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RESUMO

ZORZANELLI, Jodo Paulo Fernandes. ASPECTOS BIOLOGICOS DE Freziera
atlantica Zorzanelli & Amorim (PENTAPHYLACACEAE). 2018. Tese (Doutorado
em Ciéncias Florestais) — Universidade Federal do Espirito Santo, Jerénimo
Monteiro, ES. Orientadora: Prof2. Dra. Sustanis Horn Kunz. Coorientadora: Prof2. Dr2.

Tatiana Tavares Catrrijo.

Freziera € um género predominantemente andino pertencente a familia
Pentaphylacaceae. Freziera atlantica, descrita em 2015, é a Unica espécie do
género conhecida para a Floresta Atlantica, sendo conhecida por poucas
populacdes distribuidas exclusivamente nos estados do Espirito Santo e Bahia. Pelo
fato da espécie ter sido descrita recentemente, 0os aspectos relacionados a sua
biologia e ecologia sdo ainda desconhecidos, dificultando o estabelecimento de
estratégias de conservacdo adequadas as suas populacfes. Desta forma, sao
objetivos deste trabalho: a) ampliar o conhecimento biolégico da espécie e
complementar sua descricdo; e b) mensurar a diversidade genética populacional
com base em marcadores moleculares (ISSR). Para atingir esses objetivos foram
coletados materiais bioldgicos das populacdes conhecidas para a espécie,
destinados: 1) ao estudo morfolégico e taxonémico; e 2) a extracdo, quantificacédo e
amplificagéo de fragmentos de DNA utilizados na fotodocumentacéo e contagem de
bandas, proporcionando a estimativa da diversidade, similaridade e estruturacéo
genética. Como principais resultados, classificamos a espécie como sendo
ginodidica e complementamos a descricdo utilizando informac6es de morfotipos
bissexuais. Por fim, consideramos a diversidade genética alta na espécie com base
em resultados encontrados para espécies bem relacionadas a F. atlantica, enquanto
similaridade e estruturacdo mostraram baixa heterogeneidade genética. N0Ossos
resultados permitiram preencher lacunas importantes ao conhecimento biolégico de
F. atlantica e fornecem oportunidades para conservagdo e para avangos nos
estudos ecoldgico-funcional e bioldgico da espécie.

Palavras-chave: conservacdo biologica, diversidade genética, sistema sexual,

taxonomia.



ABSTRACT

ZORZANELLI, Jodo Paulo Fernandes. BIOLOGICAL ASPECTS OF Freziera
atlantica Zorzanelli & Amorim (PENTAPHYLACACEAE). 2018. Tese (Doutorado
em Ciéncias Florestais) — Universidade Federal do Espirito Santo, Jerénimo
Monteiro, ES. Orientadora: Prof2. Dra. Sustanis Horn Kunz. Coorientadora: Prof2. Dr2.

Tatiana Tavares Catrrijo.

Freziera is a predominantly Andean genus belonging to the family
Pentaphylacaceae. Freziera atlantica, described in 2015, is the only known species
of the genus for the Atlantic Forest, poorly known to few populations distributed
exclusively in the states of Espirito Santo and Bahia. Because the species has been
recently described, the aspects related to its biology and ecology is unknown, making
it difficult to establish adequate conservation strategies for its populations. Thus, the
goals of this work are: a) to expand the biological knowledge of the species and to
complement its description; and b) to measure the population genetic diversity based
on molecular markers (ISSR). To achieve these goals we obtained biological
materials from the known populations of the species, intended for: 1) the study of
morphology, taxonomy and geometric morphometry by means of images; and 2) the
extraction, quantification and amplification of DNA fragments used in the
photodocumentation and counting of bands, providing the estimation of diversity,
similarity and genetic structuration. As main results, we classified the species as
gynodioecious and we complement the description using information from bisexual
morphotypes. Finally, we consider high genetic diversity based on results found for
species well related to F. atlantica, while similarity and structure show low genetic
heterogeneity. Our results have made it possible to fill important gaps in the
biological knowledge of F. atlantica and provide opportunities for conservation and
advances in ecological-functional and biological studies of the species.

Key-words: biological conservation, genetic diversity, sexual systems, taxonomy.
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1. ORGANIZACAO DA TESE

Esta tese de doutorado esta estruturada em trés capitulos: Inicialmente, foi
realizada a descricdo detalhada da espécie considerada (Capitulo 1), publicada no
ano de 2016 na “Systematic Botany”. Com base em coletas realizadas a partir do
acompanhamento sistematico das diferentes etapas fenoldgicas da espécie, foi
possivel coletar as flores exclusivamente pistiladas, cuja descricdo nédo foi
apresentada no protélogo da espécie. Essas novas informacdes possibilitaram
complementar a descricdo da espécie, determinar seu sistema sexual e adicionar
novas informacdes bioldgicas (Capitulo 2). A partir do conhecimento mais detalhado
da biologia da espécie, foi possivel avancar sobre os aspectos da diversidade

genética intrapopulacional de F. atlantica (Capitulo 3).

2. INTRODUCAO GERAL

O Brasil é um dos paises que mais contribuem com o maior nimero de
espécies descritas por ano (CHRISTENHUSZ; BYNG, 2016), sendo o abrigo de
34459 espécies de plantas vasculares (BFG, 2018), das quais 18316 possuem
distribuicao restrita as vegetacdes do pais (ULLOA et al., 2017).

Nos ultimos anos, um desafio enfrentado pelos taxonomistas e pesquisadores
da biodiversidade brasileira é catalogar as espécies da flora do Brasil para subsidiar
propostas de conservacdo como determinado pela Estratégia Global para
Conservacao de Plantas (GSPC) (BFG, 2015). Floras regionais, como o0 Projeto
Flora do Espirito Santo (ver DUTRA et al., 2015), Projeto Flora do estado do Rio de
Janeiro (ver COELHO et al., 2017), Projeto Flora Fanerogamica do estado de Sao
Paulo (e.g. WANDERLEY et al.,, 2001) e Projeto Flora do Estado de Sergipe (ver
PRATA et al.,, 2013) foram implementadas para auxiliar a alcancar essa meta,
entretanto  alguns taxons ainda permanecem  negligenciados, como
Pentaphylacaceae.

Pentaphylacaceae é uma familia composta de Angiospermas representada
por 12 géneros e 330 espécies distribuindo-se nos tropicos e subtrépicos de todo o
mundo, com algumas poucas espécies na Africa. No neotrépico, Pentaphylacaceae

estd representada por quatro géneros (Cleyera, Freziera, Symplococarpon e
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Ternstroemia), dos quais somente Ternstroemia havia sido atribuida ao Brasil na
Lista de Espécies da Flora do Brasil (FORZZA et al., 2010).

Freziera Willd. (Pentaphylaceae) é um género neotropical que abarca
aproximadamente 57 espécies. Os representantes do género distribuem-se pelo
México, Bolivia, Venezuela e Antilhas, com centro de diversidade nas montanhas
andinas (MABBERLEY et al. 2008; SANTAMARIA-AGUILAR et al. 2014). A Lista de
Espécies da Flora do Brasil (FORZZA et al. 2010) ndo reportou a ocorréncia de
espécies de Freziera para as vegetacdes brasileiras. Entretanto, Sobral e Bittrich
(2015) incluiram um primeiro registro para o género a flora brasileira, Freziera
carinata A.L.Weitzman, com ocorréncia no estado do Amazonas, em regido limitrofe
a Venezuela.

O género pode ser reconhecido por apresentar arvores ou arbustos, com
folhas disticas, venacao secundaria paralela, corola urceolada, flores funcionalmente
unissexuais dioicas, ginodioicas, estigma 3-5 lobado e frutos bacaceos com estilete
aparente (KOBUSKI, 1941; WEITZMAN, 1987; EVERY, 2009).

Poucos estudos relacionados aos representantes de Freziera tém sido
realizados nos ultimos anos, como descricbes de algumas novas espécies
(SANTAMARIA-AGUILAR et al., 2014; SANTAMARIA-AGUILAR; ORTIZ, 2016;
SANTAMARIA-AGUILAR et al., 2016; ZORZANELLI et al., 2016; SANTAMARIA-
AGUILAR; MONRO, 2019) e experimentos silviculturais e fitopatologicos (VALLEJO
et al., 2012; MUNOZ et al., 2013).

Embora esses progressos tenham sido realizados, o conhecimento sobre o
género ainda é escasso, faltando informacfes sobre os aspectos ecologicos e
biol6gicos das espécies até informacdes moleculares que refinam as andlises da
histéria evolutiva e diversificacdo do tdxon e determinam também a elaboracéo de
estratégias eficientes de conservacdo dos recursos genéticos. Esses desafios
devem servir como estimulo as investigacbes mais profundas com a premissa de
preencher lacunas de conhecimento e apoiar aspectos de conservacao das espécies
de Freziera, levando em consideracdo aspectos ecoldgicos e biogeograficos.

Recentemente, uma nova espécie de Freziera, com distribuigdo disjunta em
relacdo as demais, foi descrita para a Floresta Atlantica. Esse novo téxon foi
nomeado como Freziera atlantica Zorzanelli & Amorim (ZORZANELLI et al., 2016),
sendo conhecido por apenas duas populacdes nos estados da Bahia e do Espirito
Santo.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem por objetivo caracterizar aspectos biologicos de Freziera

atlantica.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Relatar uma nova ocorréncia de género e descrever uma nova espécie.
b) Complementar a descricdo da espécie e caracterizar sua biologia floral.

c) Caracterizar a diversidade genética intrapopulacional da espécie.

4. REVISAO DE LITERATURA
4.1. POSICIONAMENTO FILOGENETICO DE PENTAPHYLACACEAE

A classificacdo de plantas, por meio dos avanc¢os na sistematica filogenética,
tem gerado novos posicionamentos e circunscricdes dentro de ordens e familias,
considerando ao mesmo tempo um contexto evolutivo, a exemplo das classificacbes
para Angiospermas (THE ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP, 1998; 2003; 2009;
2016).

Relagbes dentro de clados ainda pouco resolvidos foram sendo explorados e
estabelecidos, como para alguns taxons em Ericales. A ordem, por apresentar
familias com muitos caracteres derivados e néo exclusivos (ANDERBERG, 2002), foi
considerada moniflética com base em dados moleculares (SOLTIS et al., 2000).
Apesar da diversidade morfolégica das flores de Ericales, especialmente no
androceu (CHARTIER et al., 2017), ndo existe claramente uma sinapomorfia
biol6gica associada a ordem que dé suporte a sua monofilia (SCHONENBERGER et
al., 2005; ROSE et al., 2018).

Verificando relacdes intrafamiliares, com uso de genes plastidiais (rbcL, ndhF
e atpB) e genes mitocondriais (atpl e matR), Anderberg et al. (2002) mostraram que
Theaceae era a uUnica familia parafilética, sugerindo a segregacdo do taxon em
Theaceae (agregando as Theaceae s.s.) e Ternstroemiaceae (agregando as
Theaceae-Ternstroemioideae), com alto suporte (97%) pela analise de jackknife.

Pentaphylax (Pentaphylacaceae) consistiu de um clado irmao de Ternstroemiaceae,
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seguido de Sladenia e Ficalhoa, ambas consideradas na familia Sladeniaceae
(WEITZMAN et al.,, 2004). Prince e Parks (2001) j4 haviam reconhecido as
subfamilias Theoideae e Ternstroemioideae como duas familias distintas, Theaceae
e Ternstroemiaceae, usando genes plastidiais (rbcL e matK). Filogenia com dados
morfologicos (LUNA; OCHOTERENA, 2004) também indicou monofiletismo em
Ternstroemiaceae, agregando os géneros Adinandra, Anneslea, Archboldiodendron,
Balthasaria, Cleyera, Eurya, Euryodendron, Ficalhoa, Freziera, Symplococarpon,
Ternstroemia e Visnea.

Em uma nova revisdo das angiospermas, considerando reposicionamento de
diversas familias, The Angiosperm Phylogeny Group (2009) considerou
Pentaphylacaceae como uma familia agregando as Ternstroemiaceae devido a
caracteristicas muito comuns em ambas, com Sladeniaceae sendo um clado irméo
(Figura 1). Em uma abordagem recente, utilizando sequéncias de DNA nrITS e trnL-
F, Tsou et al. (2016) sugeriram unir as familias Pentaphylacaceae e Sladeniaceae
em uma megafamilia Pentaphylacaceae s.l., constituida pelas tribos Sladenieae,
Pentaphylaceae, Ternstroemieae e Freziereae, embora ainda Pentaphylacaceae
seja reconhecida separada de Sladeniaceae pela APG IV (THE ANGIOSPERM
PHYLOGENY GROUP, 2016).

Balsaminaceae

Marcgraviaceae

lici
. Tetrameristaceae
Tetramerista,etc.

Polemoniaceae
Fouquieriaceae
Lecythidaceae

Sladeniaceae

Pentaphylacaceae
Sapotaceae
Ebenaceae
Maesoideae
Theophrastoideae

Primuloi e Primul s.l.

Myrsinoideae
»~ Mitrastemonaceae
Theaceae
Symplocaceae
Styracaceae
Diapensiaceae
Actinidiaceae
Roridulaceae
Sarraceniaceae
Clethraceae
Cyrillaceae

Ericaceae

Figura 1. Posicionamento filogenético atual de Pentaphylacaceae.
Fonte: Stevens, P. F. (2001 onwards). Angiosperm Phylogeny Website.
Version 14, July 2017 [and more or less continuously updated since].
Acessado em: http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/.
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A tribo Freziereae é a mais diversa sendo representada por nove géneros
(WEITZMAN et al., 2004): Adinandra, Archboldiodendron, Balthasaria, Cleyera,
Eurya, Euryodendron, Freziera, Symplococarpon e Visnea. Seus representantes sao
reconhecidos por apresentarem esclereides ligeiramente ramificados dispersos nas
folhas, flores solitarias ou unidas, algumas vezes nas axilas foliares, placentacéo

apical e sementes 4-6 mm ou menores (WEITZMAN et al., 2004).

4.2. DIVERSIDADE GENETICA DE ESPECIES DE PLANTAS COMO
FERRAMENTA PARA CONSERVACAO

As variacdes nos niveis de diversidade genética direcionam o funcionamento
dos ecossistemas, manutencdo da biodiversidade, aptiddo das espécies a
mudanc¢as ambientais, estruturacdo das comunidades, viabilidade de populacdes e
fluxo de energia e nutrientes (HUGHES et al., 2008; BANKS et al., 2013). A evolucéo
das espécies é dependente dessa variacdo genética e dos processos intrinsecos
gue conduzem o0 mecanismo evolutivo como sele¢éo natural, migracao, fluxo génico
e deriva genética (FRANKHAM, 2010).

O fluxo génico é uma das forcas evolutivas importantes na estruturacdo da
diversidade genética de populacdes de plantas, pois varia no tempo, dentro e entre
espécies e populacdes, sendo dependente de diversos mecanismos como ambiente,
historia, isolamento e demografia (ELLSTRAND, 2014; ELLSTRAND, 2016). Eventos
estocasticos, seletivamente neutros (deriva genética), também sdo condutores
fundamentais da variacdo genética das populacdes e, em termos de pesquisa, estdo
em larga evidéncia no contexto atual de disturbios humanos (HOLDEREGGER et al.,
2006; BANKS et al., 2013), pois direcionam a erosao genética, aumento da
divergéncia entre popula¢des e reduzem o fluxo génico (YOUNG et al., 1996).

Uma demanda que impulsiona as aplicagbes de ferramentas moleculares,
como a diversidade genética, sdo o0s recentes acordos globais para mitigacédo das
emissbes de carbono. Uma das metas ambiciosas para reducdo do carbono
atmosférico assinada no Acordo de Paris das Nac¢des Unidas é a restauracédo de
areas degradadas, as quais o Brasil se comprometeu a restaurar 12 milhdes de
hectares (BRAZIL INDC, 2015; FERNANDES et al., 2018). Conhecer os efeitos de
pressdes antropicas sobre a evolugdo dos ecossistemas e espécies, por meio da

estimativa dos niveis de variagdo genética, € um passo fundamental a proposicao de
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politicas de conservacdo. Também, a relacdo entre formuladores de propostas e
geneticistas precisa ser mais proxima (EDWARS, 2017).

Embora existam lacunas evidentes na transferéncia de conhecimento (BRITT
et al., 2018; TORRES-FLOREZ et al., 2018) e aplicacao da diversidade genética nos
principios de resiliéncia da restauracdo ecoldgica (AAVIK; HELM, 2017), nos ultimos
anos a utilizacdo de dados moleculares para conservacdo de espécies e
ecossistemas estdo ampliando. Diversidade genética em espécies de plantas
endémicas e ameacadas de extin¢cdo tem sido avaliada em varias partes do planeta
trazendo implicacdes significativas a conservacao, por exemplo para Abies cilicica
Carr. (AWAD et al., 2014), Abies koreana E.H. Wilson (KWAK et al., 2017) e
Swartzia glazioviana (Taub.) Glaz. (SPOLADORE et al., 2017).

A caracterizacdo dos padrbes de variacdo genética das espécies de plantas
dentro e entre populagbes gera informacdes sobre as condi¢cdes de estruturagao
genética das espécies, fornecendo dados importantes para conducdo de estratégias
conservacionistas (e.g. MELO et al., 2014; MEDINA-MACEDO et al., 2015; VINSON
et al., 2015; PENAS et al., 2016). Além disso, descrever esses padres auxilia a
predizer os efeitos da fragmentacéao florestal (e.g. YOUNG et al., 1996; MONA et al.,
2014) e mudancas climaticas globais (e.g. PAULS et al., 2013) sobre a diversidade
genética.

Desse modo, as questdes e politicas relacionadas a conservacdo da
biodiversidade precisam considerar como elemento chave a diversidade genética

intra e inter-especifica dentro e entre populacdes.

4.3. SISTEMAS SEXUAIS DIMORFICOS EM PENTAPHYLACACEAE

Determinar o sistema sexual das plantas € uma pratica fundamental ao
entendimento da biologia reprodutiva e auxilia definir estratégias para estudos mais
avancados ao nivel de populacdes e comunidades e também estratégias para
conservacgao das espeécies.

Em nivel global, a maior parte das plantas com flores é constituida por taxas
monomorficos (e.g. RENNER; RICKLEFS, 1995; MATALLANA et al., 2005), onde
cada individuo possui flores unissexuais e/ou flores bissexuais (BAWA; BEACH,
1981). Outra parcela considerada rara, mas ndo menos importante, € composta por

plantas dimorficas, sendo representadas pelas espécies didicas (5-6%, ver
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RENNER, 2014), onde individuos pistilados e estaminados coexistem
separadamente.

Evolutivamente, dioicia tem aparecido repetidamente na historia de vida das
plantas originada do hermafroditismo (CHARLESWORTH, 2002). O processo
evolutivo da diocia, segundo estudos empiricos, tem sido associado a mecanismos
ambientais estressantes (e.g. ASHMAN, 2006; QUEENBOROUGH et al.,, 2009;
BARRETT, 2010). Recentemente, REJOU-MECHAIN e CHEPTOU (2015)
mostraram fortes evidéncias de que florestas naturais em estagio sucessional inicial
apresentam maior frequéncia de espécies dioicas. Estudos anteriores (e.g.
GOLENBERG; WEST, 2013) também tém demonstrado que processos hormonais
gue regulam o desenvolvimento floral agem na evolucdo sexual em plantas dioicas.
Esse processo influencia diretamente mudangas em regides gendmicas mais
comumente ligadas ao sexo, levando a feminizagdo do cromossomo X e
masculinizacdo do cromossomo Y (ZEMP et al., 2016; CHARLESWORTH, 2018).

Um estado de transicao raro, mas amplamente distribuido nas angiospermas,
€ a ginodioicia (VAN DE PAER et al., 2015; CARUSO et al., 2016), onde individuos
pistilados e bissexuais coocorrem em uma mesma espécie (DUFAY; BILLARD,
2012; RENNER, 2014). A raridade da ginodioicia foi estudada por Rivkin et al. (2016)
utilizando modelos filogenéticos, que detectaram altas taxas de evolucdo para
ginodioicia e também altas taxas de reversdo para estados nao ginodidicos em
Lamiaceae. Ginodioicia nesta familia foi correlacionada com a forma de vida
herbacea e distribuicdo geografica subtropical. Entretanto, o fato de ser um sistema
sexual bem distribuido pode estar associado a um sistema de determinacdo
citonuclear (DUFAY; BILLARD, 2012; GOLDBERG et al., 2017), uma questao ja
levantada para algumas espécies ginodioicas (e.g. ASHMAN et al., 2015), onde
genes nos Cromossomos sexuais atuam na esterilidade ou restauracdo masculina e
feminina em flores hermafroditas (PANNELL; GERCHEN, 2018) .

A distribuicdo sexual dentro da ginodioicia é variavel, dependente de fatores
associados a deriva genética e aptiddo de cada sexo no ambiente (e.g. frequéncia,
limitacdo de polinizacdo, disponibilidade de recursos, entre outros) (McCAULEY;
BAILEY, 2009). De toda maneira, os sexos estdo espacialmente agregados dentro
das populacdes (CASTILLA et al.,, 2012). Na ginodioicia, os individuos pistilados
apresentam aptiddo apenas para producdo de sementes, enquanto hermafroditas
contribuem com producdo de podlen e sementes (VAN DER MEER et al., 2017).
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Todavia, aptiddo para maior producdo de sementes em individuos pistilados em
relacdo a hermafroditas depende de uma série de fatores como frequéncia de
fémeas, tamanho da populacdo e limitagcbes de polinizacdo (DE CAUWER et al.,
2010; SPLIGER; ASHMAN, 2012; STONE; OLSON, 2017; VAN DER MEER et al.,
2017).

Em Daphne jezoensis Maxim., um arbusto, Sinclair et al. (2016) observaram
que individuos pistilados tinham aptiddo para menos flores e maior producdo de
frutos, enquanto hermadroditas produziam mais flores e menos frutos, mesmo sob
polinizagdo manual. Nesse caso, a espécie funcionalmente foi considerada dioica,
com hermafroditas tendo fungdo masculina. Em populagdes marginais de Daphne
laureola L., Castilla et al. (2016) observaram que plantas pistiladas apresentaram
baixa qualidade do pélen em funcdo da alta intensidade de polinizagcdo nessa
populacoes.

Apesar dos trabalhos existentes no universo reprodutivo de plantas
ginodioicas, € necessario avancar também para outras espécies e formas de vida.
Sistemas sexuais e sistemas de cruzamento aliados as interacbes com ambiente e

polinizadores sé&o o cerne da produtividade das plantas.
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CAPITULO 1 - A FIRST RECORD OF FREZIERA (PENTAPHYLACACEAE) FROM
THE BRAZILIAN ATLANTIC FOREST, WITH THE DESCRIPTION OF A NEW
SPECIES®
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Abstract: Freziera atlantica is described and illustrated. The species resembles F.
grisebachii in terms of the size and shape of its leaves but differs especially by the
serrate and villous margin of the leaf blade and larger petals. The new species is
known from two disjunct localities in the Atlantic Forest of Brazil, in extremely
endangered environments. All known specimens of F. atlantica were collected within
the last three years. This new generic record for the Brazilian Atlantic Forest
highlights the need for further floristic studies of forest remnants in the states of
Bahia and Espirito Santo.

Keywords: Bahia, disjunction, Espirito Santo, taxonomy, Ternstroemiaceae,

Theaceae.
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1. INTRODUCTION

Pentaphylacaceae (or Ternstroemiaceae) has received wide acceptance as
distinct from Theaceae after molecular evidence placed some former genera of this
family (e.g. Cleyera Thunb., Eurya Thunb., and Ternstroemia Mutis ex L.f.) not as sisters
to the remaining Theaceae, but as more closely related to representatives of
Symplocaceae, albeit with low support (Prince and Parks 2001). In its current
circumscription, Pentaphylacaceae comprises 12 genera that are mostly found in tropical
Asia, the West Pacific, and the Americas, with few genera and species in Africa and
subtropical areas (Mabberley 2008; Stevens 2001 onwards).

With 60 currently recognized species (including that described here), Freziera
Willd. is the second largest genus among the Neotropical Pentaphylacaceae in terms of
the number of accepted species (Weitzman et al. 2004).

However, the diversity of Freziera may be even higher, because several species
have yet to be formally described (Weitzman 1999). Freziera belongs to the tribe
Freziereae, with nine genera, of which three are found in the Neotropics: Cleyera,
Freziera, and Symplococarpon Airy Shaw (Mabberley 2008). Freziera can be
distinguished from the other two genera by its unique combination of distichous leaves
with their margins usually serrate, crenate, nearly entire or sinuous; unisexual flowers
with an urceolate corolla; uniseriate stamens with the styles shorter than the ovary and a
3-5-lobed stigma (Every 2009; Weitzman et al. 2004). In terms of the ovary, the [2] 3-5
[6)]-locular Cleyera and Symplococarpon also differ from the 2-3-locular Freziera
(Weitzman et al. 2004). Species of Freziera range from small compact shrubs ca. 1 m
tall (F. minima A. L. Weitzman, from Ecuador) to large trees up to ca. 30 m tall (F.
grisebachii Krug & Urb.), and are usually found in montane forests from 1,000—3,000 m
above sea level; a few species can also grow at lower elevations, such as F. grisebachii,
which is found in both montane and lowland (up to 450 m) rainforests in the West Indies
and Costa Rica respectively. Most species of Freziera are distributed in southern Mexico
(two species), the West Indies (3 spp.), Central America (7 spp.), and South America (52
spp.), especially along the Andes from Colombia to Bolivia (Kobuski 1941; Weitzman
1987a). In Brazil there is a single species of the genus, F. carinata A. L. Weitzman,
which is found in montane forests at Neblina Peak (Amazonas state) and the
neighboring Venezuelan Guayana region (Weitzman 1987b; Sobral and Bittrich 2014), at

about (950-)1,450-2,600 m. Freziera roraimensis Tul.,, endemic to the same region
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(Mount Roraima), is likely to be found in Brazil, but has not yet been collected in that
country.

Botanical exploration and molecular phylogenetic studies in the Brazilian Atlantic
Forest plant taxa in the past two decades have revealed large numbers of taxonomic
novelties, including several endemic genera (e.g. Kallunki 1998; Delprete 1999; Berry et
al. 2005; Goldenberg and Amorim 2006; Fiaschi and Groppo 2008; Acevedo-Rodriguez
2012; Cheek and Simao-Bianchini 2013; Ferreira et al. 2013; Viana et al. 2013).
Likewise, many taxa previously unknown to the Atlantic Forest have been recorded there
in recent years, such as Clistax Mart. (Acanthaceae, Profice and Leitman 2013),
Crepidospermum  Hook. f. (Burseraceae, Daly 2002), Graffenrieda DC.
(Melastomataceae, Amorim et al. 2009), Kerianthera J. H. Kirkbr. and Notopleura
(Benth. & Hook. f.) Bremek. (Rubiaceae, Oliveira et al. 2011; Taylor 2003), Spiranthera
A. St.-Hil. (Rutaceae, Pirani 2010), and Tapura Aubl. (Dichapetalaceae, Prance 1997).
Adding to this list, a new species of Freziera that constitutes the first record of this genus
for the Brazilian Atlantic Forest is described and illustrated here and its geographic
distribution presented. We also compare the morphology of the new species with that of
the similar F. grisebachii, and provide data on its ecological preferences and phenology.
A short discussion on the disjunct distribution of Freziera in northern South America and

along the Brazilian Atlantic coast is also provided.

2. MATERIALS AND METHODS

The descriptions and illustrations of the new species presented here are based on
field collections and the examination of herbarium specimens. Information concerning
plant heights, habits, trichome colors, leaf blade surfaces, sepals, petals, fruits and other
informative features were noted while examining fresh material in the field or was
transcribed from the collection labels of herbarium specimens. Leaf venation pattern
follows Ellis et al. (2009). Descriptions, morphological illustrations, and maps are based
only on plant material collected in the field and specimens housed in the CEPEC, HURB
and VIES herbaria. The maps were generated with Arcgis software (ESRI 2010), and the

geographical coordinates were obtained from field GPS determinations.
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3. TAXONOMIC TREATMENT

Freziera atlantica Zorzanelli & Amorim, sp. nov.—TYPE: BRAZIL. Bahia: Mun.

Ibirapitanga, Area de Protecdo Ambiental do Pratigi, Serra do Papuéd Reserve, 13°53’
27" 'S, 39°27" 33" W, 500-550 m, 16 Jul 2014 (fl &, fr), A. M. Amorim, L. H. Daneu &

L. C. J. Gomes 8688 (holotype: CEPEC!; isotypes: FLOR!, GH! HUESC!, HUEFS!,
HURB!, MBM!, NY!, P!, RB!, UFRN!, VIES!).

Freziera atlantica differs from F. grisebachii Krug & Urb. by the minutely serrate
and villous (vs. serrate and glabrous) margin of the leaf blades, the midrib densely
villous (vs. glabrous) adaxially, and villous to sparsely glabrescent (vs. tomentose) with
age abaxially, by the presence of 18-22 (vs. 15-20) pairs of lateral veins on the leaf
blades, and the petals 6—7 (vs. 4-6.3) mm long.

Dioecious trees 15-25 m tall. Trunk 20—30 cm diam. At breast height; branches
terete, dark gray-brown, the bark striate and splitting longitudinally with age, glabrous;
old twigs terete, sometimes flattened, bark gray-brown, the indumentum villous, with
trichomes golden to brownish, glabrescent with age, lenticels scattered, narrowly elliptic;
terminal bud conduplicate-involute, densely villous; colleters absent. Leaves with petiole
(1.3-)1.8-2 cm long, adaxially canaliculate, the margins involute and the two sides
touching, densely villous to glabrescent; blade (9-)12-17.5(-18.5) x (3.5-)5.5-8 cm,
lanceolate, oblong-lanceolate, or rarely slightly ovate, subcoriaceous; apex acute or
short-acuminate, terminating in a rounded, brownish to black seta; base slightly revolute,
nearly unequal, rounded or obtuse; margin minutely serrate, especially near the base,
with rounded brownish to black setae, villous; venation pinnate, midrib flat adaxially,
prominent abaxially; costal secondary veins 18-22 per side, flat adaxially, prominent
abaxially, framework festooned brochidodromous, spacing regular, variation of angle to
midvein smoothly increasing proximally, attachment to midvein excurrent; intersecondary
veins usually one per intercostal area, course parallel to major secondaries, length more
or less than 50% of subjacent secondary, distal course reticulating; intercostal tertiary
vein fabric reticulate irregular, exterior tertiary course looped, 2-5 mm from leaf blade
margin; quaternary vein fabric reticulate irregular, hardly seen due to trichomes,
areolation not seen; abaxial surface densely golden villous, non-papillate, sparsely

glabrescent with age; adaxial surface dark green, sparsely villous; apex acute or
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shortacuminate, terminating in a rounded, brownish to black seta; adaxial surface dark
green, villous; abaxial surface golden, non-papillate, densely villous, sparsely
glabrescent with age; venation brochidodromous, midrib flat adaxially, prominent
abaxially, densely villous adaxially, secondary veins 24-30 per side, flat adaxially,
prominent abaxially, looping 2-5 mm from leaf blade margin. Staminate inflorescences
not seen. Pistillate inflorescence axis with 1-5(-7) flowers; bracts persistent, deltate, 3—
4.2 mm long, densely villous abaxially, with golden trichomes, apex acute, margin entire.
Pistillate flowers 5- merous, 7-8 x ca. 4 mm, pedicels terete 5-7(-9) mm long, densely
villous abaxially, with golden trichomes; bracteoles 2, opposite, ovate, near equal, 2.5-3
x 1.7-2 mm, villous abaxially, with golden trichomes, apex acute, margin entire, without
setae; sepals unequal, abaxial surface villous, adaxial surface nearly glabrous; the two
outer sepals ovate, 3-3.2 x 2.8-3 mm, indices acute, margins entire, the three inner
sepals broadly rounded, ca. 3 x 2.7 mm, apices rounded, margins erose; corolla
urceolate, petals white, 6—7 x 3—4 mm, slightly connate basally, unequal, the two outer
petals broadly rounded, the three inner petals ovate to elliptic, apex rounded, apically
recurved at anthesis, margin entire, membranaceous, glabrous on both sides;
staminodes 22, uniseriate, free but basally adnate to base of petals, linear, flat, equal,
1.2-1.5 mm long; pistil ca. 4.3 x 1.8 mm, 3-carpellate, pyriform, stigmatic lobes 3, ca. 0.6
mm long, erect, ovary glabrous, 3-locular, pluriovulate. Fruits immature green, ca. 8 x 8

mm, maturing vinaceous, 8—9 mm long, polyspermic, seeds reniform (Figures 1, 2).
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Figure 1. Freziera atlantica. A. Flowering and fruiting branch, adaxial view. B. Detail of
petiole, adaxial view. C. Detail of leaf margin, showing two teeth. D. Leaf, abaxial surface,
showing venation markings. E. Detail of abaxial surface of the leaf blade, showing the
midrib and reticulum. F. Pistillate flower, lateral view. G. Sepals, abaxial surface (inner
sepal above, outer one below). H. Petals, adaxial surface showing the staminodes. I.
Staminodes. J. Pistil, lateral view. K. Detail of stigmatic lobes. L. Ovary, transverse section.
(based on A. M. Amorim et al. 8688)
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Figure 2. Freziera atlantica. A. Trunk. B. Flowering branch in abaxial (left) and adaxial
(right) views. C. Fertile branch, adaxial view. D. Fertile branch, abaxial view. E. Detail of
the base of the leaf blade, abaxial side. F. Detail of an inflorescence, showing a flower
at anthesis and fruits. G. Immature fruit, lateral view. (based on A. M. Amorim et al.
8688)

Additional Specimens Examined—BRAZIL. Bahia: Mun. Ibirapitanga, Area de
Protecdo Ambiental do Pratigi, Reserva Serra do Papud, 13°55'14"S, 39°28'12"W, 500—
550 m, Parcela 25, arvore 1499, 13 Jan 2013 (fl ¢), V. V. Victor-Jr without number

(HURB). Espirito Santo: Mun. Iana, Floresta do Senhor Aristides, Transecto 2, planta 8,
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20°21'46"S, 41°28'16"W, ca. 1422 m, 20 Jan 2012 (fr), J. P. F. Zorzanelli 308 (CEPEC,
FLOR, UFRN, VIES); préximo a trilha que vai para o mirante, 7 Jul 2014 (fl ¢, fr), J. P.
F. Zorzanelli 1037 (VIES).

Distribution and Habitat—Freziera atlantica appears to be endemic to the Atlantic
Forest domain (Fig. 3). In the state of Bahia, it inhabits tall forests in advanced
secondary sites at elevations between 500-550 m. In the state of Espirito Santo, F.
atlantica occurs in similar habitats, but individuals occur at altitudes between 1,400—
1,500 m.
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Figure 3. Map of the geographic distribution of Freziera atlantica (circles).
The gray shading (left) indicates the original extension of the Atlantic Forest
in the states of Bahia and Espirito Santo, Brazil.
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Conservation—According to IUCN (2001) criteria, Freziera atlantica should be
characterized as Vulnerable — VU [B2a, b (ii, iii, iv)] as we predict that further fieldwork in
the Atlantic Forest will reveal more areas of occurrence. However, when we apply
Geocat System (http://geocat.kew.org) the occurrence area (AOO) in 8,000 km2
indicates that the species should be categorized as Critically Endangered — CR. In
Bahia, F. atlantica is currently known from just one population (although with numerous
individuals) in the Serra do Papua Reserve, a private area that is protected but whose
natural forests are extremely endangered by fragmentation. Unlike in Bahia, the
populations of F. atlantica in Espirito Santo do not occur in a protected area; its area of
occurrence in the municipality of lUna has experienced regular burning due to different
causes. All of the specimens of the new species described here were collected within
the last three years.

Phenology—Plants were found in flower (?) and fruit in January and July.
Etymology—The specific epithet refers to its occurrence in the Brazilian Atlantic coastal
rainforest.

Taxonomy—In addition to the distinctive characters listed in the diagnosis, Freziera
atlantica differs from F. grisebachii by its height (15-25 m vs. 10—-15 m tall respectively),
blade width ([3.5—-] 5.5-8 vs. 4-5.5 cm), blade base (revolute vs. non-revolute), bract
length (3—4.2 vs. 1.1-2.8 mm), bracteole width (1.7-2 vs. [1.8-] 2.4-3.7 mm), and
pedicel length (5-7[-9] vs. [3.1-] 3.4-4.5 [-8.7] mm).

4. COMMENTS ON THE GEOGRAPHIC DISTRIBUTION

Among several disjunct patterns at generic rank in the Brazilian flora, Fiaschi and
Pirani (2009) highlighted three typical of taxa from rainforests or open montane habitats
that are separated by corridors of seasonally dry forests or savanna (Prado and Gibbs
1993, Prado 2000): (1) the Amazon/Atlantic forests, (2) Eastern Brazil/Guiana Shield,
and (3) Southern Brazil/Andes. The Amazon/Atlantic forest disjunction pattern is typical
of mostly lowland taxa, such as Pachystachys Nees (Acanthaceae), Anthodiscus G.
Mey. (Caryocaraceae), Discocarpus Klotzsch (Phyllanthaceae), Lecythis Loefl.
(Lecythidaceae), Roucheria  Planch.  (Linaceae), and  Adelobotrys DC.
(Melastomataceae). In the Atlantic forest, these taxa are usually restricted to areas from
northern Espirito Santo to Pernambuco state, not reaching montane areas. The Eastern

Brazil/Guiana Shield disjunction pattern is observed, for example, in Schefflera J. R.
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Forst. & G. Forst. group Crepinella (Araliaceae) and Bonnetia Schreb. (Bonnetiaceae),
and it is particularly well known among taxa from the Espinhaco Range in the states of
Minas Gerais and Bahia (Giulietti and Pirani 1988). Disjunct Southern Brazil/ Andean
taxa include, among many other examples, Gunnera L. (Gunneraceae) and Escallonia
Mutis ex L. f. (Escalloniaceae), which are typically found in the southern states of
eastern Brazil, from Parana to Rio Grande do Sul. On the other hand, genera such as
Dendrophorbium (Cuatrec.) C. Jeffrey and Graphistylis B. Nord. (Asteraceae), Fuchsia
L. (Onagraceae), and Drimys J. R. Forst. & G. Forst. (Winteraceae), with northern
occurrence extensions along the Brazilian Atlantic forests are restricted to higher
elevations and/or more open habitats. None of these above-mentioned disjunct patterns
are congruent with the distribution displayed by Freziera, whose species are
predominantly found in the tropical Andes (with northern extensions into Central
America), the West Indies, and the mid-elevations of the Brazilian Atlantic Forest in the
states of Espirito Santo and Bahia. This distribution pattern is somewhat similar to that
observed in Oreopanax Decne. & Planch. (Araliaceae) and Hedyosmum Sw.
(Chloranthaceae), but these two taxa tend to have species that are more widespread in
the Atlantic Forest, with most records from southern and southeastern Brazil. The
distribution of Conostegia D. Don (Melastomataceae), somehow matches the Freziera
disjunction most closely: it is known only from a single species in the Brazilian Atlantic
Forest of Bahia [C. icosandra (Sw. ex Wikstr.) Urb.], whereas most of the species
richness in the genus is centered in Central America (Kriebel 2014).

The discovery of Freziera atlantica and the disjunction pattern observed in
Freziera underscores the need for further floristic studies in the Brazilian Atlantic Forests
in the states of Bahia and Espirito Santo. In addition to the remarkable species diversity
(Martini et al. 2007) and endemism levels (Thomas et al. 1998, Werneck et al. 2011), the
new taxa and/ or distribution records likely awaiting discovery in these forests may

reveal further examples of this so far poorly known biogeographic pattern.
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CAPITULO 2 — NOTAS SOBRE A TAXONOMIA DE Freziera atlantica Zorzanelli
& Amorim (Pentaphylacaceae): REFINANDO A DESCRICAO DA ESPECIE?

Resumo: Foi proposta a complementacdo da descricdo de Freziera atlantica
Zorzanelli & Amorim com base em materiais obtidos recentemente de plantas
bissexuais, visando estabelecer a estrutura sexual da espécie. Foram fornecidas
informacfGes adicionais sobre a biologia da espécie e uma ilustragcdo botanica
detalhada do material. Essas informacdes bioldgicas de F. atlantica complementam
também o que existe de disponivel para o género até o momento e servem como

subsidio para estudos da biologia reprodutiva mais especificos em Freziera.

Palavras-chave: dioicia, ginodiocia, Ternstroemiaceae, Weitzman.

#Manuscrito a ser submetido ao Kew Bulletin.
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1. INTRODUCAO

Pentaphylacaceae € uma familia de Angiospermas que foi considerada, por
alguns anos, um clado situado em Ternstroemiaceae (ANDERBERG et al., 2002;
WEITZMAN et al., 2004). Entretanto, estudos posteriores reclassificaram esse clado
em duas familias distintas: Sladeniaceae e Pentaphylacaceae (THE ANGIOSPERM
PHYLOGENY GROUP, 2009). Tsou et al. (2016), tracando uma abordagem das
relacdes dentro de Pentaphylacaceae, sugeriram, entretanto, a fusdo desta familia
com Sladeniaceae, com base em um recente estudo filogenético. Essa
circunscricdo, no entanto, ainda ndao €é amplamente aceita. Desta forma,
Pentaphylacaceae, como conhecida atualmente, inclui 12 géneros e 330 espécies
distribuidas nos tropicos e subtrépicos. Na regido neotropical, Pentaphylacaceae é
representada por quatro géneros (Cleyera, Freziera, Symplococarpon e
Ternstroemia), dos quais apenas Ternstroemia e Freziera foram reportadas ao Brasil
por Sobral e Bittrich (2015).

Freziera Willd. (1799: 1179) € um género neotropical com flores
estruturalmente ginodidicas e funcionalmente didicas constituido de cerca 65
espécies (SANTAMARIA-AGUILAR et al., 2018), das quais apenas Freziera
chrysophylla Bonpl. (1808: 31) é conhecida por ter apenas individuos bissexuais em
suas populacbes (WEITZMAN, 1987a). O género esta distribuido desde a América
Central a América do Sul, compreendendo México, Bolivia, Venezuela e Antilhas,
com centro de diversidade nas montanhas andinas (WEITZMAN, 1987a;
SANTAMARIA-AGUILAR et al., 2014). Atualmente, Santamaria-Aguilar e Monro
(2019) descreveram 11 novas espécies de Freziera para a América do Sul,
ampliando o nimero de representantes no género.

O primeiro registro para o género no Brasil, Freziera carinata A.L. Weitzman,
foi catalogado para o estado do Amazonas, em regido limitrofe a Venezuela
(SOBRAL; BITTRICH, 2015). O segundo registro para o género no Brasil foi
descoberto também no ano de 2015, e se tratava de uma nova espécie para o
género Freziera, endémica da Floresta Atlantica. Esse taxon foi nomeado como
Freziera atlantica Zorzan. & Amorim (ZORZANELLI et al., 2015), sendo atualmente
conhecido por apenas duas populac¢des, uma no estado da Bahia (Serra da Papua —

SP) e outra no Espirito Santo (Serra do Valentim — SV).
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O tipo de sistema sexual foi uma das questbes que permaneceram em aberto
no protdlogo de Freziera atlantica. Todos os materiais disponiveis até aquela data
apresentavam flores estritamente pistiladas. Portanto, Freziera atlantica poderia se
tratar de uma espécie dioica (i.e., se outro morfo sexual apresentasse flores
exclusivamente estaminadas), ginodioica (i.e., se outro morfo sexual apresentasse
flores bissexuais), ou mesmo poderia se tratar de uma espécie poligama. Qual seria
o sistema sexual da espécie?

Considerando a questdo supracitada, este trabalho visa aprofundar o
conhecimento sobre a morfologia de Freziera atlantica. Primeiro, é descrita a
morfologia das flores bissexuais da espécie, incluindo aspectos complementares

sobre a biologia de F. atlantica.

2. MATERIAIS E METODOS

Foram coletados materiais botanicos reprodutivos em uma populagéo de F.
atlantica na Serra do Valentim, ES, em expedicfes realizadas entre os anos de 2016
e 2018, onde foi iniciado um projeto de pesquisa cientifica para investigar aspectos
biol6gicos da espécie. Foi revista também a colecdo de F. atlantica dos herbarios
VIES e CAP (acrénimos de acordo com THIERS, 2018), onde os materiais de
individuos bissexuais estdo tombados.

Para determinar o sistema sexual de F. atlantica foi acessado o conjunto de
estaminddios das flores pistiladas para detectar se existe producdo de gréos de
polen por essas estruturas. Para tanto, foram coletados 10 botbes florais em pré-
antese de dois individuos pistilados provenientes na SV. Esses materiais foram
fixados a campo em uma solugédo de carnoy (3 Metanol : 1 Acido Acético), sendo
conduzidos ao laboratério para realizacdo de trés trocas sucessivas de fixador em
intervalos de 10 min. Ao final, os materiais foram acondicionados em frascos do tipo
Falcon e conduzidos ao freezer a temperatura de -20°C para o teste de coloragao
posterior.

Todos os estaminddios foram separados dos verticilos florais e banhados em
HCI 5N por 10 min sobre lamina. O excesso da solucdo foi posteriormente retirado
com auxilio de papel filtro, sendo o material imediatamente corado em solucéo de
Alexander (ALEXANDER, 1980) por 10 min, onde o0s estaminoddios foram

esmagados com auxilio de agulha. A solucéo foi recoberta por laminula e conduzida
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a um microscépio optico Nikon com lente objetiva de 40x para analise por meio da

técnica de varredura ao longo de toda lamina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Freziera atlantica Zorzan. & Amorim (2016: 1075). Tipo: Brasil, Bahia, Mun.
Ibirapitanga, Area de Protecio Ambiental do Pratigi, Reserva Serra do Papu,
13°53'27"S, 39°27'33"W, alt. 500 — 550m, 16 July 2014 (fl. ¢, fr.), Amorim, Daneu &
Gomes 8688 (holétipo: CEPEC!; isétipos: FLOR!, GH!, HUESC!, HUEFS!, HURB!,
MBM!, NY!, P!, RB!, UFRN!, VIES!).

FLORES BISSEXUAIS (Figura 1). Com 16 ou 18 ou 20 ou 22 ou 24 estames, livres
entre si e basalmente adnatos a corola, uniformes, filetes planos, retos, cerca de 0,8-
1,5 mm de comprimento, anteras cerca de 1-1,3 x 0,3-0,4 mm, apiculos ovados, .....,
apice arredondado. Gineceu piriforme 3-4,9 x 1,2-1,9 mm, 3-carpelado, com loculos
cerca de 0,4-1 mm de comprimento, lobos estigmaticos eretos, cerca de 0,2-0,4 mm

de comprimento.

Figura 4. Amostra do morfotipo bissexual de F. atlantica, onde: A) amostra herborizada
contendo botdes e flores — escala: 5 cm; B) estame ereto com filete plano, apiculo da
antera representado pela seta — escala: 1.2 mm; C) estames adnatos a corola com
distribuicdo unisseriada — escala: 5 mm.
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ESPECIMES EXAMINADOS. BRASIL. Espirito Santo: ltna, Serra do Valentim,
floresta do Senhor Aristides Silveira, proximo ao mirante, 20°21’46”S 41°28'14"W,
1444 m, 14 Dec. 2017 fl., J.P.F. Zorzanelli 1811 (CAP); 20°21°42"S 41°28’15"W,
1445 m, 1 Aug. 2014 fl., J.P.F. Zorzanelli 1064 (VIES, CAP); proximo ao transecto 2,
20°21’48"1S 41°28'16"W, 1420 m, 8 Nov. 2017 fl., J.P.F. Zorzanelli 1812 (CAP);
20°21°48”S 41°28'16"W, 1424 m, 8 Nov. 2017 fl., J.P.F. Zorzanelli 1813 (CAP);
20°21°48”S 41°28'17"W, 1423 m, 8 Nov. 2017 fl., J.P.F. Zorzanelli 1814 (CAP);
20°21°47”S 41°28’16"W, 1427 m, 1 April 2017 fl., J.P.F. Zorzanelli 1648 (CAP); apos
o mirante da floresta do Senhor Aristides Silveira, 20°21°39”S 41°28'12"W, 1420 m,
10 Feb. 2018 fl., J.P.F. Zorzanelli 1809 (CAP); 20°21°38”S 41°28'12"W, 1415 m, 10
Feb. 2018 fl., fr., J.P.F. Zorzanelli 1810 (CAP).

TAXONOMIA. Os estames s&o unisseriados, livres entre si, mas basalmente
adnatos a corola. Filetes planos e eretos. As anteras estao inseridas basalmente nos
filetes, apresentando deiscéncia transversal. O pistilo é funcional, com ovario
piriforme, estigma trifido com lobos estigmaticos eretos e trilocular com 6vulos em
placentacéo axial.

A espécie mais proxima morfologicamente, F. grisebachii, como mencionada
por Weitzman (1987b), é uma espécie muito variavel em alguns caracteres,
entretanto o nimero de estames é relativamente maior quando comparado a F.
atlantica. Comprimento e largura das anteras também diferem entre as espécies,

sendo essas estruturas ligeiramente menores em F. atlantica (Tabela 1).

Tabela 1. Comparac¢do entre caracteres das flores bissexuais de F. atlantica e F. grisebachii.

Caracteres/espécies F. atlantica F. grisebachii

Numero de estames 16 ou 18 ou 20 ou 22 ou 22 ou 25 ou 27 ou 28
24

Comprimento dos filetes 0.8-1.5mm 0.5-1.8mm

Dimensao das anteras 1-1.3x0.3-0.4mm 1.5-2x05-0.7mm

Dimenséao do gineceu 3-49x1.2-19mm 33-53x1.7-2.4mm

Comprimento dos lobos 0.2-0.4mm 0.1 -0.4mm

estigmaticos
Comprimento dos léculos 0.4 —1 mm 1.3—-2mm

do ovario
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SISTEMA SEXUAL. A andlise de varredura mostrou que os estaminddios de F.
atlantica ndo produzem gréos de poélen ou estruturas que poderiam qualificar um
grao de polen rudimentar. Internamente, o0s estaminddios nao apresentaram
qualquer vestigio de graos de polen em formagdo. Assim, classificamos a espécie
como sendo ginodioica, quando individuos pistilados e bissexuais coexistem na
mesma populacdo (RENNER, 2014).

A literatura disponivel reporta as espécies de Freziera como sendo
ginodioicas e funcionalmente dioicas (e.g. SANTAMARIA-AGUILAR; ORTIZ, 2016),
com apenas uma espécie bissexual conhecida, Freziera chrysophylla (WEITZMAN,
1987a). Weitzman (1987a) mencionou que nas plantas com flores estaminadas o
gineceu se desprende do verticilo logo apos a antese. Entretanto, na populacdo da
Serra do Valentim foram avistados individuos bissexuais onde os pistilos sao
funcionais e desenvolvem frutos com muitas sementes. Por outro lado, também
foram observados alguns morfotipos bissexuais com flores abortadas. Acreditamos
gue esses fatos acontecam em funcdo do sistema de cruzamento da espécie que
supomos ser aldgamo. A fecundacéo cruzada seria obrigatéria, enquanto autogamia,
nas arvores bissexuais, seria incompativel, levando ao aborto da flor ap6s a
polinizacdo. A auséncia ou, pelo menos, a escassez de funcdo reprodutiva em
plantas ginodidicas também foi reportada em alguns trabalhos com ervas e arbustos
do género Daphne — Thymelaeaceae (e.g. ALONSO et al.,, 2007; SHIBATA et al.,
2018).
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CAPITULO 3 - BASES PARA CONSERVACAO GENETICA DE Freziera atlantica
Zorzanlli & Amorim, UMA ESPECIE LENHOSA ENDEMICA DO HOTSPOT DA
FLORESTA ATLANTICA?®

RESUMO: Na era do antropoceno, umas das grandes preocupac¢fes mundiais esta
relacionada aos distlrbios na paisagem, provocando mudancas no clima do planeta
e declinio da diversidade genética de populacdes de plantas. Um grande desafio é
estabelecer planos concretos para conservacao genética dessas espécies, tendo
como elemento-chave o conhecimento de suas variagBes genéticas. Focados no
propoésito de contribuir para a conservacdo de plantas arboreas e mediar
futuramente marcacdo de arvores matrizes para coleta de sementes, avaliamos a
diversidade e a estruturacdo genética de uma populacdo isolada de F. atlantica,
espécie endémica da Floresta Atlantica, com marcadores moleculares ISSR. O DNA
genbmico total de 44 individuos adultos foi extraido e purificado. A partir da
genotipagem, foram mensuradas a diversidade, similaridade e estruturacdo genética
populacional. Os resultados indicam baixo polimorfismo entre os individuos de F.
atlantica (46,6%) estudados, possivelmente como resposta ao isolamento da
populacédo e distribuicdo agregada no local. Entretanto, a diversidade genética pode
ser considerada alta (1=0,3950 e H’'=0,2513), sendo possivelmente mantida por
mecanismo de auto-incompatibilidade como resposta a dioicia. A similaridade
genética é baixa e os individuos estudados estao estruturados em uma populacdo
genética. Nossos resultados sdo uma primeira abordagem para estruturacdo e
diversidade genética no género neotropical Freziera e 0s primeiros passos para
conhecimento dos aspectos biolégicos e proposicao de estratégias in situ e ex situ
para conservacao de F. atlantica.

Palavras-chave: diversidade genética, Ericales, Freziera, ISSR, Pentaphylacaceae

#Manuscrito a ser submetido a Tree Genetics & Genomes.
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1. INTRODUCAO

A diversidade genética é fundamental a evolucdo e sobrevivéncia das
populacbes de espécies e ecossistemas, mas somente nos Ultimos anos tem
conquistado notoriedade na aplicacdo de seus dados para conservagdo das
espécies de plantas e motivado proposicoes de politicas de restauracdo ecologica
de areas (KAHILAINEN et al., 2014; PENAS et al., 2016; AAVIK; HELM, 2017;
TORRES-FLOREZ et al., 2018).

Essas tendéncias emergem dos sérios transtornos provocados pelos
distarbios humanos nas florestas tropicais a nivel global, causando perda de habitat
e reducdo da diversidade genética (HADDAD et al., 2015; WILSON et al., 2016), em
consequéncia das limitacdes ao fluxo génico e aumento dos efeitos da deriva
(BANKS et al., 2013; ELLSTRAND, 2014; MONA et al., 2014; SEXTON et al., 2014).
Se os disturbios sdo recorrentes e continuos, entdo as espécies de plantas estéo
submetidas a um processo de erosao genética gradativo.

Apesar dessas graves circunstancias e a necessidade das agendas politicas
mundiais priorizarem suas acdes na conservacdo genética de espécies e
ecossistemas (POTTER et al.,, 2017), os cientistas tém estudado os efeitos do
isolamento entre populacdes de plantas (PANNELL; FIELDS, 2014) sob o pretexto
de que a fragmentacdo aumenta a probabilidade de endocruzamentos e reduz a
migracao e o fluxo génico (e.g. BLAMBERT et al., 2016; SAMPSON et al., 2016;
LITKOWIEC et al., 2018).

Sob uma perspectiva coalescente, Mona et al. (2014) mostraram que as
consequéncias do isolamento seriam drasticas para a diversidade genética apenas
muitas geracbes apds os disturbios. Considerando que as florestas tropicais ja
experimentam esses processos ha muitos anos — como no continente africano por
mais de 100 anos (ALEMAN et al., 2017) e Floresta Atlantica durante mais de 500
de devastacdo (JOLY et al., 2014) — o ponto critico para colapso da diversidade
genética de varias espécies ja esta sendo alcancado. Mesmo existindo altos niveis
de cruzamento endogamico, espécies de plantas podem apresentar mecanismos
gue retardam a perda de diversidade genética, como a auto-incompatibilidade que
coibe a auto-fecundagcdo (e.g. LLAURENS et al.,, 2008), elevada producdo de
sementes (e.g. LLORENS et al., 2004) e de polen (e.g. DAVIES et al., 2015;
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MEDINA-MACEDO et al., 2015; FINLAY et al., 2017), dispersdo a longa distancia
(MONA et al. 2014) e sistemas de cruzamento (SAMPSON et al., 2016).

Freziera atlantica Zorzanelli & Amorim é uma espécie da familia
Pentaphylacaceae descrita recentemente, conhecida por apenas duas populacdes
disjuntas, e considerada ameacada de extingcdo (ZORZANELLI et al., 2015). Como a
maioria dos representantes do género, trata-se de uma espécie estruturalmente
ginodidica (WEITZMAN, 1987), embora funcionalmente pareca ser didica. As flores
pistiladas apresentam varios estaminddios ndo funcionais. Ecologicamente, produz
grande quantidade de frutos ao longo do ano formando farto banco de sementes no
solo (TEIXEIRA, 2017). Como a espécie foi descrita para a ciéncia ha pouco tempo,
aspectos da diversidade genética sdo desconhecidos.

Informacdes sobre conservacdo genética da maioria das espécies conhecidas
ainda sdo escassas frente aos severos avan¢gos das mudancas antropicas na
paisagem e no clima. O conhecimento sdélido da diversidade genética trara
contribuicdes significativas as politicas de recuperacdo e restauracdo de areas
firmadas em convencbes mundiais e, consequentemente, na protecdo da
biodiversidade. Focados no propdésito de contribuir para a conservacao de espécies
arboreas e mediar futuramente marcacdo de arvores matrizes para coleta de
sementes, avaliamos a diversidade e a estruturacdo genética de uma populacao

isolada da espécie endémica F. atlantica.

2. METODOS
2.1. LOCAL DE COLETA E AMOSTRAGEM

Os individuos de F. atlantica estudados ocorrem na Serra do Valentim, no
estado do Espirito Santo. Trata-se de um conjunto de montanhas situado entre os
municipios de luna, lbatiba e Muniz Freire, estado do Espirito Santo (Figura 1).
Pertencente a regido do entorno da Serra do Capara0, suas florestas apresentam
importante diversidade de plantas tendo como principais fatores de ameaca, a
extracdo ilegal do palmito Jucara (Euterpe edulis Mart.) e os incéndios florestais
recorrentes ao longo dos anos (ZORZANELLI et al., 2017). De acordo com o critério
da IUCN, F. atlantica foi categorizada como espécie vulneravel (VU) a extingdo e, de

acordo com a andlise da area de ocorréncia, foi indicado ser uma espécie na
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categoria criticamente em perigo (CR) devido a pequena superficie de abrangéncia,
estimada em 8000 km2 (ZORZANELLI et al., 2015).
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Figura 1. Localizagdo da Serra do Valentim, ES, incluindo populacdo de Freziera
atlantica (44 individuos). Individuos em verde estdo localizados entre as cotas de
1400 e 1500 m e os indicados em amarelo estdo a uma cota de 1500 m.

Os individuos estudados de F. atlantica estdo localizados estritamente no
trecho mais elevado de um dos fragmentos de floresta, entre as altitudes de 1.400 e
1.500 m (coordenadas centrais — 20S21'45”, 41W28’15”), apresentando distribuigdo
gregéria e emergente no dossel, alcancando a altura de até 25 m. Regenerantes nao
foram observados na populacdo que é composta apenas por individuos adultos,
muitos destes atualmente em senescéncia.

Trés folhas sadias foram coletadas de 44 individuos. Esses materiais foram
acondicionados em silica e levados para o Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular, do Centro de Ciéncias Exatas e Engenharias da Universidade Federal do
Espirito Santo, sendo mantidos em um freezer a -30°C por 24 horas. ApGs esse
procedimento, o material foi liofilizado por 48 horas para dessecacédo. Apos secas,
as folhas foram acondicionadas em uma caixa contendo silica gel até o inicio das

analises moleculares.
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2.2. ANALISES MOLECULARES

As folhas secas foram maceradas para obtencdo do DNA gendmico total,
purificado por meio do método de extragdo proposto por Doyle e Doyle (1990) com
modificacdes propostas pelo IAC. Os 42 primers do marcador Inter Sampe
Sequence Repeats (ISSR) utilizados foram testados utilizando ensaios de
Polymerase Chain Reaction (PCR). Os testes iniciais foram realizados em amostras
de DNA de seis individuos, selecionando os primers mais polimorficos e com melhor
de perfil de amplificacdo. Cada reacao foi realizada usando um mix com volume final
de 20 pl por amostra constituido de tampao 1X (10 mM Tris-HCI (pH 8.5) e 50mM de
KCI), 2,5 mM de MgCl,, 0,25 mM de cada dNTP, 1 unidade de Tag DNA polimerase,
0,2 uM de primer e 50 ng de DNA genémico.

As amplificacbes foram realizadas em termociclador Applied Biosystems,
modelo Veriti, programado para etapas iniciais de desnaturacdo a 94°C por 5 min,
35 ciclos constituidos por 45 segundos a 94°C, 45 segundo a 52°C e 90 segundos a
72°C e, uma extensao final de 72°C por 7 minutos. Apos as reacdes, 0s produtos
gerados foram submetidos as corridas eletroforéticas em gel de agarose a 2% por 5
horas, a 100 V. Posteriormente, os géis foram corados com brometo de etidio (0,50
pg/mL) e fotodocumentados para visualizagdo dos fragmentos amplificados, sendo o
tamanho molecular de cada fragmento estimado com marcador de DNA (ladder) de
100 pares de base.

2.3. ANALISES DE DADOS

Foi gerada uma matriz binaria de dados a partir da presenca (1) e auséncia (0)
de bandas visiveis, permitindo realizar previamente uma analise descritiva do
namero total de bandas (NTB), numero de bandas polimérficas (NBP), porcentagem
de bandas polimorficas (PBP) por primer, variacdo de tamanho dos fragmentos
gerados por pares de bases (TPB) e conteudo de informacao polimorfica (PIC). Além
disso, estimamos o numero 6timo de loci para estudo da diversidade genética
utilizando andlise de bootstrap, considerando o nimero ideal aquele que assumisse
valor de stress <0.05 (KRUSKAL, 1964).

Estimamos os parametros da diversidade genética molecular intrapopulacional
— indice de diversidade de Shannon (I) (LEWONTIN, 1972), indice de diversidade



53

Nei (H’) (1973), numero de alelos observado (Na) e numero efetivo de alelos (Ne)
(KIMURA e CROW, 1964) — utilizando o programa Popgene 1.32 (YEH et al., 1997).

Comparamos 0s genétipos das arvores amostradas dentro da populacéo
estimando o complemento dos coeficientes de dissimilaridade genética de Jaccard e
usamos como método aglomerativo o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean) (MICHENER e SOKAL, 1957) que auxilia na deteccéo
de grupos formados. Estimamos também o coeficiente de correlacdo cofenética
(SOKAL e ROHLF, 1962) para a analise de agrupamento para verificar se ndo
existiram distor¢des significativas no dendrograma gerado. O ponto de corte (CP) foi
estimado de acordo com a equacao proposta por Mojena (1977), baseada nos
valores de média e desvio-padrdo da dissimilaridade genética e considerando o
valor do coeficiente K igual a 1,25. Realizamos todas as analises referentes a
dissimilaridade genética no programa Genes (CRUZ, 2008).

Realizamos 20 corridas para cada valor de K, para as quais 0 numero de
grupos estabelecidos (K) foi de K = 1 a K = 4, com 1000.000 interacbes de Monte
Carlo, via Cadeias de Markov (MCMC) com um descarte inicial (burn-in) de 250.000
interacdes. O numero de grupos genéticos foi estimado pelo maior valor de LnP(k)
usando o software STRUCTURE HARVESTER (EARL; VONHOLDT, 2012).

3. RESULTADOS
3.1. SELECAO DE PRIMERS E NUMERO OTIMO DE LOCI

Doze primers foram selecionados a partir dos 42 inicialmente testados, por
serem 0S mais promissores nos estudos genéticos de F. atlantica, pois
apresentaram bandas mais distintas e melhores perfis de amplificagéo (Tabela 1).
Assim, foram produzidos um total de 179 fragmentos dos quais 86 foram
polimorficos, correspondendo a 46.6% de bandas polimérficas. Os primers mais
polimorficos foram o UBC 816 (75%) e o UBC 834 (72.22%), enquanto 0 que
apresentou maior conteudo de informacdo polimérfica foi o UBC 818 (0.46). O
tamanho dos fragmentos obtidos foi maximo para UBC 866 (2200pb) e minimo para
UBC 834 (330pb). O numero 6timo de loci obtidos foi estimado em 82, com valor de
stress de 0.018 e correlag&o correspondendo a 0.9913 (Figura 2).
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Tabela 1. Doze primers ISSR selecionados para o estudo da diversidade genética de Freziera
atlantica. Onde, TBN- total de bandas amplificadas, NBP- nimero de bandas polimérficas, PBP-
porcentagem de bandas polimérficas, PM- peso molecular estabelecido com base em marcador de
100pb e PIC- conteudo de informacao polimérfica.

. , PBP PM
Primers Sequences (5’-3’) TBN NBP : PIC
(%) (max-min)
UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 17 12 70,59 1480 - 400 0,18
UBC 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 18 7 38,89 1600 - 450 0,37
UBC 813 CTCTCTCTCTCTCTCTT 16 10 62,50 1700 - 420 0,25
UBC 814 CTCTCTCTCTCT CTCTA 14 7 50,00 1750 - 690 0,19
UBC 815 CTCTCTCTCTCT CTCTG 15 8 53,33 1400 - 400 0,28
UBC 816 CAC ACA CAC ACACACAT 12 9 75,00 1520 - 510 0,28
UBC 818 CAC ACA CAC ACACACAG 11 2 18,18 1500 - 520 0,46
UBC 827 ACA CAC ACACAC ACACG 18 13 72,22 2000 - 480 0,18
UBC 834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 18 6 33,33 1480 - 330 0,27
UBC 855 ACA CAC ACACAC ACACYT 17 7 41,18 1700 - 500 0,27
UBC 856 ACA CAC ACA CAC ACACYA 11 3 27,27 2100 - 480 0,24
UBC 866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 12 2 16,67 2200 - 600 0,38
TOTAL - 179 86 46,60 - -
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Figura 2. Nimero 6timo de loci obtidos para Freziera atlantica.

3.2. DIVERSIDADE GENETICA E ESTRUTURACAO INTRAPOPULACIONAL

Nossas analises indicaram que a populacéo isolada de F. atlantica da Serra
do Valentim apresentou indice de diversidade genética de Shannon () igual a
0,3950 e diversidade de Nei (H’) igual a 0,2513. O numero efetivo de alelos (Ne)
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estimado para a populagéo foi de 1,4092, enquanto o numero de alelos observado
(Na) foi 2.

A analise de dissimilaridade genética (Figura 3) revelou baixa
heterogeneidade genética na populacdo analisada. Foram formados seis grupos (A,
B, C, 54, 55 e p33), onde A foi representado pelo maior numero de individuos de F.
atlantica (35 ind./79,5%), enquanto B e C constituiram apenas trés individuos cada.
Os individuos p33, 55 e 54 néo tiveram relacdo com 0s conjuntos estabelecidos,
permanecendo isolados no dendrograma. Os individuos geneticamente mais
proximos foram 11 e 62 com dissimilaridade de 0,079 e sdo também vizinhos na
populacao investigada. Entretanto, p33 e 35 foram considerados os mais distantes

com dissimilaridade de 0,516 e também séo individuos proximos entre si.
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Figura 3. Andlise de dissimilaridade genética utilizando os
complementos do coeficiente de Jaccard da populacdo da Serra do
Valentim, ES, Brasil, onde: CP- ponto de corte. Método de
aglomeracao UPGMA. Correlacéo cofenética 0,7727.
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O grupo A da analise de dissimilaridade genética apresentou um grupamento
interno composto por quase todos os individuos situados a elevacao de 1500 m (13
individuos). Este mesmo conjunto compartilha também alelos com um grupamento
de individuos (inds. 51, 52, 53, 56, 57, 58 e 59) ocorrentes na extremidade de cotas
mais baixas da populagéo (1400-1500 m) (Figura 3).

Os individuos de F. atlantica na Serra do Valentim estéo estruturados em uma

Unica populacdo genética (Figuras 4 e 5).
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1 3 5 18 20 25 p28 29 32 33 p35 51 53 55 57 59 9 11 13 37 39 6l
2 4 6 19 24 27 28 31 p33 34 35 52 54 56 58 7 10 12 36 38 60 44

Figura 5. Estruturacdo genética pela abordagem bayesiana obtida utilizando o software
STRUCTURE, onde esta evidenciado a formacédo de um grupo genético identificado pela andlise do
LnP(K).

4. DISCUSSAO

4.1. SELE(;AO DE PRIMERS

O nivel de polimorfismo para Freziera atlantica ndo seguiu claramente o
padrdo encontrado para muitas espécies da familia Pentaphylacaceae e
representantes de familias estreitamente relacionadas como Theaceae, Styracaceae
e Primulaceae (Tabela 2) em termos gerais. Entretanto, a percentagem de bandas
polimorficas encontradas (46.6%) foi um pouco maior do que a da espécie com
distribuicdo restrita e em perigo de extingdo Camellia nitidissima (41,38%) (WEI et
al., 2008). Nossos resultados, no nivel de polimorfismo populacional, apontam
indicios para polinizagdo a curta distancia, onde individuos proximos sdo mais
provaveis de cruzarem entre si (bissexuais-bissexuais/bissexuais-pistilados), além
da maior possibilidade de cruzamento entre aparentados. A dissimilaridade genética
ajuda a apoiar esta hipétese, assim como o grau de isolamento e tamanho da
populacao de F. atlantica.

Tabela 2. Parametros da diversidade genética, utilizando marcadores ISSR, entre espécies da familia
Pentaphylacaceae e outras bem relacionadas dentro da ordem Ericales, onde: PBP- porcentagem de

bandas polimérficas, |- indice de diversidade genética de Shannon, H'- indice de diversidade genética
de Nei.

Espécies PBP (%) I H’ Referéncia

Apterosperma oblata (Theaceae) 77,38 0,4100 0,2746 Su et al. (2008)
Camellia brevistyla (Theaceae) 99,9 0,477 0,317 Su et al. (2017)
Camellia nitidissima (Theaceae) 41,38 0,2273 0,1525 Wei et al. (2008)
Camellia japonica (Theaceae) 90,1 0,5013 - Lin et al. (2013)
Euryodendron excelsum (Pentaphylacaceae) 65,33 0,3626  0,2458 Su et al. (2009)

Continua...
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...continuacao

Espécies PBP (%) I H’ Referéncia
Myrsine coriacea (Primulaceae)® 68,61 0,373 0,252 Paschoa et al. (2018)
Sinojackia dolichocarpa (Styracaceae) 72,99 0,3453 - Cao et al. (2006)
Freziera atlantica (Pentaphylacaceae) 46,60 0,3950 0,2513 Este estudo

®Média dos parametros para a populacdo da espécie estudada no Municipio de lina (Serra do
Valentim), ES, Brasil.

4.2. DIVERSIDADE GENETICA E ESTRUTURACAO INTRAPOPULACIONAL

Com base nos resultados encontrados para representantes de
Pentaphylacaceae e familias botanicas relacionadas (e.g. SU et al.,, 2009;
PASCHOA et al.,, 2018 — Tabela 2), consideramos os valores dos indices de
diversidade genética intrapopulacional como sendo altos para F. atlantica, mesmo
sob peculiaridades inerentes a sua distribuicdo local e geogréfica e historico de
distirbio. Alguns outros estudos demonstraram elevados niveis de diversidade
genética de espécies ameacadas de extingdo e distribuicdo restrita (e.g. JIANG et
al., 2018; LEE et al.,, 2018), embora alguns poucos tenham encontrado baixa
variacdo genética dentro de populacdes (e.g. LI et al., 2018). Para E. excelsum (ver
tabela 2), espécie arborea rara com flores bissexuais, Su et al. (2009) sugeriram que
alta diversidade e alto nivel de polimorfismo genéticos podem ter sido uma amostra
gue restou de uma densa populacdo da espécie no passado, antes de uma extracao
que dizimou diversos individuos.

Estudos anteriores atestaram que algumas estratégias como alta producéo de
sementes e, consequente, formacdo de abundante banco de sementes (e.g.
LLORENS et al., 2004; HONNAY et al., 2008) e sistema de auto-incompatibilidade
como mecanismo preventivo da auto-fertilizacdo (e.g. CASTRIC e VEKEMANS,
2004; BARRET e HARDER, 2017) podem garantir a manutencgéo da alta diversidade
genética dentro de uma populacédo, compensando efeitos de disturbios na paisagem
(SAMPSON, 2016).

F. atlantica parece ser uma espécie tipicamente pioneira com baixa
longevidade e alta producdo de sementes (TEIXEIRA, 2018). Essa ultima
caracteristica representa um mecanismo para a sobrevivéncia da espécie pelo farto
banco de sementes que mantém. Diversidade genética foi pouco ou nada

influenciada em duas espécies de Grevillea apds disturbio antropogénico na
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Australia (LLORENS et al., 2018) sendo este fato atribuido, em parte, ao banco de
sementes diverso e persistente dessas espécies. Assim, a manutencdo de um
extenso banco de sementes por F. atlantica pode ser um mecanismo importante
para manter altos niveis de diversidade genética dentro da populacdo, considerando
incéndios recorrentes na vegetacgao.

Além disso, a auto-incompatibilidade pode ser, em parte, responsavel pela
manutencao da diversidade genética de F. atlantica. Em campo foi possivel observar
indicios de fertilizagdo malsucedida em muitas flores estruturalmente bissexuais. Em
termos de conservacéo, e considerando os impactos sucessivos como incéndios
florestais na Serra do Valentim, mecanismos de auto-incompatibilidade em
pequenas populacdes podem ser um agravante a variacdo genética (LEIMU, et al.
2006), pois este tipo de disturbio reduz a demografia da populacéo, dificultando a
polinizagéo cruzada entre os morfotipos de flores pistiladas e bissexuais.

A baixa heterogeneidade genética que encontramos para a populacédo de F.
atlantica na Serra do Valentim pode ser reflexo da propria distribuicdo agregada da
espécie como observado para Ixora margaretae (VERHAEGEN, et al. 2013). No
Nosso caso, possivelmente a eficiéncia da polinizacdo a menores distancias parece
moldar a estruturacdo genética de F. atlantica. O forrageamento por polinizadores
parece seguir um padrdo dependente da densidade, em que a maior disponibilidade
de flores entre vizinhos favorece o menor esforgo exigido para o processo de
polinizagdo (CASTILLA et al.,, 2016; CABALLERO et al., 2018). Entdo, espécies
arbéreas com distribuicdo gregaria, como é para F. atlantica, apresentam melhor
desempenho na polinizacdo em curta distancia.

A proximidade genética entre individuos a 1500 m e individuos no limite
inferior da cota altitudinal (1400 m) podem conceder indicios de que a dispersao de
sementes € efetiva e possivelmente realizada por passaros a longa distancia, como
para Freziera candicans Tul. (WILLMS e KAPELLE, 2006). Em F. atlantica
encontramos frutos com vestigios de frugivoria por aves, sugerindo papel importante
da avifauna na estruturacao genética da populacgéo.

Por fim, de acordo com nossas analises, recomendamos a marcagao e coleta
de sementes de pelo menos dois individuos de cada grupo formado na estrutura
genética, incluindo também os individuos nao relacionados (p33, 55 e 54), pois

garantira uma amostra genética dessa populacéo.
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5. IMPLICACOES PARA CONSERVACAO DE Freziera atlantica

Este trabalho representa os primeiros passos para conhecimento dos
aspectos bioldgicos e proposicao de estratégias para conservacao de F. atlantica. A
diversidade genética é alta e parece ser mantida por aspectos biolégicos da espécie
relacionados a reproducéo e producédo de sementes.

Apesar da alta diversidade genética encontrada, € preciso considerar a
vulnerabilidade dos individuos estudados frente aos impactos antrépicos recorrentes
na vegetacdo, o que demanda atencao por autoridades junto as comunidades locais.
Nesse cenario, propomos algumas acdes que podem auxiliar na conservacédo do
patriménio genético de F. atlantica tanto in situ quanto ex situ.

Inicialmente, uma proposta para conservacao do ambiente da espécie deve
considerar a difusdo de informacfes disponiveis as liderancas locais, visando
minimizar os distlrbios antropicos na vegetacdo e a reeducacdo dos comunitarios
para praticas ndo agressivas de uso e manejo da terra, principalmente o0s
relacionados a utilizacdo do fogo. Um segundo estdgio, mais técnico, deve
incorporar e aplicar o conhecimento cientifico adquirido por meio de mecanismos
como plantio da espécie nas areas degradadas pelos incéndios situadas em locais
mais declivosos e elevados, incluindo monitoramento desse plantio. A participacéo
das comunidades locais é imprescindivel para obtencdo de resultados positivos na
conservacao in situ (COSTA et al., 2018), garantindo também oportunidades para
manejo futuro da espécie. Outra medida para conservacao in situ € ampliar esforcos
para conservacdao dos remanescentes florestais nas montanhas umidas da costa
brasileira, preservando o habitat natural da espécie.

Conservacao ex situ também é uma estratégia extremamente necessaria para
conservacao genética de espécies (KASHIMSSHETTY et al., 2017), principalmente
aguelas raras e ameacadas de extincdo. Para F. atlantica, consideramos que um
planejamento adequado da coleta e da producdo de sementes (BROADHURST et
al., 2017) seria uma tatica importante, visto que, além de garantir a manutencao da
diversidade genética, ira assegurar também a utilizacdo desse patrimdnio na
conservagao de ecossistemas por meio de programas de restauracdo e
conectividade de areas (SCHMIDT et al., 2018). Outra vertente importante de ser
ressaltada € a protecdo da diversidade genética de F. atlantica junto a jardins

botanicos como estratégia para aprimorar e difundir conhecimento, agregando
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diversas instituicbes de pesquisa interessadas nos mais diversos experimentos
relacionados a espécie (COSTA et al., 2018).

A fragmentacdo de habitats € a grande propulsora da perda da diversidade
genética nas populagdes de espécies a nivel global (HADDAD et al., 2015). Assim
sendo, as estratégias para conservacdo genética elencadas aqui sO serdo
cumpridas com engajamento e comunicacao entre autoridades politicas e cientificas

(EDWARDS, 2017) em parceria com as comunidades locais.
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6. CONCLUSAO GERAL

Descrevemos uma nova espécie de planta com base em flores pistiladas e
avancamos sobre a morfologia da espécie, determinando o sistema sexual como
gionodioico e complementando a descricdo da espécie com caracteres das flores
bissexuais.

Nossos principais achados no nivel da variagdo genética em F. atlantica é
que, mesmo considerando a diversidade genética alta, existem peculiaridades
intrinsecas da espécie, como sistema sexual e distribuicdo agregada, que podem
afetar essas taxas. Além disso, distlrbios antrépicos recorrentes na vegetacao
podem reduzir essa variacdo no tempo.

Nosso estudo preenche uma lacuna importante sobre os aspectos bioldgicos
para uma espécie recém-descrita e levanta informacfes para sua conservagao e
potencial de uso na restauracao de ecossistemas montanos em areas umidas.

Além disso, nossos resultados fornecem oportunidades para avancos no
conhecimento ecoldgico-funcional e biolégico de F. atlantica, favorecendo a
compreensao de seu dinamismo populacional, estabelecimento no ambiente natural

e interacdes com outras espécies de plantas.
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7. DIALOGO COM A SOCIEDADE

Aqui, desenvolvemos um topico especial que apresenta a sintese dessa tese
de doutorado em uma linguagem mais acessivel a sociedade. Nosso objetivo € que
os resultados de pesquisas cientificas sejam universalizados, democratizados e
compreendidos para o publico em geral, como forma de retribuir o incentivo
concedido por érgdos publicos mediante tributos e encargos sociais. Apresentamos,
a seguir, um resumo das motivacdes e resultados, além de incluirmos algumas

recomendacdes, quando necessério, para as tematicas abordadas neste trabalho.

7.1 CONHECENDO A ESPECIE

Breve histérico: inicialmente, a partir do processo de coletas de plantas na Serra do

Valentim (Espirito Santo) e na Serra da Papua (Bahia), muitas espécies foram sendo
identificadas como procedimento comum do estudo com plantas. Uma delas, depois
de algum tempo de pesquisa e andlise em laboratorio, resultou em uma espécie
arbérea ainda ndo conhecida no mundo. O procedimento para detectar essa
novidade envolve a busca por outros trabalhos onde sdo estudadas caracteristicas
morfolégicas de outras espécies “aparentadas” e através da filtragem dessas
informacdes e com auxilio de ilustracbes botanicas e imagens das plantas é possivel
confirmar que a espécie € nova para a ciéncia. Grupos de pesquisa da Universidade
Federal do Espirito Santo, Universidade Federal de Santa Catarina, Universidade
Federal do Sul da Bahia, Universidade de Harvard e Universidade Estadual de Feira
de Santana se uniram para fazer o que grandes botanicos faziam no passado:
nomear uma espécie desconhecida. No sentido mais popular, seria “batizar” uma

espécie.

Descrevendo a espécie: realizamos a descricdo detalhada dessa planta que

consistiu em caracterizar por meio de medidas, formas e tipos, as estruturas e
orgaos como folhas, pelos, nervuras, flores, frutos e sementes. Homenageamos a
espécie como sendo a primeira ocorréncia para a Mata Atlantica, sendo entdo
designada como Freziera atlantica. Nomes cientificos sédo usuais em pesquisas, pois
sédo escritos em latim e facilitam a comunicagédo entre pesquisadores, aléem de

padronizar os nomes das plantas universalmente.
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Importancia do achado: a espécie ocorre em dois locais distantes entre si, com

pequenas areas de abrangéncia e histérico de perturbacdo humana, assim
classificamos a espécie como ameacada de extincdo. O Brasil € um dos paises que
mais contribuem com publicacbes de novas espécies de plantas no planeta. Entéo,
conservar os remanescentes de floresta que ainda existem € um grande desafio

para o futuro.

7.2 BASES GENETICAS

Motivacdes: temos uma espécie ameacada de extingdo e na natureza ela é
representada por arvores com sexos separados. Os individuos dessa planta também
ocorrem proximos uns aos outros na vegetacdo. Essas caracteristicas motivaram a
realizacdo de um estudo para conhecer a variagdo genética da espécie. A
diversidade genética alta € um sinal de que a espécie parece ter meios de perpetuar
de maneira satisfatoria e evoluir com o tempo. A diversidade genética baixa indica

que a espécie esta passando por um declinio que pode levar ela a extingéo.

Laboratério: extraimos o DNA de algumas arvores para detectar o nivel de variacéao
genética e indicar possiveis arvores matrizes para coleta de sementes e contribuir

com futuros projetos de recuperacéo e restauracao de areas degradadas.
Resultados: encontramos que essa diversidade foi alta, entretanto para manter essa
integridade s&@o necessarios esforcos para conservacdo. Entdo, a alta variacdo

genética s6 serd mantida nessa espécie se medidas importantes forem tomadas.

Recomendacdes: deve existir sinergia entre cientistas e autoridades locais para

definir estratégias de conservacgao e propostas para educacao ambiental no entorno
da vegetagcdo. Recomendamos as comunidades rurais para zelarem pelos
remanescentes de floresta, minimizando a utilizacdo de praticas de manejo
prejudiciais ao solo e a vegetacdo como queimadas para limpeza de pastagem.
Incéndios recorrentes diminuem o numero de individuos da espécie na vegetacéo,
reduzindo a possibilidade de gerar frutos e sementes, levando a reducédo da

diversidade genética. Resguardar esses remanescentes € de vital importancia para
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perpetuacdo e evolucdo de Freziera atlantica. Além disso, podem ser adotadas
medidas para conservacdo da espécie em instituicbes de pesquisa como

universidades, jardins botanicos e bancos de germoplasma.

7.3. CONCLUSOES

Por que devemos trabalhar para a conservagcao de F. atlantica? Como todas as
espécies de plantas, F. atlantica contribui para manutencdo dos chamados servicos
ambientais (por exemplo, protecdo do solo, armazenamento de agua e melhoria do
microclima) e servicos ecossistémicos (por exemplo, atracdo de polinizadores,
producado de frutos e sementes), entdo isso € levado em consideracdo nas politicas
publicas de recompensa aos produtores que conservam suas florestas. F. atlantica,
apesar de ser uma espécie nova, possui potencial para uso em restauracao
ecologica em locais montanhosos, sendo uma oportunidade a coleta e producao de
mudas para atender essas demandas que estdo em alta no Brasil, a partir da
assinatura de acordo para restauracdo de milhdes de hectares no pais. Além disso,
conservar F. atlantica promove a manutencdo de dispersores que podem ser

especificos como as aves da Mata Atlantica.



