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FELICIANO, Daniele Cassiano. Diversidade e estrutura genética de espécies
endémicas do Parana ameacgadas de extingao. 2023. 149 f. Tese apresentada ao
Programa de Pdés-Graduagdo em Genética e Biologia Molecular, da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito para a obtencgao do titulo de Doutora, Londrina.

RESUMO

Nos afloramentos rochosos basalticos, encontra-se uma flora rara, endémica e
ameacgada, que se distribui, de maneira descontinua, pelo Terceiro Planalto
Paranaense, Brasil, compondo ambientes que configuram os Campos de Altitude do
Sul do Brasil, conhecidos também como Campos de Cima da Serra, do Bioma Mata
Atlantica. Ainda que estudos sobre plantas endémicas fornecam informacgdes locais,
eles apontam um olhar critico a espécies que podem ser extintas a curto prazo,
reforgcando a notoriedade dos resultados obtidos a partir dos dados genéticos, que
quando combinados a estudo da conservagao, podem juntos delinear estratégias
efetivas de preservagdo de espécies ameacadas. Considerando a antropizacao
massiva dos afloramentos rochosos e os riscos de extingdo das espécies de
ocorréncia, foram utilizados marcadores moleculares AFLP, ITS e rps16-trnK para
avaliar o status genético das espécies Mimosa hatschbachii, Nierembergia
hatschbachii, Stylosanthes vallsii e Eryngium corallinum e assim, contribuir para o
desenvolvimento de estratégias de conservacdo das espécies. De maneira geral,
foram observados baixos indices de diversidade genética, alta estruturagéo
populacional e o fluxo génico reduzido em todas as espécies. Tais parametros se
devem em parte ao sistema reprodutivo das espécies e ao isolamento geografico e
ecolégico no qual os afloramentos rochosos se encontram. Entretanto, a degradagao
evidente desses ambientes acentua a perda de diversidade genética e, por essa
razao, os dados aqui apresentados ressaltam a necessidade e urgéncia de planos de
conservagao de tais afloramentos e suas espécies de ocorréncia.

Palavras-chave: AFLP; conservacao; habitats isolados; genética de populagoes; ITS;
rps16-trnK.



FELICIANO, Daniele Cassiano. Diversity and genetic structure of endangered
endemic species from Parana. 2023. 149 p. Thesis presented to the Postgraduate
Program in Genetics and Molecular Biology, State University of Londrina, as a
requirement for obtaining the title of Doctor, Londrina.

ABSTRACT

In the basaltic rocky outcrops, there is a rare, endemic and threatened flora, which is
distributed, discontinuously, by the Third Plateau of Parana State, Brazil, composing
environments that configure the Subtropical Highland Grasslands, also known as South
Brazilian highland grasslands, from the Atlantic Forest Biome. Although studies on
endemic plants provide highly specific information, they point a critical look at species
that may become extinct in the short term, reinforcing the notoriety of the results
obtained from genetic data, which, when combined with conservation study, can
together delineate effective strategies for the preservation of endangered species.
Considering the massive anthropization of rocky outcrops and extinction risk of the
occurrence species, molecular markers AFLP, ITS and rps16-trnK were used to
evaluate the genetic status of the species Mimosa hatschbachii, Nierembergia
hatschbachii, Stylosanthes vallsii and Eryngium corallinum and thus contribute for the
development of species conservation strategies. In general way, low rates of genetic
diversity, high population structure and reduced gene flow were observed in all species.
Such parameters are partly due to the reproductive system of the species and the
geographic and ecological isolation in which the rocky outcrops are found. In the
meantime, the evident degradation of these environments accentuates the loss of
genetic diversity, and for this reason, the data presented here highlight the need and
urgency of conservation plans for such outcrops and their occurrence species.

Keywords: AFLP; conservation; isolated habitats; ITS; population genetics; rps16-trnK
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1. INTRODUCAO

O Brasil abriga a mais vasta variedade de flora do planeta, com mais de
36.000 espécies de angiospermas, representando quase 15% da flora global. Além
disso, o pais é detentor de dois dos oito hotspots neotropicais de biodiversidade: a
Mata Atlantica e o Cerrado (MYERS et al.,, 2000; GIULIETTI et al., 2005;
MAGNUSSON et al., 2016). Contudo, devido a extensa degradagao ambiental que
esses biomas tém enfrentado, a perspectiva de sobrevivéncia das espécies nao é
otimista. A analise do estado de 6.046 espécies da flora brasileira revelou que 2.953
(48%) estao classificadas em alguma categoria de ameaca ("Vulneravel", "Em Perigo"
ou "Criticamente em Perigo"), enquanto 554 (9%) estéo categorizadas como "Dados
Insuficientes" (CNCFLORA, 2012; MARTINELLI; MORAES, 2013; ZAPPI et al., 2015).

Neste estudo, destacamos os Campos de Altitude do Sul do Brasil,
inseridos no bioma Mata Atlantica, mais precisamente os que formam os afloramentos
rochosos de basalto, do estado do Parana, com composi¢des quimicas diferenciadas
(MACHADO, 2003; MAACK, 2012), apresentando uma flora especializada (IGANCI et
al., 2011). Estes ambientes, com elevado grau de endemismo, sdo considerados, por
sua formacado geoldgica, um habitat naturalmente isolado (IGANCI et al., 2011;
BARROS et al. 2015). Em um estudo, baseado nos registros de coleta das espécies
e dados compilados do SpeciesLink, juntamente com a utilizagdo dos parametros
espaciais de extensao de ocorréncia (EOO) e de area de ocupagao (AOO) por meio
do software GeoCat (Bachman et al. 2011), Ferraz (2016), confeccionou uma lista de
espécies endémicas dos afloramentos rochosos, e muitas delas, a partir de nova
reavaliacdo quanto ao estado de conservagao, foram para alguma categoria de
ameaca, um fator alarmante quanto a preservacao destas areas.

Os campos sobre afloramentos rochosos sao areas prioritarias para a
conservagdao da flora paranaense, apresentando simultaneamente um elevado
numero de espécies endémicas e uma diversidade de ameacas antropicas, como a
reducao na qualidade de habitat devido a mineragéo, fragmentagao e a invasao de
espécies exoticas (GIULIETTI et al., 2005; OVERBECK et al., 2007; IGANCI et al.,
2011). Consequentemente as espécies endémicas desses habitats estdo sob algum
grau de ameaca, variando de “Em Perigo”, como por exemplo Mimosa hatschbachii
Barneby, Portulaca hatschbachii D. Legrand e Zephyranthes paranaensis Ravenna,
até "Criticamente Em Perigo” como Erygium Coralinum, Mathias & Constance e
Dyckia walteriana Leme (MARTINELLI; MORAES, 2013; MUSEGANTE et al., 2020).
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Além disso, estudos recentes realizados em P. hatschbachii, mostraram
vulnerabilidade genética na espécie, devido ao baixo nivel diversidade genética e forte
isolamento populacional (FELICIANO et al., 2022), bem como em Z. paranaensis
(APRIGIO, 2021) sendo estes indices baixos quando comparados aos de outras
espécies endémicas a outros ambientes (PINEIRO et al., 2009; JARAMILLO;
ATKINSON; GENTILE, 2011). Ademais, outras espécies também foram
documentadas ocorrendo exclusivamente sobre estes afloramentos, como:
Stylosanthes vallsii Sousa Costa & Van den Berg (DA COSTA VALLS, 2010),
Nierembergia hatschbachii A.A. Cocucci & Hunz (COCUCCI,1991) e Eryngium
corallinum Mathias & Constance (MATHIAS & CONSTANCE, 1958), esta avaliada
quanto ao estado de conservagao como “Criticamente Em Perigo” (CR) (MARTINELLI,
MORAES, 2013). Sendo assim, a protegao dessas areas, na forma de Unidades de
Conservacao (UCs), se faz importante na preservagao da diversidade bioldgica e dos
recursos geneticos.

Ainda que os afloramentos rochosos de basalto sejam propensos a
desenvolver endemismos, sua vegetagdo vem sendo impactada pela introducdo de
gramineas invasoras, extracdo do substrato rochoso, praticas de silviculturas e
isolamento geografico (PILAR et al., 2006; IGANCI et al., 2011; FELICIANO et al,
2022), fatores que colocam em risco as espécies existentes nesses ambientes. Sendo
assim a potencializacdo da degradacado nestes habitats faz com que ocorra um
aumento nas taxas de cruzamentos entre individuos aparentados e,
consequentemente, a reducao dos niveis de diversidade genética, aumentando a
divergéncia interpopulacional das espécies, o que influencia negativamente a
reproducao e sobrevivéncia das mesmas (KAGEYAMA et al., 2000; SEBBENN, 2001;
CAVALLI; WINGE, 2003; FRANKHAM et al., 2010). Além disso, populagdes pequenas
estdo propensas a perda de diversidade por deriva genética, tendo como
consequéncia a estruturagao genética entre populagdes (NIELSEN; SLATKIN, 2013).
Dessa forma, uma vez que espécies com ocorréncia limitada naturalmente possuem
uma area de distribuicdo menor, é presumivel que tais populag¢des apresentem indices
mais baixos de diversidade genética e uma maior diferenciagdo genética em
comparagao com espécies amplamente distribuidas (WRIGHT, 1978).

Nesse contexto, os marcadores moleculares constituem ferramentas
fundamentais para acessar os indices de diversidade e estrutura genética e assim,

contribuir para acbes de conservagcao de espécies, especialmente as que se
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encontram em perigo de extingdo. Dentre os tipos de marcadores moleculares,
destacam-se o AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), vantajoso por nao
necessitar de sequenciamento prévio, possuir alta reprodutibilidade e cobrir
amplamente o genoma (VOS et al., 1995; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998;
MEUDT; CLARKE, 2007) e o ITS (nrDNA Internal Transcribed Spacer) que sao
espacgadores transcritos internos de DNA nuclear ribossomal, apresentando taxa de
evolugdo maior em comparagdo as regides codificadoras das subunidades
ribossomais, sendo eficientes na inferéncia de filogenias bem como a identificagao
molecular de espécies e em estudos de genética de populagdes (Sun et al., 1994;
Shaw et al., 2007; Godoy et al., 2017; Godoy et al., 2019). Para inferéncia dos
processos historicos, que podem ter moldado a estrutura genética e populacional foi
utilizada regido de DNA plastidial (rps16-trnK), descrito por Shaw e colaboradores
(2007). Considerando a versatilidade dos marcadores moleculares e as técnicas da
genética da conservagao, podemos avaliar o risco de extingdo de uma espécie por
fatores genéticos, levando em conta os mais diferentes aspectos das dinédmicas
populacionais. Assim, a avaliacdo do status genético de populagbes naturais,
permitem (1) elaborar estratégias que diminuam os efeitos da endogamia e a baixa
diversidade genética; (2) possibilitar o delineamento da estrutura genética das
populagdes; (3) esclarecer incertezas taxonémicas e detectar eventos de hibridizagao;
(4) estabelecer unidades de manejo de espécies; (5) definir areas e individuos para
reintrodugdes, bem como para compreender o sistema reprodutivo e a biologia das
espécies (FRANKHAM et al., 2010).

Uma vez que altos indices de diversidade genética proporcionam rapida
resposta a mudangas ambientais, enquanto a baixa diversidade tende a reduzir o
fitness adaptativo e o potencial evolutivo, o que pode levar as espécies a extincao
(JEONG et al., 2010), o presente estudo fez uso da aplicagdo dos marcadores
moleculares AFLP, ITS e rps16-trnK para avaliar o status genético de Mimosa
hatschbachii, Nierembergia hatschbachii, Stylosanthes vallsii e Eryngium Corallinum
e contribuir com informagdes para futuros planos de manejo e conservagao dessas

especies.
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2.FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1. CAMPOS SULINOS: CAMPOS DE ALTITUDE DO SuUL DO BRASIL ou CAMPOS DE CIMA DA

SERRA

A flora do sul do Brasil apresenta elevada biodiversidade, com 10.202
espécies de plantas (FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2022), que estao distribuidas em
diferentes tipos de vegetacgao, incluindo ecossistemas florestais (Floresta Ombrdfila
Mista, Floresta Ombroéfila Densa, Florestas Estacional Decidual e Semidecidual) e
com predominancia de herbaceas (Campo e Cerrado) (PILLAR et al., 2009; MAACK,
2012; GRAEFFF, 2015). De maneira geral, os campos s&o ecossistemas formados
por um estrato herbaceo continuo, incluindo principalmente gramineas, ervas nao
gramindides, subarbustos e arbustos (VELDMAN et al. 2015). No sul do Brasil, a
vegetacdo herbacea e sem elementos arboreos sao coletivamente chamados de
Campos Sulinos, mas com base em aspectos fitogeograficos, podemos dividi-los em
trés regides: Campos dos Pampas, Campos Gerais e Campos de Cima da Serra
(OVERBECK et al., 2007; OVERBECK et al., 2022). Entretanto, com base em
espécies indicadoras da comunidade vegetal, os Campos Sulinos sédo divididos
apenas em campos localizados no bioma Mata Atlantica e campos do bioma Pampa
(CONAMA, 2010; ANDRADE et al., 2019).

Estudos palinoldgicos indicam que os Campos Sulinos ocupavam areas
extensas do Planalto Sul-Brasileiro em épocas glaciais do Holoceno Inferior e Médio
(BEHLING et al., 2004). Atualmente, os campos estao restritos a areas com influéncia
de pastoreio por herbivoros domésticos, manejo de fogo (RODERJAN et al. 2002;
OVERBECK et al., 2007) ou sobre afloramentos rochosos e solos rasos (MELO et al.,
2007; LONGHI-WAGNER et al. 2012). Diversas classificagdes foram descritas para
incluir os campos do Planalto Sul-Brasileiro. O termo estepe foi incorporado no mapa
oficial de vegetagcédo e biomas do Brasil (MMA, 2004) e seguida por alguns autores
(e.g., RODERJAN et al. 2002), porém esse termo é inconsistente com as
caracteristicas do sul do Brasil e indica campos semiaridos sob um clima temperado
frio (OVERBECK et al., 2007). A vegetacdo campestre do sul do Brasil é
frequentemente denominada Campos de Altitude (e.g., BIFFI; PAISANI 2021; SILVA;
ANDRADES-FILHO, 2021), embora também ocorra em altitudes baixas. Aqui,
consideraremos como Campos de Altitude apenas a vegetacdo campestre localizada
nos topos das montanhas da Serra do Mar e da Mantiqueira (VASCONCELOQOS, 2011).
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Por fim, os Campos Sulinos foram divididos em trés regides, sendo os Campos dos
Pampas restritos ao sul da América do Sul (incluindo o sul do Rio Grande do Sul,
Uruguai e nordeste da Argentina), os Campos Gerais na regido centro-leste do Parana
e os Campos de Cima da Serra localizadas ao longo do Planalto Sul-Brasileiro
(OVERBECK et al., 2022). No Estado do Parana, os Campos de Cima da Serra sao
conhecidos regionalmente como Campos de Guarapuava e Campos de Palmas
(MAACK, 2012). Daqui em diante, seguiremos a sugestdo de Overbeck e
colaboradores (2022) e trataremos os Campos do Planalto das Araucarias (Rio
Grande do Sul e Santa Catarina), Campos de Guarapuava e Campos de Palmas
coletivamente como Campos de Cima da Serra.

Interessantemente, alguns autores (e.g., IGANCI et al. 2011; PLA et al.,
2020) incluem algumas espécies do norte do Parana como endémicas dos Campos
de Cima da Serra (localmente conhecidos como Campos de Lerroville ou Campos das
Pedras), enquanto outros ignoram essa distribuicéo (e.g., KULKAMP et al., 2018). As
espécies incluidas, Portulaca hatschbachii D.Legrand e Zephyranthes paranaensis
Ravenna, habitam os basaltos e os solos rasos da Formacao Serra Geral desde os
Campos de Lerroville até os Campos de Guarapuava. Por outro lado, os Campos do
norte do Parana também tém espécies endémicas restritas como a bromeélia Dyckia
walteriana Leme (MUSEGANTE et al., 2020). Estudos futuros, como os floristicos e
analises de comunidade vegetal, poderao fornecer suporte para incluir essas areas
como Campos de Cima da Serra.

Os campos de Cima da Serra estao distribuidos sobre rochas igneas e seus
solos derivados ao longo da Serra Geral (IGANCI et al., 2011; OVERBECK et al.,
2022), que se originou cerca de 120—-135 milhdes de anos atras (Almeida, 2009). A
riqueza da flora dos Campos de Cima da Serra € elevada, sendo estimados 1.161
taxons de plantas (BOLDRINI et al., 2009), das quais 23,5% sao consideradas
endémicos (PLA et al., 2020). Nesta vegetagdo, os afloramentos rochosos sdo
habitats chave devido ao elevado numero de espécies endémicas e ao fornecimento
de refugios para espécies ameacadas de extingéo (PLA et al., 2020).

Os nichos ecologicos que contemplam os Campos de Cima da Serra da
Mata Atlantica sdo considerados Unicos e apenas 0,5% (453 km?) deles se encontram
protegidos por Unidades de Conservagao (UCs) (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE,
2000). Esses campos protegidos ocorrem entremeados junto as florestas de Araucaria

dos Parques Nacionais dos Aparados da Serra, da Serra Geral, e de Sao Joaquim
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(norte do RS e SC, respectivamente; OVERBECK et al., 2007). No entanto, ndo ha
nenhuma destas Unidades de Conservacgao, que abrigue ao menos alguma parte dos
alfloramentos.

Dessa forma, podemos dizer que os Campos de Altitude do Sul do Brasil,
podem ser considerados como uma modalidade de refugio ecoldgico, ao observarmos
a historia adaptativa de suas espécies e o seu valor ecoldgico (endemismo e alta
biodiversidade), podendo fornecer indicios sobre sua relagdo com outros
ecossistemas (AVISE, 2000). Ao considerar essa linha de raciocinio, preservando os
ecossistemas associados, manteremos o0s repositorios da biodiversidade desse
bioma, que podem ser perdidos ao longo do tempo se estratégias de conservagao e
manejo ndo forem adotadas (HIROTA, 2005; HIROTA, 2011).

Diante disso, conhecer a dindmica das espécies ali presentes, é de grande
importancia, principalmente a dos campos sobre afloramentos rochosos, pois isso
possibilita investigar as relagbes entre estes e os tipos de vegetagdes ali
estabelecidas, bem como conhecer suas adaptac¢des e sua dindmica sob diferentes
cenarios de climas e disturbios, para entdo delinear um manejo adequado de
conservacdo destas areas (OLIVEIRA-FILHO; FONTES, 2000; CONCEICAO;
PIRANI, 2005; PILLAR, 2006; SILVA, 2009).
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2.2. GENETICA DA CONSERVACAO: UMA FERRAMENTA PARA DELINEAR ESTUDOS DE
RESTAURAGAO DE HABITATS

Quando abordamos estudos em areas que abrigam espécies endémicas,
ha uma cautela com relagao a tratativa dos dados, pois procura-se entender quais
seriam as melhores estratégias a serem tomadas para conservagao daquele
ecossistema e suas espécies que ja nao sao generalistas. Sendo assim, o campo
emergente da genética da conservagdao, que € uma sintese da ecologia da
restauragao e da genética populacional, busca minimizar os impactos causados pela
degradagao. A Genética da Conservagéao direciona atividades que contribuem para a
conservacao da biodiversidade e dos recursos naturais (SOLE-CAVA; CUNHA, 2012).
Dentre seus principais objetivos, destacam-se: a definicdo de unidades de manejo, a
resolucao de incertezas taxonémicas, questdes forenses, elucidacdo de aspectos
biolégicos e os fatores que interferem nas populagdes, incluindo a depressao
endogamica, a perda de potencial adaptativo, a fragmentacéo, a redug¢do do fluxo
génico, as mutagdes deletérias, deriva genética e a selegao natural (FRANKHAM et
al., 2010), pois todos estes fatores contribuem ou n&o para o sucesso ou extingdo de
especies.

Logo, ao analisarmos os dados genéticos de uma espécie em questéo, €
possivel compreender a distribuicdo e a abundancia de gendtipos e alelos em
populagdes naturais, bem como os fatores que moldam as suas frequéncias
(LEWONTIN, 2004; FREELAND, 2005). Diante disso, os marcadores moleculares tém
sido amplamente utilizados, para o melhor entendimento das informacdes sobre os
padrdes de fluxo génico, o grau de isolamento e a distribuicao da diversidade genética
dentro e entre populag¢des (SUNNUCKS, 2000). Assim também, é por meio dos dados
genéticos obtidos pela aplicagdo de marcadores moleculares, que podemos avaliar o
status genético de uma espécie, o que nos permite acessar os indices de diversidade
e estrutura genética, elucidando os reais riscos de ameaga (FELICIANO et al., 2022).

Ainda sobre os dados genéticos populacionais, a estrutura genética
espacial das populacdes é outro importante parametro pois fornece informagdes que
contribuem para a definicdo de técnicas de manejo e estratégias de amostragem, o
que possibilita maximizar a diversidade populacional a ser conservada (SHAPCOTT,
1995; MYAMOTO et al., 2002). De acordo com Diniz-Filho e Telles (2002), uma

analise de autocorrelacdo espacial pode ser util para definir unidades operacionais
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intraespecificas para conservacao da variabilidade genética. O autocorrelograma
espacial descreve as fontes de variagdo na estrutura espacial, mostrando as
correlagdes significativas (dados genéticos e dados em distancia geografica) que
determinam em qual classe de distancia as populagées se tornam geneticamente
independentes. Isso significa que, em possiveis planos de restauragao, a fim de
diminuir os esforgos necessarios para se recrutar a maior parte da variagao genética
existente na espécie, pode ser util priorizar apenas as classes de distancia
significativas, evitando assim uma redundancia do pool génico da amostragem (DINIZ-
FILHO; TELLES, 2002; DINIZ-FILHO; TELLES, 2006).

Consequentemente, as alteragdes na distribuicdo espacial dos individuos
de uma populagédo podem afetar negativamente o fitness populacional, por modificar
a taxa e a dindmica dos cruzamentos (EPPERSON, 2000). Mudangas na densidade
e no comportamento dos polinizadores, por exemplo, podem aumentar a taxa de
autofecundagao e, consequentemente, a endogamia (BAWA; KRUGMAN, 1990).
Neste caso, a elevacdo dos niveis de endocruzamento, tal como ocorre a partir de
reducdes drasticas no tamanho efetivo populacional, pode expor alelos recessivos
deletérios, que levados a homozigose em determinados /oci, acaba resultando em
genotipos com baixo potencial adaptativo ou com baixa taxa de sobrevivéncia
(FREELAND, 2005). Assim, uma vez que o numero total de individuos em uma
populagcdo comumente nao reflete o numero de individuos que estao aptos a se
reproduzir e contribuir para a composicdo genotipica da proxima geragao
(FRANKHAM et al., 2010; SOLE-CAVA; CUNHA, 2012), o tamanho efetivo
populacional (Ne) (WRIGHT, 1969) constitui um importante estimador para estratégias
de conservagao in situ das espécies.

A conservacao in situ — conservagao dos habitats e ecossistemas com suas
populagdes naturais (COCHRANE, 2004) — ainda é o melhor método de conservagao
de espécies. Contudo, a conservagao ex situ — conservagao de uma espécie fora do
seu ambiente natural € uma alternativa proviséria para a manutencdo das mesmas
(PRANCE, 2004), e pode fornecer subsidios para as medidas in situ, por aumentar o
conhecimento das técnicas de regeneragao, proteger o material genético e ser fonte
de propagulos para os futuros planos de reintrodugdes (VOLIS; BLECHER, 2010;
GODEFROID et al., 2011). Os métodos de conservagao ex situ incluem uma grande
variedade de técnicas, que diferem na intensidade do manejo, no investimento de

recursos e laboratérios, e nos niveis potenciais de modificagdes genéticas da espécie.
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Entre eles, estdo os bancos de sementes, criopreservagao, culturas in vitro, casas de
vegetacao, cultivo em jardins, colegdes vivas de material genético (field gene banks),
entre outros (PRANCE, 2004; VOLIS; BLECHER, 2010).

Para executar uma estratégia efetiva de recuperacgao das espécies em risco
de extingao, € necessario que ocorra uma integragao entre a conservagao ex situ e in
situ. Isto envolve identificar e combater as ameacas, determinar a estrutura genética
da populagao e estudar a demografia, ecologia e biologia reprodutiva da espécie em
questao, principalmente quando o ambiente apresenta caracteristicas especificas
(LLOYD et al.,1992; COCHRANE, 2004; GUERRANT, 2007), como € o caso dos
afloramentos rochosos de basalto do estado do Parana. Um exemplo dessa interagao
também foi abordado em um estudo da quebra da dorméncia de trés tipos de
sementes de espécies endémicas e ameacgadas de afloramentos rochosos nos EUA.
O estudo combinou as estimativas de diversidade genética e o sucesso da quebra de
dorméncia das sementes, obtendo assim bons resultados para reintrodugcdo dessas
plantas (ALBRECHT et al., 2012).

O principal objetivo de um programa de reintrodugao é formar populag¢des
resilientes e autossustentaveis, que apresentem diversidade genética o suficiente
para resistir as mudancas evolutivas (GUERRANT, 2007). Apds a escolha dos locais
de reintrodugdo com base em atributos bioldgicos, logisticos, histéricos e genéticos,
ainda deve-se decidir quantos individuos introduzir, qual estagio de propagagéo
introduzir e quais tratamentos de manejo e cuidados posteriores sdo necessarios para
garantir que uma populagédo sobreviva, incluindo o monitoramento da reproducao e
recrutamento da proxima geragao (DINIZ-FILHO; TELLES, 2006; DRAPER et al.,
2019). Para isto, o uso de mais de um tipo de técnica aumenta a probabilidade de
sucesso do programa, e, quando possivel, deve-se utilizar na reintrodugéo varios
estagios de desenvolvimento (sementes, plantulas, jovens e adultos) (GUERRANT,
2012). Assim, as estratégias de conservagao de plantas raras e endémicas, as quais
combinam protec¢ao de habitat com o armazenamento de material genético em bancos
de sementes (ex situ) e aplicagéo das técnicas ex situ, se faz necessaria para manter
as colegdes que servem como material fonte para a reintroducao de espécies em
areas onde uma espécie foi extinta ou mesmo para reforcar o tamanho e a produgao
de descendéncia de pequenas populagbes (HOWALD, 1996; MAUNDER et al., 2004,
GODEFROID et al., 2016). Portanto, a restauragdo de um ecossistema, bem como a

recuperacdo de uma espécie na natureza consiste num processo complexo,
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prolongado e oneroso, pois ha necessidade de um periodo de monitoramento,
principalmente para as espécies que demoram a alcangar a maturidade reprodutiva
(COCHRANE, 2004).

A reintroducdo de plantas é eficiente para conservacido de espécies
ameacadas. No entanto, a viabilidade a longo prazo dessas reintrodugdes ainda é
discutida (GODEFROID et al., 2016). Sendo assim, para que a técnica seja eficiente,
€ necessaria uma maior integragdo com o gerenciamento do habitat e a consolidagéo
das estratégias da conservagdo ex situ e in situ (VOLIS; BLECHER, 2010).
Considerando habitats como os afloramentos rochosos, que nao séo vistos como
detentores de biodiversidade (OVERBECK et al., 2006), se faz cabivel a aplicagao, a
priori, das técnicas de conservacéao in situ (ALBRECHT et al., 2012; SERROTE et
al.,2019) das espécies endémicas e ameagadas de extincdo que estdo mais
suscetiveis as pressdes ambientais (LOYOLA et al., 2014).

Para isso, se faz necessaria a aplicacdo de marcadores moleculares para
estimar os parametros genéticos, e assim, propor técnicas para reintrodugao
(COCHRANE, 2004) e definir as areas prioritarias para futuros planos restauragao
(DINIZ-FILHO; TELLES, 2002; DINIZ-FILHO; TELLES, 2006), dando visibilidade a
flora que se encontra ameacada e incentivando a comunidade cientifica e a sociedade

em geral a conhecerem os habitats que precisam ser preservados.

2.2.1.Métodos Para Preservagao De Areas Degradadas

A criagcédo e gestédo efetiva das areas de protecdo ambiental € uma das
principais formas de promoc¢ao da conservagao da biodiversidade in situ (OLIVEIRA
et al., 2019). Inclui-se nesta abordagem a conservacado de espécies ameacadas de
extingdo, especialmente em formagdes altamente modificadas, como é o caso dos
Campos de Altitude do Sul do Brasil, que podem ser considerados prioritarios para
conservagao, visto que exibem uma flora especifica (IGANCI et al., 2011), e possuem
muitas espécies que além de endémicas aos afloramentos rochosos, se encontram
em alguma categoria de ameaca, elevando a importancia de preservagao dessas
areas (FERRAZ, 2016).

As acbes antropicas que causam a perda e modificacdo de habitats, bem
como as alteracbes climaticas, podem refletir em diferentes perturbagdes sobre as

espécies, interferindo na sua capacidade adaptativa e influenciando as taxas de
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extingdo (MMA, 2007). Nesse sentido, entende-se que alteragdes em quaisquer dos
constituintes da natureza, como relevo, solo, vegetagao, clima, recursos hidricos,
entre outros, podem modificar a funcionalidade de todo o sistema, causando um
desequilibrio ecolégico (SPORL; ROSS, 2004). Consequentemente, as areas
exploradas sobre os afloramentos do Parana, podem ser consideradas ainda mais
vulneraveis, devido a redugao do tamanho populacional das espécies de areas
degradadas ou mesmo pela reducdo de areas aptas para sua ocorréncia natural,
aumentando os riscos de extingdo (GIAM et al., 2010).

Como alternativa para protecdo dos afloramentos rochosos de basalto do
Parana, poderiamos enquadra-los nos atributos das Areas Estratégicas para
Conservagdo da Biodiversidade, pois estas seriam areas cujos remanescentes
florestais nativos ou outros atributos fisicos ou biolégicos determinariam fragilidade
ambiental, sendo consideradas de relevancia, e sua conservagdo necessaria para a
garantia da manutengao da biodiversidade no Parana (SEMA/IAT, 2009). Além de
abrigarem flora particular, endémica e com ocorréncia de varias espécies ameagadas
de extingao.

Outra modalidade para a inclusao dos afloramentos em area de protecéo,
seriam as Areas Estratégicas para Recuperagdo, que sdo aquelas essenciais para a
manutengdo dos fluxos biolégicos, para a formacdo de corredores ecoldgicos e
manutengdo da estabilidade fisica do ambiente (SEMA/IAT, 2009). Neste caso,
podemos ressaltar que os afloramentos ja sdo considerados ilhas terrestres
(POREMBSKI, 2007), e sem eles, haveria perda significativa da flora e do habitat
original. Os resultados apresentados por Feliciano e colaboradores (2022) indicam
uma adaptacao local da espécie P. hatschbachii em ambientes especificos, como
afloramentos, onde a espécie € endémica. Isso sugere que, devido a essa adaptagao,
a conservagao efetiva da espécie exigiria a preservagao de toda a area onde ela
ocorre, implicando na protec¢ao direcionada de cada localidade. No entanto, a medida
que mais dados sdo coletados, revelando ameacas crescentes para diversas
espécies, considerar a conservacao de pelo menos uma das areas de distribuicao
pode ser uma estratégia viavel, permitindo a preservacido de uma amostra desse
ambiente negligenciado.

Neste sentido, devemos identificar as areas de maior importancia biologica,
de maior relevancia para restauragéo, e divulgar os dados obtidos a comunidade

cientifica e aos 6rgaos competentes para que haja a gestao efetiva dessas areas do
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Parana, por meio da criagdo de Unidades de Conservacdo ou mesmo RPPNs
(Reserva Natural do Patriménio Rural), de acordo com o Decreto Estadual 1.529, de
02 de outubro de 2007, com respaldo técnico embasado no planejamento de
paisagens sustentaveis. Neste estudo, podemos identificar areas de maior
importancia, com maior nivel de remanescentes de vegetagao nativa e com maiores
indices de diversidade genética, fazendo um levantamento de qual area abrange o
maior pool génico das espécies, para que grande parte da amostragem genética

possa se manter preservada.

2.3. FAMILIA FABACEAE

A familia Fabaceae (Leguminosae) possui distribuicdo cosmopolita,
incluindo aproximadamente 730 géneros e cerca de 20.000 espécies. Seus
representantes possuem elevada importancia econémica devido as aplicacbes em
culturas forrageiras, reflorestamento, ornamentagéo, atributos medicinais, utilizagéo
nas industrias quimicas, farmacéutica e cosmética (LEWIS et al., 2005; SOUZA;
LORENZI, 2008). Curiosamente, o Pau-Brasil (Paubrasilia echinata (Lam.) Gagnon,
H. C. Lima & G. P. Lewis), uma espécie nativa da Mata Atlantica, considerada por lei
como arvore simbolo do pais (Lei 6607 de 07/12/1978), esta circunscrito nesta familia.
Além disso, as mais diversas e importantes culturas, que sdo imprescindiveis para a
economia do pais e que tém um papel fundamental na alimentagcdo humana, como o
feijao (Phaseolus vulgaris L.) e a soja (Glycine Max L. Merr.), considerados uma fonte
de proteina completa (MYERS; KMIECIK, 2017), sdo encontrados nesta familia.

A familia Fabaceae, composta por espécies anuais ou perenes, eretas,
prostradas, difusas, trepadeiras, lianas, subarbustos, arbustos e arvores de pequeno,
médio ou grande porte (LEWIS, 1987), foi dividida em trés subfamilias com base
principalmente no tipo de simetria floral e de prefloracdo da corola: Caesalpinioideae,
Mimosoideae e Papilionoideae (LEWIS et al., 2005). No entanto, uma nova
classificagao filogenética da familia, reconhece seis subfamilias: Caesalpinioideae
DC., Cercidoideae Legume Phylogeny Working Group (stat. Nov.), Detarioideae
Burmeist.,, Dialioideae Legume Phylogeny Working Group (stat. Nov.),
Duparquetioideae Legume Phylogeny Working Group (stat. Nov.) e Papilionoideae
DC. A subfamilia Mimosoideae tradicionalmente reconhecida € um clado distinto,

alocado dentro de Caesalpinioideae e é referido informalmente como o clado
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mimosoide (LPWG, 2017).

No Brasil, sdo encontrados cerca de 188 géneros e 2.100 espécies (LIMA,
2000). Mimosoide possui aproximadamente 78 géneros e 3270 espécies, distribuidas
principalmente nas regides tropicais e subtropicais sendo encontradas desde as
florestas até regides desérticas, porém mais bem adaptadas a florestas de terras

baixas.

2.3.1.Género Mimosa L.

O género Mimosa L., constituido por aproximadamente 530 espécies,
circunscrito na familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinioideae, baseia-se nas
caracteristicas do androceu como a primeira classificagdo mais consistente do grupo,
avaliando o numero de estames e presenga de glandula no apice do conectivo, como
também na presenca de endosperma na semente e em caracteres dos frutos
(BARNEBY,1991). As plantas descritas no género Mimosa L. possuem caracteristicas
notaveis, como o uso em ornamentag¢des, bem como na industria madeireira, na
utilizagcao da extragao de compostos secundarios com propriedade medicinal (ELIAS,
1981; LORENZI, 1992, 1998), entre outros. As espécies sao abundantes nos trépicos
e se estendem até as regides temperadas, ocupando diferentes tipos de ambientes,
desde florestas até desertos (BARNEBY, 1991). Devido a riqueza de espécies, o
género Mimosa ainda é subdivido em seg¢des, desta forma, Barneby (1991), dividiu o
género em cinco segbes, baseado principalmente na presenga ou auséncia de
nectarios extraflorais na raque foliar, nos tipos de tricomas e em caracteristicas florais
como o numero de pétalas e estames, sendo elas: Mimosa sessdo. Mimadenia,
Mimosa sessdo. Batocaulon, Mimosa sessdo. Calothamnos, Mimosa sesséo.
Habbasia e Mimosa sess&o. Mimosa.

No Brasil, sdo descritas aproximadamente 345 espécies para o género
Mimosa (BARNEBY, 1991; DUTRA; MORIM 2012), sendo os maiores centros de
diversidade para o grupo registrados no centro-oeste brasileiro (BARNEBY, 1991;
LEWIS et al., 2005; SIMON et al., 2011). Tais espécies estao distribuidas nas Savanas
brasileiras, em areas de altitudes elevadas como por exemplo na Chapada dos
Veadeiros (GO), na Cadeia do Espinhago (MG), no Distrito Federal e na Chapada dos
Guimaraes (MT).

O género Mimosa caracteriza-se por apresentar autoincompatibilidade,
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mas ha exce¢des, como por exemplo Mimosa scabrella Benth (bracatinga), que tem
sua ocorréncia nas regides sul e sudeste do Brasil, com um sistema misto de
reproducdo (SOBIERAJSKI et al., 2006). Segundo Barneby (1991), os diasporos
podem ser levados pelo vento, agua ou simplesmente cairem no solo proximo a planta
mae, ou as sementes serem consumidas por aves e, posteriormente, excretadas
intactas, o que sugere nao haver um mecanismo especializado de dispersao de
sementes. Além disso, muitas espécies de Mimosa possuem frutos com aculeos e/ou
tricomas rigidos que podem atuar como ganchos se fixando nos pelos de pequenos
mamiferos e serem carregados por eles (BARNEBY, 1991). Algumas espécies do
género Mimosa sao popularmente conhecidas como dormideiras, devido a curiosa
capacidade das folhas em se fecharem durante a noite (nictinastismo), ou quando sao
tocadas (tigmonastismo). Esta ultima caracteristica faz com que algumas espécies
como por exemplo, Mimosa pudica L., sejam comercializadas como “pet plants”. Vale
ressaltar também que, Mimosa pigra L. € uma das espécies mais agressivas como
invasoras de culturas (LOWE et al., 2000; SIMON, 2011). Entretanto, outras espécies
sdo consideradas relevantes economicamente, como Mimosa bimucronata (DC.)
Kuntze, utilizada como cerca viva ou na arborizagao urbana, e Mimosa caesalpiniifolia
Benth., cuja madeira ¢é utilizada para marcenaria e producao de carvao e lenha. Além
disso, outras espécies sao utilizadas para reflorestamento de areas degradadas por
apresentarem rapido crescimento, como é o caso de Mimosa scabrella Benth
(LORENZI, 1992, 1998).

Um alto nivel de endemismo € descrito para o género Mimosa, sendo muito
provavel que novas espécies ainda venham a ser descobertas (BARNEBY, 1997;
MORALES et al., 2014). Mimosa hatschbachii Barneby € uma espécie endémica
edafica do estado do Paran4, incluida no Livro Vermelho da Flora do Brasil como “Em
perigo” (EN) de extingdo (DUTRA; MORIM, 2012; MARTINELLI; MORAES, 2013).
Essa espécie é conhecida a partir de apenas trés localidades do Parana (Guarapuava,
Canddi e Cantagalo) (Figura 1) (CNCFlora, 2012). Sua area de ocorréncia sao
afloramentos de origem basaltica, que se distribuem descontinuamente ao longo do
Terceiro Planalto Paranaense, que também sao considerados ilhas terrestres, ou
inselbergs (POREMBSKI, 2007), devido a particularidade de se encontrarem isolados
geograficamente e ecologicamente, o que, para uma espécie ja categorizada como
“Em perigo”, pode ser considerada ainda mais ameagada, somado a degradagao do
habitat.
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28;15.‘;1 1. Mapa da area de distribuicao de Mimosa hatschbachii, conforme dados do CNCFlora
Ainda que os mecanismos de dispersao descritos para o género possam
garantir a disseminagéo das espécies, a extensdao de ocorréncia (EOO) de M.
hatschbachii tem sofrido declinio constante, pois a qualidade do habitat tem sido
severamente afetada, tanto pela antropizacdo como pela presenca de monoculturas
de espécies exodticas, popularmente usadas na regido (MARTINELLI; MORAES,
2013). Os ambientes que compdem os Campos de Altitude do Sul do Brasil e
encontram-se inseridos no Bioma Mata Atlantica, em altitudes superiores a 600m,
sendo importante ressaltar que nenhuma dessas areas de ocorréncia encontra-se
inseridas em Unidades de Conservagao (UCs), fato este que implica diretamente no
status de vulnerabilidade de M. hatschbachii. Além do endemismo, a especificidade
de habitats, caracterizada na sua maioria por populagdes pequenas (poucos numeros
de individuos), torna a espécie ainda mais suscetivel a ameaca de extingéo
(MENDONCGCA; LINS, 2000; SIMON; PROENCA, 2000; DUTRA; GARCIA, 2014).
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2.3.2.Género Stylosanthes Sw.

O género Stylosanthes descrito na subfamilia Papilionoideae da familia
Leguminosae ou Fabaceae se destaca entre as leguminosas forrageiras, devido a sua
ampla adaptacgéao incluindo resisténcia as pressodes bioticas e abidticas (CAMERON &
CHAKRABORTY, 2004). As espécies desse género s&o cultivadas em todo o mundo
e utilizadas como pastagens, na recuperacao e restauragao de terras, na estabilizagao
e regeneragao do solo, sendo particularmente aplicadas em regides com baixa
precipitacdo (BARCELLOS et al., 2001). A maioria das espécies é perene e, devido
ao potente sistema radicular, s&o tolerantes a seca, possuindo grande capacidade de
colonizagao por se adaptar em solos de baixa fertilidade (ANDRADE & KARIA, 2000).
O sistema de reproducgao dessas plantas é preferencialmente autogamico, com taxa
de polinizagao cruzada da ordem de 2 % a 6 % em condi¢des naturais (STACE, 1984).

O género Stylosanthes inclui aproximadamente 50 espécies com muitas
subespécies e variedades botanicas ocorrendo nos tropicos e subtropicos, sendo a
maioria encontrada nos Neotropicos (LEWIS et al., 2005). O Brasil € o centro de
diversidade do género, com cerca de 30 espécies, sendo 12 espécies endémicas
(STACE & EDYE, 1984; SANTOS-GARCIA et al., 2012). Os estados brasileiros do
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Parana sdo especialmente ricos em espécies e
ecotipos, sendo o Parana, o estado que abriga uma variabilidade consideravel de
espécies de Stylosanthes, por apresentar uma transicao entre as regides climaticas
tropicais e subtropicais (COSTA & VALLS, 2010).

A espécie Stylosanthes vallsii Sousa Costa & Van den Berg também € uma
planta endémica do Parana, e recebeu este nome em homenagem ao pesquisador
José Francisco Montenegro Valls da EMBRAPA-CENARGEN, reconhecido por seus
estudos em gramineas, em particular as brasileiras tropicais e subtropicais (SOUSA
COSTA & C. VAN DEN BERG, 2009). Stylosanthes vallsii é morfologicamente
semelhante a Stylosanthes maracajuensis Sousa Costa & Van den Berg e
Stylosanthes leiocarpa Vogel e possui area de ocorréncia restrita aos municipios de
Guarapuava-PR e Candéi-PR. Encontrada em ambientes de 1060 m de altitude, em
média, seja como plantas isoladas ou em populagbées densas, a espécie cresce em
solos rasos de origem basaltica, com musgo e gramineas curtas associadas (SOUSA
COSTA & C. VAN DEN BERG, 2009). Stylosanthes vallsii também foi avaliada quanto

ao seu estado de conservagao por Ferraz (2016), seguindo os critérios da International
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Union for Conservation of Nature (IUCN, 2001), como por exemplo a distribuicao
geografica, a qualidade do habitat, redugdo do tamanho populacional, tamanho da
populagdo (acompanhamento desde 2016), que enquadrou a espécie na categoria
“Em Perigo” (EN) de exting¢ao.

As informacdes sobre sua categorizagao de risco de extingao baseada na

distribuicdo e/ou status populacional, nao foram avaliadas pelo CNCflora.

2.4. FAMILIA SOLANACEAE

A familia Solanaceae € uma familia subcosmopolita com aproximadamente
de 150 géneros e cerca de 3000 espécies. O principal centro de endemismo e
diversidade taxonémica, € apontado para a América do Sul, contendo o maior nimero
de espécies e géneros de Solanaceae (SILVA, 2020; SILVA et al., 2022). No Brasil,
sdo descritos cerca de 31 géneros e aproximadamente 500 espécies nativas. Destes,
23 géneros e cerca de 180 espécies nativas fazem parte da flora da regido Sul e 16
géneros e 313 espécies fazem parte da regidao Sudeste (SOARES, 2008). Diversos
membros da familia Solanaceae, sao considerados importantes fontes alimentares e
muito utilizados na medicina popular para o tratamento de uma série de doencas,
como as respiratérias, oftalmoldgicas, ou para obtencdo de moléculas para
medicamentos da doenga de Parkinson, quadros espasmadicos e anti-inflamatérios,
sendo também utilizadas nas ornamentag¢des casuais e das vias urbanas (VAZ, 2008;
GIACOMIN, 2010; SZABO, 2015).

2.4.1.Género Nierembergia Ruiz & Pav

O género Nierembergia Ruiz & Pav. pertence a familia Solanaceae Juss.,
tribo Nicotianeae G. Don. e a subtribo Nierembergiinae Hunz. (D’ARCY, 1991;
HUNZIKER, 2001), composto por ervas ou arbustos, eretos ou prostados, anuais ou
perenes, com até 1,6 m de altura, considerado um género exclusivamente americano,
com 20 espécies na América do Sul e uma no México. A Argentina é considerada o
centro de diversificagao, com 15 espécies (HUNZIKER, 2001; WAECHTER, 2002).
Com base em dados filogenéticos, Olmstead e colaboradores (1999) propuseram a
transferéncia de Nierembergia, da subfamilia Cestroideae, para a subfamilia
Petunioideae. Os géneros Bouchetia e Nierembergia sdo morfologicamente muito

préoximos, principalmente no que se refere a corola, constituindo ambos a subtribo
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Nierembergiinae. Ha outras caracteristicas relevantes entre estes dois géneros como
por exemplo a estrutura dos tricomas glandulares que revestem ramos, folhas, célice
e corola, devendo destacar a morfologia das linhas de orientagdo da corola, que em
Bouchetia anomala (Miers) Britton & Rusby, por exemplo, conduzem para o nectario
e em Nierembergia desempenham a fungao de orientagao para a regiao secretora de
O0leo, sendo considerado o Uunico género da familia com a caracteristica
(COCUCCI,1991; ALEMANY, 1985; COSA DE GASTIAZORO, 1991). Logo, quando
falamos dos visitantes florais, os mesmos recolhem 6leos ndo volateis (encontrados
na superficie interna do limbo da corola, em uma estrutura denominadas elai6foros),
ao invés de néctar ou polen. Algumas espécies do género séo polinizadas por abelhas
fémeas de espécies dos géneros Chalepogenus e Tapinotaspis (COCUCCI, 1991,
1999). Outra caracteristica importante do género, pode ser observada nas espécies
N. riograndensis Hunz. & A.A. Cocucci e N. linariifolia Graham, conhecidas pela sua
toxicidade, pois possuem substancias letais para os animais, consistindo em grave
problema econdmico para a agropecuaria (SACCO et al., 1982; BUSCHI & POMILIO,
1987; TOKARNIA et al., 2000; RIET-CORREA & MEDEIROS, 2001; HUNZIKER,
2001).

Nierembergia hatschbachii A. A. Cocucci & Hunz (Fig. 1) circunscrita no
género Nierembergia é endémica dos Campos de Cima da Serra, tendo seus registros
de ocorréncia conhecidos em apenas duas localidades (Guarapuava e Cantagalo), no
Parana (REFLORA, herbario virtual). A partir de novas coletas registramos mais seis
localidades de ocorréncia, no entanto as informagdes sobre sua categorizagao de
risco de extingdo baseada na distribuicdo e/ou status populacional, ndo foram

avaliadas pelo CNCflora.

2.5. FAMILIA APIACEAE

A familia Apiaceae Lindl., considerada cosmopolita e abundante em areas
montanhosas temperadas, possui cerca de 450 géneros e aproximadamente 3.700
espécies, subscritas em quatro subfamilias: Apioideae Lindl., Saniculoideae Drude,
Mackinlayoideae G.M. Plunkett & Lowry e Azorelloideae G.M. Plunkett & Lowry
(PIMENOV & LEONOV, 1993; PLUNKETT et al., 2004; CORREA & PIRANI, 2005;
NICOLAS & PLUNKETT, 2014). Esta familia é caracterizada por possuir aplicacoes

econbmicas relativamente importantes, como por exemplo o uso de suas plantas no
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preparo de condimentos, perfumaria, esséncias de bebidas alcodlicas, além de serem
fontes de producdo de gomas e resinas para uso medicinal, na fabricacdo de
sedativos, antiespasmadicos, estimulantes, e curiosamente até mesmo como veneno
(CORREA & PIRANI, 2005).

2.5.1.Género Eryngium L.

O Género Eryngium, circunscrito na familia Apiaceae Lindl, € composto de
especies herbaceas que colonizam os mais diversos substratos, contemplando
ambientes terricolas, rupicolas e aquaticos, e cuja distribuigdo percorre as regides
temperadas de todos os continentes (CALVINO et al., 2008). Eryngium é considerado
0 maior género da familia Apiaceae, com aproximadamente 220 espécies, das quais
100 sdo nativas das Américas (CORREA & PIRANI, 2005; CALVINO et al., 2008;
WORZ, 2011). No Brasil, sdo descritas cerca de 60 espécies que se distribuem por
todos os estados, tendo o Parana registrado a ocorréncia de 27 espécies (CORREA
& PIRANI, 2005; FIASCHI & COTA, 2017). A regiao Sul é, inclusive, considerada
centro de diversidade de Eryngium (TURMEL, 1948). O género exibe grande variagao,
apresentando espécies desde ervas prostradas com apenas alguns centimetros, a
espécies eretas que podem chegar até 3 metros de altura (MATHIAS et al., 1972;
CALVINO et al., 2008). As espécies do género Eryngium podem ser diferenciadas de
outros membros de Apiaceae pelas inflorescéncias do tipo capitulo e por possuirem
uma unica bractea por flor, com as inflorescéncias podendo ser brancas, azuis ou
roxas (MATHIAS et al., 1972).

Eryngium corallinum também conhecida pelo nome popular de "caraguata-
coralino" e "eringio" (MATHIAS et al., 1972) € uma espécie campestre, que se distribui
restritamente nos afloramentos de Santa Catarina e Parana (CNCFlora, 2012) (Figura
2), em altitudes de 900 e 1000 m, no bioma Mata Atlantica (MATHIAS et al., 1972).
Considerada uma espécie "Rara, na lista de espécies ameacgadas de extingdo da flora
do Parana (SEMA/GTZ, 1995). Dados de coleta revelam que das sete populagbes
identificadas de E. corallinum, seis estdo localizadas no Parana, enquanto apenas
uma se encontra em Santa Catarina, no extremo de sua distribuicdo geografica
(CNCFlora, 2012). No Parana, a espécie tem sido regularmente coletada desde o ano
de sua descricao em 1958. No entanto, em Santa Catarina, a populagdo nao foi

amostrada desde 1964. A vegetagao de Campo Eré (localidade tipo de E. corallinum),
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foi suprimida e convertida em areas agricolas, que pode ter extinto estas populag¢des
(Ferraz, dados nao publicados).

Eryngium corallinum se assemelha a Eryngium ramboanum Mathias &
Constance, diferindo-se pelas folhnas menores e pinatifidas, o caule e pedunculos mais
finos, as sépalas, bracteas e bractéolas menores, e papilas do fruto mais finas
(MATHIAS; CONSTANCE, 1958). O habitat de ocorréncia, severamente degradado e
explorado pela expansdo das atividades agricolas e pecuarias, destacando as
monoculturas de soja e plantagdes de Pinus sp, contribuiram para o declinio na
extensdo de ocorréncia (EOQO), bem como na area de ocupagao (AOO), sendo inferior
a 10 km2. Tal fato, pode sugerir que E. corallinum venha ser extinta em pelo menos
um dos locais em que foi registrada, conforme dados de coletadas amostrados
(CNCFlora, 2012).
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Figura 2. Mapa da area de distribuicdo de Eryngium corallinum, conforme dados do CNCFlora (2012).
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3.0BJETIVO GERAL E ESPECIFICOS
3.1. GERAL

O presente trabalho tem como objetivo verificar o status de conservagao
genética de populagdes das espécies endémicas: Mimosa hatschbachii Barneby,
Nierembergia hatschbachii A.A. Cocucci & Hunz, Stylosanthes vallsii Sousa Costa &
Van den Berg e Eryngium corallinum Mathias & Constance, distribuidas pelo Parana,
a partir da aplicagdo de marcadores moleculares e assim contribuir para o
estabelecimento de possiveis areas prioritarias de conservagéo em futuros planos de

manejo.

3.2. OBUJETIVOS ESPECIFICOS

° Estimar os indices de diversidade e estrutura genética de 11 populagdes de M.
hatschbachii, por meio da aplicacdo dos marcadores AFLP, ITS e rps16-trnK;

° Estimar os indices de diversidade e estrutura genética de 6 populagdes de N.
hatschbachii, S. vallsii e E. corallinum, por meio da aplicagcdo dos marcadores
AFLP;

° Elucidar os mecanismos evolutivos que possam estar atuando no padrédo da
distribuicao da variabilidade genética das espécies;

° Fornecer informagdes que possam contribuir para a elaboracgao de futuros planos

de manejo para os afloramentos rochosos do estado do Parana.
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RESUMO

Mimosa hatschbachii ¢ uma espécie endémica, em perigo de extingdo, associada aos
afloramentos rochosos de basalto do Parand, cuja a estrutura e diversidade genética ¢ pouco
conhecida. Presume-se que o fluxo génico entre suas populagdes seja prejudicado pelo efeito
do isolamento dos afloramentos rochosos, também conhecidos como “ilhas terrestres”. Além
disso, esse ambiente se encontra fortemente degradado por diversas agdes antropicas, sem
qualaquer cuidado de preservagao. Neste trabalho estimamos os indices de diversidade genética
de M. hatschbachii por meio dos marcadores AFLP, ITS e rpsi6-trnK, a fim de verificar o
status genético. Para tanto, foram coletadas 11 populagdes, sob toda a area de ocorréncia da
espécie. Através dos dados obtidos pelos marcadores, M. hatschbachii apresenta baixa
diversidade, alta estruturacdo genética e presenca de sele¢do diversificadora atuando nas
populagdes. O fato € que, o isolamento somado a perda de diversidade, seja pela degradagdo ou
efeitos da endogamia, podem comprometer ainda mais o risco de extin¢cdo da mesma.

Palavras-chave: AFLP — genética da conservacdo — genética de populacdes — ITS — rpsl6-
trnK.
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INTRODUCAO

Mimosa L. ¢ um género da Familia Fabaceae (subfamilia Caesalpinioideae), com
aproximadamente 530 espécies distribuidas pelas regides tropicais do mundo. Algumas
espécies do género possuem uma caracteristica notavel, sendo sensiveis ao toque
(tigmonastismo). Outras espécies, entretanto, atuam como invasoras quando se encontram fora
do seu habitat, pois apresentam alta adaptabilidade a diferentes tipos de solo, com rapido
desenvolvimento e grande eficiéncia no uso de recursos, como luz, d4gua e nutrientes (Barneby,
1997). O género também possui um alto nivel de endemismos (Barneby, 1997; Morales ef al.,
2014), como pode ser observado, dentre outras espécies, em Mimosa hatschbachii Barneby
(Fabaceae: Caesalpinioideae), cuja distribuicao ¢ restrita aos Campos de Altitude do Sul do
Brasil, mais precisamente os que se encontram sobre os afloramentos rochosos basélticos do
estado do Parana (CNCFLORA, 2012). Devido a essa distribui¢do restrita ¢ em ambientes
isolados, a espécie encontra-se “Em perigo de Extin¢dao” (Martinelli & Moraes, 2013). Nao
obstante, como muitas outras espécies endémicas dos Campos de Altitude do Sul do Brasil,
pouco se sabe sobre M. hatschbachii, cujas informacdes estdo limitadas a etiquetas de materiais
de herbario.

Os afloramentos rochosos onde M. hatschbachii ocorre sdo ecossistemas formados
por rochas acidas, do tipo Palmas e Chapeco, distribuidos pelo Terceiro Planalto Paranaense
(Brasil), e se encontram inseridos no bioma Mata Atlantica (Bellieni ef al., 1986; Iganci et al.,
2011). Grande parte das suas areas tém sido utilizada na pecudria, de maneira que a sua
vegetacdo nativa acaba sendo suprimida pela presenga de espécies invasoras formadoras de
pastagens, como Pennisetum americanum e Urochloa spp. (Boldrini & Eggers, 1996; Medeiros
et al., 2000; Nabinger et al., 2000). Também a extensiva extracdo de seu substrato rochoso
(pedra brita) para utilizagdo na construcdo civil, pavimentacdo asfaltica, entre outros, tem

submetido as espécies locais a um declinio na qualidade de habitat. Além disso, os afloramentos
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rochosos encontram-se isolados geograficamente e ecologicamente, sendo considerados “ilhas
terrestres” (inselbergs), o que somado as suas condi¢des topograficas de maiores declives e a
zonas de alta vulnerabilidade ambiental pressiona a vegetacao local a se adaptar a microclimas
seletivos, propiciando o desenvolvimento de endemismos (Porembski et al., 1994; Porembski
& Barthlott, 2000; Porembski, 2007).

A descontinuidade e isolamento ecoldgico desses afloramentos submete as espécies
a forte deriva genética, tornando-as mais suscetiveis a perda da diversidade genética, a qual
constitui a matéria prima para a adaptagao e sobrevivéncia das espécies frente as variagdes no
ambiente, e consiste em um dos parametros mais importantes para o desenvolvimento de
estratégias de conservacao (Frankham, Ballou & Briscoe, 2010; Jordan et al., 2017; Yang et
al., 2017). Contudo, além dos niveis de diversidade genética, compreender os processos que
moldam a distribui¢@o espacial dessa diversidade e detectar a existéncia de adaptagdo local, tém
se mostrado fundamentais, pois permitem delinear estratégias mais eficientes de conservagao
in situ e ex situ, maximizando a diversidade a ser conservada (Escudero, Iriondo & Torres,
2003; Soares et al., 2008; Telles et al., 2014; Razgour et al., 2019; Wang, 2020; Guan et al.,
2021; Wambugu & Henry, 2021; Feliciano et al., 2022). Espécies endémicas, cujas populagdes
se encontram isoladas, como ocorre com M. hatschbachii, tendem a apresentar niveis de
diversidade genética reduzidos e alta estruturacdo no espaco, uma vez que o potencial de
polinizagdo ¢ limitado, o que acaba favorecendo maiores taxas de cruzamento biparental e
autofecundagdo (Cavalli & Winge, 2003; Gongalves-Oliveira et al., 2017; Alveset al.,
2018; Godoy et al., 2018; Stone et al., 2019; Ruas et al., 2020; Feliciano et al., 2022).

Desta maneira, estudos voltados para caracterizacdo da diversidade genética e
dindmica populacional das espécies que ocorrem nesses afloramentos sdo imprescindiveis para
o estabelecimento de futuros planos de manejo e conservagdo dessas areas, bem como para a

protecdo das espécies de ocorréncia, particularmente as que ja se encontram em risco de
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extingdo como por exemplo, Portulaca hatschbachii D. Legrand, Dyckia walteriana Leme,
Eryngium corallinum Mathias & Constance, e M. hatschbachii (Martinelli; Moraes, 2013;
Feliciano et al., 2022).

Posto isso, e considerando o risco de extingao no qual M. hatschbachii se encontra
e o grau de degradagdo do seu habitat, este trabalho teve como objetivos: (1) estimar os indices
de diversidade genética e o padrao de distribuicdo espacial desta, em populagdes da espécie; (2)
investigar a presenca de estrutura genética adaptativa e os possiveis fatores atuando nesse
processo. Para acessar o status genético da espécie, foram aplicados marcadores AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), os quais t€ém sido eficientemente utilizados para
esse proposito (Manel et al., 2012; Shryock et al., 2017; Li et al., 2019; Pometti et al., 2019;
Xiong et al., 2020; Lazzaro et al., 2021; Feliciano et al., 2022), além dos marcadores ITS
(ntDNA Internal Transcribed Spacer) (Sun et al., 1994) e rpsi6-trnK (cpDNA rpsi6-trnK

(Intergenic Spacer) (Shaw et al.,2007).
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MATERIAL E METODOS
ESPECIE DE ESTUDO: MIMOSA HATSCHBACHII

Mimosa hatschbachii é um subarbusto perene (Barneby, 1991), e endémico dos
Campos de Altitude do sul do Brasil, crescendo sobre afloramentos rochosos de basalto ou em
solos rasos derivados desses substratos rochosos. Possui folhas verdes, opacas, alternadas ao
longo dos ramos, bipinadas (Fig. 1A); peciolos pubescentes, com pinas (cada um com
aproximadamente 2—3 cm de comprimento) localizadas em pares ao longo da raque; os foliolos
maiores tém 1-2 milimetros de comprimento, 0,3—-0,9 milimetros de largura, oblonga ou
eliptico-oblonga, apice obtuso, dispostas em 6—10 pares pina (Fig. 1B); as folhas possuem
"fechamento" durante a noite ou quando tocadas (tigmonastismo), observados nas dormideiras
(Barneby, 1991).

As flores de M. hatschbachii estdo organizadas em inflorescéncias glomerulares e
sdo, principalmente, hermafroditas, com calice gamossépalo, membranaceo e campanulado,
corola gamopétala e tubulosa, androceu diplostémone, com 8 estames rosas curtamente
monadelfos e gineceu composto por um ovario séssil, ovado e um estilete filiforme (Barneby,
1991) (Fig. 1C-D). A biologia reprodutiva de M. hatschbachii é pouco conhecida. Os estudos
sugerem a dependéncia das espécies do género Mimosa a agentes dispersores de polen (Seijo
& Neffa, 2004; Wyatt & Lipow 2021). Além disso, a baixa formacdo de frutos em ambientes
naturais € relacionada a um sistema de autoincompatibilidade pds-zigética, que resulta em
aborto de sementes geradas por autopolinizacdo (Seijo & Neffa, 2004). A antese de M.
hatschbachii ¢ diurna e o pdlen € o unico recurso oferecido aos visitantes florais, que pertencem
as ordens Coleoptera, Hymenoptera (4Apis melifera e Trigona sp.) e Lepidoptera (Bawa, 1990;
Stone et al., 2003). A eficiéncia de cada visitante floral como polinizador efetivo ndo ¢
conhecida. O periodo reprodutivo de M. hatschbachii ocorre entre agosto e fevereiro e os seus

craspédios (Fig. 1E) ndo apresentam agentes especializados de dispersdo, sendo os articulos
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monospérmicos dispersos proximos a planta-mae (Caccavari, 1986a; Caccavari, 1986b;

Barneby, 1991; Ferraz comunicagao pessoal).

Figura 1. Mimosa hatschbachii. A — Folhas. B — Detalhes do foliolo. C — Flores de M. hatschbachii. D - M.
hatschbachii em seu habitat. E — Fruto. F — Visdo geral do habitat da espécie (afloramento de rocha basaltica).
Fotos de D.C. Feliciano e J.R. Ferraz.
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Mimosa hatschbachii esta listada no Livro Vermelho da Flora do Brasil como “Em

Perigo” de extingdo (Martinelli & Moraes, 2013) principalmente devido ao declinio na
qualidade do seu habitat, causado por mineracdo, competi¢do com espécies exdticas invasoras,
como por exemplo Megathyrsus maximus € Pinus taeda, fragmentagdo e pisoteio do gado. O
agravamento do risco de extingdo dessa espécie € potencializado por sua distribui¢do em areas
ndo protegidas pela legislacdo ambiental do Brasil e exclusivamente particulares, algumas delas
anteriormente exploradas por mineradoras ¢ agora abandonadas sem nenhuma perspectiva ou
plano de recuperacdo ambiental (DNPM, 2008; Carvalho et al., 2008; CONAMA, 2010; Iganci

etal.,2011; MMA, 2018; Feliciano et al., 2022).

CARACTERIZACAO DA AREA DE OCORRENCIA E AMOSTRAGEM

A estratégia de amostragem das populacdes de M. hatschbachii consistiu na coleta
de 330 individuos da espécie, distribuidos em 11 afloramentos rochosos distintos (Fig. 2).
Desses, sete afloramentos constituem areas previamente registradas como de ocorréncia da
espécie (Fig. 2 — area tracejada), a partir das quais 210 individuos foram amostrados. Os outros
120 individuos foram coletados em quatro afloramentos que, até o momento, ndo apresentavam
registro de ocorréncia para M. hatschbachii.

Os afloramentos rochosos nos quais M. hatschbachii se distribui sdo constituidos
por flora caracteristica, sendo circundados por vegetagao natural (Floresta Ombrofila Mista) ou
por paisagens antropicas, como: reflorestamentos de Pinus spp., monoculturas agricolas,
pastagens (Fig. 1F) e rodovias (Feliciano et al., 2022). Observa-se composi¢des heterogéneas,
que circundam as formagdes, onde os afloramentos rochosos constituem patches de tamanho
limitado (Iganci et al., 2011).

As populagdes amostradas abrangem toda a area de distribuigao da espécie (Erro!

Fonte de referéncia nio encontrada. 2) e encontram-se em formacdes fitogeograficas
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distintas, sendo TUR1 e TUR2 (municipio de Turvo) situadas em ambientes alto montanos,
envolvendo a Floresta Ombrofila Densa e Campos (Estepe Ombrofila), rodeados de silvicultura
tipica da regido, como as florestas de Eucaliptos e Pinus. Ja as populagdes CAN3 e CAN4
(municipio de Cando6i) estdo nas formagdes montanas da Floresta Ombrofila Mista,
entremeadas com as plantagdes de soja, milho, entre outras, enquanto as populagdes GUA
(municipio de Guarapuava), CAN1 e CAN2 (municipio de Candoéi) encontram-se situadas em
formagdes de Campos Naturais, formando mosaicos com fragmentos de Floresta Ombrofila
Mista, silviculturas e monoculturas, bem como as populagdes de FOZI1, FOZ2, FOZ3

(municipio de Foz do Jordao) e MAN (municipio de Mangueirinha).

Legenda:

Elevagédo (m): Simbolos:
1351 © Populagdes
1012 Municipios

[ Distribuigéo
674
335

0 5 10 15 20 25 km
- _—

10

26°0'S

v ¥ -
37 1 . 1 LGl S 1

52°30W 52°0W 51°30W

Figura 2. Mapa da area de ocorréncia mostrando a localizagdo e altitude das populagdes amostradas de Mimosa
hatschbachii no Estado do Parand, Brasil. As siglas sdo equivalente as inicias dos municipios de coleta, onde:
TURI1 e TUR2 sdo da cidade de Turvo; CAN1, CAN2, CAN3 e CAN4 da cidade de Candoi; GUA de Guarapuava;
FOZ1, FOZ2 e FOZ3 de Foz do Jorddo e MAN da cidade de Mangueirinha. A area distribuigdo da espécie
conforme dados de ocorréncia do CNCFlora, estdo delimitadas pela area tracejada.

Em cada afloramento (populagdo), foram coletadas folhas jovens de 30 plantas, com
distancia minima entre elas de 15 m. Apds coletadas, as folhas foram armazenadas em silica
gel até a completa secagem do material para posterior extragdo do DNA total. As exsicatas

foram confeccionadas para confirmagao taxondmica da espécie e depositadas no Herbario da
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Universidade Estadual de Londrina. Os vouchers de depdsito, bem como as coordenadas

geograficas, altitude e municipios de origem das populagdes se encontram na Tabela 1.
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Tabela 1. Informacdes das amostras usadas para inferir a diversidade genética e a estrutura populacional de Mimosa hatschbachii. Nome das populacdes com codigo de acordo
com o local de coleta, nimero total de amostras por populagdo (N), coordenadas de latitude e longitude, altitude em metros, niimero do voucher, nimero de amostras da
populagdo disponiveis para analise de AFLP e niumeros de acesso no GenBank das amostras utilizadas na analise das sequéncias ITS e rps/6-trnK. O numero entre parénteses
apos os nomes dos marcadores genéticos representa o niumero total de amostras disponiveis para aquele marcador.

E’C%}leﬂga(:;)ao N Coordenadas Ele(\lzgi:ﬁo Voucher* A(i{:)P Numero de acesso - GenBank
ITS 52 rpsi6-trnkK sg)

(TT“{JVI;’D 30 25°2'7.33"S;51°32'15.29"W 1028 FUEL 56166 16  0Q302353 - 0Q302360 5, 0Q302369 - 0Q302376 (s,
3%131{)2) 30 25°2122.96"S; 51°31'34.35"W 1033 FUEL 56165 18  0Q302361 - 0Q302368 5, 0Q302377 - 0Q302384 (5,
%2‘11\?11) 30 25°25'12.07"S; 51°54'24.51"W 934  FUEL 56156 29  0Q302332-0Q302339 5 0Q302385 - 0Q302392 (s,
(Ccag‘?;) 30 25°25'58.60"S; 51°54'38.37"W 943 FUEL 56155 19 0Q302325-0Q302331; 0Q302393 - 0Q302400 (s,
%2‘11\‘1531) 30 25°25'25.24"S; 51°48'5.99"W 953 FUEL 56167 29  0Q302303 - 0Q302310 5, 0Q302401 - 0Q302408 (s,
(ng‘li\?i) 30 25°27'22.66"S; 51°49'11.68"W 936 FUEL 56168 27  0Q302317 - 0Q302324 5, 0Q302409 - 0Q302416 (s,
%Srzl)ouava 30 25°25'12.06"S; 51°39'58.15"W 983  FUEL 56154 23 0Q302311-0Q302316 ) 0Q302417 - 0Q302424 ,
fgggﬁ)mdﬁo 30 25°38'6.82"S;52°5'57.81"W 886  FUEL 56169 30  0Q302287 - 0Q302294s  0Q302425 - 0Q302432 4,
(FF"é;;’)Jordﬁo 30 25°40'12.02"S; 52° 7'17.56"W 868  FUEL 56170 24  0Q302347 - 0Q302352 ) 0Q302433 - 0Q302440 (s,
f;é;%brdﬁo 30 25°41'52.23"S;52°7'0.50"W 838  FUELS56157 27  0Q302295- 0Q3023025 0Q302441 - 0Q302448 (,
](\ﬁzi“)eirinha 30 25°57'7.53"S;52°21'15.60"W 844  FUEL 56159 24  0Q302340 - 0Q302346 ;) 0Q302449 - 0Q302456

*FUEL, Herbario da Universidade Estadual de Londrina.
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EXTRACAO DE DNA E APLICACAO DOS MARCADORES MOLECULARES AFLP, ITS E RPS16-
TRNK

O DNA total foi extraido utilizando tampao CTAB 2% (Cetyltrimethylammonium
Bromide), segundo o protocolo de Doyle & Doyle (1987) com modificagdes propostas por
Feliciano et al. (2022). Cerca de 150 mg de folhas, por amostra, foram trituradas em Mixer Mill
MM 400 (Retsch, Haan, Germany) e incubadas a 60 °C por 1h em 1,5 ml de tampao CTAB
(2% CTAB, 5 mM EDTA pH 8,0, 25 mM Tris-HCI pH 8,0, 1,4 M NacCl, 2,5% PVP360, 2%
beta-mercaptoetanol e 8 pg proteinase K). Apds a incubagdo, as amostras receberam choque
térmico em banho de gelo por 5 min, e depois foram centrifugadas a 14.000 rpm por 5 min.
Apoés a centrifugagdo, as amostras passaram por duas lavagens com cloroférmio/alcool-
isoamilico (24:1) e, em seguida, foram precipitadas em alcool isopropilico (2/3 do volume
recuperado). O DNA total foi armazenado em TE 0,1 mM (Tris-EDTA buffer).

A técnica de AFLP foi realizada seguindo o protocolo de Vos ef al. (1995), com
modificacdes propostas por Godoy et al. (2019). As reagdes de restri¢do, de aproximadamente
500 ng de DNA, e ligacdo dos adaptadores aos fragmentos foram realizadas conjuntamente. O
mix de restri¢ao/ligagdo foi preparado com 1 U de enzima de restricdo Msel (New England
Biolabs, Hitchin, Hertfordshire, UK); 5 U de enzima de restricdo EcoRI (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA); tampao Msel 10X; 2 U de T4 DNA ligase (SibEnzime, Academtown,
Sibéria); tampao T4 DNA ligase 5X; adaptadores EcoRI (5 uM) e Msel (50 uM); NaCl (0,5
M); BSA (1 mg/mL); DTT (5 mM) e 4gua para um volume final de 30 pL. As amostras foram
incubadas por 4 h a 37 °C para a restri¢ao, seguidas de 1 h e 15 min a 22 °C para a ligag@o dos
adaptadores e por 10 min a 70 °C para inativacao térmica das enzimas. Em seguida, as amostras
foram diluidas 4X em &gua ultrapura, de acordo com a intensidade do arraste observado em gel

de agarose 1%.
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Para as reagdes de amplificacdo pré-seletiva foram utilizados 3,5 uL de GoTaq®
Green Master Mix (Promega, Madison, WI, USA); 4.8 uM dos primers pré-seletivos EcoRI e
Msel, constituidos pelas sequéncias de bases dos respectivos adaptadores e uma base adicional
“A” para EcoRI e “C” para Msel; 3,0 uL da restri¢ao-ligagdo diluida e agua ultrapura para
completar o volume de 10 pL. O programa da amplificagdo pré-seletiva consistiu em 1 ciclo de
72 °C por 2 min, 20 ciclos de 94 °C por 1 seg, 56 °C por 30 seg, 72 °C por 2 min e um ciclo
final de 60 °C por 30 min. O padrao de arraste da amplificagdo pré-seletiva foi verificado em
gel de agarose 1% e as amostras diluidas 8X em agua ultrapura. Um screening inicial foi
realizado, utilizando oito combinagdes de primers seletivos EcoRI/Msel com duas ou trés bases
adicionais aos primers pré-seletivos, sendo a resolugdo dos fragmentos visualizada em gel de
poliacrilamida 7%. As quatro combina¢des mais polimorficas e reprodutiveis foram
selecionadas e aplicadas a todas as amostras. Os primers EcoRI das combinagdes escolhidas
foram marcados com florescéncia para posterior resolucdo em sistema de eletroforese
automatizada: (6-FAM) EcoRI-AGC / Msel-CTAG; (VIC) EcoRI-ATC / Msel-CTTC; (NED)
EcoRI-ACC / Msel-CTC; (PET) EcoRI-ACG / Msel-CTA.
As reagdes seletivas, marcadas com fluorescéncia, foram preparadas com 3,5 puL
GoTaq® Green Master Mix (Promega, Madison, WI, USA); 5 uM de primer Msel; 1 uM de
primer EcoRI marcado (6-FAM, NED, VIC ou PET); 2,5 uL. da reagdo de pré-amplificacao
diluida e 4gua ultrapura para completar um volume final de 10 pL. O programa de amplificagdo
consistiu em 1 ciclo de 94 °C por 2 min, 65 °C por 30 seg e 72 °C por 2 min; 8 ciclos de 94 °C
por 1 seg, 64 °C por 30 seg (com decréscimo de 1 °C por ciclo) e 72 °C por 2 min; 23 ciclos de
94 °C por 1 seg, 56 °C por 30 seg e 72 °C por 2 min e uma extensao final de 60 °C por 30 min.
A resolug¢do dos produtos das amplificacdes seletivas foi realizada a partir do
preparo de um mix para cada amostra, contendo 2 pL de reacdo proveniente de cada par de

primers (6-FAM, NED, VIC e PET) e 2 pL de dgua ultrapura, com volume final de 10 pL. Em
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seguida, 1 pL dessa mistura foi adicionado a 0,2 pL de size standard GS-600LIZ (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) e 8.8 uL de formamida Hi-Di (4pplied Biosystems, Foster
City, CA, USA). A cletroforese capilar em sistema automatizado ABI 3500 xL Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) ocorreu ap6s desnaturagdo das amostras
a 95 °C por 3 min, seguida de choque térmico em gelo. O protocolo de AFLP foi repetido, desde
a extracdo do DNA, em 15% da amostragem total, como forma de verificar a reprodutibilidade
da técnica, sendo as amostras escolhidas aleatoriamente. Para evitar interpretagdes equivocadas,
as amostras que, apods a eletroforese capilar, ndo apresentaram padrao satisfatorio de picos nos
eletroferogramas, foram retiradas da matriz de dados (Tabela 1).

As amplificagdes das regides ITS (ITS1-5.8S-1TS2), foram realizadas utilizando 5
ng de DNA; 7,5 ul de GoTaq® Green Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, USA); 0,6
ul (10uM) de primers forward (17SE) e reverse (26SE) (Sun et al., 1994) 0,6 ul de DMSO
(dimetilsufoxide) e agua ultrapura para um volume final de 15 pl. Para rpsi6-trnK, foram
utilizados 5 ng de DNA (10 pl); 12,5 pul de GoTaq® Green Master Mix (Promega, Madison,
Wisconsin, USA); 1,0 ul (10uM) de primers forward (F) e reverse (R) (Shaw et al., 2007) e
agua ultrapura (0,5 pl) para um volume final de 25 pl. As condig¢des de ciclagem para ITS foram
as seguintes: 1 ciclo de 94 °C por 3 min, 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 58 °C por 1 mine 72 °C
por 2 min e uma extensao final de 72 °C por 5 min. Para rps16-trnK as condig¢oes foram: 1 ciclo
de 95 °C por 5 min, 30 ciclos de 95 °C por 1 min, 50 °C por 1 min (rampa de 0,3°C/s ou 70%
slow e 72 °C por 3 min e uma extensao final de 72 °C por 5 min. Os produtos de PCR foram
verificados em gel de agarose 1% e, em seguida, purificados com o kit illustra™ ExoProStar™
1-Step (GE Healthcare, Little Chalfont, UK). O sequenciamento foi conduzido em ambas as
direcdes, forward e reverse, utilizando o kit BigDye® terminator cycle sequencing ready
reaction kit (Perkin-Elmer/Applied Biosystems, Foster City, California, USA) e 0o ABI 3500 xL

Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California, USA).
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ANALISE DOS DADOS DE AFLP, ITS E RPS16-TRNK

O software GeneMaPPer® v.4.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) foi
utilizado para analisar os eletroferogramas e realizar o score dos fragmentos, gerados a partir
do AFLP. Todas as amostras foram analisadas sob os mesmos parametros, sendo os picos
definidos com base numa unidade de fluorescéncia relativa minima de 50 RFU, light smooth e
detec¢do automatica de bins com 1 pb. Fragmentos com tamanho variando de 75 a 450 pares
de bases, provenientes das quatro combinagdes de primers, foram combinados em uma unica
matriz binaria de presenca (1) e auséncia (0).

A chamada de bases e montagem de sequéncias contigs para as regides ITS e rps16-
trnK, foram realizadas pelos softwares Phred v.071220.c (Ewing & Green 1998; Ewing et al.,
1998) e Phrap v.1.090518 (Green, 1999), seguida de inspe¢do visual utilizando o pacote
Chromaseq v.1.53 (DR Maddison & Maddison, 2021) do sistema modular para analise
evolutiva Mesquite v.3.70 (WP Maddison & Maddison, 2021). O alinhamento das sequencias

foi realizado pelo MUSCLE v.3.8.31 (Edgar, 2004).

DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA

Os parametros de diversidade genética para os dados de AFLP, como o niimero e
percentual de loci polimorficos (LP e PLP) e diversidade génica (HJ) (andlogo ao He de Nei)
(Neti, 1978), foram estimados no software AFLP-SURV v.1.0 (Vekemans, 2002). Além disso,
foram obtidos os nimeros de fragmentos privados (FP), inferido pelo software FAMD
(Schlueter & Harris, 2006), e indice de raridade (DW), estimado por meio do pacote AFLPDAT
(Ehrich, 2006) no ambiente R v. 4.2.1 (R Core Team, 2022). A diversidade genética foi inferida
utilizando abordagem Bayesiana com prior de distribuicdo das frequéncias de alelos nao
uniforme, dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg (Zhivotovsky, 1999), que mostra

estimativas das frequéncias de alelos nulos, mesmo quando ha desvios moderados do equilibrio
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(Bonin, Ehrich & Manel, 2007). Uma vez que o indice DW estima a razao entre a frequéncia
de um dado fragmento de AFLP na populagdo e a frequéncia global marcador desse fragmento
em todo o conjunto de dados, o0 mesmo pode ser utilizado como uma medida de divergéncia
genética populacional, onde valores de DW mais altos indicam maior proporc¢ao de fragmentos
raros, e valores menores, menor propor¢do destes nas populacdes (Schonswetter & Tribsch,
2005). Os indices de diversidade ribotipica/haplotipica (Hd), bem como a inferéncia de
possiveis eventos de expansao populacional, medidos por meio do teste D de Tajima (Tajima,
1989), foram estimados por meio do software Arlequin v.3.5.1.3 (Excoffier et al., 2005), para
ambas as regides ITS e rpsl6-trnK.
Os individuos de M. hatschbachii foram designados aos possiveis grupos genéticos
existentes na amostragem, por meio da analise Bayesiana “mixture” no software BAPS v.6.0
(Corander et al., 2008), baseando nos valores de marginal likelihood. Foram testados valores
de K =1 a K = 15 possiveis agrupamentos, utilizando o prior “Clustering with linked loci”
indicado para dados de AFLP (Corander & Tang, 2007). Esta abordagem Bayesiana permite
uma demonstragdo refinada da estrutura genética populacional, mesmo a baixos niveis de
diferenciagdo genética (Latch et al., 2006; Wilkinson et al., 2011; Gao et al., 2014; Dejaco et
al., 2016), tratando tanto o nimero de populacdes, quanto a frequéncia alélica dentro delas,
como variaveis aleatorias, sem considerar informagdes populacionais como prior (Corander et
al., 2004). A partir da anélise “mixture”, foi realizada uma andlise “admixture”, para verificar
a possivel mistura genotipica ancestral entre os clusters identificados (Corander & Marttinen,
20006). Esta analise contou com 2.000 interagdes, tendo 100 individuos referéncia por populagao
e 20 interagdes para cada individuo.
O software Arlequin v. 3.5.1.3 (Excoffier; Laval & Schneider, 2005) foi utilizado
para verificar a distribui¢ao da variagdo genética, dentro e entre populagdes, por meio da analise

da variancia molecular (AMOVA) (Excoffier; Smouse & Quattro, 1992) tanto para os dados de
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AFLP como para os dados de ITS, e a significancia foi obtida por meio de 10,100 permutagdes.
Ainda no mesmo software, foram estimados os indices de diferenciagdo genética Fsr global
(AFLP e ITS) e Fsr par a par (apenas para os dados de AFLP). A partir dos valores de Fst par
a par, estimativas de fluxo gé€nico foram calculadas por meio da formula “Nm = (1 — Fsr) / (8
Fs7)”, proposta por Nielsen & Slatkin (2013), a qual estima-se o numero de migrantes entre
pares de populacdes por geragao.

Para verificar as relagcdes entre as populacdes de M. hatschbachii, foi construida
uma Minimum Spanning Network (MSN) por meio do pacote poppr (Kamvar, Tabima &
Griinwald, 2014; Kamvar, Brooks & Griinwald, 2015) implementado no ambiente R v. 4.2.1
(R Core Team, 2022), utilizando-se a distancia genética de Nei-Li (Nei & Li, 1979). No grafico
plotado pela andlise, € possivel observar as amostras que apresentam maior relagdo genética
entre si, sendo aquelas cujos ramos s30 mais espessos e escuros. As relagdes genealdgicas entre
as sequencias de ITS e rpsl6-trnk foram estimadas pelo método estatistico de parcimdnia
(Templeton et al., 1992) implementado no software TCS v1.21 (Clement et al., 2000), sendo

os indels considerados como quinto estado de caréater.

CORRELACAO ESPACIAL E ESTRUTURA GENETICA ADAPTATIVA

Uma vez que a relagdo entre os dados geograficos e genéticos ndo se apresentou
linear (Figura suplementar S1) e, portanto, conclusdes acerca dos resultados obtidos a partir do
teste de Mantel ndo seriam acuradas, o correlograma de Mantel foi utilizado para examinar a
autocorrelacao espacial das populagdes de M. hatschbachii em diferentes classes de distancia.
Para manter um nimero constante de pares de populacdes, sete classes de distancia, com
intervalos desiguais, foram determinadas (Diniz-Filho et al., 2013). A matriz de distancia
geografica (Km) foi obtida por meio do software QGIS 2.14.0 (QGIS Development Team,

2016) e a matriz de diferenciag@o genética (Fsrpar a par) gerada pelo software Arlequin 3.5.1.3.
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(Excoffier et al., 2005). O correlograma de Mantel foi realizado no ambiente R v. 4.2.1 (R Core
Team, 2022), utilizando o pacote vegan v.2.5-2 package (Oksanen et al., 2018).

Foi realizada uma andlise Bayesiana hierarquica no software Bayescan v2.1 (Foll
& Gaggiotti, 2008) para detectar possivel assinatura de selecdo natural. Este método estima,
diretamente, a probabilidade posteriori de um determinado locus (fragmento) estar sob selecao
e ¢ amplamente utilizado para marcadores dominantes (Krauss et al., 2013; Yang et al., 2016;
Pometti et al., 2019; Vidaller et al., 2020; Xiong et al., 2020). A selecao ¢ estimada pela
decomposic¢ao de coeficientes Fsrlocus-populacdo em um componente especifico da populacao
ancestral hipotética (beta), compartilhado por todos os loci, ¢ um componente especifico do
locus (alfa), compartilhado por todas as populagdes. Desvios da neutralidade de um locus sdo
assumidos quando o componente especifico do locus € necessario para explicar os padrdes de
diversidade. Se os valores de alfa forem significativamente diferentes de zero, ¢ provavel que
o locus apresente pressao seletiva atuando como forga purificadora (alfa negativo) ou forga
diversificadora (alfa positivo) (Foll & Gaggiotti, 2008). Foram realizadas 40 corridas pilotos de
5,000 interagdes para ajustar os parametros do modelo. O burn-in foi fixado em 50,000
interagdes, sendo o tamanho amostral definido em 5,000 e os intervalos “thinning” de interacao
entre as amostras definidos em 10, resultando em 50,000 interacdes. False Discovery Rate
(FDR), definida como a propor¢ao esperada de falsos positivos entre os marcadores sob selegao,
foi utilizada para controlar o efeito de testes multiplos e um g-value (FDR minimo para o locus
ser considerado sob sele¢dao) de 1% foi estabelecido como valor de corte.

Para verificar como os processos espaciais contribuem para a estruturagdo dos loci
sob selegdo, foi utilizada uma andlise de particionamento da variancia através do coeficiente de
determinagdo ajustado (R%.j.) obtido a partir da Analise de Redundancia (RDA). Este método
permite verificar a contribuicdo Unica e compartilhada de diferentes grupos de variaveis

explicativas em uma matriz de variaveis resposta (Borcard ef al., 1992). A matriz de loci sob
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selecdo foi utilizada como matriz de variaveis resposta, no entanto, os dados de presenca-
auséncia de bandas de AFLP foram transformados utilizando a transformacao de Hellinger, o
que permite a utilizagdo de dados bioldgicos em andlises euclidianas (Legendre & Gallagher,
2001) e célculo preciso de estimativas de R%,q; em matrizes de dados discretos inflados com
zero, como dos marcadores AFLP (Peres-Neto ef al., 2006).

Duas matrizes foram utilizadas como variaveis explicativas, a primeira com
variaveis ambientais ¢ a segunda com variaveis espaciais (Tabela 2). A matriz de varidveis
ambientais foi obtida a partir do WorldClim v.2.1 (Fick & Hijmans, 2017), representando
tendéncias anuais (e.g. temperatura média anual, precipitagdo anual), sazonalidade (e.g.
variagdo anual de temperatura e precipitacdo) e fatores limitantes ou extremos (e.g. temperatura
dos meses mais quentes ou mais frios e precipitagdo dos meses mais Umidos ou mais secos).
Além destas variaveis, também foram incluidas nesta matriz a altitude de cada populagdo, além
de varidveis fitogeograficas e de tipos de solos, obtidos junto com o Instituto Agua e Terra

(IAT) do estado do Parand (https://www.iat.pr.gov.br/Pagina/Dados-e-Informacoes-

Geoespaciais-Tematicos). Para evitar redundancia na matriz ambiental, variaveis altamente

colineares foram excluidas (Blanchet, Legendre, & Borcard, 2008). Colinearidade foi detectada
a partir do coeficiente de correlacdo par a par de Pearson e pelo fator de inflagdo da variancia
(VIF). Foram excluidas variaveis com VIF superior a 10 e uma varidvel do par quando a

correlacdo de Pearson foi superior a 0,85.


https://www.iat.pr.gov.br/Pagina/Dados-e-Informacoes-Geoespaciais-Tematicos
https://www.iat.pr.gov.br/Pagina/Dados-e-Informacoes-Geoespaciais-Tematicos

Tabela 2. Variaveis ambientais e espaciais utilizadas para realizar a Analise de Redundancia (RDA), para verificar

o efeito do ambiente na estrutura genética adaptativa das populagdes de Mimosa hatschbachii.

VARIAVEIS AMBIENTAIS

VARIAVEIS NUMERICAS
Codigo Variavel Média Min Max
Alt. Altitude 929,82+66,57 836 1032
BIO1 Annual Mean Temperature 17,03+0,18 16,83 17,42
BIO2 Mean Diumalté‘nig%en%ii‘;gfmmhly (Max 11975043 1133 12,66
BIO3 Isothermality (BIO2/BIO7) (x100) 60,1+0,7 58,6 61,02
BIO4 Temperature Seasor:(all(i)tg)(standard deviation 3021141456 283.64 325,53
BIOS Max Temperature of Warmest Month 26,48+0,58 25,8 27,4
BIO6 Min Temperature of Coldest Month 6,55+0,34 5,7 6.9
BIO7 Temperature Annual Range (BIO5-BIO6) 19,93+0,87 18,9 21,6
BIOS Mean Temperature of Wettest Quarter 20,55+0,31 20,15 21,15
BIO9Y9 Mean Temperature of Driest Quarter 16,71+1,14 13,32 17,45
BIO10 Mean Temperature of Warmest Quarter 20,55+0,31 20,15 21,15
BIO11 Mean Temperature of Coldest Quarter 13,27+0,14 12,88 13,43
BIO12 Annual Precipitation 1740,45+£56,94 1678 1876
BIO13 Precipitation of Wettest Month 195,91+5,8 189 206
BIO14 Precipitation of Driest Month 107+£7,91 94 121
BIO15 Precipitation Se\z;leslgr;?ilci)‘% (Coefficient of 21.6242.37 1843 26,01
BIO16 Precipitation of Wettest Quarter 507,82+12,03 492 537
BIO17 Precipitation of Driest Quarter 366,18+18,85 340 408
BIO18 Precipitation of Warmest Quarter 507,82+12,03 492 537
BIO19 Precipitation of Coldest Quarter 375,45+17,72 351 409

VARIAVEIS DO SOLO

1° nivel Neossolo, Latossolo
Grande Latossolos Vermelhos Distroférricos, Latossolos Vermelhos Distroficos, Neossolos

grupo

Litélicos Eutréficos, Neossolos Litolicos Humicos
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Associagdo Latossolo Bruno Distréfico Tipico + Cambissolo Haplico Tb Distréfico
Tipico; Alico (Lbd7), Latossolo Vermelho Distroférrico Tipico(Lvdf8), Associagdo
Latossolo Vermelho Distroférrico Tipico + Cambissolo Haplico Tb Distréfico Tipico

Familia (Lvdf9), Associagdo Neossolo Litolico Eutrofico  Chernossélico + Nitossolo X
Vermelho Eutroférrico Tipico (Rle8), Associagdo Neossolo Litolico Hamico Tipico +
Latossolo Vermelho Amarelo Distroéfico Cambico (R1h10), Associagdo Neossolo
Litélico Hamico Tipico + Nitossolo Vermelho Distroférrico Tipico; Alico(R1h3)

Textura  Argilosa, média

VARIAVEIS FITOGEOGRAFICAS

Dominio Estepe Gramineo Lenhosa, Floresta Ombroéfila Mista
Vegetacio campo subtropical, fl. subtrop. peren.; fl. subtrop. subperen.

VARIAVEIS ESPACIAIS
Codigo Variavel Média Min Max S
MEM1 dbMEM1 -0,02+1,03 -1,64 1,45 X
MEM2 dbMEM2 -0,11+1,13 -2,03 0,87 X
MEM3 dbMEM3 -0,14+1,1 -2,68 1,55 X

S, variaveis selecionadas para aplicacdo do modelo.

Para a criagdao da matriz de variaveis espaciais, previamente foi testada a presenga
de tendéncias lineares nos dados, utilizando as coordenadas das populagdes como varidveis
explicativas em uma RDA, cuja significancia foi verificada por meio de um teste de permutagao
similar a ANOVA, com 999 permutagdes (Borcard, Gillet & Legendre, 2018). Também foi
utilizada a analise de mapa de autovetores de Moran baseado em distancia ((bMEM - distance-
based Moran’s Eigenvector Map), utilizada para criar variaveis espaciais com padrdes mais
complexos do que os lineares representados pelas coordenadas (Borcard & Legendre, 2002;
Dray et al., 2006). Uma representacdo destas varidveis pode ser vista na figura suplementar S2.

As duas matrizes passaram por um processo de selecdo em dois passos, com o
objetivo de manter apenas as varidveis que contribuem para a estruturacdo genética das
populagdes da espécie. O processo de selegdo em dois passos seguiu a metodologia descrita por
Feliciano e colaboradores (2022). Apds a sele¢dao das varidveis, a andlise de particionamento

da variancia foi realizada apenas com as varidveis selecionadas, gerando as fra¢des da variancia
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explicadas por cada matriz, pela interacdo entre elas, e a fracdo ndo explicada por nenhuma
variavel utilizada no modelo. A significancia de cada fragdo foi testada por modelos de RDA e
RDA parcial e testes permutacionais similares 8 ANOVA. A homogeneidade multivariada dos
residuos de cada populacao foi comparada, utilizando o teste betadisper seguido pelo teste de
'Diferenca significativa honesta' de Tukey, como forma de verificar possiveis padroes nos dados
ndo explicados pelas matrizes utilizadas (Anderson, 2006). Os testes foram realizados no R
v.4.2.1 (R Core Team, 2022), com os pacotes poppr v.2.9.3 (Kamvar et al., 2014, 2015), vegan
v.2.6-2 (Oksanen et al., 2022), tidyverse v.1.3.2 (Wickham et al., 2019), usdm v.1.1-18 (Naimi
et al., 2014), Hmisc v.4.7-0 (Harrell, 2022), corrplot v.0.92 (Wei & Simko, 2021), adespatial
v.0.3-20 (Dray et al., 2022), VennDiagram v.1.7.3 (Chen, 2022), rcompanion v.2.4.16

(Mangiafico, 2022).



69

RESULTADOS

DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA

Dos 330 individuos amostrados, 64 ndo apresentaram padroes satisfatorios de picos
nos eletroferogramas, sendo retirados das analises. Os 266 individuos de M. hatschbachii
restantes geraram 813 fragmentos de AFLP, a partir das quatro combinagdes de primers
seletivos, dos quais 99,14% foram polimorficos. Na totalidade de fragmentos gerados, 161 (159
polimorficos — 98,76 %) a partir da combinagdo de primers EcoRI-AGC (6-FAM) / Msel-
CTAG; 151 (147 polimérficos — 97,35%), a partir de EcoRI-ATC (VIC) / Msel-CTTC; 242
(241 polimorficos — 99,59%) a partir de EcoRI-ACC (NED) / Msel-CTC; e 259 (259
polimérficos — 100,00%), a partir de EcoRI-ACG (PET) / Msel-CTA.

O percentual médio de fragmentos polimorficos (PLP) foi de 35,44%, tendo a
populacao TUR1 apresentado o menor percentual (29,80%) e GUA o maior (41,00%). Um total
de 95 fragmentos privados (FP) foi encontrado, sendo a populagio MAN a que apresentou
maior numero desses fragmentos (20), enquanto TUR2 apresentou o menor numero (3). As
estimativas dos indices de raridade (DW) mostraram a mesma tendéncia dos fragmentos
privados, sendo maior na populagdo MAN (DW = 1939,43) e menor na populagdo TUR2 (DW
= 916,29). A diversidade genética total (Ht) foi de 0,13, com os indices populacionais de
diversidade genética (H;j) variando de 0,10 (TUR1 e TUR2) a 0,13 (CAN3, GUA e FOZ1). Na

Tabela 3 encontram-se todos os indices estimados para cada uma das populagoes.
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Tabela 3. indices de diversidade genética das 11 populagdes de Mimosa hatschbachii, obtidos a partir dos marcadores AFLP, ITS e rpsI6-trnK.
AFLP ITS rpsl6-trnK

Populacio N LP PLP HJ FP DW n Nhap Hd D n Nhap Hd D
TURI1 16 242 2980 0.10 5 1222.73 8 4 0.75 1.45 8 1 0.00 0.00
TUR2 18 251 3090 0.10 3 916.29 8 2 0.25 -1.05 8 3 0.75 0.00
CAN1 27 295 3630 0.12 4 1047.66 8 2 0.57 1.44 8 2 0.73 0.33
CAN2 29 297 3650 0.12 5 990.79 7 3 0.52 -1.24 8 4 0.75 0.00
CAN3 23 283 3480 0.13 6 1501.00 8 3 0.61 0.93 8 3 0.75 0.00
CAN4 24 300 3690 0.12 15 1913.08 8 3 0.46 -0.45 8 2 0.54 1.17
GUA 30 333 41.00 0.13 13 1595.83 6 2 0.33 0.00 8 3 0.71 0.00
FOZ1 27 312 3840 0.13 14 1443.18 8 2 043 0.33 8 4 0.75 0.00
FOZ2 24 267 3280 0.12 5 125547 6 1 0.00 - 8 5 0.86 -0.45
FOZ3 19 292 3590 0.12 5 984.79 8 4 0.75 0.4l 8 4 0.79  0.00
MAN 29 297  36.50 0.11 20 193943 7 2 0.48 0.56 8 3 0.61 0.00

Média  24.18 288.09 35.44 0.12 8.64 1346.39 7.45 2.55 047 - 8 3 0.66 -

N, numero de individuos analisados para os dados da AFLP; LP, numero de fragmentos polimérficos; PLP, propor¢do de fragmentos polimérficos; Hj, indice de diversidade
genética (analogo ao He — Nei, 1978); FP, fragmentos privados; DW, indice de raridade (estimado como marcadores ponderados por frequéncia); N, numero de individuos
analisados para dados de ITS e rps16-trnK; Nhap, numero de ribotipos e haplétipos por populagdo; Diversidade Hd, ribotipica e haplotipica; D, teste de neutralidade de Tajima
(Tajima, 1989).
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As sequencias de ITS, geradas para 82 individuos, produziram um alinhamento de

675 pares de bases (pb), e apresentaram apenas um indel (inser¢ao/delecao) de 1 pb, culminando
em sequéncias cujos comprimentos variaram de 674 — 675 pb. No total, foram identificados
sete ribotipos distintos, formados a partir de trés sitios segregantes e o indel. O ribotipo R1 foi
estimado ser o mais ancestral da amostragem, se distribuindo em um maior nimero de
individuos e populagdes, nao tendo sido encontrados apenas em TUR2 e CAN3 (Tabela 4). Em
contrapartida, os ribotipos R6 e R7 foram exclusivos das populagdes MAN e TUR2,
respectivamente. Os indices de diversidade ribotipica (Hd) variaram de 0 (FOZ2) a 0,75
(TURL), entretanto, a diversidade nucleotidica foi extremamente baixa, ndo ultrapassando
0,001 em todas as populacdes. Valores positivos e negativos de D de Tajima foram estimados
para 10 das 11 populagdes (FOZ2 apresentou apenas um ribotipo), entretanto, nenhum foi

significativo estatisticamente.

Tabela 4. Frequéncia do ribotipo nDNA ITS nas 11 populagdes de Mimosa hatschbachii.

R1 R2 R3 R4 RS R6" R7" Nhp

TUR1 2 1 4 - 1 - - 4
TUR2 - 7 - - - - 1 2
CAN1 4 4 - - - - - 2
CAN2 5 1 - - 1 - - 3
CAN3 - 2 1 - 5 - - 3
CAN4 6 1 1 - - - - 3
GUA 5 - - 1 - - - 2
FOZ1 2 6 - - - - - 2
FOZ2 6 - - - - - - 1
FOZ3 1 4 2 1 - - - 4
MAN 2 - - - - 5 - 2
Nih 33 26 8 2 7 5 1

Nhp, ntimero de ribdtipos por populagdo; Nih, nimero de individuos por ribotipo; *, ribotipo de ocorréncia
exclusiva na populagdo.

J& o sequenciamento da regido rpsl6-trnK gerou 88 sequéncias, com tamanhos
variando de 874 — 954 pb e alinhamento com 961 pb de comprimento, como resultado de seis
eventos de insercdo-delecdo, que totalizaram 24 pb. Os indels e os trés sitios segregantes

encontrados na regido rpsl6-trnK deram origem a 17 haplotipos distintos, sendo H1 o
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possivelmente mais ancestral da amostragem, uma vez que sé ndo esteve presente na populacao
CAN4 (Tabela 5). Dos 17 haplétipos amostrados, dez foram exclusivos as suas respectivas
populagdes. Assim como para os dados de ITS, os haplotipos de rps6-trnK apresentam valores
de diversidade nucleotidica inferiores a 0.001, com diversidade haplotipica (Hd) variando de
0.54 (CAN4) a 0.86 (FOZ) (Tabela 3). O teste para presencga de expansio populacional, D de

Tajima, ndo foi significativo para nenhuma das populagdes.

Tabela 5. Frequéncia de haplotipos rpsi6-trnK nas 11 populagdes de Mimosa hatschbachii.

H1 H2 H3 H4 HS H6 H7 HS8 H9 HI10 HI11 HI12 HI13 H14 HI15 H16 H17 Nhp

TUR1
TUR2
CAN1
CAN2
CAN3
CAN4
GUA

FOZ1
FOZ2
FOZ3 - - 1 - - - 3* - - - 1 - - - - -
MAN 5 - - - - - - - - - 1 - - - - -

Nih 30 11 2 4 6 7 5 3 3 4 1 2 2 1 4 2 1
Nhp, numero de ribotipos por polulagdo; Nih, nimero de individuos por ribotipo; *, ribotipo de ocorréncia
exclusiva na populagéo.
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No programa BAPS, a andlise bayesiana de agrupamento sem mistura (mixture) foi
realizada para as 11 populagdes de M. hatschbachii, que agrupou os individuos em trés clusters
geneticamente distintos (Fig. 3), sendo o melhor marginal /ikelihood estimado (-55776.5455)
para K = 3, com probabilidade posterior maxima (p = 1). Dentre os trés clusters observados, o
primeiro ¢ composto pelas populagdes de TURI e TUR2, o segundo cluster pelas populagdes
de CANI1, CAN2, CAN3, CAN4 e GUA e o terceiro cluster formado pelas populagdes de
FOZ1, FOZ2, FOZ3 e MAN. A andlise admixture, realizada no mesmo programa, mostrou
apenas oito individuos, provenientes das populacdes CAN3, GUA e FOZ3, com algum

percentual de ancestralidade em grupos genéticos distintos, entretanto, esses foram baixos,
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evidenciando um forte isolamento entre os clusters ¢ homogeneidade das amostras dentro de

cada populagao (Fig. 3).
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Figura 3. Inferéncia Bayesiana de agrupamento, realizada pelo software BAPS para 11 populagdes de Mimosa
hatschbachii, a partir de 813 fragmento de AFLP. A analise designou o melhor resultado para K = 3 agrupamentos
(marginal likelihood -78734.7146, probabilidade posterior 1).

A Minimum Spanning Netwok, construida pela distancia de Nei-Li (Fig. 4), a partir
dos dados de AFLP, evidenciou os mesmos trés agrupamentos encontrados pelo BAPS, dos
quais o grupo A ¢ formado apenas pelos individuos de TUR1 e TUR2, compondo um tnico
brago da arvore. Ja o grupo B, ¢ formado por um brago com 6 ramificagdes, sendo que: um dos
ramos ¢ composto pelos individuos das populacdes de CAN1 e CAN2; no segundo ramo, temos
os individuos de CAN4; no terceiro, os individuos de GUA; no quarto ramo, os individuos de
CAN3; no quinto ramo podemos observar alguns individuos de CAN2 (6), CAN1 (7), GUA
(2), FOZ1 (3) e MAN (1); o sexto ramo ¢ composto apenas por trés individuos de GUA, trés de
CANI1 e um de FOZ1. No grupo C, podemos observar 3 ramifica¢des: uma compondo os
individuos de FOZ1 (16), FOZ2 (18) e MAN (27), mas um de individuo CAN2 também foi
evidenciado neste ramo; no outro ramo, temos uma mistura de diferentes individuos de
diferentes populacdes, sendo CAN1 (5), CAN3 (3), FOZ1 (4), FOZ2 (2); no altimo ramo, temos
os individuos de FOZ3 (19), FOZ1 (3), FOZ2 (1), CAN2 (1), CAN1 (1) e GUA (1). E possivel
observar, ainda, que os agrupamentos se formam de acordo com a posicdo geografica das
populagdes (Fig. 2), estando o grupo A mais ao norte da amostragem, B mais ao centro e C

compreendendo as populagdes mais ao sul da area de distribuigdo.
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Figura 4. Minimum Spanning Network, construida com base na distancia genética de Nei-Li, mostrando as
relagdes entre os individuos das 11 populag¢des de Mimosa hatschbachii, a partir de 813 fragmentos de AFLP. As
cores de fundo destacam os trés grupos genéticos atribuidos pelo software BAPS.

A analise de Parcimonia Estatistica, realizada a partir dos dados de ITS, produziu
uma rede Unica com confiabilidade de 95% na conectividade entre os ribotipos, englobando
todas as amostras de M. hatschbachii. Apenas um loop, entre os ribotipos R3 e RS, ndo pode
ser resolvido parcimoniosamente (Fig. 5SA). Este loop indica que diferentes mutagdes em um
unico ponto podem ter originado o mesmo ribotipo. A partir do ribotipo mais ancestral (R1)

derivaram, com apenas um passo mutacional, os ribotipos R2, R4 e R5. Os ribotipos R3, R6 e
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R7 se apresentaram mais distantes do ribotipo ancestral, entretanto, com apenas um passo
mutacional.

Assim como os dados de ITS, as sequéncias de rps6-trnK produziram uma tnica
rede haplotipica com 95% de confiabilidade na conectividade dos haplétipos (Fig. 5SB). A partir
do haplétipo mais ancestral (H1), derivaram diretamente cinco haplétipos (H2, H3, H4, HS e
H6). A partir do haplotipo H2 derivaram os haplotipos H17 e H15 com sete e quatro passos
mutacionais, respectivamente. Um loop foi observado entre o hapldotipo H6 e um haplétipo nao
amostrado (missing haplotype). Ambos os conjuntos de dados ITS e rpsi6-trnK nao

apresentaram padrao claro de distribui¢do geografica de seus haplotipos.
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Figura 5. Relagdes genealdgicas entre ITS e sequéncias rps6-trnK para 11 populagdes de Mimosa hatschbachii,
estimadas pelo método de parcimonia estatistica no software TCS 1.21. A) Rede de ribotipos da regido ITS. B)
Rede de haplotipos da regido rps!6-trnK. O tamanho dos circulos corresponde ao nimero de individuos, e as cores
dentro dos circulos representam as populagdes.
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A partir da analise de variancia molecular (AMOVA), baseada nos dados de AFLP,

o indice de diferenciagcdo genética (Fsr), foi de 0,17, sendo considerado alto de acordo com
Hartl & Clarck (2006). Tais autores classificam valores de Fsr menores que 0,05 como
indicativo de baixa diferenciagdo, valores entre 0,05 a 0,15 como diferenciacdo moderada,
valores entre 0,15 a 0,25 como alta diferenciacao ¢ valores acima de 0,25 como diferenciagao
muito alta entre populacdes. Foi observado, ainda na AMOVA, que a maior parte da variagao
genética se encontra dentro das populagdes (83,10%) e ndo entre elas (16,90%) (Tabela 4).
Quando analisados apenas os fragmentos de AFLP que ndo estdo sob processo de sele¢do, o Fsr
se mostra levemente reduzido (Fsr = 0,13), em contrapartida, na analise realizada apenas com
os fragmentos sob processo de selecdo a diferenciacdo genética entre as populagcdes aumenta
consideravelmente (Fsr = 0,36), bem como a variagdo intrapopulacional diminui (63,61%). As
AMOVA'’s realizadas para os dados de ITS e rpsi6-trnK (Fsr = 0,42 e Fsr = 0,44,
respectivamente), corroboram a alta diferencia¢do identificada pelos dados de AFLP, e
mostram a maior percentual de variacdo genética dentro das populagdes (57,62%) e do que

entre elas (42,38%).

Tabela 6. Analise de variancia molecular (AMOVA) de 11 popula¢des de Mimosa hatschbachii. Variagdo genética
entre e dentro das popula¢des de marcadores AFLP, rDNA ITS e DNA plastidial rps/6-trnK.

Fonte da Variacao d.f. SS VC PV (%) Fsr

AFLP — Todo o conjunto dedados
Entre as populacoes 10 3026,84 10,4 16,90%* 0,17*
Dentro das populacdes 255 13081,60 51,3 83,10%*
Total 265 16108,50 61,73

AFLP — somente Loci sob selecio
Entre as populacdes 10 819,60 3,17 36,39* 0,36%*
Dentro das populacoes 255 1413,78 5,54 63,61*
Total 265 2233,38 8,72

AFLP — sem Loci sob selecao
Entre as populacdes 10 2165,24 7,09 13,44* 0,13*
Dentro das populacées 255 11643,75 45,67  86,56*
Total 265 13809 52,75
ITS

Entre as populacées 10 21,13 0,24 42,38%* 0,42%*

Dentro das populacées 71 23,16 0,33 57,62%*
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Total 81
rpsl6-trnK
Entre as populacoes 10 54,93 0,59 43,66* 0,44*
Dentro das populacdes 77 58,75 0,76 56,34*
Total 87

d.f., graus de liberdade; SS, soma dos quadrados; VC, componentes de variancia; PV, percentual de variagdo; Fsr,
indice de fixag8o.
* P <0,01 (teste de significancia usando 10 100 permutagdes).

As estimativas de migrantes entre as populagdes, de maneira geral, ficaram abaixo
de 0,6 migrante por geragao, exceto em alguns pares de populagdes, como: CAN1 X CAN2 (N
=6,06), CAN2 X FOZI1 (N»=1,12), CAN1 X GUA (N»=1,07), CAN1 X FOZ1 (N»= 1,26),
FOZ2 X FOZ1 (Nn=1,66), FOZ2 X FOZ3 (Nn=1,20).

Tabela 7. Estimativa do numero de migrantes por geragdo, entre 11 populagdes de Mimosa hatschbachii, a partir
de 813 marcadores AFLP, conforme férmula proposta por Nielsen e Slatkin (2013).

TUR1 TUR2 CAN1 CAN2 CAN3 CAN4 GUA FOZ1 FOZ2 FOZ3 MAN
TUR1 -

TUR2 0,92 -

CAN1 035 045 -

CAN2 034 043 6,06 -

CAN3 043 0,57 072 0,70 -

CAN4 033 037 069 0,74 0,60 -

GUA 046 0,57 1,07 095 091 0,70 -

FOZ1 037 041 126* 1,2* 0,69 070 0,84 -

FOZ2 041 043 070 066 067 057 065 166* -

FOZ3 037 044 067 061 062 043 065 095 120 -
MAN 031 032 064 065 045 049 058 090 0,66 0,63 -

* Valores superiores a 1 migrante por geragdo

As estimativas de distancias Fsr par a par foram todas significativas (p<0,01), sendo
as populagdes com maior distancia genética entre si TUR1 e MAN (0,29), e com menor
distancia CAN2 ¢ CANI1 (0,02). Com base nas distancias geograficas, as populagdes mais
distantes entre si sio TUR2 e MAN (130,91 Km), enquanto as mais proximas sao TURI e

TUR2 (1,24 Km).
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Tabela 8. Diferenciacdo genética (Fsr par a par, a partir do AFLP) entre as 11 populacdes de Mimosa hatschbachii
abaixo da diagonal e distancia geografica (km), acima da diagonal.

TUR1 TUR2 CAN1 CAN2 CAN3 CAN4 GUA FOZ1 FOZ2 FOZ3 MAN Fsrx

TUR1 - 1,24 56,55 57,88 50,56 54,60 44,52 87,24 91,61 93,70 130,56 0,24
TUR2 0,12 - 56,95 58,27 50,77 5480 4441 87,62 91,98 94,04 13091 0,21
CAN1 0,26 0,22 - 1,48 10,58 9,62 24,20 30,70 35,10 37,31 74,09 0,15
CAN2 0,27 0,23 0,02 - 11,01 9,48 24,63 29,35 33,74 3591 72,72 0,15
CAN3 0,22 0,18 0,15 0,15 - 4,05 13,63 38,00 42,16 43,87 80,63 0,17
CAN4 0,28 0,25 0,15 0,14 0,17 - 15,97 3437 3845 40,06 76,75 0,19
GUA 0,21 0,18 0,10 0,12 0,12 0,15 - 49,63 53,48 54,74 90,79 0,15
FOz1 025 0,23 0,09 0,10 0,15 0,15 0,13 - 4,45 7,15 43,42 0,14
FOzZ2 0,24 0,22 0,15 0,16 0,16 0,18 0,16 0,07 - 3,12 39,00 0,16
FOzZ3 0,25 0,22 0,16 0,17 0,17 0,22 0,16 0,12 0,09 - 36,88 0,17
MAN 0,29 0,28 0,16 0,16 0,22 0,20 0,18 0,12 0,16 0,16 - 0,19

Todos os valores sdo significativos a um P < 0,01 com base em um teste com 10.100 permutagdes.

CORRELACAO ESPACIAL E ESTRUTURA GENETICA ADAPTATIVA

O correlograma de Mantel mostrou um padrdao de correlagdo entre as classes de
distancia do “tipo exponencial”, onde ¢ observada uma alta e significativa (r = 0,58, p < 0,01)
correlacdo na primeira classe de distdncia (at¢ 10,1 km), seguida de um decréscimo e
estabilizacdo dessa correlacdo (classe 5, 53,8 km), indicando a existéncia de patches de
similaridade genética nas populacdes amostradas (Diniz-Filho et al., 2013) (Fig. 6-A). No
distograma (Fig. 6-B) ¢ possivel observar que os pares de populacdes distribuidas na primeira
classe de distancia apresentam valor médio de Fsr = 0,10. Nas classes de distancia seguintes,
os valores médios de Fsr aumentam, até que atingem um plato (classe 5 = 53,8 km; Fs7=0,21),

a partir de onde pouco se alteram (Fig. 6-B).
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Figura 6. Correlacdo espacial de 11 populagdes de Mimosa hatschbachii, a partir de 813 marcados AFLP. A)
Correlograma de Mantel. B) Distograma mostrando valores médios de Fsrem cada classe de distancia.

Tabela 9. Coeficiente de Mantel e valores de significancia para o correlograma de Mantel.

Classe Limites (km) H]l)éisitjlzlc(i;) N dec{)aaszzs POT " Nantel r P corrigido Fst médio
D.cl.1 1,24 -10,10 5,7 16 0,58 0,000 0,10
D.cl.2 10,10 — 32,22 21,2 16 0,27 0,067 0,14
D.cl.3 32,22 38,72 35,5 16 0,14 0,161 0,16
D.cl.4 38,72 - 50,10 44 .4 16 -0,05 0,363 0,18
D.cl.5 50,10 — 57,42 53,8 16 -0,26 0,122 0,21
D.cl.6 57,42 — 89,2 73,3 16 -0,25 0,240 0,21
D.cl.7 89,2 - 130,91 110,1 14 -0,46 0,014 0,24

Andlise Bayesiana realizada pelo software BayeScan encontrou 47 loci (6% dos

813 fragmentos amostrados) sob possivel processo de selecdo. Todos os fragmentos

apresentaram q-value menor que 0,01 (menos de 1% de falsos positivos) e valores alpha

positivos, indicando que os mesmos se encontram sob sele¢cdo adaptativa (Fig. 7).
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Figura 7. Grafico do BayeScan mostrando 813 fragmentos de AFLP a partir de 11 populagdes de Mimosa
hatschbachii. O valor Alpha para cada fragmento ¢ plotado contra o valor g, que representa a propor¢ao de
marcadores de outliers esperados como falsos positivos e a linha vertical indica o valor de corte de 1% usado.
Todos os 154 fragmentos AFLP com valor q menor que 1% tem alfa positivo, sugerindo que eles estdo
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potencialmente sob selecdo diversificada. Para fins de visualizag@o, os marcadores com valor q menor que 0,00001
sdo mostrados com o mesmo valor no grafico.

Para realizagdo da andlise de redundancia (RDA), das 20 varidveis numéricas
utilizadas na matriz explicativa ambiental, 15 foram eliminadas por apresentar colinearidade
com as variaveis restantes (Figura S3). Ja o processo de selecao em duas etapas indicou que as
variaveis ambientais restantes (P <0,001), as coordenadas geograficas (P <0,001) e as variaveis
dbMEM (P < 0,001) contribuem para a estruturagao da variacao genética adaptativa, sendo as
variaveis ambientais selecionadas a familia do solo (LBd7, LVdf8, LVdf9, RLe8, RLh10,
RLh3), precipitacdo do més mais humido (BIO13), temperatura média do trimestre mais seco
(BIOY), temperatura média anual (BIO1), precipitagdo do trimestre mais frio (BIO19) e
isotermalidade (BIO3 — razdo entre a variacdo de temperatura diaria média e a variacdo de
temperatura anual). As trés varidveis espaciais ndo lineares foram selecionadas (d(bMEMI,
dbMEM?2 e dbMEM3), portanto a matriz explicativa espacial foi composta pelas variaveis
dbMEM, além das coordenadas geograficas, representando tendéncias lineares. A descri¢do de
todas as variaveis utilizadas se encontra na Tabela 2.

O conjunto total de varidveis selecionadas explicou 34,3% (RZ%q. = 0,3433, P <
0,001) da variancia observada nos loci sob selecdo e, de acordo com o particionamento da
variancia, toda essa variacdo € explicada pela matriz ambiental. As varidveis espaciais
explicaram 24,8% (R?.q. = 0,2479, P < 0,001) da variancia, totalmente compartilhada com as
variaveis ambientais, indicando que toda varia¢do espacialmente estruturada pelos loci sob
selecdo pode ser explicada por varidveis ambientais e que 9,5% (R%q;. = 0,0954, P < 0,001) da

variancia explicada pelas varidveis ambientais ndo possui estrutura espacial (Fig. 8).
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Figura 8. Diagrama de Venn representando o particionamento da variancia dos loci AFLP sob seleg@o entre duas
matrizes explicativas: ambiental e espacial. O tamanho dos circulos é proporcional a variancia explicada por cada
matriz, € a sobreposicéo entre eles indica a variacdo compartilhada entre as duas matrizes. Asteriscos proximos as
fragdes explicadas indicam que a frag¢do contribui significativamente para a estrutura dos loci.

Como forma de verificar como as varidveis contribuem para a estruturacao
encontrada, triplots das RDA e RDA parcial, representantes das duas fragdes encontradas,
foram construidos. O grafico do modelo completo (Fig. 9-A) indicou uma separacao das
populagdes TUR1 e TUR2 das demais populagdes, apresentando uma maior correlagdo com
valores maiores de precipitacdo do més mais huimido (BIO13). As populagdes MAN, FOZ1,
FOZ2 e FOZ3 apresentaram maior relacdo com maiores valores de temperatura anual média
(BIOTI), temperatura média do trimestre mais seco (BIO9) e precipitacao do trimestre mais frio
(BIO19), mas as populagdes FOZ2 e FOZ3 tendem a apresentar valores levemente maiores de
BIO9, enquanto FOZ1 e MAN de BIO19. Formando uma terceira nuvem de pontos, as
populagdes CAN1, CAN2, CAN3, CAN4 e GUA tendem a apresentar maior isotermalidade,

indicando que a temperatura ao longo do ano a que estas populagdes estdo sujeitas € mais
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constante do que das demais populagdes. O grafico da RDA parcial (Fig. 9-B) indicou que os
9,55% da variagdo ndo espacial encontrada pode estar relacionada com o tipo de solo
predominante do entorno de cada populacdo, ou entdo com alguma outra variavel

correlacionada com o tipo de solo.
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Figura 9. Resultados da analise de redundéncia (A) e analise de redundancia parcial (B), baseadas em 47 loci de
AFLP potencialmente sob selecdo, mostrando o efeito de variaveis ambientais espacialmente estruturadas e nio
estruturadas na variacdo dos loci nas populagdes. Setas e cruzes vermelhas indicam as variaveis correlacionadas
com as populagdes, ¢ as linhas verdes os loci mais relacionados com cada populagdo. Coeficiente de determinacdo
ajustado (R2adj.), para cada eixo candnico e para o modelo completo, estdo indicados em cada grafico.

Como uma boa parte da variancia ficou sem explicacdao (65,7%), fizemos uma
analise dos residuos em busca de padrdes que possam ajudar a explicar o que pode levar a
diferenciagdo das populagdes. A analise indicou que existe uma diferenca na dispersao
multivariada dos residuos de cada populagdo, enquanto o teste de 'Diferenca significativa
honesta' de Tukey indicou a formacao de possiveis quatro grupos com dispersdes diferentes
(Fig. 10). As populacdes CAN1 e CAN2 foram as que apresentaram menor variagdo, indicando
que os seus individuos ndo variam muito ao remover o efeito exercido pelas variaveis

ambientais, enquanto as populagdes GUA e FOZ2 sdo as que apresentam maior variagao entre
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os individuos. E possivel notar na figura a formagao de duas nuvens de pontos para a populagdo

FOZ2, indicando uma possivel subdivisdo nesta populagdo.
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Figura 10. Residuos da analise de redundancia mostrando a variagdo da dispersdo multivariada por populagdo. As
populagdes foram organizadas de acordo com a variagdo do residuo e as letras em cada populagdo indicam
populagoes similares de acordo com o teste de 'Diferenca significativa honesta' de Tukey (Tukey’s HSD test).
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DISCUSSAO

A tratativa historica do Brasil relacionada a protecdo das areas florestais, aponta
para uma consciéncia conservacionista mais voltada a defesa da Floresta Amazonica ¢ Mata
Atlantica, do que ao Cerrado, a Caatinga, ao Pantanal e aos Campos Sulinos, que também sao
areas naturais e igualmente importantes e, por este motivo, estes habitats acabaram sofrendo
um atraso no quesito protecdo legal (Crawshaw et al., 2007, Carvalho et al., 2008). Portanto,
quando nos referimos aos Campos de Altitude do sul do Brasil, os que estdo sob o dominio do
bioma Mata Atlantica (Lei 11.428/061), mais precisamente os que estdo sobre os afloramentos
rochosos do Parana, que abrigam uma flora particular, com alto nivel de endemismo,
deveriamos falar de um ambiente protegido pela referida Lei. No entanto, ha uma escassez de
estudos voltados para estes afloramentos e, os que existem, evidenciam seu negligenciamento,
culminando numa lacuna de informagdes sobre a biodiversidade contida neste ecossistema, o
que agrava ainda mais o risco de ameaga das espécies ali existentes, tdo relevantes quanto as
espécies de formacgdes florestais (Overbeck et al., 2007; Conama, 2010; Iganci et al., 2011;
Feliciano et al., 2022). Por essa razdo, estudos genético-populacionais sdo extremamente
importantes para o desenvolvimento de medidas efetivas de conservagdo, norteando as
melhores alternativas de prevenc¢do das perdas desta flora tdo peculiar.

Diante disso, o presente estudo fornece informacgdes sobre a diversidade genética e
estrutura populacional de M. hatschbachii, fundamentais para o entendimento do seu status
genético, permitindo assim a elucidagdo dos processos evolutivos que tém moldado suas
populagdes, e o estabelecimento de estratégias de conservagao da espécie. Mimosa hatschbachii
¢ endémica de um habitat negligenciado, com distribuicdo restrita ¢ ameacada de extin¢do, o
que coloca em sobreaviso a possibilidade de ser extinta em pouco tempo, uma vez que suas
populagdes apresentaram baixos indices de diversidade genética, com uma diversidade total

(Hr) de 0,12 (AFLP). Os indices observados no presente estudo sio menores do que os
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estimados, a partir de marcadores AFLP, para outras espécies endémicas que também estio sob
condi¢des de isolamento geografico, com baixa capacidade de distribuicdo, e em ambientes
degradados como por exemplo, Portulaca hatschbachii (Portulacaceae) Hr = 0,16 (Feliciano et
al., 2022) e Zephyranthes paranaensis (Amaryllidaceaec) Hr = 0,17 (Aprigio, 2021), de
ocorréncia nos mesmos afloramentos, bem como Gypsophila struthium (Caryophyllaceae) Hr
= 0,16, uma planta endémica e restrita dos afloramentos de gesso Ibérico (Martinez-Nieto et
al., 2013).

Em contrapartida Rhododendron protistum (Ericaceae), uma planta endémica
considerada altamente ameagada, com apenas duas populagdes existentes em uma pequena area
no sul da provincia de Yunnan, na China, apresentou niveis de diversidade genética maiores
(Hr=0,24; Wu et al., 2015) do que M. hatschbachii, que possui uma area de ocorréncia maior.
O estudo sugere que algumas espécies raras e ameacadas de extingdo sdo capazes de manter os
niveis de diversidade genética mesmo em pequenos tamanhos populacionais (Wu et al., 2015).
Entretanto, também ¢ possivel que espécies que tenham passado por eventos de gargalo
genético recente, tenham seus indices reais de diversidade genética mascarados por valores
satisfatorios de diversidade quando em estudos genético-populacionais (Barker et al., 2009;
Broquet et al., 2010).

Todavia, em Impatiens parviflora (Balsaminaceae), uma espécie de ampla
ocorréncia, foi observado, com base nos marcadores AFLP, baixa diferenciacdo genética e
baixos indices de diversidade (0,051 - 0,162) entre as populacdes (Jocien¢ et al., 2022), valores
similares aos obtidos em M. hatschbachii, exceto pela baixa diferenciacdo. Espécies com ampla
distribuicdo tendem a ter indices maiores de diversidade, no entanto ndo ha uma regra, pois nem
sempre € visto maiores niveis nestas (Jocien¢ et al., 2022), tampouco baixa diversidade para
espécies endémicas e restritas (Hutchinson & Templeton, 1999; Frey et al., 2012; Fernandez-

Mazuecos et al., 2014; Forrest et al., 2017; Gaudeul et al., 2019). Logo, para espécies
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endémicas e de distribui¢do limitada espera-se niveis de diversidade genética menores do que
espécies amplamente distribuidas, pois estdo mais sujeitas a processos evolutivos como a deriva
genética, endogamia e selecdo natural (Ellstrand & Elam, 1993; Cavalli & Winge, 2003),
especialmente quando o habitat ndo se encontra preservado e a manutencao da diversidade nao
pode ser garantida (Franks ef al., 2004; Martinez-Nieto et al., 2013). Na verdade, muitos outros
fatores influenciam os niveis de diversidade genética, como o sistema reprodutivo, tamanho
efetivo populacional, interacdo dos polinizadores e a capacidade de dispersdo das sementes,
além de processos evolutivos como gargalo genético, efeito fundador, entre outros (Wright,
1978; Cavalli & Winge, 2003; Leimue et al., 2006; Barrett, 2010; Frankham et al., 2010).

Apesar da insuficiéncia de dados acerca do mecanismo de reprodugdo em M.
hatschbachii, ¢ possivel que a espécie apresente producdo reduzida de frutos, uma vez que
algumas espécies do género sdo conhecidas por produzirem poucos frutos em ambientes
naturais, devido a um sistema de autoincompatibilidade pos-zigotica, que resulta em aborto de
sementes geradas pela autopolinizacdo, dificultando a expansdo da espécie (Barneby,1991;
Seijo & Neffa, 2004). Além disso, a antese de M. hatschbachii é diurna e o podlen € o Unico
recurso oferecido (Barneby, 1991), aos visitantes florais (Apis melifera e Trigona sp.) (Bawa,
1990; Stone et al., 2003), no entanto, a eficiéncia de cada visitante floral como polinizador
efetivo também nao ¢ conhecida. Posto isto, ¢ possivel que M. hatschbachii também produza
frutos em nimero reduzido, o que somado ao potencial reduzido para expansdo em areas
degradadas, como os afloramentos rochosos, impacta negativamente na manuten¢do da
diversidade genética. Um cenério semelhante a esse pode ser observado na espécie Paeonia
decomposita (Paeoniaceae), endémica as regides montanhosas da China, que apresenta
distribui¢do restrita a 4reas fragmentadas e tamanho populacional reduzido, onde a baixa
producdo de sementes dessa espécie e a falta de um mecanismo especifico para dispersao de

sementes a longa distancia, reduz a taxa de regeneracao das populacdes, expondo a espécie a
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indices maiores de endogamia e deriva genética, o que contribui para sua categorizagdo como
espécie “Em perigo” de extingdo (EN) (Qin et al., 2017).

Além dos baixos niveis de diversidade genética, as populacdes de M. hatschbachii
exibem ainda, baixo percentual de loci polimérficos, um padrdo que pode sugerir que elas
tenham passado por evento de gargalo genético, como proposto por Cornuet & Luikart (1996)
e Piry, Luikart & Cornuet (1999). Outra evidéncia de possivel gargalo genético ¢ a presenca de
alta diversidade haplotipica e baixa diversidade nucleotidica (<0,001) tanto para os dados de
ITS como para os dados de rps16-trnK (Avise et al., 1987; Grant & Bowen, 1998). Ainda assim,
o teste de neutralidade D de Tajima ndo foi significativo para nenhum dos marcadores (ITS e
rps16-trnK) em nenhuma das populacdes amostradas e, portanto, as mesmas estariam em
equilibrio entre mutacdo e deriva. Entretanto, o poder dos testes estatisticos de neutralidade
pode decair a partir da expansao e decorrer do tempo (Mendes et al., 2018). No caso do teste D
de Tajima, o mesmo ndo permite diferenciar eventos de expansao populacional da sele¢ao
purificadora, uma vez que, na sele¢do purificadora, espera-se um excesso de mutantes de baixa
frequéncia, porque a sele¢do estd removendo novas mutagdes que sdo deletérias, e na expansao
populacional hd um excesso de mutantes de baixa frequéncia porque todas as mutagdes sdao
raras (Hahn et al., 2002). E fato que, dos sete ribotipos identificados em M. hatschbachii, apenas
o estiveram presentes em alta frequéncia, sendo os cinco restantes menos presentes na
amostragem. Os dados de rps16-trnK também mostram que apenas o haplotipo H1 ¢ frequente
na amostragem, estando ausente apenas na populacdo CAN4, evidenciando um excesso de
mutantes, o que pode ser compativel com eventos recente de gargalo genético e iria ao encontro
da situacdo dos habitats de ocorréncia da espécie, onde a degradacdo constante proporcionaria
a recolonizacao do afloramento por um numero limitado de individuos.

Se considerarmos o maior numero de fragmentos privados (20) e o maior indice de

raridade (DW=1939,43), estimados a partir dos marcadores AFLP, os quais evidenciam



83
populagdes ha mais tempo estabelecidas, devido maior acimulo de mutagdes, podemos sugerir
que a populagdo mais ao sul do estado (MAN) seja a mais ancestral (Ehrich et al., 2006; Ortiz
et al., 2008; Tremetsberger et al., 2009). A partir de MAN, entretanto, ndo ¢ possivel visualizar
um padrao claro de diminui¢@o na distribui¢ao dos fragmentos privados ou indices DW seja no
sentido sul-norte, seja no sentido norte-sul. Também os dados de ITS e rpsi6-trnK nao
mostraram uma tendéncia em relagdo a distribuicao dos ribotipos e haplotipos e, inclusive, foi
de encontro dos dados de AFLP, evidenciando maior nimero de ribotipos para as populagdes
TURI1 e FOZ3, o que poderia sugerir possivel ancestralidade nessas duas. Entretanto, os dados
gerados a partir da regido ITS e rpsi6-trnK apresentam polimorfismo muito menor, quando
comparados com os dados gerados pelos marcadores AFLP, tornando estes ultimos mais
eficientes nas inferéncias genético-populacionais (Frey et al., 2012; Fernandez-Mazuecos et al.,
2014; Salmerén-Sanchez et al., 2014; Forrest et al., 2017; Gaudeul et al., 2019; Aprigio et al.,
2021; Feliciano et al., 2022; Jociené et al., 2022).

A partir das andlises de agrupamento Bayesiano (BAPS) e Minimum Spanning
Network (MSN), podemos dizer que ¢ possivel observar que M. hatschbachii apresenta alta
estruturacao populacional. Ambas as andlises evidenciam a formagao dos mesmos trés clusters
genéticos (A - TURI, TUR2), (B - CAN2, CANI1, CAN3, GUA e CAN4), (C - FOZ1, FOZ2,
FOZ3 e MAN) com quase nenhuma mistura genética entre si, evidenciando um forte isolamento
entre os agrupamentos genéticos e homogeneidade das amostras dentro de cada populagao.
Corroborando os resultados do BAPS e MSN, a anélise da variancia molecular (AMOVA)
mostrou uma alta estruturacdo genética entre as populagdes, a partir dos dados de AFLP (Fsr=
0,17), estando 16,9% da variagdo genética entre elas, ainda que a maior parte da variagdo
genética se encontre dentro delas (83,1%), o que sugere um padrao de reproducao preferencial
por alogamia. Mesmo ITS e rpsl6-trnK sendo menos informativos que os dados de AFLP, a

andlise da variancia molecular para essas sequéncias também mostrou alta estrutura¢do genética
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entre as populagdes (ITS, Fsr = 0,42; rpsi16-trnK, e Fsr = 0,44), evidenciando um padrao de
fluxo génico restrito entre as populagdes. Quando analisados apenas os marcadores que nao se
encontram em processo de selecdo natural, a estruturacao genética diminui consideravelmente
(Fsr = 0,13). Em contrapartida, a analise da varidncia molecular realizada a partir dos
fragmentos de AFLP considerados sob selecdo, pelo método Bayesiano (BayeScan), mostrou
niveis de estruturagdo genética muito mais elevados entre as populacdes (Fsr = 0,36),
evidenciando uma possivel agdo da sele¢do natural no processo de diferencia¢ao populacional.

As estimativas de fluxo génico, obtidas entre os pares de populagdes (Tabela 7),
resultou, de maneira geral, em valores menores que 0,6 migrante por geragcdo, abaixo do
necessario para manter a diversidade genética e evitar a depressdo por endogamia, como
ressaltam Mills & Allendorf (1996) e Wang (2004). Entretanto, alguns pares de populagdes
atingiram o nimero ideal de migrantes por gera¢ao (Nm= 1), como por exemplo CAN1 X CAN2
(Nm = 6,06), CAN1 X GUA (Nm = 1,07), FOZ2 X FOZ1 (Nm = 1,66), FOZ2 X FOZ3 (Nm =
1,20), as quais pertencem ao mesmo agrupamento genético encontrado pelo BAPS. J4 as
populagdes de CAN1 X FOZ1 (Nm = 1,26), CAN2 X FOZ1 (Nm = 1,12) apresentaram
individuos misturados na MSN, mesmo ndo compondo o mesmo cluster na anélise Bayesiana
(BAPS), evidenciando mistura, ou seja, fluxo génico em populacdes com menos de 38 km de
distancia. Uma vez que o fluxo génico atua no aumento e manutengdo da diversidade genética,
pois homogeneiza as frequéncias alélicas, reduzindo os efeitos de deriva genética (Jones &
Wang, 2012; Ellstrand, 2014), o fato de 49 dos 55 pares de populagdes apresentarem nimero
insuficiente de migrantes por geragdo, causa preocupacdo quanto ao fitness adaptativo de M.
hatschbachii.

Outro fator a ser discutido, € a descontinuidade dos afloramentos rochosos onde M.
hatschbachii se encontra distribuida, os quais s3o de tamanhos limitados e isolados, tanto

espacialmente quanto ecologicamente (Porembski, 2007). Estes hébitats descontinuos sdo a



85
causa da presenca dos patches genéticos observados no correlograma de Mantel. O
correlograma de Mantel compara o valor médio de Fsr entre os pares de populagdes, presentes
em uma dada classe de distancia, contra o valor de Fsr das demais classes analisadas. Desta
maneira, pares de populagdes que se encontram até 10,1 km de distancia apresentam valor
médio de Fsrsignificativamente menor que o Fs7 médio das demais classes de distancia, sendo,
portanto, as populacdes dentro dessa classe de distdncia geneticamente mais similares entre si
do que com as populagdes presentes nas demais classes. A partir desta distancia, os valores de
Fsrdentro de cada classe de distancia vao se tornando cada vez maiores, entretanto, a correlagao
entre o Fsr e a distancia geografica deixa de ser significativa, ou seja, a medida que a distancia
geografica aumenta os valores de Fsr sofrem pouca alteragdo, atingindo um platd na classe 5
(53,8 km; Fsr=0,21). Isso sugere uma dispersao de polen e sementes reduzidas, que impacta a
capacidade de colonizagdo das espécies endémicas e restritas (Lavergne ef al., 2004), havendo
uma maior similaridade entre populacdes vizinhas, devido as trocas alélicas serem mais
provaveis, e sugere um possivel modelo de estruturacdo populacional do tipo Stepping-Stone
(Kimura & Weiss, 1964). Como consequéncia disso, a acdo dos polinizadores pode ser
impactada, pois além da distancia, os recursos alimentares disponiveis também sdo reduzido
nesses ambientes, 0 que pode aumentar o cruzamento entre individuos aparentados (Serrote;
Reiniger & Stefenon, 2016). Por essa razdo, estratégias de conservagao e manejo in situ € ex
situ, com coleta de sementes e reintrodugdo de germoplasma (Wu et al., 2015), sdo primordiais
para salvaguarda da espécie.

De acordo com o proposto por Diniz-Filho e Telles (2002; 2006), a analise de
correlacdo espacial, pode ser util para definir unidade operacionais intraespecificas para
conservacao da variabilidade genética. Considerando o resultado obtido com o correlograma de
Mantel, apenas as populacdes com distancia geografica menor que 10,1 km apresentam

composicao genética semelhante, de maneira que populacdes nas demais classes de distancia
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sdo mais dissemelhantes. Portanto, com base nas conclusdes de Diniz-Filho e Telles (2002;
2006) sobre a analise de correlacdo espacial, fica evidente que a identificacdo de unidades
operacionais intraespecificas ¢ fundamental para a conservacao da variabilidade genética em
M. hatschbachii. A observacao do correlograma de Mantel revelou que apenas as populagdes
localizadas a uma distancia geografica inferior a 10,1 km compartilham uma composi¢ao
genética semelhante, enquanto aquelas em classes de distancia superiores mostram maior
dissimilaridade genética. Diante disso, recomenda-se que os esforcos para preservar a maior
parte da variacdo genética dessa espécie e evitar redundancias na amostragem do pool génico
se concentrem nas populacdes cuja distancia genética entre si seja superior a 10,1 km, conforme
proposto por Diniz-Filho e Telles (2002; 2006). Essa abordagem direcionada pode otimizar os
planos de conservagdo, contribuindo para a eficacia e eficiéncia na preservagdo da diversidade
genética de M. hatschbachii.

Desta maneira, a analise Bayesiana realizada pelo Bayescan identificou 47 (6%)
fragmentos de AFLP sob possivel processo de selecao diversificadora. Este nimero ¢ menor do
que o encontrado em outras espécies de plantas (Manel et al., 2012; Shryock et al., 2017; Yang
et al., 2017; Zhang et al., 2019), inclusive em Portulaca hatschbachii, de ocorréncia restrita
nos mesmos afloramentos rochosos do Terceiro Planalto Paranaense (Feliciano et al., 2022).
Apesar disso, a presenga desses fragmentos evidencia a acdo da selecdo diversificadora na
estruturacdo genética, uma vez que esta tende a aumentar a divergéncia genética entre as
populagdes (Manel et al., 2012; Shryock et al., 2017; Yang et al., 2017; Zhang et al., 2019).
Isso pode ser particularmente observado na AMOVA, onde o indice Fsr mais que dobrou
quando analisados apenas os fragmentos sob sele¢do diversificadora. Ainda que os marcadores
AFLP sejam considerados neutros, os valores de Fsr, detectados pelo Bayescan, sdo muito

maiores do que os esperados em um cenario de neutralidade, o que nos leva a concluir que os
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fragmentos sob selecdo, muito provavelmente, estdo pegando carona (desequilibrio de ligagao)
com regides génicas responsaveis pelos processos de adaptacdo a condigdes especificas.

O particionamento da variancia, realizado para evidenciar a contribuigdo das
variaveis ambientais e espaciais na distribuicdo dos loci sob sele¢do, permitiu explicar 34,3%
da variacdo total, tendo a variagdo ambiental englobado toda a variagdo espacial. Quanto a
variagdo ambiental, 24,8% desta se encontra espacialmente estruturada e, portanto, apenas 9,5%
da variacdo pode ser explicada pelas varidveis ambientais sem influéncia do espago. Uma vez
que ndo houve variagdo explicada unicamente pela matriz espacial, podemos dizer que as
variaveis por nos utilizadas foram eficientes em modelar toda estrutura espacial presente na
espécie.

Ainda assim, grande parte da variagdo (65,7%) ficou sem explicagdo, compondo o
residuo da anélise, o que pode ser atribuido a processos neutros e/ou estocasticos ou a existéncia
de varidveis ambientais ndo estruturadas espacialmente que ndo foram medidas pelo nosso
modelo. Nao obstante, as interacdes bidticas (e.g. competicdo e predacdo) e a presenca de
associagdes nao lineares entre espago/clima e os loci sob selecdo, as quais ndo podem ser
detectadas pela RDA, também podem ser a causa do grande percentual de variagdo ndo
explicada (Borcard et al., 1992; Borcard et al., 2018; Gibson & Moyle, 2020). O grande
percentual de residuo (65,7%) mostra que as populagdes de M. hatschbachii apresentam menor
relagdo com as varidveis ambientais do que a espécie P. hatschbachii, isso pode ser devido ao
fato, dos individuos de M. hatschbachii se apresentarem mais diversos intrapopulacionalmente
do que os individuos de P. hatschbachii, cuja homogeneidade intrapopulacional foi bem maior
(Feliciano et al., 2022). Nesse cenario, os loci sob adaptacdo seriam menos compartilhados
pelos individuos, sugerindo que os alelos responsaveis pela adaptagdo local ndo foram, ainda,

fixados nas populagdes, ou poderia existir subdivisdo populacional.
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O residuo pode indicar, ainda, a presenca de competicdo por recursos entre M.
hatschbachii e outras espécies (Borcard et al., 1992; Borcard et al., 2018), visto as diferencas
no padrao dentro das populagdes, como evidenciado pelo teste de Tukey. Nele ¢ possivel
observar que as populagdes GUA e FOZ2 formam duas nuvens de pontos, indicando uma
possivel subdivisdo nestas populagdes. O fato ¢ que nas dareas onde foram coletados os
individuos de FOZ2 e GUA, foram observados muitos individuos de M. paupera, uma das
espécies invasoras do género e que coocorre com M. hatschbachii, podem estar pressionando
seletivamente os individuos de M. hatschbachii, devido sua alta capacidade de adaptagdo a

diferentes tipos de solo, rapido desenvolvimento e grande eficiéncia no uso de recursos

(Barneby, 1997; Lowe et al., 2000; Simon, 2011).



89
CONCLUSAO

Neste estudo, utilizamos os marcadores AFLP, ITS e rpsl6-trnK para estimar os
indices de diversidade e estrutura genética de M. hatschbachii. Os marcadores foram eficientes
e geraram informagdes importantes acerca do status genético e dos processos evolutivos que
moldam as populacdes da espécie. Os dados, mostraram que M. hatschbachii, possui alta
estruturacdo e baixos indices de diversidade, o que, para uma espécie que ja se encontra
categorizada como “Em perigo” de extingdo, ¢ alarmante.

O fato de M. hatschbachii apresentar baixos indices de diversidade e uma alta
estruturacao, pode ser explicado devido a degradacdo e isolamento natural de seu habitat, os
Campos de Altitude do Sul do Brasil, mais precisamente os que estdo sobre os afloramentos
rochosos, inseridos no bioma Mata Atlantica. Esta descontinuidade natural dos afloramentos,
que sdo caracterizados como ilhas terrestres, contribui para redu¢ao do fluxo génico entre
populacdes, uma vez que a espécie possui reproducdo preferencialmente sexuada, dependente
da disponibilidade de polinizadores. Somado a isso, o fato de a espécie provavelmente produzir
poucas sementes tende a reduzir seu tamanho populacional, contribuindo para a redugdo da
diversidade genética.

Dada a importancia da diversidade genética no processo de adaptagdo evolutiva, os
indices encontrados em M. hatschbachii sdo preocupantes, especialmente pelo fato da espécie
jé se encontrar ameagada. Por essa razdo, agdes de conservagdo devem ser priorizadas, pois os
riscos associados a perda de diversidade podem ser muito mais significativos quando

observamos a velocidade de degradacdo que vém sofrendo os afloramentos de sua ocorréncia.
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RESUMO

Os Campos do Sul do Brasil, mais precisamente os Campos de Cima da Serra, sdo habitats sob
forte impacto antropico no estado do Parand, Brasil. Estes afloramentos sdo como patches de
tamanho limitados, podendo ser considerados “ilhas terrestres”. Em consequéncia do seu
isolamento ecologico e espacial, os afloramentos rochosos abrigam uma flora rara, endémica e
adaptada, onde ocorrem, por exemplo, as espécies Nierembergia hatschbachii, Stylosanthes
vallsii e Eryngium corallinum. Devido a escassez de conhecimentos sobre aspectos genéticos e
bioldgicos destas espécies, o presente estudo teve como objetivo acessar a diversidade e
estrutura genética de suas populagdes naturais, para compreender a dindmica evolutiva dessas
espécies no ambiente. Para isso, dados moleculares foram obtidos pelos marcadores AFLP. No
geral foi observado baixa diversidade genética e alta estruturagdo populacional nas trés espécies
avaliadas, padrdo ja encontrado também em outras espécies endémicas da mesma 4area,
sugerindo que a dispersdo via polen entre os afloramentos ¢ limitada. Assim, como estratégias
de conservacao, ¢ altamente recomendado que as espécies sejam preservadas in situ, pois além
da prote¢dao dos individuos também haveria a protecdo destes habitats, contribuindo para
manuten¢do das interagdes dos individuos e os processos evolutivos, visto que nenhuma destas
areas ¢ prevista em unidades de conservagao.

Palavras-chave: AFLP - espécies raras - estruturagdo genética - fluxo génico restrito - genética
de populagdes
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INTRODUCAO

Altos niveis de diversidade genética sdo primordiais para a manutencdo do
potencial evolutivo, especialmente as ameagadas, desempenhando um papel importante no
processo de formulagdo de estratégias de conservacdo (Milligan et al, 1994; Margules &
Pressey, 2000; Rodrigues et al., 2013). As estimativas de diversidade de espécies de ocorréncia
em habitat degradados, especialmente os isolados e restritos, tém sido abordadas em varios
trabalhos (Gaudeul et al., 2004; Aprigio, 2021; Gastauer ef al., 2021; Chagas et al., 2022; Ruas
et al., 2020; Feliciano et al., 2022), uma vez que o isolamento ¢ a descontinuidade do habitat,
afetam potencial de polinizag@o, limitando o fluxo génico, contribuindo para estruturagcdo das
populacdes e perda de diversidade (Frankham, Ballou & Briscoe, 2010; Ruas et al., 2020;

Feliciano et al., 2022).
Os afloramentos rochosos de basalto do Parana, inseridos no bioma Mata Atlantica,
compondo os Campos de Altitude do Sul do Brasil (Overbeck et al., 2007; Iganci et al. 2011;
Longhi-Wagner ef al. 2012), recentemente tratados como Campos de Cima da Serra (Overbeck
et al., 2022) e considerados habitats isolados de tamanho limitado, também tidos como “ilhas
terrestres”, devido ao seu isolamento ecologico e espacial (Porembski, 2007; Burke, 2012).
Estas dreas, abrigam uma flora endémica (Iganci et al., 2011) e ameacada de extingdo, causada
pela extracdo do substrato rochoso e introdugdo de gramineas invasoras utilizadas para
pastagens (Nabinger ef al., 2000), que acabam por recobrir toda a superficie dos afloramentos,
competindo com a flora nativa (Feliciano et al., 2022), pouco conhecida, sem contar que todos
os afloramentos estio em propriedades privadas, distantes de qualquer Area de Preservacio
Permanente, Unidades de Conservagdo ou Parques Estaduais. Lamentavelmente, as areas de
Campos protegidas ocorrem entremeados junto as florestas de Araucéria dos Parques Nacionais

dos Aparados da Serra, da Serra Geral, e de Sdo Joaquim (norte do RS e SC, respectivamente;
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Overbeck ef al., 2007) e nenhuma destas Unidades de Conservagdao contempla, ao menos
alguma parte dos afloramentos amostrados.

Visto que a degradacdo dos habitats naturais, causada pelas agdes antropicas,
provoca uma rapida diminui¢do no niumero de individuos, o que para espécies raras e endémicas
se torna um problema ainda maior, no presente estudo trés espécies endémicas aos afloramento
rochosos foram examinadas: Eryngium corallinum Mathias & Constance (Mathias; Constance,
1958), categorizada como “Criticamente em Perigo” (CR) no Livro Vermelho da flora do Brasil
(Martinelli & Moraes 2013), e Nierembergia hatschbachii A.A.Cocucci & Hunz (Cocucci &
Hunziker 1993) e Stylosanthes vallsii Sousa Costa & Van den Berg (Costa & Van den Berg
2009), cujos estados de conservagdo sequer foram avaliados. Por essa razdo, a diversidade
genética e dinamica populacional destas espécies foi investigada, através da aplicagdo dos
marcadores moleculares AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) (VOS et al., 1995),
visando gerar informagdes que respaldem oOrgdos competentes e possa incentivar a
concretizacdo dos planos de manejo e conservacao dessas areas, bem como para a protecao das

espécies de ocorréncia, particularmente as que ja se encontram em risco de extingao.
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MATERIAL E METODOS
ESPECIES DO ESTUDO:

Em um estudo sobre a distribuicdo fitogeografica e conservacdo das espécies de
plantas vasculares exclusivas do estado do Parand, Brasil, realizado por Ferraz e colaboradores
em 2016 (dados nao publicados), foi possivel observar a grande biodiversidade e endemismo
exibidos pelos afloramentos rochosos de basalto do Parana. Neste estudo, uma lista inicial foi
compilada a partir da Lista de espécies da flora do Brasil (LFB: http://floradobrasil.jbrj.gov.br)
e do Catadlago de las Plantas Vasculares del Cono sur (Zuloaga et al., 2008), posteriormente,
as espécies da lista inicial foram revisadas para confirmar a exclusividade ao Parand, com base
na literatura taxonOmica especializada e o banco de dados SpeciesLink
(http://splink.cria.org.br). Foi também avaliado, o estado de conservacdo das espécies da lista
final e verificado usando os bancos de dados do Centro Nacional de Conservagao da Flora
(CNCFLORA: http://encflora.jbrj.gov.br/portal) e da lista vermelha de espécies ameagadas da
TUCN (Red List IUCN: http://www.iucnredlist.org). As espécies ausentes dos bancos de dados
do CNCFLORA e da Red List [IUCN foram avaliadas seguindo os critérios da IUCN (2012,
2014) e constam classificadas por este estudo.

NIEREMBERGIA HATSCHBACHII

Nierembergia hatschbachii A é uma erva rizomatosa com 10-25 cm de altura,
folhas basais elipticas e apicais linear-lanceoladas, tricomas simples antrorsos distribuidos por
toda a planta (exceto na corola), flores hermafroditas brancas e axilares, corola salveforme e
estiletes maiores que os estames (Cocucci & Hunziker 1993). Embora seja bem representa em
herbarios, os frutos e sementes de N. hatschbachii sdo desconhecidos. As flores de
Nierembergia nao possuem nectarios, sendo o unico género da familia Solanaceae que oferece
6leos ndo volateis ao invés de podlen e néctar aos seus visitantes florais (Coccuci, 1991). A

biologia reprodutiva de N. hatschbachii ainda ndo foi investigada, mas estudos anteriores
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registraram sistema de autoincompatibilidade e abelhas coletoras de 6leo como polinizadoras

exclusivas em diversas espécies de Nierembergia (Coccuci, 1991; Cosacov et al., 2008; Nattero

etal, 2010).

Figura 1. Nierembergia hatschbachii.

STYLOSANTHES VALLSII

Stylosanthes vallsii Sousa Costa & Van den Berg (Fabaceae) (Fig. 2) € uma espécie
endémica dos Campos de Cima da Serra do Parand, crescendo em afloramentos rochosos de
basalto. Esse subarbusto perene possui ramos prostrados com até 25 cm de comprimento, que
se ramificam a partir de uma raiz central engrossada, sendo os individuos encontrados
isoladamente ou muito adensados (Costa & Van den Berg 2009). As suas flores sao
papilionadas e organizadas em espigas axilares ou apicais, com calice esverdeado e lacinios
ciliados, pétalas amarelas, sendo o estandarte suborbicular marcado com estrias roxas, asas
obovadas e pétalas da quilha falciformes, cada uma com um gancho, estames dimorficos, e

fruto do tipo lomento com 1-2 articulos férteis (Costa & Van den Berg, 2009). Nao existem
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dados de biologia reprodutiva ou de polinizacdo para S. vallsii. As caracteristicas florais do

Figura 2. Stylosanthes vallsii.

ERYNGIUM CORALLINUM

Eryngium corallinum Mathias & Constance (Apiaceae) ¢ uma erva perene e
endémica dos Campos de Cima da Serra dos Estados do Parana e Santa Catarina (Cardozo et
al. 2021), crescendo em depressdes umidas de afloramentos rochosos de basalto, encontrada
em pequenos agrupamentos. Fértil de setembro a abril com dispersdo zoocdrica (Mathias;
Constance, 1958). Das sete subpopulagdes conhecidas de E. corallinum, seis sao encontradas
no Parana e apenas uma em Santa Catarina, que representa o limite sul de sua distribui¢ao
geografica. Embora a espécie seja regularmente coletada no Parand desde o ano de sua
descri¢dao (1958), em Santa Catarina a subpopulagcdo ndo ¢ amostrada desde 1964. Durante
expedi¢des realizadas pelo taxonomista José Roberto Ferraz, entre os anos de 2020 e 2021 no

municipio de Campo Eré (Santa Catarina), localidade tipo da espécie, nao foi possivel recoletar
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individuos de E. corallinum. A vegetagdo de Campo Eré, assim como grande parte da
encontrada na regido sul do Brasil, foi suprimida e convertida em areas de cultivo agricola o
que pode ter contribuido com a reducdo ou até mesmo extingdo de subpopulagdes, incluindo a
de E. corallinum (Ferraz, dados ndo publicados).

Eryngium corallinum é a menor espécie do género que ocorre no Parana, com 13—
38 cm de altura, sendo bem caracterizada por suas folhas oblanceoladas pinatipartida-aculeadas,
flores inconspicuas organizadas em inflorescéncias capituliformes, brancas ou verdes e frutos
do tipo mericarpo cobertas por excrescéncias (Mathias & Constance 1958, Cardozo et al.,
2021). A biologia reprodutiva e a ecologia da polinizagdo continuam sendo lacunas de
conhecimento para essa espécie e para E. ramboanum Mathias & Constance, que tem aspectos
da morfologia floral similares.

Quanto a sua conservacdo, Eryngium corallinum (Fig. 3) ¢ uma espécie rara e
ameagada de extingdo (Hatschbach 1995) e foi classificada como “Criticamente em Perigo”
(CR) no Livro Vermelho da flora do Brasil (Martinelli & Moraes 2013). A principal ameaca a
essa espécie € a expansao agropecuaria, que coloca em risco a sua limitada area de ocupagao (<

10 km?) (Martinelli & Moraes 2013).
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Figura 3. Eryngium corallinum

CARACTERIZACAO DA AREA DE OCORRENCIA E AMOSTRAGEM

Os Campos de Altitude do Sul do Brasil, onde se encontram os afloramentos
rochosos de basalto, sdo areas que abrigam uma flora considerada rara, e estdo distribuidos
entremeados aos mais diversos tipos de vegetagdo, incluindo ecossistemas florestais (Floresta
Ombroéfila Mista, Florestas Estacional Decidual e Semidecidual) e herbaceos arbustivos
(Campo e Cerrado), além de paisagens rurais, com plantagcdes de monoculturas (soja, milho,
trigo etc.), silviculturas, estradas e rodovias. Os afloramentos rochosos de basalto que compoe
os Campos de Cima da Serra (OVERBECK et al., 2007, OVERBECK et al., 2022) estao
inseridos no bioma Mata Atlantica (ANDRADE et al., 2019) e com base em espécies
indicadoras da comunidade vegetal (CONAMA, 2010), sdo considerados uma das principais
areas de endemismo (IGANCI et al., 2011; PLA etal., 2020).

Dentre as espécies endémicas dos Campos de Cima da Serra, foram amostradas as

populacdes de Eryngium corallinum, que contemplou toda sua area de distribui¢ao, conforme
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os dados do CNCFlora. No entanto, ndo hé descricdo das areas de ocorréncia de Stylosanthes
vallsi, tampouco Nierembergia hatschbachii em bancos de dados como o CNCFlora. Foram
amostrados um total de 180 espécimes para cada uma das trés espécies, constituindo as coletas
de S. vallsi e N. hatschbachii os primeiros registros de ocorréncia para essas espécies nos

referidos afloramentos (Fig.4).
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Figura 4. Mapa da area de ocorréncia mostrando a localizagdo e altitude das populagdes coletadas de Nierembergia
hatschbachii, Stylosanthes vallsi e Evyngium corallinum, no Parana, Brasil. As siglas sdo equivalente as inicias
dos municipios de coleta, onde: CAN1, CAN2, CAN3 ¢ CAN4 da cidade de Candoi e FOZ1, FOZ2 e FOZ3 de
Foz do Jordao.

Exsicatas foram confeccionadas para confirmacgdo taxonomica da espécie e
depositadas no Herbario da Universidade Estadual de Londrina. Os vouchers de depdsito, bem
como as coordenadas geograficas, altitude e municipios de origem das populacdes se encontram

na Tabela 1. Em cada afloramento, foram coletadas folhas jovens, com distancia minima entre
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elas de 15 m, as quais foram armazenadas em silica gel até a completa secagem, para posterior

extragdo do DNA total.

Tabela 1. Informagdes das amostras utilizadas para inferir a diversidade genética e a estrutura populacional de
Nierembergia hatschbachii, Stylosanthes vallsii ¢ Eryngium corallinum. O nome das populagdes com codigo de
acordo com o local de coleta, coordenadas de latitude e longitude, altitude em metros e nimero do voucher por

exemplar, estdo detalhados abaixo.

P((::I()')lzlliag(go Coordenadas  Elevagao (m) N. halschbach\i]iouChg’.risl(;;ifspécii?. corallinum

(Ccilliﬁi) gfgi;ﬁgffw 934 FUEL 56152 FUEL 56172 FUEL 56163

(%?1(\11% gf?ﬁ;gg\s}v 943 FUEL56151 FUEL 56173  FUEL 56162

(%illc\‘g) 2;;% ,255‘-929‘,‘,';% 953 FUEL 56149 FUEL 56180  FUEL 56179

G OETREY w - - mm
FOZ( gg;l;dﬁo 5225358522213} 886 FUEL56148  FUEL 56178  FUEL 56160
FOZ( do g)dﬁo R 868 FUEL56150  FUEL 56174  FUEL 56161
FOZ( ggg)dﬁo 2552417325%)3\3 838 FUEL56153  FUEL 56171 o

*FUEL, Herbario da Universidade Estadual de Londrina.
** ndo ocorréncia da espécie no afloramento.

EXTRACAO DE DNA E APLICACAO DOS MARCADORES MOLECULARES AFLP

A extracdo do DNA total foi realizada segundo o protocolo utilizado por Feliciano
e colaboradores (2022). A técnica de AFLP foi realizada conforme o protocolo descrito por Vos
et al. (1995), com modificagdes propostas por Godoy et al. (2019). As quatro combinagdes mais
polimérficas e reprodutiveis foram selecionadas e aplicadas a todas as amostras, sendo: (6-
FAM) EcoRI-AGC / Msel-CTAG; (VIC) EcoRI-ATC / Msel-CTTC; (NED) EcoRI-ACC /
Msel-CTC; (PET) EcoRI-ACG / Msel-CTA. O primer EcoRI foi marcado com florescéncia
para posterior resolucdo em sistema de eletroforese automatizada, seguindo os parametros
propostos por Feliciano e colaboradores (2022). Para as analises dos dados, foi utilizado o
software GeneMaPPer® v.4.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), usando bin

automatico de 1 pb para gerar a matriz bindria de cada combinacdo de primers. Amostras que
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ndo apresentam padrdo satisfatorio de amplificagdo foram retiradas das analises para evitar
vieses na interpretacao dos dados.

Os parametros de diversidade genética para os dados de AFLP, como o numero e
percentual de loci polimoérficos (LP e PLP) e diversidade genética (HJ) (andlogo ao He de Nei)
(Nei, 1978), foram estimados no software AFLP-SURV v.1.0 (Vekemans, 2002). Os numeros
de fragmentos privados (FP), foram inferidos pelo software FAMD (Schlueter & Harris, 2006),
e indice de raridade (DW), estimado por meio do pacote AFLPDAT (Ehrich, 2006) no ambiente
R v. 4.2.1 (R Core Team, 2022). A diversidade genética foi inferida utilizando abordagem
Bayesiana com prior de distribuicdo das frequéncias de alelos ndo uniforme, dentro do
equilibrio de Hardy-Weinberg (Zhivotovsky, 1999), que mostra estimativas das frequéncias de
alelos nulos, mesmo quando ha desvios moderados do equilibrio (Bonin, Ehrich & Manel,
2007).

Realizou-se a analise bayesiana de agrupamento foi realizada para as 3 espécies ¢
suas respectivas populacdes (N. hatschbachii; S. vallsii; E. corallinum), realizada no software
BAPS v.6.0 (Corander et al., 2008), inicialmente uma andlise sem mistura (mixture) foi feita
para a formagdo dos agrupamentos genéticos (clusters) para cada espécie (Corander & Tang,
2007) sem considerar informacgdes populacionais como prior (Corander et al., 2004) e
posteriormente uma outra analise com mistura (admixture), para verificar a possivel mistura
genotipica ancestral entre os clusters identificados (Corander & Marttinen, 2006). A
distribuicdo da variacdo genética, dentro e entre populacdes, foi avaliada por meio da anélise
da variancia molecular (AMOVA) (Excoffier; Smouse & Quattro, 1992), foi utilizado o
software Arlequin v. 3.5.1.3 (Excoffier; Laval & Schneider, 2005). As relagdes entre as
populagdes e os individuos das trés espécies, Nierembergia hatschbachii, Stylosanthes vallsii e
Eryngium corallinum foram visualizadas através de uma Minimum Spanning Network (MSN),

construida para cada espécie separadamente, por meio do pacote poppr (Kamvar, Tabima &
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Griinwald, 2014; Kamvar, Brooks & Griinwald, 2015) implementado no ambiente R v. 4.2.1

(R Core Team, 2022), utilizando-se a distancia genética de Nei-Li (Nei & Li, 1979).

RESULTADOS
DIVERSIDADE GENETICA
Os fragmentos de AFLP foram gerados a partir da combinacao de quatro primers
seletivos (EcoRI-AGC (6-FAM) / Msel-CTAG), EcoRI-ATC (VIC) / Msel-CTTC; EcoRI-
ACC (NED) / Msel-CTC; EcoRI-ACG (PET) / Msel-CTA), aplicados para as trés espécies.
Foram gerados 404 fragmentos de AFLP para 172 individuos N. hatschbachii, dos quais 395
foram polimorficos (98 %). Ja em S. vallsii foram utilizados 173 individuos, que geraram 321
fragmentos de AFLP, sendo 298 polimérficos (93%). Em E. corallinum, foram avaliados 161
individuos, que geraram 352 fragmentos, sendo 96% polimorficos. Os dados detalhados sobre

o polimorfismo gerado a partir das quatro combinagdes estao descritos na tabela 2.

Tabela 2. Dados dos fragmentos gerados pelas combinagdes de primers de AFLP, das trés espécies estudadas.

Nierembergia hatschbachii

Primers Frag. Mono Poli %
EcoRI-AGC (6-FAM) / Msel-CTAG 64 4 60 93,75
EcoRI-ATC (VIC) / Msel-CTTC 73 1 72 98,63
EcoRI-ACC (NED) / Msel-CTC 158 3 155 98,10
EcoRI-ACG (PET) / Msel-CTA 109 1 108 99,08

Stylosanthes vallsii

Primers Frag. Mono Poli %
EcoRI-AGC (6-FAM) / Msel-CTAG 60 2 58 96,67
EcoRI-ATC (VIC) / Msel-CTTC 66 1 65 98,48
EcoRI-ACC (NED) / Msel-CTC 108 15 93 86,11
EcoRI-ACG (PET) / Msel-CTA 87 5 82 94,25

Eryngium corallinum

Primers Frag. Mono Poli %
EcoRI-AGC (6-FAM) / Msel-CTAG 64 1 63 98,44
EcoRI-ATC (VIC) / Msel-CTTC 67 4 63 94,03
EcoRI-ACC (NED) / Msel-CTC 125 6 119 95,20
EcoRI-ACG (PET) / Msel-CTA 96 2 94 97,92
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Primer, combinagdo de primer EcoRI + Msel; Frag, nimero de fragmentos gerados; Mono, niimero de
fragmentos monomorficos gerados; Poli, nimeros de fragmentos polimérficos gerados; %, percentual de
fragmentos.

Foi possivel observar que o maior percentual de fragmentos polimorficos (LP%)
foi encontrado em N. hatschbachii foi a espécie que apresentou maiores valores para o PLP
(47,73%), DW (738,45), Fp (11) e Ht (0,18), seguida por E. corallinum (PLP: 44,85%, DW:
627,75, Fp: 10,5, Ht: 0,17) e finalmente S. vallsii (PLP: 41,26%, DW: 531,55,
Fp: 6,5, Ht: 0,15).

Sobre as estimativas de diversidade genética total (Ht), encontramos o maior valor
para a espécie N. hatschbachii (0,18), seguindo de E. corallinum (0,17) e S. vallsii (0,15). Os
indices de diversidade genética populacional (HJ) tiveram varia¢des entre 0,12, nas populagdes
de CAN1 e CAN3 de S. vallsii, sendo considerados os mais baixos e de 0,16 em CAN1, CAN2,
CAN3, FOZ1 de N. hatschbachii ¢ em E. corallinum na populagdo de CANI1, sendo
considerados os mais altos. A descri¢ao de todos os indices estimados, para cada espécie e

populagdo, se encontra na Tabela 3.

Tabela 3. indices de diversidade genética das populagdes de Nierembergia hatschbachii, Stylosanthes vallsii e
Eryngium corallinum, obtidos com base nos marcadores AFLP.

Nierembergia hatschbachii

Populagio N LP LP% Hj Fp DW
CAN1 26 198 49 0,16 25 1199,38
CAN2 28 208 51,5 0,16 4 611,48
CAN3 30 190 47 0,16 8 823,74
FOZ1 28 195 48,3 0,16 11 674,01
FOZ2 30 187 46,3 0,15 8 603,96
FOZ3 30 179 443 0,14 10 518,14
Média 28,67 192,83 47,73 0,16 11 738,45
Stylosanthes vallsii

Populagio N LP LP% Hj Fp DW
CAN1 28 113 37,9 0,12 7 620,31
CAN2 29 135 453 0,15 6 530,65
CAN3 27 112 37,6 0,12 2 362,17
FOZ1 30 124 41,6 0,13 8 498,30
FOZ2 29 118 39,6 0,14 9 649,25
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FOZ3 30 136 45,6 0,15 7 528,60
Média 28,83 123 41,27 0,14 6,5 531,55
Eryngium corallinum

Populacio N LP LP% Hj Fp DW

CAN1 26 164 46,6 0,16 9 655,83
CAN2 30 170 483 0,15 14 732,14
CAN3 25 154 43,8 0,15 6 499,14
CAN4 26 161 45,7 0,15 11 625,70
FOZ1 26 139 39,5 0,13 12 568,63
FOZ2 28 159 45,2 0,14 11 684,98
Média 26,83 158 44,85 0,15 10,5 627,75

N, numero de individuos analisados para dados AFLP; LP, numero de fragmentos polimérficos; LP%, proporgdo
de fragmentos polimérficos; Hj, indice de diversidade genética (andlogo a He — Nei, 1978); Fp, fragmento privado;
DW, indice de raridade (estimado como marcadores ponderados por frequéncia);

ESTRUTURA POPULACIONAL E FLUXO GENICO

Para as 6 populagdes de N. hatschbachii (Fig. 5), o BAPS encontrou o melhor
marginal /ikelihood estimado (-20915.6035) para K = 5, com probabilidade posterior maxima
(p = 1). O primeiro cluster (azul), agrupou os individuos da popula¢do de CANI1, o segundo
(lilas) as amostras da populacdo de CAN2, o terceiro (verde) a populacdo de CAN3, o quarto
cluster (amarelo) a populacao de FOZ1, e quinto agrupamento (vermelho) foi composto pelos
individuos das populagdes de FOZ2 e FOZ3. As populagdes de CAN3 e FOZ3, ndo tiveram
nenhuma mistura entre os individuos, entretanto, foi observado alguma mistura genotipica

ancestral nas populacdes de CAN1, CAN2, FOZI1 e FOZ2.
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Figura 5 Agrupamentos por Inferéncia Bayesiana realizada pelo BAPS para 6 populagdes de Nierembergia
hatschbachii. Foram encontrados 5 clusters distintos com o melhor resultado de K = 5 agrupamentos
(probabilidade marginal -20915.6035, probabilidade posterior 1), a partir de 404 fragmento de AFLP.
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Diante da mesma analise de Inferéncia Bayesiana, realizada para as 6 populacdes

de S. vallsii foram encontrados 3 clusters geneticamente distintos (melhor likelihood = -
14563.4279; p = 1) (Fig. 6). Nesta espécie, o primeiro cluster (verde) foi formado pela
populacao de CAN1, o segundo cluster (laranja) foi formado pelas populagdes de CAN2, FOZ2
e FOZ 3, e por fim, o terceiro cluster (roxo) foi composto pelas populacdes CAN3 e FOZ1.
Alguns individuos das populagdes CAN1, CAN2, FOZ1 e FOZ3 apresentaram mistura

genética, ja os clusters CAN3 e FOZ2 nido apresentaram nenhuma.
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Figura 6. Agrupamentos por Inferéncia Bayesiana realizada pelo BAPS para 6 populagdes de Stylosanthes vallsii.
Foram formados 3 clusters distintos com o melhor resultado de K = 3 agrupamentos (probabilidade marginal -
14563.4279, probabilidade posterior 1), a partir de 321 fragmento de AFLP.

Para as 6 populacdes de E. corallinum, 3 clusters geneticamente distintos se
formaram (Fig.7) sendo o melhor marginal [likelihood estimado = -16395.1813, com
probabilidade posterior maxima (p = 1). Na observagdo da composicao dos grupos formados
em E. corallinum, vemos que no primeiro cluster (verde) a maior parte dos individuos sdo da
populacdo de CANI, o segundo cluster (laranja) ¢ formado pelos individuos das populacdes
CAN2, CAN3 e CANA4, ja o terceiro cluster (roxa), € composto pelas populacdes de FOZ1 e
FOZ2. Podemos também observar que as populagdes CAN2 e FOZ1 ndo apresentaram
nenhuma mistura ancestral, embora tenha a presenga do pool génico delas em outros grupos.
As populagdes de CAN1, CAN3, CAN4 e FOZ2, apresentaram mistura genotipica ancestral,
sendo as populagoes de CAN1 e CAN4 com o maior nimero de individuos com mistura,
embora CAN3 e FOZ2tenham apresentado apenas um individuo em cada uma com alguma

mistura.
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Figura 7. Agrupamentos por Inferéncia Bayesiana realizada pelo BAPS para 6 populagdes de Eryngium
corallinum. Foram formados 3 clusters distintos com o melhor resultado de K = 3 agrupamentos (probabilidade
marginal -16395.1813, probabilidade posterior 1), a partir de 352 fragmento de AFLP.

A Minimum Spanning Netwok construida para as populacdes de N. hatschbachii,
mostrou bragos com pouca mistura de individuos, colocando no grupo A, as amostras de FOZ3
e FOZ2, seguido do grupo B, que compde um ramo pequeno, agrupando os individuos de FOZ1.
No braco C, um ramo agrupou todos os individuos de CAN3, sendo estes mais proximos de
FOZ]1. No braco D, os individuos de CANT1 se agruparam, sendo mais proximos de CAN2. As
amostras de CAN2, compuseram o braco E, sendo estes também mais proximos de FOZ1. Nesta
espécie podemos observar pouca mistura entre as populagdes, corroborando com a

homogeneidade dos agrupamentos encontrados pelo BAPS.
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Figura 8. Minimum Spanning Netwok (MSN) mostrando as relagdes evolutivas entre 6 populacdes de
Nierembergia hatschbachii. A MSN foi construida com base nas distancias de Nei-Li a partir de 404 fragmentos
de AFLP. A cor de fundo dos agrupamentos (ABCDE) codifica os seis clusters genéticos encontrados pelo BAPS.

Em Stylosanthes vallsii, a Minimum Spanning Netwok, mostrou o grupo A, quase

sem mistura, compondo em apenas um brago simples da arvore, os individuos de CANI1, esta

homogeneidade também foi corroborada pelo agrupamento do BAPS. Seguindo para o Grupo

B, o0 mesmo formou um brago com os individuos de CAN3 e FOZ1 e neste ramo podemos

observar a presenca de 7 individuos de FOZ3. No grupo C, podemos observar uma maior

mistura de individuos, comtemplando as amostras de CAN2, com individuos de FOZ2 e FOZ3,

apenas uma amostra de CAN1, foi observada neste grupo e mais 3 individuos de FOZ1.
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Figura 9. Minimum Spanning Netwok (MSN) mostrando as relagdes evolutivas entre 6 populacdes de
Stylosanthes vallsii. A MSN foi construida com base nas distdncias de Nei-Li a partir de 321 fragmentos de AFLP.
A cor de fundo dos agrupamentos (ABC) codifica os trés clusters genéticos encontrados pelo BAPS.

Para E. corallinum, a rede de interagdes plotada a partir da menor distancia entre
dois pontos/individuos, mostra uma complementariedade entre os grupos que foram
encontrados pelo BAPS, pois temos em um tnico brago os individuos que formam o grupo A,
composto pelas populagcdes de FOZ1 e FOZ2, tendo apenas um individuo de CAN3 e um

individuo de CANI1 e dois individuos de CAN4 compondo este grupo. Em seguida temos o
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grupo B, composto pelos individuos de CAN2, CAN3 e CAN4, sendo interessante destacar que
os individuos de CANI1 (grupo C), se apresentaram mais proximos geneticamente de CAN2 e
CAN3, fato que também ¢ apontado pela presenga do pool génico de CAN1 em CAN4,

sugerindo fluxo génico entre as populagdes mais proximas.
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Figura 10. Minimum Spanning Netwok (MSN) mostrando as relagdes evolutivas entre 6 populagdes de Eryngium
corallinum. A MSN foi construida com base nas distancias de Nei-Li a partir de 352 fragmentos de AFLP. A cor
de fundo dos agrupamentos (ABC) codifica os trés clusters genéticos encontrados pelo BAPS.

A andlise de variancia molecular (AMOVA), para as trés espécies e 0s respectivos
dados década uma delas sdo encontrados na tabela 4. O indice de fixacao (Fsr) ¢ uma medida

de diferenciacdo populacional devido a estrutura genética e de acordo com Hartl & Clarck
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(2006), os valores de Fsr menores que 0,05 como indicativo de baixa diferenciagdo, valores
entre 0,05 a 0,15 como diferenciagdo moderada, valores entre 0,15 a 0,25 como alta
diferenciagdo e valores acima de 0,25 como diferenciacdo muito alta entre populagdes. Com
base nisso, podemos dizer que as populagdes das trés espécies apresentaram alta diferenciagao
genética, sendo o maior indice foi encontrado em N. hatschbachii (Fsr = 0,22, seguido das
populagdes de E. corallinum (Fsr = 0,20), e S. vallsii (Fsr = 0,19), assim como outros indices
apontados anteriormente. Foi também observado que, para as trés espécies (N. hatschbachii, S.
vallsii, E. corallinum), a maior parte da variagdo genética se encontra dentro das populagdes
(78,20%, 80,53%, e 80,46%, respectivamente) ¢ nao entre elas (21,80%, 19,47%, e 19,54%,
respectivamente).

Tabela 4. Analise da variancia molecular (AMOVA) aplicada aos marcadores AFLP para as populagdes das trés
espécies, Nierembergia hatschbachii, Stylosanthes vallsii ¢ Eryngium corallinum.

Nierembergia hatschbachii

Fonte de variaciao gl s.q c.v p-v Fsr
Entre as populacées 5 1395,92 8,66 21,80%* 0,22%
Dentro das populacoes 166 5156,94 31,07 78,20%
Total 171 16108,50 61,73
Stylosanthes vallsii

Fonte de variacido gl s.q c.v p-v Fsr
Entre as populacées 5 846,19 5,13 19,47* 0,19*
Dentro das populacoes 167 3545,79 21,23 80,53*
Total 172 4391,98 26,37

Eryngium corallinum
Fonte de variaciao g.l. S.q c.v p.v Fsr
Entre as populacgdes 5 971,94 6,28 19,54* 0,20
Dentro das populacoes 155 4011,46 25,89 80,46*
Total 160 4983,40 32,17

g.l. = graus de liberdade; s.q. = soma dos quadrados; c¢.v. = componentes da varia¢do; p.v % = porcentagem da
variagdo; Fst = indice de fixacao.
*P < 0.01 (teste de significncia de 10100 permutagdes).

Com base nas estimativas de fluxo génico, apresentadas na Tabela 5, podemos dizer
que de maneira geral, o nimero de migrantes por geracao ficou abaixo de (1) na maioria das
populagdes e espécies, este valor, ou proximo deste, ¢ sugerido como necessario para manter a

diversidade genética (Mills & Allendorf, 1996; Wang, 2004). Sendo assim, podemos dizer que
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em N. hatschbachii, apenas as populacdes de FOZ1 X FOZ2 (Nm=0,98), tiveram valor préximo
de 1 migrante por geragdo, assim como em S. vallsii, apeanas os pares de populacdes CAN2 X
FOZ2 (N»=0,82), CAN2 X FOZ3 (N»=0,97), FOZ1 x FOZ3 (N»= 0,86), FOZ2 X FOZ3 (Np
= 1,22) tiveram valores préximos a 1, bem como em E. corallinum, onde apenas os pares de
populagdes CAN1 X CAN4 (N, = 0,95), CAN2 X CAN3 (N»=0,93), CAN3 X CAN4 (N, =
1,14) e FOZ1 X FOZ2 (N»=0,95).

Tabela 5. Estimativa do nimero de migrantes por geragdo, das populagdes das trés espécies estudadas:
Nierembergia hatschbachii, Stylosanthes vallsii e Eryngium corallinum, a partir de marcadores AFLP, conforme
formula proposta por Nielsen e Slatkin (2013).

Nierembergia hatschbachii

Populacdes CAN1 CAN2 CAN3 FOZ1 FOZ2 FOZ3

CAN1 0

CAN2 0,53 0

CAN3 0,36 0,63 0

FOZ1 0,42 0,57 0,46 0

FOZ2 0,37 0,43 0,41 0,41 0

FOZ3 0,33 0,43 0,42 0,43 0,98 0
Stylosanthes vallsii

Populacoes CAN1 CAN2 CAN3 FOZ1 FOZ2 FOZ3

CANI1 0

CAN2 0,62 0

CAN3 0,36 0,44 0

FOZ1 0,40 0,42 0,64 0

FOZ2 0,42 0,82 0,28 0,44 0

FOZ3 0,55 0,97 0,41 0,86 1,22 0

Eryngium corallinum

Populag¢des CAN1 CAN2 CAN3 CAN4 FOZ1 FOZ2
CAN1 0

CAN2 0,67 0

CAN3 0,58 0,93 0

CAN4 0,95 0,87 1,14 0

FOz1 0,36 0,35 0,35 0,47 0

FOZ2 0,35 0,37 0,35 0,50 0,95 0

Nas estimativas de distancias Fsr par a par, todas foram significativas a um alfa =

0,01, sendo as populagdes com maior distancia genética entre si foram encontradas em CANI
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e FOZ3 (0,28) de N. hatschbachii, em CAN3 e FOZ2 (0,31) de S. vallsii, em CAN2 e FOZ1
(0,27) de E. corallinum e as menores distancias foram encontradas nas populagdes de FOZ2 e
FOZ3 (0,11) de N. hatschbachii, em FOZ2 e FOZ (0,09) de S. vallsii e em CAN3 ¢ CAN4
(0,10) de E. corallinum. Os demais indices do Fsr par a par entre todas as populacdes das

espécies se encontram na tabela 6.

Tabela 6. Os indices de diferenciacdo genética (Fsr par a par, a partir do AFLP) das populacdes das trés espécies
Nierembergia hatschbachii, Stylosanthes vallsii ¢ Eryngium corallinum, se encontram abaixo da diagonal ¢ a
distancia geografica (km), acima da diagonal.

Nierembergia hatschbachii

Populacdes CAN1 CAN2 CAN3 FOZ1 FOZ2 FOZ3 Fsrx
CAN1 - 1,48 10,58 30,70 35,10 37,31 0,24
CAN2 0,19 - 11,01 29,35 33,774 3591 0,20
CAN3 0,26 0,17 - 38,00 42,16 43,87 0,22
FOZ1 0,23 0,18 0,21 - 4,45 7,15 0,22
FOZ2 0,25 0,23 0,24 0,23 - 3,12 0,21
FOZ3 0,28 0,22 0,23 0,22 0,11 - 0,21
Stylosanthes vallsii
Populagdes CAN1 CAN2 CAN3 FOZ1 FOZ2 FOZ3 Fsrx
CAN1 - 1,48 10,58 30,70 35,10 37,31 0,22
CAN2 0,17 - 11,01 29,35 33,74 3591 0,17
CAN3 0,26 0,22 - 38,00 42,16 43,87 0,24
FOZ1 0,24 0,23 0,16 - 4,45 7,15 0,20
FOZ2 0,23 0,13 0,31 0,22 - 3,12 0,20
FOZ3 0,19 0,11 0,23 0,13 0,09 - 0,15

Eryngium corallinum

Populacdes CAN1 CAN2 CAN3 CAN4 FOZ1 FOZ2 Fsrx
CAN1 - 148 10,58 9,62 30,70 35,10 0,19
CAN2 0,16 - 11,001 948 2935 3374 0,18
CAN3 0,18 0,12 - 405 38,00 42,16 0,18
CAN4 012 0,13 0,10 - 3437 3845 0,15
FOZI1 026 027 026 021 - 445 0,22
FOZ2 026 025 026 020 0,12 - 0,22

A correlagdo entre as distdncias genéticas e geograficas das populacdes das trés
espécies, foi verificada utilizando o teste de Mantel. O teste de Mantel ndo revelou correlagao

significativa, entre a distancia genética e geografica, para as populacdes de N. hatschbachii (r
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=0,48, P=10,015) (Fig. 11) e S. vallsii, apenas este nao foi significativo (r = 0,27, P = 0.142)

(Fig. 12), tampouco para E. corallinum (r = 0,88, P = 0.044) (Fig. 13).
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Figura 11. Correlagao entre a diferenciagdo genética (Fsr par a par, a partir do AFLP) e distancia geografica (Km)
de 6 populacdes de Nierembergia hatschbachii (r = 0,48, P = 0,015). Analise realizada pelo teste de Mantel
utilizando o método “Pearson”. Distancias geograficas no eixo (x); Diferenciagdo genética no eixo (y).
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Figura 12. Correlagdo entre a diferenciagdo genética (Fsr par a par, a partir do AFLP) e distancia geografica (Km)
de 6 populagdes de Stylosanthes vallsii (r = 0,27, P = 0.142). Analise realizada pelo teste de Mantel utilizando o
método “Pearson”. Distancias geograficas no eixo (x); Diferenciagdo genética no eixo (y).
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Figura 13. Correlagéo entre a diferenciagdo genética (Fsr par a par, a partir do AFLP) e distancia geografica (Km)
de 6 populagdes de Eryngium corallinum (r = 0,88, P = 0.044). Analise realizada pelo teste de Mantel utilizando
o método “Pearson”. Distancias geograficas no eixo (x); Diferenciacdo genética no eixo (y).
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DISCUSSAO

O conceito de espécies endémicas em plantas estd comumente relacionado com a
distribuicdo geografica, tamanho da area de ocorréncia, capacidade de expansdo, associados a
fatores ambientais como altitude, clima ou solo e ainda a outros indices, como os que sdo
definidos pela IUCN, que podem classificar espécies endémicas, como raras (IUCN, 2012;
Rabinowitz 1981; Fiedler 1986). Essa forma de raridade é geralmente chamada de endemismo
local ou, raridade restrita a distribui¢ao (Cowlin, 2001).

Sendo assim, podemos considerar as espécies deste estudo, raras, devido a sua
distribuicdo restrita e especificidade. Esta raridade restrita, ja fora observada em Portulaca
hatschbachii, espécie dos mesmos afloramentos (Feliciano et al., 2022). Isto nos remete a um
alerta, para que as areas de Campos de Altitude do sul do Brasil, mais precisamente as areas de
afloramentos rochosos do Parand, e que ndo possuem planos de protecdo adequados e ndo estao
inseridas em nenhuma Unidade de Conservacdo, possam ser vistas como possiveis areas de
preservagao, pois abrigam um habitat com inumeras plantas consideradas raras e provavelmente
serdo extintas em breve, devido a elevada degradagao dos afloramentos.

Desta maneira, ¢ importante destacar que os indices de diversidade genética das
populagdes naturais sdo pardmetros importantes a serem estimados, pois ¢ devido a manutencao
dessa diversidade, que € possivel garantir a sobrevivéncia de uma espécie e o potencial
evolutivo, diante das adversidades ambientais (Frankham, Ballou & Briscoe, 2002). Em geral,
para espécies endémicas, a diversidade genética ¢ considerada baixa quando comparadas a
espécies amplamente difundidas (Barrett, S. C., & Kohn, J. R., 1991; Binks, Millar & Byrne,
2015) (Cavalli & Winge, 2003), usualmente porque os individuos aptos a se reproduzirem sao
limitados e, como estdo isolados de outras populacdes, ou restritos a pequenas areas, o
cruzamento entre individuos aparentados acaba sendo favorecido, contribuindo para perda de

diversidade e aumento da endogamia (Frankham, Ballou & Briscoe, 2010).



126

Os niveis de diversidade genética das populagdes de plantas estdo relacionados a
muitos outros processos que vao além do tamanho da area de ocupacao da espécie, o tamanho
efetivo da populacao, as sindromes de polinizagdo e dispersdo de sementes, efeitos fundadores,
eventos de gargalos e caracteristicas ecoldgicas (Cavalli & Winge, 2003; Barreto, 2010;
Frankham e outros, 2010). Além disso ¢ importante saber quem s3o os polinizadores nativos
das espécies, pois assim € possivel conhecer as preferéncias do polinizador € 0 modo como
estes utilizam os recursos disponiveis (Nogueira-Neto, 2002; Aguiar, 2003). Todos estes
fatores, relacionados as estimativas dos indices de diversidade contribuem para delineamento
de estratégias de conservagao, tanto ex situ (como a caracterizagdo de bancos de germoplasma
e sementes) (Miller et al., 2016) quanto in situ (Gilbert & Whitlock, 2015).

Com a aplicagdo dos marcadores AFLP, observamos que as espécies do estudo
apresentaram baixos indices de diversidade genética (N. hatschbachii (0,18), E. corallinum
(0,17) e S. vallsii (0,15)). Estas estimativas de diversidade genética foram realizadas para outras
espécies endémicas dos mesmos afloramentos rochosos do Parana, como P. hatschbachii
(Portulacaceae) HT = 0,16 (Feliciano et al., 2022), Z. paranaensis (Amaryllidaceae) HT = 0,17
(Aprigio, 2021) e M. hatschbachii (Fabaceae) HT = 0,12, todas estimadas a partir dos mesmos
marcadores AFLP. Podemos dizer que, os indices estimados foram semelhantes e considerados
baixos para todas estas diferentes espécies. Ainda que haja insuficiéncia de dados acerca dos
mecanismos de reproducgdo destas, o que permitiria melhorar a compreensao de tais parametros
(Aguiar, 2003), isto acaba por ser dispensavel, visto que ndo poderiamos dizer que espécies
com os mesmos tipos de sistema reprodutivo ou distintos, apresentariam alguma vantagem ou
desvantagem, uma vez que os indices foram muito proximos. O fato € que, mesmo na falta dos
dados de biologia reprodutiva, o gravame da elevada degradagdo do habitat, € o que prevalece,
e 0 que contribui para perda de diversidade desta flora rara e possivelmente levard a extingao

destas espécies em curto espago de tempo.
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Os indices de diversidade genética encontrados nas populacdes de N. hatschbachii,
S. vallsii e E. corallinum, sdo considerados baixos, € corroboram com o padrio de baixo
percentual de locos polimoérficos, sugerindo que estas populacdes tenham passado por evento
de gargalo genético recente seguido de expansao rapida a partir de poucos individuos (Cornuet
& Luikart, 1996; Piry, Luikart & Cornuet, 1999). Tais dados também podem ser corroborados
pela homogeneidade encontrada dentro das populagdes de Z. paranaenses, P. hatschbachii, e
M. hatschbachii, com pouca mistura entre os individuos e com moderada/alta estruturagdo
populacional, além do fluxo génico restrito agravado pelo natural isolamento geografico e forte
degradagdo (Aprigio, 2021; Feliciano et al., 2022; Feliciano, dados nao publicados).
O fluxo génico e diferenciagdo genética sao também parametros importantes a
serem estimados, pois avaliam a estruturagdo das populagdes, ¢ se ndo ha fluxo génico ou se o
mesmo for limitado, esperamos alta estruturacdo genética entre as populagdoes (Hamrick &
Godt, 1990). O fluxo génico ¢ a forca evolutiva capaz de minimizar os efeitos da deriva
genética, transferindo os alelos, gerados por mutacdo, a fim de homogeneizar as populagdes,
contribuindo para a manuten¢do da diversidade genética (Slatkin, 1994; Yao et al., 2007). Nos
afloramentos, ja foram descritos indices de diferenciagcdo genética relativamente altos, como
em M. hatschbachii (Fsr = 0,17) (Feliciano, dados nao publicados), em P. hatschbachii (Fsr =
0,36) (Feliciano et al., 2022) e em Z. paranaensis (Fsr=0,27) (Aprigio, 2021), N. hatschbachii,
(Fsr=0,22); S. vallsii (Fsr = 0,19); E. corallinum (Fsr = 0,20), sugerindo fluxo génico restrito,
e que aliado ao isolamento geografico natural, em que se encontram estas espécies, temos a
acentuacdo dos efeitos de deriva genética, que gradualmente, pode fixar ou deletar alelos
aleatorios, contribuindo para a perda de diversidade e comprometimento do fitness adaptativo
das populacdes (Wright, 1978; Godt, Johnson, & Hamrick, 1996; Frankham et al., 2010; Jones

& Wang, 2012; Heinken & Weber, 2013; Ellstrand, 2014).
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Além das estimativas de diversidade genética, foram estimados o nimero de
fragmentos privados (Fp) e indice de raridade (DW), a fim de investigar uma tendéncia na
distribuicdo da diversidade, entre as populacdes. Sendo assim, podemos dizer que com base
nestes indices, populagdes ha mais tempo estabelecidas tendem a apresentar maior nlimero de
fragmentos privados e indice de raridade, uma vez que passaram um tempo maior acumulando
mutagdes, do que populagdes ha menos tempo estabelecidas (Ehrich et al., 2006; Ortiz et al.,
2008; Tremetsberger et al., 2009). Diante disso, observamos que os maiores indices de
fragmentos privados e indice de raridade, em N. hatschbachii encontrado em CANI1 (Fp= 25;
DW =1199,38), E. corallinum CAN2 (Fp=14; DW =732,14), S. vallsii em FOZ2 (Fp =9; DW
=649,25), podendo sugerir que estas sejam as populacdes mais ancestrais de cada espécie.

Ainda sobre o padrao de distribuicao da diversidade e estruturagdo das populagoes,
a analise de agrupamento Bayesiano (BAPS) realizada para as trés espécies, mostrou os mesmos
agrupamentos encontrados na MSN, e evidenciou alta estruturagdo populacional A AMOVA
ainda revelou que, a maior parte da variacdo genética se encontra dentro das populagdes e ndo
entre elas, isso para as trés espécies e quando consideramos espécies que exibem polinizagdo
preferencialmente cruzada, podemos destacar padrdes similares na distribuigdo da variagdo
genética, como por exemplo os indices encontrados em P. hatschbachii (Feliciano et al., 2022)
e Z. paranaensis espécies dos mesmos afloramentos (Aprigio, 2021). Geralmente em plantas
de polinizagdo cruzada e perenes, a maior parte da variagdo genética, pode ser observada dentro
das populagdes, enquanto as plantas preferencialmente autofecundadas mantém a maior parte
da variagdo genética entre as populagdes (Nybom, 2004).

Desta maneira, diante das estimativas de fluxo génico, obtidas entre os pares de
populagdes (Tabela 5), podemos observar que estdo abaixo do necessario para manter a
diversidade genética e evitar a depressdo por endogamia (Mills & Allendorf, 1996: Wang,

2004), sendo o numero ideal de migrantes por geragdo (Nm= 1). No entanto, alguns pares de
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populagdes atingiram o numero ideal de migrantes por geracdo (Nm= 1), as quais pertencem ao
mesmo agrupamento genético encontrado pelo BAPS. A pouca mistura observada nestes
clusters a partir do BAPS, sdo correspondentes ao observados nos individuos que se misturam
na MSN, evidenciando fluxo génico em popula¢des mais proximas. Vale ressaltar que, nos 5
clusters encontrados nas populagdes de N. hatschbachii apenas um cluster foi composto de duas
populagdes distintas (FOZ2 X FOZ3), e elas se encontram a menos de 3,12 km de distancia, os
demais clusters foram compostos por cada uma das populagdes restantes isoladamente,
evidenciando que as populacdes a mais de 4 km, ndo se agruparam entre si. Ja nos 3 clusters
das populagdes de S. vallsii, podemos observar mais populagdes compartilhando o mesmo
agrupamento, como por exemplo, CAN2, FOZ2 e FOZ3 agrupados em um cluster ¢ CAN3,
FOZ1 em outro, e CANI1 o outro, o que nos remete a uma possivel dispersdo mais facilitada
propria da espécie (Lewis ef al., 2005), ainda que estes dados sejam escassos, também notamos
um maior nimero de individuos com mistura, ou possivel retencdo de polimorfismo ancestral,
uma vez que a populacdo de CAN2 encontra-se a uma consideravel distancia de 35 km, das
populagdes de FOZ2 e FOZ3 e ainda sim, fizeram parte do mesmo cluster. Todavia, nas
populagdes de E. corallinum os 3 agrupamentos encontrados pelo BAPS, colocaram as
populagdes de CAN1 em um grupo, as de CAN2, CAN3 e CAN4 em outro e FOZ1, FOZ2 em
outro, o que também pode sugerir maior fluxo génico nas popula¢des mais proximas.

Somado a isso, os afloramentos de ocorréncia das espécies, sdo habitats
descontinuos, com areas limitadas, sendo consideradas ilhas terrestres (Porembski, 2007), que
se distribuem conforme o derramamento de rochas basélticas. A dispersao de polen e sementes
nestes ambientes ¢ limitada e impacta a capacidade de colonizacdo de espécies endémicas e
restritas (Lavergne et al., 2004;). Como consequéncia dessa descontinuidade, somado aos altos
niveis de degradacdo, a agdo dos polinizadores acaba sendo cada vez mais limitada, pois além

da distancia, os recursos alimentares disponiveis também ¢ reduzido nesses ambientes, onde os
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visitantes florais, vao se limitando a visitas das mesmas flores e/ou flores proximas, e acabam
por contribui para perda de diversidade, devido aos cruzamentos entre individuos aparentados
(Serrote; Reiniger & Stefenon, 2016). Sendo assim, ao observarmos as composi¢des dos
agrupamentos encontrados pelo BAPS ¢ a pouca mistura que o mesmo apresentou, podemos
dizer que a capacidade de dispersdo destas espécies esta limitada as trocas alélicas que se dao
apenas entre populagdes vizinhas (Stepping-Stone) (Kimura & Weiss, 1964).

Estudos sobre os aspectos da historia natural da regido, também nos dariam
informagdes relevantes para entender a dindmicas destas populagdes. Visto que em S. vallsii,
pudemos observar que houve, dois agrupamentos encontrados pelo BAPS (CAN2, FOZ2,
FOZ3) e (CAN3, FOZ1) que ndo seguiu o modelo esperado, de fluxo génico e dispersao entre
as populagdes mais proximas (Stepping-Stone) (Kimura & Weiss, 1964), comtemplando o
modelo de ilha descrito por Wright (1964), onde a migra¢ao se d4 ao acaso entre grupos de
pequenas populagdes. O fato é que, o cenario melhor explicado, seria as populagdes mais
proximas comporem o mesmo cluster, sendo CAN2 junto a CAN3, e FOZ1, FOZ2 junto com
FOZ3 (Fig.6). No entanto, poderiamos supor que nas populagdes de S. vallsii, haveria uma
retengdo de polimorfismo ancestral, o que justificaria a composi¢do genotipica de populagdes
mais distantes se agruparem no mesmo cluster, como abordado nos estudos de Godoy e
colaboradores (2019), com Mikania micrantha (Asteraceae). Posto isto, ainda podemos
considerar as flutuagdes climaticas de 21 mil anos atrds, quando o planeta atingiu sua
temperatura mais baixa desde o ultimo ciclo glacial, o clima frio e seco propiciava o
desenvolvimento dos campos, dos quais se estendiam a longas e continuas areas, permitindo
que as espécies deste ambiente avangassem sobre areas mais Umidas e quentes, onde
predominavam as florestas. Ao migrar pra regides que ndo estavam adaptadas, as espécies
campestres se diversificaram, dando origem a novas espécies (Boucher, Zimmermann & Conti,

2016), mas, com o aquecimento gradual e aumento da umidade, as florestas voltaram a se
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expandir e ocupar regides de campos que, por sua vez, se tornaram restritos as regides mais
altas, onde estdo hoje (Iganci et al., 2011). Barros (2015), ainda sugere que o endemismo ¢
caracterizado por ecossistemas antigos e estdveis, pois o surgimento de novas espécies ¢
demorado. Seguindo este raciocinio, poderiamos sugerir que a dindmica de expansdo e
contracdo dos campos, devido ao esfriamento e aquecimento do planeta, também explicariam
as diversas espécies endémicas encontradas nos afloramentos do Parand, conforme as que
detalhamos neste estudo e em outros (Iganci et al., 2011; Barros et al., 2015; Feliciano et al.,
2022; Aprigio, 2021).

Por este motivo, se torna crucial o conhecimento € o entendimento da estrutura
genética espacial populacional das espécies, a fim de delinear a melhor estratégia de manejo e
a conservagdo dos recursos genéticos, ja que a presenca de estruturacdo genética pode
influenciar padrdes reprodutivos e evolutivos, (Miyamoto et al., 2002; Jin et al., 2003; Kevin
et al., 2004; Oddou-Muratorio et al., 2004). A diversidade genética ¢ especialmente importante
para uma espécie pois contribui para a preservagdo da capacidade evolutiva quando ha
alteracdes ambientais (Booy et al., 2000). Tal conhecimento também ¢ fundamental para o
estabelecimento de estratégias de amostragem em populagdes naturais, seja pra escolha da area
que representa a maior composicdo do pool génico de uma espécie, contemplando a
conservagdo in situ, bem como a coleta de sementes para conservacdo e reintroducdo de
germoplasma (Wu et al., 2015), contemplando a conservagdo ex situ, ambas primordiais para
salvaguarda da espécie (Godefroid et al., 2011). A gestdo das colecdes e a conservagdo dos
recursos genéticos deve garantir que a maior parte da variagdo existente seja conservada
(Crossa,1994; Mounce; Smith; Brockington, 2017).

A conservagdo de recursos genéticos requer uma avaliagdo da diversidade genética
e estrutura das espécies, principalmente as ameacadas de exting@o. A incorporagdo de dados e

informagdes sobre espécies da flora ameagada, juntamente com as andlises de fragilidade
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ambiental, pode constituir-se em uma ferramenta util para se avaliar o grau de impacto das
atividades antrépicas sobre esta biodiversidade, sobretudo para estimar os reais riscos e
probabilidades de extingdo de espécies (Jackson & Kennedy, 2009). No entanto, ¢ dificil
planejar estratégias de conservagdo, uma vez que estudo sobre a diversidade genética e até
mesmo a caracterizagdo da area dos afloramentos, ¢ escasso. Sendo assim, trabalhos como este
podem auxiliar no mapeamento das areas estratégicas para a conservagao e restauracdo da
biodiversidade do Parana. O fato ¢ que diante dos dados apresentados, partimos para um apelo
a uma area que abriga uma flora rara e endémica, que precisa ser protegida, ou sera perdida em
breve. E essencial obter as estimativas dos indices de diversidade genética, entender a estrutura
e fluxo génico de uma populagdo para nortear, possiveis estratégias de manejo e conservagao
que de fato funcionem.

Diante disso, a inica maneira de atentar o 6rgdo publico sobre a necessidade de
protecdo destas areas, seria inicialmente expor a possibilidade de incentivos, aos proprietarios,
como por exemplo a criagcio de uma Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN),
explanando os beneficios de tal acdo em que héa isengdo do Imposto sobre a Propriedade
Territorial Rural (ITR), referente a area reconhecida como RPPN. Logo, o proprietario pode
permitir a realizagdo de pesquisas cientificas, atividades de educacdo ambiental e visitagdo
publica, desde que as atividades estejam previstas no Plano de Manejo da RPPN (decreto n°
5.746, de 5 de abril de 2006). Para que entdo, possamos alcancar visibilidade e seguir na
indicagdo destas areas para a Compensagdo de Reserva Legal (Lei Federal n° 12.651/2012),
mostrando aos proprietarios das areas, o grande valor bioldgico e as vantagens de conservar as
areas dos Campos Subtropicais de Altitude, sobre afloramentos de basalto e ai sim junto ao
orgao publico conseguir apoio para criagdo de uma unidade de conservagao.

Outra estratégia, seria realizar parcerias com projetos para formagao extracurricular

docente, dentro das Universidades, a fim de levar os dados levantados na area académica para
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conhecimento da comunidade local, tais como projetos de Educagdo Ambiental, nas escolas
publicas e particulares, enfatizando o quanto estes afloramentos sdo ricos em biodiversidade.
Sendo assim, promover a divulgacdo de dados e materiais informativos que alcancem a
sociedade, ¢ de suma importancia, a fim de incrementar a conscientiza¢ao sobre a necessidade
da conservagdo da biodiversidade e os possiveis impactos a qualidade de vida, especialmente

quanto aos servigos ecossistémicos e sua importancia na adaptacdo as mudangas climaticas.

CONCLUSAO

Aqui descrevemos os indices de diversidade e a estrutura genética de populacdes
naturais de Nierembergia hatschbachii, Stylosanthes vallsii e Eryngium corallinum, todas
endémicas de regides exploradas sobre os afloramentos de basalto do Parand. Esses
afloramentos rochosos, também conhecidos como “ilhas terrestres”, impdem condi¢des de
vulnerabilidade ambiental, que somado a degradacdo e falta de preservacdo, comprometem a
perpetuagdo destas espécies.

Os marcadores AFLP, permitiram investigar a estrutura populacional e diversidade
genética, mostrando que os indices sdo considerados baixos para todas as espécies estudadas, e
alta estruturacdo genética também foi observada, fato que compromete o fitness adaptativo
delas. Logo, a redu¢do destas populacdes, devido a degradagdo eminente do habitat, pode
extinguir inimeras destas espécies em curto tempo. Sendo assim, compreender a diversidade
genética existente e a diferenciacdo entre as populacdes se torna um componente crucial dos
programas de recuperagdo de areas, para garantir a protecao destas espécies.

Os programas de recuperagdo de espécies podem ter como objetivo aumentar ou
manter o tamanho demografico da populagdo existente, através da preservacdo das
areas/habitats de ocorréncias, mantendo o maximo possivel da paisagem original. Os programas

de recuperagdo podem ainda aumentar a diversidade genética das populagdes, com a
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reintroducdo de individuos com ou mesmo criar a partir destes, por meio de culturas in vitro e
protocolos de criopreservagdo, bancos de sementes e jardins/ colegdes vivas, novos individuos
para aumentar o numero ¢ diminuir a estruturacdo das populacdes existentes. Para os
afloramentos rochosos, cuja conectividade ¢ naturalmente descontinua, os programas de
recuperagdo de espécies se tornam cruciais, visto que ha redugdo destas areas encontra-se cada
vez mais acelerada.

Todas as populacdes, especialmente aquelas que apresentam os mais elevados
niveis de variabilidade genética, quando avaliadas em diversos cenarios ou evidenciando
notaveis discrepancias genéticas, merecem ser preservadas. A preservacao in situ € reconhecida
como a abordagem mais eficaz para a prote¢ao de espécies vegetais em risco, possibilitando a
salvaguarda de todo o pool genético em seu ambiente natural. Contudo, ¢ igualmente importante
contemplar a preservagao ex situ, como a caracterizagido de bancos de germoplasma e sementes,

a fim de viabilizar alternativas concretas para a protecao dessas espécies.
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Figura S1. Grafico de residuos contra valores previstos para um modelo linear entre distancia

geografica e diferenciagcdo genética de Mimosa hatschbachii. Note que os pontos ndo se encontram

distribuidos de maneira uniforme ao longo da reta, apresentando residuos menores quanto maior for a

diferenciagdo genética prevista. Este padrdo indica que a diferenciagdo genética ndo responde de

maneira linear as mudangas de distancia geografica.
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Figura S2. Mapas de autovetores de Moran baseados na distancia (AbMEM) de popula¢des de Mimosa

hatschbachii. O tamanho do circulo representa a magnitude da pontuag¢ao de cada variavel para cada

populagao.
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Figura S3. Matriz de correlagdo de Pearson entre as variaveis ambientais utilizadas como variaveis
explicativas para a diferenciagéo genética de populagbes de Mimosa hatschbachii. As variaveis com o
nome em vermelho foram eliminadas da matriz ambiental por apresentar correlagao superior a 0,85 ou
inferior a -0,85 com outras variaveis, enquanto as variaveis com nome em verde foram eliminadas por
apresentar Fator de Inflagdo da Variancia (VIF) superior a 10, ou seja, os seus valores podem ser
previstos pelas variaveis restantes. O tamanho dos circulos e intensidade da cor indicam a correlagao
entre um par de variaveis, sendo que a cor vermelha indica correla¢cado negativa, a cor azul correlacéo

positiva, e o branco auséncia de correlagao.
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