UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

KYVIA PONTES TEIXEIRA DAS CHAGAS

AUTOECOLOGIA E DIVERSIDADE GENETICA DE Aloysia hatschbachii Moldenke
(VERBENACEAE), UMA ESPECIE EM PERIGO DE EXTINCAO

CURITIBA
2023



KYVIA PONTES TEIXEIRA DAS CHAGAS

AUTOECOLOGIA E DIVERSIDADE GENETICA DE Aloysia hatschbachii Moldenke
(VERBENACEAE), UMA ESPECIE EM PERIGO DE EXTINGCAO

Tese apresentada ao curso de Pés-Graduagdo em
Engenharia Florestal, Setor de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal do Parana, como requisito
parcial a obtencdo do titulo de Doutora em
Engenharia Florestal.

Orientador: Prof. Dr. Christopher Thomas Blum

Coorientador: Prof. Dr. Santiago José Elias Velazco
Prof. Dr. Tiago Montagna

CURITIBA
2023



Ficha catalografica elaborada pela
Biblioteca de Ciéncias Florestais e da Madeira - UFPR

Chagas, Kyvia Pontes Teixeira das

Autoecologia e diversidade genética de Aloysia hatschbachii Moldenke
(Verbenaceae), uma espécie em perigo de extingdo / Kyvia Pontes Teixeira das
Chagas. - Curitiba, 2023.

1 recurso on-line : PDF

Orientador: Prof. Dr. Christopher Thomas Blum
Coorientadores: Prof. Dr. Santiago José Elias Velazco
Prof. Dr. Tiago Montagna
Tese (Doutorado) - Universidade Federal do Parana, Setor de Ciéncias

Agrarias. Programa de Pds-Graduagéo em Engenharia Florestal. Defesa: Curitiba,
04/09/2023.

1. Ecologia vegetal. 2. Fenologia. 3. Genética vegetal. 4. Verbenacea.
5. Verbenacea - Reproducgdo. 6. Plantas em extingao |. Blum, Christopher Thomas.
Il. Velazco, Santiago José Elias. Ill. Montagna, Tiago. IV. Universidade Federal do
Parana, Setor de Ciéncias Agrarias. V. Titulo.

CDD - 583.9
581.7

CDU - 582.949.1
581.5

Bibliotecaria: Marilene do Rocio Veiga - CRB9/424




MINISTERIO DA EDUCAGAO

SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

l ' I: P R PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
ONIVERSIDADE FEDERAL DO FARANA PROGRAMA DE POS-GRADUACAO ENGENHARIA
FLORESTAL - 40001016015P0

TERMO DE APROVAGAO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pés-Graduagdo ENGENHARIA FLORESTAL da
Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a arguicdo da tese de Doutorado de KYVIA PONTES TEIXEIRA
DAS CHAGAS intitulada: AUTOECOLOGIA E DIVERSIDADE GENETICA DE Aloysia
hatschbachii Moldenke (VERBENACEAE), UMA ESPECIE EM PERIGO DE EXTINGAO, sob orientagédo do Prof. Dr.
CHRISTOPHER THOMAS BLUM, que apds terem inquirido a aluna e realizada a avaliagdo do trabalho, sdo de parecer pela sua
APROVACAO no rito de defesa.

A outorga do titulo de doutora esta sujeita a homologagéo pelo colegiado, ao atendimento de todas as indicagdes e correcbes

solicitadas pela banca e ao pleno atendimento das demandas regimentais do Programa de Pés-Graduagao.

CURITIBA, 04 de Setembro de 2023.

Assinatura Eletrénica
05/09/2023 17:25:48.0
CHRISTOPHER THOMAS BLUM
Presidente da Banca Examinadora

Assinatura Eletronica Assinatura Eletronica

06/09/2023 10:35:01.0 06/09/2023 10:17:16.0

DANIELE APARECIDA ALVARENGA ARRIEL ADELAR MANTOVANI
Avaliador Externo (UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA) Avaliador Externo (UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA

CATARINA - UDESC)

Assinatura Eletronica Assinatura Eletrénica
05/09/2023 15:44:18.0 06/09/2023 11:37:35.0
FABIO DE ALMEIDA VIEIRA NELSON LUIZ COSMO
Avaliador Externo (UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO Avaliador Externo (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA)
NORTE)

Avenida Lothario Meissner, 632 - CURITIBA - Parana - Brasil
CEP 80210-170 - Tel: (41) 3360-4212 - E-mail: pgfloresta@gmail.com
Documento assinado eletronicamente de acordo com o disposto na legislagéo federal Decreto 8539 de 08 de outubro de 2015.
Gerado e autenticado pelo SIGA-UFPR, com a seguinte identificagdo Unica: 312646
Para autenticar este documento/assinatura, acesse https://siga.ufpr.br/siga/visitante/autenticacaoassinaturas.jsp
e insira o codigo 312646




Aos pesquisadores que seguem se
esforcando para fazer ciéncia, principalmente os

que se preocupam com a nossa natureza, dedico.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente quero agradecer a Deus, por me guiar em cada escolha e por
permitir que, apesar de todos os contratempos enfrentados, essa etapa fosse
concluida.

Agradeco, com todo o amor do meu coragado, a minha familia, que entendeu
minhas auséncias e soube apoiar cada decisao tomada. Obrigada Mae, por sempre
me amparar. Pai, por me incentivar. Ayrana, por me ouvir. Felipe, por me encorajar.
Manoel, Luis, Maria e Ruth, por me alegrarem dizendo um simples “tia” ou “titia”.

Agradecgo especialmente aos meus grandes amigos, que cultivei durante as
diversas etapas dessa vida, pelo incentivo, ouvidos, amor e fiel parceria. A vida € muito
melhor quando compartilhada com vocés, obrigada por existirem e permanecerem.

A Universidade Federal do Parana e ao Programa de Pés-Graduacdo em
Engenharia Florestal pela oportunidade de ingressar no doutorado e executar este
projeto. Juntamente, um imenso obrigada ao CNPq pela concessado da bolsa de
estudo, a qual permitiu a realizacado da presente pesquisa.

Ao meu comité de orientagdo, Santiago José Elias Velazco e Tiago Montagna,
pelas leituras atenciosas, corregdes, sugestdes e por sempre estarem dispostos a me
ajudar, vocés foram fundamentais para a execucédo e conclusdo dessa tese. Em
especial, ao meu orientador Christopher Thomas Blum, por toda a parceria desde a
procura pela espécie alvo até a finalizagdo da etapa. Sou muito grata pela
oportunidade de conhecer alguém tdo encantado pela natureza.

Aos proprietarios e vizinhos das areas onde populagdes estudadas se
encontram, Marlene, Paulinho, Juarez, Carlinhos e Ivo, obrigada por permitirem nosso
acesso as areas e por nao se incomodarem com as nossas visitas mensais.

A Marcelo Brotto por nos ter indicado a espécie alvo dessa tese. E ao pessoal
do Herbario Escola de Florestas Curitiba e do Laboratério de Ecologia Florestal da
UFPR, pelas conversas e parceira no dia a dia. Em especial aos amigos cujos lagos
ultrapassaram o ambiente académico e hoje ocupam um lugar especial no meu
coracao: Inti de Souza, Gabriela Ribeiro, Konrado Broetto e Renata Paschoal, vocés
tornaram tudo mais divertido. Obrigada pelas longas e agradaveis conversas.

Aos membros do Nucleo de Pesquisas em Florestas Tropicais da UFSC, por
toda a parceira na realizagdo das analises laboratoriais de genética, além das
enriquecedoras discussdes. Em especial, a Peggy Thalmayr e Alison Bernardi, pelo

apoio nas fases iniciais e por estarem dispostos a esclarecerem as minhas duvidas.



Agradeco também a Loisiana Feuser e sua familia por terem me acolhido em
Floriandpolis e deixar os dias cansativos bem mais leves.

Ao pessoal do Laboratorio de Sementes Florestais da UFPR pelo auxilio na
execugao das longas analises envolvendo as sementes, além da companhia em
inumeros almogos e cafés. Em especial, a Dagma Kratz, Simone Pereira e Leticia
Walter. E aos professores da Universidade Federal do Parana, Franklin Galvao e
Nelson Cosmo pela companhia no LECOF e pelas conversas norteadoras, muitas
vezes acompanhadas por um bom café.

Aos meus professores da vida inteira, obrigada por indiretamente serem uma
fonte de exemplo e determinacdo. Essa €, sem duvidas, a profissdo mais bela do
mundo inteiro, espero que mais pessoas enxerguem isso. Assim, agradeco
imensamente a Fabio Vieira, Cristiane Fajardo, Augusto Santana e Malcon do Prado,
meus professores na graduagao e que incentivaram todo o meu percurso académico.
Em especial, a minha primeira professora, Brenda Praxedes (mae), que sempre me
disse: "filho de professor tem dois caminhos, odeia estudar ou quer ser professor”.
Acho que escolhi certo.

As minhas companheiras de residéncia (ap 05), Fernanda Moura, Stephanie
Hellen, Daniela Minini e Daiane Moura, obrigada pela amizade e por todo carinho
envolvido nesses anos. Ter vocés por perto deixou meu dia a dia melhor e muito mais
feliz. Que sorte a minha ter dividido casa com voceés.

A Ageu Freire, por ser a minha melhor companhia, dividir a rotina ou o trabalho
contigo sempre é motivo de felicidade. Obrigada pelas ajudas nas idas a campo e por
ser um verdadeiro amigo.

A Edilaine Duarte, sua amizade é o melhor presente que Curitiba poderia ter
me dado. Obrigada também por todas as conversas e ajuda nos trabalhos
académicos.

A Felipe Manzoni, por toda a parceira, irmandade, amizade e ajuda durante a
construgcdo e execucgado do doutorado. Somos uma equipe! Conversar e trabalhar
contigo sao coisas extremamente gratificantes.

A Francival Felix, meu amigo de muitos anos, obrigada pela sua amizade,
companhia e por sempre estar ao meu lado. Sou imensamente grata por toda parceria

nesse tumultuado doutorado e ao longo da nossa compartilhada vida académica.



A Manu Guarana, pelo companheirismo, amizade, incentivo, bondade e ajudas
académicas. Seu coracdo € uma das coisas mais lindas que existem, obrigada por
cada momento compartilhado.

A Tarcila Lins, minha prima de coracéo, obrigada por sua companhia em mil e
um rolés aleatérios fez com que Curitiba parecesse lar.

A Thiago Cardoso, obrigada por dividir a vida curitibana comigo, vocé sempre
esteve presente e consequentemente fez tudo ser melhor.

A todos os amigos e colegas da pos-graduagdo, por cada momento
compartilhado. Em especial a Maycon Thuan por ter me oferecido o primeiro café,
vocé é sempre uma lembranca boa; A Cibelle Reis por todo amor e carinho que
transborda em cada abraco acolhedor; A Gabriel Orso e Rafael Brown pela parceira,
especialmente durante a infinita quarentena; A Ivana Dias por muitas vezes ter
alegrado meu dia com uma simples conversa; A José Augusto pela parceira em
inumeras situacgdes, desde dos shows de rock a uma chuva de granizo; A Maick Silva,
laci Dandara, Franciele Alba, Jodo Madi, Antonio Woycikievicz, Cicero Dolacio,
Rudson Oliveira, Kauana Engel, Lucas Moura e Theonizi Albués, pelas ocasides
compartilhadas, sejam as conversas, festas, jogos de volei, passeios, cafés e os
momentos de reclamacao, ter vocés por perto possibilitou uma jornada mais alegre.

Gostaria de agradecer também a todos que direta ou indiretamente
contribuiram para a execucdo e conclusdo desse trabalho de tese. As vezes nao
enxergamos, mas existem muitas pessoas envolvidas para que as coisas deem certo.

Por fim, quero deixar claro que no decorrer da vida passamos por muitos
caminhos, alguns longos, cansativos e tumultuados, e outros curtos e tranquilos. Essa
experiéncia nao foi tranquila como eu esperava, mas foi muito mais leve gragas as
pessoas especiais que conheci. Cultivei os antigos e fiz novos amigos, e com eles tive
a oportunidade de dividir tantos momentos... foram disciplinas, trabalhos, passeios,
refeicdes, shows, filmes, festas, viagens, desabafos e muitos campos. Cada coisinha
fortaleceu esse vinculo que foi criado de um modo tdo natural. Eu s6 tenho a
agradecer a cada um por existirem e tornarem esse periodo, principalmente o caos
pandémico, mais feliz.

Muitissimo obrigada!



“Onde podes a tua mao, imprime a tua marca.
N&o importa se algum dia as digitais serdo ou ndo analisadas.

Onde pde a tua méo, a tua mao ficara.”

(Luisa Freire, Imagens - Uma Antologia de Inéditos de Luisa Freire)



RESUMO

Atividades antropicas podem promover alteragdes demograficas, reprodutivas e de
distribuicdo das populag¢des vegetais, como ocorre com Aloysia hatschbachii, arbusto
endémico de campos naturais da porgao sul do Primeiro Planalto Paranaense. Neste
ambito, foram objetivos desta tese: 1) analisar sistematicamente todos os artigos
cientificos em escala mundial envolvendo o género Aloysia até 2021; 2) avaliar o
padrao fenoldgico e a biologia floral de A. hatschbachii; 3) avaliar a diversidade
genética de trés subpopulagcdes remanescentes de A. hatschbachii; e 4) compreender
o comportamento germinativo e a viabilidade de armazenamento das sementes dessa
espécie. Para a revisao sistematica foi realizada busca nos bancos de dados Scopus
e Web of Science, sendo avaliados 434 artigos. No &mbito do estudo fenoldgico foram
avaliadas mensalmente as fenofases vegetativas e reprodutivas de 60 individuos de
subpopulagdes situadas em ambiente natural, no municipio de Pién, Parana. Na
analise dos dados utilizou-se os indices de atividade e de intensidade de Fournier,
assim como a estatistica circular. Adicionalmente, foi realizado o estudo da biologia
floral por meio de analise das estruturas florais e de viabilidade polinica. Para estudar
a diversidade genética foram coletadas amostras foliares de 150 individuos, que foram
analisadas por meio de marcadores isoenzimaticos. A partir da interpretagao dos locos
foram calculados os indices genéticos. Na abordagem de germinagdo foram
quantificados o peso de mil sementes, o teor de agua e a biometria das sementes.
Foram também realizados experimentos para testar: quatro tratamentos pré-
germinativos; dois substratos e quatro temperaturas em esquema fatorial de interagao
(2x4); além de quatro periodos de armazenamento. Os artigos sobre Aloysia foram
oriundos de 41 paises, com destaque para o Brasil, que alcangou 117 artigos (30%).
Em 15% dos artigos n&do foram informados o pais de origem do material vegetal, e em
47(24%) artigos nao foi mencionado o tipo de vegetagao onde as espécies estavam
localizadas. Os artigos envolveram apenas onze espécies, o que representa <40% da
riqueza do género. A maioria dos estudos se concentrou em poucas espécies e nos
seus compostos quimicos. A. hatschbachii se caracterizou por fenofases vegetativas
de ocorréncia regular e fenofases reprodutivas com ocorréncia irregular e de menor
intensidade, com excec¢ao de fruto senescente, presente durante os 24 meses. Foi
verificado padrao sazonal apenas para as fenofases antese floral e fruto imaturo. Os
eventos botdo e antese floral apresentaram correlacdo positiva com temperaturas
(maximas, médias e minimas) e fotoperiodo. Os frutos imaturos se correlacionaram
positivamente com temperatura minima e umidade relativa. Frutos senescentes se
correlacionaram negativamente com temperatura maxima e fotoperiodo. As flores de
A. hatschbachii sdo pequenas, hermafroditas e possuem graos de pélen com elevada
viabilidade. Sobre a diversidade genética, os dez sistemas isoenzimaticos utilizados
possibilitaram a interpretacéo de 12 locos, sendo sete polimoérficos. As subpopulagdes
de A. hatschbachii apresentaram baixa diversidade genética e excesso de
homozigotos, em especial na subpopulagdo mais isolada. Verificou-se que ha maior
variabilidade genética dentre individuos do que entre as subpopulagdes. As sementes
de A. hatschbachii sdo pequenas, leves e elipsoides. O melhor desempenho de
germinacado ocorreu aos 20 e 25 °C, ainda que com baixo potencial germinativo (29-
32%) e germinacéo irregular. O armazenamento por 60 dias resultou em reducéo de
49% na germinacgao. Os resultados obtidos representam importante contribuicdo ao
conhecimento ecolégico de A. hatschbachii, podendo ser utilizados em programas que
visem a conservacao da especie.

Palavras-chave: Revisido sistematica. Fenologia. Isoenzimas. Germinagao. Estepe

Gramineo lenhosa



ABSTRACT

Anthropogenic activities can promote demographic, reproductive and distribution
changes in plant populations, as occurs for Aloysia hatschbachii, a endemic shrub of
natural grasslands of the southern portion of the First Plateau of Parana. In this context,
the objectives of this thesis were: 1) to analyze systematically all scientific articles
worldwide involving the genus Aloysia until 2021; 2) evaluate the phenological pattern
and the floral biology of A. hatschbachii; 3) to evaluate the genetic diversity of three
remaining subpopulations of A. hatschbachii; and 4) understand the germination
behavior and storage viability of seeds of this species. For the systematic review, a
search was carried out in the Scopus and Web of Science databases, evaluating 434
articles. For the phenological study, the vegetative and reproductive phenophases of
60 individuals, from subpopulations located in its natural environment in the
municipality of Pién, Parana, were monthly evaluated. In the data analysis, the indices
of activity and intensity of Fournier were used, as well as circular statistics. Additionally,
the study of floral biology was carried out through the analysis of floral structures and
pollen viability. To study the genetic diversity, leaf samples were collected from 150
individuals, which were analyzed using isoenzyme markers. Based on the
interpretation of the loci, the genetic indices were calculated. In the germination
approach, the weight of a thousand seeds, the water content and the biometry of the
seeds were quantified. Experiments were also carried out to test: four pre-germination
treatments; two substrates and four temperatures in a factorial interaction scheme
(2x4); and four storage periods. Articles on Aloysia came from 41 countries, with
emphasis on Brazil, which reached 117 articles (30%). In 15% of the articles, the
country of origin of the plant material was not informed, and in 47 (24%) articles the
type of vegetation where the species were located was not mentioned. The articles
involved only eleven species, which represents <40% of the richness of the genus.
Most studies have focused on few species and their chemical compounds. A.
hatschbachii was characterized by vegetative phenophases of regular occurrence and
reproductive phenophases with irregular occurrence and lower intensity, except for
senescent fruit, present during the 24 months. A seasonal pattern was verified only for
the floral anthesis and immature fruit phenophases. The bud and floral anthesis events
showed a positive correlation with temperatures (maximum, average and minimum)
and photoperiod. Immature fruits correlated positively with minimum temperature and
relative humidity. Senescent fruits were negatively correlated with maximum
temperature and photoperiod. The flowers of A. hatschbachii are small, hermaphrodite
and have pollen grains with high viability. Regarding genetic diversity, the ten
isoenzyme systems allowed the interpretation of 12 loci, seven of which were
polymorphic. The subpopulations of A. hatschbachii showed low genetic diversity and
an excess of homozygotes, especially in the most isolated subpopulation. It was found
that there is a greater genetic variabilty among individuals than among
subpopulations. A. hatschbachii seeds are small, light and ellipsoid. The best
germination performance occurred at 20 and 25 °C, although with low germination
potential (29-32%) and irregular germination. Storage for 60 days resulted in a 49%
reduction in germination. The results obtained represent an important contribution to
the ecological knowledge of A. hatschbachii and can be used in programs with the goal
of conservation of this species.

Keywords: Systematic review. Phenology. Isoenzymes. Germination. Natural

Grasslands
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1 INTRODUGCAO GERAL

A conservagao da diversidade de espécies € crucial para a manutencao dos
ecossistemas e para a sustentabilidade do planeta. O Brasil € um pais de imensa
riqueza natural, com mais de 20.000 espécies vegetais endémicas (FORZZA et al.,
2010; FLORA DO BRASIL, 2022). No entanto, um de seus principais desafios € a
preservacao desta diversidade de espécies, visto que mais de 3.200 taxons vegetais
brasileiros séo classificados como ameagados de extingdo (MMA, 2022). Esse fato
representa um risco tanto a biodiversidade quanto aos servigos ecossistémicos que
essas plantas fornecem. Para tentar minimizar esse risco € necessario compreender
melhor os aspectos ecologicos das espécies, juntamente com as suas relagdes
bidticas e abidticas.

As condigbes ambientais sdo um fator decisivo na distribuicdo de ocorréncia de
especies vegetais, sendo que algumas plantas possuem comportamento de ocupagao
geografica mais especialista do que outras (FONTANA et al.,, 2014). Este
comportamento especialista é responsavel por determinar o nivel de tolerancia, bem
como a capacidade de desenvolvimento dos individuos quando dispostos em
situagdes ambientais adversas (KIDANE et al., 2019). Neste contexto, destacam-se
as espécies raras, definidas de acordo com a especificidade e restricdo no ambiente
de ocorréncia (PRIMACK, 1993).

As espécies raras sao mais suscetiveis as mudancas climaticas do que aquelas
de ampla distribuicdo, sendo geralmente menos plasticas (VINCENT et al., 2020).
Essa susceptibilidade torna fundamental uma compreensao mais aprofundada sobre
sua autoecologia, principalmente pela maior vulnerabilidade a extingdo
(CIANFAGLIONE; BIORET, 2018; FACHIM; GUARIM, 1995). O risco de extin¢ao esta
vinculado as caracteristicas intrinsecas das espécies e dos ecossistemas,
principalmente em ambientes abertos nao florestais, como o caso dos campos
naturais (BELO et al., 2013; VIANA; LOMBARDI, 2007). No Parana, os ambientes de
campo sao bastante vulneraveis, em parte pela expressao geografica restrita,
ocorrendo geralmente nas areas de planalto mais elevadas (RODERJAN et al., 2002),
e também por serem muito afetados pela expansdo agricola, e terem sido ainda
insuficientemente pesquisados (DUARTE et al., 2007; GALVAO; AUGUSTIN, 2011).

Em muitas regides do mundo a pressdo antropica tem ocorrido de forma
desordenada, ocasionando a fragmentagdao de areas naturais e o isolamento de

subpopulagdes, reduzindo a diversidade genética e, consequentemente, acentuando
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o efeito da deriva genética e a endogamia (TELLES et al., 2014). Além disso, a
antropizacdo naturalmente tem efeitos negativos representativos na vegetacao,
podendo causar decréscimos populacionais significativos e uma restricdo do fluxo de
polinizadores e dispersores (HEINICKE et al., 2016; MCGREGOR et al., 2008;
OYAMA et al.,, 2017; YOKOCHI et al.,, 2015). Dessa maneira, as populagdes
remanescentes sofrem alteragcdes nos padrdes de fluxo génico e tém sua variabilidade
e estrutura genética alteradas (DELANEY et al., 2010, HOLDEREGGER; GIULIO,
2010). Neste contexto, ter conhecimento sobre a diversidade genética das plantas é
necessario para compreender a distribuicdo da diversidade e suas relagdes com o
meio ambiente.

No entanto, além das informagdes genéticas, os dados sobre o comportamento
ecologico das espécies sdo de suma importéncia para o estabelecimento de
estratégias conservacionistas, bem como para programas de restauragcdo da
vegetacao (ELITH et al., 2011; WANG, et al., 2016). Nesse sentido, os estudos sobre
biologia reprodutiva e fenologia servem de subsidio para descrever o comportamento
e compreender a dindmica da espécie, bem como sua interacdo com os fatores
ambientais (DU et al., 2020; INOUE et al., 2020; GELVEZ-ZUNIGA et al., 2018).
Somadas a essas informacgdes, pesquisas envolvendo o potencial germinativo das
sementes sdo essenciais (DIONISIO et al., 2017). Além disso, definir o melhor tipo de
substrato, temperatura e tratamentos pré-germinativos a serem utilizados, bem como
quantificar a viabilidade das sementes no decorrer do tempo, entre outros fatores,
facilitam o estabelecimento de protocolos eficientes de propagacdo, manejo e
conservagao da espécie (KUNDU et al., 2020; LEPERLIER et al., 2020; DE VITIS et
al., 2014).

Diante do exposto, € evidente que os estudos envolvendo espécies raras e
ameacgadas sao cada vez mais necessarios. Neste contexto, Aloysia hatschbachii
Moldenke (Verbenaceae) é uma espécie classificada como em perigo de extingao
(EN) e com poucos registros catalogados (CNCFLORA, 2020; SPECIESLINK, 2020).
E uma planta nativa do Brasil de porte arbustivo, com cerca de 1,5 m de altura, caule
e ramos delgados com coloragdo marrom (MOLDENKE, 1969; SEGECIN, 1995;
O’LEARY et al., 2016). As folhas sdo opostas cruzadas, curto pecioladas, recobertas
por tricomas, coriaceas, lanceoladas e serreadas. As inflorescéncias brotam nas
axilas das folhas, possuem 7 a 9 cm de comprimento e apresentam um elevado

numero de flores de coloragdo esbranquigada (SEGECIN, 1995). Segundo Moldenke
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(1969), a espécie ocorre em campos rochosos sob clima subtropical, na regido de
divisa do estado do Parana com Santa Catarina. Apesar de fazer parte de um género
com potencial medicinal (O’LEARY et al., 2016), ainda ha caréncia de estudos sobre
seu comportamento ecoldgico e suas propriedades quimicas, 0 que aponta para a

necessidade de estudos enfoquem estes aspectos.

1.1 OBJETIVOS
Objetivo geral
Caracterizar aspectos fenoldgicos, de reproducao e da diversidade genética

de Aloysia hatschbachii, visando gerar subsidios para sua conservagao.

Objetivos especificos

* Revisar sistematicamente os estudos sobre o género Aloysia no mundo e
verificar se os aspectos ecoldgicos e de conservacao das espécies estdo sendo
levados em consideracao nas pesquisas.

» Caracterizar o padrao dos eventos fenologicos reprodutivos e vegetativos, sua
relacdo com variaveis meteorolégicas e a estrutura das flores de Aloysia
hatschbachii em subpopulacgdes naturais.

* Analisar os niveis de diversidade genética nas subpopula¢cdes de Aloysia
hatschbachii e como essa diversidade esta distribuida.

+ Compreender o comportamento germinativo utilizando diferentes tratamentos
pré-germinativos, substratos e temperaturas, bem como quantificar a
capacidade germinativa de sementes de Aloysia hatschbachii submetidas a
armazenamento.

* Propor, com base nos resultados, pesquisas futuras e estratégias de

conservagao para as populacdes de Aloysia hatschbachii.
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2 REVISAO SISTEMATICA DO GENERO Aloysia Palau (VERBENACEAE)

Resumo
O género Aloysia € amplamente distribuido pelo mundo e possui espécies de elevada
importancia comercial, em especial para medicina popular. Desse modo, o objetivo do
estudo foi analisar sistematicamente todos os artigos envolvendo alguma espécie do
género Aloysia até o ano de 2021. Foram realizadas buscas nos bancos de dados
Scopus e Web of Science, sendo avaliados 434 artigos publicados entre 1973 e 2021,
com pico de publicacdo no ultimo ano. Os artigos sédo oriundos de 41 paises, com
destaque para o Brasil pelo maior numero de artigos (117). As cinco palavras-chave
mais utilizadas estavam relacionadas aos compostos quimicos ou sua utilizagao,
principalmente para o termo 6leos essenciais, confirmando o fato de que a maior parte
dos artigos abrangeu a area de farmacologia (54,2%). Em relacao as informagdes
ecoldgicas, foi observado que 15% dos artigos ndo informam o pais de origem do
material vegetal, e que em 47,2% n&o foi mencionado o tipo de vegetagcédo onde as
espécies estavam localizadas. Além disso, 52% das espécies estudadas séo exdticas
no ambiente de estudo ou nao tiveram o local de origem informado no manuscrito. Os
artigos envolveram apenas onze espécies, 0 que representa menos de 40% da
riqueza do género, e se concentram no estudo dos compostos quimicos e de suas
utilizacdes. Desse modo aponta-se para a necessidade de maior foco em pesquisas
que possibilitem ampliar o conhecimento para melhor explorar o potencial econémico

e ecoldgico das demais espécies pertencentes ao género.

Palavras-chave: Estado da arte. Bibliometria. Conservacdo. Oleos essenciais.

2.1 INTRODUCAO

A familia Verbenaceae compreende aproximadamente 800 espécies
distribuidas em 32 géneros (CARDOSO et al.,, 2021). Muitos desses taxons tém
importancia econémica e cultural, pincipalmente devido as propriedades medicinais e
ao conhecimento tradicional associado (SANTOS et al., 2021). Alguns géneros
possuem Oleos essenciais que sao amplamente conhecidos, e muitos destes ja
tiveram seus compostos utilizados para tratamentos de doencgas (SIEDO, 2006;
ZAMORA et al.,, 2018). Dentre os géneros conhecidos pela produgdo de dleos

essenciais destaca-se Aloysia, composto por 36 espécies (CARDOSO et al., 2021),
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cujas plantas sao utilizadas para finalidades analgésicas, calmantes, antimicrobianas,
antitumorais, hepatoprotetoras e anti-inflamatérias (LORENZI; SOUZA, 2001;
ATKINS, 2004).

Os compostos quimicos e Oleos essenciais provenientes de espécies de
Aloysia sao produtos com potencial de rentabilidade econdmica, passiveis de
utilizacao em distintas areas como nas industrias de alimentos e veterinaria (ADELI et
al., 2021; SHIRZARD et al., 2021). Contudo, é preciso averiguar o quanto ja se sabe
sobre aspectos da ecologia e do potencial econdmico destas espécies, principalmente
quando levado em consideragao que algumas espécies sao comercializadas em
escala global, podendo ser encontradas em diversas regides do mundo
(MOFIDABADI et al., 2021). Desse modo, para um melhor manejo e exploragéo
sustentavel ha necessidade de informacgdes sobre comportamento floral, sistema
reprodutivo e propagacado, com foco em ecologia e conservagcdo, bem como em
relacdo ao potencial econédmico (KUMAR; KUMARI, 2019).

Por ser um género com um numero relativamente elevado de espécies
(O'LEARY et al.,, 2016), compilar as informagdes e dados obtidos nas diversas
pesquisas pode ser oneroso para o pesquisador. Uma das maneiras de reunir
informacgdes referentes a um determinado tema é o levantamento do estado da arte,
por meio da revisao de publicacdes cientificas, seguida por compilacao e interpretagao
dos dados (FRANCA et al., 2022). Esse tipo de pesquisa pode ser desenvolvido por
meio de uma analise sistematica e classificagdo quantitativa das informacodes
(MEHETRE et al., 2021), o que no caso de espécies vegetais pode auxiliar no
conhecimento sobre os potenciais e utilizagbes destas plantas, como observado no
estudo sobre o género Aloe (ADETUNUJI et al., 2022).

Tendo em vista 0 exposto, o presente estudo tem como objetivo realizar analise
sistematica de artigos cientificos que tenham abordado espécies do género Aloysia
até o ano de 2021, quantificando as areas tematicas e espécies mais estudadas,
verificando se as espécies possuem potencial econbémico conhecido e se ha
pesquisas com foco em ecologia e conservagao, no intuito de identificar lacunas de
conhecimento. Para tanto, buscou-se responder as seguintes perguntas: 1) Como
esta representado o género Aloysia na literatura, em termos de abrangéncia de
espécies e de areas tematicas? 2) Os estudos exploram o potencial econébmico das
espécies do género Aloysia? 3) Os aspectos ecolégicos e de conservagao das

espécies estdo sendo levados em consideragao nas pesquisas?
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2.2 MATERIAL E METODOS

Revisao sistematica

Os dados utilizados neste estudo foram obtidos nas bases de dados Scopus e
Web of Science. Para isso, foram feitas buscas utilizando o termo “Aloysia” em titulos,
resumos ou palavras-chave. Foram avaliados nesta revisdo todos os artigos ja
publicados sobre o género até o ano de 2021. Além disso, durante a pesquisa foram
realizadas conferéncias quanto as sinonimias botanicas com base na Flora do Brasil
(FLORA DO BRASIL, 2021).

Como alguns periédicos possuem indexagdo em mais de uma base, os
registros duplicados foram excluidos. Esta exclusdo ocorreu em duas etapas,
primeiramente de forma automatica com auxilio do software R, onde os arquivos de
dados de cada base foram comparados, sendo removidas as linhas com informacgoes
idénticas. Em seguida foi realizada a conferéncia manual para evitar erros como no
caso de titulos traduzidos a partir do idioma original. Apds as etapas de excluséao,
todos os textos remanescentes foram lidos, sendo selecionados apenas aqueles que
se enquadravam nos seguintes critérios de inclusao: 1) trabalhos realizados com pelo
menos uma espeécie representante do género Aloysia; e 2) pesquisas cientificas,
sendo excluidos trabalhos de pura revisao de literatura. Na etapa seguinte, dentre os
trabalhos que atenderam os dois requisitos, foram obtidas automaticamente as
seguintes informacgdes: 1) ano de publicagao; 2) identificagao, instituicdo de afiliagao
dos autores; 3) peridédico da publicagao; 4) pais de publicagdo; 5) termos mais
utilizados nos artigos; 6) produgao dos autores sobre o género no decorrer dos anos;
e 7) numero de citagdes.

A analise das informag¢des dos trabalhos foi realizada utilizando o pacote
“Bibliometrix” (ARIA; CUCCURULLO, 2017), implementado no Software Rv. 4.1.1 (R
CORE TEAM, 2020).

Estado da arte

Dando continuidade a revisdo sistematica, foi feita a classificacdo de cada
artigo, sendo observados: 1) espécie estudada; 2) origem da espécie (nativa ou
exotica da regiao onde o estudo foi conduzido) conforme Siedo (2006); 3) pais onde
estdo localizados os individuos da espécie que foram estudados; 4) tipo de vegetagao

onde os individuos foram estudados (natural ou plantada); 5) tematica e tipo de
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pesquisa realizada (com base na metodologia e no objeto da pesquisa); 6) local onde
o estudo foi executado (campo ou laboratério); e 7) nivel de ameaca de extincéo da

espéecie estudada.

2.3 RESULTADOS
Revisao sistematica

Nas bases de dados Scopus e Web of Science foram encontrados
respectivamente 433 e 314 artigos que trataram do género Aloysia. Destes, foi
verificado que 434 artigos estavam de acordo com os critérios de inclusao, tendo como
objeto de estudo alguma espécie do género Aloysia. A dinamica temporal de
publicagdo dos artigos teve oscilagcdes, mas de modo geral foi crescente com o passar
dos anos, apresentando pico em 2021, com 44 publicagdes (FIGURA 1). Além disso,
desde 2004 sao publicados pelo menos 10 artigos/ano, o que evidencia o aumento de

pesquisas sobre o género.

FIGURA 1 — PRODUGAOQ CIENTIFICA ANUAL (1973-2021) MUNDIAL SOBRE ESPECIES DO

GENERO Aloysia.
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FONTE: A autora (2023).

Os artigos analisados foram publicados em 226 periddicos diferentes, dos quais
213 tinham menos de cinco artigos sobre o tema, o que demonstra que, de forma
geral, ndo ha concentragédo dos artigos em poucas revistas. Os valores para o fator
de impacto variaram de zero, para peridédicos que n&o tiveram avaliagdo ou
pontuacgédo, a 7,51 para Food Chemistry, no qual foram publicados sete artigos sobre
Aloysia. O principal periédico em numero de artigos foi o Journal of
Ethnopharmacology, com 26 artigos (6%) (FIGURA 2), com fator de impacto de 4,36.

Além disso, nele esta publicado o artigo que atingiu o maior numero de citagdes (432),
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perfazendo uma média de aproximadamente 24 citacbées por ano (Duarte MCT, 2005:

Anti-Candida activity of Brazilian medicinal plants).

FIGURA 2 — PRINCIPAIS PERIODICOS DE PUBLICAGAO DOS ARTIGOS SOBRE Aloysia DE 1973
ATE 2021.
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FONTE: A autora (2023).

Ao todo foram compilados artigos de 41 paises, 31,7% destes oriundos da
América, 26,8% da Europa, 21,9% da Asia, 17,1% da Africa e 2,4% da Oceania. O
Brasil se destacou como o pais com maior numero de artigos (117-27%) e com maior
nuamero de citagbes (FIGURA 3), além de possuir o maior numero de autores
correspondentes. Nota-se que apenas o Brasil e a Argentina tém mais de 30 artigos
publicados, enquanto a maioria dos paises (22) contribuiu com menos de cinco artigos

cada.

FIGURA 3 — DISTRIBUICAO MUNDIAL DOS ARTIGOS SOBRE Aloysia DE 1973 ATE 2021 E O
NUMERO DE CITACOES DOS PAISES MAIS CITADOS.
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FONTE: A autora (2023).
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Nos 434 artigos foram contabilizados 1.652 autores. Os dois autores com maior

numero de publicagées foram Heinzmann BM (29 artigos) e Baldisserotto B (28

artigos). Ressalta-se que ambos os autores publicaram artigos sobre o tema somente
a partir de 2012, atingindo pico em 2017, com oito trabalhos (FIGURA 4). Alguns

autores publicaram um numero elevado de artigos, mas que nao sao frequentemente

citados, aspecto que pode estar relacionado a subarea de cada estudo e com a

natureza do periddico. Apenas Zygaglo J. apresentou um maior periodo de

publicacdes, que se estendeu de 1994 até a atualidade, ainda que de forma

descontinua.

FIGURA 4 — NUMERO DE PUBLICACOES E CITAGCOES DOS PRINCIPAIS AUTORES
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A Universidade Federal de Santa Maria foi a instituicdo que apresentou maior

producao cientifica relacionada a Aloysia, sendo que autores filiados a esta instituicao

contribuiram com 92 artigos (FIGURA 5). Nenhuma outra instituigdo alcangou mais do

que trinta artigos publicados pelos seus pesquisadores afiliados.
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FIGURA 5 - INSTITUIGOES DE AFILIAGAO DOS AUTORES DE ARTIGOS SOBRE Aloysia EM
ESCALA MUNDIAL, DE 1973 ATE 2021.
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FONTE: A autora (2023).
Para os artigos foram utilizadas ao todo 1.338 palavras-chave dos autores,

sendo que o termo “6leo essencial” foi a que mais se repetiu, com 46 ocorréncias.
Vale ressaltar que “Oleos essenciais” apresentou 28 mengdes, o que somado a versao
no singular consolida o termo como o de maior utilizagdo nos artigos (FIGURA 6).

“Plantas medicinais” contou com 36 mengdes, seguido por Aloysia triphylla registrado
em 33 artigos.

FIGURA 6 - NUVEM DAS PALAVRAS-CHAVE MAIS ENCONTRADAS EM ARTIGOS SOBRE Aloysia
EM NIVEL MUNDIAL ATE 2021, COM ESCALA DE TAMANHO PROPORCIONAL A FREQUENCIA
DE UTILIZAGAO.
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Além das palavras-chave utilizadas com maior frequéncia, foi possivel observar
os termos mais utilizados e sua evolugdo com o passar dos anos. Nota-se que em
2004 os trabalhos preferiam o termo “composicédo do 6leo essencial”’, enquanto cerca
de uma década depois foram predominantes os termos “Oleo essencial’ e “6leos
essenciais” (FIGURA 7). Estes termos sao relacionados a trabalhos de caracterizagao
quimica ou utilizacdo dos 6leos essenciais. Outro termo que aparece com maior
frequéncia durante a mesma época € Lippia citriodora que, assim como Lemon
verbena, correspondem a Aloysia citrodora Palau. De todos os termos observados, o

com maior utilizacdo nos anos mais recentes é Aloysia citrodora (FIGURA 7).

FIGURA 7- FREQUENCIA DE UTILIZAGAO DOS TERMOS EM ARTIGOS ENVOLVENDO Aloysia
DE ACORDO COM O PASSAR DOS ANOS.
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FONTE: A autora (2023).

Estado da arte

Dos 434 artigos analisados 71 nao informaram o pais de origem do material
vegetal, enquanto, para os que informaram, verificou-se que as plantas estudadas
provém de 39 paises de quatro continentes, com destaque para a América do Sul. O
Brasil foi o pais mais mencionado, com 102 estudos (23,5%), indicando origem do
material distribuida por 12 estados, que abrangem todas as regides do pais. Os
estados mais citados como origem do material de estudo foram Rio Grande do Sul (42
artigos; 9,7%), Séao Paulo (17; 3,9%) e Minas Gerais (16; 3,7%). Quatro artigos apenas
citaram o Brasil de forma genérica, sem especificar o estado.

Em relagéo ao tipo de vegetagao, 27,4% dos trabalhos foram realizados com

populacdes oriundas de ecossistemas naturais e 25,4% informaram que as
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populagdes eram plantadas. Ja 47,2% nao informaram o tipo de vegetagcéo onde as
plantas estudadas estavam localizadas.

Em cerca de 34,3% dos artigos as espécies de Aloysia estudadas eram
exoticas ao ambiente onde foram coletadas, enquanto 47% foram nativas. No entanto,
para 18,7% dos estudos ndo foi possivel afirmar sobre a origem das plantas,
principalmente pela auséncia de descricdo do local onde o material foi coletado.
Apenas 11 (30,6%) espécies de Aloysia foram abordadas nos 434 estudos, porém
doze artigos trataram os taxons apenas em nivel de género (FIGURA 8). A espécie
mais estudada foi Aloysia citrodora, contemplada em 323 artigos, seguida por A.
gratissima (Gillies & Hook.) Tronc. (61), A. polystachya (Griseb.) Moldenke (34) e A.
virgata (Ruiz & Pav.) Juss. (17). As demais espécies foram estudadas em apenas um
ou dois artigos. Além disso, somente 4,3% dos artigos trabalharam com mais de uma

espécie, demonstrando um padrao bem definido de estudos que enfocam somente

uma espécie.
FIGURA 8 - NUMERO DE ARTIGOS POR ESI?EClES DE Aloysia EM NiVEL MUNDIAL DE 1973
ATE 2021.
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FONTE: A autora (2023).

Grande parte dos estudos (71,4%) foram realizados em ambiente laboratorial,
enquanto apenas 22,6% foram realizados em ambiente aberto, seja nas proprias
populacdes ou em viveiros. Além disso, 6,2% dos trabalhos tiveram as pesquisas
realizadas tanto em ambiente aberto quanto em laboratério.

Os estudos foram agrupados em 9 areas tematicas, definidas de acordo com o
objeto central da pesquisa. A maior parte dos estudos foi classificada em farmacologia
(54,2%) (FIGURA 9) abrangendo trabalhos sobre compostos quimicos, oleos

essenciais e métodos quimicos. A segunda tematica com mais publicagdes foi a
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animal/veterinaria (11,0%), com estudos de enriquecimento alimentar, efeito
anestésico e analise comportamental. A tematica de fitopatologia ficou em terceiro
lugar (7,5%), e compreendeu estudos sobre controle de patdégenos, atividades
larvicidas, inseticida natural e ocorréncia de patdégenos.

As tematicas de Silvicultura, Etnobotanica, Ecologia, Alimentos, Tecnologia da
madeira e Manejo ambiental totalizaram juntas 27,1% dos estudos. Silvicultura teve
estudos voltados para crescimento e producdo em plantios, resposta ao estresse
hidrico, recomposicéao florestal, propagacado assexuada, germinagdo de sementes e
fertilizacdo. Etnobotanica abrangeu levantamentos e questionarios voltados
principalmente para as propriedades medicinais. Ecologia abordou estudos de
diversidade genética, filogeografia, levantamento e descrigbes botanicas. A area de
alimentos enquadrou pesquisas sobre a atividade antifungica ou antibacteriana dos
Oleos essenciais nos alimentos, a acdo de conservante alimentar e na confecgao de
bebidas. Por fim, tecnologia da madeira se resumiu a estudos anatdémicos e na
tematica de Manejo houve estudos de estimativas de carbono e emisséo de gases

para a atmosfera.

FIGURA 9 - PRINCIPAIS AREAS DE ESTUDO DOS ARTIGOS ENVOLVENDO Aloysia EM NIVEL
MUNDIAL ATE 2021.
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FONTE: A autora (2023).

2.4 DISCUSSAO

A busca resultou em 434 artigos distribuidos ao longo de quase cinco décadas,
0 que € um numero relativamente baixo quando em comparagdo com outro estudo de
metodologia semelhante que abordou o género Aloe (Asparagaceae) (ADETUNJI et

al., 2022). Este € um indicativo de demanda por mais pesquisas, visto que a busca do
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presente estudo abrangeu escala global e existem varias linhas tematicas que tém
potencial para serem exploradas (FERREIRA et al., 2017; BRANDAO et al., 2009).

Foi observado que a maior parte dos estudos envolvem aspectos de
farmacologia e compostos quimicos, demonstrando a importancia de se intensificar
pesquisas com abordagens ecoldgicas e em habitats naturais. Verificou-se que em
muitos casos nao tem sido comum que os estudos informem sobre local de coleta ou
de origem do material vegetal (OHIOMOKHARE et al., 2020; NANNONI et al., 2020),
implicando negativamente quando se busca saber sobre a estrutura populacional,
estado fitossanitario e distribuicdo geografica dos individuos. Ainda, foram poucos os
estudos que envolveram informacées de distribuicdo e ecologia, o que ¢é
especialmente preocupante no caso de taxons com potencial de uso econdmico,
sendo necessarios protocolos de propagacgdo, cultivo e exploragdo sustentavel
(GARIBALDI; TURNER, 2004).

Em relagao as palavras-chave e aos termos mais utilizados, foi observado que
predominam aqueles relacionados a area de farmacologia, com os 6leos essenciais e
compostos quimicos sendo utilizados para diversas finalidades nas pesquisas
(ARENA et al.,, 2020; LEYVA-JIMENEZ et al., 2019). Estes trabalhos sobre
farmacologia sao oriundos de diversos paises e ocorrem em maior concentragdao no
periédico Journal of Ethnopharmacology (ZENI et al., 2013), indicando qual é o
periddico mais apropriado para buscar ou publicar este tipo de informacdo. Além
disso, foi observado que Aloysia triphylla (FLORA DO BRASIL, 2021) é o sindbnimo
mais utilizado de Aloysia citrodora, a espécie mais comercial do género, justificando
assim a utilizagédo do termo.

Apenas 11 espécies (30,6%) do género foram abrangidas pelos estudos
(CARDOSO et al., 2021), o que evidencia uma limitagdo do ponto de vista de
diversidade, uma vez que se notam muitas pesquisas com poucas espécies (por
exemplo Aloysia citrodora) economicamente mais rentaveis ou conhecidas em maior
escala (ADELI et al., 2021). Em contrapartida, outras representantes do género
poderiam ser avaliadas e ter o potencial econdmico alavancado. Em se tratando de
um género com elevada utilizagdo na medicina popular (GALINDEZ et al., 2017;
O’LEARY et al., 2016), € provavel que grande parte das espécies ndo estudadas
também possuam compostos de interesse para a farmacologia e outras aplicagoes.

Em alguns casos é observado que o potencial econémico causa indiretamente

impacto positivo no ambito de conservacéao, potencializando incentivos para producao
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de mudas, plantios ou comercializagdao (KUMAR; KUMARI, 2019). De modo geral,
ainda existem grandes lacunas a serem preenchidas na tematica de aspectos
ecologicos das espécies comerciais, ainda que estas ja tenham sido relativamente
bem estudadas em outros aspectos. Assim, quanto mais pesquisas ocorrerem
combinando as informagdes ecoldgicas e de uso econdémico, maior sera o ganho do
ponto de vista de conservagdo e sustentabilidade destes recursos vegetais
(OKUNOMO; EGHO, 2010).

Dentre a riqueza total de espécies de Aloysia no mundo, foi verificado que
poucas fazem parte da lista vermelha da International Union for Conservation of
Nature (IUCN, 2004), ou das listas de espécies ameacadas de extingdo no Brasil
(CNCFLORA, 2021; MMA, 2022), considerando sua consideravel expressdo de
rigueza neste pais. Este fato poderia ser encarado como positivo, mas pode também
apontar para uma falta de informagdes ecoldgicas sobre o género. Em alguns casos
as espécies podem estar em algum grau de perigo de extingdo, mas n&o tiveram a
avaliacao realizada, seja pela demanda de trabalho ou pela falta de informagdes
(POLIDORO, 2010). As unicas espécies listadas séo: Aloysia hatschbachii Moldenke
classificada como em perigo (EN) (CNCFLORA, 2021; MMA, 2022), Aloysia cordata
Siedo (EN) (MMA, 2022) e Aloysia dodsoniorum Moldenke (EN) (IUCN, 2004). No
entanto, nesta revisao sistematica ndo foram encontrados trabalhos sobre nenhuma
destas trés espécies.

Neste sentido, nota-se que aparentemente para este género o risco de extingao
nao € o motivador de pesquisa, mas sim o potencial econémico de utilizagdo de seus
compostos quimicos ja conhecidos. Este aspecto remete a importancia das listas de
espécies ameacgadas, cujo processo de elaboragdo e avaliagdo esta relacionado
diretamente aos aspectos econdmicos de utilizagdo da flora (MARTINELLI; MORAES,
2013). De modo geral, a auséncia de informagdes sobre a localizagao de populagdes,
origem, status de conservagao e outros aspectos ecoldgicos representam lacunas de
importante impacto nas pesquisas (HOFFMANN et al., 2015), principalmente pelo fato
de grande parte dos estudos serem realizados em laboratério e envolverem analises
quimicas, em que comumente ndo sao descritas as condigdes ambientais ou até

mesmo a localizagdo geografica onde o material foi obtido (NANNONI et al., 2020).
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2.5 CONCLUSOES
e Com o passar dos anos houve um aumento nos artigos envolvendo espécies
do género Aloysia, no entanto a maioria desses estudos se concentrou em

baixo numero de espécies, bem como em poucas tematicas especificas.

e Em sua maioria foram realizados estudos sobre as propriedades e aplicagdes
quimicas, porém existe grande caréncia de informagdes sobre ecologia e
conservagao. Dessa maneira, sdo necessarias mais pesquisas que possibilitem
ampliar o embasamento ecoldgico para mais espécies do género, assim como
sobre o potencial econbmico de espécies que podem apresentar componentes

quimicos de elevado interesse comercial.
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3 COMPORTAMENTO FENOLOGICO E BIOLOGIA FLORAL DE Aloysia
hatschbachii Moldenke: UMA ESPECIE EM PERIGO DE EXTINGAO

Resumo
A destruicdo de habitats € um dos principais fatores de ameacga as populagbes de
plantas, como €& observado para Aloysia hatschbachii, pertencente a familia
Verbenaceae. A espécie se encontra em perigo de extingdo, com ocorréncia restrita a
areas com intensa atividade antrépica. Além disso, existem poucas informacdes
cientificas sobre a ecologia da espécie, especialmente sobre aspectos reprodutivos.
Neste sentido, o objetivo do estudo foi avaliar o padrao fenoldgico e a biologia floral
de A. hatschbachii. Foram avaliadas mensalmente as fenofases vegetativas (folha
jovem, folha adulta e folha senescente) e reprodutivas (botéo floral, antese floral, fruto
imaturo, fruto maduro e fruto senescente) de 60 individuos situados em trés
subpopulagcdes de Estepe Gramineo-lenhosa no municipio de Pién, Parana.
Adicionalmente, foi realizado o estudo da biologia floral por meio de analise das
estruturas florais e da viabilidade polinica. As fenofases vegetativas ocorreram de
forma regular nas trés subpopulacgdes, variando na quantidade de individuos e na
intensidade. As fenofases reprodutivas ocorreram irregularmente e em menor
intensidade nas areas, com excecao do fruto senescente que foi observado durante
os 24 meses. Foi verificado que A. hatschbachii possui padrao sazonal apenas para
as fenofases antese floral e fruto imaturo. Os eventos reprodutivos de botdo e antese
floral apresentaram correlagdo positiva com as temperaturas (maximas, médias e
minimas) e com fotoperiodo. Os frutos imaturos correlacionaram positivamente com a
temperatura minima e umidade relativa, enquanto os frutos senescentes se
correlacionaram negativamente com temperatura maxima e fotoperiodo. As flores de
A. hatschbachii sdo pequenas, hermafroditas e possuem graos de pélen com elevada
viabilidade. Os resultados obtidos representam uma importante contribuicdo ao
conhecimento ecoldgico, podendo ser utilizados em programas de pesquisa que

visem a conservagao e estratégias de melhoramento da espécie.

Palavras-chave: Fenofases. Floragdo. Verbenaceae. Conservacao de espécies.
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3.1 INTRODUCAO

Conhecer os aspectos ecologicos de uma espécie € fundamental para
fortalecer agdes e praticas conservacionistas, especialmente para taxons sob pressao
antropica em seus habitats naturais (MORELLATO et al., 2016; ETTINGER et al.,
2022). No entanto, ainda ha caréncia por mais pesquisas que abordem autoecologia,
ressaltando que muitas informagdes ecolégicas sdo perdidas devido ao intenso
avancgo antropico e a consequente extingdo de espécies, principalmente das raras
(OYAMA et al., 2017; VINCENT et al., 2020).

A alteracao de habitats € um dos principais fatores de influéncia sobre as
populagcbes de Aloysia hatschbachii Moldenke (Verbenaceae) (CNCFLORA, 2023).
Este arbusto endémico se distribui de forma muito restrita somente em campos
naturais no sudeste do Parand, dentro do dominio fitogeografico da Mata Atlantica
(O’LEARY et al., 2013). A espécie é considerada em perigo (EN), com ocorréncia
restrita a uma extensdo menor que 5.000 km? em regido predominantemente
descaracterizada pela agricultura e silvicultura comercial, com fragmentos
remanescentes ainda sujeitos a supressao da vegetacao original, além de queimadas
e invasao por espécies exéticas (CNCFLORA, 2023). Além disso, nao ha muitas
informacdes sobre as caracteristicas ecologicas da espécie, especialmente sobre as
épocas de manifestagdo de estruturas reprodutivas e vegetativas (ARAUJO et al.,
2020; SEGECIN, 1995), reforgando a importancia de se pesquisar sua autoecologia,
visando subsidiar medidas de conservagao da espécie (THOMAS et al., 2004).

A fenologia compreende a analise das fases de desenvolvimento das plantas e
suas interagcdes com o ambiente (SCHWARTZ, 2013). Suas aplicagbes mais comuns
sdo no ambito dos estudos agronémicos e da coleta de frutos e sementes
(MORELLATO et al., 2016; PIAO et al., 2019). No entanto, com o passar dos anos,
aumentou a relevancia dos estudos fenoldgicos aplicados ao estabelecimento das
estratégias de conservacédo (BORGES et al., 2009; RENTON et al., 2018), associados
com possiveis alteragdes na fenologia e sua aptidao de sobrevivéncia, bem como com
os servigos ecossistémicos (ETTINGER et al., 2022). Ainda de acordo com estes
autores, o comportamento fenoldgico esta diretamente relacionado com as mudancgas
climaticas, sendo necessario um acompanhamento mais aprofundado em casos de
espécies ameacgadas.

Os estudos da biologia floral também fornecem informagdes importantes para

um melhor entendimento sobre o comportamento dos individuos (HAMRICK; NASON,
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2000), possibilitando inferir sobre outros aspectos e estratégias ecoldgicas adotadas
pelas espécies (EMETERIO-LARA et al., 2018; FUCHS et al., 2003). Além disso,
quando se trata de espécies ameacgadas de extingdo, analisar a fenologia e a biologia
floral € fundamental para compreender melhor suas necessidades e vulnerabilidades,
fornecendo informacgdes essenciais para agdes de manutengao da biodiversidade de
populagdes (NUCCI; ALVES-JUNIOR, 2017).

Diante disto, o trabalho teve como objetivo avaliar o padrao fenoldgico e a
biologia floral de A. hatschbachii em areas de campo natural no Parana. Foram feitas
as seguintes perguntas norteadoras: 1) As fenofases reprodutivas e vegetativas
apresentam sazonalidade? 2) As fenofases sao influenciadas pelas variaveis
meteoroldgicas, havendo variagdo entre os anos de observagdo? 3) Os elementos

florais sao indicativos de potenciais dificuldades reprodutivas da espécie?

3.2 MATERIAL E METODOS
Area de estudo

O estudo foi realizado em trés fragmentos de vegetacao natural localizados no
municipio de Pién, no primeiro planalto do Estado do Parana, Brasil (FIGURA 10)
(PIEN, 2019). A regi&o é caracterizada pelo embasamento de rochas pré-cambrianas
que compde o Complexo Mafico-Ultramafico de Pién (GIRARDI, 1976, MINEROPAR,
2001). Os solos predominantes sao Argissolos e Cambissolos (EMBRAPA SOLOS,
2007). O clima local é subtropical umido sem estagcao seca e com verao temperado
(Cfb), com precipitagcdo média anual variando entre 1.200 e 1.900 mm e chuvas bem
distribuidas durante o ano (ALVARES et al., 2013).

A vegetacdo da regido é classificada como Estepe Gramineo Lenhosa, na
forma de campos com elevada pedregosidade (IBGE, 2012). As trés subpopulagdes
de Aloysia hatschbachii estdo em diferentes situagdes de conservagao: subpopulacao
1 (aproximadamente 850 m s.n.m) — area de encosta alvo de maior pressao antrépica,
com frequente pastoreio de equinos e bovinos e intervengdes manuais, como rogada
parcial da vegetagéo arbustiva; subpopulagédo 2 (aproximadamente 887 m s.n.m) —
topo de morro com afloramentos rochosos mais abundantes e baixo grau de
intervencgao antrépica direta, ainda que circundada por plantios florestais comerciais;
subpopulagao 3 (aproximadamente 872 m s.n.m) — encosta com vegetagao natural
em bom estado de conservagao, com afloramentos rochosos e sem sinais de

circulagéo de pessoas ou de animais (FIGURA 11).
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FIGURA 10 - LOCALIZAGAO GEOGRAFICA DAS TRES SAUBPOPULAQ(N)ES ESTUDADAS DE
Aloysia hatschbachii, NO MUNICIPIO DE PIEN — PARANA, BRASIL
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FONTE: A autora e Google Earth, com adaptagdes (2023)

FIGURA 11 - CARACTERISTICAS AMBIENTAIS DAS SUBPOPULAGOES DE Aloysia hatschbachii
(A). AREA PROXIMAS A PLANTIOS AGRICOLAS E FLORESTAIS (B) E AFLORAMENTOS
ROCHOSOS (C).
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FONE: A autora (20)
Dados fenoldgicos

Em cada subpopulagao foram selecionados e marcados 20 individuos adultos
e saudaveis com altura variando entre 80 e 200 cm, totalizando 60 plantas, das quais
registrou-se as coordenadas geograficas. Foi realizado monitoramento mensal,
durante 24 meses (junho de 2020 a maio de 2022), das fenofases vegetativas (folha

jovem, folha adulta e folha senescente), bem como das fenofases reprodutivas (botao
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floral, antese floral, fruto imaturo, fruto maduro e fruto senescente) (FIGURA 12). O
grau de maturacao do fruto foi definido de acordo com as observagbes em campo,
baseadas na mudanga de coloragdo (verde a marrom) e dispersdo das sementes
(FIGURA 12 F-H). Para avaliar os eventos fenologicos foram utilizados o indice de
atividade (propor¢cao de individuos que manifestam a fenofase) (BENCKE;
MORELLATO, 2002) e o indice de intensidade de Fournier (1974), que determina a
intensidade de cada fenofase por meio de escala com cinco categorias de intensidade:
0 = auséncia de fenofase; 1 = 1% a 25%; 2 = 26% a 50%; 3 = 51% a 75%; e 4 = 76%
a 100%.

FIGURA 12 - FENOFASES VEGETATIVAS E REPRODUTIVAS DE Aloysia hatschbachii. FOLHA
JOVEM (A), FOLHA ADULTA (B), FOLHA SENESCENTE (C), BOTOES FLORAIS (D), FLOR EM
ANTESE (E), FRUTO IMATURO (F), FRUTO MADURO (G) E FRUTO SENESCENTE (H).

FONTE: A autora (2023)
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Dados florais

Para o estudo da biologia floral foram avaliados dez individuos selecionados
dentre as trés subpopulagdes, dos quais foram analisadas as estruturas de botao floral
e flores, além da viabilidade polinica. As estruturas reprodutivas em diferentes
estadios de desenvolvimento foram coletadas em campo e acondicionadas em tubos
plasticos contendo solugao de FAA 50 (formaldeido 10%, alcool etilico 85% e acido
acético 5%) (SANTOS et al.,, 1997). A caracterizagdo morfologica das flores foi
realizada com base nas observacbes e descricdbes em campo, apoiada pela
visualizagdo das estruturas florais com o auxilio de lupa e microscopio. As flores e
botdes foram seccionados com bisturi para viabilizar a visualizacdo das estruturas
internas. Os elementos florais foram caracterizados utilizando guias taxonémicos
(O’LEARY, 2016; BARTH; MELHEM, 1988).

Para analise da viabilidade polinica foram feitas repeticdes de 10 flores por
individuo, por meio da montagem de uma lamina temporaria para cada flor, contendo
0s graos de polen corados em solugao de azul de toluidina 0,05% (O’BRIEN et al.,
1964). Os graos de polen foram analisados em microscépio optico utilizando a lente
de aumento 40X, sendo realizada a contagem e verificacdo de 100 graos por lamina,
os quais foram classificados em normais/viaveis e anormais/inviaveis (SCHMITT et
al., 2015). A proporgao de pélen viavel foi obtida por meio da equagao: Pdlen viavel

(%) = N° de graos viaveis / N° de graos contados * 100.

Dados meteorologicos

Os dados meteoroldgicos mensais foram obtidos junto a estagdo meteoroldgica
de Rio Negrinho/SC, localizada a cerca de 20 km da area do estudo (INMET, 2023)
(FIGURA 13 AB). Foi avaliado se as variaveis meteorologicas exerceram influéncia
sobre as fenofases, por meio da correlacdo de Spearman a 95% de significancia. As
variaveis meteoroldgicas: radiagdo, umidade relativa do ar, temperatura maxima,
temperatura média, temperatura minima e precipitagdo foram utilizadas a partir dos
dados brutos disponibilizados. Por sua vez, o fotoperiodo foi calculado de acordo com
as equacgdes 2 e 3 (SOARES, BATISTA, TETTO, 2015), apresentadas a seguir:
Equacéo 2

D - 2{arc.cos[—tg(¢) * tg(5)] + 0,83°}
B 15

Em que:

D = fotoperiodo em horas e décimos de hora
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¢ = latitude do lugar, em graus

6 = declinagdo diaria do sol, em graus

Equacéao 3

360°(284 + n)}

d = 23,45° % sen{ 365

Em que:
6 = declinagao diaria do sol, em graus

n = numero de ordem do dia (n =1, 2, 3, ..., 365)

FIGURA 13 - VARIAVEIS CLIMATICAS DURANTE O PERIODO DE MONITORAMENTO
FENOLOGICO DE Aloysia hatschbachii (JUNHO DE 2020 A MAIO DE 2022). A) FOTOPERIODO
(HORAS) E PRECIPITACAO (MM); B) RADIACAO (W/M?), UMIDADE RELATIVA DO AR (%),
TEMPERATURA MAXIMA (°C), TEMPERATURA MEDIA (°C) E TEMPERATURA MINIMA (°C).
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FONTE: A autora e INMET (2023)

Analise dos dados fenoldgicos

As fenofases foram analisadas por meio de estatisticas circulares utilizando o
indice de Fournier, por meio do pacote circular (AGOSTINELLI; LUND, 2017) no
software R v.4.1.1 (CORE TEAM, 2020). Os meses foram convertidos em angulos
variando de 0° a 360°, sendo cada més representado por um intervalo de 30°
(MORELLATO et al., 2000). Foram calculados angulo médio, data média, desvio
padrao circular e comprimento do vetor médio (r). Além disso, a significancia do &ngulo
médio foi analisada pelo teste de Rayleigh (z), sendo também realizado o teste de
Watson-Williams (F) a 5% de significancia para verificar se o comportamento

fenologico da espécie difere entre os anos (ZAR, 1999).
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3.3 RESULTADOS
Fenologia vegetativa e reprodutiva

A fenofase folha jovem foi observada em 100% dos individuos nos primeiros 11
meses de avaliagdo (FIGURA 14). Nesse mesmo padréo, a fenofase folha adulta
também foi observada em 100% dos individuos nos 16 primeiros meses. No segundo
ano de avaliagao alguns dos individuos avaliados nao apresentaram estas fenofases,
com indice de atividade igual a 95% em julho de 2021 para folha jovem e de 97%, em
novembro e dezembro de 2021, para folha adulta (FIGURA 14). A senescéncia foliar
apresentou valores superiores a 90% durante todo o periodo de avaliagédo (FIGURA
14). No entanto, em alguns meses a senescéncia foliar foi observada em menos

individuos, quando comparada as demais fenofases vegetativas.

FIGURA 14 - INDICE DE ATIVIDADE DOS EVENTOS FENOLOGICOS VEGETATIVOS DE
Aloysia hatschbachii EM DOIS ANOS DE OBSERVACAO.
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A porcentagem de individuos com fenofases reprodutivas variou entre os
periodos analisados, no entanto estas fenofases foram observadas em quase todos
os meses de avaliagado (FIGURA 15). Os botdes tiveram menor ocorréncia em junho
de 2020 e 2021, e maior ocorréncia em margo de 2021 e margo/ abril de 2022. As
flores tiveram menor ocorréncia em junho de 2020 e no periodo de junho/ setembro
de 2021, e maior ocorréncia em margo de 2021 e margo/ abril de 2022 (FIGURA 15).

FIGURA 15 - INDICE DE ATIVIDADE DOS EVENTOS FENOLOGICOS REPRODUTIVOS
DE Aloysia hatschbachii EM DOIS ANOS DE OBSERVAGCAO.
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Os frutos imaturos, maduros e senescentes apresentaram um comportamento
de ocorréncia irregular, variando mensalmente durante todas as observagdes
(FIGURA 15). De modo geral, os frutos imaturos e maduros tiveram pico no periodo
de abril de 2021 e maio de 2022. Os frutos senescentes foram observados em todos
0s meses, com valores minimos > 25% em janeiro de 2021 e valores maximos de
100% em julho/ agosto de 2021 (FIGURA 15).

As fenofases vegetativas ndo apresentaram sazonalidade pelo teste de
Rayleigh (p<0,05), com exce¢ado das folhas jovens no primeiro ano de observagéo
(TABELA 1). Ja as fenofases reprodutivas de flor em antese e fruto imaturo
demonstraram sazonalidade nos dois anos. Os frutos maduros também apresentaram
sazonalidade para o primeiro ano de observacao. Além disso, as datas médias de
ocorréncia das fenofases diferiram entre os anos de avaliagdo, coincidindo apenas
para a fenofase folna madura (dezembro de 2020 e 2021) (TABELA 1).

TABELA 1 — RESULTADOS DA ESTATISTICA CIRCULAR CONSIDERANDO A INTENSIDADE DAS

VARIAVEIS FENOL(?GICAS VEGETATIVAS E REPRODUTIVAS DE Aloysia hatschbachii EM DOIS
ANOS DE AVALIACAO.

Ano Populagao F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
1 Observagde 719 720 714 459 424 375 393 519
2 s (N) 698 690 686 371 329 364 421 604
1 Angulo 274 355,2 84,1 327,2 3587 47 4 98,2  124,2
2 meédio (a) 335,1 338,8 299 345,1 49,3 652 2791 2728
1 Data média out/20 dez/20 mar/20 nov/20 dez/20 fev/20 abr/20 mai/20
2 dez/21 dez/21 out/21 dez/21 fev/21 mar/21  out/21  out/21
1 Desvio 102,68 127,44 121,54 106,34 98,59 79,3 8259 793
o Pad@O o482 15871 14323 12889 77,36 9037 1346 90,37
1 0,20 0,08 0,11 0,18 0,23 0,38 0,35 0,20
Vetor (r)
2 0,09 0,02 0,04 0,08 0,40 0,29 0,06 0,11
1 Rayleigh 23,09* 4,98 3,83 15,06  18,22* 40,64* 30,79* 10,97
2 teste (p) 5,38 0,31 0,92 1,76 42,97 2327* 1,15 5,86

NOTA: F1 = Folha jovem; F2 = Folha adulta; F3= Folha senescente; F4= Botdes florais; F5= Flor em
antese; F6= Fruto imaturo; F7= Fruto maduro; F8= Fruto senescente. * valores significativos ao nivel
de 95% de confianca

Ao utilizar a intensidade de Fournier para comparar o comportamento
fenologico entre os anos foram encontradas diferencas significativas pelo teste de
Watson-Williams (p<0,05), indicando que a espécie apresenta um padrao fenoldgico
variavel (TABELA 2). Apenas as fenofases folha adulta e botdes florais ndo

apresentaram significancia.
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TABELA 2 — RESULTADOS DO TESTE DE WATSON-WILLIAMS (F) ENTRE ANOS PARA OS
INDICES DE INTENSIDADE DAS FENOFASES REPRODUTIVAS E VEGETATIVAS DE Aloysia
hatschbachii.

F1 F2 F3 F4  F5 F6F7  F8

Entre os anos <0,01 ns <0,05 ns <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

NOTA: F1 = Folha jovem; F2 = Folha adulta; F3= Folha senescente; F4= Botdes florais; F5= Flor em
antese; F6= Fruto imaturo; F7= Fruto maduro; F8= Fruto senescente. ns= nao significativo.

Para as folhas novas foi observada maior produgao no periodo de setembro a
dezembro do primeiro ano, e em novembro do segundo ano, periodo em que ocorre
o0 aumento das temperaturas e do fotoperiodo (FIGURA 16A). Com relacéo as folhas
adultas, a espécie apresentou producdo elevada em quase todo o primeiro ano, com
pico em dezembro. Para o segundo ano a quantidade de folhas adultas foi mais
reduzida, com maiores valores em junho e novembro (FIGURA 16B). No primeiro ano
de observacao foi verificado que o pico de folhas senescentes ocorreu entre marco e

maio, ja no segundo ano foi entre maio e julho (FIGURA 16C).

FIGURA 16 - COMPORTAMENTO FENOLOGICO VEGETATIVO DE Aloysia hatschbachii.

AS BARRAS VERMELHAS REPRESENTAM OS INDIVIDUOS COM A FENOFASE NO PRIMEIRO
ANO DE OBSERVAGAO, AS AZUIS REPRESENTAM OS INDIVIDUOS COM A FENOFASE NO

SEGUNDO ANO. AS LINHAS CENTRAIS REPRESENTAM O ANGULO MEDIO, COMPRIMENTO

DO VETOR MEDIO (R) E O ERRO PADRAO DA MEDIA, PARA CADA ANO CORRESPONDENTE.

n n

Folhas jovens Folhas adultas Folhas senescentes

FONTE: A autora (2023)

A producgéo de botdes florais foi irregular, sendo observada no primeiro ano de
avaliagdo uma maior quantidade em setembro e dezembro (FIGURA 17A). No
segundo ano o padrao irregular se manteve, no entanto, com pico em abril. As flores
seguiram padrao similar, corroborando com o observado nos botdes (FIGURA 17B).
Os frutos imaturos se concentraram no periodo de outubro a maio, com picos
produtivos de fevereiro a abril no primeiro ano, e de abril a maio no segundo (FIGURA
17C). A producao de frutos maduros variou, sendo que no primeiro ano o periodo de
maior concentracgao foi em abril e no segundo ano foi em maio e novembro (FIGURA

17D). De modo geral, os frutos maduros ocorreram no final do outono e inverno, e os
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senescentes foram observados durante todo o periodo de monitoramento (FIGURA
17E).

FIGURA 17 - COMPORTAMENTO FENOLOGICO REPRODUTIVO DE Aloysia hatschbachii.

AS BARRAS VERMELHAS REPRESENTAM OS INDIVIDUOS COM A FENOFASE NO PRIMEIRO
ANO DE OBSERVAGAO, AS AZUIS REPRESENTAM OS INDIVIDUOS COM A FENOFASE NO
SEGUNDO ANO. AS LINHAS CENTRAIS REPRESENTAM O ANGULO MEDIO, COMPRIMENTO

DO VETOR MEDIO (R) E O ERRO PADRAO DA MEDIA, PARA CADA ANO CORRESPONDENTE.

Frutos imaturos Frutos maduros Frutos senescentes

FONTE: A autora (2023)

As fenofases vegetativas ndo apresentaram correlagcdo com as variaveis
meteoroldgicas (TABELA 3). Foi observado que as fenofases botéo floral e antese
floral foram associadas com as temperaturas (maxima, média e minima) e o
fotoperiodo, podendo ter sua ocorréncia influenciada positivamente por essas
variaveis. Além disso, os frutos imaturos foram positivamente associados com a
umidade relativa, e os frutos senescentes foram negativamente associados com
temperatura maxima e fotoperiodo. Apesar de ser verificada significancia nas
correlagdes ressalta-se que foram valores relativamente baixos, indicando a
possibilidade de que outros fatores bidticos ou abidticos podem estar influenciando as

fenofases.

TABELA 3 — CORRELACAO DE SPEARMAN DAS FENOFASES VEGETATIVAS E REPRODUTIVAS
DE Aloysia hatschbachii COM AS VARIAVEIS METEOROLOGICAS PARA O MES DA OBSERVACAO.

Fenofase Tmax Tmed Tmin UR F P R
Folha jovem -0,01 0,03 0,05 -0,28 0,30 0,06 -0,05
Folha adulta 0,11 0,08 0,06 -0,08 0,05 -0,05 -0,07

Folha senescente -0,13 -0,12 -0,14 0.15 -0,06 -0,05 0,07
Botéo floral 0,46* 0,48* 0,52** 0,14 0,45* 0,15 0,26
Antese floral 0,41* 0,50* 0,60** 0,27 0,47* 0,21 0,21
Fruto imaturo 0,26 0,38 0,47* 0,48* 0,23 0,15 0,04
Fruto maduro -0,29 -0,23 -0,23 0,07 -0,35 -0,06 -0,24

Fruto senescente -0,45* -0,37 -0,28 0,33 -0,44* -0,15 -0,37
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NOTA: Tmax =Temperatura maxima; Tmed =Temperatura média; Tmin =Temperatura minima; UR =
umidade relativa; F = Fotoperiodo; P = Precipitagdo e R = Radiagao. * valores significativos ao nivel de
95% de confianga e ** valores significativos ao nivel de 99% de confianga.

Biologia reprodutiva

As flores de A. hatschbachii sdo pequenas, com corola zigomorfica e cerca de
4-5 pétalas apresentando bordas irregulares e coloragéo variando de branco a lilas
entre individuos, ja as sépalas sédo de cor esverdeada e compdem um calice também
zigomorfico (FIGURA 18). Toda a estrutura floral externa e a parte interna das pétalas
apresenta pilosidade que, no entanto, € mais abundante nas extremidades e diminui
a medida em que se aproxima do ovario. As flores se encontram dispostas em
inflorescéncias axilares do tipo cachos/racemos e axilares, com cinco flores por axila
(FIGURA 12D).

FIGURA 18 - DESENVOLVIMENTO DAS FASES REPRODUTIVAS DE Aloysia hatschbachii,
DO BOTAO A SEMENTE (A). FLOR COM CORTE LONGITUDINAL PARA VISUALIZACAO
INTERNA (B), COM DETALHE PARA O GINECEU, ANDROCEU E GRAOS DE POLEN NAS
ANTERAS E ESTIGMA. GRAOS DE POLEN NO AUMENTO DO MICROSCOPIO DE 10X (C) E DE
40X, NA VISTA POLAR E VISTA EQUATORIAL DO POLEN (D).

gliilt X,

C “ 10X
A 2

|
0,20 mm

40X

0,09 mm

FONTE: A autora (2023)
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As flores sao hermafroditas, com gineceu e androceu funcionais, sem
mecanismos visuais claros para evitar a autofecundacao (e.g., anteras com alturas
superiores ao estigma). Pode-se observar ainda que o estigma se situa numa altura
inferior as anteras, permitindo facilmente o contato com gréos de pélen oriundos da
mesma flor (FIGURA 18B). Normalmente sdo observados quatro estames
homodinamos e de abertura longitudinal e introrsa por flor, bem como filetes quase
imperceptiveis aderidos a lateral da corola.

Os graos de podlen sdo ménades, com exina psilada, médios, isopolares e
tricolpados. Além disso possuem simetria radial, ambito subtriangular, curvaturas
continuas ao redor da face proximal e formato oblato esferoidal (FIGURA 18CD). Em
relagédo ao gineceu € possivel observar um estigma ovoide e indiviso, estilete cilindrico
e terminal, e ovario supero. Os frutos s&o secos do tipo drupa com um ou dois pirénios
e uma semente glabra por l6culo, com forma obovoide (FIGURA 18A).

Em relacao a viabilidade dos graos de polen, em todas as laminas foi observado
que pelo menos 90% dos graos séo considerados viaveis, com valor médio de 95,9%
por lamina (FIGURA 18C). Desse modo, a espécie apresenta elevada viabilidade
polinica nas subpopulagdes estudadas, sendo visivel uma grande producéo de pdlen

por flor.

3.4 DISCUSSAO

Com base nos 24 meses de avaliagdo fenoldgica, observou-se que o
comportamento da maioria das fenofases de Aloysia hatschbachii nao é sazonal. Este
comportamento diferiu do observado com individuos da espécie cultivados ex situ, em
regido com caracteristicas relativamente distintas do habitat natural (ARAUJO et al.,
2020), onde os individuos apresentaram fenofases sazonais, ou seja, com ocorréncia
delimitada num periodo especifico. E possivel que a diferenca observada se deva em
parte ao fato de que o referido estudo tenha monitorado somente 5 individuos oriundos
de propagacgao vegetativa a partir de uma unica matriz, irrigados manualmente e
acompanhados por apenas 15 meses. Por outro lado, é possivel que fora do ambiente
natural a espécie se comporte de maneira distinta, o que pode estar relacionado a
variagdes nos tipos climaticos (MARTINI et al., 2011), ou com a intensidade de
estresse abidtico (PADOIN et al., 2016), solos e topografia das areas (CLARK et al.,

1999). Ressalta-se que a regido de ocorréncia natural da espécie se caracteriza por



54

afloramentos de rochas basicas e ultrabasicas do Complexo Mafico-Ultramafico Pién,
que compde uma geomorfologia caracteristica (BESSER et al., 2021).

As fenofases vegetativas n&o se correlacionaram com as variaveis climaticas,
fato que pode estar relacionado a uma maior resisténcia as condigdes de estresse,
mostrando uma maior adaptabilidade da espécie (PADOIN et al., 2016). Em relagao a
sazonalidade demonstrada pelas fenofases reprodutivas de flor, fruto imaturo e
maduro, se tém conhecimento que o periodo reprodutivo é fortemente influenciado
por fatores ambientais, por exemplo, na primavera muitas espécies apresentam um
pico de atividade reprodutiva (AYRE, 2010; PABLO; JOANNE, 2003). No entanto, cada
especie tem sua propria resposta adaptativa aos ciclos sazonais e apresenta
variagbes especificas em suas fenofases, sendo que A. hatschbachii teve as
fenofases reprodutivas de botdo e flor concentradas do fim da primavera até o verao
(FIGURA 17AB).

Nesse sentido, fatores climaticos como as temperaturas desempenham um
papel crucial na regulagcédo do desenvolvimento das plantas, onde o seu aumento esta
geralmente associado a uma maior taxa de crescimento dos botdes florais e a rapidez
com que ocorre a antese floral. Assim, a medida que as temperaturas se elevam, o
calor estimula a sintese de hormdnios vegetais responsavel pelo amadurecimento e
abertura floral (PABLO; JOANNE, 2003; KERBAUY, 2008).

De forma anéloga, o fotoperiodo também desempenha um papel fundamental
no controle das fenofases de botédo e antese floral, pois na medida em que os dias se
tornam mais longos, ha uma acumulagao de fitocromos, que indica para a planta o
momento propicio para a formagao dos botdes florais e a abertura das flores (PABLO;
JOANNE, 2003; KERBAUY, 2008). Por meio desses mecanismos as plantas sao
capazes de realizar ajustes no tempo de floragéo para otimizar a reproducgéo e garantir
0 sucesso na polinizagdo e na produgao de sementes (LANG, 1965; ZEEVAART,
1976).

A respeito das correlagdes verificadas com variaveis climaticas, as fenofases
floracao e frutificacdo ndo dependem s6 do ambiente onde as plantas estédo
localizadas, mas também do sistema reprodutivo e do estadio de desenvolvimento da
espécie (CHRISTOPHER et al., 2020; NEWSTROM et al.,, 1994). Reforgando a
necessidade de estudos regionais (MANTOVANI et al., 2003), principalmente para
tentar compreender com mais detalhamento o padrdo irregular de floragcdo e

frutificacdo de Aloysia hatschbachii. Nesse sentido, salienta-se que estudos
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fenologicos ainda sdo escassos e ha demanda por pesquisas envolvendo a
complexidade biologica das plantas, principalmente as ameacadas de extingao
(SILVEIRA; LUCENA, 2023). Dessa maneira, ainda ha necessidade de observagdes
fenologicas para Aloysia hatschbachii, abrangendo mais populag¢des e por mais tempo
de acompanhamento. Essas informacgdes sdo essenciais para a gestao e pesquisas
com estratégia integrada de conservacao, visando a restauragédo de comunidades,
enriquecimento e reintrodugdo de espécies vegetais (MORELLATO et al., 2016).
Assim, com base nas informagdes fenoldgicas é possivel elaborar planos de execugéo
eficazes para coleta de sementes e resgate de plantulas (MORELLATO et al., 2016),
bem como estudos de sistema de cruzamento (NUCCI, M.; ALVES-JUNIOR, 2017).

As caracteristicas florais observadas estdo em acordo com descricbes de
outras espécies do mesmo género (KADEREIT, 2004; PUNT et al., 2007; SIEDO,
2006). A. hatschbachii demonstrou que produz flores em quantidade elevada,
disponibilizando grdaos de pdlen com alta viabilidade, além de possuir mecanismos
morfologicos que permitem a autofecundagéao e indicam a possibilidade de ocorréncia
de autogamia (FIGURA 18). No entanto, nas areas avaliadas praticamente nao €&
observado o ingresso de regenerantes da espécie, o que € preocupante a longo prazo
devido ao provavel declinio populacional, sendo necessaria a execug¢ao de estudos
adicionais para confirmar a estrutura das populagdes (NAZARENO; REIS, 2012). Esse
padrdao pode estar ocorrendo devido a inviabilidade das sementes, condi¢des
especificas de germinacdo, predacédo de propagulos ou uma competicdo entre
espécies, que pode resultar em uma maior dificuldade para as plantulas se
estabelecerem e sobreviverem, resultando em uma baixa taxa de regeneragao
(SANTOS et al., 2018; CAMPOS et al., 2021).

Em relagao aos elementos morfoldgicos florais, néao foram encontrados estudos
sobre autoincompatibilidade que comprovem o comportamento da espécie,
evidenciando a necessidade por pesquisas que avaliem a possibilidade de haver
incompatibilidade quimica ou fisiolégica, juntamente com pesquisas sobre o sistema
reprodutivo em todo o género (NAZARENO; REIS, 2012). A morfologia floral e do grao
de pdlen de Aloysia hatschbachii foram semelhantes aos descritos para a também
Verbenaceae Lippia alba (VENANCIO et al., 2016), o que pode ser um indicativo que
os caracteres florais da espécie podem ser adaptados para ter uma alta diversidade

de polinizadores e visitantes florais. Assim, sdo necessarios estudos que busquem
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elucidar quais sao os visitantes e polinizadores efetivos, 0 que pode estar afetando

diretamente na dinédmica ecologica das populagdes.

3.5 CONCLUSOES

e As subpopulagbes de Aloysia hatschbachii apresentaram padrdo sazonal
apenas para as fenofases antese floral e fruto imaturo, nos dois anos de
observacao, e para fruto maduro somente no primeiro ano de observagao.

e Apenas os eventos reprodutivos foram influenciados pelas variaveis
meteoroldgicas, com a atividade e intensidade das fenofases variando entre os
anos de observacao.

e Os elementos morfolégicos observados nas flores de A. hatschbachii em
principio nao indicam dificuldades reprodutivas para a espécie, visto que a
disposicao floral permite a autofecundacéao e os pdélens avaliados apresentaram

alta viabilidade.
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4 DIVERSIDADE GENETICA DE Aloysia hatschbachii Moldenke: UMA ESPECIE
EM PERIGO DE EXTINGAO NAS PAISAGENS DE CAMPO NATURAL

Resumo
As atividades antropicas causam alteracdo ambiental, podendo promover
fragmentacao de areas naturais e reducéo da diversidade genética de populagdes.
Esse problema é ainda mais grave no caso de espécies ameagadas, como € 0 caso
do arbusto endémico Aloysia hatschbachii. Neste sentido, teve-se como objetivo
avaliar a diversidade genética de subpopulagdes remanescentes de Aloysia
hatschbachii. O estudo foi realizado em trés subpopulacdes localizadas no municipio
de Pién/PR, sendo em cada uma coletada amostras foliares de 50 individuos. O
estudo genético foi realizado com auxilio de marcadores isoenzimaticos. Os dez
sistemas isoenzimaticos utilizados possibilitaram a interpretacdo de 12 locos, sendo
sete destes polimorficos. No geral, as subpopulacbes de Aloysia hatschbachii
apresentaram baixos valores de diversidade genética e excesso de homozigotos.
Além disso, foi verificado que ha maior proporgao de variabilidade genética ocorrendo
dentre os individuos do que entre as subpopulagdes, sendo necessaria alguma
medida de diferenciacao genética entre as populacdes para entender como elas estao
estruturadas. As trés subpopulacdes sao estruturadas por dois grupos genéticos,
comprovados pela analise bayesiana. Desse modo, os baixos niveis de diversidade
genética observados provavelmente estdo relacionados com os efeitos antropicos,

sendo necessarias medidas de conservagao a curto prazo.

Palavras-chave: Conservacdo de espécies ameacadas. Genética de populagdes.

Marcadores moleculares. Isoenzimas.
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4.1 INTRODUCAO

As areas de Estepe Gramineo Lenhosa compdéem uma vegetagao diversa e
com expressivas diferengas floristicas e fitossocioldgicas. No entanto as atividades
antrépicas ocasionaram uma drastica modificagado nas condi¢cdes deste ecossistema
(GALVAO; AUGUSTIN, 2011). Essa alteracdo ambiental desordenada acarretou a
fragmentacdo de areas naturais e o isolamento de populagdes, reduzindo a
diversidade genética e, consequentemente, acentuando o efeito da deriva genética e
a endogamia (TELLES et al., 2014). Além disso, a antropizacdo pode causar
decréscimos nos tamanhos populacionais, alterando os padrdes de fluxo génico e de
estrutura genética (DELANEY et al., 2010, HOLDEREGGER; GIULIO, 2010). Assim,
conhecer a diversidade genética, a quantidade de individuos e sua distribuicdo na
paisagem, é necessario para o delineamento de estratégias de conservacao (TELLES
et al., 2014; YANG et al.,, 2015), sobretudo quando as espécies possuem
comportamento de ocupacao geografica mais especialista (FONTANA et al., 2014).

Espécies raras tém como caracteristicas maiores especificidade e restricdo
quanto ao ambiente de ocorréncia do que espécies generalistas (PRIMACK, 1993), e
geralmente estdo relacionadas a uma menor plasticidade em relacdo as mudancas
ambientais (VINCENT et al., 2020). A baixa tolerancia a alteragdes no ambiente esta
vinculada diretamente ao risco de extingdo, principalmente em areas abertas nao
florestais (e.g., campo natural) (BELO et al., 2013; VIANA; LOMBARDI, 2007). Esses
ambientes campestres sédo caracterizados pelo numero reduzido de pesquisas e por
serem alvo de facilitada expansdo agricola (DUARTE et al., 2007; GALVAO;
AUGUSTIN, 2011), o que reforga a necessidade de dados sobre o comportamento
ecoldgico de suas espécies, para o estabelecimento de estratégias conservacionistas
(ELITH et al., 2011; WANG, et al., 2016).

Dentro deste contexto, Aloysia hatschbachii Moldenke € uma espécie da familia
Verbenaceae pouco conhecida e com um numero reduzido de registros catalogados
(SPECIESLINK, 2023), ocorrendo restritamente em areas de campo natural com
afloramentos rochosos (SIEDO, 2006) na regiao sudeste do Primeiro Planalto do
Parana e classificada como em perigo de extingdo (EN) (CNCFLORA, 2020; MMA,
2022). Além disso, o potencial de componentes aromaticos do género Aloysia indica
que é uma espécie com possibilidade para o uso medicinal e farmacolégico
(CALZADA-SANCHEZ et al., 2014; O’LEARY et al., 2016).
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A compreensao sobre a diversidade genética das populagdes é fundamental
para conservagao das espécies, pois afeta diretamente a dindmica, sobrevivéncia e
adaptacdo dos individuos (BRZOSKO et al., 2011), em especial no caso de
populagdes de plantas ameagadas de extingdo (HMELJEVSKI et al., 2011). Com base
nas informagcbes genéticas € possivel promover acdes de conservagao,
principalmente em areas alteradas por atividades antropicas (HMELJEVSKI et al.,
2011), pelo fato de se ter conhecimento sobre onde estdo as populagdes com maior
urgéncia de conservacdo (TURCHETTO et al., 2016). Para isso, uma abordagem
comumente utilizada nos estudos de diversidade genética € a de marcadores
moleculares isoenzimaticos (RODRIGUES et al., 2023; SAMMOUR et al., 2020).
Estes marcadores sdo codominantes e amplamente aplicados em estudos envolvendo
espécies lenhosas, fornecendo informagdes cruciais (KONZEN; MARTINS, 2017;
MARIOT et al., 2020), além de auxiliar na identificagdo de areas prioritarias e no
estabelecimento de estratégias de conservacado eficientes. Esses marcadores
possuem baixo custo e alta reprodutibilidade, podendo ser uma escolha eficiente para
estudos com espécies pouco conhecidas ou raras (MARIOT et al., 2020; RODRIGUES
et al., 2023).

Neste sentido, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a diversidade genética
de subpopula¢des remanescentes de A. hatschbachii em areas de campo natural,
visando subsidiar estratégias de conservacgao da espécie. A partir dessa perspectiva,
algumas questdes foram levantadas: 1) Quais os niveis de diversidade genética em
cada subpopulagdo? 2) Como se distribui a diversidade genética entre as
subpopulag¢des? 3) Qual subpopulagao é prioritaria para a conservagao?

4.2 MATERIAL E METODOS
Area de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Pién, no Primeiro Planalto do Parana
(FIGURA 19). O clima do local é classificado como Cfb, temperatura média de 17 °C
e precipitacdao média anual variando entre 1.200 e 1.900 mm, bem distribuida durante
o ano (ALVARES et al., 2013; IBGE, 2012).
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FIGURA 19 — LOCALIZAGAO G,EOGRAFICAA DAS SUBROPULAQOES DE Aloysia
hatschbachii NO MUNICIPIO DE PIEN — PARANA, BRASIL.
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Foram realizadas viagens de busca por individuos de Aloysia hatschbachii,
sendo selecionadas trés subpopulagcbes da espécie em fragmentos de Estepe
Gramineo lenhosa (campo natural) isolados em remanescentes florestais, onde:
subpopulagao 1 (aproximadamente 850 m s.n.m) — area de encosta alvo de maior
pressao antropica, com frequente pastoreio de equinos e bovinos e intervencdes
manuais, como rogada parcial da vegetagdo arbustiva; subpopulagdo 2
(aproximadamente 887 m s.n.m) — topo de morro com afloramentos rochosos mais
expressivos e baixo grau de intervencao antropica direta, ainda que circundada por
plantios florestais comerciais; subpopulagdo 3 (aproximadamente 872 m s.n.m) —
encosta com afloramentos rochosos e vegetacdo natural em bom estado de

conservagao, sem sinais de circulagado de pessoas ou de animais.

Material coletado

Em cada subpopulagao foram coletadas amostras foliares provenientes de 50
individuos adultos, espagados pelo menos 15 m entre si, distdncia estabelecida
considerando o porte arbustivo da espécie (Etapa |, FIGURA 20). As folhas foram
armazenadas em sacos plasticos e acondicionadas em caixa térmica contendo gelo

para reduzir a degradacdo enzimatica. Em testes anteriores foi observado que as
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folhas da espécie ndo apresentavam longa duragao apos a coleta. Portanto, logo apos
a coleta estas foram encaminhadas para os procedimentos no Laboratério de
Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal (LFDGV) da Universidade Federal
de Santa Catarina.

Na etapa Il ocorreu a solubilizacdo das enzimas com auxilio do macerador
automatico Precellys® 24, sendo utilizadas aproximadamente 50 mg de material
vegetal e 10 mg de polivinilpolipirrolidona, e acondicionamento em tubos de 2 mL com
solugdo de extragdo n° 1 (ALFENAS et al., 1998). As enzimas solubilizadas foram
submetidas a eletroforese em gel de amido (penetrose 30 a 13%), com sistema
tampao-eletrodo de Citrato de Morfolina pH 6,1, seguindo as recomendacbes de
Alfenas (1998) (Etapa Ill). Apds a eletroforese foram revelados e interpretados 10

sistemas isoenzimaticos (TABELA 4).
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FIGURA 20 - METODOLOGIA UTILIZADA PARA A ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA
DAS SUBPOPULACOES DE Aloysia hatschbachii.
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TABELA 4 — SISTEMAS ISOENZIMATICOS UTILIZADOS PARA A ANALISE GENE’TICA DAS
SUBPOPULACOES DE Aloysia hatschbachii, CODIGO (EC - ENZYME COMMISION) E NUMERO DE
LOCOS AVALIADOS.

Sistema Sigla Caodigo (EC) N° de locos
6-Fosfogluconato 6PGDH 1.1.1.44 1
Desidrogenase
Fosfatase Acida ACP 3.1.3.2 1
Glucose-b-fosfato G6PDH 1.1.1.49 1
Desidrogenase
Enzima Malica ME 1.1.1.40 2
Isocitrato Desidrogenase IDH 1.1.1.42 1
Malato Desidrogenase MDH 1.1.1.37 2
Fosfogluco Isomerase PGI 5.3.1.9 1
Fosfoglucomutase PGM 5422 1
Peroxidase PRX 1.11.1.7 1
Xiquimato Desidrogenase SKDH 1.1.1.25 1

Analise dos dados

A partir da interpretacdo dos sistemas enzimaticos foram estimadas para cada
subpopulacao as frequéncias alélicas, o numero total de alelos, numero de alelos por
loco (4), nimero médio de alelos efetivos (4,), porcentagem de locos polimorficos (P),
heterozigosidade observada (H,), heterozigosidade esperada (Hy) e o indice de
fixagdo (f). Alelos com frequéncia < 5% foram considerados raros e alelos restritos a
apenas uma subpopulacao foram considerados exclusivos. Também foram estimados

os tamanhos efetivos populacionais, de acordo com Vencovsky (1992), N, = ﬁ

em
que n representa o tamanho amostral. Para a obten¢ao dos estimadores mencionados
foi utilizado o programa GenAlEx v.6.502 (SMOUSE; WHITEHEAD; PEAKALL, 2015),
implementado ao Excel. Os intervalos de confianga (95%) para H, e Hy foram
estimados por meio de 1.000 amostras aleatédrias de individuos dentro de populagdes
por meio do pacote “PopGenKit” (PAQUETTE, 2012) em linguagem R v.4.1.1 (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2020). O programa ALERQUIM v.3.1 foi utilizado para
realizar a Analise de Variancia Molecular (AMOVA) entre as subpopulagdes estudadas
(EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992).

Além disso, foi avaliado o numero de grupos genéticos (K) que representam as
subpopulag¢des amostradas por meio da analise bayesiana, realizada com o auxilio do
programa Structure v.2.2 (PRITCHARD; WEN, 2003). As corridas foram realizadas
com 200.000 simulagdes de Monte Carlo via Cadeia Markov (MCMC) e burn-in de

250.000. O valor de K variou de 1 a 5, com dez interacdes cada, sendo o valor dos
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grupos verificado de acordo com o método AK, implementado no programa Structure
Harvester (EVANNO; REGNAUT; GOUDET, 2005; EARL; VONHOLDT, 2012).

4.3 RESULTADOS

Os dez sistemas isoenzimaticos utilizados possibilitaram a interpretacéo de 12
locos, sendo sete destes polimérficos (TABELAS 4 e 5). Ao todo foram encontrados
20 alelos, os quais diferiram entre as subpopulacdes amostradas e entre os sistemas.
Apenas o sistema 6PGDH apresentou mais de dois alelos. Além disso, foi observado
que as frequéncias alélicas variam entre as subpopulag¢des, com a ocorréncia de trés
alelos exclusivos, sendo um para cada subpopulagdo: MDH1 — alelo dois na
subpopulacdo 1; ACP — alelo um na subpopulacdo 2; e PRX — alelo um na

subpopulacao 3.

TABELA 5 - FREQUENCIAS ALELICAS EM 12 LOCOS AISOENZIMATICOS DE TRES
SUBPOPULACOES DE Aloysia hatschbachii NO MUNICIPIO DE PIEN, PR.

Loco Alelo Pop1 Pop2 Pop3
n 50 41 49
1 0.060 0.030 0.140
6PGDH 2 0.570 0.840 0.480
3 0.370 0.130 0.380
n 50 50 50
ACP 1 0.000 0.020 0.000
2 1.000 0.980 1,000
n 50 50 50
G6PDH 1 1.000 1,000 1.000
n 50 50 50
ME1 1 0.020 0.010 0.020
2 0.980 0.990 0.980
n 50 50 50
ME2 1 1.000 1.000 1.000
n 50 50 50
IDH 1 1.000 1.000 1.000
n 49 50 50
MDH1 1 0.940 1,000 1.000
2 0.060 0.000 0.000
n 49 50 50
MDH2 1 0.060 0.180 0.410
2 0.940 0.820 0.590
n 49 50 49
PG| 1 0.340 0.100 0.210
2 0.660 0.900 0.790
n 50 50 50
PGM 1 1.000 1,000 1.000
n 50 50 43
PRX 1 0.000 0.000 0.010
2 1.000 1,000 0.990
n 50 50 50
SKDH 1 1.000 1.000 1.000

FONTE: A autora (2023).
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As subpopulagdes de A. hatschbachii apresentaram uma média de diversidade
genética (HE) de 0,10, e todas as subpopulagbes apresentaram excesso de
homozigotos, além de um f médio de 0,372 (variando de 0,226 até 0,481) (TABELA
6). Estes valores de f refletem no tamanho efetivo de cada subpopulagdo, com Ne
médio de 37 individuos, variando de 34 a 41. De modo geral, os indices de diversidade
foram semelhantes entre subpopulagées para HE e HO, ndo sendo detectadas
diferencgas significativas. O numero médio de alelos efetivos foi menor que o niumero

de alelos por loco, com destaque para a subpopulacio 2.

TABELA 6 - iNDICES DE DIVERSIDADE GENETICA DE IND[ViDUOS ADULTOS EM TRES
SUBPOPULACOES DE Aloysia hatschbachii NO MUNICIPIO DE PIEN, PR.

Spop  p Ne P(%) A Ae HE HO f

1 50 41 4167 150 1,19 0,112 (0,014/0,235) 0,057 (0,018/0,132) 0,226
2 50 34 4167 1,50 1,09 0,074 (0,019/0,164) 0,035 (0,015/0,084)  0,481*
3 50 36 4167 150 1,25 0,136 (0,015/0,281) 0,071(0,016/0,160) 0,408*
Média 50 37 41,67 150 1,18 0,107 0,054 0,372

Spop = subpopulagdo n = Tamanho da amostra; Ne = Tamanho efetivo; P = porcentagem de locos
polimérficos; A = numero de alelos por loco; AE = numero médio de alelos efetivos; HE =
heterozigosidade esperada; HO = heterozigosidade observada; f* = indice de fixagdo; * = p<0,05, os
valores entre paréntese representam intervalos de confianga a 95%.

Por meio da analise de variancia molecular (AMOVA) verificou-se que ha maior
proporgao de variabilidade genética ocorrendo dentro das subpopulagdes (89,4%) do
que entre as subpopulag¢des (10,6%) (TABELA 7). Esse padrao indica uma baixa

variagao entre as subpopulagdes, corroborando os valores observados anteriormente.

TABELA 7 - ANALISE DE VARIANCIA MOLECULAR (AMOVA) EM TRES SUBPOPULACOES DE
Aloysia hatschbachii NO MUNICIPIO DE PIEN, PR.

Componentes  Porcentagem

Subpopulacao GL SQ
davariancia  de variagao (%)
Entre subpopulagdes 2 15,33 0,07 10,61 < 0,0001*
Dentre individuos 297 176,96 0,60 89,39
Total 299 192,29 0,67 100

GL: grau de liberdade; SQ: soma dos quadrados dos desvios; P: probabilidade.

As trés subpopulagdes estudadas se encontram estruturadas em dois grupos
genéticos, verificados de acordo com os valores de K obtidos por meio da abordagem

Bayesiana (FIGURA 21). No entanto, pode-se observar que ndo ha isolamento de
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subpopulagao e material genético, visto que todas as subpopula¢des sao compostas

por gendtipos dos dois grupos.

FIGURA 21 - REPRESENTACAO DOS AGRUPAMENTOS GENETICOS DAS TRES
SUBPOPULAGOES DE Aloysia hatschbachii NO MUNICIPIO DE PIEN — PARANA, BRASIL. A COR
EM CADA BARPLOT REPRESENTA A PROBABILIDADE DE CADA INDIVIDUO PERTENCER A UM
CLUSTER GENETICO
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4.4 DISCUSSAO

As subpopulagdes de Aloysia hatschbachii apresentaram baixos indices de
diversidade genética (TABELA 6), visto que os valores variam de 0 a 1 e quanto mais
proximos a 1, mais diversa sera a espécie (PERRY; MCINTOSH, 1991), semelhante
ao observado para outras espécies da familia Verbenaceae (YEEH et al., 1996;
MEIRA et al., 2018). Esse fato pode estar relacionado com a ecologia, o tipo de
colonizagao e distribuigdo natural das espécies (O'LEARY et al., 2012). Nesse sentido,
ao estudarem uma populagao de Glandora oleifolia (Lapeyr.) DC Thomas, espécie
arbustiva endémica e de ocorréncia restrita, foram encontrados valores semelhantes
ao do presente estudo, %P (30,8%), A (1,69), HE (0,098) e HO (0,076) (DEL HOYO
et al., 2012). Ainda de acordo com estes autores, a ocorréncia restrita da referida
espécie pode ser fruto de sucessivas redugdes populacionais, o que promove o
afunilamento genético.

Assim, os baixos valores de diversidade génica observados para A.
hatschbachii podem estar relacionados a restrita area de ocorréncia da espécie
(CNCFLORA, 2020; SPECIESLINK, 2020), além da intensa pressao antropica da
regido (HENTZ et al., 2015; PIEN, 2019), bem como aos mecanismos de floracéo e
fecundacgao adotados pela Aloysia hatschbachii. Por ser um municipio com frequente
atividade agricola (PIEN, 2019), as areas de campo natural estdo sendo
constantemente rogadas para permitir o pastoreio ou totalmente convertidas para
plantagdes de culturas anuais. Essas atividades necessitam de limpeza de area,
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promovendo o corte de A. hatschbachii, que possui porte arbustivo e cujas plantas
sdo mais facilmente removidas. Ja o pastoreio acarreta a morte das plantas por
pisoteio, fazendo com que a quantidade de ingresso dos regenerantes seja reduzida
(HANISCH et al., 2021).

Os valores de f indicaram um excesso de homozigotos em todas as
subpopula¢des estudadas (TABELA 6). Essa caracteristica pode estar relacionada ao
cruzamento entre aparentados (SEBBENN et al., 2001), o que pode ser esclarecido
por meio de estudos de sistema reprodutivo e estrutura genética espacial interna de
populagdes (BITTENCOURT et al., 2019). Além disso, as estratégias reprodutivas de
A. hatschbachii podem estar favorecendo esse padrao, pois a espécie possui flores
hermafroditas (O'LEARY et al., 2016) e ndo ha relatos na literatura sobre
autoincompatibilidade deste taxon no processo de fecundacao, o que pode promover
um aumento nos indices de endogamia (CULLEY et al., 1999; JARNE;
CHARLESWORTH, 1993). Deste modo, o conhecimento sobre esses indices auxilia
como parametro basico para a determinacdo de tamanhos amostrais adequados,
como em situacbes de coletas de material para a formacdo de bancos de
germoplasma (MELO et al., 2021).

Além disso, o conhecimento do tamanho efetivo de cada populagdo também
auxilia na avaliagado da situagdo de conservacado e nas suas perspectivas futuras
(HOELTGEBAUM et al., 2015). O menor tamanho efetivo populacional (Ne = 34) e o
indice de fixacdo (f = 0,481) foram encontrados para a subpopulacdo 2, o que pode
ser resultante de sua situacdo de isolamento na paisagem, por encontrar-se numa
condicao topografica (topo de morro) diferente das outras subpopulagées, e também
por estar isolada pela presenca de remanescentes florestais nativos, plantios florestais
com espécies exoticas e agricultura no entorno. Esses fatores podem estar atuando
como barreiras fisicas e impedindo o fluxo génico entre parte dos individuos (CHAGAS
et al., 2023; FELICIANO et al., 2022).

De maneira geral, quanto maior a diversidade genética, mais apta a espécie
estara para suportar os impactos ambientais, ou seja, quando se pensa em estratégias
de conservacdo € evidente a necessidade de populagdes mais diversas e,
consequentemente, com maiores chances de sobrevivéncia (SHIMIZU, 2007). Além
disso, historicamente existe um maior risco as populacbes de espécies nativas,
especialmente daquelas endémicas (PINHEIRO et al., 2017), devido as atividades

antropicas que vém causando fragmentagéo, declinio e isolamento populacional, com
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aumento da distancia geografica e diminuicdo do fluxo génico (YANG et al., 2015;
GUO et al., 2016; SHARMA et al., 2018). De fato, a fragmentacéo dificulta a eficiéncia
dos processos de polinizagao e dispersdo, mas o desenvolvimento e a manutengao
de populagbes vegetais também sao dificultados por outros fatores, como a alteragéo
das condigdes fisico-quimicas do solo (MACHADO et al., 2019) e a ocorréncia de
espécies competitivas e de rapido crescimento (HESS et al., 2019), em geral situagdes
decorrentes de atividades humanas.

Nesse aspecto, os estudos de genética de espécies nativas sdo importantes
para a compreensao do status de conservacdo em que a populagdo se encontra
(NYBOM, 2004), principalmente para estimativas a longo prazo. Estas abordagens
permitem definir a necessidade de realizacdo de intervengdes conservacionistas,
como a escolha das populagbes mais adequadas para resgate de material genético
(individuos, mudas ou sementes) ou apontar aquela de maior urgéncia para
conservacao in situ (LIU et al., 2019; LUNA-ORTIZ et al., 2022).

Com base nos resultados observados, pode-se caracterizar as trés
subpopulagdes de A. hatschbachii como em risco de conservagao, sendo sugerida a
coleta de sementes e produ¢ao de mudas para conservagao ex situ (SEBBENN et al.,
2007; ZAMITH; SCARANO, 2004), bem como a utilizagdo de mudas para a
reintroducdo em habitats propicios na regido de ocorréncia e até mesmo para a
recuperacédo de areas degradadas em ambientes rochosos (ARMSTRONG;
SEDDON, 2008; WEEKLEY et al., 2008). Ainda nesse aspecto, € essencial a criagéo
e consolidacédo de areas protegidas para preservagdo dos campos nativos onde
ocorre a espécie ameagada (BENCKE, 2009), associada a efetivagdo do controle de
espécies exoticas invasoras e a efetiva aplicacao de legislacao ambiental. Além disso,
pode ser benéfico fazer translocacdo de individuos entre populagdes para propiciar
aumento de diversidade, visto que foi verificado a ocorréncia de alelos exclusivos

dentro das subpopulacdes.

4.5 CONCLUSOES
e Nas trés subpopulagcées de A. hatschbachii foram encontrados ao todo 20
alelos distribuidos em 12 locos, sendo sete polimorficos.
e As subpopulagdes apresentaram baixos indices de diversidade genética, o que

provavelmente esta relacionado aos efeitos antrépicos, indicando a
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necessidade de medidas de conservacéo e conscientizagdo sobre a situagao
da espécie a curto prazo.

¢ Ha necessidade de novas pesquisas relacionadas ao sistema de cruzamento e
comportamento demografico, os quais poderao auxiliar no entendimento dos

mecanismos de distribuicdo da diversidade entre e dentro das subpopulagdes.
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5 PROPAGAGAO DA ESPECIE AMEAGADA Aloysia hatschbachii Moldenke:
MORFOLOGIA E GERMINAGAO DAS SEMENTES

Resumo
Estudos envolvendo processos germinativos sao fundamentais para um maior
sucesso na produgao de mudas, principalmente envolvendo espécies ameacadas,
como € o caso de Aloysia hatschbachii Moldenke. O presente estudo teve como
objetivo compreender o comportamento germinativo e a capacidade de
armazenamento das sementes dessa espécie, assim como caracterizar a morfologia
de suas sementes e plantulas. Além da mensuragao biométrica, foram analisados o
peso de mil sementes e seu teor de agua. Para verificar se as sementes possuiam
dorméncia fisica foram testados quatro tratamentos pré-germinativos (embebig¢ao por
10 horas; embebicado por 18 horas; choque térmico; e controle). Para identificar as
condi¢des adequadas de germinacgao das sementes foram analisados dois substratos
(areia e papel) e quatro temperaturas (15, 20, 25 e 30 °C), em esquema fatorial de
interagédo (2x4). Além destas abordagens, também foi investigada a viabilidade das
sementes submetidas a armazenamento de quatro periodos (30, 60, 120 e 180 dias).
As sementes de A. hatschbachii séo pequenas (1,59 mm), leves (0,42 mg) e possuem
formato elipsoide, além de apresentarem baixo teor de agua (<10%). Os resultados
sugerem que a espécie nao possui dorméncia fisica e germina tanto em areia quanto
no papel toalha, com melhor desempenho sob temperaturas de 20 e 25 °C. As
sementes apresentam baixo potencial germinativo (29-32%) e germinagao irregular
ao longo dos dias, sendo que a embebicdo em agua por 10 h favoreceu a velocidade
de germinacdo. A. hatschbachii reduz 13% a germinagédo apdés 60 dias de
armazenamento, o que pode estar relacionado as condi¢cbes fisiologicas e
caracteristicas intrinsecas da espécie. As informagdes obtidas no presente estudo
podem ser utilizadas como diretriz para novos testes com a espécie, possibilitando

uma producao de mudas mais eficiente.

Palavras-chave: Tratamentos pré-germinativos.  Substratos.  Temperatura.

Verbenaceae.
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5.1 INTRODUCAO

O sucesso na propagacao de uma espécie depende do conhecimento sobre os
fatores associados ao processo germinativo, assim como de suas interagdes, levando
em consideragéo as caracteristicas intrinsecas de cada taxon (DELGADO-SANCHEZ
et al., 2013; YAN; CHEN, 2020). Dessa maneira, conhecer as condi¢des adequadas
para a germinacao afeta diretamente a quantidade de material disponivel para
comeércio, implantacdo, reintroducdo ou enriquecimento de populacdes naturais
(DIONISIO et al., 2017; HOOSE et al., 2019; MIRESKI et al., 2019). Além disso, definir
as condi¢cbes adequadas de substrato e temperatura para germinacgao e quantificar a
viabilidade das sementes durante o armazenamento, entre outras abordagens,
facilitam o estabelecimento de protocolos eficientes de conservagdo, manejo e
propagacao (DE VITIS et al., 2014; KUNDU et al., 2020; LEPERLIER et al., 2020),
sobretudo para espécies raras, ameagadas de extingdo e que nao possuem instrugdes
para analise de sementes, ausentes em BRASIL (2009) e BRASIL (2013).

Entre os aspectos citados, a viabilidade das sementes para conservacio de
uma espécie ao longo do tempo depende das condigdes adequadas de
armazenamento, visto que € uma das etapas essenciais no contexto de espécies em
perigo de extingao (ESTEVES et al., 2022). Enquanto alguns taxons boténicos ja
foram intensamente estudados no &mbito da propagag¢do sexuada, ainda existem
familias relativamente pouco estudadas no que se refere ao comportamento
germinativo, como ocorre com Verbenaceae (ALVES et al., 2007; AMARAL et al.,
2013; PIMENTA et al., 2007), principalmente no que se refere as espécies do género
Aloysia Palau (ROSA; FERREIRA, 2001; GALINDEZ et al., 2016; SANTOS et al.,
2009).

Dentre os taxons que ainda carecem de pesquisas, enfoque prioritario deve ser
dado as espécies ameagadas, como Aloysia hatschbachii Moldenke (IUCN, 2021),
Verbenaceae que possui poucas informagdes ecoldgicas conhecidas e sem dados
cientificos envolvendo aspectos de cultivo. Esta espécie arbustiva esta classificada
como em perigo de extingdo (EN) e é restrita a uma pequena area territorial no sul do
Primeiro Planalto Paranaense (CNCFLORA, 2012). Ainda, de acordo com esta fonte,
a espécie esta sujeita a pressdo de perda de habitat para atividades agricolas e
silviculturais, assim como degradacgao por queimadas e invasao do ecossistema por

espécies exoticas.
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Dessa forma, o presente estudo teve como objetivos: 1) caracterizar a
morfologia de sementes e plantulas de A. hatschbachii; 2) analisar se as sementes de
A. hatschbachii possuem dorméncia; 3) determinar a combinagdo adequada de
substrato e temperatura para germinagdo das sementes; 4) verificar o potencial

germinativo da espécie em resposta ao tempo de armazenamento de suas sementes.

5.2 MATERIAL E METODOS
Coleta de dados

As sementes de A. hatschbachii foram coletadas em uma populagao natural
localizada em remanescente de Estepe Gramineo-lenhosa no municipio de Pién,
Parana, Brasil (26°6’33”S e 49°24’56”0). Segundo a classificagdo de Képpen, o clima
da regiao é Cfb, temperado com chuvas uniformemente distribuidas, verées amenos,
invernos severos e geadas frequentes (ALVARES et al., 2013). Os frutos sédo secos,
classificados como esquizocarpos (O’LEARY et al., 2016), e foram coletados maduros
de trinta plantas no habitat natural distantes em, no minimo, cinco metros entre si. Em
seguida, acondicionou-se os frutos em sacos plasticos para transporte. O
beneficiamento foi realizado pela remogao da cobertura pilosa dos frutos que envolve
as sementes. Foi realizada uma analise visual da qualidade das sementes, por meio
da qual foram descartadas aquela que apresentavam danos (avarias fisicas nas
partes externas do tegumento e/ou predacao por insetos).

Foram analisados inicialmente o peso de mil sementes e o teor de agua pelo
método de secagem em estufa a 105 +3 °C por 24 h (BRASIL, 2009). Além disso,
foram mensurados a massa, o0 comprimento e a largura de 100 sementes, com auxilio
de balanga analitica, paquimetro digital e lupa estereoscopica.

Um experimento preliminar foi conduzido para verificar se as sementes
possuem dorméncia fisica. Para tanto, foram testados quatro tratamentos distintos
com cinco repeticdes de 50 sementes cada, sendo: (a) embebi¢cdo em agua por 10 h;
(b) embebicdo em agua por 18 h; (c) choque térmico, com imersao das sementes em
agua na temperatura 100 °C por 2 minutos e em seguida imersdao em agua na
temperatura ambiente; e (d) controle. Devido a auséncia de estudos sobre superagéo
de dorméncia em Aloysia, os testes foram definidos utilizando como referéncia guias
cientificos (ABDO; FABRI, 2015; BRASIL, 2009). As sementes foram colocadas para
germinar em caixas de acrilico transparente (gerbox®), utilizando como substrato

papel toalha germitest®, com umidade de 2,5 vezes o peso do papel seco. As caixas
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com sementes foram mantidas em germinadores a 25 °C e fotoperiodo de 12 h. Foram
consideradas germinadas as sementes que apresentaram a protusao radicular. Para
possibilitar a observagao das etapas de desenvolvimento das plantulas, algumas das
sementes que tiveram protusdo radicular foram dispostas em uma bandeja de
polietileno com substrato 2:1 (areia e terra vegetal). As plantulas tiveram sua
morfologia classificada conforme Miquel (1987), sendo avaliadas a posicao, formato e
coloracéo dos cotilédones na germinacgéo.

Um segundo experimento foi conduzido buscando conhecer as condigbes de
temperatura e substrato adequadas para a germinagao das sementes. Para tanto, o
experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado, no qual foram
utilizadas cinco repeticoes de 50 sementes por tratamento, delimitados em esquema
fatorial (2x4), sendo: dois substratos (sobre papel toalha germitest® e sobre areia)
combinados com quatro temperaturas (15, 20, 25 e 30 °C). As caixas contendo as
sementes foram mantidas em germinadores com fotoperiodo de 12 h e consideradas
germinadas quando apresentaram a protusdo radicular, seguindo o testado por
Santos et al. (2009) e Galindez et al. (2016).

Por fim, um terceiro experimento foi conduzido para investigar se as sementes
mantém a viabilidade durante o armazenamento. Para isso, as sementes foram
acondicionadas em embalagens plasticas impermeaveis lacradas e guardadas em
camara friaa 5 = 2 °C. As amostras de sementes foram avaliadas em quatro periodos
de armazenamento (30, 60, 120 e 180 dias), além do tempo zero, e, a cada periodo
correspondente, cinco repeticoes de 50 sementes foram submetidas ao teste de
germinacéo utilizando substrato papel toalha germitest®, temperatura de 20 °C e

fotoperiodo de 12 h.

Analise estatistica

Com auxilio de uma lupa foi contabilizado em todos os testes o numero de
sementes germinadas, o que permitiu a obtengdo da porcentagem de germinagao e
do indice de velocidade de germinagéao (IVG), calculado pela formula: IVG = G1/N1 +
G2/N2 + ... Gn/Nn (MAGUIRE, 1962), onde G € a germinacdo e N é o numero de dias.
Os dados foram organizados em planilhas Excel, e o processamento estatistico foi
realizado com uso do software R v.4.1.3 (R Core Team 2022) e do ASSISTAT v.7.7
beta (UFCG/ PB). Os dados biométricos foram analisados por meio de estatistica

descritiva. Para os demais experimentos foram realizados o teste de normalidade de
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Shapiro-Wilk, seguido pela analise apropriada a cada situacdo. Os dados do
experimento de dorméncia (experimento 01) foram submetidos a analise de variancia
unifatorial (ANOVA), onde as médias foram comparadas por meio do teste de Tukey
a 5% de probabilidade. Ja para os dados dos experimentos com substrato e
temperatura (experimento 02) e armazenamento (experimento 03) aplicou-se a
analise de variancia na regressdo, adotando-se as equagdes cujo modelo foi
significativo (p>0,05) e que apresentaram coeficientes de determinagao (R2) de maior

ordem.

5.3 RESULTADOS

As sementes de A. hatschbachii sdo pequenas, com formato elipsoide, de
coloragcdo marrom e envoltas por uma cobertura pilosa que faz parte da estrutura do
fruto (FIGURA 22). Apresentaram em média 1,59 mm de comprimento, 0,73 mm de
largura e 0,42 mg de massa (TABELA 8). O comprimento da semente foi a variavel
com menor coeficiente de variagao (5,3%) e a massa das sementes apresentou o
maior coeficiente de variagao (35,9%). Todas as variaveis apresentaram coeficientes
de assimetria negativos, indicando uma distribuicdo assimétrica a esquerda, com
predominancia de dimensdes menores. O mesmo padrdo foi observado para a
curtose, indicando que as variaveis analisadas possuem distribuic&do platicurtica, com
uma curva de distribuicdo mais achatada que a normal. As sementes de A.
hatschbachii apresentaram baixo teor de agua (< 10%). Além disso, foi estimado que
um grama de sementes possui aproximadamente 1.861 unidades, ou seja, 1.000
sementes pesam cerca de 0,53 g.



87

FIGURA 22 - FRUTO DE Aloysia hatschbachii COM ESTRUTURA PILOSA, DIFERENTES
FACES DAS SEMENTES E PROTUSAO RADICULAR (A); ESTAGIOS DE GERMINACAO E
ESTABELECIMENTO DAS PLANTULAS (B); E DIFERENTES ESTAGIOS DO DESENVOLVIMENTO
FOLIAR DAS PLANTULAS (C

nopT

1 mm )
— \

I mm
—

Fonte: A autora (2023).

TABELA 8 - CARACTERISTICAS BIOMETRICAS DE SEMENTES DE Aloysia hatschbachii.

Caracteristicas
_ _ n Min  Max Média+DP CV (%) g1 g2
biométricas

Comprimento
100 145 1,75 1,59+0,08 5,25 -0,04 -1,18
(mm)
Largura (mm) 100 0,60 0,85 0,73+£0,07 10,31 -0,24 -1,14
Massa (mg) 100 0,15 0,65 042+0,15 3585 -0,30 -1,11
Fonte: A autora (2023).

n: tamanho da amostra, Min: minimo, Max: maximo, DP: desvio padréo, CV: coeficiente de variagao,

g1: assimetria, g2: curtose.

As plantulas de A. hatschbachii apresentaram germinagdo do tipo epigea
fanerocotiledonar, com cotilédones delgados e fotossintetizantes (FIGURA 22B). A
emissao da raiz primaria iniciou a partir do 4° dia e a visualizagao da estrutura da
plantula iniciou no 22° dia. Observou-se que as plantulas delongaram, em média, 10
dias para exibir o par de eofilos, e cerca de 12 dias para o segundo par (FIGURA 22).
As brotagdes foliares surgem em pares com filotaxia oposta, os eofilos possuem

nervagao peninérvea e margens serreadas. Além disso, tanto a face abaxial quanto a
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adaxial sao recobertas por tricomas, os quais permanecem durante todo o ciclo foliar.
O formato foliar, nervagcao e margens dos eofilos sdo semelhantes ao observado nos
metafilos (folhas adultas), sendo que a maior diferenga observada quanto a
consisténcia e quantidade de tricomas, visto que as folhas adultas sdo mais coriaceas

e apresentam menos tricomas nas faces abaxial e adaxial.

Dorméncia

Constatou-se que as sementes de A. hatschbachii aparentemente nao
possuem dorméncia fisica, ao considerar os tratamentos aplicados no presente
estudo. O potencial germinativo foi baixo de forma geral, com valores de porcentagem
de germinacgéo por volta dos 30% (TABELA 9). Os tratamentos pré-germinativos que
consistiam em embebi¢cdo das sementes ndo favoreceram a germinacado, sendo
estatisticamente semelhantes ao tratamento em que nenhuma técnica foi aplicada. No
entanto, observou-se que o choque térmico promoveu a inviabilizacdo das sementes.
A germinacgao iniciou no quarto dia para os tratamentos controle e embebi¢ao por 10
h, no entanto ocorreram de forma irregular em todos os tratamentos, com término da
germinagao no 40° dia.
TABELA 9 - GERMINACAO, INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO (IVG) E PRIMEIRA

CONTAGEM DE GERMINACAO EM DIAS (PG) DE SEMENTES DE Aloysia hatschbachii EM
DIFERENTES TRATAMENTOS PRE-GERMINATIVOS.

Tratamentos Germinacgao (%) IVG PG
Controle 29 a 6,2 ab 4a
Embebicdo 10 h 32 a 7,7a 4a
Embebicdo 18 h 29 a 57b 5a
Choque Térmico Ob Oc 0b

Médias com a mesma letra minuscula na coluna indica que os valores ndo diferem estatisticamente. +
Desvio padrao.
Fonte: A autora (2023).

Substrato e temperatura

Nao houve interacao significativa entre os fatores (substrato e temperatura)
testados. Os substratos utilizados n&o resultaram em efeitos distintos na germinagao
das sementes, mas foi observado que a temperatura afetou o processo germinativo

(TABELA 10). A temperatura de 20 °C proporcionou os valores mais elevados para a
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germinacgao e o IVG, enquanto aos 30 °C ocorreram os valores mais baixos (FIGURA
23).

TABELA 10 - GERMINACAO, INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO (IVG) E PRIMEIRA
CONTAGEM DE GERMINAGAO (PG) DE SEMENTES DE A. hatschbachii EM DIFERENTES
TEMPERATURAS E SUBSTRATOS.

Tratamentos Germinacgao (%) IVG PG
Substratos /
Areia Papel Areia Papel Areia Papel
Temperatura
15°C 24 Aab 28 Aa 5,2 54 8 8
20 °C 28 Aa 28 Aa 6,6 7,0 6 6
25°C 26 Aa 26 Aa 6,5 5,6 4 4
30 °C 20 Ab 22 Ab 4,2 4,5 5 6

Médias acompanhadas da mesma letra, maiuscula na linha e minuscula na coluna, indica que néo
diferem estatisticamente entre si.
FONTE: A autora (2023).

FIGURA 23 — VALORES MEDIOS DE GERMINACAO (%) E INDICE DE VELOCIDADE DE
GERMINAGAO (IVG) DE SEMENTES DE Aloysia hatschbachii EM FUNGAO DAS DIFERENTES

TEMPERATURAS.
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Fonte: A autora (2023).

Armazenamento

As sementes armazenadas por 30 dias apresentaram germinagéo semelhante
as sementes recém coletadas (TABELA 11). No entanto, durante a continuidade do
armazenamento, as sementes tiveram decréscimo no potencial germinativo. Ainda,
notou-se também decréscimos no IVG e aumento no numero de dias para iniciar a

germinagao (FIGURA 24). O armazenamento das sementes por 60 dias gerou uma
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reducdo de aproximadamente 49% na germinagcdo e 46% no IVG, passando a
reducdes de aproximadamente 50% e 52% aos 120 dias, e de 60% e 59% aos 180
dias, respectivamente. A primeira contagem de germinacéo néo apresentou alteragao
entre os periodos de armazenamento avaliados.

TABELA 11 - GERMINACAO, INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGCAO (IVG) E

PRIMEIRA CONTAGEM DE GERMINAGAO (PG) DE SEMENTES DE A. hatschbachii SUBMETIDAS
AO ARMAZENAMENTO EM CAMARA FRIA.

Armazenamento (dias) Germinacgao (%) IVG PG
0 28 a 7,0 6
30 26 a 5,6 6
60 13b 3,0 6
120 13 b 2,7 7
180 10 b 2,3 8

Meédias com a mesma letra minuscula indica que nao diferem estatisticamente entre si na coluna.

FIGURA 24 - GERMINAGAO (%) E INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO (IVG) DE
SEMENTES DE Aloysia hatschbachii EM FUNCAO DOS DIAS DE ARMAZENAMENTO EM CAMARA

FRIA.
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Fonte: A autora (2023).

5.4 DISCUSSAO

Realizar a medi¢cao de sementes pequenas como as de A. hatschbachii € uma
atividade desafiadora, pois elas podem ser facilmente perdidas ou danificadas durante
0s processos de coleta, armazenamento e analise. Outra dificuldade é a precisédo na
contagem de sementes pequenas, 0 que pode levar a subestimagdo de sua
quantidade (SANTOS et al., 2009). Em estudos com Aloysia gratissima (Gillies &

Hook.) Tronc. foram observados valores de massa relativamente préximos aos
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registrados no presente estudo, porém com média de 0,3 mg, em teor de agua
semelhante (ROSA; FERREIRA, 2001; SANTOS et al.,, 2009). Ja para Aloysia
citrodora Palau. foi observado valor de massa muito semelhante (0,4 mg) (GALINDEZ
et al., 2016). Esses estudos indicam que, como esperado, as sementes do género
possuem padrao similar, pequenas e leves, sendo a massa a caracteristica com maior
variacdo, conforme constatado no presente estudo. Como as sementes de A.
gratissima sao mais leves que as de A. hatschbachii, a espécie possui mais sementes
por grama (3.448) (SANTOS et al., 2009). No entanto, o valor foi 85% superior ao
observado no presente estudo, corroborando mais uma vez com constatagcao de maior
variagao de massa das sementes de A. hatschbachii. Este resultado pode auxiliar na
instalagdo de experimentos, pois permite calcular a densidade de semeadura,
principalmente se tratando de sementes pequenas e com dificuldade de se efetuar a
contagem manual (SANTOS et al., 2009).

O longo periodo de germinagao indica que A. hatschbachii necessita de um
tempo maior para se estabelecer no campo. Este fato indica implicacdes diretas sobre
0 sucesso de propagagao da espécie, uma vez que sao necessarias condi¢des
minimas de umidade e disponibilidade de luz para que a plantula se estabeleca e
desenvolva (BASKIN; BASKIN, 2014; DANTAS et al., 2020). Além disso, uma das
principais razdes que dificultam a germinacao é que muitas espécies possuem outros
mecanismos de dorméncia, que impedem a germinagdo até que as condi¢des
ambientais sejam adequadas (ISMAILI et al., 2023; WOLKIS et al., 2022). Ainda, as
sementes podem ter requisitos especificos de tratamento prévio antes da germinacao
(BASKIN; BASKIN, 2014), aspecto que demanda mais pesquisas e aprimoramento
para o género Aloysia.

Em relagdo a dorméncia fisica, a baixa germinacao pode estar relacionada a
reduzida viabilidade das sementes, ou pode haver algum mecanismo interno que
dificulte sua germinagdo e que possivelmente ndo tenha sido superado pelos
tratamentos pré-germinativos aplicados no presente estudo. Porém, entre os
tratamentos pré-germinativos testados, verificou-se que o choque-térmico utilizando
agua a 100 °C por 2 minutos ndo é recomendado para a espécie, pois resultou na
morte das sementes. Uma alternativa seria realizar novos testes de choque térmico
utilizando imersdo em agua quente por intervalos de tempo mais curtos. A embebi¢ao
por 10 h aumentou a velocidade de germinagdo, mas quando submetidas a

embebicdo por 18 h ndo houve efeito positivo, possivelmente devido ao tempo
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excessivo de imersao, que pode provocar a falta de oxigénio as sementes muito
pequenas (HAN et al., 2021). Outros estudos com espécies de Aloysia registraram
porcentagens de germinagao variando entre 44 e 95%, sem nenhum tratamento para
superacao da dorméncia (ROSA; FERREIRA, 2001; SANTOS et al., 2009), o que
demonstra uma ampla variagdo no género. Além disso, ha a possibilidade de as
sementes apresentarem dorméncia fisiolégica, que ja foi observada em outras
espécies da mesma familia (BARRETO et al., 2016; WIJAYABANDARA et al., 2013),
sendo recomendada a realizagdo de novos testes envolvendo parametros fisiolodgicos.

De fato, sabe-se que as sementes de algumas espécies raras podem ser
dificeis de germinar devido a uma série de fatores, como mudancgas climaticas e
alteracdes no uso do solo, que podem afetar a producao e a qualidade das sementes
(DANTAS et al., 2020). A depressao endogamica também pode afetar a germinagao
(EMETERIO-LARA et al., 2018). Outros fatores que podem afetar a qualidade
fisiolégica das sementes sdo a sua coleta tardia ou a ocorréncia de condicbes
adversas (ISMAILI et al., 2023; SHEIKHOLESLAMI, 2020). Fatores como estes atuam
de maneira isolada ou combinada, o que pode resultar na baixa porcentagem de
germinagao e, consequentemente, na necessidade de estudos mais aprofundados
que visem otimizar o processo germinativo.

As condic¢des ideais para a germinacao de sementes variam entre as espeécies,
sendo necessario testar varias técnicas e combinagdes de temperatura, substrato e
luminosidade (WOLKIS et al., 2022; ISMAILI et al, 2023). Contudo, em alguns casos
ndo sdo notados efeitos direto dos tratamentos testados (LIMA et al., 2006), como
observado para os substratos utilizados no presente estudo. Dessa maneira, ressalta-
se que é desejavel testar outras composi¢des de substratos, com a finalidade de
verificar se existe um efeito significativo. Para A. hatschbachii foi observado que
temperaturas mais elevadas (30 °C) reduzem a germinagao, sendo semelhante ao
registrado para outras espécies de Aloysia (SANTOS et al., 2009; ROSA; FERREIRA,
2001). Esse comportamento pode ser uma estratégia biolégica que visa aumentar a
probabilidade de sobrevivéncia em situagbes e sitios favoraveis a germinagao
(BASKIN; BASKIN, 2014), visto que a espécie possui ocorréncia em planalto na regido
Sul do Brasil, caracterizada por clima com temperaturas mais amenas (ALVARES et
al., 2013). Além disso, pode estar relacionado a perda de viabilidade da semente em
altas temperaturas, devido ao aumento de taxas respiratérias e das atividades
fisiologicas (KERBAUY, 2008).
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Apos o primeiro més de armazenamento em camara fria as sementes
apresentaram germinacao semelhante as recém coletadas, no entanto perderam
viabilidade apo6s 60 dias. As sementes armazenadas podem n&o germinar devido a
diversos fatores, como a qualidade da semente, o tipo e o0 tempo de armazenamento
(EMERY; OFFORD, 2019). Mesmo quando armazenadas em camara fria, ou seja,
com temperaturas baixas e redugao da atividade metabdlica, as sementes de certas
espécies raras possuem indicios de rapida perda de viabilidade (BASKIN; BASKIN,
2014). Para superar essas dificuldades € importante desenvolver métodos de
armazenamento e transporte que possam preservar a qualidade das sementes
(BARBEDO et al., 2002; MEDEIRQOS, 2001). Ademais, € recomendado que as coletas
sejam realizadas por profissionais treinados e que as sementes sejam armazenadas
em condi¢des adequadas para garantir a viabilidade.

Com base nas informacdes obtidas, € importante ressaltar a importancia da
realizacao de novos estudos que possibilitem avaliar a influéncia de fatores ambientais
naturais na germinagdo das sementes. Também s&o necessarias pesquisas
envolvendo os diferentes tipos de dorméncia, que poderao ajudar na caracterizagao
do processo germinativo da espécie. Além disso, como o crescimento foliar ocorre de
maneira lenta, sdo necessarias avaliagdes de desenvolvimento da espécie em

condicdes de viveiro, principalmente para auxiliar na producdo de mudas.

5.5 CONCLUSOES

e As sementes de A. hatschbachii sdo pequenas e elipsoides, sendo que a
massa foi a variavel com maior coeficiente de variagdo. As plantulas
apresentaram germinagao do tipo epigea fanerocotiledonar, com formagéao da
plantula iniciando no 22° dia. As brotag¢des foliares surgem em pares com
filotaxia oposta, as folhas possuem nervagao peninérvea, margens serreadas
e limbo recoberto por tricomas.

e Os resultados sugerem que as sementes de A. hastchbachii ndo possuem
dorméncia fisica, uma vez que a germinagao iniciou em poucos dias apos a
semeadura e ndo houve efeito dos tratamentos de embebigdo em relagcao ao
controle nos percentuais de germinagdo. As sementes apresentaram baixo
potencial germinativo (20 a 32%).

¢ Nao houve interagao significativa entre substrato e temperatura. No entanto, foi
observado que a temperatura afetou o processo germinativo, sendo que o
tratamento de 20 °C proporcionou os valores mais elevados para a germinagao
e o IVG.

e As sementes perderam consideravelmente sua viabilidade de germinagao apés
60 dias de armazenamento, aspecto que pode estar relacionado as condi¢des
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fisiolégicas das sementes e caracteristicas intrinsecas da espécie. As
informacdes obtidas no presente estudo podem ser utilizadas como diretrizes
para novos testes com a espécie, almejando identificar suas condigdes ideais
de germinacgao.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados desta tese trazem contribuicoes relevantes para subsidiar acdes
de conservacdo de Aloysia hatschbachii. No levantamento bibliografico sobre o
género notou-se que séo realizados mais estudos sobre composigdo quimica e nao
ha muito conhecimento sobre informagdes ecoldgicas, o que reforgca a necessidade
por pesquisas de autoecologia das espécies de Aloysia. Além disso, foi verificado que
poucas espécies do género tém seus compostos quimicos estudados, havendo muitas
ainda a estudar. Assim, uma das possibilidades de pesquisa seria o aprofundamento
em estudos sobre potencial quimico e o uso sustentavel desses compostos, que
podem ser estratégicos do ponto de vista da conservagao ex situ, pois estimulariam a
producdo de mudas e a implantag¢ao de plantios experimentais e comerciais.

Em relag&o a biologia reprodutiva e ao monitoramento fenolégico, as fenofases
reprodutivas foram observadas por um longo periodo, variando em relagdo a
quantidade e nao sendo possivel delimitar o més mais apropriado para coleta de
sementes. Assim, sugere-se a realizacdo de estudos complementares, como o
monitoramento fenoldgico por um periodo maior que 24 meses e a instalagéo de
sensores climaticos no local de estudo, que poderao agregar mais precisao na analise
de correlagbes com os dados meteoroldgicos. Além disso é recomendavel o
monitoramento das fenofases reprodutivas com periodicidade menor, para que seja
possivel acompanhar de forma mais detalhada as fases de maturagcao dos frutos.
Outra abordagem sugerida é a analise do sistema reprodutivo, realizada em conjunto
com testes florais para avaliar mecanismos que favorecem o cruzamento e/ou a
autofecundacéo , e estudos das propriedades fisicas e quimicas do solo, que poderao
servir de base para um melhor entendimento sobre o auto endemismo nas
subpopulacgdes.

A baixa diversidade genética das subpopulacbes de Aloysia hatschbachii
demostra que a espécie, classificada como em perigo (EN) de extingdo, necessita de
agdes conservacionistas emergenciais de curto a médio prazo, que sejam realizadas
em conjunto entre esferas municipal, estadual e 6rgaos especializados, visando
minimizar as ameagas. Por ser uma espécie rara e com elevado endemismo, é
importante avaliar mais caracteristicas intrinsecas do taxon e do ambiente,
principalmente em um cenario de crescente expansao antrépica e agricola em areas
de campo natural. Desse modo, como recomendagdes para trabalhos futuros sugere-

se também a avaliagdo da estrutura demografica populacional, considerando as



100

distintas classes de idade, além de medidas praticas, como a translocagao de
individuos entre populagdes para aumentar a variabilidade genética.

A baixa germinacéo das sementes de Aloysia hatschbachii também ressalta a
fragil situacdo de conservagdo em que a espécie se encontra. Neste sentido, sdo
necessarios novos experimentos de propagacao que aprofundem as investigagdes no
ambito da baixa viabilidade ou de outros métodos de superacdo de dorméncia, para
verificar qual € o tipo e quais sdo os obstaculos que interferem. Paralelamente também
podem ser estratégicos experimentos de propagag¢ao assexuada, testando processos
de estaquia e utilizacdo de hormdnios para enraizamento, com aplicagao voltada
principalmente para os viveiristas.

Além disso, sao sugeridos projetos ou agdes de extensao e de conscientizagao
ambiental, visando: i) difundir o conhecimento sobre a espécie e sua fragil situagao de
conservacgao; ii) promover boas praticas de uso e manejo das areas do entorno (junto
das comunidades locais e outros setores); iii) criacdo de instrumentos legais para
protecdo e recuperacdo da espécie alvo e de seu ambiente natural. Como as
populacdes se encontram em propriedades privadas, é essencial a implementacao de
mecanismos de incentivo a sua conservagao, que resultem em ganhos diretos ou
indiretos aos proprietarios. Uma alternativa a ser avaliada € a criacao de um parque
municipal de conservagao, assim como o estimulo a criagdo de Reservas Particulares
do Patrimdnio Natural para resguardar as subpopulagdes remanescentes.

Por fim, pela provavel dificuldade em se garantir a criagdo de unidades de
conservagao em curto prazo, € essencial que seja implementada uma estratégia de

conservagao ex situ.
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