.,
Schinus weinmannifolius Engl.

O terceiro passo foi comparar esses dois resultados e avaliar se os habitats
atualmente invadidos pela espécie correspondem a um processo de Ecological fitting via
resource tracking - a area atualmente invadida corresponde a area de melhor adequagao
ambiental gerada pelo modelo de S. terebinthifolius, ou via sloppy fitness space por

conservantismo filogenético - a area atualmente invadida corresponde a soma dos
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modelos da espécie e do género, demonstrando que a espécie ¢ capaz de realizar fitness

além do esperado baseando-se em sua area nativa.

Modelagem de nicho

A modelagem de nicho representa uma aproximac¢do do que seria o nicho
ecologico de uma espécie nas dimensdes espaciais para as quais o modelo ¢ desenvolvido
(Siqueira, 2005; Phillips et al. 2006). O algoritmo identifica locais com caracteristicas
ambientais similares aos pontos de ocorréncia da espécie estudada, indicando onde ela
seria potencialmente capaz de manter sua populacao viavel (Peterson e Vieglais, 2001).

Os dados de ocorréncia para ambos os modelos foram obtidos através do banco
de dados disponivel no site SpeciesLink (CRIA, 2017) e as variaveis ambientais,
derivadas de dados de temperatura e pluviosidade,(biol - bio19, versdo 1.4) foram obtidas
no banco de dados WorldClim (Hijmans et al. 2005), referentes a intervalos de 5 minutos
de arco. As reconstrucdes das areas de melhor adequagdo ambiental foram realizadas
através do software MaxEnt 3.4.1 (Philips, 2008), que estima a probabilidade de
ocorréncia das espécies a partir da distribuicdo de probabilidade de Méaxima Entropia,
cujo as inferéncias sdo realizadas a partir de dados de presenga (Phillips et al. 2006).
Foram gerados dois tipos de mapas: areas de adequabilidade com valores continuos (dez
classes entre 0 — 1, sendo 0: habitat inadequado e 1: maxima adequabilidade) e outro, que
distingue apenas duas classes — habitat inadequado (0) e adequado (gerado a partir de
limiares minimos ¢ maximos: valores entre minimum training presence € maximum
training sensitivity plus specificity). Este ultimo mapa foi utilizado para quantificar as
areas de adequabilidade comuns aos dois modelos e contém pontos de ocorréncia de S.
terebinthifolius apenas nas areas invadidas (dados obtidos no Global Biodiversity
Information Facility — GBIF, 2018). Em ambos os modelos, 10% dos dados de ocorréncia
foram utilizados para teste € 90% dos dados foram utilizados para gerar o modelo. O tipo
de execucdo replicada (replicated run type) foi crossvalidate. Foram utilizadas 500
interacdes para gerar ambos os modelos.

A acurécia dos modelos foi avaliada a partir do critério AUC (“area under the
curve”), que apresenta valores entre 0 — 1, cujo valores menores que 0,5 indicam baixo
desempenho do modelo e valores proximos a 1 alto desempenho (Allouche et al., 2006).

Os mapas de distribuicao foram confeccionados no software ArcGis 10.2.2. (Esri, 2010).
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Fenotipos correlacionados com o processo de invasao

Partindo do pressuposto que, além de informacdes de nicho, S. terebinthifolius
pode resgatar novidades evolutivas contidas em sua linhagem e se utilizar delas no
processo de invasdo, foi realizada uma Path analysis (utilizando o software R, pacote
plspm) para identificar possiveis fendtipos compartilhados entre espécies com ampla
distribuicao territorial (invasoras ou potencial invasoras). A Path analysis se baseia no
relacionamento causa-efeito entre as varidveis e, portanto, o desdobramento das
correlacdes ¢ dependente do conjunto das varidveis estudadas e da determinacdo prévia
das possiveis inter-relagdes entre tais variaveis (Cruz e Carneiro, 2003).

As trinta espécies utilizadas, incluindo S. ferebinthifolius, foram escolhidas por
apresentar relacao filogenetica resolvida (Weeks et al., 2014), pertencendo a subfamilia
Anacardioideae 2 eapresentam diferentes padrdoes de distribuicdo (restritas ou
cosmopolitas), sdo elas:

Astronium lecointei Ducke; Astronium fraxinifolium Schott ex Spreng;
Myracrodruon urundeuva Allemao; Myracrodruon balansae (Engler) D. A. Santin;
Schinopsis brasiliensis Engl.; Schinopsis marginata Engl.; Cardenasiodendron
brachypterum (Loes.) F.A.Barkley, Apterokarpos gardneri (Engl.) C.T.Rizzini;
Loxopterygium grisebachii Hieron. & Lorentz ex Griseb.; Loxopterygium sagotii Hook;
Thyrsodium  spruceanum Benth.;  Ochoterenaea colombiana F.A. Barkley;
Amphiptherygium adstringens Schiede ex Schlecht; Orthopterygium huaucui (A. Gray)
Hemsl.; Schinus fasciculatus (Griseb.) 1.M.Johnst., Schinus gracilipes 1.M.Johnst.,
Schinus Schinus molle L., Schinus myrtifolius (Griseb.) Cabrera, Schinus terebinthifolius
Raddi; Lithraea molleoides (Vell.) Engl; Mauria simplicifolia Kunth; Mauria
heterophylla Kunth; Mauria thaumatophylla Loes.; Euroschinus papuanus Merr. &
L.M.Perry; Euroschinus falcatus Hook.f.; Euroschinus jaffrei Hoff, Euroschinus elegans
Engl.; Euroschinus verrucosus Engl.; Euroschinus aoupiniensis Hoff; Euroschinus
vieillardii Engl. var. glabra.

As espécies foram avaliadas para caracteristicas de folha, fruto, clima, ocorréncia
e preferéncia antropica. As caracteristicas de folha (margem, forma do limbo, apice, tipo
de limbo: simples ou composta e filotaxia: considerada neste estudo a inser¢ao do foliolo
na raqui) e de fruto (tipo sdmara, drupa ou baga, cor do fruto maduro) foram avaliadas a
partir da analise de exsicatas de herbarios e fotos on line, além de literatura cientifica de
descrigdo das espécies. A determinacdo do clima (Tropical ouTemperado) se deu através

da verificacdo dos locais de ocorréncia de cada espécies, com o tipo de clima deste local
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de acordo com a classificagdo de Koppen-Geiger; apenas o indicador de grupo (primeira
letra do sistema de classificagdo, ou seja, Tropical ou Temperado) foi considerado. A
ocorréncia foi classificada de acordo com o numero de reinos floristicos (Good, 1953)
nos quais a espécie ocorre, sendo classificada como nativa as espécies com distribui¢ao
dentro do mesmo reino floristico e como cosmopolita espécies que ocorrem em mais de
um reino floristico (Material Suplementar — S1).

Considerando a historia de distribuicao de S. terebinthifolius e de outras espécies
invasoras, nota-se um padrao de transporte relacionado a predilecdo antropica por estas
espécies. Afim de elucidar se algum fenotipo especifico esta relacionado a preferéncia
antropica na escolha de quais espécies distribuir e cultivar, foi elaborado um questionario
on line com a seguinte pergunta: “qual dessas plantas vocé levaria para casa?”. Neste
questionario foram utilizadas as imagens de doze arvores (porte arboreo e detalhe do
fruto, Material Suplementar — S2) que representavam todos os tipos de fruto contidos
entre as trinta espécies analisadas, sendo eles: fruto seco (cor parda ou castanha) e fruto
carnoso (cor vermelha, roxa ou verde). As plantas ndo foram identificadas pelo nome
cientifico ou popular. Um total de 561 pessoas responderam ao questionario ¢ a
percentagem de escolha para os diferentes tipos de fruto foi computada para a realizagao

da path analysis.

RESULTADOS

No modelo de adequabilidade ambiental de S. ferebinthifolius, considerando
apenas sua distribuicdo na drea nativa, o valor de AUC foi de 0,971 (DP = 0,003; training
AUC = 0,965) e as variaveis ambientais que mais contribuiram para a geracdo do modelo
foram: isotermalidade (variagdo diurna média da temperatura/variagdo anual da
temperatura *100) (40,3%), precipitacdo anual (36,9%) e precipitacdo do més mais seco
(17,5%), totalizando 94,7% de contribuicao relativa.

O modelo gerado para o género Schinus, considerando a distribui¢do das espécies
filogeneticamente proximas de S. terebinthifolius, apresentou valor de AUC de 0,970 (DP
= 0,004; training AUC = 0,977) e mais variaveis foram utilizadas para contribuir com
mais de 90% do modelo (somadas, as seis variaveis sdo iguais a 93,2%). A primeira
variavel ambiental ¢ a mesma que explica o modelo da espécie - isotermalidade,
contribuindo com 37,9% para o modelo, seguida de precipitagdo do més mais seco

(22,7%), temperatura média do trimestre mais frio (13,2%), precipitacdo do trimestre
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mais quente (12,9%), temperatura sazonal (4,2%) e temperatura maxima do més mais
quente (2,3%).

O modelo gerado apenas pela distribuigdo nativa de S. terebinthifolius (Figura 2A)
ndo foi capaz de prever todas as atuais areas invadidas pela espécie. Entretanto, no modelo
gerado a partir dos dados de ocorréncia das espécies filogeneticamente relacionadas, essas
areas foram representadas, sdo elas: costa oeste dos Estados Unidos da América,
Mediterraneo, costa oeste da Africa Meridional e costa oeste da Australia. As regides
invadidas representadas por ambos os modelos correspondem a Florida, Caribe, Oeste da
Africa e costa leste da Africa Meridonal, costa leste da Australia, Nova Zelandia e Taiwan
(Figura 2B). As outras regides de adequabilidade ambiental propostas por esse modelo
coincidem com as areas geradas apenas com dados de ocorréncia de S. terebinthifolius
(Figura 2C). Apesar de prever fracamente as invasdes na regido do Mediterraneo, o
segundo modelo (Figura 2B) foi capaz de prever com maior adequabilidade a demais
areas invadidas por S. terebinthifolius.

O tnico ponto de invasdo representado apenas pelo modelo de S. terebinthifolius

(Figura 2A) ocorre no Panama.
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Figura 2: Modelos de adequabilidade ambiental para comparagdo com o processo de invasao de Schinus terebinthifolius. A
— Modelo baseado apenas em dados de ocorréncia da espécie em sua area nativa. B - Modelo baseado em dados de
ocorréncia de espécies do género Schinus (exceto S. terebinthifolius) sua area nativa. C — Sobreposi¢ao dos dois modelos e
pontos de ocorréncia de Schinus terebinthifolius na area invadida.
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Um total de 561 pessoas responderam ao questionario de preferéncia antropica.

Desse total, 70,4% preferiram frutos carnosos e apenas 29,6% escolheram frutos secos.

Dentre os frutos secos, a cor parda teve preferéncia de 9,2% e a cor castanha 6%. Para os

frutos carnosos, 74,7% dos votos foram destinados a frutos vermelhos, 6,8% a frutos

verdes e 3,5% a frutos de coloracao roxa.

Esses e outros parametros morfologicos foram utilizados na path analysis. Essa

andlise sugeriu que as varidveis que mais influenciaram na distribuicdo das espécies

foram a cor do fruto (Figura 3) e a filotaxia, que ¢ oposta nas espécies com maior

distribuicao. A cor do fruto também influenciou diretamente a preferéncia antropica e o

tipo de fruto, uma vez que os frutos vermelhos sdo carnosos. A filotaxia foi influenciada

pelas folhas compostas e o clima temperado. Forma do limbo e do apice foliar nao

influenciaram diretamente na distribuicdo das espécies.

Figura 3: Path analysis dos fen6tipos contidos nas espécies de Anacardioideae 2. Setas vermelhas
indicam a orientagdo das relagdes diretas de causa-efeito entre as variaveis; setas cinzas pontilhadas
indicam a orientacdo das relagdes indiretas de causa-efeito entre as variaveis
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DISCUSSAO

As areas atualmente invadidas por S. terebinthifolius corresponderam a unido das
areas de distribui¢do postuladas pelos dois modelos — aquele que considera apenas as
distribuicdes nativas da espécie alvo e o do conjunto de espécies do género. Esse
resultado sugere fortemente que S. ferebinthifolius ¢ capaz de realizar fitness nao apenas
por resource tracking - quando condi¢des ambientais (pressdo seletiva) semelhantes
aquelas de sua area de distribui¢@o nativa sdo exploradas - mas também através de sloppy
fitnesss space. A distribui¢do da area invadida que coincide apenas no modelo utilizando
o conjunto de espécies do mesmo género parece refletir a manutengao da capacidade de
lidar com distintas condigdes ambientais compartilhadas com espécies filogenéticamente
relacionadas. Nesse segundo caso, a colonizagdo desses ambientes invadidos parecem
ser melhor explicadas pela heranca da capacidade da espécie em lidar com pressoes
ambientais distintas sob as quais seu(s) ancestral(is) comuns foi(ram) submetido(s).
Portanto, nesse cendrio, essas invasdes representam o resultado de ecological fitting por
conservadorismo filogenético; a espécie putativamente explora essa regiao de seu sloppy
fitness space, pelo menos nos momentos iniciais do processo invasivo.

Estes resultados sugerem que a capacidade da espécie em lidar com habitats
diferentes de sua area nativa encontrava-se dormente ou sua expressao era inconspicua,
até que a mesma tivesse a oportunidade de fazé-lo - através da preferéncia e, consequente,
distribuicao antropica. Esta variacdo genética criptica pode levar a expansao de nicho
(Vignuzzi et al. 2006; Bay et al. 2017). Entretanto, a invasdo no Panama nao foi prevista
por nenhum dos modelos e, portanto, parece ndo representar ecological fitting via
conservatismo filogenético ou via resource tracking.

Uma outra maneira de “explorar” o sloppy fitness space da espécie ¢ a plasticidade
fenotipica e exaptacao (Klemens e Agosta, 2008). De fato, Henrik (2018) sugere que a
plasticidade fenotipica seja responsavel pela produgdo de fenotipos capazes de lidar com
as novas condi¢cdes ambientais. Esse autor sugere ainda, que a plasticidade fenotipica
também ¢ um tipo de variabilidade criptica, expressa quando o organismo ¢ submetido a
novos regimes de selecdo. Pilatti (Cap. I) indentificou respostas fenotipicas plasticas em
diferentes atributos foliares de S. terebinthifolius em uma area invadia (Florida, EUA),
sugerindo que a plasticidade tem um papel fundamental no processo de invasao dessa
espécie. Exaptacdo, evidentemente, ndo pode ser eliminada sem uma andlise mais

detalhada do cenario ambiental e da espécie na area invadida no Panama.
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Como sugerido por Aratjo et al. (2015), mudancas ecologicas que podem produzir
processos evolutivos dependem de dois fatores, capacidade ¢ oportunidade. Os
resultados do presente estudo sugerem que muitas das &reas invadidas por S.
terebinthifolius representam a capacidade da espécie de realizar ecological fitting por
conservatismo filogenético, mesmo que de forma indireta como sugerido acima e por
Henrik (2018). Todavia, a maior parte das areas invadidas sdo geograficamente distantes
da area nativa de distribuicdo da aroeira, a grande maioria interrompidas por barreiras
geograficas de grande extensdo (e.g. oceanos). Parece razoavel, portanto, que vetores
facilitadores de dispersdo tenham sido responsaveis pela introducdo da espécie nas
regides compativeis com a capacidade da espécie de sobreviver e formar novas
populagdes independentes. Esses vetores podem representar a oportunidade necessaria
para o processo invasivo.

De fato, a preferéncia dos entrevistados e os resultados da Path Analysis (Fig. 3)
sugerem que a translocacdo antropica representa o vetor mais provavel da dispersao da
espécie por longas distdncias geograficas, transpondo barreiras geograficas extensas.
Entretanto, nem todas as espécies de Schinus utilizadas na modelagem representam
espécies reconhecidamente invasoras, apesar de provavelmente compartilharem a
capacidade ancestral de S. terebinthifolius. Além da cor do fruto influenciar no processo
de dispersdo via agdo antropica, ¢ provavel que a localizagdo dos individuos também
influencie, uma vez que S. myrtifolia e S. gracilipes apresentam frutos muito similares
aos de S. terebinthifolius ¢ S. , mas ndo constam como espécies invasoras (Discover of
life, 2018; Catalogue of life, 2018; Global Invasive Species Database, 2018; Global
Biodiversity Information Facility, 2018). Isso provavelmente ocorre porque S. myrtifolia
e S. gracilipes possuem distribuicao muito restrita em sua area nativa (ambas ocorrem ao
Norte da Argentina), diminuindo a probabilidade de encontro do homem com seus
espéciemes, enquanto a area nativa de S. terebinthifolius e S. molle cobre amplas regides
da América do Sul (Global Biodiversity Information Facility, 2018).

Além de S. terebinthifolius, outras espécies da mesma familia sdo conhecidas
como invasoras de ampla distribui¢do geografica (Global Biodiversity Information
Facility, 2018), também apresentam frutos carnosos e vermelhos e foram amplamente
transportadas através da acdo antropica. Sdo elas Schinus molle (sindbnimo S. areira; nome
popular: aroeira-salsa, aroeira-mansa), nativa dos Andes Peruanos (Kramer, 1957;
Goldstein e Coleman, 2004); Mangifera indica (manga), natural do norte da India
(Mukherjee, 1972; Bompard, 1992); e Anacardium occidentale (caju), nativo da regido
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nordeste do Brasil (Johnson, 1973). A distribuigdo destas espécies e o fendtipo dos frutos
valida os resultados obtidos na Path Analysis.

A contribuicao antrdpica na distribuicao dessas espécies funciona em diferentes
fases do que pode vir a se tornar um processo de invasdo (Fig. 4). Primeiramente, a
preferéncia humana por frutos carnosos e de cores quentes funciona como um filtro,
selecionando majoritariamente plantas com este fendtipo ao invés de plantas com frutos
secos ou de cores frias. A segunda contribuicdo vem como vetor de introdugdo das plantas
através do globo, superando possiveis barreiras naturais em um mundo interconectado
pelo transporte e sistemas de correios - as primeiras introducgdes registradas de S.
terebinthifolius nos Estados Unidos da América se deram através do sistema de correios
no ano de 1989 (Morton, 1978). Depois do transporte, essas plantas provavelmente
ganham cuidados extras no processo de estabelecimento, uma vez que foram introduzidas
por motivos ornamentais ou como espécies frutiferas. Na Florida, um aspirante a
botanico, chamado Dr. Geo Stone, cultivou por dezoito anos sementes de S.
terebinthifolius trazidas do Brasil, distribuindo as mudas livremente para que fossem

plantadas como espécie ornamental (Morton, 1978).

Figura 4: A esquerda (A), espécies contidas em Anacardioideae 2 (nativas da América do Sul) utilizadas na path
analysis. A cor vinculada ao nome cientifico da espécie ¢ referente a cor do respectivo fruto. O filtro antropico
seleciona espécies com fendtipos especificos de fruto (B) e atua como vetor na distribuicdo destas espécies.
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Sax (2001) sugeriu que a agdo antrdpica influencia a distribui¢do e a diversidade
das espécies exoticas (através da oportunidade), mas sugere que o passado da espécie
(eventos ligados a sua historia evolutiva) ¢ o responsavel pela sua naturalizagao no novo
habitat, denominando de “legado da linhagem” o que este estudo interpreta como sendo
conservadorismo filogenético (capacidade). Analises biogeograficas de S. terebinthifolius
suportam a existéncia de uma continua dispersao no territorio nativo entre o comeco do
Pleistoceno (2,58 Ma) até os dias atuais, sem extingdo local de populagdes, mesmo
durante os eventos de glaciacdo (Pilatti, Cap. II). Essa autora sugere que a demografia e
estruturacdo genética dessas populagdes tenha sido afetada durante os eventos de
flutuagdes climaticas, apresentando alguns eventos de contragdo e expansdao. Todavia,
sua distribuicdo espacial, uma vez estabelecida, permaneceu imutavel. A 0,7 Ma, a
espécie ja ocupava do nordeste ao sul da Floresta Atlantica, onde permanece nos dias
atuais. A reconstru¢do da historia espacial de S. terebinthifolius revela sua resiliéncia
ambiental e sua capacidade de sobrevivéncia sob condi¢des climdaticas distintas. Essa
habilidade pode ter sido herdada de seus ancestrais e resgatada nos processos de
naturalizacao nas areas invadidas (Pilatti, Cap. II).

A histoéria evolutiva da familia de S. terebinthifolius - Anacardiaceae, revela que
ao longo dos ultimos 100 milhdes de anos este taxon passou por multiplos eventos de
colonizagdes intercontinentais, variando entre zonas tropicais € zonas temperadas, que
também apresentavam temperaturas congelantes. Dessa forma, diversas linhagens de
Anacardiaceae vem diversificando e acumulando adaptagdes para os diferentes nichos
ocupados pelas suas linhagens ancestrais desde o Cretaceo-Paleoceno recente (Weeks et
al, 2014).

O clima temperado ¢ uma das caracteristicas que parece ser compartilhada e
resgatada no conservadorismo de nicho das espécies de Schinus. A modelagem de nicho
de S. terebinthifolius contemplou principalmente as invasdes na costa leste dos
continentes, enquanto a modelagem de nicho das espécies de Schinus, além de considerar
essas areas como de adequabilidade ambiental, também contemplou as invasdes da costa
oeste dos continentes e o no Mediterraneo. Essas tltimas sdo regides mais frias devido
as correntes maritimas (Misachi, 2017). Suportando essa hipotese, a Path Analysis
indicou que apenas o clima temperado influencia, ainda que indiretamente, a distribuicao
das espécies da sub-familia Anacardioideae 2. De fato, os resultados gerados pelo
algoritmo do Maxent para explicar as dreas de maior adequabilidade estdo direto ou

indiretamente relacionados a temperatura.
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A variavel ambiental que mais contribuiu com ambos os modelos foi a
isotermalidade, o que significa que as espécies estao sujeitas a uma variacao didria de
temperatura maior do que a variagao anual, exigindo dos organismos adaptagdes para
lidar com essas varia¢des drasticas em curta escala de tempo (Costa et al., 2018). A
magnitude da variagdo didria da temperatura depende principalmente das condi¢des
atmosféricas: regides com ar imido retém mais calor que regides com ar seco €, quanto
maior a elevacdo, menor a densidade do ar, o que torna o ar circundante menos espesso e
incapaz de manter o calor (Gurevitch et al., 2009). Diversas espécies utilizadas na
modelagem do género ocorrem nas regides Andinas do Chile e Bolivia, onde as altitudes
variam entre 1500 — 3500m (Freire et al., 2015). A exposi¢ao a esse tipo de variagdo de
temperatura diaria reflete ndo s6 na capacidade em lidar com a isotermalidade, mas
também de suportar temperaturas extremas em outras escalas temporais (como as outras
varidveis relacionadas a temperatura que foram consideradas no modelo: temperatura
média do trimestre mais frio; temperatura sazonal; temperatura maxima do més mais
quente). No Brasil, as espécies do género Schinus ocorrem principalmente na regido sul
e sudeste, sobre a Serra Geral (500 — 1500m), onde também ocorre a maior densidade de
S. terebinthifolius - mas que ja foi relatada desde o nivel do mar até 2000m de altura
(Fleig, 1987; Fleig; Klein, 1989; Carvalho, 1994), sob temperaturas que variam de 8 a
28°C (Carvalho, 1994).

Linhagens de Anacardiaceae colonizaram a América do Sul durante o Paleoceno,
entre 50 — 60 Ma, divergindo e dando origem a sub-familia Anacardioideae 2 - da qual
pertence Schinus - entre 30 — 56 Ma (Weeks et al, 2014). Nas analises filogeograficas de
S. terebinthifolius, foram encontradas evidéncias de que o conservadorismo filogenético
pode explicar, pelo menos em parte, a resiliéncia da espécie as diferentes mudancas
climaticas durante as mais recentes glaciagoes e inter-glaciagdes (Pilatti, Cap. II). Isso
significa que as linhagens passadas e recentes dessa subfamilia se adaptaram as variagdes
extremas de temperatura na area nativa ao longo de sua evolugdo, o que as tornam
resistentes a diferentes variagcdes de temperatura também fora de sua area nativa.

A segunda varidvel ambiental a contribuir com ambos os modelos foi a
precipitagdo. Quando precipitacdo ¢ relacionada a temperatura e ao tipo de vegetagdo
local, essa gera padrdes locais de umidade e evapotranspiragdo, os quais afetam as
espécies vegetais (Gurevitch et al., 2009). Nos Andes, ha predominio de vegetagdao de
altitude — a qual ¢ rasteira (Simielli, 2010) e a precipitagdo média anual varia entre 350 —

700 mm (Shi et al., 2000). Esses dois aspectos contribuem para que essa regido tenha alta
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sensibilidade hidrolégica - alteracdes nos volumes de chuva afetam de forma drastica a
evapotranspiracao (Steinke et al., 2007). Por outro lado, no Brasil, a fitofisionomia nas
quais ocorrem as espécies de Schinus sdo predominantemente florestais (Simielli, 2010),
com variagdo de precipitagdo entre 700 — 2100 mm (Shi et al., 2000). Segundo Carvalho
(1994), S. terebinthifolius ocorre numa precipitacdo média anual entre 950 até¢ 2200 mm.
A pluviosidade somada a fitofisionomia dessa regido diminui a sensibilidade hidrologica
(Steinke et al., 2007), tornando a disponibilidade de agua maior para os organismos
vegetais que habitam esses locais. Sendo assim, espera-se que as espécies de Schinus
apresentem ampla tolerancia a diferentes regimes pluviométricos e a disponibilidade de
agua em outras formas, como a umidade do ar, o que pode ser observado nas invasdes de
climas tropicais a aridos ao redor do globo.

Além do clima, a filotaxia foi o atributo foliar mais influente sobre a distribuicao
das espécies, segundo a Path Analysis. A filotaxia esta relacionada com a eficiéncia da
interceptacdo da radiagdo solar (Niklas, 1988). Portanto, diferentes arranjos foliares
levam a diferentes eficiéncias na captagdo de luz e na performance fotossintética das
plantas (Falster ¢ Westoby, 2003). A filotaxia oposta de S. terebinthifolius pode ser
resultado de evolugao sem pressao seletiva para interceptagao eficiente de luz (Brites e
Valladares, 2005), em habitats com alta disponibilidade deste recurso, como acontece
com S. terebinthifolius, a qual é considerada uma espécie pioneira a secundaria inicial em
sua area nativa (Carvalho 1994, Lorenzi, 2002). Entretanto, a influéncia da filotaxia na
distribuicao das espécies pode ser um resultado tendenciado pelo fato das duas espécies
com maior distribuicdo em areas invadidas — S. terebinthifolius e S. molle, possuirem a
mesma filotaxia (oposta).

Os resultados deste estudo trazem a tona questdes importantes a serem
consideradas nos estudos e previsdes de invasdes biologicas, filogeografia e evolugao.
Assim como acontece com S. terebinthifolius, caracteristicas das espécies muitas vezes
ndo expressas sao importantes para a capacidade de invasdo de uma espécie e podem

influenciar na oportunidade de dispersao.
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IDENTIFICACAO CARACTERIZAGAO FRUTO
Género espécie cor do fruto maduro | preferéncia antrépica
Loxopterygium sagoti pardo 0,092
Loxopterygium grisebachii pardo 0,092
Cardenasiodendron/ Loxopterygium |brachypterum pardo 0,092
Apterokarpu s /Loxopterygium gardneri negros/roxo escuro 0,035
Astronium lecointei pardo 0,092
Astronium fraxinifolium verde/rosa 0,068
Myracrondruon urundeuva bege/creme 0,092
Myracrondruon/ Astronium balansae castanha escura 0,06
Schinopsis brasiliensis pardo 0,092
Schinopsis marginata castanho/pardo 0,092
Thyrsodium spruceanum castanho 0,06
Ochoterenaea colombiana pardo 0,092
Amphipterygium adstringens pardo 0,092
Orthopterygium huaucui pardo 0,092
Schinus molle/ areira vermelho 0,747
Schinus terebinthifolius |vermelho 0,747
Schinus/ Cybianthus myrtifolia vermelho 0,747
Schinus fasciculata roxo/vivo 0,035
Schinus gracilipes vermelho 0,747
Lithrea molleoides roxo/fosco 0,035
Mauria simplicifolia laranja avermelhado 0,747
Mauria thaumatophylla |avermelhado 0,747
Mauria heterophyla laranja avermelhado 0,747
Euroschinus papuanus roxo a preto 0,035
Euroschinus falcatus roxo a preto 0,035
Euroschinus elegans roxo a preto 0,035
Euroschinus jaffrei roxo a preto 0,035
Euroschinus verrucosa roxo a preto 0,035
Euroschinus vieillardii roxo a preto 0,035
Euroschinus aoupiniensis roxo a preto 0,035

em negrito: sin6nimos

laranja considerado
vermelho na path
analysis

preferéncia antrépica:

pardo: 9.2%

castanho: 6%

vermelho: 74.7%

roxo: .3.5%

verde: 6.8%

fonte: votagdo online
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Género espécie clima na drea nativa
Loxopterygium sagoti Af, AM, Aw
Loxopterygium grisebachii Cfa, Bsh, Am, Aw
Cardenasiodendron/ Loxopterygium |brachypterum |Af, Aw, BSwk
Apterokarpu s /Loxopterygium gardneri Bsh, As ou Aw
Astronium lecointei Af, AM, Aw, As
Astronium fraxinifolium Af, AM, Aw, As, Bsh, Bsk, Cfa, Cfb, Cwa, Cwb
Myracrondruon urundeuva Af, AM, Aw, As, Bsh, Bsk, Cfa, Cfb, Cwa, Cwb
Myracrondruon/ Astronium balansae Cfa,Cwa
Schinopsis brasiliensis Bsk, Bwk, Bsh, As, Aw, Af, Cfa, Cfb, Cwa
Schinopsis marginata Af, Aw, BSwk, Cfa, Cwb
Thyrsodium spruceanum Am, Af, Aw
Ochoterenaea colombiana Af, Aw, Am, Csb, Cfb,
Amphipterygium adstringens Bwh, Bsk, Csa, Cwa, Cwb
Orthopterygium huaucui Aw
Schinus molle/ areira Cwb, Cwa, Cfa, Cfb, Csb, Bsk, Bwk, Bwh, Bsh
Schinus terebinthifolius |Af, Am, Aw, Cwa, Cwb, Cfa, Cfb, Bsh, Bwh
Schinus/ Cybianthus myrtifolia Cwa, Af, Aw
Schinus fasciculata Cfb
Schinus gracilipes Cfb, Cwa, Cfa
Lithrea molleoides Cfa, Cfb, Cwa, Cwb, Aw
Mauria simplicifolia Af, Cfb, Aw, Bsh
Mauria thaumatophylla |Cwa, Af, Aw
Mauria heterophyla Cwa, Cfb, Af, Aw, Am, Bsh
Euroschinus papuanus Cwa, Af, Aw
Euroschinus falcatus Cfb, Cfa, Aw
Euroschinus elegans Af
Euroschinus jaffrei Af
Euroschinus verrucosa Af
Euroschinus vieillardii Af
Euroschinus aoupiniensis Af

em negrito: sindbnimos

resumido entre Tropical (A) ou Temperado (C)
na path analysis

fonte de pesquisa: Koppen e Climate.data.org
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MATERIAL SUPLEMENTAR 2

Questionario




QUESTIONS RESPONSES m

Section 1 of 2

Questionario

Este questionario faz parte da tese de Doutorado da aluna Daiane Maria Pilatti, vinculada ao programa de Ecologia e

»<

124

Conservacao, pela Universidade Federal do Parand. Os resuttados obtidos serdo utilizados somente para fins académicos.

N&o existem resposta certa ou errada. Sendo assim, solicitamos que responda de forma espontanea e sincera.

Ressaltamos que a participacio neste estudo € inteiramente voluntaria e agradecemos desde ja sua colaboracao.

Qual dessas espécies vocé plantaria em sua casa?

Escolha apenas UMA espécie. Leve em consideracdo gualguer parametro que [he venha em mente, tal como beleza,

tamanheo, frutificacdo, floragdo,conhecimente medicinal etc.

A

QUESTIONS RESPONSES m
c

° 561 responses

: SUMMARY INDIVIDUAL

F

G . _a - .

Qual dessas espécies vocé plantaria em sua casa?
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