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Gendmica de Populagdes e Conservagao: Investigando a Evolugao do Complexo Poidium

calotheca e Espécies Relacionadas (Poaceae)

Resumo: Poaceae compreende aproximadamente 11.783 espécies e 789 géneros de
distribuicao cosmopolita, ocorrendo em uma grande variedade de habitats e sendo a principal
componente das formagdes campestres. Poidium ¢ composto por dez taxons sul-americanos,
dos quais sete sao endémicos dos campos de altitude do sul e sudeste do Brasil, estabelecendo-
se como o género contendo o maior numero de espécies da subtribo Calothecinae. Estudos
filogenéticos recentes envolvendo o género evidenciaram a presenga de complexos de espécies,
onde amostras distintas dessas espécies nao se agruparam. A identificagdo do complexo
Poidium calotheca ¢é dificultada pela variagao morfologica e sobreposicio de caracteres. Além
disso, as arvores filogenéticas derivadas de sequéncias plastidiais e nucleares separadas
demonstraram variagao significativa na posi¢ao das espécies dentro do complexo. Nesse caso,
a discrepancia entre as arvores geradas a partir de marcadores nucleares e plastidiais pode
indicar fluxo génico intra e interespecifico no ambito destas espécies. O complexo Poidium
calotheca abrange cinco taxons: Poidium ambiguum, Poidium calotheca, Poidium juergensii
var. angustilemma, Poidium juergensii var. juergensii e Poidium serranum, com Poidium
latifolium e Poidium uniolae sendo as duas principais espécies relacionadas ao grupo. O
presente trabalho terd como objetivo utilizar a gendmica de populagdes com foco no complexo
Poidium calotheca e espécies relacionadas para investigar a histdria evolutiva do grupo e assim
contribuir na delimitagdo, conservacdo e manejo das espécies envolvidas. Para isso serdo
realizadas expedi¢des para amostragem das populacdes e coleta de informagdes sobre o habitat
e nimero de individuos. A extracdo de DNA total serd realizada a partir de metodologia
convencional e o sequenciamento serd realizado em empresas terceirizadas. Os SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms) serdo obtidos através do sequenciamento de nova geracdo
(ddRAD-Seq) com clivagem de DNA por enzimas de restricdo. As espécies serdo avaliadas
quanto ao seu estado de conservacao, seguindo os critérios da IUCN, e experimentos para
avaliar o potencial germinativo também serdo realizados. Espera-se que os resultados avancem
no esclarecimento das relagdes filogenéticas entre as espécies do complexo e aprofundem a
compreensdo da diversidade genética das populacdes analisadas. As avaliagdes do estado de
conservagdo deverdo oferecer um panorama sobre o grau de ameaca de cada espécie,
possibilitando sua inclusdo, quando necessario, na lista vermelha de espécies ameacadas,
facilitando ac¢des de protegdo mais eficazes. Os experimentos de germinagdo deverdo revelar
como a temperatura influencia o processo germinativo, permitindo o desenvolvimento de um
protocolo para futuras acdes de propagagdo e conservacao. Ao final, o projeto visa promover a
delimitacdo das espécies do complexo e apoiar estratégias de conservacao e manejo eficazes
para as espécies, considerando aspectos genéticos, ecologicos e reprodutivos.

Palavras-chave: Calothecinae, Complexo de espécies, Endemismo, Filogenomica,
Germinacao.
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1. Introducio

O Brasil se destaca como um dos paises mais biodiversos do mundo, abrigando uma
flora abundante e sendo reconhecido como o local onde mais se descobrem novas espécies de
plantas (Giulietti et al., 2005; Cheek et al., 2020). Estimativas apontam que 15% ou mais das
espécies ainda aguardam serem descobertas (Joppa et al., 2013). Entretanto, estudos apontam
que duas a cada cinco espécies de plantas correm risco de extingao, principalmente devido as
acdes antrdpicas (Antonelli et al., 2020).

Diante dos desafios impostos pela perda de biodiversidade, os avangos em genomica
tém se destacado como uma ferramenta fundamental para a conservagao das espécies e a
restauragdo ecoldgica (Supple & Shapiro, 2018; Fomenti et al., 2022; Hogg et al., 2022; Kress
etal.,2022). O acesso ao conteudo gendomico das plantas também possibilita a identifica¢ao de
genes para o melhoramento de cultivares e de compostos com potencial farmacéutico
(Cardinale et al., 2012). Atualmente, tanto os dados genéticos quanto os gendmicos podem ser
utilizados para estimar a diversidade genética, a estrutura populacional e a historia demografica
(Supple & Shapiro, 2018). No entanto, os dados em escala genomica oferecem estimativas
mais precisas desses parametros devido a maior cobertura do genoma, o que pode influenciar
diretamente as recomendagdes de conservacao (Allendorf et al., 2010; Shafer et al., 2015;
Supple & Shapiro, 2018). Ao analisar sequéncias de DNA de diferentes individuos ou
populagdes, € possivel identificar SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), que representam
o tipo mais abundante de polimorfismo no genoma (Allendorf et al., 2022). Sua ampla
distribui¢do ao longo de todo o genoma os torna especialmente uteis em estudos gendmicos
(Morin et al., 2004). Hapldtipos, por sua vez, sdo definidos como um conjunto de SNPs que,
por conta de sua proximidade entre si, tendem a ser herdados em conjunto (Jehan &
Lakhanpaul, 2006).

Abordagens de genomica de populacdes utilizando sequenciamento de nova geragdo
(NGS — Next Generation Sequencing) apresentam um potencial significativo para esclarecer
padrdes filogeograficos e relacdes filogenéticas em complexos de espécies, especialmente
aqueles que permanecem inacessiveis quando se utiliza um namero limitado de marcadores
genéticos (Jeffries et al., 2016; Anderson et al., 2017; Zhou et al., 2018). Ademais, a partir dos
dados gendmicos € possivel obter informacgdes altamente relevantes sobre a variabilidade
genética das populacdes, fundamentais para compreender sua diversidade e,
consequentemente, fatores decisivos para determinagdo do risco de extingdo (Schmidt et al.,

2023). Além disso, informagdes sobre as espécies e sua situacdo atual de conservagdo sao
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indispensaveis para agdes de conservagao eficazes (Le Breton, 2019). O estudo de estado de
conservagao através da utilizacdo de parametros e critérios estabelecidos pela International
Union for Conservation of Nature (IUCN) desempenham uma fungdo essencial na orientacao
dos esfor¢os de preservacao (Rodrigues et al., 2006). A integracdo de dados sobre diversidade
e estrutura genética, fluxo génico, viabilidade populacional, principais ameagas, distribui¢do
geografica e tamanho populacional permite a formulagdo de estratégias de manejo e
conservagao mais eficazes para garantir a sobrevivéncia das espécies a longo prazo.

Além disso, a germinacdo das sementes ¢ um dos aspectos bioldgicos que influenciam
diretamente a sobrevivéncia e regeneracao das populacdes ao longo do tempo. A germinagdo
e os estdgios iniciais das plantulas sdo eventos cruciais no ciclo de vida das plantas,
desempenhando um papel essencial na dinamica populacional (Bakhshandeh et al., 2013).
Esses estagios influenciam diretamente a aptidao individual, a persisténcia das populacdes e a
capacidade das espécies de se dispersarem e se estabelecerem em diferentes habitats (Seglias
& DePrenger-Levin, 2024). A massa da semente (Moles & Westoby, 2004), a dispersdao (Howe
& Smallwood, 1982) e a dorméncia (Venable & Brown, 1988) sdo algumas das caracteristicas
que suportam a capacidade de uma plantula emergir, crescer e se estabelecer. Walck et al.
(2011) evidenciaram em seu estudo que as mudangas climéticas podem impactar a regeneragao
de plantas a partir das sementes alterando as temperaturas e disponibilidade de agua, que sdo
fatores essenciais para a quebra de dorméncia e germinagao, impactando mais severamente nos
estagios iniciais do ciclo de vida das plantas (Hedhly ez al., 2009).

A familia Poaceae compreende aproximadamente 11.783 espécies e 789 géneros de
distribui¢do cosmopolita, ocorrendo em uma grande variedade de habitats e sendo a principal
componente das formagdes campestres (Soreng ef al., 2022). Sua importancia ecologica ¢ dada
por sua dominancia em diversos ambientes terrestres e pelo efetivo papel nos ciclos do
nitrogénio e carbono, por exemplo, e econdmica, pela sua utilizagdo na alimentacdo humana e
animal, no artesanato, na medicina popular, na producdo de o6leos, perfumes e como
ornamentais (Mistura et al., 2015; Davis & Soreng, 2007; Judd et al., 2009). Segundo o Flora
e Funga do Brasil (2025), a familia ¢ representada no Brasil por 236 géneros e 1.565 espécies,
sendo mais predominante em biomas campestres como Pantanal, Caatinga e Pampa (BFG,
2015).

Poidium Nees ¢ um género composto por dez tdxons sul-americanos, distribuidos pela
Argentina, Brasil, Colombia, Paraguai e Uruguai. No Brasil, ocorrem todas as espécies, com
destaque para os campos de altitude das regides Sul e Sudeste, onde sdo encontradas em

simpatria e sete delas sdo endémicas dessas formagdes. Em altitudes mais baixas, as espécies
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ocorrem principalmente em ambientes campestres, geralmente associados a banhados (Da
Silva et al., 2021). Estudos recentes envolvendo o género evidenciaram a presenga de
complexos de espécies, onde amostras distintas dessas espécies niao se agruparam
filogeneticamente (Da Silva et al., 2021). O grupo denominado de complexo Poidium
calotheca ¢ composto por cinco taxons morfologicamente semelhantes que ocorrem em
simpatria nos campos de altitude do sul e sudeste do Brasil: P. ambiguum (Hack.) Matthei, P.
calotheca (Trin.) Matthei, P. juergensii var. angustilemma (Essi, Souza-Chies & Longhi-
Wagner) L.N.Silva, P. juergensii var. juergensii (Hack.) Matthei e P. serranum (L.N.Silva)
L.N.Silva. O complexo abrange cinco taxons, com P. latifolium (Essi, Souza-Chies & Longhi-

Wagner) L.N.Silva e P. uniolae (Nees) Matthei sendo as duas principais espécies relacionadas

ao grupo (Figura 1).

Figura 1. Representantes do complexo Poidium calotheca (A-E) e espécies relacionadas (F-
G) em seus habitats naturais. A - Poidium ambiguum, B - Poidium juergensii var.
angustilemma, C - Poidium calotheca, D - Poidium serranum, E - Poidium juergensii var.
Jjuergensii, ¥ - Poidium latifolium, G - Poidium uniolae.

O estudo, portanto, abrange dois eixos principais: gendmica de populacdes e
conservagdo. No ambito da genomica populacional, busca-se responder: quais os niveis de
diversidade genética interespecifica e intraespecifica? Como as populagdes estdo estruturadas
geneticamente e geograficamente, e que processos historicos podem ter influenciado essa
estrutura? Ha fluxo génico entre as espécies do grupo? Quais regides geograficas apresentam

maior diversidade genética? Os SNPs podem auxiliar na delimita¢cdo dos tdxons do complexo
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Poidium calotheca? Existe um maior compartilhamento de haplétipos entre populagdes de uma
mesma regiao? No aspecto de conservacdo, o projeto visa responder as perguntas: Quais
espécies estdo ameagadas e quais sdo suas principais ameagas? Ha diferengas no potencial
germinativo entre populagdes de diferentes regides geograficas? Quais fatores podem estar

influenciando a taxa de germinagao?

2. Justificativa
Estudos filogenéticos recentes sobre a subtribo Calothecinae trouxeram avangos
significativos na compreensdo das relacdes de parentesco e na circunscri¢ao do grupo (Da Silva
et al., 2021). Além disso, foram realizados estudos voltados a compreensao da evolucao do
grupo na América do Sul, com énfase em investigagdes biogeograficas e andlises de
diversificacdo (Schroder et al., submetido). Essas abordagens forneceram uma compreensao
mais abrangente da historia evolutiva do género Poidium ao longo do tempo. No entanto, apesar
desses progressos, ainda hé4 lacunas no conhecimento sobre a diversidade genética do grupo,
além da falta de resolucdo envolvendo o complexo de espécies. O estudo de Da Silva et al.
(2021) revelou variacdo na posicdo das espécies dentro do complexo, com diferengas
significativas entre os taxons nas arvores filogenéticas derivadas de sequéncias plastidiais e
nucleares. Nesse caso, a discrepancia entre as arvores geradas a partir de marcadores nucleares
e plastidiais pode indicar fluxo génico intra e interespecifico entre as espécies. Curiosamente,
alguns individuos da mesma espécie que ndo se agruparam sdo provenientes de diferentes
regides geograficas, sugerindo uma possivel variacdo genética com base na localizacdo
geografica do tdxon. Nesse sentido, estudos de genética de populagdes e filogeograficos
permitem investigar o fluxo génico e entender os mecanismos por tras da divergéncia entre
populagdes que desenharam a atual estrutura genética e distribui¢do dos organismos (Avise,
2009).
Nas metas da Convencao sobre Diversidade Bioldgica (CDB) estabelecidas para 2030,
a Meta 4 destaca a importincia de manter e restaurar a diversidade genética. Essa necessidade
esta alinhada com as sugestdes para a integracdo da gendmica na conservagdo de plantas,
descrito por Schneider (2023), que ressalta a importancia na gera¢ao de dados gendmicos para
espécies ameacadas, seja em nivel regional ou global. O autor também enfatiza a importancia
da obtencdo de genomas de referéncia para espécies-chave que habitam ecossistemas
ameacados ou em transformacdo. Esses dados sdo essenciais tanto para aprofundar o
conhecimento sobre a evolugdo das plantas e dos ambientes quanto para subsidiar estratégias

de reintroducdo e manejo. Entretanto, para que essas acdes sejam efetivas, ¢ fundamental
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primeiro conhecer a diversidade genética das espécies. Assim, estudos que visem a obtengao
de dados gendmicos para espécies ameagadas ou endémicas se tornam essenciais para
resguardar as informacgdes genéticas das espécies, podendo subsidiar futuras acdes de
restauragdo, conservacao e até na identificagdo de genes de importancia econdmica.

Entre as espécies foco do projeto, apenas Poidium latifolium esta classificada quanto ao
seu estado de conservagdo, sendo considerada Vulneravel, segundo a lista de espécies
ameacadas do Rio Grande do Sul (Rio Grande do Sul, 2014). A espécie mais recentemente
descrita, Poidium serranum, foi classificada pelos autores como Em Perigo segundo os critérios
da IUCN (Da Silva et al., 2020), entretanto, a espécie ainda ndo consta em nenhuma lista oficial
de espécies ameagadas. A espécie ¢ conhecida apenas em duas localidades, no municipio de
Cambara do Sul (RS) e Sao Francisco de Paula (RS). Exceto as populagdes que se encontram
dentro do Parque Nacional da Serra Geral, as demais ocorrem em areas altamente vulneraveis,
sujeitas a ameacas diretas, como o pastejo intensivo e a expansao de monoculturas.

Com isso, em primeiro lugar, ¢ fundamental investigar a diversidade genética dessas
espécies, uma vez que esse conhecimento permite identificar areas e populagdes prioritarias
para a conservacao in situ. Além disso, os dados gendmicos poderdo resolver questdes da
sistematica do grupo, revelando as relagdes de parentesco entre os taxons, possibilitando uma
melhor circunscricdo dos taxons em estudo. Em segundo lugar, ¢ necessaria uma avaliagdo
formal do estado de conservacdo dessas espécies, com base nos critérios da [UCN, a fim de
determinar seu real grau de ameaga e possibilitar sua inclusdo, quando necessario, em listas
oficiais de espécies ameacadas, incluindo a Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da I[UCN.
Em terceiro lugar, destaca-se a importadncia da conservagdo ex situ, por meio do
armazenamento de germoplasma em colegdes especializadas. Conforme recomendacdes do
Center for Plant Conservation (CPC), esse processo deve ser acompanhado de testes iniciais
de germinacdo e viabilidade, além do desenvolvimento de protocolos de -cultivo.
Conjuntamente, ¢ necessario compreender como o aumento da temperatura influencia a
germinacdo das espécies foco, gerando informagdes fundamentais para o planejamento de
estratégias de conservacao e para a elaboragdo de protocolos eficazes de germinagao e cultivo,

dados ainda inexistentes para as espécies abordadas neste estudo.

3. Objetivos
O objetivo deste trabalho ¢ investigar o complexo Poidium calotheca e espécies
relacionadas ao longo de sua distribui¢do, com o propoésito de compreender sua diversidade

genética, sistematica, estado de conservacgao e potencial germinativo, a fim de subsidiar a¢des
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embasadas em delimitacao e conservagao. Para isso, serdo utilizados dados gendmicos para
explorar a variabilidade genética, integrados a avaliagdo do estado de conservagdao. Os
experimentos de germinacdo visam desenvolver um protocolo especifico para as espécies,
avaliar os impactos do aumento da temperatura na germinacao e contribuir com estratégias de

propagacao.

Objetivo geral
e Investigar a historia evolutiva do complexo Poidium calotheca e espécies relacionadas
com intuito de contribuir para a delimitacdo taxondmica, conservacdo ¢ manejo das

espécies.

Objetivos especificos

e Estimar a diversidade genética e estrutura populacional, bem como a histéria
demografica das linhagens do complexo Poidium calotheca e espécies relacionadas;

e Investigar a presenca de fluxo génico entre as populagdes das espécies do complexo
Poidium calotheca e espécies relacionadas;

e Identificar centros de diversidade genética e centros prioritarios para conservagao das
espécies ao longo da sua distribuigdo geografica;

e [Estimar a variabilidade genética para os taxons do complexo Poidium calotheca e
espécies relacionadas utilizando SNPs em escala genomica;

e Contribuir para a delimita¢do das espécies do complexo Poidium calotheca;

e [nvestigar a variagdo filogeografica em populacdes do complexo Poidium calotheca;

e Avaliar o estado de conservagdo, seguindo os critérios da International Union for
Conservation of Nature (IUCN), para espécies do complexo Poidium calotheca e
espécies relacionadas;

e Avaliar o potencial germinativo de sementes de diferentes populacdes das espécies do

complexo Poidium calotheca e espécies relacionadas.

4. Material e Métodos
4.1 Coleta de material botanico

Serao realizadas expedi¢des de coleta durante a primavera de 2025 e 2026, visando a
coleta de folhas jovens de individuos adultos localizados em sitios de coleta ao longo da
distribuicdo geografica dos tdxons. Serdo amostrados, sempre que possivel, de cinco a oito

individuos por sitio de coleta, abrangendo um total de 38 populagdes previstas. As amostras
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coletadas serdo preservadas em silica gel para a realizagdo das extracdes de DNA total. Além
disso, durante as expedi¢cdes, sera realizada a coleta de sementes e a obtengdo de informagdes
sobre o habitat, populagdes e ameagas para a conservagao in situ. Alguns dos principais pontos
estratégicos para a coleta de material botanico incluem a regido central do Rio Grande do Sul,
os campos de altitude do Parana (Palmas, Guarapuava e Tibagi), de Santa Catarina (Urubici),
de Sao Paulo (Queluz, Campos do Jordao e Serra da Bocaina), do Rio de Janeiro (Serra do
Itatiaia e Serra dos Orgdos) e de Minas Gerais (Alto Caparad e Itamonte). Durante as excursdes
de campo, os materiais serdo coletados utilizando técnicas usuais de herborizagao seguindo os
procedimentos descritos no Manual Técnico da Vegetacao Brasileira (IBGE, 2012). Todos os
materiais coletados serdo incorporados ao Herbarium Uberlandense (HUFU) e duplicatas
enviadas a outros herbarios como o Herbario ICN, do Instituto de Biociéncias da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, e o Herbario RB, do Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Vale
destacar que 16 populagdes das espécies foco do estudo ja foram amostradas na regido Sul. No
entanto, ainda restam poucas populacdes a serem coletadas nessa regido e, principalmente, na
regido Sudeste.
4.2 Extracio e quantificacio do DNA genémico

A extracdo do DNA total (DNA gendmico) serd realizada a partir de folhas secas
armazenadas em silica gel utilizando o método CTAB (Doyle & Doyle, 1987) adaptado para
microcentrifuga. A concentragdo de DNA sera quantificada com o fluordmetro Qubit e a
qualidade do DNA sera avaliada com o espectrofotometro Nanodrop DN-1000 e eletroforese
em gel de agarose a 1%. Amostras com propor¢des 260/280 e 260/230 maiores que 1,8 serdo
consideradas como indicativas de DNA de alta qualidade. A qualidade das amostras para a
construgdo das bibliotecas gendmicas sera avaliada por meio de uma reagdo com enzima de
restricdo. As amostras também serdo ajustadas para uma concentragdo entre 50 e 100 ng/ul, em
um volume minimo de 10 a 20 pl, faixa ideal para a aplica¢do da metodologia DArTseq.
4.3 Preparo das bibliotecas gendomicas, sequenciamento e filtragem dos SNPS

Para a obtengdo dos marcadores moleculares do tipo SNP em escala genomica, sera
utilizada a abordagem de redugdo da complexidade genomica mediada por enzimas de
restricdo, seguida de sequenciamento de nova geracdo (DArTseq). As amostras de DNA
gendmico serdo enviadas a empresa Diversity Arrays Technology Pty Ltd., localizada em
Canberra, Australia (https://www.diversityarrays.com/), responsavel pela genotipagem. O
sequenciamento serd realizado em uma tnica /lane, em modo single-end sequencing, utilizando

o equipamento [llumina HiSeq 2500 (High Density Sequencing).
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Os arquivos gerados pela empresa (formato fastq.gz) serdo processados com
ferramentas de bioinformatica. Inicialmente, sera realizado o demultiplex, associando cada
read a sua respectiva amostra individual, seguida pela remocao dos barcodes e adaptadores das
sequéncias. As reads serdo entdo alinhadas, e as variantes do tipo SNP serdo identificadas. O
arquivo resultante contendo apenas essas variantes, no formato (.vcf), serd utilizado nas
analises gendmicas posteriores.

4.4 Analises genomicas

Os seguintes parametros de diversidade genética serdo estimados: diversidade
nucleotidica (m), heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), riqueza alélica (AR),
riqueza alélica privada (PAR) e coeficiente de endogamia (Fis), utilizando os programas
Arlequin (Excoffier & Lischer, 2010), ADZE (Szpiech et al., 2008) e o pacote Hierfstat
(Goudet, 2005) no ambiente R (R Core Team, 2023), com interface RStudio Desktop (RStudio
Team, 2023). O programa Arlequin também serd utilizado para estimar a diferenciacdo entre
as populagdes, por meio do indice de fixacdo (FST), com 10.000 permutagdes para testar a
significancia estatistica (P < 0,05). Além disso, serd empregada a Analise da Varidncia
Molecular (AMOVA; Excoffier et al., 1992) neste mesmo programa.

Para estimar o padrao de estrutura populacional e a ancestralidade genética individual,
serdo aplicados os seguintes métodos: (1) DAPC (Discriminant Analysis of Principal
Components; Jombart et al., 2010), por meio da qual a fungdo “find.clusters” sera utilizada
para determinar o numero Otimo de agrupamentos com score BIC (Bayesian Information
Criterion), e a funcdo “optim.a.score” sera empregada para identificar o numero ideal de
componentes principais (PCs) que melhor explicam a variabilidade genética; (2)
FASTSTRUCTURE (Raj et al., 2014) utiliza um algoritmo bayesiano para inferir grupos de
individuos em equilibrio de Hardy-Weinberg e de ligagdo. Para esta analise, o numero de
grupos (K) sera testado com base no nimero de populagdes amostradas acrescido de dois
(populagdes + 2), e a fungdo “chooseK” sera usada para identificar o valor 6timo de clusters;
(3) ADMIXTURE (Alexander et al., 2009), que adota uma abordagem de madaxima
verossimilhanca para estimar a ancestralidade individual, atribuindo cada individuo ao cluster
correspondente ao maior valor de O na matriz de coeficientes de ancestralidade.

Analises de Bottleneck (gargalos populacionais) também serdo realizadas utilizando o
software Fastsimcoal (Excoffier, 2021), com o objetivo de investigar possiveis redugdes
recentes no tamanho efetivo das populacdes. Além disso, serd implementada a abordagem de
ABC (4pproximate Bayesian Computation), por meio do software DIYABC (Cornuet et al.,

2014), para testar modelos demograficos alternativos e identificar aquele que melhor se ajusta
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aos dados gendmicos obtidos. As sequéncias geradas serdo organizadas no software Geneious
Prime 2025.1 e, posteriormente, depositadas no repositorio do GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

4.5 Avaliacao do estado de conservacio

Os dados de distribuicao geografica das espécies serdo obtidos a partir de plataformas
online como o speciesLink (2025) e o GBIF (2025). Com base nas coordenadas obtidas, serdo
calculadas a Extensio de Ocorréncia (EOO) e a Area de Ocupagio (AOO), utilizando a
ferramenta GeoCAT (2025). Além disso, o nimero de individuos das populagdes encontradas
sera contabilizado e os riscos ambientais serdo avaliados. Os resultados obtidos serdo
analisados de acordo com os critérios da [UCN (2025) e as espécies serdo classificadas em uma
das categorias de ameaca da [UCN.
4.6 Testes de germinacio e viabilidade das sementes

ApOs a coleta das sementes durante as expedi¢cdes de campo, as sementes serao secas
em folha de jornal para secagem em condigdes ambientais durante sete dias. Os experimentos
para avaliar o potencial germinativo das sementes serdo conduzidos em uma cadmara de
germinacdo. Para avaliar os efeitos da temperatura na germinagao das sementes, serao testadas
quatro temperaturas constantes (15, 20, 25, 30 °C). A quebra de dorméncia sera realizada por
meio de estratificacdo a frio por sete dias a 4°C. As sementes serdo dispostas em placas de Petri
forradas com papel filtro e umedecidas com 2 mL de dgua destilada por placa. O experimento
serda monitorado a cada 24 horas ao longo de 45 dias, utilizando a emergéncia da radicula e a
curvatura geotropica como critério de germinacdo (Labouriau, 1983). Para calcular o tempo
médio de germinagdo serd utilizado a féormula de Ranal & Santana (2006). Apds cada
experimento as cariopses ndo germinadas serdo testadas quanto a viabilidade, imergindo-as em
uma solucao de cloreto de tetrazolio a 1% p/v, seguindo o método de Peters (2000).
4.7 Preservaciao do germoplasma para conservacio in situ e ex situ

Apos os testes de germinagdo, as plantas germinadas serdo transferidas para vasos com
substrato e vermiculita para serem mantidas e acompanhadas em seu crescimento até a
maturidade. Com isso, esperamos testar condi¢des de exposicao de fotoperiodo e temperatura,
além de suplementos para que um protocolo de propagacao possa ser adquirido. Além disso, a
partir das informagdes dos testes de germinacdo e viabilidade juntamente com as informagdes
de diversidade genética obtidas dos dados genomicos, sera possivel determinar as melhores
populagdes para envio de material aos bancos de sementes para conservagao a longo prazo. Da

mesma maneira, mudas serdo enviadas a Jardins Botanicos. Assim, serd possivel preservar a
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variabilidade genética das espécies e garantir que no futuro agdes de reintrodugdo sejam

possiveis.

5. Resultados esperados

Espera-se que, ao término do projeto, sejam alcancados os seguintes resultados:

I) Dados gendmicos: A geracdo de dados em escala gendmica permitird uma
compreensdo mais robusta e detalhada da diversidade genética e dindmica populacional das
sete espécies de Poidium analisadas neste estudo. Esses dados possibilitardo investigar de
forma aprofundada a variacdo genética ao longo da distribuicdo geogréfica das espécies no
Brasil. Além disso, os dados obtidos permitirdo uma delimitagdo filogenética mais precisa dos
taxons do complexo Poidium calotheca. A delimitacdo adequada das espécies ndo € apenas
essencial para o avango do conhecimento sobre a biodiversidade, mas também representa um
passo crucial para o desenvolvimento de estratégias de conservacdo mais eficazes e
direcionadas.

IT) Avaliagdo do estado de conservacao: Espera-se realizar, para cada uma das espécies
estudadas, uma avaliacdo de seu estado de conservacdo, com a definicao de sua respectiva
categoria de ameacga, conforme os critérios da IUCN. Quando necessario, sera realizada a
inclusdo de espécies na Lista Vermelha de Espécies Ameagadas de Extingdo da IUCN. Esses
resultados poderdo subsidiar a implementacdo de medidas efetivas de protecdo in situ,
contribuindo para a conservagdo das espécies em seus habitats naturais.

IIT) Protocolo de germinagdo: A partir dos testes de germinacdo e viabilidade das
sementes, espera-se obter dados sobre o potencial germinativo e viabilidade das sementes,
incluindo a taxa de germinac¢do, o tempo médio de germinagao e a resposta a diferentes regimes
de temperatura. Esses dados permitirdo identificar as condi¢cdes de temperatura ideais para a
germinagao e avaliar o grau de dorméncia das sementes. E assim, proporcionar a elaboragdo de
um protocolo de germinacao das espécies alvo do estudo.

IV) Banco de germoplasma: O projeto resultard na criagdo de um banco para
conservacao da diversidade genética do complexo Poidium calotheca e espécies relacionadas.
Essa iniciativa sera estratégica tanto para a preservacao do patrimonio genético dessas espécies
quanto para subsidiar futuras a¢des de reintroducdo e manejo.

Os resultados obtidos neste projeto contribuirdo de forma significativa para a
conservacdo do complexo Poidium calotheca e espécies relacionadas, com énfase na

preservacdo de sua variabilidade genética. O banco de germoplasma, aliado ao protocolo de
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germinacao desenvolvido, serd um recurso valioso para agdes de conservacao ex situ € para o

planejamento de futuras reintrodugdes das espécies em seus habitats naturais.

6. Cronograma

Ano/semestre
2025 2026 2027 2028 2029
Atividades
1° 2° 1° 2° 1° 2° 1° 2° 1°
Revisdo de literatura X X X X X X X X X
Realizacao de X X

disciplinas e
proficiéncia de lingua

estrangeira

Coleta de material X X X
boténico

Extragdo de DNA total X X

Envio das amostras para X

elaboracao das
bibliotecas genomicas e

sequenciamento

Analises de X X X X
bioinformatica

Avaliacao do estado de X X

conservacao

Testes de germinagao e X X X
viabilidade

Preservacao do X X X

germoplasma para
conservacao in situ € ex

Situ

Redagao dos X X X X
manuscritos

Redagao e defesa da X X X X
tese
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7. Orcamento

Para a realizacdo deste projeto, serd necessario garantir financiamento, especialmente
para o sequenciamento gendmico. Para isso, a candidata ird submeter propostas a editais de
financiamento, incluindo o Neotropical Grasslands Conservancy, a International Association
for Plant Taxonomy (1APT), LinnéSys: Systematics Research Fund ¢ o FUNBIO, entre outros.
Recursos de dois projetos Universal da FAPEMIG, ja aprovados pelo orientador, também serao

utilizados para cobrir as despesas deste projeto.

Despesa Quantidade Valor
Diarias para expedicdo de campo 25 R$8.000
Reagentes para extragcdo de DNA - R$1.000
Preparo de  bibliotecas  gendmicas e 2 placas R$37.000
sequenciamento

Papel para germinagdo de sementes 1 pacote R$168
Placas de petri 50 R$775
Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazolio 1 R$277
Assinatura do Software Geneious 3 (anos de assinatura)  R$ 3.336
Total R$ 50.556
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