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RESUMO

O género Anomochloa Brongn. inclui uma unica espécie, A. marantoidea Brongn.,
reconhecidamente a mais antiga entre as gramineas viventes. E uma espécie rara, endémica da
Mata Atlantica do sul do estado da Bahia com apenas duas populacdes conhecidas até pouco
tempo, ambas com poucos individuos e nenhuma em érea protegida, sendo considerada
criticamente ameacada de extingdo. O conhecimento sobre essa espécie ¢ de suma
importancia para compreender a evolucdo dentro da familia, e assim, o presente trabalho
visou ampliar o conhecimento acerca da extensdo da distribuicdo geografica da mesma e
avaliar suas areas potenciais de ocorréncia, bem como conhecer os niveis de diversidade e
ameacas genéticas resultantes do pequeno tamanho populacional, dados essenciais para
programas que visem sua conservacao. Duas novas populagdes foram localizadas
recentemente e o nicho ecologico modelado ndo divergiu da distribuicdo esperada, indicando
uma alta restri¢do climatica e reafirmando a raridade da espécie. O indice de cobertura vegetal
e a precipitagdo foram os principais requisitos ambientais a influenciar sua distribui¢do tao
restrita. Os niveis de diversidade genética nas populagdes inferidos por marcadores
moleculares indicam que a espécie tem capacidade para responder imediatamente bem em
curto prazo e que um plano de conservacdo pode ser eficiente em manter a atual diversidade
especifica. Esta diversidade se mostrou relacionada com tamanho populacional, assim,
propagulos para o estabelecimento de novas populagdes em sitios climaticamente adequados
devem ser obtidos das maiores populagdes. Analises de estruturacdo genética sugerem
fragmentacdo recente e indicam baixo fluxo génico entre as populagdes conhecidas da
espécie, com consequentes altos niveis de endogamia, por isso ¢ recomendado fluxo génico
mediado por atividade humana entre as populagdes para evitar depressdo endogadmica. E
hipotetizado que diferencas genéticas entre as populacdes sao causadas majoritariamente por
deriva aleatoria, o que tornou populacdes com menos individuos mais diferenciadas
geneticamente daquela com o maior niimero. Isso implica que um nimero minimo de

individuos (~100) ¢ desejavel para evitar reducao na diversidade genética das populagdes.

Palavras-chave: Mata Atlantica, Maxent, ISSR, espécie rara



ABSTRACT

The genus Anomochloa Brongn. includes a single species, A. marantoidea Brongn., known as
the earliest extant grass. It is a rare species from the Brazilian Atlantic rainforest, endemic to
the southern Bahia. Only two populations were discovered so far, occurring out protected
areas with few individuals registered, thus, A. marantoidea is considered critically threatened
with extinction. The study of this species is highly important to understand evolutionary
processes within Poaceae family. The present study aimed to increase the knowledge about its
geographic range, to evaluate its potential areas of occurrence and to access its genetic
diversity, detecting probable genetic threats as a result of its small population size. These data
are essential for the development of conservation programs. Two new populations were
recently discovered and the modeled ecological niche to A. marantoidea did not diverge from
the expected geographical extent, denoting high climatic restriction and reasserting its rarity.
The variables Index of Tree Cover and Rainfall are the main components that influence its
restricted distribution. The levels of genetic diversity within the populations accessed by
molecular markers indicate that A. marantoidea exhibits capacity for favorable response in
short time and a conservation plan may be efficient to maintain its current genetic diversity.
This diversity is correlated to the population size, for this reason, the propagules necessary for
establishing new populations in climatically suitable sites must be originated from the largest
populations. Genetic structure analysis suggests recent fragmentation and low gene flow
among populations showing high levels of inbreeding. In this way, we recommend human
mediated gene flow between the populations in order to mitigate the risks of inbreeding
depression. It is hypothesized that the genetic differences among populations are caused
mostly by random drift, resulting in populations with few individuals more genetically
differentiated than the large ones. This implies that a minimum number of individuals (~100)

is desirable to avoid the decrease of genetic diversity in populations.

Keywords: Atlantic Forest, Maxent, ISSR, rare species
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INTRODUCAO GERAL

Mata Atlantica brasileira

A Mata Atlantica brasileira ¢ um dos mais importantes hotspots mundiais de
biodiversidade (MYERS et al., 2000), abrigando mais de 15000 espécies de plantas, cerca de
5% da diversidade mundial. Destas 8.000 sdao endémicas; 5% também ¢ a propor¢ao da
diversidade mundial para vertebrados presentes neste bioma (PINTO et al., 2012). A Mata
Atlantica ja apresentou uma distribuigdo continua ao longo de toda a costa brasileira,
estendendo-se até o Paraguai e Argentina, cobrindo mais de 1,5 milhdes de km? sendo a
segunda maior floresta pluvial tropical do continente americano (TABARELLI et al., 2005).

Apesar de ser um dos dominios mais favorecidos por areas de protecdo integrais da
América do Sul e da existéncia de muitos instrumentos legais para a sua prote¢do (BRASIL
2008), as regides protegidas na Mata Atlantica representam menos de 20% da sua atual
extensdo, sendo ainda muito comum a realizagdo de atividades ilegais (GALINDO-LEAL e
CAMARA, 2003; TABARELLI et al. 2005). Como consequéncia, este bioma se encontra
atualmente reduzido a fragmentos disjuntos, a maioria em propriedades privadas
(RAMBALDI e OLIVEIRA, 2003). Dados recentes indicam que no periodo entre 2014 e
2015, mais de 18 mil km? da Mata Atlantica foi desmatada (FUNDACAO SOS MATA
ATLANTICA e INPE, 2016) e calcula-se que restam apenas 8,5% de remanescentes com area
maior que 100 hectares (FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2015). Muitos destes
fragmentos isolados sdo insuficientes para a persisténcia de espécies ¢ manutengdo de
processos ecologicos e da biodiversidade em longo prazo (RAMBALDI e OLIVEIRA, 2003;
SILVA e TABARELLLI, 2000).

Devido a sua distribui¢ao heterogénea, varias subdivisdes para a Mata Atlantica ja
foram propostas. Estas sdo baseadas em grupos biologicos bem conhecidos, a exemplo
daquela proposta por Silva e Casteleti (2005). Dentro dessa classificagdo, a sub-regido da
Bahia, que se estende de Sergipe ao Espirito Santo, apresenta alto grau de endemismo,
principalmente de vertebrados terrestres, borboletas florestais e plantas. Entre as principais
plantas endémicas da regido, estdo varias espécies de leguminosas (Fabaceae), de palmeiras
incluindo algumas de interesse economico, a exemplo da “piacava” (Attalea funifera Mart.), e
muitas gramineas, especialmente bambus lenhosos e herbaceos (SILVA e CASTELETI,

2005; SODERSTROM; JUDZIEWICZ; CLARK, 1988; THOMAS et al., 1998).
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As gramineas e sua importancia

Poaceae (gramineas) ¢ uma familia de monocotiledoneas que tem como caracteristica
mais marcante a estutura das suas inflrescéncias, que sdo conhecidas como espiguetas. Suas
sépalas foram substituidas por orgdos florais de aspecto folhoso, palea e lema, e as pétalas
substituidas por lodiculas (KELLOGG, 2001).

Pela grande diversidade de géneros e espécies, ampla distribuicdo e ocupacdo de
diferentes ambientes, além da importancia econdmica de alguns representantes, Poaceae
(gramineas) ¢ considerada uma das mais importantes familias de Angiospermas. Sao mais de
12.000 espécies reunidas em quase 800 géneros, organizados em 12 subfamilias, com base em
informagdes morfoldgicas e moleculares (SORENG et al., 2015). Entre seus representantes
mais importantes estdo o trigo (7riticum L.; Pooideae), o milho (Zea mays L.; Panicoideae), a
cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.; Panicoideae) o arroz (Oryza sativa L;
Oryzoideae) e os bambus (Bambusoideae).

As subfamilias Anomochlooideae, Pharoideaec ¢ Bambusoideae ocorrem especialmente
em florestas neotropicais, frequentemente apresentam folhas pseudopecioladas e padrao
fotossintético Cs, enquanto as demais (Oryzoideae, Pooideae, Aristidoideae, Danthonioideae,
Chloridoideae, Arundinoideae, Micrairoideae, Panicoideae e Puelioideae) predominam em
savanas ou ambientes campestres, com folhas geralmente lineares, ndo pseudopecioladas e
com via fotossintética C; ou C4 (GPWG II, 2012).

Ao longo da sua evolucao, houve uma mudanga ecologica na familia de um habitat
inicialmente florestal e imido, conservado por algumas subfamilias, para ambientes abertos e
secos, 0 que marcou o inicio da principal diversificagdo nas gramineas, fazendo com que seus
representantes conquistassem os mais diversos nichos ecologicos do planeta e se tornassem as
plantas dominantes em extensos biomas, denominados grasslands, ou “campos graminosos”
(KELLOGG, 2001). Acredita-se que esta transicdo ocorreu no Mioceno (24-14 ma) e que esta
ligada com o desenvolvimento de polinizagdao anemoéfila (LINDER e RUDALL, 2005).

A linhagem mais antiga das gramineas

A subfamilia Anomochlooideae representa a linhagem mais antiga da familia Poaceae.
Esta tem distribuicdo neotropical e ¢ constituida por duas tribos monogenéricas,
Anomochloeae C. E. Hubb. e Streptochaeteae C. E. Hubb., que incluem apenas Anomochloa
Brongn. e Streptochaeta Schrad. ex Nees, respectivamente (SORENG et al., 2015). A espécie
A. marantoidea Brongn., Unica representante do género, foi posicionada inicialmente entre os

bambus herbaceos devido ao seu aspecto bambusdide e ao ambiente de ocorréncia, além de
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caracteres relacionados a anatomia foliar (JUDZIEWICZ e SODERSTROM, 1989). Porém, a
partir do inicio dos estudos filogenéticos em Poaceae na década de 1990, a real posi¢ao de A.
marantoidea na evolucdo da familia foi esclarecida, através de analises baseadas em
sequéncias de DNA do gene ndhF, que codifica a enzima NADH desidrogenase F (CLARK,
ZHANG e WENDEL, 1995). Ao invés de posicionada entre os bambus herbaceos, que
pertencem a subfamilia Bambusoideae (tribo Olyreae), 4. marantoidea tem sido evidenciada
como representante da mais antiga linhagem de gramineas viventes, posi¢ao esta que tem sido
corroborada por diversas filogenias desde entio (BOUCHENAK-KHELLADI et al., 2010;
BREMER e BAUM, 2002; BURKE et al., 2016; DUVALL e MORTON, 1996; GAUT et al.,
1999; JUDZIEWICZ e CLARK, 2007; MASON-GAMER, WEIL ¢ KELLOGG, 1998;
PRASAD et al., 2011).

Esse género cujo nome significa “graminea andmala” foi descrito por Adolphe
Theodore Brongniart no século XIX a partir de espécimes cultivados na estufa do Jardin des
Plantes em Paris (BRONGNIART, 1851). Porém, naquela época ndo existia muita clareza
sobre a origem dos propagulos. Enquanto o artigo de Brongniart indicava “provincia da
Bahia, Brasil”, as etiqueta de espécimes em herbarios mostravam, em traducao livre, “Morro
chemado, provincia do Rio de Janeiro”. A Unica informagdo consistente sobre a origem dessa
espécie era o pais, isso levou a buscas no Rio de Janeiro, que ndo obtiveram sucesso
(JUDZIEWICZ ¢ SODERSTROM, 1989). Assim, os espécimes que cresciam em casa de
vegetacao representavam o unico material vivo disponivel para o género até 1866, quando
ineveitavelmente morreram e ndo foram mais encontradas, seja campo ou em cultivo
(JUDZIEWICZ e SODERSTROM, 1989; JUDZIEWICZ et al., 1999).

A partir da década de 1960, tiveram inicio os estudos sobre a Sistematica e Evolugao
de bambus Neotropicais pelo Dr. Thomas Soderstrom, do Smithsonian Institution, juntamente
com sua colega, Cleof¢ Calderon, os quais investiram em amplas viagens de coleta para
diferentes areas na América Tropical, incluindo a Amazonia e Mata Atlantica. Esses
pesquisadores tinham grande interesse em localizar amostras de géneros de Poaceae pouco
conhecidos ou cuja origem era desconhecida, a exemplo de Anomochloa marantoidea. Apds
mais de 100 anos de esfor¢os, em meados de 1976, Cleofé Calderon e o entao funcionario da
Comissao Executiva de Planejamento da Lavoura Cacaueira (CEPLAC), Talmoén S. Santos,
localizaram uma populagdo dessa espécie no municipio de Una, no Sul da Bahia, o que foi
motivo de grande comemoragdao entre os estudiosos desta familia (JUDZIEWICZ e
SODERSTROM, 1989). Até o inicio do presente trabalho, apenas duas populagdes naturais

da espécie eram conhecidas.
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Figura 1. Anomochloa marantoidea. A, Habitat; B e C, Habito; D, Detalhe da inflorescéncia. Fotos: J. Vieira (A); J. Lima (B); J. Jardim (C) e C.
Silva (D).
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Anomochloa marantoidea ¢ exclusiva da regido de Una, na Mesorregido do Sul
Baiano, microrregido de Ilhéus-Itabuna (também conhecida como Regido Cacaueira), ocorre
tipicamente em florestas de encosta de morro (Fig. 1 A). Os individuos sdo ervas perenes,
cespitosas, de tamanho médio, chegando at¢ 1 m de altura (Fig. 1 B, C); suas folhas sao
longas e largas (4-7 por colmo), que lembram as de representantes da familia Marantaceae,
dai seu epiteto especifico (JUDZIEWICZ et al., 1999). A inflorescéncia difere bastante dos
demais membros da familia, com bréacteas conspicuas e estruturas apenas equivalentes as
espiguetas (Fig. 1 D) (GPWG, 2001; KELLOGG, 2001; SAJO, LONGHI-WAGNER e
RUDALL, 2008; SAJO et al., 2012).

Pela distribui¢do tao restrita, pequeno nimero de populacdes e de individuos em cada
populagdo, Anomochloa marantoidea esta entre as espécies mais raras do mundo. E por ser
um taxon basal e raro de uma importante familia, torna-se ainda mais importante,
principalmente do ponto de vista evolutivo e biogeografico (THOMAS, 2007). Com base em
estudos antigos, a origem da familia Poaceae era hipotetizada para o continente africano,
apontando os bambus como sua linhagem mais antiga (RAVEN e AXELROD, 1974).
Contudo, uma vez que a localizacdo de clados basais ¢ interpretada como indicativo de
centros de origem do grupo (HEADS, 2009), a inclusdo de sequéncias de DNA de A4.
marantoidea em estudos filogenéticos e biogeograficos apontou evidéncias para o surgimento
das gramineas em florestas da América do Sul ou Gondwana (BOUCHENAK-KHELLADI et
al.,, 2010; BREMER e BAUM, 2002; CLARK, ZHANG e¢ WENDEL, 1995; KELLOGG,
2001; PRASAD etal., 2011).

Também ¢ consenso entre os pesquisadores que espécies raras apresentam
caracteristicas que as diferem de espécies com distribuigdo mais ampla, podendo esta raridade
ser devida a fatores intrinsecos, como por exemplo, seu sistema reprodutivo € mecanismos de
dispersdao (ESPELAND ¢ EMAM, 2011; KUNIN e GASTON, 1993) e a fatores externos,
como alteragdes ambientais e intervencdo humana (GOERCK, 1997). Cada um desses fatores
tem diferentes implicacdes para a conservacdo de espécies e demandam medidas
conservacionistas especificas. No trabalho cldssico acerca de padrdes de raridade de espécies
realizado por Rabinowitz (1981), a autora propde uma classificacdo em sete grupos, onde as
espécies que ocupam o grupo mais ameacado seriam aquelas com distribuicdo restrita,
pequeno numero populacional e que apresentam especificidades ambiental. Anomochloa
marantoidea pode claramente se encaixar nesse grupo, por todos os atributos ja& mencionados,

justificando o investimento em estudos que priorizem sua conservacao.
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Diversidade Genética

A diversidade genética de uma espécie ¢ estimada pela quantidade de diferentes alelos
e genotipos detectados. Mudancgas nas frequéncias de alelos de populacdes e espécies sdo a
base do processo evolutivo. A variabilidade genética ¢ a matéria-prima sobre a qual surgem
mudancas adaptativas que podem garantir a sobrevivéncia de uma entidade evolutiva sob
determinada pressao seletiva (FRANKHAM, 1995). Diferencas entre genes, por menores que
sejam, podem corresponder a diferentes aminoacidos durante o processo de transcrigcdo e,
consequentemente, gerar diferentes proteinas. Proteinas diferentes podem significar
diferengas em processos bioquimicos ou na morfologia de membros de uma mesma espécie
(FRANKHAM, BRISCOE ¢ BALLOU, 2002).

A TUCN reconhece a necessidade de conservagdo da biodiversidade em trés niveis:
diversidade genética, diversidade de espécies e diversidade de ecossistemas (IUCN, UNEP e
WWEF, 1980). Entretanto, muito ceticismo ja houve em relacdo a pertinéncia do uso de dados
sobre a diversidade genética para fins de conservagdo. Ja foi argumentado que espécies
tornavam-se extintas apenas devido a fatores ecoldgicos (e.g.: perda de habitat, espécies
invasoras, mudangas climaticas) e que a variabilidade genética pouco influenciava ou que ndo
havia tempo habil para que esta viesse a influenciar no vigor das espécies (HAMRICK e
GODT, 1996a).

Os muitos estudos ja desenvolvidos em diferentes grupos de plantas mostram que o
conhecimento sobre os niveis de variabilidade genética sdo extremamente importantes para
detectar os polimorfismos nas populagdes; encontrar gendtipos Unicos e prioritarios para
conservacdo; e indicar as possiveis ameacgas a conservagdo genética, como depressdo por
endogamia e efeito de gargalo, especialmente em populagdes pequenas (ELLSTRAND e
ELAM, 1993; KRAMER e HAVENS, 2009). Além disso, este tipo de analise pode revelar
aspectos desconhecidos da biologia de uma espécie, como por exemplo, forma de reproducao
(HAMRICK e GODT, 1996b; CHARLESWORTH, 2003) e padrdes de dispersdo em plantas
(OURBORG, PIQUOT e VAN GROENENDAEL, 1999), sendo de grande utilidade em
estudos de grupos ameacados.

A estrutura e a diversidade genética das populagdes podem ser inferidas através de
marcadores moleculares neutros, uma vez que estes refletem os processos evolutivos que
afetam todo o genoma e podem ser usados como indicadores de variacdo adaptativa (LYNCH
et al., 1999; HEDRICK 2001). Um dos mais utilizados e mais promissores destes marcadores
sdo os ISSRs (Inter Simple Sequence Repeat) (GUPTA et al., 1994). Essa técnica ¢ baseada

em PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) e envolve a amplificagdo de sequéncias de DNA
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utilizando apenas um primer por reagdo, geralmente ancorado, composto por uma sequéncia
SSR; duas regides repetidas destes orientardo a amplificagdo do DNA em direg¢des opostas
(REDDY, SARLA e SIDDIQ, 2002). Esta reacdo gera padrdes de banda para varios loci a
partir de uma unica reagdo de PCR, cobrindo uma grande parte do genoma alvo sem
necessidade de conhecimento prévio das sequéncias de DNA (ALLENDORF, LUIKART e
AITKEN, 2013; KOJIMA et al., 1998). Os loci sdo interpretados como bialélicos, onde os
alelos sdo a presenca ou auséncia de bandas visualizadas em um gel por eletroforese (WOLFE
e LISTON, 1998).

Os polimorfismos detectados pelos ISSRs sdo revelados através de diferencas na
frequéncia e na distribuicdo das regides de SSR’s no genoma analisado e por variagdes nos
sitios de anelamento de primers ancorados (REDDY, SARLA e SIDDIQ, 2002), mas também
ha a possibilidade de perda completa do sitio ou rearranjamento estrutural de cromossomos.
Estas alteracdes fazem com que os primers ndo anelem e a reacdo de amplificagdo ndo ocorra,
causando a auséncia de bandas (WOLFE e LISTON, 1998). Uma vez que a taxa de mutacao
dos SSRs esta entre as mais altas para marcadores moleculares, a chance de polimorfismo nos
ISSRs ¢ grande, mesmo esta dependendo de que haja dois SSRs com um motivo comum
orientado na fita oposta do DNA, dentro de uma distancia amplificavel por PCR (WOLFE,
XIANG e KEPHART, 1998).

Originalmente utilizada em plantas cultivadas (FANG e ROOSE, 1997; FANG et al.,
1997; ZIETKIEWICZ, RAFALSKI e LABUDA, 1994), a técnica de ISSR-PCR foi utilizada
em populacdes naturais inicialmente por Wolfe e colaboradores, auxiliando na identificagdo
de padroes de hibrida¢do e fluxo génico (WOLFE e LISTON, 1998; WOLFE, XIANG e
KEPHART, 1998). Os ISSRs tém tido ampla utilizacdo por diferenciarem rapidamente
individuos proximamente relacionados, podendo ser aplicados com muito sucesso em estudos
taxondmicos (FANG, KRUEGER e ROOSE, 1998). Além disso, quando comparados a
analises de sequéncias de DNA de /ocus Gnico, marcadores multiloci reduzem o risco de se
delimitar espécies erroneamente por introgressdo ou classificagdo de linhagem incorreta
(DUMINIL e DI MICHELE, 2009; HAUSDORF e HENNIG, 2010). Marcadores ISSR sao
também comumente utilizados para determinar diversidade genética e estruturagao
populacional de plantas ameacadas como subsidio a conservagdo (FAJARDO et al., 2017;
GONZALEZ-LOPEZ et al., 2014; HUANG, ZHANG e LI, 2009; JIMENEZ et al., 2017;
KNOX et al., 2016; LU, YORKSON e MORDEN, 2016; NARZARY, RANA ¢ RANADE,
2010; NUNES et al., 2017), bem como para avaliagdo de vigor e adaptagdo local (SILVA et
al., 2014; WANG et al., 2016).
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Modelagem de nicho ecologico

No campo da conservagdo, a modelagem de nicho ecoldgico tornou-se nos ultimos
anos uma importante ferramenta. Por meio desta tém-se abordado varias questdes
relacionadas principalmente a planos de conservac¢do, quando informagdes de campo sdo
escassas (GUISAN e THUILLER, 2005). Entre as muitas aplicagdes da técnica estdo:
quantificagdo de nicho ecologico (KUMAR e STOHLGREN, 2009; YANG et al., 2013);
avaliacdo de efeitos de impacto climatico (TELLEZ-VALDES e DAVILA-ARANDA, 2003;
PEARSON e DAWSON, 2003); predicdo do potencial invasor de espécies (PETERSON e
VIEGLAIS, 2001) e ocorréncia de espécies raras (PEARSON et al., 2007; GUISAN et al.,
2006) e avaliacdo do status de conservacao das espécies (PAPES e GUAUBERT, 2007;
PENA et al., 2014).

A premissa central da modelagem ¢ que a distribuicdo conhecida de uma espécie
fornece informagdes uteis sobre seus requisitos ambientais, e desta forma, regides geograficas
que apresentem ambiente similar aquele onde as espécies ja foram observadas podem entdo
ser localizadas (PEARSON e DAWSON, 2003). De acordo com Soberon (2007), os
preditores ambientais utilizados na construcdo de modelos de nicho podem envolver
diferentes condi¢des e recursos. Estas duas classes de variaveis podem ser relacionadas aos
conceitos classicos de nicho ecologico de Grinnell (1917) e Elton (1927), respectivamente. O
conceito de Grinnel se refere especialmente as condigdes ecoldgicas ndo interativas requeridas
para a manutencdo de uma populacdo numa determinada area (ex. varidveis climaticas),
assemelhando-se ao conceito de nicho fundamental (NF) de Hutchinson (1957). Por outro
lado, o conceito de Elton foca em interagdes bidticas com outras espécies e na dinamica do
consumo de recursos (nicho realizado. NR) (PETERSON et al., 2011; SOBERON, 2007).
Ambos os conceitos sdo importantes e complementares para o entendimento da distribui¢ao
geografica das espécies, que envolve além destas, varidveis relacionadas a capacidade
evolutiva e de movimentagao e/ou dispersdo das espécies (SOBERON e PETERSON, 2005).

Enquanto dados para variaveis relacionadas ao conceito de nicho “Grinnelliano” estao
largamente disponiveis para modelagem ecoldgica na atualidade (ex. temperatura;
precipitacdo; topografia; etc.), caracteristicas de nicho “Eltoniano” permanecem dificeis de
mensurar remotamente, demandando um enorme esforco em campo e um conhecimento
prévio de seus parametros inciais. Além disso, tais interagdes podem ser tdo complexas que
torna-se impossivel defini-las operacionalmente (SOBERON, 2007). Assim, a menos que a

sobreposi¢do total de NF, NR e capacidade de dispersdo seja caracteristica da espécie
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estudada, a grande maioria dos modelos de distribucao de espécies estimam apenas o NF, ou
nicho Grinnelliano (SOBERON e PETERSON, 2005), desta forma, em trabalhos de
modelagem ecoldgica, ao invés de usar-se o termo “modelo de distribui¢ao de espécies”, opta-
se 0 uso do termo Environmental Niche Modeling (ENM), “modelo de nicho ambiental”, em
tradugdo livre. Diante disto, os resultados de uma modelagem ecoldgica devem ser
interpretados cuidadosamente, ndo devendo ser tomados como inequivocos, pois ha fatores
que nao podem ser considerados no modelo e que fazem com que a espécie raramente esteja
presente em todos os sitios que apresentem condig¢des climaticas favoraveis (PEARSON et al.,
2007).

Para se garantir um ENM robusto, hd um processo a ser seguido, constituido por seis
passos, segundo Guisan e Zimmermann (2000): conceitualizacdo; preparacdo dos dados;
ajuste do modelo; avaliagdo do modelo; predi¢des espaciais e avaliagao da aplicabilidade do
modelo. Aten¢do especial deve ser dada a primeira fase, onde sera definido o objetivo da
constru¢do do ENM, e, portanto ¢ quando serd definida a escala espago-temporal e a
resolucdo geografica do estudo, bem como serdo selecionadas as varidveis ambientais
pertinentes a espécie alvo. Para as variaveis ambientais selecionadas, deve-se evitar a
multicolinearidade que pode ocorrer se o ENM for construido utilizando-se preditores
altamente correlacionados. Estes preditores devem ser removidos (ELITH e LEATHWICK,
2009), dando preferéncia aqueles que apresentam maior significado bioldgico para a espécie
alvo (GUISAN e THUILLER, 2005). A 4area de estudo, comumente denominada
“background” por pesquisadores da area, deve ser definida biogeograficamente, evitando-se
utilizar circunscrigdes politicas, devendo esta refletir o atual conhecimento de distribuicao da
espécie (ELITH et al., 2011; SOBERON, 2007)

Para a construcdo do modelo, normalmente ¢ utilizada uma tabela de presenca e
auséncia da espécie numa area potencial. Ha varias bases de dados online que disponibilizam
dados de pontos de ocorréncia georeferrenciados para diversas espécies (ex. SpeciesLink).
Porém ¢ importante utilizar apenas dados de origem confidvel [ex. espécie determinada pelo
especialista; dados geograficos obtidos por sistema Global Position System (GPS)]. Para um
ponto de auséncia ser validado, sdo necessarias amostragens excessivas, a menos que a
espécie em estudo possa ser facialmente observada em apenas uma amostragem
(ANDERSON, LEW e PETERSON, 2003). Portanto, para espécies raras, com dados de
localizagdo escassos ou de dificil observagdo, pouco provavelmente o pesquisador ird dispor

de dados de auséncia. Em casos como este, o problema pode ser contornado com o uso de
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métodos que utilizam pseudoauséncias aleatorizadas na area de estudo (GUISAN e
ZIMMERMANN, 2000; PEARSON et al., 2007).

Um exemplo bem conhecido de modelo deste perfil de apenas-presenca ¢ a abordagem
de envelopes climaticos implementada no pacote BIOCLIM (NIX, 1986). Este foi o primeiro
modelo de distribuicdo de espécies, disponivel para uso cientifico desde 1984, e o qual
permanece em uso com sucesso até os dias atuais. O pacote foi utilizado para criar base de
dados WorldClim (HIJMANS et al., 2005), que ¢ a base de dados climaticos mais utilizada
para estudos de modelagem de distribuicao de espécies (BOOTH et al., 2014). WorldClim
contém dados de temperatura e precipitacdo para todo o planeta, excluindo a Antartica,
contendo atualmente 19 indices bioclimaticos que foram calculados a partir de dados
compilados de diversas estacdes meteorologicas. O banco de dados consiste em registros de
estacdes de 47.554 diferentes localidades para precipitagdo, de 24.542 localidades para
temperatura média, e de 14.835 localidades para temperatura minima e maxima, abrangendo o
periodo entre 1950-2000 (HIJMANS et al., 2005). Além disso, WorldClim conta com dados
paleoclimaticos e projecdes para o futuro do Intergovernmental Panel on Climate Change
(IPCC). Estes dados estao disponiveis para download na forma de superficies climaticas em

http://www.worldclim.org.

Justificativa e objetivo do trabalho

Pela importancia cientifica de Anomochloa marantoidea e pelas ameagas estocasticas
e/ou antropoldgicas e provavelmente genéticas que esta vem passando e que podem
rapidamente levar a sua extingdo, fica clara a necessidade de investimento na aplicagdo de
métodos que busquem entender os efeitos destas forcas sobre sua diversidade genética, assim
como ampliar o conhecimento sobre questdes ecoldgicas relacionadas ao seu ambiente de
ocorréncia.

A presente dissertagdo teve como objetivos identificar o nicho climatico, bem como o
potencial de ocorréncia, e analisar os niveis de variabilidade e estruturacdo genética dessa
espécie, por meio de modelagem de nicho ecologico e marcadores moleculares. A partir
destas informagdes foram sugeridas medidas de conservagdo para a espécie, visando garantir a

conservagdo desse importante patrimonio genético.
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Modelagem de nicho ecologico e implicacoes
para a conservacao de Anomochloa marantoidea
Brongn. (Poaceae), a mais antiga das
gramineas, endémica da Mata Atlantica, Brasil
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RESUMO

Desde as primeiras filogenias moleculares envolvendo as gramineas (Poaceae) o género
monotipico Anomochloa Brongn. despontou como a mais antiga linhagem vivente da familia.
Por esse motivo, seu unico representante, A. marantoidea Brongn. tem sido considerado uma
espécie crucial para o entendimento dos padroes de evolugcdo e diversificacdo nesse grupo.
Anomochloa marantoidea é extremamente rara, endémica do Brasil, conhecida somente da
Mata Atlantica do sul do Estado da Bahia. Apesar de descrita no século XIX, apenas duas
populagdes foram registradas até o momento. Poucos aspectos sobre sua ecologia e biologia
reprodutiva sdo conhecidos, o que torna dificil a tomada de medidas que possam ajudar a
preservar este importante patrimonio genético. No presente trabalho, duas varidveis
topograficas, seis bioclimaticas ¢ uma vegetacional foram utilizadas para modelar a
distribuicao potencial de A. marantoidea, para testar a hipotese de conservacdo de nicho e
verificar suas possiveis exigéncias ambientais. Um modelo preditivo também foi construido
para guiar esfor¢o de coleta. Duas novas populagdes foram localizadas, e trés destas, bem
como boa parte do nicho ecoldgico estio compreendidos numa area de reserva indigena
proposta, que ja deveria ter sido reconhecida pelo governo do Brasil desde 2009. O nicho
ecoldgico ndo divergiu da distribui¢do esperada, confirmando a conservagdo de nicho e
indicando uma alta restricdo climatica, reafirmando a raridade da espécie. O indice de
cobertura vegetal e a precipitagdo sdo os principais requisitos ambientais que influenciam sua
restrita distribuicdo. Menos da metade dos sitios adequados para ocorréncia da espécie
encontra-se em dareas protegidas, mas nestas pode ser realizado esforco de coleta para
localizar provaveis populacdes desconhecidas e/ou podem ser utilizadas para o
estabelecimento de novas populagdes.

Palavras-chave: espécie ameacada, MaxEnt, ENM, espécie rara, estado da Babhia,

modelagem preditiva de espécies
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1.1 Introducao

O género monotipico Anomochloa Brongn., que inclui apenas 4. marantoidea
Brongn., representa a mais antiga linhagem existente da importante familia das gramineas
(Poaceae) (Clark et al. 1995; Duvall e Morton 1996; Mason-Gamer et al. 1998; Gaut et al.
1999; Kellogg 2000; Bremer e Baum 2002; Bouchenak-Khelladi et al. 2010; Prasad et al.
2011; Burke et al. 2016), sendo considerada uma das espécies mais raras do mundo
(Soderstrom 1984; Thomas 2007). Os individuos sdo ervas perenes, cespitosas, podendo
chegar at¢ 1 m de altura em ambiente natural (Figura 1 A, B); apresentam entre 4-7 folhas
longas e largas por colmo, se assemelhando aos representantes da familia Marantaceae (dai
seu epiteto especifico) (Judziewicz et al. 1999) (Figura 1 C). Anomochloa marantoidea possui
inflorescéncias nao homologas (ou o estabelecimento de homologias ¢ dificil) as espiguetas
caracteristicas da familia (Figura 1 D), uma vez que ndo apresenta lodiculas nem palea ou
lema (GPWG 2001; Kellogg 2001; Sajo et al. 2008; Sajo et al. 2012).

A divergéncia de Anomochloa é estimada entre 69-70 ma (Burke et al. 2016). A
espécie que o representa ¢ essencial em andlises evolutivas dentro da familia das gramineas,
uma vez que o estudo de linhagens antigas (ex. morfolédgico, fisioldgico, ecoldgico) ¢ de
extrema importancia para compreender a evolucdo do grupo ao qual pertencem (Allendorf e
Luikart 2009). Uma forma de quantificar a diversidade genética dentro de um grupo
monofilético ¢ através dos comprimentos de ramos de uma filogenia molecular, uma vez que
estes representam a quantidade de mutacdes (Vézquez and Gittleman 1998). Desta forma,
linhagens monotipicas antigas (ramos longos), como Anomochloa, contribuem fortemente
para a diversidade dos grupos a que pertencem, sendo portanto, prioritdrias para a
conservagdo. (Krajewski 1991; Allendorf and Luikart 2009)

Este ¢ justamente o caso de Anomochloa marantoidea, que ¢ uma das espécies de

Poaceae endémicas da Mata Atlantica do sul do estado da Bahia (Judziewicz et al. 1999). Esta
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regido apresenta alto grau de endemismo, principalmente para gramineas (Soderstrom et al.
1988; Thomas et al. 1998; Silva e Casteleti 2005). De acordo com Clark (1990), esta area
contém 48% dos géneros de bambus herbaceos (tribo Olyreae) do Novo Mundo, sendo cinco
destes géneros endémicos. Anomochloa marantoidea foi redescoberta nesta regidao em 1972
ap6s mais de um século de buscas, sendo que era conhecida apenas por plantas cultivadas em
estufa em Paris que foram utilizadas para descrever o género; sobre estes exemplares era
sabido apenas que advinham do Brasil. Apds alguns anos, estes espécimes eventualmente
morreram, apesar dos esforcos para conservagao (Brongniart 1851; Soderstrom 1984;
Judziewicz e Soderstrom 1989). Mesmo apds a redescoberta, muitas tentativas de encontrar
novas populacoes falharam, sendo que até hoje apenas mais uma localidade foi encontrada
para a espécie (Soderstrom 1984; Judziewicz e Soderstrom 1989). A espécie ocorre no sub-
bosque de florestas em encostas de morro, em elevagdes entre 120-200 metros, nas
proximidades dos municipios de Una e Sao José da Vitoria (Judziewicz et al. 1999) (Figura 2
A-C).

A espécie ocorre em apenas duas populacdes (4,2 Km de distdncia uma da outra),
ambas constituidas por poucos individuos (n<20), que perdem espago principalmente para o
plantio de cacau (Theobroma cacao L.) denominado “cabruca”, no qual creescem a sombra
da floresta nativa, porém o sub-bosque ¢ retirado (Figura 2 D) (Thomas 2007). Além disso,
com o declinio da cultura do cacau no Brasil, outras atividades mais danosas ao ambiente
comecaram a ser desenvolvidas e a aumentar o risco de extingdo de A. marantoidea, como o
desmatamento para plantio de banana e pupunha e a pecudria (Oliveira et al. 2011). Nenhuma
das populacdes ocorre em areas protegidas.

Apesar das leis de protecdo ambiental, a Mata Atlantica ¢ um bioma altamente
fragmentado como consequéncia de intenso desflorestamento (Galindo-Leal e Camara 2003;

Tabarelli et al. 2005; Fundagdo SOS Mata Atlantica e INPE 2016). Anomochloa marantoidea
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foi inserida entre as espécies criticamente ameacadas de extin¢do na lista do Ministério do
Meio Ambiente (MMA 2008) e no Livro Vermelho da Flora do Brasil (Filgueiras et al. 2013)
, com base nos critérios da International Union for Conservation of Nature (IUCN). Os
principais argumentos para a tal inclusdo envolvem o pequeno nimero de individuos maduros
e a reducao populacional que a espécie vem sofrendo (Filgueiras et al. 2013).

Os conhecimentos acerca da extensdo da distribuigdo geografica e dos aspectos
ecologicos de uma espécie, bem como de suas areas potenciais de ocorréncia sdo essenciais
para programas de conservagao (Andelman e Willig 2002). Porém, para diversos organismos
esse conhecimento € muitas vezes escasso para assegurar que uma decisao correta seja tomada
(Austin 1998), principalmente quando relacionado a espécies raras ou com poucas localidades
de ocorréncia conhecidas (Andelman e Willig 2002; Papes e Gaubert 2007). Em paises
tropicais ou em desenvolvimento, ainda ¢ comum o desconhecimento da distribui¢ao
geografica de varias espécies, devido principalmente a falta de esforco de coleta e de
localizagdes precisas (Pearson et al. 2007).

A modelagem de nicho ecoldgico (ENM, de sua sigla em inglés) relaciona
matematicamente dados de espécies — geralmente pontos de ocorréncia — a varidveis
ambientais preditoras para produzir um mapa de predi¢cdes de habitat (Guisan e Zimmermann
2000). Inicialmente, a técnica era empregada majoritariamente em estudos com espécies com
ampla distribui¢do geografica (ex. Peterson e Vieglais 2001; McNyset 2005; Phillips et al.
20006), porém, a quantidade de trabalhos acerca da distribuicdo potencial de espécies raras ou
endémicas vem aumentando recentemente (ex. Engler et al. 2004; Bourg et al. 2005; Guisan
et al. 2006; Peterson e Papes 2006; Papes e Gaubert 2007; Pearson et al. 2007; de Siqueira et
al. 2009; Pena et al. 2014; Syfert et al. 2014; Batalha-Filho e Miyaki 2016), contribuindo
principalmente para o planejamento e adocdo de estratégias de conservagdo de espécies e/ou

em locais onde os dados de amostragem s3o incompletos. Neste campo, as principais
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aplicagdes da inferéncia de areas potenciais de ocorréncia de uma espécie sao: definir areas
prioritarias para conservacao; analisar o potencial de espécies invasoras; fazer projegoes para
o futuro, avaliando o impacto das mudangas climaticas sobre a distribui¢ao; e uma das
aplicagdes mais promissoras da técnica, a possibilidade de acelerar a deteccdo de areas de
ocorréncia desconhecidas para determinado organismo ou grupo bioldgico (Guisan e Thuiller
2005).

Tendo em vista a importancia da espécie e a grande ameaca que as poucas populagdes
conhecidas de Anomochloa marantoidea enfrentam, Filgueiras e Gongalves (2004) sugeriram
a realizacdo de estudos de modelagem de nicho ambiental como uma estratégia para
direcionar esforco de coleta e melhorar seu estado de conservagao. ENMs também podem ser
utilizados para testar se o nicho ecoldgico ¢ conservado ao longo do tempo, seja dentro de
uma espécie ou num grupo de espécies relacionadas: quando hé conservagdo de nicho, as
condigdes climaticas estao entre os principais fatores limitantes da distribuicdo geografica da
espécie e o nicho predito ndo diverge do esperado, assim os fatores climaticos que governam
esta distribuicdo podem ser identificados (Wiens et al. 2010).

Diferentes algoritmos de modelagem estdo disponiveis, e a escolha do mais adequado
para criar um modelo deve ser avaliada em cada caso, pois a escolha do algoritmo pode afetar
grandemente o modelo gerado. Nos resultados de trabalhos que buscaram comparar a
eficiéncia de diferentes algoritmos para a produ¢do de ENMs através de diferentes
metodologias, o algoritmo Maxent (Phillips et al. 2006) apresentou alto desempenho,
superando métodos alternativos (Elith et al. 2006; Wisz et al. 2008). A teoria de maxima
entropia utilizada no programa tem como pressuposto que, baseando-se em informagdes
incompletas, a inferéncia mais razodvel sobre uma distribui¢do de probabilidades
desconhecidas deve ser a inferéncia mais aleatdria que corresponda a “toda informacao

conhecida” (Jaynes 1957). Para construcdes de ENMs, esta teoria ¢ aplicada de forma a
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minimizar a entropia relativa entre densidades de probabilidades; uma definida pelos dados de
presenca e outra definida pela area geografica do estudo (Elith et al. 2011). O MaxEnt
também se mostrou extremamente Util para casos em que o numero de pontos de ocorréncia ¢
pequeno, mesmo com menos de cinco observagdes, também obtendo melhor desempenho em
comparacdo a outros métodos (Papes e Gaubert 2007; Pearson et al. 2007) se mostrando
também eficiente em localizar novas ocorréncias de espécies raras de plantas (Williams et al.
2009).

O objetivo deste trabalho foi utilizar ENMs produzidos pelo MaxEnt como estratégia
para direcionar esfor¢o de coleta e para testar conservagdo de nicho de Anomochloa
marantoidea, identificando possiveis fatores e condi¢des climaticas que possam limitar a sua
distribuicao; bem como inferir a localizagdo de sitios mais adequados climaticamente. Tais
conhecimentos podem possibilitar a avaliagdo do nivel de conservacao atual da espécie, bem

como a indicagdo de novas areas prioritarias para reintrodu¢do (Guisan e Thuiller 2005).

1.2 Materiais e Métodos
1.2.1 Area de estudo e coleta de dados

As éreas de mata higrofila do Sul Baiano apresentam clima quente e umido, ndo
apresentando uma estagdo seca distinta, e onde as temperaturas médias anuais variam de 24 a
25°C e com 1200-1800mm de precipitacdo média anual (Mori et al. 1983). A area onde
Anomochloa marantoidea ocorre estd na subdivisdo da Mata Atlantica denominada Floresta
Ombrofila Densa (FOD), caracterizada por temperatura média de 25°C e elevada precipitacao,
praticamente sem periodo de seca; a vegetacdo ¢ composta de macro e mesofaneréfitos, lianas
lenhosas e epifitas (IBGE 2006).

Para testar conservacdo de nicho da espécie e identificar areas onde a espécie pode

persistir, busca-se identificar areas com habitat adequado, mas ndo necessariamente ocupado
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(Merow et al. 2013), para tal foi modelada toda a regido de Floresta Ombrofila Densa (FOD),
usando como mascara o Mapa da Area de Aplicagdo da Lei n® 11.428, de 2006 (IBGE 2006)
(Figura 3). A area é composta por aproximadamente 130.000 pixels de 1 km? cada. Para a
criacdo do modelo de nicho ecologico para guiar esforco de coleta selecionou-se uma area
geografica (background) que reduza os efeitos da dispersao da espécie (Soberon 2007; Elith et
al. 2011; Merow et al. 2013), para tal foi modelada apenas as areas da FOD adjacentes aos
registros de ocorréncia de Anomochloa marantoidea, representado uma porgao relativamente
mais reduzida de gradientes ecoldgicos quando comparada a toda a FOD.

No inicio do presente estudo, apenas duas populacdes naturais eram conhecidas para a
espécie. A “populagdo original” descoberta por Calderon e colaboradores no ano de 1976 esta
localizada no km 5 da rodovia BA-669 sentido Sao José da Vitéria — Una (km5), a segunda
populagdo se encontra 4,2 km distante da primeira, no mesmo sentido da rodovia por Emmet e
colaboradores (km15). Para garantir a precisao das informagdes, ao invés de usar coordenadas
geograficas disponiveis em bancos de dados como speciesLink e Global Biodiversity
Information Facility (GBIF), estes registros foram analizados, excluindo dados de coletas
antigas, duplicadas ou com coordenadas imprecisas (ex. coordenada central no minicipio de
Una). Os pontos geograficos restantes foram utilizados apenas para auxiliar a localizar as
populacdes de Anomochloa marantoidea in situ e, com utilizacao de aparelho de GPS portatil
(Garmin), obterem-se dados mais precisos e confidveis. Também foi realizado esfor¢co de
coleta em fragmentos de Mata Atlantica préximos as populagdes conhecidas. Informagdes

sobre as populacdes estdo na Tabela 1.

1.2.2  Construgdo do modelo preditivo
A partir da base de dados WorldClim (Hijmans et al. 2005) foram obtidos 19 arquivos

de camadas ambientais raster do pacote BIOCLIM (Nix 1986) e mais uma variavel
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topografica, usando a maior resolucao disponivel, 30 arc-seconds (~1 km), caracterizando as
condicdes bioclimaticas atuais. As camadas bioclimaticas estdo relacionadas aos tratos
temperatura e precipitagdo. Adicionalmente, uma variavel vegetacional (porcentagem de
cobertura arborea) e uma topografica (declividade; Slope) da base de dados NASA-MODIS
(National Aeronautics and Space Administration; MODerate-resolution Imaging
Spectroradiometer) foram obtidas do Ambdata (Amaral et al. 2013), totalizando 22 varidveis.
Ambdata ¢ uma base de dados do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE),
disponivel em: www.dpi.inpe.br/Ambdata.

Foi feito um recorte das camadas ambientais, que apresentam informagdes de todo o
globo, para representar apenas a area de estudo. A extragdo foi feita com auxilio da
ferramenta Extract by Mask no aplicativo ArcMap 10.3 da plataforma ArcGis (ESRI,
Redlands, California). No programa ENMTools (Warren et al. 2010), foi feita uma andlise de
correlagdo entre as 22 variaveis disponiveis, a fim de verificar se uma ou mais camadas
apresentavam a mesma informacdo para a area de estudo selecionada. Foram mantidas para
criagdo do modelo apenas uma das varidveis de cada conjunto que apresentaram entre si
correlacdo igual ou superior a 80% (correlacdo de Pearson), para selecionar variaveis que
fornegam maior poder preditivo ao modelo. A selecdo de varidveis que permaneceram foi
feita levando em consideracdo o conhecimento ecologico disponivel sobre Anomochloa
marantoidea ¢ demais gramineas de mata fechada (Elith e Leathwick 2009).

Para constru¢do do modelo, foi utilizado o Maxent versdao 3.3.3 (Phillips e Dudik
2008). Como poucos registros de ocorréncia estdo disponiveis para a espécie (n<10), foi
utilizado método de reamostragem cross-validation (Pearson et al. 2007). Valores padroes
recomendados para o programa foram mantidos: nimero maximo de iteragdes de 500 e limiar
de convergéncia (convergence threshold) de 10°. Foram calculadas curvas de resposta para as

varidveis e as contribui¢des para o modelo para cada varidvel ambiental incluida.
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A fim de obter-se um modelo mais permissivo apropriado para objetivos de
identificacdo de areas desconhecidas para a espécie, foi aplicado um limite fixo que rejeita
10% dos menores valores preditos (T10), como indicado por Pearson et al. (2007). A natureza
continua dos valores de adequabilidade para cada célula foi mantido, evitando que a
informacao de quais sdo os ‘“‘sitios mais provaveis” fosse perdida.

Este mapa de adequabilidade foi exportado em formato KMZ (Keyhole Markup
language Zipped) usando ArcMap 10.3, para ser visualizado no Google Earth (Google,
Mountain View, California), buscando localizar e visualizar as reais condi¢des de habitat para
cada sitio. Visitas foram realizadas aos sitios que apresentaram maior adequabilidade de
habitat. Assim que localizado qualquer registro novo por meio de coletas em campo, um novo
ENM seria construido, utilizando estes novos pontos geograficos, como indicado por Guisan
et al. (2006). Amostras de populacdes foram enviadas aos herbarios HUEFS e CEPEC (sigla

segundo Thiers 2017).

1.2.3 Teste de conservacdo de nicho e status de conservagdo da espécie

Uma vez que se conseguiu um maior conhecimento da real distribuicdo geografica da
espécie por meio de novos registros de ocorréncia, buscou-se construir uma representagao
mais restritiva e descrever o nicho fundamental (NF) da espécie. Para tal, foram adicionados
0s novos registros ¢ um novo ENM foi construido. A constru¢do do modelo se deu
semelhante ao descrito no item acima, exceto pela selegdo das varidveis preditoras (uma vez
que se usou um diferente background) e do threshold e, que nesse caso, diferentemente de se
utilizar um fixo de 10% como anteriormente, utilizou-se o threshold que se baseia em
maximizar a soma de sensibilidade e especificidade (sum of sensitivity and specificity, SSS).
Este modelo foi usado para calcular o “minimo poligono convexo” (MPC), menor poligono

no qual nenhum angulo interno seja maior que 180° e que contenha todos os pontos de
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ocorréncia, representando a extensao de ocorréncia da espécie, através da opcao convex hull
da ferramenta Minimum Bounding Geometry, no ArcMap 10.3. Também foi utilizado a
aplicacdo GeoCAT (disponivel em geocat.kew.org), que auxilia na identificagdo da area de
ocupacgdo (Area of Occupancy; AOQO) e extensao de ocorréncia (Extent of Occurrence; EOQO)
para espécies ameacadas segundo as diretrizes da [UCN (2016) e indica as categorias de
ameaca correspondente.

Para inferir o estado de conservacao para a espécie foi utilizado o método descrito por
Papes e Gaubert (2007), construindo um shapefile de reservas designadas e propostas, através
dos dados de areas protegidas globais da IUCN (UNEP-WCMC 2017). Assim, foi possivel
avaliar as proporgdes de sitios adequados para Anomochloa marantoidea que se encontram
sobre prote¢do, bem como a de sitios ndo protegidos. Os calculos foram realizados no

ArcMap 10.3.

1.2.4 Avaliacdo dos modelos

O algoritmo MaxEnt avalia esta performance usando Receiver Operating
Characteristic Curve (ROC curve) e Area Under Curve (AUC). Valores AUC entre 0,5 ¢ 1
sdo esperados em um modelo. Um valor AUC de 0,5 representa uma predi¢do aleatoria,
enquanto valores proximos a 1 representam bons modelos (Phillips et al. 2006). Swets (1988)
categorizou a performance de modelos baseada em AUC considerando valores 0,8-0,9 como
bons e acima de 0,9 como excelentes. O software pValueCompute também foi utilizado para
avaliar a acurdcia dos modelos pois avalia a significancia estatistica (p valor) para modelos

construidos com amostras pequenas (Pearson et al. 2007)

1.3 Resultados

1.3.1 Uso do modelo para guiar esforco de coleta em campo
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No decorrer do trabalho, foi encontrada uma nova populagdo de Anomochloa
marantoidea com 11 individuos, localizada proxima a Serra do Padeiro (Terra Indigena) entre
os municipios Una e Buerarema (Figura 2 A). Por se tratar de uma espécie ameagada, a
localizagdo exata desta nova populagdo ndo serd citada, porém esta informacdao pode ser
localizada na exsicata (J.G.Jardim & J.P.S.Vieira 6786) depositada no herbario CEPEC
(Sigla segundo Thiers 2007). Nao foram amostrados para herbario espécimes da populacao
com menos individuos (KmS5). Devido ao grande nivel de perturbagao antropica nos sitios, foi
encontrado em uma das populagdes (Km15) um espécime aparentemente recém-pisoteado,
que foi coletado e depositado no Herbario HUEFS (R.P.Oliveira et al. 2233) (Sigla segundo
Thiers 2007) (Tabela 1).

Utilizando como guia o mapa obtido por modelagem preditiva e com auxilio do
Google Earth, também foi localizada uma nova populagdo de Anomochloa marantoidea. A
populagdo SR encontra-se numa area de acesso dificil, proxima a Fazenda Santa Rosa,
situadas dentro de Terra Indigena (Figura 2 B). Esta se tornou a populagdo conhecida da
espécie com o maior numero de individuos (n>100) (J.P.S.Vieira et al. I HUEFS) e também
ndo terd sua exata localizagdo revelada. O modelo final construido com quatro registros de
ocorréncia ¢ representado na Figura 4, com auxilio do qual se espera que novas populagdes

possam ser coletadas.

1.3.2 Desempenho dos modelos

O valor obtido AUC obtido foram 0,997 para o modelo descritivo e 0,843 para o
preditivo, o que os classificam de acordo com os valores de Swets (1988) como excelente e
bom, respectivamente. Para os resultados obtidos por jacknife, as taxas de acertos para o
modelo preditivo construido utilizando-se de quatro pontos de ocorréncia foi de 100%

(p<0,05); o modelo no qual foi utilizado threshold SSS obteve sucesso em trés das quatro



40

replicagcdes (p<0,05). Tais resultados também mostram que modelos construidos foram

estatisticamente significantes.

1.3.3 Contribuigdo das varidveis para a constru¢cdo do modelo descritivo

ApoOs a andlise de correcdo entre as variaveis, a partir de um conjunto inicial de 22
variaveis, foram utilizadas oito para construir o modelo preditivo e nove para construir o
modelo que busca representar climaticamente o background. As variaveis ambientais que
foram utilizadas na constru¢do dos modelos, bem como seus respectivos codigos estdo na
Tabela 2. Os valores encontrados para cada varidvel utilizada no modelo descritivo para cada
um dos pontos de ocorréncia de Anomochloa marantoidea estao representados na Tabela 3.

As varidveis que mais contribuiram para a constru¢ao do modelos foram: porcentagem
de cobertura arbodrea (tree); variacdo de temperatura diurna (bio2); precipitagdo anual (biol2)
e precipitacdo no trimestre mais seco (biol7). O resultado do teste jacknife mostrou que
quando usadas independentemente, as varidveis tree, bio2 e biol7 foram as variaveis que
apresentam informagdes mais Uteis. As demais variaveis apresentaram ganho baixo, ndo
contendo muita informacgao por si s6 (ganho < 0,5). A variavel ambiental que mais diminuiu o
ganho quando excluida foi biol2 (ganho < 2,0), tendo esta, portanto, a maior parte da
informacao que nao esta presente nas outras variaveis. O resultado do teste de jackknife para
todas as varidveis estdo na Figura 5. As curvas de resposta para as variaveis mais uteis (tree;

biol2; bio2 e biol7) estdo representadas na Figura 6.

1.3.4 Area de distribui¢io de habitat potencial
O modelo que descreve o nicho fundamental de Anomochloa marantoidea ¢
apresentado na Figura 7, no qual os valores continuos de adequabilidade de habitat foram

convertidos para dados de presenga/auséncia. A area predita corresponde a aproximadamente
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0,33% do background, sendo que os sitios mais adequados a espécie encontram-se
concentrados em dois conjuntos principais: um ao norte, tendo a cidade de Castro Alves como
limite norte € com uma baixa concentracao de sitios. O outro conjunto estéd localizado mais ao
sul da area, com uma maior quantidade de sitios, sendo que a maioria destes estd nos
municipios Una e Buerarema e restritos a areas relativamente proximas as populagdes
conhecidas. Aproximadamente 34% da area potencial de ocorréncia encontra-se sob unidades
de conservacdo. A EOO e a AOO calculadas conforme as diretrizes da IUCN foram de 12,244
km? (categoria CR) e 16 km? (categoria EN), respectivamente (Figura 7).

Nos modelos construidos, dois pixels representando sitios adequados a espécie
estavam presentes ha uma grande distancia dos demais (1.600 quildmetros), no Estado de
Santa Catarina, porém estes foram excluidos das representacdes dos mapas das imagens 2 ¢ 4,
bem como da construg¢do do poligono da Figura 7, pois causariam superestimacdao do MPC

que representa a extensao da distribuicdo da espécie (IUCN 2016).

1.4 Discussao
1.4.1 Modelagem de Nicho Ambiental com poucos registros de ocorréncia

A construcdo de ENMs com poucos registros de ocorréncia traz consigo alguns
problemas. O principal deles ¢ que a maioria dos algoritmos mais comumente utilizados ¢
bastante sensivel a um baixo numero amostral, fazendo com que a acuracia dos modelos
produzidos seja prejudicada (Reese et al. 2005). No entanto o algoritmo Maxent tem se
mostrado extremamente util para casos em que o numero de pontos de ocorréncia ¢ pequeno,
mesmo com menos de cinco observagdes, obtendo melhor desempenho em comparagao a
outros métodos (Papes e Gaubert 2007; Pearson et al. 2007).

Outro problema ocorre na etapa de selecdo do threshold para a obtengdao de um

modelo de presenga-auséncia. Comumente, quando se busca um significado ecoldgico utiliza-
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se o threshold baseado em limiar de minima presenga (Lowest Presence Threshold;, LPT), que
considera sitios com valores adequados para que ao menos uma observagdo para a espécie
possa ser registrada, ou seja, onde todas as ocorréncias conhecidas estao presentes (Pearson et
al. 2007). Porém este valor ¢ sensivel a baixo niimero de pontos de ocorréncia (Bean et al.
2012). No entanto, os resultados de Liu et al. (2005; 2013) indicaram que o método de seleg¢ao
de threshold que se baseia em maximizar a soma de sensibilidade e especificidade (sum of
sensitivity e specificity, SSS) ¢ um dos mais indicados para constru¢gdo de ENM’s, e por isso
este método foi utilizado aqui para gerar o mapa bindrio de presenga-auséncia.

Finalmente, o método de avaliacdo sucesso preditivo de ENMs, bootstrap, demanda
que uma propor¢ao dos registros seja reservada para “testar” o modelo, ndo sendo, portanto,
um método apropriado para um conjunto de dados escasso. Neste estudo, outra metodologia
para avalia¢dao foi utilizada; ela avalia o sucesso de um modelo em localizar um ponto de
ocorréncia excluido, sendo que este ¢ construido com as n-/ pontos de ocorréncia restantes,
utilizando um método de reamostragem jacknife (leave-one-out) (Pearson et al. 2007)
implementado nas versdes mais recentes do Maxent e permitindo uma avaliagdo de

significancia estatistica através do sofiware pValueCompute (Pearson et al. 2007).

1.4.2 Contribui¢do das variaveis para modelagem do Nicho Fundamental

As curvas de resposta mostram como a mudanga de cada varidvel afeta
individualmente a adequabilidade ambiental, revelando informagdes sobre o nicho ecoldgico
da espécie. O Maxent previu diminuicdo na adequabilidade ambiental em regides com:
cobertura arborea esparsa (menor que 80%); elevada flutuagdo de temperatura (variacao de
temperatura média diaria maior que 6°C) e pouca disponibilidade de dgua (precipitagdo menor
que 1800 mm ao ano e menor que 350 mm no trimestre mais seco). Tais limites exigentes

para estas varidveis podem indicar que a espécie ¢ delimitada por um microclima. Espécies



43

com tais caracteristicas podem ser indicadoras de ecossistemas (Thomas 2007); no caso de
Anomochloa marantoidea, este ecossistema Unico também abriga outras gramineas também
endémicas e ameacadas, como Olyra bahiensis R.P. Oliveira & Longhi-Wagner (Oliveira e
Longhi-Wagner 2005), Ichnanthus longhi-wagnerae A.C. Mota & R.P. Oliveira (Mota e
Oliveira 2012), além de Parianella carvalhoi (R.P. Oliveira & Longhi-Wagner) F.M. Ferreira
& R.P. Oliveira (Ferreira et al. 2013). Um fato que corrobora isto ¢ que, proxima a duas das
populagdes de A. marantoidea encontradas (SP e kml5), foi também localizada uma
populagdo de O. bahiensis (HUEFS 226931).

Adicionar varidveis vegetacionais ¢ uma forma de inserir informagdes sobre
caracteristicas de nicho Eltoniano (em larga escala) a constru¢do do ENM (McCormack et al.
2010). A variavel “porcentagem de cobertura arborea” (tree) se mostrou como o principal
fator estruturando o NF da espécie; quanto maior a cobertura, maior a adequabilidade de
habitat. Neste contexto, as folhas largas e longas que os individuos de Anomochloa
marantoidea ¢ demais gramineas de floresta possuem (Figura 1 C), representam uma
adaptagdo a captagdo de luz para fotossintese, devido a suas ocorréncias em areas densas e
muito sombreadas (Judziewicz e Soderstrom 1989; Judziewicz et al. 1999; Cayssials e
Rodriguez 2013). Tais espécies ndo resistem em habitats abertos devido aos altos niveis de
radiacdo que tais ambientes apresentam, uma vez que ndo apresentam mecanismos para
reduzir os efeitos do aumento de temperatura e danos ao DNA causados pela radiacao
ultravioleta (Stapleton 1992; Cayssials e Rodriguez 2013).

O estudo de Bouchenak-Khelladi et al. (2010) propds que os ancestrais de
Anomochloa marantoidea, bem como da familia das gramineas, se diversificaram em florestas
de dossel fechado. Ha outros trabalhos que defendem a origem de Poaceae em florestas
tropicais (Clark et al. 1995 e suas referéncias; Kellogg 2001; Bremer e Baum 2002). Esta

teoria supde a coexisténcia destas gramineas ancestrais com familias de eudicotiledoneas que
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compdoem a fitofisionomia das florestas tropicais. Como atualmente ¢ considerado, a
divergéncia de Anomochloa ¢ data de 69-70 ma e a origem de Poaceae estd datada entre 107-
129 Ma, no Cretaceo Inferior (Prasad et al. 2011; Burke et al. 2016), enquanto os registros
palinologicos de florestas tropicais na América do Sul comegam a aparecer de forma ainda
limitada durante o Paleoceno (65-55 ma) e de forma mais consistente durante o Eoceno (55-
36 ma) (Burnham e Johnson 2004; Maslin et al. 2005); os fosseis mais antigos para Poaceae
na América do Sul também datam do Paleoceno (Muller 1981). Nota-se que a origem do
género Anomochloa tem idade mais compardvel aos registros de florestas tropicais que a
origem da familia Poaceae; se as primeiras gramineas surgiram num ambiente em que nao
havia ainda densas florestas, ndo poderiam ser adaptados a ambientes sombreados como
Anomochloa marantoidea. No entanto, com descobertas recentes de registros fosseis na India
e em Myanmar (Prasad et al. 2011; Poinar et al. 2015), sendo este ultimo o mais antigo para a
familia at¢é o momento (97 ma), Burke et al. (2016) voltaram a indicar a antiga teoria de
origem no Velho Mundo para as gramineas (ex. Raven e Axelrod 1974), com subsequente
dispersao para outras regioes.

A variavel precipitacdo anual (biol2) aproxima-se dos valores totais de entrada de
agua no ecossistema, que aparentemente ¢ fator limitante para a distribui¢do de Anomochloa
marantoidea. Embora ndo haja estacdo seca na regido onde a espécie ocorre, nos meses mais
quentes (Dezembro a Margo) podem ocorrer periodos de 1-3 meses sem chuva (Mori et al.
1983; Thomas et al. 1998). A quantidade de precipitacdo nesse periodo (biol8) também foi
uma varidvel que contribuiu significativamente para o modelo, mostrando que a
disponibilidade de 4gua no trimestre mais seco afeta a adequabilidade de sitios para a espécie
na regido. A quantidade de chuva nos sitios adequados nestes meses (~116 mm em cada més)
ndo deve ser muito inferior a média mensal (150 mm) e reforcando a grande dependéncia de

agua durante todo o ano.
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Flutuagdes de temperatura podem estar relacionadas a padrdes de germinacdo em
espécies e, as diferencas no tipo de resposta a estas flutuacdes podem ser responsaveis por
diferenciagdo de nicho em plantas (Perez 2004). Ha também evidéncias de que temperatura e
umidade moldem o sucesso na polinizacao, alterando a receptividade do estigma ao podlen.
(Lora et al. 2011). A flutuagdo maxima de temperatura ideal para a espécie (bio2) corresponde
a média de flutuacdo anual para a regido, que ¢ de 7-8°C (Mori et al. 1983). O fato de a
espécie ocorrer em areas que variam pouco a temperatura ao longo do dia pode indicar um
padrao especifico de germinagdo e requisito para fecundagao, porém estudos especificos de
germinagdo e polinizagdo sdo necessarios para se afirmar com maior propriedade.

Apesar de todos os pontos de ocorréncia se encontrarem entre 120-164 m de altura e a
literatura reportar a ocorréncia da espécie em altitudes até 200 m (Judziewicz et al. 1999), as
variaveis topograficas foram pouco informativas na predicdo de habitat favoravel (~1% de

contribuigao).

1.4.3 Area de distribuigdo de habitat potencial e Nivel de conservagio

Do mesmo modo que a estreita faixa de variagdo encontrada para as varidveis citadas
no item anterior, o alcance espacial do modelo climdtico também sugere um nicho restrito
para espécie, ¢ uma vez que apenas dados ambientais foram utilizados na constru¢do do
ENM, este resultado indica que a espécie ¢ restringida por fatores desta natureza. O limite
espacial do nicho indica que este ¢ conservado, uma vez que este limite ndo diverge do
esperado para uma espécie considerada microendémica (Wiens et al. 2010), reafirmando a sua
raridade e nivel de ameaga.

A TUCN Red List of Threatened Species recomenda que a EOO de espécies seja
quantificada por meio de minimo poligono convexo (MPC) em volta das localidades de

presenga (IUCN 2016). Porém, Syfert et al. (2014) e Pena et al. 2014 encontraram que,
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quando se dispde de poucos registros de ocorréncia, EOO derivados de modelagem de nicho
sd0 mais representativos que aqueles desenhados apenas com os pontos de ocorréncia, €
portanto, sdo mais indicados para tal proposito (Figura 7). Apesar do fato de que as
populagdes naturais conhecidas de Anomochloa marantoidea ocorrerem muito proéximas a
areas de protegdo, principalmente Parque Nacional da Serra das Lontras e Refigio da Vida
Silvestre de Una, nenhuma delas se encontra dentro destas areas protegidas.

Nao obstante, menos de metade do NF da espécie encontra-se em areas protegidas
(~34%). Porém, trés das quatro populagdes agora conhecidas (SP; km5 e SR), bem como uma
area de 67 km? compreendida dentro no NF da espécie, correspondendo a 18% deste, faz parte
de uma area de reserva proposta, a Terra Indigena Tupinamba de Olivenga (TI Tupinamba). A
TI Tupinamba teve sua delimitagdo aprovada no ano de 2009 (Brasil 2009) e aguarda criagdo
oficial por meio de declaragdo do Ministro de Estado da Justica, o que deveria ter ocorrido
dentro do prazo de seis meses apos a publica¢do no Diario Oficial, de acordo com o Decreto
1.775/1996 (Brasil 1996). No entanto, at¢ a publicagdo deste trabalho, a Portaria de
Declaracdo para a reserva ainda nao foi publicada devido a oposi¢do de fazendeiros da regido.
Como forma de pressionar o Ministro da Justica, os indigenas da regido iniciaram as
“retomadas”: ocupacdo das fazendas que se encontram nos limites da reserva proposta (Zoettl
2016). Em uma destas fazendas foi localizada uma populacdo de Anomochloa marantoidea
(SR).

Se a reserva proposta for legalmente reconhecida, mais da metade do nicho de
Anomochloa marantoidea (52%) e trés das quatro populacdes se tornardo protegidos. Porém,
o reconhecimento da reserva parece cada vez mais distante e improvavel. Recentemente, foi
realizada uma Comissdo Parlamentar de Inquérito (CPI) para investigar acdes da FUNAI
(Fundacdo Nacional do Indio) ¢ do INCRA (Instituto Nacional de Coloniza¢do e Reforma

Agraria), em seu relatorio final concluiu que a demarcacdo da TI Tupinamba4 teria se dado de



47

forma fraudulenta e indica a possibilidade de mudancas no procedimento de demarcacao de
terras indigenas e reestruturacdo da FUNAI, além de indiciar varios indigenas, antropologos,
procuradores e servidores ligados as demarcacdes indigenas no Brasil (Brasil 2017).
Baseando-se em observacdes em campo, todas as populagdes naturais conhecidas
ocorrem bem proximas a plantagdes de cacau, e por mais que seja dificil o acesso até elas,
todas sofrem efeitos negativos de agdo antrdpica, principalmente no periodo de colheita. A
ndo ser que existam populacdes ainda nao descobertas em areas protegidas, a espécie
necessita de medidas imediatas de conservagdo, como ja sugerido por outros autores
(Filgueiras e Gongalves 2004). A técnica de reintrodugdo de espécies € um passo chave para
evitar extingdes e reconstruir comunidades perturbadas por acdo humana (Martinez-Meyer et
al. 2006). A modelagem de nicho climatico também pode ser utilizada como uma ferramenta
espacialmente explicita para determinar sitios para a reintroducdo de espécies (Martinez-
Meyer et al. 2006; Nazeri et al. 2010; Adhikari et al. 2012). As areas com maior
adequabilidade de habitat foram as por¢des norte das reservas Refugio da Vida Silvestre de
Una e Reserva Bioldgica de Una, areas de densa cobertura arborea e de mata pouco
fragmentada. Estas regides, além de representarem sitios provaveis de ocorréncia de outras
populacdes da espécie, podem ser indicadas para reintrodugdes da espécie em area protegida.
Uma vez que estd relatado na literatura que a espécie ¢ sujeita a cultivo (Judziewicz e
Soderstrom 1989; Judziewicz et al. 1999), conservacao ex situ também pode ser uma

alternativa vidvel para Anomochloa marantoidea.

1.5 Conclusoes
Os resultados deste estudo confirmaram a conservagdo de nicho em Anomochloa
marantoidea, reafirmando seu estado de raridade e indicando que o microendemismo ¢ devido

a uma especificidade ambiental, sendo limitada principalmente por densa cobertura arborea,
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altos niveis de precipitagdo e baixa variacdo de temperatura. Duas novas populacdes da
espécie foram encontradas recentemente, uma delas como parte do presente estudo. Porém,
seu status de conservacao ainda ¢ preocupante, uma vez que as populagdes conhecidas, bem
como a maior parte dos sitios que apresentam condi¢des climaticas adequadas se encontram
em terras ocupadas por indigenas que ainda ndo foram oficialmente reconhecidas pelo
governo, ¢ onde a pressao devido ao agronegocio representa outro grande obstaculo ao

reconhecimento desta reserva na Mata Atlantica do sul da Bahia.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Fig. 1 Anomochloa marantoidea Populacdo (a); Habito (b); Laminas foliares (c)

Inflorescéncia (d) Fotos: J. Lima (a); J. Jardim (b e d) e C. Silva (¢).

Fig. 2 Florestas de encostas de morro, habitat de Anomochloa marantoidea no sul da Bahia.
Serra do Padeiro (a); Serra proxima a Fazenda Santa Rosa (b); Fragmento de floresta
ombroéfila densa (c); Plantagdo de cacau (Theobroma cacao) proéxima a uma das populacdes

de A. marantoidea (d). Fotos: J Jardim (a) e I Oliveira (d).

Fig. 3 Mapa da area de estudo. Area de abrangéncia da Floresta Ombroéfila Densa no Brasil
(a) Detalhe da area em que ocorrem as populagdes de Anomochloa marantoidea (b). Codigos

das populacdes na tabela 1.

Fig. 4 Modelo de adequabilidade de nicho ecoldgico para Anomochloa marantoidea
construido em algoritmo Maxent, com base em quatro registros de ocorréncia e oito variaveis

preditoras ambientais. Codigos das populagdes na tabela 1.

Fig. 5 Teste de jacknife mostrando as varidveis que mais contribuiram na constru¢do do
modelo de adequabilidade de nicho ecoldgico para Anomochloa marantoidea construido em
algoritmo Maxent com quatro pontos de ocorréncia, utilizando como background a Floresta

Ombrofila Densa. Codigos das varidveis na tabela 2.

Fig. 6 Curvas de nivel das varidveis que apresentaram informacdes mais Uteis para a
constru¢do do modelo de nicho climatico de Anomochloa marantoidea construido em
algoritmo Maxent com quatro pontos de ocorréncia, utilizando como background a Floresta
Ombroéfila Densa. Os graficos mostram como a probabilidade de presenca da espécie muda
com a variacdo de cada uma das quatro varidveis. Area em azul representa a variancia. Veja

codigos na tabela 2.
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Fig. 7 Localizacao dos sitios adequados para Anomochloa marantoidea; a linha vermelha
representa o Minimo Poligono Convexo em volta dos sitios (threshold baseado em SSS) (a)
Enfoque nas areas protegidas que englobam sitios favoraveis para a espécie (b) Area de
ocupacdo (vermelho) e de extensdo de ocorréncia (cinza), calculados conforme

recomendagdes da IUCN (c).
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Tabela 1. Localizacao das populagdes de Anomochloa marantoidea coletadas no municipio

de Una, no Sul da Bahia e utilizadas na constru¢do do modelo. N = ntimero de individuos.

Acronimos dos herbarios de acordo com Thiers (2017).

Codigo  Localizacao N Coordenadas Voucher
kml5 Estrada para 19 15°07°S, R.P.Oliveira et al. 2233
Sdo José*, 39°15W (HUEFS)
km15a
partir da BR
101
km5 km 5 BA- 5 15°05°S, 39°17° -
669 W
BA-669, >100 15°05°S, 39°17° J.P.S.Vieira et al. 1
estrada Sao w (HUEFS)
SR José da
Vitéria-
Una*,
Fazenda
Santa Rosa
(Reserva
indigena).
SP Una, Serra 11 15°04'S,39°15' J.G.Jardim &
do Padeiro W J.P.S.Vieira 6786

(CEPEC)

*Rodovia BA 669
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Tabela 2. Variaveis ambientais selecionadas do banco de dados WorldClim e NASA-MODIS

(apenas para tree) usadas nos modelos de adequagdo ambiental para a espécie Anomochloa

marantoidea.

Categoria Variavel Codigo  Unidade
de
medida

Topografica  Altitude™" alt m

Declividade™° slope °

Vegetacional ~Cobertura arbérea™® tree %

Temperatura anual (média*10)* biol °C
Bioclimatica  Média de variagao diurna (tmax—tmin, média mensal)  bio2 °C
(*10)°
Isotermalidade™ ° bio3 %
Temperatura maxima no més mais quente (*10)° bio5 °C
Precipitagdo anual (total)™® biol2 mm
Precipitagdo no més mais chuvoso” biol3 mm
Precipitagdo no trimestre mais seco® biol7 mm
Precipitagdo no trimestre mais quente® biol8 mm
Precipita¢do no trimestre mais frio® biol9 mm

a = utilizada no modelo preditivo; b = utilizada no modelo descritivo
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Tabela 3. Valores das varidveis ambientais utilizadas no modelo descritivo para cada ponto

de ocorréncia Anomochloa marantoidea. Veja Tabela 1 para os codigos das populagdes e

Tabela 2 para codigos das varidveis.

Populacio alt slope tree bio2 bio3 bio5S biol2 biol7 biol8
km5 161 6 61 70 63 291 1349 277 379
km15 120 4 76 70 63 289 1355 280 378
SR 164 1 82 70 63 290 1341 277 375
SP 141 5 8 69 63 289 1378 286 384
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CAPITULO 2

Variabilidade genética e estrutura populacional
da mais antiga linhagem de gramineas,
Anomochloa marantoidea Brongn. (Poaceae),
como subsidio a sua conservacao
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RESUMO

Anomochloa marantoidea Brongn. ¢ uma espécie de graminea (Poaceae) criticamente
ameacgada de extingdo endémica da Mata Atlantica do sul do estado da Bahia, no Brasil, onde
apresenta distribuicao restrita com poucas populagdes e com poucos individuos em cada uma
destas. Esta espécie, Unica representante do género Anomochloa, representa a mais antiga
linhagem de Poaceae existente, e assim apresenta elevada importancia cientifica para estudos
micro e macroevolutivos dentro desta importante familia de angiosperma. A distribui¢ao
restrita de A. marantoidea, juntamente com perturbacdes antrépicas devido ao cultivo de
cacau, podem rapidamente leva-la a completa extincdo, uma vez que esta ndo esta
representada em areas protegidas. Ameagas genéticas como depressao endogamica, deriva
genética e baixa diversidade genética sdo comuns em populagdes pequenas € podem também
contribuir para acelerar o processo de extingdo. Marcadores moleculares foram aqui utilizados
para avaliar os niveis de diversidade genética e estruturagdo genética de A. marantoidea ¢
verificar a ocorréncia de tais ameagas genéticas. A heterozigosidade esperada foi semelhante
nas populagdes, independente do nimero de individuos em cada uma; no entanto a propor¢ao
de loci polimérficos foi maior nas maiores populagdes, indicando uma relagdo entre tamanho
populacional e diversidade genética. Testes de correlagdo entre distdncias genética e
geografica sugerem que a deriva genética ¢ a principal for¢a causando diferenca entre as
populacdes. Analises de estruturagcdo indicam fragmentagdo recente e baixo fluxo génico entre
as populagdes remanescentes da espécie, com consequentes altos niveis de endogamia. Com
base nestes resultados sdo feitas recomendacdes de estratégias para a conservagdo da espécie.

Palavras-chave: espécie ameagada, ISSR, Mata Atlantica, espécie rara, genética de

populacdes
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2.1 Introducao

O género Anomochloa Brongn. constitui a mais antiga linhagem existente da
importante familia das gramineas (Clark et al. 1995; Duvall e Morton 1996; Mason-Gamer et
al. 1998; Gaut et al. 1999; Kellogg 2000; Bremer e Baum 2002; Bouchenak-Khelladi et al.
2010; Prasad et al. 2011; Burke et al. 2016). Este ¢ um género monotipico, que inclui apenas
A. marantoidea Brongn., uma espécie de aspecto morfologico diferente das gramineas em
alguns caracteres, o que ¢ refletido no nome do género que significa “graminea andmala”. O
principal destes caracteres ¢ a sua inflorescéncia com bracteas conspicuas e estruturas apenas
equivalentes as espiguetas caracteristicas da familia (GPWG 2001; Kellogg 2001; Sajo et al.,
2012). Além disso, suas folhas longas e largas lembram as de representantes da familia
Marantaceae (dai seu epiteto especifico) (Judziewicz et al., 1999).

Apresenta distribuicdo extremamente restrita a fragmentos de Mata Atlantica na
regido de Una, no sul do estado da Bahia, onde a atividade cacaueira tem causado redugdo no
habitat da espécie (Soderstrom 1984; Thomas 2007). Além disso, sdo conhecidas poucas
populacdes da espécie, com poucos individuos cada, nenhuma em é&rea protegida, sendo
considerada estritamente ameagada de extingdo (MMA 2008; Filgueiras et al. 2013). A
conservagdo desta espécie ¢ de grande importancia, uma vez que estudos de taxons de
linhagens ancestrais sdo de extrema importancia para o entendimento dos processos
evolutivos do grupo ao qual pertencem, além de conter uma importante propor¢do da
diversidade genética do mesmo (Krajewski 1991; Vézquez e Gittleman 1998; Allendorf e
Luikart 2009).

A diversidade genética ¢ imprescindivel para a evolucdo e adaptacdo das populacdes
as mudancas ambientais, sejam estas associadas a agdo humana ou estocasticas (Frankham et
al. 2002). Ha evidéncias de que o sucesso reprodutivo de uma populacido (ou fitness) esta

relacionado a sua variabilidade genética (Keller e Waller 2002). Geralmente espécies
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ameacadas tém variabilidade genética reduzida, quando comparadas a espécies
taxonomicamente proximas nao ameagadas (Spielman et al. 2004). Isto leva a conclusao de
que a perda desta variabilidade aumenta o risco de extin¢ao (Frankham 2005).

O conhecimento dos niveis de diversidade genética e de como esta se encontra
estruturada entre as populagdes de uma espécie sao essenciais para a elaboragao de planos de
conservagao de espécies ameagadas, pois ajudam a entender a extensdo da ameacga a
variabilidade e norteia as medidas que podem ser tomadas para mitigar seus efeitos deletérios
(DeSalle e Amato 2004). A partir disso, € possivel, por exemplo, selecionar populagdes com
maior diversidade como fonte de propagulos para reintroducdes (Hamrick e Godt 1996).

A diversidade genética de um grupo biologico pode ser acessada por marcadores
moleculares neutros (Charlesworth 2003). Este método de avaliacao baseia-se na hipdtese de
que a variabilidade acessada através de marcadores de evolugdao neutra geralmente reflete a
variabilidade de todo o genoma, diferente dos marcadores de loci sujeitos a selecdo natural
(Hedrick 2001). Marcadores microssatélites sdo indicados para estudos de genética da
conservagdo por apresentarem alto grau de polimorfismo e heranga codominante tornando
possivel distinguir heterozigotos de homozigotos (Powell et al. 1996). Apesar de muito
utilizados na atualidade, marcadores microssatélites apresentam uso limitado em espécies
poliploides, pela dificuldade de estimar o nimero exato de copias alélicas (Silva et al. 2005;
Obbard et al. 2006; Clark e Jasieniuk 2011). Nesse caso, os dados muitas vezes sao tratados
como bindrios, semelhante aqueles oriundos de marcadores dominantes (ex. Mengoni et al.
2000; Lian et al. 2003; Robertson et al. 2010).

Hunziker et al. (1989) realizaram a contagem cromossdmica para Anomochloa
marantoidea, sugerindo que o nimero cromossomico n= 18 teria sido originado através de
poliploidizacdo. Em um estudo sobre evolucdo cromossomica em Poaceae, Hilu (2004)

propds um numero cromossdmico ancestral para Poaceae x= 11, que por aneuploidia teria
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gerado x=9 com posterior duplicagdo para x= 18 em A. marantoidea. Assim, com base na
indicacdo de poliploidia nessa espécie, e para evitar o custo do desenvolvimento de
bibliotecas de primers e a respectiva genotipagem dos microssatélites, em uma espécie
potencialmente poliploide, optou-se por utilizar os ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats),
marcadores que flanqueiam os microssatélites e estdo amplamente distribuidos no genoma,
apresentando heranca dominante e segregacdo mendeliana simples (Gupta et al. 1994;
Zietkiewicz et al. 1994; Sankar e Moore 2001).

ISSRs sdao marcadores altamente polimoérficos, de baixo custo e com alta
reprodutibilidade (Fang et al. 1997; Fang e Roose 1997; Reddy et al. 2002; Hausdorf e
Hennig 2010; Nybom et al. 2014; Costa et al. 2016). Por estes motivos, estdo entre os
marcadores moleculares mais utilizados em estudos de diversidade genética em plantas
(Nybom et al. 2014), sendo também largamente utilizados em estudos com taxons ameagados,
onde as informagdes geradas sdo utilizadas para auxiliar na tomada de decisdes voltadas a
conservagdo (Huang et al. 2009; Narzary et al. 2010; Gonzalez-Lopez et al. 2014; Jiménez et
al. 2015; Knox et al. 2016; Lu et al. 2016; Nunes et al. 2016; Fajardo et al. 2017).Ressalta-se
ainda o custo reduzido da técnica, principalmente por dispensar a utilizacdo de sequenciadores
de DNA (Zietkiewicz et al. 1994; Hausdorf e Hennig 2010).

Neste estudo foram utilizados marcadores ISSR em populacdes remanescentes de
Anomochloa marantoidea para verificar quais fatores podem estar moldando os niveis de
diversidade genética e de como esta se encontra estruturada na espécie e suas populagdes;
avaliar possiveis ameacas genéticas a sua conservagdo, como efeitos-gargalo, deriva e
endogamia. A partir destas informagdes busca-se responder as perguntas: (1) As maiores
populacdes sdo geneticamente mais diversas? (2) As populacdes sdo geneticamente isoladas e
qual o nivel de fluxo génico entre elas? (3) A distdncia genética ¢ proporcional a distancia

geografica (ha equilibrio regional)? (4) Quais os principais fatores responsaveis pelos padrdes
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observados? Com base nestes resultados sao feitas recomendagdes de como pode ser realizado

o plano de manejo.

2.2 Materiais e métodos
2.2.1 Amostragem, extragdo e quantificagdo do DNA

Até recentemente, apenas duas populagdes naturais eram conhecidas para a espécie,
com poucos individuos em ambas. Duas novas populagdes foram localizadas como
resultado de um trabalho de modelagem de nicho climatico (Vieira et al. Cap. 1). Foram
amostrados todos os individuos encontrados em todas as quatro populagdes, exceto em uma
das novas populacdes que apresentou mais de 100 individuos, na qual 30 foram amostrados.
A amostragem total consistiu em 65 individuos, sendo 11 da populagdo da Serra do Padeiro
(SP), 19 da populacdo do km 15 da BA-669 (km15), e cinco da populagdo do km 5 da BA-
669 (km5), além dos 30 individuos da populagdo proxima a Fazenda Santa Rosa (SR)
(Tabela 1; Figura 1). Foi retirada uma folha jovem por individuo, que foi acondicionada em
silica gel para posterior extragdo do DNA total.

A extragdo do DNA foi realizada a partir de 50 pg de folhas desidratadas utilizando o
método descrito por Doyle e Doyle (1987), adaptado para microtubos, e areia autoclavada
para auxiliar na maceracdo mecanica dos tecidos vegetais em almofariz de porcelana. O
DNA foi quantificado através de eletroforese em gel de agarose (1%) em tampao SB (Brody
e Kern 2004), na presenca de marcador Lambda Hind IIT (200ng). Os géis foram corados
com brometo de etidio (0,5 mg/L), visualizados em transiluminador com luz ultravioleta e

fotodocumentados com o auxilio do sistema L-PIX (Loccus Biotecnologia).
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2.2.2 Amplificagao ISSR-PCR e teste de polimorfismo

Foram testados os 20 primers do ISSR Resources web site (http://www.biosci.ohio-
state.edu/~awolfe/ISSR/ISSR.html), além de dois primers (GA)s-YC e (AG)s-YT do UBC
primer kit #9 (Biotechnology Laboratory, University of British Columbia, Canada). As
amplificacdes foram realizadas utilizando 1x TopTaq™ Master Mix Kit (QIAGEN Inc.,
Hilden, Germany); 5 pmol de primer ¢ 10 ng de DNA molde em um volume final de 8 pL. Os
ciclos de amplificacao consistiram em um ciclo inicial de 94 °C por 1 min; 35 ciclos de 40 s a
94 °C,45sa45°Ce 1,5 min. a 72 °C, com dois passos adicionais de 45 s a 94 °C e 45 s a 44
°C; e uma extensao final de 7 min. a 72 °C.

Para as andlises foram selecionados os primers que apresentaram padrao de bandas
com resolugdo satisfatoria e polimorfismo, identificados a partir de testes realizados com
cinco individuos escolhidos aleatoriamente em cada populacao (Tabela 2). Uma vez que estes
primers podem potencialmente amplificar DNA de qualquer organismo eucarioto
(Zietkiewicz et al. 1994), em todas as PCR foram conduzidas com ao menos uma amostra
como controle negativo (sem adicdo de DNA molde) para verificar contaminagdo externa. E
ainda, a fim de verificar a reprodutibilidade dos padrdes obtidos foram realizadas repeticdes
das amplificagdes em 25% das amostras escolhidas aleatoriamente.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% em
tampao SB na presenca de marcador 100 bp DNA Ladder, a 100 V e 80 mA, por cerca de 70
min. Os géis foram corados com brometo de etidio (0,5 mg/L), visualizados em
transiluminador UV e fotodocumentados. As imagens dos géis foram editadas e analisadas
utilizando-se o software GelCompar II versdao 5.1 (Applied Maths NV, Sint-Martens-Latem,
Belgium), no qual o padrdo de bandas dos individuos foi convertido em uma matriz bindria de
dados. Atribuiu-se o valor 0 (zero) a auséncia de determinada banda (locus), e a presencga da

mesma foi atribuido o valor 1 (um). Os dados faltantes foram codificados como -1 (menos
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um). O software FAMD 1.31 (Schliiter e Harris 2006) foi utilizado para converter e exportar a
matriz binaria para os diferentes formatos requeridos em cada um dos programas utilizados
nas analises.

Para identificacdo de /oci com valores outliers de Fsr, que poderiam potencialmente
estar ligados a genes, foram usados métodos bayesianos e baseados em frequéncias através
dos softwares BayeScan 2.1 (Foll e Gaggiotti 2008) ¢ Mcheza (Antao ¢ Beaumont 2011),
respectivamente. No BayeScan, foi utilizada razao de chance de trés para um (PO =3; K= 10
”), valor que segundo a escala de Jeffreys (1961) seria uma evidéncia substancial de rejei¢io
da hipotese nula de auséncia de sele¢ao, considerando taxa de erro do tipo I (false discovery
rate; FDR) de 0,05. No software Mcheza, que utiliza uma modificagdo do FDIST (Beaumont
e Nichols 1996) para dados dominantes, foram realizadas 50.000 simula¢des para gerar uma
distribuicao nula de estimativas de Fsr sob expectativas neutras, utilizando um intervalo de

confianca de 0,95.

2.2.2 Diversidade Genética

Para marcadores dominantes, uma das possiblidades para obtengdo das frequéncias
alélicas ¢ assumir equilibrio de Hardy-Weinberg nas populacdes (ex. Lynch e Milligan 1994).
O método mais comumente utilizado estima a frequéncia do alelo-nulo tirando a raiz quadrada
da fracdo de individuos sem determinada banda (Nybom 2004). No entanto, esta forma de
calcular frequéncias alélicas dé estimativas enviesadas (Lynch e Milligan 1994) e por isto, foi
utilizada apenas para propdsitos de comparagdo com outros trabalhos.

O método desenvolvido por Zhivotovsky (1999) que calcula a frequéncia dos alelos-
nulos por inferéncia bayesiana funciona melhor quando ha desvios do equilibrio de Hardy-
Weinberg. Este método foi utilizado com auxilio do software FAMD 1.31 (Schliiter e Harris

2006) usando non-uniform prior distribuction estimando os parametros dos dados entre as
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populagdes (among-population prior) e a partir destas frequéncias foi calculada a
heterozigosidade média esperada dos /oci. A heterozigosidade para cada /ocus foi calculada
utilizando a formula H, = 2¢g;i (1 - gji) no Microsoft Excel 2010 (Microsoft; Redmond,
Washington); onde g ¢ a frequéncia do alelo nulo na populagdo j no locus i e a
heterozigosidade média (H,) foi calculada retirando a média de todos os loci. Também no
FAMD foram calculados a propor¢do de /oci polimorficos (%P) e o numero de bandas

exclusivas e fixadas por populagdo (BP e BF, respectivamente).

2.2.3 Estrutura populacional

Hé4 apenas dois softwares que permitem realizar estimativas do coeficiente de
endogamia f (Fis) a partir de dados dominantes. O primeiro método a ser descrito (Holsinger
et al. 2002) por vezes mostra estimativas enviesadas, principalmente devido a caracteristicas
intrinsecas dos marcadores dominantes e pelo procedimento de selecionar apenas marcadores
polimorficos por parte dos pesquisadores (Foll et al. 2008), o que ¢ uma pratica comum na
maioria dos trabalhos com marcadores dominantes (Nybom 2004). Foll et al. (2008)
desenvolveram o software ABC4F que corrige estes vieses € medidas de Fsr e Fig individuais
para cada populacdo, como uma forma de levar em conta as diferencas no historico
populacional (Balding 2003), por isto este software foi utilizado para calcular estas
estatisticas. O programa foi parametrizado assumindo viés de /oci oculto (hidden loci bias) de
1, e sem viés para loci fixados (fixed loci bias = 0), uma vez que ndo foi aplicada nenhum
valor de frequéncia de corte para a escolha dos loci ISSR. Demais opgdes foram mantidas na
configuracdo padrao do programa.

A AMOVA (Excoffier et al. 1992) foi realizada no software GenAlEx 6.5 (Peakall e
Smouse 2012), que permite testar a significancia estatistica do parametro, a fim de verificar se

o valor obtido ¢ apenas efeito da amostragem (Holsinger ¢ Weir 2009). Para tal, foi
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contrastado o valor do pardmetro com uma distribuicdo de valores calculados com
amostragens randomicas do conjunto de dados total, a qual foi construida com 999
replicagdes (aleatorizagdes). Também foram conduzidas andlises de divergéncia tomando as
diferentes populagdes par-a-par e o fluxo génico entre os pares de populacdes foram
calculados a partir destes valores ¢st (ver Schmidt e Jensen 2000).

Para obter-se uma representagdo estrutural da diversidade genética das populagdes
amostradas, foi utilizado o software STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al. 2000; Falush et al.
2003, 2007). Foi selecionado o modelo de mistura (admixture model, individuos podem ter
ancestralidade derivada de mais de uma populacdo), com frequéncias alélicas correlacionadas
e utilizando o parametro a priori LOCPRIOR. Foram estimados os valores de o (Hubisz et al
2009) para cada populacdo, uma vez que estas nao foram igualmente representadas na
amostra, ¢ de A (Evanno et al. 2005) e r (indice de informagao do local de coleta; Hubisz et al.
2009). Foram realizadas 20 corridas independentes para um conjunto de valores para K
(nimero de clusters) variando de um até nimero de populagdes iniciais mais trés (K 1-7),
como recomendado por Evanno et al. (2005). Todas as corridas foram baseadas em 500.000
repetigdes MCMC (Markov Chain Monte Carlo) apds 200.000 de periodo de burn-in.

Os resultados das analises do STRUCTURE foram analisados na interface web do
programa Structure Harvester (Earl e vonHoldt 2012), onde ¢ possivel observar graficos para
decisdo do valor mais apropriado para K com base no AK, conforme Evanno et al. (2005).
Subsequentemente, foi usado o programa CLUMPP v 1.1.2 (Jakobsson e Rosenberg 2007)
para agrupar as 20 réplicas em apenas uma matriz; para tal foi utilizado o método fullsearch
com estatistica G’ para a matriz de similaridade par-a-par. O programa Distruct 1.1
(Rosenberg 2004) gerou os graficos para as matrizes produzidas no CLUMPP.

Foi realizada analise de agrupamento para os dados moleculares, utilizando o método

de duas etapas (Liu e Zhao 2006), uma primeira visando reduzir as dimensdes dos dados,
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realizada por meio de andlise de coordenadas principais, seguida de analise de agrupamento
gaussiano (Reeves et al. 2007; Reeves e Richards 2009). Agrupamento gaussiano ¢ o mais
indicado para inferir grupos de espécies quando se utiliza dados dominantes (Hausdorf e
Hennig 2010). Inicialmente foi realizada a anélise de coordenadas principais (Gower 1966) no
software PAST 3.15 (Hammer et al 2001) utilizando o indice de similaridade de Jaccard
(1901) como recomendado para dados dominantes por Link et al (1995), com expoente de
transformagdo = 6. Para analise de agrupamento foram usados os dez primeiros eixos de
coordenadas principais, realizado com auxilio do pacote mclust 5.3 (Scrucca et al. 2016) do
software R (R Core Team 2017). Foi selecionado o modelo que melhor se ajusta aos dados
com base em BIC (Bayesian Information Criterion), sendo registrado o nimero ideal de
grupos inferidos e a classificacao de cada um dos individuos nestes grupos. O teste de razao
de verossimilhanca foi realizado para avaliar o nimero de componentes com significancia
estatistica aproximada por meio de bootstrap paramétrico com 999 replicagdes. Também foi
utilizado o software Distruct 1.1 pra gerar os graficos para os agrupamentos.

Para avaliar a existéncia de associagdo entre as distancias genética e geografica foi
utilizado o Teste de Mantel (1967) de correspondéncia entre as matrizes de distancia genética
ndo enviesada de Nei (1978) e de distancia geografica (km) entre as populagdes, gerada a
partir de coordenadas geograficas (X,Y). Este teste foi realizado no software GenAlEx 6.5,
onde as matrizes também foram produzidas. Para testar a significincia da associacdo Rxy
encontrada, foram executadas 999 permutacdes da coordenada ¥ e mantendo a coordenada X
inalterada a fim de obter uma estimativa do Rxy esperada numa hipdtese nula onde ndo ha
correlacdo entre as matrizes. A hipdtese nula € rejeitada quando o valor observado ¢ maior
que os valores das permutagdes ao menos em 95% dos casos.

A influéncia de provaveis barreiras ao fluxo génico entre as populacdes foi analisada

no software Barrier v2.2 (Manni et al. 2004). Foi utilizada a matriz de distancia genética de
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Nei (1971) e apenas a primeira barreira mais provavel foi inferida, uma vez que esta ¢ a mais
importante. O nivel de significancia das barreiras inferidas foi avaliado a partir de 1000
replicacdes de bootstrap da matriz de dados original produzidas. As matrizes foram
calculadas no software AFLP-SURV 1.0 (Vekemans 2002), com frequéncias alélicas obtidas

utilizando o método de Zhivotovsky (1999) com uniform prior.

2.3 Resultados

Seis primers dos 22 testados foram selecionados para verificar a diversidade e
estruturacdo genética nas populacdes de Anomochloa marantoidea, todos ancorados na porgao
3’ (CHRIS, 899, 843; JOHN; MANNY e ISSR-4). Através destes, 60 loci foram obtidos, que
variaram entre 200 e 1500 pb, dos quais 59 se mostraram polimorficos e foram analisados
(Tabela 2). As amostras que foram amplificadas duas vezes apresentaram perfil eletroforético
idéntico, demonstrando a reprodutibilidade dos padrdes gerados pela presente analise.

Na detec¢ao de loci outliers, tanto o método bayesiano (BayeScan) quanto o baseado
em frequéncia (Mcheza) ndo detectaram nenhum /oci como candidato a estar sob algum tipo
de selecdo, portanto todos os 59 loci polimoérficos foram utilizados nas andlises posteriores.
Dados faltantes corresponderam a 1,8% da matriz final.

A heterozigosidade média esperada utilizando o método da raiz quadrada em nivel de
espécie foi H,= 0,22, enquanto o método bayesiano estimou H,= 0,27. Os niveis de
diversidade encontrados foram muito similares nas quatro populagdes analisadas, sendo
encontrados os seguintes valores: na populacao da Serra do Padeiro (SP), H, = 0,28; Fazenda
Santa Rosa (SR), H.= 0,25; km5, H~= 0,27 e km15, H,= 0,27 (Tabela 1) Um teste de Kruskal-
Wallis que nao detectou diferenga significativa nos valores de heterozigosidade (H,.) das
diferentes populagdes (= 1,42; gl= 3; p= 0,7). Tais valores também ndo foram

correlacionados aos tamanhos populacionais [F (3, 232) = 0,37242, p= 0,7] (Figura 2). Quanto
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ao percentual de /oci polimorficos, foram encontrados os seguintes valores: na populagao SR,
P=86%, P=78% na populac¢do km15; P=59% em SR e P=46% na popula¢do km5. O niimero
de bandas fixadas foi 3 na populacdo SR (5%), 4 na km15 (6%), 10 na SP (17%) e 12 (20%)
na km5. As populagdes kml5 e SR apresentaram duas e oito bandas exclusivas,
respectivamente (Tabela 1).

Os valores de Fst estimados para cada localidade variaram entre 0,248 ¢ 0,488 ¢ os
valores para Fis entre 0,567 ¢ 0,729 (Tabela 1). A AMOVA estimou a divergéncia entre as
populacdes ¢psr = 0,18 (p=0,01) (18%), e 82% da variacao total dentro das populacdes (Tabela
3). Os valores ¢st das populagdes par-a-par variaram entre 0,12-0,21 e foram significantes em
todas as comparagdes (p<0,05), sendo as maiores distancias inferidas entre a populacao SR e
as demais, e a menor entre as populagdes km5 e km15. O fluxo génico estimado (N.m) entre
os pares de populagdes variou entre 0,92-1,87 (Tabela 4).

As analises de estruturacdo e a de agrupamento indicaram o mais provavel nimero de
grupos K=2 (AK = 2), significando dois grupos genéticos, ou dois pools génicos. Todas as
populacdes contém os dois grupos em diferentes proporgdes. Os resultados do STRUCTURE
para o parametro r foi 2,2 [corrida com maior Ln P(D)].As representacdes graficas de ambos
os métodos de agrupamento, incluindo as classificagdes de cada individuo nos dois grupos
inferidos, podem ser vistas na Figura 3.

O teste de Mantel ndo mostrou associacao significativa entre distdncia genética de Nei
e distancia geografica tomando as populagdes par-a-par (Rxy= 0,309; p= 0,430). A analise de
barreiras ao fluxo génico inferiu a primeira barreira genética em torno da populagdo SR,
separando-as das demais, com alta significancia inferida pelas 1000 matrizes, dado que esta

barreira se posiciona de forma a criar um isolamento desta populacao (Figura 1).
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2.4 Discussao
2.4.1 A raridade de Anomochloa marantoidea e suas consequéncias

Anomochloa marantoidea foi incluida entre as plantas raras do Brasil (Oliveira et al.
2009; Thomas 2007) e o conhecimento sobre a mesma durante muitas décadas foi baseado
apenas em duas pequenas populacdes, sendo que mais duas foram recentemente registradas
durante nossos estudos com modelagem de nicho ecoldgico (Vieira et al. Cap. 1). Mesmo que
tenham sido realizados esfor¢os para amostrar o maior nimero possivel de individuos nas
quatro populagdes conhecidas, infelizmente poucos foram encontrados na maioria delas, o que
refor¢a o nivel de ameaca de extingao que a espécie enfrenta. Como em muitos estudos de
diversidade genética de espécies ameacadas (ex. Fischer e Matthies 1998; Schmidt e Jensen
2000; Gonzalez-Lopez et al. 2014), uma das populagdes de Anomochloa marantoidea (km15)
apresenta tamanho amostral que pode ser considerado pequeno para estudos genéticos em
populagdes naturais, mas como héa poucas populagdes remanescentes, resolvemos incluir

todas no estudo.

2.4.2 Diversidade genética

Os dados aqui apresentados sobre a diversidade genética de Anomochloa marantoidea
estdao baseados em 59 Joci polimorficos. A decisdo de incluir ou nao dados de /loci
monomorficos pode interferir substancialmente nos parametros de diversidade genética
calculados (Nybom e Bartish 2000). No entanto, como verificado por Nybom (2004) em sua
compilagdo de parametros de genética de populacdes inferidos para diversos grupos de
plantas com base em marcadores dominantes (AFLP, RAPD e ISSR), valores de H, obtidos
nos diferentes estudos ndo foram afetados pela escolha do marcador nem pelo nimero de
individuos amostrados por populagdo. Desta forma, resultados de diferentes estudos podem

ser comparados, desde que tenham sido utilizados os mesmo critérios para selecao de loci.



82

Ainda segundo a autora, a maioria dos trabalhos utiliza apenas marcadores polimorficos para
calcular a diversidade genética intraespecifica. Assim, a fim de garantir que os dados deste
trabalho pudessem ser comparados com outros da literatura, este critério também foi aqui
adotado.

A diversidade genética de uma espécie ¢ fortemente correlacionada a aspectos
intrinsecos, como ciclo de vida, tipo de sucessdo ecologica e comportamento reprodutivo
(Hamrick e Godt 1996, 1996b; Charlesworth 2003, Ourborg et al. 1999). A estimativa de
heterozigosidade média esperada para Anomochloa marantoidea (H,= 0,22) é comparavel ao
encontrado em plantas que apresentaram os maiores niveis diversidade genética por Nybom
(2004), que foram encontrados em espécies perenes, tardias no processo de sucessdo
ecologica e que apresentam reproducdo exclusivamente por cruzamento. A partir do que se
conhece de tais caracteristicas ecologicas para A. marantoidea, pode concluir-se que estas
estao de acordo com o H, encontrado. A espécie € perene e, a partir de informagdes de habitat
e modelagem de nicho ecologico, concluiu-se que a mesma seja tardia no processo de
sucessao ecoldgica, uma vez que ¢ adaptada a ambientes sombreados e depende da existéncia
de arvores altas, ndo suportando altos niveis de radiagcdo solar (Pohl 1977; Judziewicz et al.
1999, Vieira et al. Cap. 1).

Entretanto, pouco se sabe sobre o comportamento reprodutivo dessa espécie até o
momento. As gramineas sdo tradicionalmente citadas como exemplo de plantas polinizadas
pelo vento (Connor, 1987), especialmente as espécies ocorrentes em ambientes abertos,
campestres. O vento ¢ conhecidamente um facilitador da autopolinizag¢ao (Culley et al. 2002),
0 que levaria a uma diminui¢do na H, nas espécies que possuem esse tipo de polinizagdo. No
entanto, varios trabalhos com gramineas ocorrentes no interior de florestas tropicais indicam a
possibilidade de outro tipo de polinizagdo, principalmente devido ao baixo fluxo de correntes

de ar no sub-bosque de florestas, enquanto ¢ descrita ampla visitagdo de insetos as flores de
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bambus e outras Poaceae florestais (Soderstrom e Calderon 1971; Dérea 2011; Sajo 2008).
Sajo et al. (2012) estudaram aspectos morfologicos e ontogenéticos das inflorescéncias de
Anomochloa marantoidea e sugeriram que polinizacao anemofila € realmente pouco provavel
nessa espécie, uma vez que a estrutura de suas anteras se assemelha a de plantas que
apresentam buzz pollination. Porém, nenhum estudo mais detalhado ligado a sua polinizagao
nem potenciais polinizadores foram indicados por esses autores.

A espécie apresenta flores hermafroditas e ¢ dicogadmica, mais precisamente
protoginica, pois o gineceu amadurece antes do androceu (Judziewicz e Soderstrom 1989;
Judziewicz et al. 1999). Este mecanismo estd presente em muitas outras linhagens antigas de
angiospermas, sendo indicado como condigdo ancestral nesse grupo (Lora et al. 2011). A
dicogamia pode ser interpretada como uma forma de dificultar a autogamia e promover a
reproducao cruzada (Dai e Galloway 2011) e ainda que em espécies dicogamicas também
possa ocorrer autopoliniza¢dao (ex. dicogamia incompleta), ela ocorre em menor proporg¢ao
(Lloyd e Webb 1986; Lora et al. 2011). A heterozigosidade média indicada por Nybom
(2004) para espécies de reproducao cruzada ¢ de 0,27, e para plantas com sistema reprodutivo
misto 0,18. Assim, a heterozigosidade encontrada em A. marantoidea (0,22), pode ser
considerada intermedidria entre estes dois sistemas de reproducao.

Além de ter relagdo com aspectos da biologia das espécies, a diversidade genética
pode ser depauperada em espécies ameacgadas de extingdo, que comumente apresentam menor
diversidade genética que espécies taxonomicamente proximas ndo ameagadas (Spielman et al.
2004). Como A. marantoidea ¢ uma espécie evolutivamente isolada, os Unicos estudos de
diversidade genética em espécies relacionadas foram realizados com bambus (subfamilia
Bambusoideae). Quando comparada a outras Poaceae que também ocorrem nas florestas do
Leste do Brasil, a heterozigosidade média esperada para A. marantoidea foi mais baixa que

aquela encontrada para Raddia portoi Kuhlm. (0,27), uma espécie provavelmente alogama
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que ocorre em florestas associadas ao bioma Caatinga ¢ em areas adjacentes a Mata Atlantica
(Braz et al. 2012), e superior a encontrada em Eremits spp. (0,156) (Ferreira et al. 2012), um
género de espécies ameagadas, endémico da Mata Atlantica, mas no qual a autogamia ¢ o
modo de reprodugao mais provavel.

Os resultados de H, encontrados para Anomochloa marantoidea se mostram elevados
também quando comparados com aqueles de outras gramineas de regides diferentes, como
para espécies do género eurasiano de bambus Dendrocalamus Nees. Para D. giganteus Munro
foi encontrada baixa diversidade genética (0,0418), a qual os autores atribuiram a propagagao
clonal da espécie (Tian et al. 2011). Por outro lado, D. membranaceus Munro apesentou alta
diversidade genética (0,219), sendo esta relacionada ao longo ciclo de vida, reproducdo
cruzada e poliploidia (Yang et al. 2012). Na espécie do velho mundo Elymus sibiricus L.
(Pooideae), foi encontrada heterozigosidade média esperada de 0,18, sendo esta uma espécie
perene com sistema reprodutivo misto (Ma et al. 2012).

Estes resultados revelaram que espécies de gramineas nas quais ocorre autopolinizagio
em algum grau apresentam menor diversidade genética e sugerem que os valores
relativamente altos de H, de A. marantoidea podem ser consequéncia de um sistema de
reproducdo cruzada e esta espécie, ou teve parte de sua diversidade reduzida devido as
consequéncias do pequeno numero de individuos nas populagdes, ou ainda ocorre
autopolinizagdo em baixas proporgdes.

Espera-se associagdo entre tamanho populacional e diversidade em nivel
intraespecifico, mas muitas vezes essa correlacdo ¢ menor para H, que para nimero de alelos
e loci polimorficos (Frankham 1996; Fischer e Matthies 1998; Allendorf et al. 2013, Ellstrand
e Elam 1993). Quando isso ocorre, pode ser interpretado como uma evidéncia de que deriva
genética, ¢ ndo endogamia, estd causando variacdo genética em populacdes pequenas

(Ellstrand e Elam 1993; Leimu et al. 2006). Outra explicacdo pra tal falta de relacdo pode
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ocorrer devido a caracteristicas do histérico populacional, por exemplo, quando ha diferenca
entre o tamanho populacional atual e o historico (ex. Ouborg e van Treuren, 1995; Schmidt &
Jensen 2000). Ademais, uma vez que a heterozigosidade ¢ perdida lentamente ao longo das
geragdes [Ah = —1/(2N) por geragdo], um efeito gargalo recente ou do qual a populagao se
recuperou rapidamente pode ndo ser detectavel através de diversidade genética quando esta ¢
medida utilizando H, (Allendorf 1986; Hedrick et al., 1986; Barret e Kohn 1991; Luikart et al.

1998).

Este pode ser o caso das populacdes de Anomochloa marantoidea. Para a populacio
kml5, por exemplo, registros em herbarios (7S dos Santos e EJ Judziewicz 4266 CEPEC)
indicam que esta contava com mais de oitenta individuos no ano de 1986, € ja no ano de 2015,
apesar do grande esforco para encontrar o maior nimero de individuos possivel, foram
localizados menos de 20. Uma vez que a espécie ¢ perene e pode potencialmente apresentar
sobreposi¢do de geracdes, pode-se concluir que sua heterozigosidade diminuiu pouco desde o
efeito gargalo que ocorreu em algum momento nestes 29 anos que separam as duas
observagdes a populacao.

Efeitos-gargalo apresentam maior impacto na variabilidade populacional quando esta ¢
medida como diversidade de alelos e loci polimérficos (Leberg 1992; Barret e Kohn 1991;
Luikart et al., 1998; Leimu et al. 2006). A propor¢ao de loci polimorficos (P) foi maior nas
maiores populagdes, confirmando esta teoria e indicando que as trés populacdes menores
sofreram (e talvez ainda sofram) efeito gargalo. Marcadores dominantes tém natureza
bialélica (Wolfe e Liston 1998), de modo que ndo ¢ possivel fazer profundas discussdes sobre
a diversidade de alelos nas populagdes. Entretanto, um indicativo de existéncia de alelos
exclusivos pode ser notado pelo fato de que bandas exclusivas foram encontradas nas
populacdes com o maior numero de individuos (SR e km15), e ndo foram encontradas nas

populacdes menores (km5 e SP); indicando uma relagdo entre nimero de alelos por locus e
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tamanho populacional. Ao contrario de H, que possui valores para cada /oci, ndo foi possivel
testar tal correlacdo, uma vez que nao ha observacdes suficientes para realizagdo dos testes

estatisticos.

2.4.3 Estruturagao populacional

Os valores de endogamia intrapopulacional (Fis) encontrados para Anomochloa
marantoidea foram altos. E mais provavel que este resultado esteja correlacionado com
cruzamento entre individuos aparentados, j4& que a espécie apresenta mecanismos que
conhecidamente reduzem a autopoliniza¢do. Assim como a heterozigosidade média esperada,
os indices de endogamia encontrados aqui também ndo se mostraram correlacionados com o
tamanho das populagdes. Leimu et al. (2006) verificaram que em varios estudos o nivel de
endogamia ¢ independente do tamanho populacional. Os indices Fis e H, encontrados aqui
estdo correlacionados com a presenga de estrutura genética intrapopulacional (tal qual em
Gaudeul et al. 2000 e Palacios et al. 2009) como inferida pelo STRUCTURE e pela andlise de
agrupamento. Todas as populacdes apresentam os dois pools génicos, € aquelas que os
apresentam em proporcdes semelhantes sdo aquelas com os menores indices de endogamia. O
indice de informac¢do do local de coleta r > 1 indica que os grupos genéticos ndo refletem a
subdivisdo inicial de quatro populacdes e que ndo ha correlacdo da localidade das populagdes
com a ancestralidade dos individuos (Hubisz et al. 2009).

O valor de diferenciagcdo populacional inferido utilizando o analogo ao Fsr, ¢st=0,18
bem como a significancia estatistica encontrada no teste de permutacdo da AMOVA indica
que as populagdes de Anomochloa marantoidea ndo sdo pan-miticas e revela uma
diferenciagdo moderada entre estas, como geralmente ¢ considerado para valores Fgr > 0,15
(Wright 1978, Hartl e Clark 1997, Frankham et al. 2002; 2010); um valor acima de 0,2 ¢

interpretado como suficiente para causar fixacdo de diferentes alelos nas populacdes (fluxo
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génico < 1 migrante por populagdo) (Wright 1931; Frankham et al. 2002; Waples 2010).
Ainda que Hedrick (1999) tenha demonstrado que o valor de estruturacao populacional pode
ser por vezes enviesado, suas observacdes se aplicam a marcadores com mais de dois alelos
(como microssatélites), o que nao ¢ o caso dos ISSR.

Como a deriva genética geralmente nao ¢ a mesma em todas as populacdes como ¢
considerado em um célculo de estatisticas-F-global, ¢ de grande utilidade calcular também
valores Fgr especificos para cada uma destas populagdes. Nesta andlise de estruturacdo, a
populagao SR apresentou o menor Fst (0,248) e conteve a maior parte do pool génico que nao
esta presente nas outras populacdes. Num modelo de fissdo populacional (Balding 2003),
menores valores de Fgr indicam menor diferenciagdo em relagdo a populacdo original
(anterior a fragmentacdo) (Foll et al. 2008). Isso pode estar relacionado com o fato de que a
populagdao SR ¢ a mais preservada em nimero de individuos, possivelmente sofrendo menos
os efeitos da deriva em relacdo as demais, e consequentemente sofrendo menos alteragdes
alélicas que as outras quando comparadas a populacao original.

O fluxo génico calculado entre as populacdes de Anomochloa marantoidea indica que
migrantes entre as populagcdes encontra-se bem préximo ao numero de um por geracao,
suficiente para prevenir a diferenciacdo total entre estas em determinado /oci (Wright 1931).
Apesar de diversas criticas, o critério de “um migrante por geracdo” ¢ largamente utilizado
para definir ESUs (Evolutionarily Significant Unit) em manejos de espécies ameagadas, uma
vez que o método de transplantacdo reciproca proposto por Crandall et al. (2000) ¢
impraticavel para a maioria das espécies ameacadas. No entanto, um migrante ¢ considerado o
nimero minimo desejavel para manter a coesdo entre populagdes em equilibrio; pequenas
populacdes podem necessitar entre um e dez migrantes por geragao para compensar os efeitos

da deriva (Mills e Allendorf 1996; Lopez et al. 2009).



88

O fluxo génico esta diretamente relacionado a capacidade de dispersao dos individuos
de uma espécie. Em Poaceae, a selecdo de mecanismos especializados para dispersao do fruto
evoluiu diversas vezes em muitos grupos, € assim a familia apresenta as mais diversas formas
de dispersao animal, pelo vento e pela dgua (Davidse 1986). Os dispersores de Anomochloa
marantoidea ainda sao desconhecidos, mas Judziewicz e Soderstrom (1989) tentaram
identificar mecanismos de dispersdo em seus diasporos. Ao contrario das plantas dos géneros
relacionados Streptochaeta Schrad. ex Nees e Pharus P. Browne, que apresentam ganchos
para dispersao epizoocorica, nenhum mecanismo foi encontrado em A. marantoidea. Os
autores sugeriram que esta poderia ser a causa da ocorréncia restrita da espécie, ao contrario
dos membros dos outros géneros, e que os didsporos de A. marantoidea poderiam conter 6leos
que atraem formigas. A presenca de oleos foi posteriormente comprovada por Judziewicz et
al. (1999). A presenca de elaiosomos ¢ geralmente interpretada como um indicativo de
mirmecocoria, sendo este um tipo de dispersdo que surgiu independentemente em varias
familias de monocotiledoneas, incluindo Poaceae (Dunn et al. 2007; Lengyel et al. 2010). No
entanto, este método de dispersdo ainda é subestimado nos estudos da familia e carece de
investigacdes mais aprofundadas. Se realmente for o caso para A. marantoidea, mirmecocoria
¢ um dos modos mais limitados de dispersdo conhecido, raramente excedendo os 10 m (Vittoz
e Engler 2007), o que reforga a ideia de fluxo gé€nico restrito entre populagdes.

No modelo assumido no célculo de estatisticas-F, a diferenciacdo entre as populagdes
pode ser causada pelo balanco entre fluxo génico e deriva ou apenas pelos efeitos aleatorios
da deriva sobre a frequéncia dos alelos, sendo a mutacdo considerada insignificante. Tais
estatisticas e seus andlogos podem confundir o evento que causa esta diferenciacdo,
principalmente na auséncia de equilibrio regional (Hutchison e Templeton 1999; Landguth et
al. 2010), como foi verificado em Anomochloa marantoidea pelo teste de Mantel. Em

populacdes recentemente fragmentadas, o fluxo génico calculado pode estar recuperando
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processos historicos ao invés do atual (ex. Zawko et al. 2001), uma vez que podem ser
necessarias centenas de geracdes para que o Fgr atinja o equilibrio quando o fluxo génico
cessa (Slatkin e Barton 1989; Landguth et al. 2010).

Em populagdes em equilibrio os efeitos da deriva sdo pequenos (Frankham et al.
2002), mas quando as populagdes sao pequenas (<100 individuos), as frequéncias alélicas
podem apresentar flutuagdes imprevisiveis podendo sobrepor o efeito da selecdo natural,
mesmo em /oci sujeitos a selecdo (Rich et al. 1979; Barrett ¢ Kohn 1991; Ellstrand e Elam
1993). Quando a deriva genética € o principal fator causando estruturacdo populacional numa
espécie, ¢ esperado que valores de diversidade tais como numero de alelos por /oci (N) e
propor¢ao de loci polimorficos (P), menos comumente H,, devem ser maiores em populagdes
com maior numero de individuos (Ellstrand e Elam 1993), como foi verificado para as
populagdes de Anomochloa marantoidea. Se a diferenca encontrada entre as populagdes €
primariamente causada por deriva, estas estdo mais isoladas que aparentam e esta
diferenciagdo tende a aumentar com o tempo de isolamento (Hedrick 2005). Desta forma, o
nimero de migrantes por geracdo entre as populacdes da espécie podem ser muito menores
que os calculados.

Outros resultados encontrados indicam que apesar de proximas, as populagdes
provavelmente estdo isoladas geneticamente uma das outras. Todas as populagdes deste
estudo apresentaram bandas fixadas, com uma quantidade consideravel de alelos com
frequéncia 1 na populacdo (dados ndo mostrados). A propor¢do de bandas fixadas foi bem
maior nas menores populagdes, km5 e SP apresentaram 20% e 17% dos /oci com bandas
fixadas, respectivamente, enquanto as popula¢des maiores (SR e km15) as apresentaram na
proporcao de apenas 5-6% . Isto pode ser interpretado como uma evidéncia da ag¢do da deriva
genética e do baixo fluxo génico na fixagdo de alelos. A andlise de barreiras indicou o

isolamento genético da maior populagdo (SR), inclusive com distdncia genética consideravel
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da populagdo geograficamente mais proxima (kmS5), que esta a apenas 600m de distancia,

corroborando a auséncia de equilibrio regional indicada pelo teste de Mantel.

2.5 Consideracoes finais e estratégias para conservacao de Anomochloa marantoidea

As populagdes analisadas dessa espécie encontram-se exatamente entre duas areas de
protecdo ambiental, mas ndo estdo compreendidas nos limites destas, entdo muito
provavelmente a primeira medida ¢ ser tomada deve ser preservar as areas onde atualmente a
espécie ocorre. Trés das quatro populacdes ocorrem na Terra Indigena Tupinambad de
Olivenca, uma area de protegcdo proposta que ainda ndo foi legalmente reconhecida pelo
governo do Brasil. Com as populacdes protegidas € possivel partir para medidas de
conservacao da sua diversidade genética.

Genotipos heterozigotos apresentam vantagem sobre homozigotos, e assim a
heterozigosidade média esperada geralmente ¢ uma boa medida da resposta imediata a selecao
natural esperada em populagdes, por exemplo, logo apdés um efeito-gargalo (Allendorf 1986;
Lesica e Allendorf 1992). De acordo com Lesica e Allendorf (1992), populagdes
remanescentes € pequenas de plantas que passam por stress moderado podem reter mais
heterozigosidade que o que se espera intuitivamente, apresentando alta capacidade para
planos de conservacdo. Os valores de heterozigosidade média esperada para Anomochloa
marantoidea sugerem que a fragmentacao no habitat da espécie ¢ recente e que a espécie tem
capacidade para responder imediatamente bem em curto prazo a este rapido declinio que vem
passando relacionados a evidente perda de habitat decorrentes de atividade humana, indicando
que um plano de conservacdo pode ser eficiente em manter a atual diversidade especifica. As
populacgdes apresentam altos niveis de endogamia e a diminui¢do da diversidade ainda ndo ¢
detectavel com base em heterozigosidade, mas os efeitos em longo prazo decorrentes da perda

de alelos e depressao endogimica sdo esperados se um manejo adequado da espécie ndo for
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realizado, visando a restauracdo genética ¢ o aumento do tamanho efetivo das populagoes,
preservando a heterozigosidade e a diversidade de alelos presentes (Allendorf e Luikart 2009;
Lopez et al. 2009).

Os altos niveis de endogamia detectados provavelmente estdo correlacionados a
cruzamentos entre individuos aparentados que ocorrem agrupados, dado o pequeno tamanho
da maioria das populacdes e a provavel baixa capacidade de dispersdo de propagulos da
espécie. A depressao endogamica ¢ um dos principais problemas que plantas raras e em
populagdes fragmentadas enfrentam. Endogamia ¢ o fator genético que mais limita a
capacidade de reintrodugdo, principalmente por aumentar a homozigose recessiva para alelos
deletérios, que normalmente sdo mantidos em baixas frequéncias em populagdes grandes e em
equilibrio (Heschel e Paige 1995; Vilas et al. 2006). Se a espécie for realmente poliploide, os
efeitos danosos da depressdao endogamica levardo mais tempo para serem notados, uma vez
que espécies deste tipo tem sua heterozigosidade diminuida mais lentamente que espécies
diploides (Bever e Felber 1992), ja que alelos deletérios precisariam estar presentes em mais
de duas copias do mesmo locus para que um homozigoto recessivo seja formado. Porém, ¢
recomendado monitorar os componentes de fitness, como nimero de flores e sementes por
populacdo, taxa de sobrevivéncia, etc., para uma predicdo mais confidvel do nivel de
endogamia nas populagdes. E possivel que o tamanho das plantas também seja um bom
indicador, j4 que em habitat natural as plantas sdo mais altas que em cultivo (Judziewicz e
Soderstrom 1989).

A translocacdo de mais de um migrante por geracdo seria indicada nestes casos, pois
ha riscos de depressdo endogamica e os fatores demogréficos indicam alto risco de extingdo
local (Mills e Allendorf 1996). Se por um lado, transloca¢do de individuos entre populagdes
aumenta a persisténcia de pequenas populacdes (“efeito resgate”) (Brown e Kodric-Brown

1977; Richards 2000; Hedrick e Kalinowski 2009; Tallmon et al. 2004) e ¢ desejada para
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reduzir risco de endogamia, deve-se também avaliar os riscos de depressdo exogamica, que
geralmente ocorre quando as populagdes sao muito diferenciadas geneticamente por
adaptagao ambiental (Frankham et al. 2011). Porém, em pequenas escalas geograficas e com
populagdes pequenas o risco de depressao exogamica ¢ minimo, pois o material a ser
introduzido na populagdo nao ¢ advindo de uma distancia suficiente para que adaptacao local
tenha ocorrido (Ellstrand e Elam 1993; Lopez et al. 2009; Frankham et al. 2011).

A maior variancia na espécie encontra-se dentro das populagdes e todas compartilham
os dois pools génicos, sugerindo que podem ser consideradas apenas uma unidade de manejo,
nao sendo necessaria uma gestao especifica para cada populagdo. Propagulos ou transplantes
para suplementacdo das populagdes que apresentam poucos individuos devem ser obtidos da
maior populacdo (SR), pois esta apresenta maior diversidade genética potencial para
sobrevivéncia em longo prazo, bem como a maior propor¢do de um dos pools génicos. O
estabelecimento de novas populagdes ¢ também uma alternativa quando os atuais sitios
apresentam mudangas com as quais a espécie ndo pode se adaptar (Smith et al. 2014), estas
podem ser fundadas em areas ja preservadas proximas 4s populagdes originais que contém
nicho adequado ja inferido por modelagem ecologica (Vieira et al. Cap. 1), com propagulos
obtidos das populacdes km15 e SR, como forma de manter os dois pools génicos nas
populacdes, uma vez que populacdes miscigenadas apresentam maior vigor (Weeks et al.
2011). Baseando-se na populagdo de maior polimorfismo, novas populacdes devem conter por

volta de 100 individuos para manter os niveis de variagdo genética.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Fig. 1 Localidades das populacdes e barreiras genéticas inferidas. A barreira em laranja
representa aquela inferida a partir dos dados reais e as azuis bem como os valores sobre estas
representam a medida de suporte via 1000 replicacdes bootstrap. A espessura das barreiras €

proporcional ao suporte.

Fig. 2 Relacdo entre censo das populacdes (N) e diversidade genética (H,). Barras verticais

denotam intervalos de confianca de 95%.

Fig. 3 Representagdo grafica da estrutura de quatro populagdes de Anomochloa marantoidea.
Resultado do STRUCTURE para k=2, onde cada barra vertical representa um individuo (a).
Resultado da analise de agrupamento gaussiano mostrado a propor¢ao de cada um dos pools
génicos nas populagdes. Cores diferentes representam diferentes pools génicos (b). Para

codigo das populagdes veja a Tabela 1.
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Tabela 1. Codigos e localizagdes das populagdes de Anomochloa marantoidea. Medidas de diversidade genética para todos os loci analisados, em cada populacdo e total.
n = tamanho da amostra (n=ntimero total de individuos (N) em todas as populagdes, exceto para SR onde N > 100);%P = porcentagem de /oci polimérficos; BE= bandas

exclusivas; H,= heterozigosidade média; BF= bandas fixadas; %BF = porcentagem de bandas fixadas; Fis = coeficiente de endogamia; Fgr = diferenca em relagdo a populagao

ancestral
Localizacao Codigo n Voucher %P BE BF %BF H, Fis Fst
km 5 BA-669 km5 5 - 46 0 12 20 027 0,634 0,488
km 15 BA-669 kml5 19 R.P.Oliveira et al. 2233 78 2 4 6 0,27 0,729 0,308
(HUEES)
Serra do Padeiro SP 11 J.G.Jardim & J.P.S.Vieira 6786 59 0 10 17 0,28 0,567 0,447
(CEPEC)

Fazenda Santa Rosa SR 30 J.P.S.Vieira et al. 1 (HUEFS) 86 8 3 5 0,25 0,621 0,248

Média 67,25 0,27 0,64 0,37
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Tabela 2. Primers ISSR utilizados para inferir diversidade e estruturagdo genética de Anomochloa marantoidea

Primers Sequéncias (5’-3°) Numero de loci Numero de loci
polimorficos

CHRIS (CA)-YG 10 10

899 (CA)-RG 7 7

843 (CT)s-RA 12 11

JOHN (AG)-YC 5 5

MANNY (CAC)4-RC 10 10

ISSR-4 (GA)-YC 16 16

Total 60 59
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Tabela 3. Analise molecular de varidncia (AMOVA) para 65 individuos de Anomochloa marantoidea

Fonte da Graus de Soma de Variancia Porcentagemda p
variacio liberdade quadrados variacio
Entre populacdes 3 87,948 1,543 18 0,001
Dentro das
61 428,114 7,018 82
populacdes

Total 64 516,062 8,561
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Tabela 4. Resultados de ¢sr par-a-par entre as populagdes de Anomochloa marantoidea (p<0,05 para todos os

resultados) abaixo da diagonal. Acima da diagonal, valores de fluxo génico (N m).

Populacio kml5 SP km5 SR

kml5 1,745 1,881 0,996
SP 0,125 1,868 0,923
km5 0,117 0,118 1,316

SR 0,201 0,213 0,160
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CONCLUSAO GERAL

O presente trabalho buscou aumentar o conhecimento relacionado a distribuicao,
habitat e localizacdo de novas populagdes da espécie mais antiga da familia Poaceae,
Anomochloa marantoidea (Anomochlooideac), além de obter dados sobre os niveis de
diversidade genética da mesma. Tais informagdes sdo necessarias para o estabelecimento de
planos de conservagao para essa espécie, considerada criticamente ameagada pelos critérios
da IUCN pela distribui¢do restrita a regido de Una no Sul da Bahia, ao diminuto nimero de
populacdes e individuos conhecidos e principalmente pela perda de habitat relacionada as
atividades de agricultura e pecudria do sul da Bahia, como plantio de cacau, banana e

pupunha, além da constante ampliacao de areas para pastagem.

Por meio da modelagem de nicho ecoldgico, pode-se inferir que o micro endemismo
da espécie no sul do estado da Bahia estd limitado por rigorosas exigéncias ambientais. Assim
como outras espécies de gramineas da Mata Atlantica, 4. marantoidea ¢ altamente sensivel a
radiagdo solar e ao estresse hidrico, de modo que a cobertura vegetal e a precipitagdo sdo os
principais fatores que modelam a extensdao de sua distribuicao geografica. Por meio de
modelagem preditiva, sitios adequados foram inferidos em areas proximas as populacdes ja
conhecidas. Nenhuma das quatro populagdes localizadas até o momento, duas delas durante
esse estudo, encontram-se em dareas protegidas legalmente. Estas ocorrem na area da Terra
Indigena Tupinambé de Olivenga, ainda nao reconhecida legalmente como reserva ambiental.
Cerca 35% dos sitios climaticamente adequados para a espécie estdo em areas legalmente
protegidas, para as quais pode ser direcionado esfor¢o de coleta para localizar outras possiveis
novas populagdes e/ou podem ser utilizadas para o estabelecimento de populacdes por meio

de cultivo.

A diversidade genética de Anomochloa marantoidea ¢ reduzida nas menores
populagdes, que devem ter sofrido recente efeito de gargalo. Caracteristicas possivelmente
intrinsecas da espécie, como reproducdo cruzada, poliploidizagdo e ciclo de vida perene
podem ter desacelerado a velocidade dessa perda de diversidade ao longo das geracdes,
exibindo um quadro otimista para a eficacia de um plano de conservacao. Porém, se medidas
conservacionistas nao forem rapidamente adotadas, os altos niveis de endogamia e a constante
perturbagdo antropica que acomete as populacdes podem rapidamente levar a extingdo da
espécie. Estratégias para conservar a diversidade genética dessa espécie incluem translocacao
de individuos entre as populagdes, na frequéncia de pelo menos um por geragdo, € o

estabelecimento de novas populagdes por meio de propagulos obtidos das duas populacdes
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que apresentam mais individuos, que sdo as que apresentaram maiores niveis de diversidade
(km15 e SR). Grande esfor¢o deve ser feito para manter as populagcdes com um numero
minimo de 100 individuos, de forma a reduzir a perda de alelos raros por deriva genética e
diminuir a chance de homozigose para alelos deletérios que ocorrem em baixa frequéncia.
Estudos que revelem componentes do fitness nas populagdes sdo necessarios para
complementar os presentes resultados sobre a diversidade genética e inferir qual o impacto
desta diversidade sobre o sucesso reprodutivo da espécie. Estudos de variacdo genética
quantitativa para A. marantoidea sao tembém recomendados para determinar o potencial

evolutivo da espécie de uma forma direta.



