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Resumo

O Brasil abriga cerca de 50% das espécies de bromélias, sendo o leste brasileiro o centro
de diversidade para a subfamilia Bromelioideae. Aechmea caudata e A. winkleri sdo espécies
endémicas da Mata Atlantica, ameacadas de extincdo, fazendo parte de um grupo de dificil
delimitacdo taxondmica do subgénero Ortgiesia. Elas sdo preferencialmente saxicolas,
apresentam flores de pétalas amarelas, com alta taxa de reprodugdo clonal. Com o objetivo de
entender o relacionamento entre A. caudata e A. winkleri, foram realizadas anéalises
filogeograficas, baseadas em microssatélites plastidiais, e andlises morfoldgicas (Capitulo 2).
Oitenta e seis individuos de A. caudata e 59 de A. winkleri foram amostrados ao longo de toda
a distribuicdo geografica das espécies, totalizando 13 populacdes. Os resultados obtidos
revelaram o compartilhamento de 12 dos 41 haplétipos detectados e a formacgdo de dois clados
distintos, um para cada espécie, a partir das andlises morfolégicas. Apesar dos resultados
obtidos suportarem parcialmente a classificacdo de A. caudata e A. winkleri como duas
espécies distintas, a complexa rede filogeogrifica encontrada indica que mais estudos se
fazem necessarios para o completo entendimento do relacionamento desses taxa. Com a
andlise dos padrdes biogeogrificos, duas regides para A. caudata e uma para A. winkleri foram
sugeridas como possiveis refiigios durante as oscilacdes climdticas do Quaterndrio. Uma
biblioteca de microssatélites nucleares foi construida para a espécie A. winkleri, sendo nove
pares de “primers” desenhados (Capitulo 3). Estes marcadores foram testados em 20
individuos de quatro populacdes, porém sem obten¢do de um padrio claro e polimérfico de
amplificagdo para nenhum loco. No Capitulo 4, foram descritos os padrdes de diversidade
genética e estruturagdo populacional para A. winkleri, utilizando trés locos heterdlogos de
microssatélites nucleares. Foram amostradas quatro populacdes, totalizando 142 individuos.
Os resultados indicaram indices de diversidade genética semelhantes aos encontrados para
outras espécies de bromélias (Ho = 0,556 e Hg = 0,630). A riqueza alélica média foi de 3,6
alelos por loco. As populagdes de A. winkleri apresentaram uma estruturagdo moderada (Fst =
0,082), com um nimero de migrantes variando entre 1,654 e 4,933 individuos por geracdo. As

populacdes apresentaram desvios significativos do Equilibrio de Hardy-Weinberg, com um
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coeficiente de endocruzamento (Fis) médio de 0,152. A conectividade entre as populacdes, o
sistema de cruzamento alégamo e a dispersdo das sementes por pdssaros podem ser os
responsaveis pelos altos indices de diversidade encontrados e pela homogeneizacdao das

populacdes de A. winkleri.
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Abstract

Brazil is home to about 50% of bromeliads species and the eastern Brazilian region is
the diversity center for the Bromelioideae subfamily. Aechmea caudata and A. winkleri are
endemic and endangered species of the Atlantic Rainforest. These species are part of a group
with taxonomic delimitation problems of the subgenus Ortgiesia. They are preferably
saxicolous having flowers with yellow petals and high clonal reproduction. In order to
understand the relationship between A. caudata and A. winkleri, phylogeographic analysis
based on plastid microsatellite and morphological analyses were performed (Chapter 2).
Eighty-six individuals of A. caudata and 59 of A. winkleri were sampled throughout the
geographical distribution range of the species, totaling 13 populations. The results revealed
that 12 out of the 41 haplotypes detected were shared between the two species and the
morphological analysis indicated the formation of two distinct clades, one for each species.
Although the results partially supported the classification of A. caudata and A. winkleri as two
distinct species, the complex phylogeographic network found indicates that further studies are
necessary for complete understanding of the relationship of these taxa. With the analysis of
biogeographical patterns, two regions for A. caudata and one for A. winkleri were suggested as
possible refuges during the Quaternary climate change. A library of nuclear microsatellites
was constructed for A. winkleri and nine pairs of primers designed (Chapter 3). These
markers were tested in 20 individuals from four populations, but without obtain a clear and
polymorphic amplification pattern. In Chapter 4, the patterns of genetic diversity and
population structure for A. winkleri were described using three heterelogous nuclear
microsatellite loci. We sampled four populations, totaling 142 individuals. The results
indicated levels of genetic diversity close to others bromeliads species (Ho = 0.556 and Hg =
0.630). The averaged allelic richness was 3.6 alleles per locus. The populations of A. winkleri
showed a moderate structure (Fst = 0.082), with a number of migrants ranging from 1.654 to
4.933 individuals per generation. The populations showed significant deviations from Hardy-
Weinberg Equilibrium, with an averaged inbreeding coefficient (Fis) of 0.152. The

connectivity among populations, the allogamous mating system and seed dispersal by birds

10
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may be responsible for the high levels of diversity found and the homogenization of A.

winkleri populations.

11
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Capitulo 1

Introducao Geral
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1. Introducio Geral

1.1 A familia Bromeliaceae

A familia Bromeliaceae compreende aproximadamente 3.086 espécies distribuidas em 58
géneros e trés subfamilias: Pitcarnioideae, Bromelioideae e Tillandsioideae (Smith e Downs, 1974,
1977 e 1979; Luther, 2006). As bromélias possuem folhas dispostas em roseta, que possibilitam o
actimulo de dgua, ou folhas carnosas que funcionam como 6rgaos de reserva. Os tricomas foliares
possibilitam a absorcdo de dgua e o desenvolvimento de vdrias estratégias para lidar com o
estresse hidrico permitindo uma extraordiondria versatilidade ecolégica (Benzing, 2000). Apesar
das bromélias serem conhecidas como plantas parasitas, suas raizes possuem func¢do exclusiva de
suporte e fixagdo (Benzing, 2000). Assim, podem ser encontradas em praticamente todos os
ecossistemas neotropicais, desde o nivel do mar, em praias, mangues e restingas, até altitudes
de 5.000 m, nos Andes. Podem ser terrestres, epifiticas ou rupiculas (Medina, 1990; Leme e
Marigo, 1993).

Bromeliaceae ¢ a maior familia de plantas tipicas do Novo Mundo, com distribuicao
geografica restrita as Américas (limite norte de ocorréncia nos estados da Virginia, Texas e
Califérnia, nos Estados Unidos, e limite sul no norte da Patagdnia, na Argentina). A dnica
excecdo € Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbr. que estd localizada no Oeste da
Africa, na regido da Guiné (Porembski e Barthlott, 1999) e cuja localizacio parece ser
decorrente de um evento recente de dispersdo a longa distancia (Givnish et al., 2004).
Informacdes oriundas de macro e microfdsseis indicam a existéncia de representantes de
Bromeliaceae a partir do Terciario médio (Benzing, 2000). O surgimento da familia pode ser
um fendmeno relativamente recente (Smith, 1934), devendo ter ocorrido no préprio Novo
Mundo, como sugere sua distribui¢do continental restrita (Leme e Marigo, 1993). As
bromélias provavelmente surgiram no norte da América do Sul, um ambiente que ¢é
geologicamente antigo, e que abriga espécies consideradas basais nas hipéteses filogenéticas
existentes para o grupo (Benzing, 2000; Givinish et al., 2004; Barfuss et al., 2005). Sao
considerados trés centros de diversidade para a familia: do norte dos Andes até o México e as

Antilhas, o Planalto das Guianas e o leste do Brasil (Smith e Downs, 1974). O leste brasileiro,
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representado pela Mata Atlantica, merece destaque por apresentar um grande nimero de
espécies endémicas (Leme e Marigo, 1993). Cerca de 50% das espécies de bromélias sdo
nativas do Brasil.

H4 muito tempo espécies da familia Bromeliaceae vém sendo utilizadas pelos povos
nativos das Américas, estando fortemente presentes em suas culturas. Atualmente, mais de 90
espécies sdao utilizadas no mundo todo, para diversos fins: fibras, forragem, alimentagdo
humana, rituais misticos, combustiveis, ornamentacdo, medicinais, cosméticos, entre outros
(Bennet et al., 2001). Apesar das caracteristicas ornamentais desta familia, o interesse pelo
cultivo de bromélias para comercializacdo € considerado recente, do inicio dos anos 1990
(Bered et al., 2008). A crescente demanda de mercado tem sido responsavel pelo aumento da
producdo e comercializacao de bromélias. No entanto, o extrativismo ilegal € responsavel por
reduzir drasticamente as espécies, principalmente aquelas de ciclos de vida longos. As plantas
sdo coletadas tanto para abastecer o mercado interno como para serem exportadas e vendidas a
colecionadores e produtores europeus e norte-americanos (Andrade e Dematté, 1999; Coffani-
Nunes, 2002). Outro fator relevante que pde em risco espécies de bromélias € a destruicao de
seu habitat. A maioria das espécies ornamentais € encontrada na Mata Atlantica, um dos trés

ecossistemas mais ameagados de extingdo do mundo (Myers et al., 2000).

1.2 Aechmea caudata e Aechmea winkleri

O género Aechmea Ruiz & Pav. ocorre desde o México e Antilhas até o Uruguai e Norte
da Argentina (Reitz, 1983; Benzing, 2000). Cerca de 70% das espécies do género estdo
distribuidas no Brasil (Smith e Downs, 1979) e a Mata Atlantica € o centro de diversidade para
Aechmea assim como para a maioria dos géneros da subfamilia Bromelioideae (Smith, 1934).
Espécies do género Aechmea, assim como seus hibridos, estdo entre as bromélias mais
cultivadas para a comercializacdo como plantas ornamentais (Cathcart, 1995).

Aechmea caudata Lindm. (Figura 1) apresenta folhas de 40 a 105 cm de comprimento,
geralmente arroxeadas com margem serrilhada. Inflorescéncia composta na base ou até cerca
da metade, simples para o dpice. Flores sésseis de 20 a 28 mm de comprimento; sépalas
vermelho-alaranjadas, levemente assimétricas; pétalas amarelas. Ovdrio subtrigono com

Ovulos dispostos na parte mediana do ovario (Smith e Downs, 1979; Wanderley e Martins,

14
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2007). Segundo Ceita et al. (2008), A. caudata é dipléide com 2n = 50 cromossomos. Esta
espécie apresenta uma grande variacdo na coloracdo das flores (sépala) ao longo de sua
distribuicao geografica. Alguns exemplos dessa variacdo podem ser observados na Figura 2. A
distribuicao geogréfica da espécie extende-se do Rio Grande do Sul ao Espirito Santo de
acordo com Smith e Downs (1979). Aechmea caudata estd na lista de espécies ameacadas de
extin¢do no Rio Grande do Sul (SEMA: www.sema.rs.gov.br). Existe um unico registro de
ocorréncia da espécie no estado, no municipio de Rio Pardo (Smith e Downs, 1979),
entretanto, nas expedicdes cientificas realizadas no estado, nosso grupo de pesquisa nao

encontrou nenhuma populagdo ou exemplar dessa espécie.

Foto: Camila Zanella

Figura 1: Aechmea caudata Lindm.

Aechmea winkleri Reitz (Figura 3) apresenta folhas de 30 a 36 cm de comprimento,
verdes, com margem serrilhada com espinhos de 0,5 mm de comprimento. Inflorescéncia
bipinada na metade basal, simples para o 4pice. Flores sésseis de 16 mm de comprimento;
sépalas vermelhas, fortemente assimétricas; pétalas amarelas. Ovério subcilindrico vermelho
com 5 mm de comprimento (Smith e Downs, 1979). Esta espécie apresenta uma grande
variacdo na forma da inflorescéncia, variando de simples a composta, mais larga ou mais

comprida, ocorrendo, todas essas formas, na mesma populacdo (Figura 4). Aechmea winkleri
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estd na lista de espécies ameacadas do Brasil (IBAMA: www.ibama.gov.br). Atualmente sdao
conhecidas sete populacdes dessa espécie, ocorrendo na regido central do Rio Grande do Sul.
O “status” de espécie de A. winkleri pode ser considerado controverso, principalmente pela

sua recente descricdo (Reitz, 1975) e restrita localizacdo geogriéfica.
> A O 3 SN Ve T S,

: '; > “
) =
° Foto Miriam Biittow, e "' N -

Figura 2. Exemplo na variacdo na coloragdo encontrada nas flores de Aechmea caudata. Nas

fotos acima as plantas ja4 estdo em inicio de frutificacdo. A) Aechmea caudata em

Florian6polis - SC; B) Aechmea caudata em Guaratuba - PR; C) Aechmea caudata em Itapoa -
SC.

Aechmea caudata e A. winkleri sao espécies do subgénero Ortgiesia no qual pode ser
encontrado um complexo de espécies de dificil delimitacdo taxondmica. Além de A. caudata e
A. winkleri, fazem parte do grupo A. coelestis (K. Kock) E Morren, A. gracilis Lindm. e A.
organensis Wawra. Estas espécies sdo separadas por caracteristicas como cor de sépala, pétala

e ovdrio, além do tamanho de ovdrio e época de florescimento (Smith e Downs, 1979;
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Wanderley e Martins, 2007). Como ocorre muita variacdo nessas caracteristicas, as vezes a
identificacdo das espécies se torna complexa. Além disso, as informagOes das fichas das
exsicatas nos herbdrios geralmente ndo trazem informagdes a respeito da coloragdo das pecas

florais, gerando confus@o.

Foto: José Voos

Figura 3. Aechmea winkleri Reitz.

Aechmea caudata e A. winkleri sdo plantas com alto apelo ornamental, entretanto pouco
se conhece sobre aspectos bdsicos, como sistema de reprodugdo, estrutura genética, padrdes
filogeograficos, fluxo génico entre as populagdes, fenologia e até mesmo dados sobre a
distribuicao geogréifica das espécies. Estes aspectos para estas duas espécies comegaram a ser
abordados pelo nosso grupo de pesquisa, com a presente dissertacdo e com uma tese de

doutorado iniciada em 2008.

1.3 Objetivos
A presente dissertacdo estd inserida em um projeto amplo que visa contribuir para os estudos
genéticos e bioldgicos de plantas neotropicais, com énfase na familia Bromeliaceae. Esta

dissertagd@o teve como objetivos avaliar os padroes filogeograficos das espécies A. caudata e A.
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winkleri para auxiliar na compreensao do relacionamento dessas duas espécies, corroborando
ou ndo o “status” de espécie de A. winkleri; estimar a diversidade e estrutura genética de
populacdes de A. winkleri ao longo de sua distribuicdo geografica; e caracterizar a variagao
morfolégica encontrada em A. winkleri. O conhecimento desses itens serd de grande
importancia para o desenvolvimento de estratégias de conservacdo e manejo das populacdes

de A. caudata e A. winkleri e de espécies relacionadas.

ds ..
; 2}

4 »
."

° Foto: Mércia Goetze e L ‘ .. & Fato: Mircia Goetze

Figura 4. Variacao morfoldgica observada em Aechmea winkleri. A) Inflorescéncia simples.
B) Inflorescéncia na forma oval. C) Inflorescéncia composta na base. D) Inflorescéncia

composta da base até o meio.
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Capitulo 2

Filogeografia comparada de Aechmea caudata e A. winkleri (Bromeliaceae):
delimitacio taxonomica e historia evolutiva
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2.1 Introducao

Filogeografia é a drea de estudo que trata dos principios e processos que governam a
distribuicao geogréfica de linhagens genealdgicas, especialmente aquelas em nivel intra-
especifico. A andlise e interpretacdo da distribuicio de linhagens, usualmente, requerem
informacdes da genética molecular, genética de populagdes, filogenias, demografia, etologia e
geografia histdrica, sendo a filogeografia uma disciplina integrativa (Avise, 1998). Estudos
filogeograficos t€m sido utilizados para investigar os efeitos de mudangas climaticas do
passado na estrutura genética de espécies animais e vegetais. Estes estudos permitem inferir
sobre a evolucdo de espécies dentro de biomas, o que pode ser utilizado como subsidio para
estratégias de conservagdo de espécies (Bermingham e Moritz, 1998; Ramos et al., 2007).

Andlises de filogeografia comparada permitem estudos detalhados da evolucio da
paisagem, incluindo a distribuicdo dos tdxons através de uma regido, os processos de
especiacdo, radiacdo adaptativa e extincio (Bermingham e Moritz, 1998). Muitos trabalhos de
filogeografia interespecifica abordam questdes de delimitacido taxondmica entre complexos de
espécies animais (Morse e Farrel, 2005; Palma et al., 2005; Zhang et al., 2005; Grazziotin et
al., 2006; Pellegrino et al., 2008; Zink et al., 2009) e vegetais (Byrne et al., 2002; Marcussen,
2003; Shaw e Small, 2005; Albach et al., 2006; Lorenz-Lemke et al., 2006; Araki et al.,
2008).

A delimitagdo de espécies, processo pelo qual os limites entre um grupo de espécies sao
determinados e novas sdo descobertas, ¢ um dos principais topicos na sistemdtica moderna
(Wiens, 2007), sendo novos métodos para a delimitagdo sugeridos (por exemplo, Knowles e
Carstens, 2007). A unidade do conceito de espécie € um fator importante para a delimitagcao e
evidéncias sugerem que a maioria dos pesquisadores concorda que elas podem ser
consideradas linhagens (Wiens, 2007). Espécies sdo usadas como unidades fundamentais em
diversos estudos, em andlises biogeograficas, ecoldgicas, de macroevolugdo e na biologia da
conservacao, sendo necessario um melhor entendimento, mais objetivo e rigoroso, do que sio

espécies na natureza (Sites Jr e Marshall, 2003).
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Aechmea caudata € uma espécie endémica da Mata Atlantica “sensu strictu”, epifita,
saxicola ou terrestre, ocorrendo do Rio Grande do Sul ao Espirito Santo (Smith e Downs,
1979). Aechmea winkleri € preferencialmente saxicola, apresenta uma distribuicao geografica
extremamente restrita, podendo ser considerada endémica da regiao central do estado do Rio
Grande do Sul. Ambas as espécies pertencem ao subgénero Ortgiesia, que apresenta um
complexo de espécies taxonomicamente problemdtico, cujos limites conceituais ndo sdo bem
delineados (Smith e Downs 1979; Faria et al., 2004; Horres et al., 2007). Elas compartilham
muitas caracteristicas morfolégicas, como por exemplo, cor de pétalas e sépalas (Smith e
Downs, 1979), sobreposicdo do periodo de floragdo e também o compartilhamento de
polinizadores (Biittow, em preparacdo), além de apresentarem uma grande variacao
morfolégica na coloragado das flores (A. caudata) e no tamanho da inflorescéncia (A. winkleri).
Ainda, o “status” de espécie de A. winkleri pode ser considerado controverso, principalmente
pela sua recente descricao (Reitz, 1975) e restrita localizacdo geografica. O género Aechmea
Ruiz & Pav. agrupa cerca de 220 espécies, sendo o género mais amplo e diverso da subfamilia
Bromelioideae (Faria et al., 2004). Apesar da monofilia da subfamilia Bromelioideae ser bem
suportada por dados morfolégicos e moleculares (por exemplo, Givnish et al., 2004; 2007), as
relacdes inter e intragenéricas da subfamilia sdo muito pouco compreendidas. A delimitacao
genérica dentro da subfamilia é considerada problemadtica porque os caracteres morfoldgicos
muitas vezes revelam-se homoplésticos e, portanto, deixam de delimitar grupos naturais, além
de vérios géneros serem definidos por combinagdes unicas de caracteres ao invés de
sinapomorfias tradicionais (Schulte et al., 2009). O género Aechmea estd dividido em oito
subgéneros e problemas taxondmicos sao evidentes (Faria et al., 2004; Horres et al., 2007). As
caracteristicas que separam os subgéneros ndo sdo muito consistentes, tornando, muitas vezes,
o limite entre estes subgéneros imprecisos, observando-se espécies mal classificadas no
respectivo subgénero ou mesmo no proprio género Aechmea (Smith e Downs, 1979;
Wanderley e Martins, 2007). Desde a tltima monografia para a subfamilia (Smith e Downs,
1979), o nimero de espécies descritas aumentou mais de um terco (Luther, 2006), sendo,
portanto, uma revisao taxondmica necessdria para este grupo (Martinelli et al., 2008).

Numerosos estudos moleculares ja foram realizados com intuito de resolver os

problemas de delimitagdo genérica da subfamilia Bromelioideae (Schulte ez al., 2005; Horres
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et al., 2007; Schulte et al., 2008; 2009). Nestes trabalhos muitos géneros basais foram
identificados, mas a relacdo entre eles ndo ficou resolvida. A monofilia do género Aechmea
ndo é suportada em um estudo de filogenia baseado em caracteres morfoldgicos, assim como o
relacionamento entre as espécies nao € resolvido (Faria et al., 2004), o mesmo ocorrendo nos
estudos de filogenia baseados em marcadores plastidiais (Schulte et al., 2005; Horres et al.,
2007; Schulte et al., 2008). No trabalho realizado por Schulte et al. (2009), baseado em dados
de marcadores plastidiais e nucleares, os autores observaram uma melhora significativa na
resolucdo e no suporte de algumas relagdes intergenéricas reveladas, confirmando por
exemplo, a monofilia dos subgéneros Ortgiesia e Podaechmea.

A anélise de marcadores moleculares baseados em DNA de cloroplasto tem se mostrado
uma ferramenta vidvel para estudos de filogeografia (King e Ferris, 1998) pelo fato de o DNA
plastidial evoluir lentamente, ter baixa taxa de mutacdo e nio sofrer recombinacdo (Wolfe et
al., 1987; Clegg e Zurawski, 1992). A descoberta de microssatélites polimérficos no cpDNA,
fornece oportunidades para analisar a estrutura das populacdes e ajudar a responder questdes
filogeograficas em espécies de plantas (Provan et al., 2001). Muitos estudos t€ém descrito
niveis varidveis de polimorfismo no genoma de cloroplasto (Collevatti et al., 2003; Lira et al.,
2003; Yang et al., 2008; Palma-Silva et al., 2009).

No presente estudo foram utilizados quatro locos de microssatélites de cloroplasto para
uma andlise filogeogrifica comparada de A. caudata e A. winkleri. O principal objetivo do
trabalho foi compreender o relacionamento destas duas espécies, corroborando ou ndo o
“status” de espécie de A. winkleri. Para auxiliar a responder esta questdo foram avaliadas ainda
caracteristicas morfoldgicas quantitativas e qualitativas. Também foram discutidos aspectos

biogeograficos e de conservagao.

2.2 Material e métodos

Populacdes amostradas e extracao de DNA

Para este estudo foram conduzidas coletas a campo entre julho de 2008 e maio de 2009.

Inicialmente foram visitados os principais herbdrios nacionais para posterior delimitacdo dos
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pontos de coleta, porém, muitas populagdes, para ambas as espécies, ndo foram mais
encontradas a campo, provavelmente estando extintas nessas dreas em decorréncia do
crescente desmatamento da Mata Atlantica (Tabarelli et al., 2005). Foram amostrados 86
individuos de Aechmea caudata do estado de Santa Catarina até o Rio de Janeiro. Nas
expedigdes para as coletas ndo foram encontradas populacdes dessa espécie nos estados do
Rio Grande do Sul e Espirito Santo, apesar de serem dreas descritas como de ocorréncia de A.
caudata (Smith e Downs, 1979). Para A. winkleri foram amostrados 59 individuos na regiao
central do estado do Rio Grande do Sul, tnico local atualmente conhecido de ocorréncia da
espécie (Tabela 1; Figura 1). Para evitar a coleta de clones, ja que as espécies apresentam alta
reproducdo clonal, foi mantida uma distancia minima de 1 metro entre os individuos
amostrados.

Folhas jovens de cada individuo foram coletadas e estocadas em silica gel ou nitrogé€nio
liquido até a extragdo de DNA. O DNA gendmico total foi extraido de acordo com o protocolo
de Doyle e Doyle (1990). A quantificagdo do DNA foi realizada em gel de agarose 1% corado

com brometo de etidio (10mg/ml), utilizando marcador de peso conhecido como referéncia.

Marcadores moleculares de cloroplasto e genotipagem

Um total de quatro microssatélites de cloroplasto (cpSSRs) previamente caracterizados
para a espécie Vriesea gigantea (Palma-Silva et al., 2009) foram utilizados no presente estudo.
As amplificacdes foram realizadas por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em
termociclador TC — 412 (Techne) contendo: 10 ng de DNA genomico, 1X de tampao da
enzima, 1,5 mM de MgCl,, 0,1 mM de dNTP, 10 pmol de “primer foward” marcado com
fluorescéncia 6-FAM, 10 pmol de “primer reverse” e 0,5 unidade de Taq polimerase (Taq
Platinum - Invitrogen), com um volume final de 10 ul. O protocolo de amplificag¢do utilizado
estd descrito em Palma-Silva et al. (2009). A genotipagem foi realizada em sequenciador
automdtico (ABI 3700 Applied Biosystems) e o tamanho dos alelos foi confirmado utilizando

o programa Peak Scanner 1.0 (Applied Biosystems).
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Analise estatistica

Os tamanhos dos fragmentos obtidos com a amplificacdo das regides de cloroplasto
definiram o haplétipo para cada individuo. As popula¢des foram caracterizadas quanto aos
niveis de diversidade utilizando: 1) o nimero de haplétipos encontrados, 2) Hg - diversidade
génica (Nei, 1978) e 3) riqueza alélica (El Mousadik e Petit, 1996), estimados através do
programa Contrib 1.02 (Petit et al., 1998).

Uma andlise molecular da varidncia (AMOVA) foi realizada no programa GENALEX
(Peakall e Smouse, 2006) para avaliar a distribui¢do da variacdo genética interespecifica. A
significancia de cada estatistica F foi testada através de 9999 permutacdes no programa
GENALEX.

Uma rede de haplétipos foi construida, baseada nos haplétipos de cpDNA, utilizando o
programa Network 4.5 (disponivel em www.fluxus-engineering.com), através do método
“median-joining” (Bandelt et al., 1999). A rede foi construida com os haplétipos que
apresentaram uma frequéncia maior que um. Para todos os demais parametros, as

configuragdes padrao foram utilizadas.

Analise morfoldgica

Vinte e duas caracteristicas morfoldgicas quantitativas (Tabela 2) foram avaliadas em
uma populacdo (18 individuos) de A. caudata (CFLSC) e em todas as populacdes de A.
winkleri (67 individuos). Somente uma populacido de A. caudata foi incluida nesta andlise por
ser a unica com individuos com flores na época das coletas. As caracteristicas avaliadas foram
selecionadas de acordo com Vervaeke er al. (2004) e Costa et al. (2009). A area da
inflorescéncia foi obtida multiplicando-se sua altura pela largura inferior da mesma. Ja a
densidade da inflorescéncia foi obtida dividindo-se o comprimento da inflorescéncia pelo
namero de flores. As caracteristicas 1, 3 a 12 (Tabela 2) foram avaliadas a campo com auxilio
de régua. Para a avaliacdo dos demais dados, uma flor aberta da base da inflorescéncia, de
cada individuo, foi coletada e armazenada em d&lcool 70% a -20° C. As andlises foram
realizadas com auxilio de microscopio estereoscopico e paquimetro digital. Quatro caracteres

morfolégicos qualitativos também foram avaliados: cor da bractea floral, cor da pétala, cor da
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sépala e coloracdo da ponta da sépala, por serem caracteristicas uteis na identificacdo e
separacao das espécies (Wanderley MGL, - comunicagdo pessoal).

Os dados quantitativos foram testados quanto a sua normalidade e submetidos a uma
andlise de variancia (ANOVA). A significancia das diferencas entre as médias foi testada
através do teste de Tukey (p < 0,05). As andlises foram realizadas no programa SAS (versado 8,
Instituto SAS, Cary, Carolina do Norte, USA). A populacio WPGRS ndo foi incluida nas
analises devido ao baixo tamanho da amostra (N = 7).

Para andlise simultanea das caracteristicas quantitativas e qualitativas foi calculado o
indice de Gower, coeficiente de similaridade entre individuos (Gower 1971), no programa
Multiv 2.4 (Pillar, 2006), incluindo todas as populagdes acima mencionadas (CFLSC e todas
da espécie A. winkleri). A partir deste indice foi realizada a constru¢do de um dendrograma

através do método UPGMA no programa NT-SYS 2.1 (Rohlf, 2000).

2.3 Resultados

Diversidade e diferenciacio genética

Os quatro locos de microssatélites de cloroplasto descritos para a espécie Vriesea
gigantea amplificaram satisfatoriamente em Aechmea caudata e A. winkleri, com uma
pequena diferenca no tamanho dos alelos. Foram detectados de trés a 10 alelos em cada um
dos locos avaliados (dados ndo mostrados). Quarenta e um haplétipos foram encontrados nas
13 populagdes amostradas, sendo 20 deles unicos. Aechmea caudata apresentou 35 haplétipos,
sendo 15 unicos e A. winkleri apresentou 18 haplétipos com cinco deles unicos (Tabelas 3 e
4). Todas as populacdes mostraram-se polimorficas, apresentando de dois a 14 haplétipos cada
(Tabela 3). As populagdes CFLSC, CGJSP e WUNRS mostraram-se as mais diversas com 14,
12 e nove haplétipos, respectivamente. As populagdes CPETRJ e CPGSP apresentaram dois e
trés haplotipos, respectivamente. As populacOes apresentaram niveis altos de diversidade
génica (Hg) variando de 0,667 a 1,000. J4 a riqueza alélica variou de 1,000 a 2,000 (Tabela 3).

A rede de haplétipos, incluindo os quatro locos utilizados, estd apresentada na Figura 2.

Aechmea caudata e A. winkleri compartilham 12 haplétipos dos 21 que apresentaram uma
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frequéncia maior que um em uma rede complexa. Oito haplétipos sdo tnicos de A. caudata e
somente um ocorre exclusivamente em A. winkleri (H16). Os haplétipos mais frequentes sdo,
H23, H7 e H29. Todos os haplétipos diferem uns dos outros por somente um passo
mutacional, com excecdo dos haplétipos 14 e 16, que se diferenciam por dois passos.

As populacdes de A. winkleri compartilham haplétipos com as populacdes de A.
caudata, principalmente com aquelas mais proximas (Santa Catarina) (Figura 1, Tabela 4). O
H7 € o mais frequente em A. winkleri, sendo compartilhado somente com duas populacdes de
A. caudata: CILSC e CFLSC, onde somente um individuo em cada local com este haplétipo
foi encontrado. O mesmo ocorre para o H8, mais frequente em A. winkleri, ocorrendo em um
unico individuo na populagdo CFLSC de A. caudata. O haplétipo mais frequente para A.
caudata é o H29 que ocorre somente nas populacdes de Santa Catarina e de Sdo Paulo. O H10
ocorre somente em populacdes de A. caudata de Santa Catarina, o H32 € exclusivo da
populacio CMAPR, H36 ¢ exclusivo de CPERJ e H38 ocorre somente nas populagdes do
Parana. A populacdo CFLSC € a mais diversa para A. caudata, apresentando 14 haplétipos,
sendo também a maior populacdo encontrada, seguida pela populacao CGJSP que apresenta
sete hapldtipos tnicos, com 12 haplétipos no total (todos os individuos desta populacdo com
hapldtipos diferentes). Ja para A. winkleri a populacdo mais diversa foi a WUNRS com nove
haplétipos e a populacio WPGRS apresenta o maior nimero de haplétipos tnicos (Tabela 4).

A anélise de variancia molecular (AMOVA) entre as espécies analisadas mostrou que
uma propor¢do da variagdo genética (12%) pode ser atribuida a variagdo entre populagdes
dentro de espécies, e 10% da variagdo ocorre devido a diferengas entre espécies, enquanto a

maior variacdo reside dentro de populagdes (78%, Tabela 5).

Variacdo morfoldgica

O dendrograma obtido a partir do indice de Gower, para as espécies em estudo,
apresentou A. caudata e A. winkleri em grupos distintos (Figura 3). Para A. winkleri nao foi
possivel observar a formacdo de grupos de acordo com as populagdes de origem dos
individuos, por ndo existir uma identidade morfolégica clara separando as populagdes. Das
caracteristicas quantitativas avaliadas, aquelas que apresentaram uma diferenca pronunciada

entre as espécies foram: 1, 3, 5, 7, 9 e 17, mostrando que A. caudata é ligeiramente maior que
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A. winkleri (Tabela 2). Das caracteristicas qualitativas, a coloracdo da ponta da sépala
apresentou as maiores diferengas entre as duas espécies (Figura 4). A ponta da sépala de A.
caudata apresentou sempre o mesmo tom da sépala, tons de alaranjado, enquanto a coloragao
da ponta da sépala das flores de A. winkleri sempre foi de cor verde, contrastando com a cor

vermelha do restante da sépala.

2.4 Discussao

Diversidade genética

As populagdes de Aechmea caudata e A. winkleri apresentaram altos indices de
diversidade genética (Tabela 3). Em estudo realizado por Palma-Silva et al. (2009),
populagdes de Vriesea gigantea apresentaram valores de Hg que variaram de 0,118 a 0,772,
com uma média de 0,486, sendo inferior ao encontrado no presente estudo (média de Hg =
0,870). Ja a riqueza alélica encontrada neste estudo, que variou de 1,000 a 2,000, foi inferior a
encontrada para V. gigantea, (0,412 a 2,810). As populagdes mais diversas de V. gigantea
apresentaram cinco haplétipos, uma diversidade pequena comparada a encontrada em A.
caudata com 14 haplotipos e mais similar aquela encontrada para A. winkleri, onde a
populacdo mais diversa apresentou nove haplotipos.

Aechmea caudata exibiu um grande nimero de alelos, 23 no total, muito diferente do
que foi encontrado para V. gigantea (12 alelos), espécie para a qual os locos de microssatélites
foram descritos (Palma-Silva et al., 2009). J4 A. winkleri apresentou menor diversidade, com
14 alelos (dados ndo mostrados). O genoma de cloroplasto de Bromeliaceae € considerado
pouco varidvel, mesmo em nivel intergenérico (Givnish et al., 2004; Sgorbati et al., 2004).
Entretanto, devido ao grande nimero de regides de cloroplasto de V. gigantea sequenciadas
(21), em busca de polimorfismos (Palma-Silva et al., 2009), foi encontrada variacdo suficiente

para as andlises filogeograficas e o presente estudo corrobora estes dados.
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Variacdo morfoldgica, diferenciacdo populacional e haplétipos: implicacdes taxondmicas

Os resultados da andlise morfolégica revelaram claramente a separagdo das duas
espécies (Figura 3), corroborando a classificacdo de Smith e Downs (1979). Aechmea caudata
¢ ligeiramente maior que A. winkleri, além de apresentar diferencas na colora¢do de algumas
estruturas, principalmente a ponta das sépalas das flores (Figura 4). Estudo realizado com o
subgénero Macrochordion do género Aechmea, avaliando parametros morfoldgicos para a
separacdo das espécies, apresentaram resultados uteis, sugerindo o agrupamento de algumas
espécies antes descritas separadamente (Faria et al., 2010). Para o complexo de espécies de V.
paraibica, também foram realizadas andlises morfométricas que se mostraram uteis na
separacdo das espécies (Costa et al., 2009), o0 mesmo ocorrendo para o estudo realizado para
as espécies Pitcairnia corcovadensis e P. flammea (Wendt et al., 2000). Estes resultados
indicaram a importancia das andlises morfolégicas para a elucidacio de problemas
taxondmicos envolvendo complexos de espécies e corrobora a necessidade de avaliacdo de
caracteristicas morfoldgicas qualitativas, além das quantitativas, como encontrado por Costa
(2002), para a interpretagdo da delimita¢do de tdxons muito relacionados. Porém nao pode ser
descartada a influéncia ambiental para as diferengas encontradas no presente estudo, uma vez
que a populacdo avaliada de A. caudata ocorre em uma regido litoranea, em um local com
maior luminosidade, em relagdo ao habitat de A. winkleri, que ocorre no interior do continente
em um ambiente com menor indice de luminosidade. Trabalhos que avaliaram a interferéncia
de condi¢des ambientais (por exemplo, luminosidade) em caracteristicas morfologicas de
espécies de bromélias encontraram que o comprimento das folhas é uma caracteristica afetada
(Freitas et al., 2003; Lenzi et al., 2006; Cavallero et al., 2009), sendo maiores em ambientes
mais sombreados. Porém, mais estudos se fazem necessdrio para poder esclarecer se as
diferencas morfologicas encontradas podem ser interpretadas como variagdo ambiental ou nao.

Os resultados obtidos a partir da andlise de variancia molecular (AMOV A) mostraram
uma variacdo genética maior entre populagdes (12%) do que entre espécies (10%) (Tabela 5).
O valor de Frr = 0,102 entre espécies indicou uma estruturagdo moderada. Estes resultados da
andlise de variancia molecular indicam ndo haver suporte para a separacdo em duas espécies
distintas como proposto (Smith e Downs, 1979), sendo este resultado corroborado pelo valor

moderado de fluxo génico encontrado, o que indica que pode ter ocorrido contato entre as duas
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espécies, uma vez que a distribuicdo geografica atual delas ndo se sobrepde (discutido no
proximo paragrafo).

Dos 21 haplétipos com frequéncia maior do que um encontrados para A. caudata e A.
winkleri, 12 sao compartilhados entre elas (Figura 2 e Tabela 4). Destes, cinco (H7, H8, HI1,
H14 e H23) sdo mais frequentes em A. winkleri. Os hapldtipos oito e 14 ocorrem em um
individuo de A. caudata cada e o H7 ocorre em dois individuos dessa espécie. J4 o H23 € o
mais compartilhado, ocorrendo em nove individuos de A. winkleri e em seis de A. caudata.
Quatro dos 12 haplétipos compartilhados entre as duas espécies sdo mais frequentes em A.
caudata: H6, H24, H31 e H34. O haplétipo 24 ocorre em dois individuos de A. winkleri e os
demais em um individuo cada. Este compartilhamento de haplétipos entre espécies pode ser
devido a: 1) Homoplasia: o0 modelo de mutacdo dos microssatélites (através da perda ou ganho
de uma unidade de repeticdo devido ao erro no reparo de mutacdes durante a replicacdo do
DNA - Schlétterer e Tautz, 1992) pode levar a homoplasia por tamanho (Estoup et al., 1995),
ou seja, alelos idénticos em tamanho, mas ndo em sequéncia. A homoplasia por tamanho em
microssatélites aumenta quando sdo comparadas popula¢des muito divergentes (por exemplo,
Estoup et al., 1995; Culver, et al., 2001). Como as filogenias realizadas até o momento para o
grupo do qual fazem parte A. caudata e A. winkleri ndo apresentaram uma boa resolucio
(Faria et al., 2004; Horres et al., 2007), ou também ndo incluiram as duas espécies aqui
estudadas (Schulte et al., 2009), ndo € possivel afirmar se elas sdo espécies irmas ou espécies
divergentes. Apesar da homoplasia aparentemente ser a explicacdo mais provavel neste caso,
muitos dos haplotipos compartilhados entre as espécies ocorrem em grande parte dos
individuos (H6, H7, HS, H11, H23 e H24). 2) Hibridizacdo: o género Aechmea faz parte de
um grupo de bromélias muito jovem, tendo surgido em torno de 5 milhdes de anos (Givnish et
al., 2007). A distribuicdo geografica das duas espécies atualmente ndo se sobrepde, sendo a
ocorréncia de A. winkleri restrita a regido central do estado do Rio Grande do Sul, e a
populacdo mais proxima de A. caudata ocorre a aproximadamente 340 km de distancia (Serra
do Rio do Rastro, Santa Catarina). As duas espécies apresentam a morfologia floral muito
semelhante (Smith e Downs, 1979), compartilham os mesmos polinizadores, além de
apresentarem sobreposic@o na época do florescimento: A. winkleri floresce de marco a maio e

populacdes de A. caudata em Floriandpolis também apresentam o mesmo periodo de floracao
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(Biittow, em preparagdo). Casos de hibridizacdo natural sdo pouco documentados na familia
Bromeliaceae. Em um estudo realizado com 42 espécies simpatricas de bromélias, somente
um hibrido putativo foi observado entre A. araneosa e A. mutica, representado por poucos
individuos, sugerindo que barreiras pré-zigéticas como, diferencas no microhdbitat, periodo de
florescimento e especificidade do polinizador, ndo sdo eficientes para evitar a polinizacao
interespecifica (Wendt, 2008). Entretanto, a ocorréncia de hibridizacdo natural entre A.
caudata e A. winkleri parece algo muito dificil pelo fato da grande distancia que as separa
(340 km). Porém, nao se descarta a hipdtese de que ambas as espécies ja ocorreram em regioes
muito proximas, ou mesmo tinham uma &drea de ocorréncia simpétrica, no passado. A drea
original de cobertura da Mata Atlantica “sensu strictu” se estendia até a regido central do
estado do Rio Grande do Sul (Morellato e Haddad, 2000), fazendo parte desta extensdo
original da Mata o local onde atualmente sao encontradas as populagdes de A. winkleri. Além
disso, existe uma tnica ocorréncia registrada de A. caudata para o Rio Grande do Sul, também
na regido central do estado, no municipio de Rio Pardo (Smith e Downs, 1979), que dista
cerca de 30 km do municipio de Santa Cruz do Sul, onde ocorre A. winkleri. Apesar da intensa
procura no municipio de Rio Pardo, ndo foram encontradas populagdes de nenhuma das
espécies em estudo. O registro da coleta de A. caudata no municipio de Rio Pardo € antigo, de
1925, e se a espécie realmente ali ocorria, foi extinta, sendo que este fato pode estar associado
a destruicdo da Mata Atlantica na regido, onde somente poucas dreas em recuperacdo Sao
encontradas. Além disso, pode ter ocorrido um erro na identificagdo da espécie que ocorria em
Rio Pardo, se tratando, na verdade, de A. winkleri € ndo A. caudata. Sendo assim, uma
hipétese para explicar o compartilhamento de haplétipos entre A. caudata e A. winkleri é uma
hibridizacdo recente (cerca de 500 anos, quando o Brasil ainda ndo tinha sido ocupado),

quando as duas espécies provavelmente ocorriam em simpatria. 3) Polimorfismo ancestral

(uma tnica espécie): uma outra hipétese a ser considerada € a da ocorréncia, no passado, de

uma unica espécie na regido central do estado do Rio Grande do Sul, ao invés de duas. A
regido onde hoje se encontram as populacdes de A. winkleri pode ter sofrido algum tipo de
mudanca climética, ficando estas populacdes isoladas das demais, dando inicio a um processo
de especiacdo. Este isolamento seria um processo extremamente recente, o que explicaria o

atual padrao de compartilhamento de haplétipos, ja que € sabido que o genoma de cloroplasto
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em bromélias evoluiu a uma taxa excepcionalmente baixa (Givnish et al., 2004). Porém, sdo
necessarios mais estudos para a confirmacgao desta hipotese.

Desta forma, apesar dos dados apresentados suportarem parcialmente a classificacdo de
A. caudata e A. winkleri como duas espécies distintas, devido a complexa rede de haplétipos
encontrada, mais estudos se fazem necessdrios para o completo entendimento do
relacionamento desses taxa. Uma abordagem que ainda serd realizada € a inclusdo da andlise
de microssatélites nucleares para a verificagcdo de padrdes de fluxo génico recente entre as
espcies (hibridizacao/ introgressao recentes). Evidéncias de marcadores nucleares, com uma
taxa mais rdpida de evolugcdo, mostram-se interessantes para auxiliar na delimita¢io
taxondmica e no relacionamento destas duas espécies, uma vez que andlises filogenéticas
realizadas baseadas em marcadores nucleares e plastidiais mostraram uma melhor resolucio
da delimitacdo de alguns géneros para a subfamilia Bromelioideae (Schulte et al., 2009). Além
disso, o uso de marcadores que apresentam altas taxas de fluxo génico intraespecifico,
parecem mais adequados para o uso em delimitacdo de espécies (Petit e Excoffier, 2009). Os
autores citam, por exemplo, que em plantas, marcadores de organelas de heranca materna
(cpDNA ou mtDNA), dispersos unicamente por sementes, sofrem mais introgressao,

apresentando menor valor taxondmico que os marcadores nucleares.

Padroes biogeograficos, distribuicdo e conservacio

As andlises filogeograficas de A. caudata nao mostraram a formagao de grupos distintos,
apesar da populacdao CPERJ apresentar um haplétipo (H38) ndo compartilhado com nenhuma
outra populacdo (Figura 1 e Tabela 4). Esta populacdo deve ser analisada com cautela, pois
apesar de existirem alguns registros em herbario da ocorréncia da espécie no estado do Rio de
Janeiro, existem duvidas entre os taxonomistas/especialistas da ocorréncia da espécie no
Estado. Esta é uma situagdo controversa, pois muitos pesquisadores relataram que a espécie
teria como limite norte de distribuicdo a regido de Guarujd, Sdo Paulo (Louzada R; Leme E, -
comunicacdo pessoal). As amostras utilizadas neste estudo foram coletadas de individuos
cultivados no Jardim Botanico do Rio de Janeiro, provenientes de coletas realizadas em
Petropolis. Como ocorrem vdarias outras espécies do género Aechmea no Rio de Janeiro e

considerando o fato dos individuos amostrados nao estarem em periodo de flora¢do, nio se
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descarta a possibilidade de ter sido coletada erroneamente outra espécie existente na regiao.
Nas expedi¢des de coleta realizadas por nosso grupo, para esta regido e outras do estado, nao
houve sucesso em encontrar A. caudata.

Levando em consideracao os 41 haplétipos encontrados, as populacdes mais diversas
foram a CFLSC e CGJSP, porém as duas apresentam uma composi¢do haplotipica bem
distinta. Enquanto na primeira encontramos o haplétipo mais frequente bem representado (oito
individuos com o H29), além de quatro haplétipos tnicos, na CGJSP ocorrem sete haplétipos
unicos além do haplétipo mais freqiiente (H29) e o H5 compartilhado somente com
populacdes de A. winkleri. Estas duas populacdes mais diversas para A. caudata estdo
localizadas em ilhas (Florian6polis e Guaruja, respectivamente), o que nao € corroborado por
Palma-Silva et al. (2009), que encontraram as populagdes menos diversas de V. gigantea em
ilhas. Uma das populagdes mais diversas, a CGJSP, encontrada no presente estudo, pode ser
considerada como ocorrendo em uma regido (Sao Paulo) ja mencionada como possivel refugio
em outros estudos. Palma-Silva et al. (2009) citaram como um dos possiveis refligios para a
espécie V. gigantea as populacdes do estado de Sao Paulo e Rio de Janeiro. Estudos realizados
com a espécie Bradyous variegatus (Barros et al., 2006) e com espécies de sapos (Carnaval et
al., 2009), também citam regides no estado de Sdao Paulo como provéveis areas de refugio
durante o ultimo periodo glacial. Porém, populagdes tdo ao Sul quanto Florianépolis, nos
estudos realizados até o momento, ndo foram citadas como dreas de refdigios. Estudos
palinoldgicos realizados no estado de Santa Catarina indicam que regides costeiras nao eram
dominadas por campos durante o Pleistoceno, como nas partes mais elevadas (por exemplo,
Serra do Rio do Rastro), sendo a costa dominada por Mirticeas, que durante o Holoceno
foram substituidas por taxa tropicais (Behling, 1995). Ainda, eventos de regressdo e
transgressao marinha a partir do Pleistoceno (Caruso et al., 2000), podem ter permitido um
maior contato entre o continente e a ilha de Floriandpolis, facilitando a migracdo de varias
espécies. Mais estudos se fazem necessarios nesta drea para tentar elucidar o padrio evolutivo
que ocorreu mais ao Sul da Mata Atlantica. Como citado por Carnaval et al. (2009), ndo é
possivel afirmar que a regido Sul carecia de areas de reftigio durante o Pleistoceno. A
existéncia de espécies e géneros endémicos e de algumas evidéncias paleoecoldgicas e

genéticas evidenciam o contrdrio (Ledru et al., 2007). Alem disso, as diferengas nos padrdes
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de dispersdo de sementes (que carregam o genoma plastidial) entre V. gigantea (vento —
limitado) e sementes de Aechmea (animal — maiores distancias) podem estar governando as
diferencas nos padroes discrepantes de diversidade de cpDNA encontrados em ilhas
continentais.

As populacdes de A. winkleri mostraram altos niveis de diversidade, superiores a muitas
populacdes de A. caudata, apesar de sua distribuicdo geografica restrita. Foram encontrados
nove haplétipos na WUNRS, sendo dois exclusivos dessa populacdo; oito na WPGRS, dos
quais trés exclusivos, e seis haplétipos em cada uma das demais populagdes avaliadas
(WBURS e WPPRS). Além disso, a espécie também apresentou altos indices de diversidade
genética para marcadores nucleares (dados apresentados no capitulo 4). Por ser uma espécie de
distribuicdo geografica restrita, ocorrendo em uma regido muito pequena (as maiores
populacdes em uma drea de 465 hectares) estes altos indices de diversidade sdo incomuns
(Gitzendanner e Soltis, 2000). Aechmea winkleri € encontrada na regido central do Rio Grande
do Sul, mais precisamente no municipio de Santa Cruz do Sul e arredores. O municipio de
Santa Cruz do Sul é contornado a leste e brevemente a norte por morros areniticos em forma
de tabuleiro cujo topo apresenta uma fina camada de basalto, sendo uma continuidade com a
Serra Geral (Rambo, 1994; Collischonn, 2001). E nesta drea de morros, na zona urbana de
Santa Cruz do Sul, denominada Cinturdo Verde, que encontramos as maiores populacdes de A.
winkleri. Conforme Decreto n° 4117 de 1994, o Cinturdo Verde é uma area de 465 hectares de
vegetacdo secunddria, com perimetro linear de 32 km (Alves e Collischonn, 2001). A regiao
central do estado do Rio Grande do Sul (Depressdo Central) é reconhecida pela grande
quantidade de endemismos (Rambo, 1994), onde de 1288 faner6gamas, 164 espécies sdao
endémicas da regido, parcialmente de origem brasileira, parcialmente de origem andina. Areas
que apresentam grandes endemismos podem ser consideradas como dreas que permaneceram
como refdgios durante a dltima glaciacdo (por exemplo, Carnaval et al., 2009). Estudos
palinoldgicos indicam como possiveis refigios para o Sul do Brasil, vales profundos e
protegidos dos campos de altitude ou as encostas da Serra Geral ou ainda na vegetacdo das
terras planas da costa (Behling e Pillar, 2007; Stefenon et al., 2008). Como o Cinturdao Verde é
uma drea de encosta da Serra Geral, uma hipdtese a ser investigada € a desta drea como um

possivel reftigio durante a ultima glaciagdo. A regido é pouco estudada, sendo estes resultados
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aqui apresentados os primeiros envolvendo este tipo de abordagem para a drea. Estudos
realizados até o momento indicam a ocorréncia no local de 189 espécies arboreas, 30% das ja
registradas para o estado, 69 espécies de liquens, 45 de mamiferos, 29 de anfibios, sendo uma
delas nova (Putzke e Kohler, dados nao publicados). Os resultados encontrados para espécies
de Gimnosperma do género Podocarpus (Ledru et al., 2007) indicam trés regides como
provaveis reftigios, uma delas compreendida entre 23° e 30° S, o que corrobora a regido de
encosta da Serra Geral como possivel refigio. Porém, mais estudos sdo necessarios para a
completa compreensao deste padrao.

Estudos filogeograficos sdo extremamente importantes para o conhecimento dos
processos que levaram a Mata Atlantica a ser considerada um dos oito maiores “hotspots” de
biodiversidade (Myers et al., 2000). Porém, este tipo de estudo ainda € muito escasso,
principalmente para plantas (Salgueiro et al., 2004; Lorenz-Lemke et al., 2005; Ledru et al.,
2007; Ramos et al., 2009; Palma-Silva et al., 2009). Além disso, estes estudos sdo de extrema
importancia também para estabelecer estratégias de conservagdo e manejo. Aechmea caudata é
uma espécie amplamente distribuida, porém apresenta populacdes muito pequenas. Os
colaboradores do nosso grupo de pesquisa acreditam que a espécie ndo ocorra (ou ja tenha
sido extinta) no estado do Rio de Janeiro e Espirito Santo, jd que a distribuicdo geografica
descrita por Smith e Downs (1979) prevé a espécie ocorrendo nestes estados. Além disso,
muitas populagdes ndo foram mais encontradas, conforme registros nos herbarios visitados.
Aechmea winkleri € uma espécie de distribuicdo geogrifica extremamente restrita, e estd na
lista de espécies ameacadas de extingdo (IBAMA: www.ibama.gov.br), entretanto, apresenta
altos indices de diversidade. Porém, a area onde ela ocorre esta sendo drasticamente reduzida,
principalmente pela construcdo civil, sendo que planos de conservagdo sdo urgentes. A partir
dos dados aqui encontrados, sugerimos que as populagdes mais diversas de cada uma das
espécies sejam prioridade nos planos de conservacdo. Além disso, como ambas sdo espécies
al6gamas (Biittow, em preparacdo), o maior nimero possivel de populagdes devem ser

incluidas em dreas de preservacao.
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Tabela 1. Populacdes de Aechmea caudata e A. winkleri amostradas neste estudo. ID = nome da populacao.

ID Estado Localidade Ambiente Latitude S  Longitude W
CPERJ* RJ Petrépolis Cultivada 22027 43°17
CPGSP SP Praia Grande Restinga 24°01" 46°23'
CGJSP Sp Guaruja Restinga 23°59' 46°11'
CSGPR PR Serra da Graciosa Mata de encosta 25°20' 48°54'
CMAPR PR Matinhos Restinga 25°48' 48°32'
CGUPR PR Guaratuba Mata fechada 25°56' 48°48'
CILSC SC IThota Mata fechada preservada 26°48' 48°55'
CFLSC SC Florian6polis Mata secundaria 27°31" 48°30'
CSRSC SC Serra do Rio do Rastro Mata de encosta 2823 49°31"
WPGRS RS Parque da Gruta - Sta. Cruz Sul Mata fechada preservada 29°42° 52°24°
WUNRS RS Unido - Sta. Cruz Sul Mata secunddria 29°41° 52°25°
WBURS RS Bairro Universitdrio - Sta. Cruz Sul Mata secunddria 29°41° 52°26°
WPPRS RS Pinus Parque - Sta. Cruz Sul Mata secunddria 29°40° 52°25°

* A primeira letra de cada sigla corresponde a espécie (C = A. caudata; W = A. winkleri). As duas ultimas letras da sigla correspondem ao Estado de origem
da populacdo (RS = Rio Grande do Sul; SC = Santa Catarina; PR = Parand; SP = Sdo Paulo e RJ = Rio de Janeiro).
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Tabela 2. Caracteristicas morfoldgicas quantitativas avaliadas em uma populacdo de Aechmea caudata e em trés populacdes de A.

winkleri. Dados apresentados como média + erro padrao.

Caracteristicas Populagdes

CFLSC (18)* WUNRS (20)* WBURS (20)* WPPRS (20)*
1 - Ndmero de ramifica¢des na inflorescéncia 1,00 +0,333° 12,90 + 0,680° 13,00 + 1,003% 12,30 £0,912°
2 - Comprimento da flor (mm) 22,20 + 0,693 20,34 + 0,360° 21,34 +0,340® 21,29 + 0,298
3 - Comprimento da raque (cm) 20,83 + (0,892 12,42 + 0,522°¢ 15,12 + 0,698° 12,98 + 0,667
4 - Largura inferior da inflorescéncia (cm) 6,34 + 0,630 6,26 + 0,245 7,76 +0,218* 6,78 +0,346™
5 - Altura do primeiro né da inflorescéncia (cm) 16,39 + 1,172° 7,42 +0,574¢ 11,80 + 0,823° 8,72 + 0,649°¢
6 - Comprimento do escapo (cm) 60,93 +1,919° 31,48 +0,936° 36,70 + 1,241° 34,15 + 1,458™
7 - Comprimento da 3* folha (cm) 72,76 + 5,006 48,88 +2,062° 56,21 +2,104° 54,25 +£2,091°
8 - Largura da 3° folha (cm) 6,80 + 0,328" 3,74 £ 0,103° 3,98 + 0,096° 3,97 +0,101°
9 - Ndmero de flores 263,83 £20,951° 102,50 +7,484° 113,15 +10,028° 112,95 + 10,300°
10 - Area da inflorescéncia (cm?) 13,87 + 1,295% 12,76 £ 0,571° 16,53 +0,510° 14,46 + 0,789
11 - Relagdo comprimento/ largura da folha (cm) 11,08 + 0,977b 13,38 + 0,809ab 14,28 +0,619? 13,88 + 0,720ab
12 - Densidade da inflorescéncia 0,08 + 0,004° 0,13 + 0,006 0,15 + 0,010 0,13 + 0,008"
13 - Comprimento da sépala (mm) 16,06 + 0,549" 13,64 +0,324° 14,82 + 0,243 14,39 +0,225°
14 - Comprimento da pétala (mm) 12,11 £ 0,413 11,51 +£0,170 12,18 £ 0,167 11,48 +£0,147
15 - Largura da pétala (mm) 454 +0217 4,01 +0,066° 4,37 +0,064%® 4,40 + 0,083
16 - Comprimento da bractea floral (mm) 13,52 + 1,057° 6,43 +0,337° 7,62 +0,250° 7,52 +0,338°
17 - Largura da bractea floral (mm) 3,90 + 0,210 2,73 +0,068° 2,84 +0,113° 2,73 +0,065°
18 - Largura da base da flor (mm) 3,89 +0,139" 2,38 +0,055° 2,66 + 0,067° 2,54 +0,053°
19 - Comprimento do estilete (mm) 11,48 £ 0,279 10,07 £0,141°¢ 11,66 +0,364" 10,65 + 0,148
20 - Comprimento do estame (mm) 10,96 + 0,438* 9,96 + 0,153b 10,50 + 0,204ab 10,22 + 0,1 13%®
21 - Comprimento da antera (mm) 5,67 +0,147* 4,16 +0,089° 4,24 +0,100° 4,26 +0,084°
22 - Comprimento do filete (mm) 8,30 + 0,419 8,16 +0,152 8,20 + 0,277 7,85 + 0,144
* Numero de individuos amostrados.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticas significativas entre as médias segundo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 3. Diversidade genética de nove populagdes de Aechmea caudata e quatro populagdes
de A. winkleri para quatro locos de microssatélites plastidiais. N = tamanho da amostra; Hg =

diversidade génica.

Populacao N N° de haplétipos Hg (desvio padrao) Riqueza alélica

CPERJ 3 2 0,667 (0,314) 1,000
CPGSP 5 3 0,700 (0,218) 1,200
CGJSP 12 12 1,000 (0,034) 2,000
CSGPR 7 5 0,905 (0,103) 1,714
CMAPR 6 4 0,867 (0,129) 1,600
CGUPR 6 5 0,933 (0,122) 1,800
CILSC 10 8 0,956(0,059) 1,867
CFLSC 27 14 0,987 (0,045) 1,712
CSRSC 10 8 0,956 (0,059) 1,867
WPGRS 15 8 0,790 (0,105) 1,448
WUNRS 15 9 0,905 (0,054) 1,725
WBURS 15 6 0,810 (0,078) 1,475
WPPRS 14 6 0,835 (0,070) 1,536
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Tabela 4. Frequéncias de haplétipos de cpDNA em 13 populagdes analisadas neste estudo. (N) = nimero de individuos amostrados

por populacao.

Populacées CPERJ CPGSP SGJSP CSGPR CMAPR CGUPR CILSC CFLSC CSRSC WPGRS WUNRS WBURS WPPRS
Haplotipos 3) (5) (12) (7) (6) (6) (10) 27) (10) (15) (15) (15) (14)

H1* 1
H2* 1
H3* 1
H4* 1
HS 1 1
Ho6 2
H7 1 1 2 4 6 2
H8 1 2 5
H9* 1
H10 1
H11 1 2 1 3 2 3
H12* 1
H13 1 1
H14 1 1 1
H15% 1
H16 1 1
H17* 1
H18* 1
H19* 1
H20* 1
H21%
H22%*
H23 1 2 1
H24 1 1
H25 1 1
H26* 1
H27% 1

—

— ] =
[\
[\
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Tabela 4. Continuacio

Populacdes CPERJ CPGSP SGJSP CSGPR CMAPR CGUPR CILSC CFLSC CSRSC WPGRS WUNRS WBURS WPPRS

Haplétipos 3) (5) (12) ) (6) (6) (10) (27) (10) (15) (15) (15) (14)
H28 1 1 1 3
H29 3 1 1 8 1
H30%* 1
H31 1 2 1 1 1
H32 2
H33* 1
H34 1 1 1 1 1
H35 2 1
H36
H37 1 1 1
H38 2 1 1
H39* 1
H40* 1
H41* 1

* Hapl6tipos dnicos.
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Tabela S. Resultados da anélise de variancia molecular (AMOVA) para Aechmea caudata e

A. winkleri.
Fonte GL SQ Variacao (%) F-gtatistic
Entre espécies 1 10,527 10 Frr=0,102%%%*
Entre populagdes/ dentro de espécies 11 24,542 12 Fgr = 0,134 %%
Dentro populagdes 132 111,765 78 Fgp= 0,223%***

A significincia de cada estatistica F foi testada através de 9999 permutagdes. **** P < 0,001.
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Figura 1. Distribui¢do dos haplétipos com frequéncia maior que um entre as populagdes de Aechmea caudata e A. winkleri. O
tamanho de cada circulo € proporcional ao tamanho da amostra. As cores representam diferentes haplétipos, como mostrado na

chave. Outros: haplétipos tinicos.
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Figura 2. Andlise de “Median-joining” da relagc@o entre haplétipos de cpDNA com freqiiéncia
maior que um de 86 individuos de Aechmea caudata e 59 individuos de A. winkleri baseado
em quatro locos de microssatélites plastidiais. O tamanho de cada circulo é proporcional a
frequéncia observada de cada haplétipo. O nimero de passos mutacionais maiores que um

estdo marcados com nimeros nas linhas entre os haplétipos.
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Figura 3. Dendrograma obtido a partir do indice de Gower, baseado em 22 caracteres
morfoldgicos quantitativos e quatro caracteres morfoldgicos qualitativos para 18 individuos de

Aechmea caudata e para 67 individuos de A. winkleri. Em vermelho: clado com os individuos

de A. caudata.
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Figura 4. A) Detalhe da cor da sépala da flor em Aechmea caudata; B) Detalhe da cor da

sépala da flor de Aechmea. winkleri.
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Capitulo 3

Isolamento de locos de microssatélites de Aechmea winkleri Reitz
(Bromeliaceae), uma espécie endémica do Rio Grande do Sul
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Os marcadores de microssatélites ou SSR (“simple sequence repeats”) possuem
caracteristicas desejaveis para serem utilizados em estudos de genética de populagdes (Powel
et al., 1996). Estas sequéncias sdo constituidas de DNA repetitivo, dispostas lado a lado, onde
pequenos motivos (1 a 6 pares de base) sao repetidos n vezes. Os microssatélites representam
regides instdveis do genoma, que estdo sob alteracdes mutacionais, geralmente adi¢des ou
delecdes de um nimero integral de repeticoes, com taxa muito mais elevada do que taxas
observadas em sequéncias de DNA nao repetitivo (Jarne e Lagoda, 1996). Estdo distribuidos
ao longo de sequéncias codificantes e ndo codificantes do DNA (Schlotterer e Tautz, 1992).
Estas regides repetitivas tém sido identificadas nos genomas de procariotos € eucaritos nos trés
genomas: nucleo e cloroplasto (Powell et al., 1996) e mitocondria (Soranzo et al., 1999).

Bibliotecas de microssatélites na familia Bromeliaceae ja foram desenvolvidas e
caracterizadas para todas as subfamilias, Tillandsioideae (Boneh et al., 2003; Palma-Silva et
al., 2007), Pitcairnoideae (Sarthou et al., 2003; Paggi et al., 2008) e mais recentemente para
Bromelioideae (Zanella, 2009). Apesar de os microssatélites apresentarem como uma
importante limitacdo a amplificacdo espécie-especifica, estudos t€ém demonstrado que ocorre
amplificacdo heter6loga entre espécies proximas (Barbara et al., 2007/ b). Entretanto, testes de
amplificacdo heter6loga realizados com a espécie Aechmea winkleri, mostraram um
aproveitamento muito baixo, sendo que somente trés, dos 37 locos isolados até o momento,
mostraram um padrao claro e polimérfico (discutido no capitulo 4).

Sendo assim, uma biblioteca de microssatélites para A. winkleri foi desenvolvida no
Laboratério de Andlise Genética e Molecular (CGMEG), na Universidade de Campinas, Sao
Paulo, Brasil, na disciplina “Constru¢io de bancos enriquecidos de microssatélites em
eucariotos: um curso pratico e tedrico”, oferecida pelo Programa de Poés-graduacdo em
Genética e Biologia Molecular daquela Universidade.

O DNA genomico de A. winkleri foi extraido de folhas seguindo o protocolo de Doyle e
Doyle (1990). O isolamento dos marcadores envolveu a construcdo de uma biblioteca
gendmica enriquecida com repeticdes (CT)n e (GT)n biotinizadas e ligadas a esferas
magnéticas como descrito por Kijas et al. (1994) com modificacdes de Billote et al. (1999). Os
fragmentos de microssatélites selecionados foram ligados ao vetor pGEM-T “Easy” (Promega)

e usados para transformar células competentes XL-1 “Blue” (Escherichia coli). As coldnias
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transformadas foram cultivadas em meio contendo ampicilina e X-galactosidase. Um total de
96 coldnias recombinantes foram obtidas e 48 foram sequenciadas utilizando o kit de
sequenciamento BigDye Terminator versao 3.1 (Applied Biosystems) no sequenciador ABI
PRISM 377 (Applied Biosystems). Somente nove clones apresentaram motivos de SSR e as
sequéncias “forward” e “reverse” foram alinhadas no programa SEQUENCHER versdo 4.1.2
(Gene Codes) e os nove pares de “primers’ foram desenhados utilizando o programa
PRIMERS3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) (Tabela 1).

Para cada microssatélite, o “primer foward” foi sintetizado com uma cauda M13 de 19
pares de bases (bp) (5’-CACGACGTTGTAAAACGAC-3’). Todas as reacdes de PCR foram
realizadas em termociclador TC — 412 (Techne), com 20 individuos (cinco de cada
populacdo), e a reacdo final apresentou 10 ng de DNA gendmico, 1X de tampao da enzima,
1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 10 pmol de cada primer (‘“foward” e “reverse”) e 0,5
unidade de DNA taq polimerase (LGC Biotecnologia), com um volume final de 10 ul. O
protocolo de amplificacdo inicialmente utilizado foi o descrito por Palma-Silva et al. (2007),
através de programa do tipo “touchdown”. Os produtos amplificados foram separados em gel
de poliacrilamida 6% desnaturante (conforme metodologia descrita no capitulo 4).

Os primeiros resultados obtidos, com as condi¢des acima descritas, nao foram
satisfatorios, nenhum marcador amplificou fragmentos do tamanho esperado. Posteriormente
foi alterada a concentragdo final de MgCl,, passando de 1,5 mM para 1,0 e 2,0 mM, mas sem
resultados satisfatérios novamente. Apos foi alterada a quantidade de marcador (para 15
pmol), de DNA taq polimerase (para 1 unidade) e a concentracio de DNA gendmico (20 e 30
ng). Porém, novamente sem sucesso. Como alternativa, foi utilizada a DNA taq polimerase
Platinum (Invitrogen), mas ndo houve sucesso nas amplificacdes. Todos os reagentes da
reacdo foram testados e outras amostras de DNA também foram utilizadas, mas sem
resultados. A partir disso, foi alterada a tempetatura de anelamento dos “primers”, utilizando
aquela fornecida pela programa PRIMER3. Com esta altera¢do foi obtida a amplificagdo do
loco Aw04, porém, em 40 individuos testados ele mostrou um padrao monomorfico. Para os
demais locos, ndo foram obtidos resultados satisfatérios, com excecdo dos locos Aw06 e
AwO08 que amplificaram satisfatoriamente em somente 20 individuos. Quando mais individuos

foram incluidos nas andlises, os mesmos nao funcionaram, e este padrdao se manteve, inclusive
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trocando-se os individuos testados. Para alguns individuos o padrdo de amplificacdo foi
considerado satisfatério, com trés alelos por loco inclusive, mas para a maioria, ndo foram
observadas bandas no gel. Este padrao foi aleatério, ndo estando ligado a individuos de uma
populacdo especifica, por exemplo. Foram testados entdo concentra¢des ainda mais elevadas
de MgCl, (3,0 e 3,5 mM) e foram adicionados as reacdes de PCR, DMSO ou BSA (1 pl em
um volume final de 10 ul), ainda sem sucesso. Entdo, como tltima alternativa, a genotipagem
de cinco individuos para cada loco foi realizada em sequenciador automatico (ABI 3700
Applied Biosystems), porém, outra vez, ndo ocorreu amplificagdo de fragmentos de tamanho
esperado para nenhum loco.

Os microssatélites t€m sido isolados e caracterizados em intimeras espécies de plantas e
animais (Tautz, 1989; Wang et al., 1994). Estas sequéncias sdo altamente polimoérficas e
espécie-especificas, sendo que as regides contendo os SSRs sdo amplificadas por PCR, o que
tem difundido a sua utilizacdo (Edwards et al., 1996). Existem diferentes técnicas para o
isolamento de SSRs (Karagyozov et al., 1993; Armour et al., 1994; Kijas et al., 1994; Wu et
al., 1994; Cifarelli et al., 1995) e revistas especificas para a sua publicacio (Molecular
Ecology Resources, Animal Genetics e Conservation Genetics), as quais promovem O
desenvolvimento e utiliza¢do ainda maior destes marcadores.

O nosso grupo de pesquisa isolou e caracterizou 25 dos 37 locos de microssatélites ja
descritos para a familia Bromeliaceae (Palma-Silva et al., 2007; Paggi et al., 2008; Zanella,
2009). A metodologia utilizada na construcdo da biblioteca de A. winkleri foi a mesma
utilizada nos dois tultimos trabalhos citados acima. Embora tenha sido observada uma baixa
eficiéncia no enriquecimento da biblioteca de Bromelia antiacantha (Zanella, 2009), dois
locos mostraram-se polimorficos e foram utilizados no estudo da diversidade e estruturagdo
genética da espécie. Para a biblioteca de A. winkleri foi observado o mesmo problema, com
baixo nimero de clones com sequéncia de SSR. Os desenhos realizados para os “primers”
foram revisados, e ndo foi encontrado nenhum problema aparente. Estudos deverdao ser
realizados para tentar entender o que pode ter ocorrido principalmente no que diz respeito ao
fato de dois locos amplificarem em alguns individuos e na maioria ndo. Uma hipdtese para
isso, € que mutagdes nas regides de desenho dos “primers” para estes individuos tenham

ocorrido, ndo permitindo o anelamento dos “primers”. Porém o numero de individuos que
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apresentaram este problema € grande. De qualquer forma, o nosso grupo de pesquisa estd
aguardando o sequenciamento dos 48 clones restantes para tentar novamente validar uma

biblioteca de microssatélites para A. winkleri.
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Tabela 1. Caracteristicas dos locos de microssatélites de Aechmea winkleri, incluindo o nome do loco, sequéncia do primer, motivo

da repeti¢do, tamanho esperado e temperatura de anelamento.

Loco Sequéncia do primer Motivo da repeticio = Tamanho esperado Temperatura de anelamento

F: AGGCACTGCACTAGGGTCTGA
Aw0l1 (CA)o(CT)5(GAA), 246 bp 50°C
R: AATTTAACACTCTCGGGGTCTC

F: AGTTTTTCCAGTTGCTCTAC
Aw02 (AG)g 210 bp 52°C
R: GTAGGTTTTCTTCCTCCTTT

F: CTGTCACTTTCCCCTATT
Aw03 (CA)14 143 bp 50°C
R: ACAAGCAAGAAGGATTTA

F: GCAGCACATCAACAATTATC
Aw04 (GA)14 183 bp 55°C
R: TAGGGTTAGGGTTAGGGTTT

F: ACCACTCTTTTACTTTGTGA
AW05 (CT)s 176bp 50°C
R: GTGTGAGTTTAATTGGTGTA

F: CCGGTTTTTGTGATTTGGTT
Aw06 (Chn 282 bp 52°C
R: CCCGCTTCGTTTATTTCATT

F: CGTTGCAATTTAACACTCTC
Aw07 (GA)13GG(GA) 188 bp 59°C
R: GTATCAGATTCGGAGAACAG

F: CTCGTGTGAAGATAGAGTTT
AwO08 (TA)4(GA)13 231 bp 50°C
R: ATAGTTAGGTTTGGCTCTTC

F: CCAAATTAGTAGCGGTCTCCA
Aw09 (AG)i6 145 bp 52°C
R: GCCTATATGCAACAAAAGT
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Capitulo 4

Variabilidade genética e morfolégica em populacoes de Aechmea winkleri
(Bromeliaceae): uma espécie endémica e ameacada da Mata Atlantica
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4.1 Introducao

z

A familia Bromeliaceae ¢ uma das familias de maior riqueza e diversidade da Mata
Atlantica (para mais detalhes veja Martinelli er al., 2008), com aproximadamente 3000
espécies (Luther, 2006). Sdo plantas epifitas, saxicolas ou terrestres, ocorrendo em
praticamente todos os ecossistemas neotropicais (Leme e Marigo, 1993).

O extrativismo ilegal, decorrente principalmente do interesse no potencial ornamental
das bromélias (Andrade e Dematte, 1999; Coffani-Nunes, 2002), e a destruicio e
fragmentacdo do seu habitat, a Mata Atlantica, um dos “hotspots” de biodiversidade mais
importantes e vulnerdveis do mundo (Myers et al., 2000) sdo as principais ameacas as espécies
da familia Bromeliaceae.

Estudos de genética da conservacdo para espécies ameagadas sdo necessdrios para
estabelecer planos de manejo para a preservagdo da biodiversidade. Estimativas dos niveis de
diversidade genética e sua distribuicdo entre individuos e populagdes sdao de extrema
importancia para qualquer estudo evolutivo, de conservacao e manejo de plantas. A estrutura
genética das populacOes reflete a interacdo entre diferentes processos, incluindo a histéria
evolutiva da espécie (distribuicdo, fragmentacdo do habitat, isolamento da populacio),
mutacdo, deriva genética, sistema de cruzamento, fluxo gé€nico e selecdo (Sales et al., 2001).
Populacdes com distribui¢do geografica restrita e baixos indices de variabilidade genética tém
probabilidade reduzida de adaptacdo quando ocorrem alteragdes no ambiente, podendo levar a
extingdo da espécie (Fischer e Matthies, 1998). Além disso, para espécies ameagadas, a
identificacdo de gendtipos tnicos € um importante passo para definir unidades de conservacao
e de importancia evolutiva (Qamaruz-Zaman et al., 1998).

Estudos de genética de populacdes estdo disponiveis para poucas espécies de bromélias,
por exemplo, para o género Tillandsia (Soltis et al., 1987; Gonzélez-Astorga et al., 2004),
Aechmea (Murawski e Hamrick, 1990; Izquierdo e Pifiero, 2000; Almeida, 2006), Pitcairnia
(Sarthou et al., 2001), Puya (Sgorbati et al., 2004), Encholirium (Cavallari et al., 2006),
Alcantarea (Barbara et al., 2007/ a; 2008; 2009), Vriesea (Alves et al., 2004; Palma-Silva et
al., 2009) e Bromelia (Zanella, 2009).
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7z

Aechmea winkleri Reitz é uma espécie preferencialmente saxicola, podendo ser
considerada endémica da regido central do estado do Rio Grande do Sul e ameagada de
extincdio (IBAMA: www.ibama.gov.br). A espécie apresenta folhas de 30 a 36 cm de
comprimento, verdes, com margem serrilhada com espinhos de 0,5 mm de comprimento.
Inflorescéncia bipinada na metade basal, simples para o dpice. Flores sésseis de 16 mm de
comprimento; sépalas vermelhas, fortemente assimétricas; pétalas amarelas. Ovario
subcilindrico vermelho com 5 mm de comprimento (Smith e Downs, 1979). Sao conhecidas
atualmente sete populagdes de A. winkleri, sendo varios aspectos como sistema de
cruzamento, fenologia e biologia da polinizacdo ainda desconhecidos para a espécie.

O objetivo do presente trabalho foi estimar a diversidade e estrutura genética de
populacdes de A. winkleri ao longo de sua distribuicdo geografica atualmente conhecida,
utilizando marcadores moleculares microssatélites nucleares. Foi caracterizada também a
variacdo morfoldgica encontrada na espécie. A partir dos resultados obtidos foram sugeridos

planos de conservacao.

4.2 Materiais e métodos

Populacdes amostradas e extracdo de DNA

Para este estudo foram conduzidas coletas a campo entre marco de 2008 e abril de 2009.
Sete populagdes de Aechmea winkleri foram identificadas e mapeadas, e em quatro delas
foram realizadas as coletas, pelo facil acesso as plantas e por serem as maiores populagdes.
Foram amostrados 142 individuos ao longo de toda a sua distribuicdo geogréfica, no
municipio de Santa Cruz do Sul, regiao central do estado do Rio Grande do Sul, tnico local
atualmente conhecido de ocorréncia da espécie (Tabela 1; Figura 1). A distancia geogréfica
entre as populagdes amostradas variou de 1,34 a 4,22 km. Para evitar a coleta de clones, ja que
a espécie apresenta alta reproducao clonal, manteve-se uma distancia minima de 1 metro entre
os individuos amostrados.

Folhas jovens de cada individuo foram coletadas e estocadas em nitrogénio liquido até a

extracdo de DNA. O DNA gendmico total foi extraido de acordo com o protocolo de Doyle e
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Doyle (1990). A quantificagdo do DNA foi realizada em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio (10mg/ml), utilizando marcador de peso molecular conhecido como

referéncia.

Marcadores moleculares e genotipagem

Foram testados 37 marcadores moleculares nucleares tipo microssatélites descritos para
diferentes espécies de bromélias (Boneh et al., 2003; Sarthou et al., 2003; Palma- Silva et al.,
2007; Paggi et al., 2008; Zanella, 2009). Apds os testes, trés marcadores apresentam um
padrdao polimérfico de amplificagdo: VgCO1 descrito para Vriesea gigantea (Palma-Silva et
al., 2007), PaA10 e PaCO5 descritos para Pitcairnia albiflos (Paggi et al., 2008). As
amplifica¢des por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas em termociclador
TC — 412 (Techne) com: 10 ng de DNA genomico (para o marcador PaC05, 20 ng de DNA
genOmico para os demais marcadores), 1X de tampdo da enzima, 1 mM de MgCl, (para o
marcador PaA10, 1,5 mM de MgCl, para o VgCO01 e 2 mM de MgCl, para o PaC05), 0,2 mM
de dNTP, 10 pmol de cada marcador (“foward” e “reverse”) (para os marcadores PaA10 e
PaCO05 e 15 pmol para o VgCO01) e 0,5 unidade de Taq polimerase (LGC Biotecnologia) (para
os marcadores VgCO1 e PaA10 e 1 unidade para o PaC05), com um volume final de 10 ul. O
protocolo de amplificagdo utilizado estd descrito em Palma-Silva et al. (2007). Os produtos
obtidos foram separados em gel de poliacrilamida desnaturante 6% (19:1 acrilamida-
bisacrilamida) contendo 42,5% de uréia e 20% de tampao TBE 5X. A 60 ml dessa soluc¢ao foi
acrescentado 600 ul de APS (persulfato de amonia a 10%) e 60 ul de TEMED. O pré-
tratamento das placas foi realizado com etanol 95% e acetona para limpeza. Em uma das
placas foi aplicado 400 ul Repel Silane e na outra uma solu¢do contendo 1,7 ul BindSilane, 5
pul de 4cido acético e 995 ul de etanol 95%. O gel foi pré-migrado a 1300 V por
aproximadamente 40 minutos em 0,5X de tampao TBE antes da aplicacio dos produtos
obtidos por PCR, aos quais foram adicionados 5 pl de “stop solution” (0,2 ml de NaOH 5M,
95 ml de formamida, 50 mg de bromofenol “blue”, 50 mg de xileno “cyanol” FF). As
amostras foram desnaturadas em termociclador a 95°C por trés minutos e imediatamente

colocadas no gelo. Seis pl de cada amostra foram aplicadas no gel, o qual migrou a 1300 V
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por aproximadamente 90 minutos. Para a detec¢do das bandas o gel foi corado com nitrato de
prata 1X.

O protocolo de coloragdo seguido foi: dcido nitrico 1% por quatro minutos, lavagem
com dgua destilada, nitrato de prata 1X por 20 minutos, duas lavagens com 4gua destilada,
solucdo reveladora (29,6 g de carbonato de cdlcio, 1000 ml de dgua destilada, 540 pl de
formol e 250 pl de tiossulfato de s6dio 10ng/ml) até o aparecimento das bandas, duas lavagens
com 4gua destilada, dcido acético 10% por quatro minutos, lavagem com dgua destilada, todas
as etapas sob agitacdo constante. Os produtos amplificados foram comparados com marcador

de peso molecular de 50 pb.

Anaélise estatistica

Para caracterizar os locos de microssatélites nas populacdes de A. winkleri foram
estimados: a) A - nimero de alelos por locos; b) Hp - heterozigosidade observada; ¢) Hg -
heterozigosidade esperada; d) Fir coeficiente total de endogamia; e) Fis — coeficiente de
endocruzamento. Estes parametros foram estimados através dos programas Microsatellite
Analyser (Dieringer e Schlotterer, 2003) e FSTAT 1.2 (Goudet, 1995). Cada loco foi testado
para desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg usando o programa FSTAT.

Os niveis de diversidade genética dentro das populacdes foram descritos calculando os
seguintes parametros: a) Rgs - riqueza alélica (El Mousadik e Petit, 1996); b) Ho -
heterozigosidade observada; c) Hg - heterozigosidade esperada; d) Fis — coeficiente de
endocruzamento (Weir e Cockerham, 1984). Desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg foram
identificados utilizando testes exatos no Genepop (Raymond e Rousset, 1995).

Uma andlise Bayesiana foi realizada para estimar o nimero de grupos genéticos (K) e
propor¢ao de mistura (Q) para cada individuo através do programa STRUCTURE 2.0
(Pritchard et al., 2000). A andilise foi realizada sob o modelo de mistura assumindo
frequéncias alélicas independentes e utilizando um periodo de “burn-in” de 50.000, corridas de
300.000 comprimentos e 10 interagdes para cada K, que variou de um a sete, para confirmar a
estabilizacao das estatisticas (Pritchard et al., 2000).

A anédlise molecular da varidncia (AMOVA) foi realizada no programa GENALEX

(Peakall e Smouse, 2006) para microssatélites nucleares e para os marcadores de cpDNA,
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permitindo a distin¢@o entre os efeitos da dispersdo do pdlen e da semente sobre os padrdes de
variabilidade genética. A significancia de cada estatistica F foi testada através de 9999
permutagdes no GENALEX. Para estimar a contribui¢ado relativa do fluxo de pdlen “versus” o

por sementes sobre o fluxo génico total, a férmula abaixo foi aplicada (Ennos, 1994):

Fluxo de polen/ fluxo por sementes = [(1/Fstwy— 1 ) — 2 (1/Fstony — 1)/ (1/Fstomy — 1)

onde Fste) e Fstowy sdo niveis de diferenciacdo populacional calculados a partir de marcadores
herdados de forma biparental (nuclear) e materna (cpDNA), respectivamente. O célculo da
razdo do fluxo pdlen-semente apresentado estd baseado na suposi¢ao de que a heranca materna
de cpDNA € regra em A. winkleri como para a maioria das outras angiospermas (Ennos,
1999).

Valores de Fst e fluxo génico (Nm) par a par foram estimados para as populacdes de A.
winkleri no programa GENALEX. O fluxo génico foi estimado a partir dos valores de Fst sob
a suposicao de equilibrio entre migragdo e deriva.

Foram geradas matrizes de distincia genética (Nei, 1972) entre as populacdes e a
constru¢do do dendrograma foi realizada através do método UPGMA. As matrizes € o

dendrograma foram gerados no programa TFPGA 1.3 (Miller, 1997).

Anélise morfoldgica

Vinte e duas caracteristicas morfologicas quantitativas (Tabela 2) e quatro qualitativas
foram avaliadas em todas as populacdes de A. winkleri (67 individuos). As caracteristicas
avaliadas foram selecionadas de acordo com Vervaeke et al. (2004) e Costa et al. (2009)
conforme descrito em detalhes no capitulo 2.

Os dados quantitativos foram testados quanto a sua normalidade e submetidos a uma
andlise de variancia (ANOVA). A significancia das diferencas entre as médias foi testada
através do teste de Tukey (p < 0,05). As andlises foram realizadas no programa SAS (versado 8,
Instituto SAS, Cary, Carolina do Norte, USA). A populacdo PG nao foi incluida nas andlises

devido ao baixo tamanho da amostra (N = 7).
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Para andlise simultinea das caracteristicas quantitativas e qualitativas foi calculado o
indice de Gower, coeficiente de similaridade entre individuos (Gower 1971), no programa
Multiv 2.4 (Pillar, 2006), incluindo todas as populag¢des de A. winkleri. A partir deste indice
foi realizada a constru¢do de um dendrograma através do método UPGMA no programa NT-

SYS 2.1 (Rohlf, 2000).

4.3 Resultados

Amplificacio heteréloga e variacdo dos locos

Dos 37 locos descritos para a familia Bromeliaceae, 13 amplificaram na espécie
Aechmea winkleri. Porém, sete deles mostraram um padrdo monomorfico e trés amplificaram
em poucos individuos, apesar das vdrias tentativas de otimizacdo de protocolos realizadas
(dados ndo mostrados). Sendo assim, trés marcadores foram utilizados para o presente estudo.

Foram detectados 12 alelos nos trés locos analisados, com uma média de 4,0 alelos por
loco, variando de trés a seis (Tabela 3). A populagdo PG apresentou um alelo exclusivo para o
loco VgCOl1. A heterozigosidade observada e esperada, para todas as populacdes variou de
0,267 a 0,794 e de 0,557 a 0,701, respectivamente (Tabela 3). Os locos VgC01 e PaAl0
apresentaram desvios significativos do Equilibrio de Hardy-Weinberg (p < 0,005). O
coeficiente de endocruzamento médio (Fis) foi de 0,152 e o coeficiente total de endogamia

(Frr) variou de -0,253 a 0,630 (Tabela 3).

Diversidade e diferenciacio genética das populacoes

Os indices de diversidade encontrados nas populacdes de A. winkleri estdo apresentados
na Tabela 4. Os resultados obtidos mostraram uma riqueza alélica variando de 3,56 a 3,67. A
heterozigosidade observada e esperada variou de 0,522 a 0,635 e de 0,568 a 0,653,
respectivamente. O coeficiente de endocruzamento variou de 0,022 a 0,190, sendo
significativos para todas as populacdes (Tabela 4).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) das populagdes de A. winkleri para

microssatélites nucleares mostrou que a maior propor¢do da variagdo genética ocorre devido a
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diferencas dentro das populacdes (92%). O valor de Fst = 0,082, indica estruturacdo genética
moderada. (Tabela 5). Para os marcadores de cpDNA se observou uma alta estruturacio (Fsy =
0,151 Tabela 5). Os valores de Fst e fluxo génico (Nm) par a par para as populacdes de A.
winkleri, variaram de 0,048 a 0,131 e de 1,654 a 4,933, respectivamente (Tabela 6, todos os
valores significativos).

Os resultados da andlise Bayesiana indicaram um K = 1 (dados ndo mostrados). O
dendrograma gerado a partir das distancias genéticas demonstrou um agrupamento entre as
populacdes UN e PP com alta similaridade e a populacio PG como a mais diferenciada

(Figura 2).

Variacido morfoldgica

O dendrograma obtido a partir do indice de Gower para A. winkleri, nao apresentou
separacdo entre as quatro populacdes em grupos distintos (Figura 3). Das caracteristicas
quantitativas avaliadas, para as populagdes UN, BU e PP, aquelas que apresentaram alguma
diferenca entre elas foram: 4, 5, 13, 14 e 19, mostrando que os individuos da populacio BU
sdo ligeiramente maiores que nas demais populacdes (Tabela 2). Para os dados qualitativos foi
possivel observar leves diferencas na coloragdo da sépala das flores para alguns individuos, o

que também ndo pode ser associado a uma determinada populagdo (dados ndo mostrados).

4.4 Discussao

Amplificacio heterdloga

Os baixos indices de amplificacdo heteréloga observados neste estudo nao estdo de
acordo com o que € sugerido na literatura para espécies de bromélias (Palma-Silva et al.,
2007; Paggi et al., 2008). Palma-Silva et al. (2009), em trabalho realizado com Vriesea
gigantea utilizaram sete marcadores heterélogos em seu estudo. Barbard et al. (2009), em
estudos conduzidos com quatro espécies do género Alcantarea utilizaram seis marcadores
desenvolvidos para outras espécies. Em estudo realizado com a espécie polipléide Bromelia

antiacantha (Zanella, 2009), a autora encontrou indices de amplificacdo similares aos do
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presente estudo, utilizando somente trés marcadores heter6logos. Nem mesmo locos descritos
para uma espécie da mesma subfamilia (B. antiacantha, Zanella, 2009), apresentaram
resultados satisfatorios, amplificando, porém, em alguns individuos (mais ou menos 40% do
tamanho amostral), apresentando, trés alelos. Estudo realizado com Aechmea fulgens
apresentou bons padrdes de amplificacdo com cinco marcadores descritos para as espécies
Pitcairnia geyskesii, Tillandsia fasciculata e Guzmania monostachya (Almeida, 2006).
Nenhum desses marcadores utilizados neste ultimo estudo apresentou um padrao polimérfico
de amplificacdo em A. winkleri. A principal limitagcdo da utilizacdo dos marcadores
microssatélites € a necessidade de caracterizagdo de locos espécie-especificos. Entretanto,
embora mutacdes nas regides flanqueadoras das ilhas de SSR possam impedir sua
amplificacdo, estudos t€ém demonstrado que “primers” desenvolvidos para uma determinada
espécie sdo capazes de gerar produtos de amplificacdo homologos aqueles ja descritos,
principalmente em espécies relacionadas (Primmer et al., 2005; Barbard et al., 2007/ b).
Aechmea winkleri faz parte do grupo de bromélias mais recente da familia Bromeliaceae
(Givnish et al., 2004), o que poderia explicar o baixo indice de amplificagdo heterdloga,
devido ao fato de os “primers” descritos até o momento serem para espécies muito distantes.
Os marcadores descritos para a subfamilia Bromelioideae, do qual faz parte Aechmea, foram
descritos para o gé€nero basal da subfamilia (Schulte er al., 2009), provavelmente também
muito distante. Nada foi encontrado na literatura para discutir o fato de alguns marcadores
amplificarem recorrentemente somente em poucos individuos de A. winkleri. Mais estudos sao

necessarios para tentar entender este fato.

Diversidade genética e estruturacio

Mesmo com a utilizacdo de somente trés locos de microssatélites para as anélises, os
resultados encontrados neste estudo mostraram-se muito proximos aos observados para outras
espécies de bromélias, apesar de relativamente maiores (Hp = 0,556). Estudo realizado com V.
gigantea (Palma-Silva et al., 2009) apresentou uma heterozigosidade observada média de
0,424. Barbara et al. (2009), estudaram duas espécies de bromélias endémicas da costa do
estado do Rio de Janeiro, A. glaziouana e A. regina, e encontraram valores médios de Hp =

0,299 e 0,485, respectivamente. J4 para a espécie B. antiacantha foi encontrado um valor
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médio de heterozigosidade observada de 0,337 (Zanela, 2009). Estudos realizados com
espécies do género Aechmea também encontraram valores inferiores de heterozigosidade
observada. Para A. magdalenae, espécie da Republica do Panam4, em estudo realizado com
aloenzimas, foi encontrado um valor médio de Hp = 0,099( Murawski e Hamrick, 1990).
Resultados préximos foram encontrados para A. tuitensis, uma bromélia de distribui¢io
geografica restrita a uma pequena area no México, com a heterozigosidade observada variando
entre 0,042 a 0,091 (Izquierdo e Pifiero, 2000). Entretanto, € preciso levar em consideragdo o
fato de estudos realizados com aloenzimas apresentarem indices de heterozigosidade menores
do que aqueles obtidos com microssatélites.

Espécies com distribuicdo geografica restrita geralmente apresentam niveis mais baixos
de diversidade genética que suas espécies relacionadas com uma distribuicio mais ampla
(Gitzendanner e Soltis, 2000). Os indices de diversidade observados para as populacdes de A.
winkleri sdo semelhantes aos encontrados para espécies de bromélias com distribuicdo
geografica restrita, que utilizaram microssatelies nucleares para as andlises (espécies do
género Alcantarea — Barbard et al., 2009), porém maiores quando comparados com espécies
de bromélias com distribui¢io mais ampla (V. gigantea - Palma-Silva et al., 2009: B.
antiacantha - Zanella, 2009). Os indices de diversidade genética encontrados no presente
estudo podem ser atribuidos, pelo menos parcialmente, ao fato da espécie ser autoincompativel
(Biittow, em preparagdo). Espécies aldgamas, ao contrario das autdgamas, tendem a apresentar
altos indices de variabilidade genética e baixa diferenciacdo genética entre as populacdes
(Fischer et al., 2000). Ainda, o fato de a espécie apresentar reproducdo clonal acentuada
(Goetze — observagdes a campo), facilita a manutencdo dos ‘“genets” e da variabilidade
encontrada, como sugerido em outros estudos (Murawski e Hamrick, 1990; Sarthou et al.,
2001; Gonzélez-Astorga et al., 2004). Além disso, deve ser levado em consideracao a hipdtese
de que a regido onde ocorre A. winkleri pode ter servido de refigio durante as mudancgas
climédticas do Pleistoceno (discutido no capitulo 2), o que também explicaria a diversidade
encontrada.

As populacdes de A. winkleri apresentaram um indice de estruturagdo moderado (Fst =
0,082), o que nao € observado para a maioria das espécies de bromélias. Entretanto, ndo deve

ser desconsiderado o fato de que as populagdes avaliadas no presente estudo estdo
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relativamente proximas geograficamente, diferente dos outros estudos citados. Murawski e
Hamrick (1990), em trabalho realizado com A. magdalena encontraram um Fgsp = 0,356,
indicando forte estruturagdo. Ja Izquierdo e Pifiero (2000), encontraram para A. fuitensis, uma
bromélia endémica, um valor de Fst = 0,196. Trabalho realizado com B. antiacantha, também
da subfamilia Bromelioideae (Zanella, 2009), obteve um Ggsr = 0,219. Barbari ef al. (2007/ a)
em trabalho realizado com a espécie Alcantarea geniculata encontrou estruturagdo moderada
entre as populagdes, Fsr = 0,111, estando este resultado relacionado a conectividade entre as
populacdes e a sua distribui¢do geografica restrita. Os dados encontrados no presente estudo
também indicam haver uma conectividade entre as populagdes, uma vez que elas estdo
geograficamente muito proximas e distribuidas em uma regido extremamente restrita. Nas
comparacdes par a par dos valores de Fsy e nimero de migrantes (Nm), para as populagdes de
A. winkleri, foi observado que a maioria das populagdes apresentou uma estruturacao
moderada e um nimero alto de migrantes por geracdo (Tabela 6). Foi observado ainda que as
populacdes que apresentaram os maiores valores de Fsr (0,131) também sdo aquelas
geograficamente mais distantes entre si (PG e PP, distantes em torno de 5 km).

A razdo entre fluxo de pdlen e de sementes foi de aproximadamente 0,03 para A.
winkleri, ou seja, fluxo génico mais eficiente via sementes. Em estudo semelhante realizado
por Palma-Silva et al. (2009) com V. gigantea, os autores encontraram uma assimetria entre o
fluxo de pdlen e sementes, sendo o fluxo génico via pélen cerca de 3,3 vezes mais eficiente do
que via sementes. Estas diferencas podem ser explicadas pelo sistema de dispersao das
sementes, que em V. gigantea ocorre pelo vento (Sazima et al., 1999) e em espécies do género
Aechmea € realizada por passaros (Leme e Marigo, 1993). Estudo realizado com A. lindenii
encontrou pdssaros dos géneros Chiroxiphia, Tachyphonus e Tangara como dispersores
(Lenzi et al., 2003).

Em todas as populagdes de A. winkleri foram encontrados valores significativos de
endocruzamento (Fis), variando de 0,022 a 0,190, mostrando haver um déficit de
heterozigotos, apesar dos altos indices de heterozigosidade apresentados e discutidos acima.
Como a espécie € alégama (Biittow, em preparacdo), este coeficiente de endocruzamento

provavelmente indica um cruzamento entre individuos aparentados, o que pode ser explicado
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pelo comportamento do polinizador mais frequente de A. winkleri, as abelhas (zangdes), que
visitam individuos préximos, provavelmente aparentados (Goetze — observagdes a campo).

A populacdo Unido (UN) apresentou os menores indices de diversidade genética e o
maior coeficiente de endocruzamento. Estes resultados podem estar associados ao
comportamento dos polinizadores (abelhas e borboletas, mas ocorrendo também visitas
esporddicas de beija-flores, Biittow, em preparacdao). Como as populagdes avaliadas estdo
separadas aproximadamente pela mesma distancia geografica, os valores de Fgr desta
populacdo com as demais indicam estruturagdo de moderada a baixa (Tabela 6). O alto
coeficiente de endocruzamento e os baixos indices de diversidade apresentados indicam a
limitacdo no deslocamento dos polinizadores e dos dispersores de sementes. A limitagdo no
deslocamento do polinizador faz com que ndo ocorra troca de pdlen proveniente de outros
locais, promovendo o cruzamento entre individuos aparentados. Outra hipdtese, nao
excludente da anterior, é que a populacdo pode ndo estar atraindo polinizadores. Populacdes
maiores € mais densas atraem mais polinizadores do que popula¢des pequenas (por exemplo,
Franceschinelli e Bawa, 2000). Porém estudos demograficos precisam ser realizados para a
confirmagao deste fato.

A populagdo Parque da Gruta (PG) apresentou indices de diversidade genética mais altos
do que as demais populacgdes. Esta populacio localiza-se em um Parque de 17,7 hectares, com
uma vegetacdo ainda bem preservada. Por ser um Parque, € a drea dentro do Cinturdo Verde
menos impactada, nao sofrendo com os constantes desmatamentos realizados principalmente

pela construcao civil.

ConclusOes e estratégias de conservacio

Os parametros de diversidade e estrutura genéticos estimados neste trabalho indicam que
as populacdes de A. winkleri apresentam altos indices de diversidade genética e fluxo génico
moderado entre as populagcdes, ao contrdrio do que tem sido observado em outras espécies de
bromélias. Apresenta ainda uma alta variacdo morfoldgica, onde ndo é possivel observar a
formacao de uma identidade para cada populacdo. Apesar disso, a espécie estd distribuida em
uma drea geografica restrita, sendo somente sete populagdes conhecidas atualmente. A drea

onde as populagdes ocorrem estd sofrendo uma forte pressdo antropica, sendo a drea a mais
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visada no municipio pela construcdo civil. Apesar do Cinturdo Verde ser considerado uma
Area de Protecio Ambiental (APA), hd lacunas na lei que permitem a derrubada da mata e
constru¢do de condominios fechados dentro da area demarcada como APA. Além disso,
estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa indicam que A. winkleri é uma espécie
al6gama, ou seja, dependente da acdo de polinizadores para a sua fertilizacdo. Pelo fato das
populacdes apresentarem baixos indices de diferenciacdo genética e morfoldgica, propostas de
conservagao “in situ” para a espécie deveriam dar prioridade as populagdes maiores. Porém,
como foi observado no presente estudo, as populagdes apresentam subestruturagdo, com
indices de endocruzamento significativos, ndo se constituindo em unidades panmiticas. Para
que as populacdes de A. winkleri se mantenham € necessdrio a conservacao do maior nimero
possivel de populacdes, para que a diversidade genética e morfoldgica observadas nas
populacdes ndo sejam perdidas. Além disso, toda a biota envolvida com as bromélias, como os
polinizadores, a microfauna que cresce em seus tanques € os animais que dela se alimentam,
sdo dependentes da persisténcia da espécie. A drea do Cinturdo Verde faz parte dos primeiros
contrafortes da Serra Geral, um ambiente de transi¢do entre os biomas Pampa e Mata

Atlantica, sendo apesar disso pouco conhecido e estudado.
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Tabela 1. Populacdes de Aechmea winkleri encontradas e amostradas (*) no municipio de

Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul. ID = nome da populagao.

ID Localidade Latitude S Longitude W
PG* Parque da Gruta 29°42°34.8 52°24°20.0
UN* Unido 29°41°39.2 52°25°15.0

RE Retiro 29°41°38.7 52°25°20.2

RP Reserva dos Passaros 29°41°34.4 52°25°40.7
BU* Bairro Universitario 29°41°28.7 52°26°09.4
PpP* Pinus Parque 29°40°46.3 52°25°56.9

PI Pinheral 29°41°38.4 52°22°48.5
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Tabela 2. Caracteristicas morfoldgicas quantitativas avaliadas em trés populacdes de Aechmea winkleri. Dados apresentados como

média + erro padrao.

Caracteristicas Populagdes

WUNRS (20)* WBURS (20)* WPPRS (20)*
1 - Numero de ramifica¢cdes na inflorescéncia 12,90 + 0,680 13,00 + 1,003 12,30 £ 0,912
2 - Comprimento da flor (mm) 20,34 + 0,360 21,34 £ 0,340 21,29 +£ 0,298
3 - Comprimento da raque (cm) 12,42 +0,522° 15,12 +0,698" 12,98 + 0,667%
4 - Largura inferior da inflorescéncia (cm) 6,26 + 0,245 7,76 +0,218" 6,78 + 0,346"
5 - Altura do primeiro né6 da inflorescéncia (cm) 7,42 + 0,574b 11,80 + 0,823 8,72 + 0,64b
6 - Comprimento do escapo (cm) 31,48 + 0,936b 36,70 + 1,241* 34,15 + 1,458ab
7 - Comprimento da 3? folha (cm) 48,88 + 2,062b 56,21 +2,104* 54,25 + 2,091’“lb
8 - Largura da 3? folha (cm) 3,74 £ 0,103 3,98 + 0,096 3,97 £ 0,101
9 - Nimero de flores 102,50 + 7,484 113,15 + 10,028 112,95 + 10,300
10 - Area da inflorescéncia (cm?) 12,76 £ 0,571° 16,53 + 0,510 14,46 + 0,789
11 - Relagdo comprimento/ largura da folha (cm) 13,38 + 0,809 14,28 + 0,619 13,88 + 0,720
12 - Densidade da inflorescéncia 0,13 + 0,006 0,15+0,010 0,13 + 0,008
13 - Comprimento da sépala (mm) 13,64 +0,324° 14,82 +0,243* 14,39 +0,225°
14 - Comprimento da pétala (mm) 11,51 + 0,170b 12,18 +0,167° 11,48 + 0,147b
15 - Largura da pétala (mm) 4,01 + 0,066b 4,37 +0,064* 4,40 + 0,083
16 - Comprimento da bractea floral (mm) 6,43 + 0,337b 7,62 +0,250% 7,52 +0,338%
17 - Largura da bréctea floral (mm) 2,73 + 0,068 2,84 +0,113 2,73 + 0,065
18 - Largura da base da flor (mm) 2,38 + 0,055 2,66 + 0,067 2,54 +0,053%
19 - Comprimento do estilete (mm) 10,07 = 0,141b 11,66 +0,364° 10,65 + 0,148b
20 - Comprimento do estame (mm) 9,96 + 0,153 10,50 +£ 0,204 10,22 £ 0,113
21 - Comprimento da antera (mm) 4,16 + 0,089 4,24 + 0,100 4,26 + 0,084
22 - Comprimento do filete (mm) 8,16 £0,152 8,20 £ 0,277 7,85+ 0,144

* Numero de individuos amostrados.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticas significativas entre as médias segundo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 3. Caracterizacdo genética e sumdrio das estatisticas F, para trés locos de
microssatélites nucleares, em quatro populacdes de Aechmea winkleri. N = tamanho da
amostra; A = numero de alelos por loco; Ho = heterozigosidade observada; Hg =

heterozigosidade esperada; Fir = coeficiente total de endogamia; Fis = coeficiente de

endocruzamento.

Loco N A Ho Hg Fir Fis
VgCo1 126 6 0,608 0,701 0,233 0,136%*%*
PaA10 123 3 0,267 0,557 0,630 0,587%*%*
PaCo05 130 3 0,794 0,633 -0,253 -0,266
Média 126,3 4,0 0,556 0,630 0,203 0,152

k% P < 0,005.

Tabela 4. Diversidade genética das populagdes de Aechmea winkleri, para trés locos de
microssatélites nucleares. ID = nome da populacdo; N = tamanho amostral; Rg = riqueza
alélica; Hp = heterozigosidade observada; Hg = heterozigosidade esperada; Fis = coeficiente

de endocruzamento.

Populacoes N Rg Ho Hg Fis
PG 20 3,67 0,635 0,653 0,022%*%*
UN 37 3,56 0,531 0,650 0,190%*#*
BU 38 3,58 0,537 0,651 0,169%*%*%*
PP 39 3,59 0,522 0,568 0,173%*%*

*%k P <0,005; ¥*** P <0,001.
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Tabela 5. Resultados da anélise de variancia molecular (AMOV A) para Aechmea winkleri.

Fonte da variacao df SS Variacao (%) Fsr
Microssatélites nucleares
Entre populagdes 3 19,964 8 0,082%3%#%
Dentro de populacgdes 272 255,705 92

Microssatélites de cloroplasto

Entre populagdes 3 7,495 15 0,15 %%
Dentro de populacdes 55 37,929 85
*ExE P <0,001.

Tabela 6. Divergéncia genética (Fsr: abaixo da diagonal) e fluxo génico (Nm: acima da

diagonal) para populacdes aos pares de Aechmea winkleri.

Populacoes PG UN BU PP
PG - 2,234 2,167 1,654
UN 0,101 - 4,933 4,037
BU 0,103 0,048 - 2,451
PP 0,131 0,058 0,093 -

Todos os valores de P < 0,001.
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Figura 1: Mapa da distribui¢do geografica das populacdes de Aechmea winkleri amostradas

para as andlises de diversidade genética.
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Figura 2. Dendrograma obtido a partir da distancia D de Nei (1972), baseada em trés locos de

microssatélites nucleares, incluindo quatro populacdes de Aechmea winkleri. PG = Parque da

Gruta; UN = Unido; BU = Bairro Universitario; PP = Pinus Parque.
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Figura 3. Dendrograma obtido a partir do indice de Gower, baseado em 22 caracteres

morfoldgicos quantitativos e quatro caracteres morfolégicos quantitativos para 67 individuos

avaliados de Aechmea winkleri. Em verde individuos da populacdo Parque da Gruta; amarelo

populacdo Unido; azul populagdo Bairro Universitario; vermelho populacdo Pinus Parque.
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Consideracoes Finais

A presente dissertacdo estd dividida em trés capitulos que visam contribuir para os
estudos genéticos e bioldgicos da familia Bromeliaceae, principalmente de espécies em risco
ou perigo de extincdo e que ocorrem no Sul e Sudeste do Brasil. Além disso, resolver
problemas de delimitacdo taxonOmica do género Aechmea. Tais informagdes serdo
fundamentais para a conservagdo e manejo destes recursos genéticos disponiveis na natureza.
Este estudo contribuird no entendimento dos padrdes filogeogréficos, diversidade genética e
variacdo morfoldgica das populacdes de Aechmea caudata e A. winkleri, assim como para
esclarecer o relacionamento evolutivo entre estas duas espécies.

Por serem espécies com problemas de delimitagdo taxondmica e ameagadas de extincao,
A. caudata e A. winkleri tornaram-se alvo deste estudo. Sdo espécies pouco conhecidas, ndo
existindo nenhuma informagdo sobre aspectos bdsicos, além de apresentarem um alto
potencial ornamental, sofrendo coleta predatoria.

Para tentar esclarecer o relacionamento de A. caudata e A. winkleri, foi realizada uma
abordagem filogeografica utilizando microssatélites de cloroplasto, além de estudos de
variacdo morfoldgica. Este estudo revelou 41 haplétipos, sendo 12 compartilhados entre as
duas espécies. Identificou que ocorre menor variagdo genética entre as espécies do que dentro
das populacdes para cada espécie, e a formacdo de grupos distintos a partir de andlises
morfolégicas. Apesar dos resultados indicarem um relacionamento complexo entre as
espécies, a distincdo dos taxa como duas espécies distintas € parcialmente suportada. Duas
populacdes apresentaram os maiores indices de diversidade para A. caudata, Floriandpolis e
Guaruja. Pelos altos indices de diversidade apresentados pela espécie A. winkleri, acredita-se
que a regido onde ela ocorre atualmente, centro do estado do Rio Grande do Sul, nas encostas
da Serra Geral, pode ter servido como refigio, sendo aquelas populacdes antigas.

Os marcadores microssatélites desenvolvidos para a espécie A. winkleri ndo foram
validados, apesar de todas as tentativas realizadas. Nao foi possivel identificar o problema que
possa ter ocorrido. Os demais clones recombinantes obtidos na constru¢cdo da biblioteca

deverdo ser sequenciados para uma nova construg¢do de “primers”.
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Os estudos de diversidade genética e estruturacdo populacional demonstraram que A.
winkleri possui altos indices de variabilidade genética, comparados aos encontrados para
outras espécies de bromélias (Barbard et al., 2007; 2009; Palma-Silva et al., 2009, Zanella,
2009). Aechmea winkleri apresentou uma estruturacdo populacional moderada, com baixa
diferenciacdo genética entre as populacdes. O sistema de cruzamento alégamo (Biittow, em
preparacdo), o sistema de dispersdo das sementes (pdssaros Leme e Marigo, 1993) e a
conectividade entre as populagdes estdo provavelmente mantendo a homogeneizacdo das
populacdes. Ocorre uma grande variacdo morfoldgica entre as populacdes de A. winkleri, o
que corrobora a diversidade genética observada e a baixa diferenciacdo entre as populagdes.

Os resultados acima citados sdo muito Uteis para o entendimento dos processos que
moldaram a grande biodiversidade observada na Mata Atlantica, além de auxiliar no

estabelecimento de planos de manejo e conservagao de A. caudata e A. winkleri.
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