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Resumo

As bromélias sdo plantas tipicas do Novo Mundo e vém sendo
amplamente utilizadas para diversos fins, como ornamentagéo, fibras,
forragem, alimentagédo, medicinal entre outros. Bromelia antiacantha Bertoloni
pode ser encontrada em solos Uumidos de floresta, restinga e na vegetacao
secundaria, com distribuicdo do Espirito Santo até o Uruguai. E uma espécie
polipléide, parcialmente auto-incompativel, polinizada por beija-flores e com
alta taxa de reprodugdo clonal. Os frutos sdao bagas, com propriedades
fitoterapicas e utilizados na medicina popular na confeccdo de xarope para
problemas respiratorios. Com o objetivo de estudar a diversidade genética em
B. antiacantha, marcadores de microssatélites foram desenvolvidos (Capitulo
3). Os “primers” foram testados em 51 individuos de duas populagbes e pelo
padrao de amplificacdo dos alelos podemos concluir que B. antiacantha € uma
espécie autopolipldide. Padrées de diversidade genética e estruturagcéo
populacional foram estudados utilizando cinco loci de microssatélites ao longo
da planicie costeira do Rio Grande do Sul e uma populacao de Santa Catarina,
totalizando 167 individuos, amostrados em sete populagdes (Capitulo 4). Os
resultados indicaram uma heterozigosidade esperada relativamente alta (He =
0,705), porém ha um déficit de heterozigotos em comparacdo com os valores
de heterozigosidade obtidos (Ho = 0,337). A riqueza alélica foi de 1,83 e o
namero medio de individuos com quatro alelos distintos foi de 6,4. As
populagbes de B. antiacantha apresentaram uma forte estruturagéo
populacional (Gst = 0,219) e um alto coeficiente de endocruzamento (Fis =

0,539), com baixo fluxo génico entre elas. Bromelia antiacantha tem um baixo
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recrutamento de sementes, alta taxa de reproducao clonal, que podem estar
influenciando nos indices de diversidade e aumentando as diferengas
genéticas entre as populacdes, embora ocorra preferencialmente fecundacao
cruzada. As populagcbes de B. antiacantha apresentaram grande diversidade
fenotipica considerando os caracteres avaliados (Capitulo 5), entretanto ndo
ha uma clara identidade considerando cada populacédo. As folhas e bracteas
apresentaram diferencas na producao de flavonéides e antocianinas nas quatro
populacdes estudadas. O levantamento etnobotanico demonstrou que algumas
comunidades rurais utilizam a planta, sendo que a porcdo mais utilizada,
segundo os entrevistados, € o fruto para o preparo de xarope para doengas
respiratorias. Bromelia antiacantha € uma espécie com forte potencial para
exploracdo de seus recursos fitoterapicos, € uma planta de facil cultivo, com
alta viabilidade das sementes e reproducao clonal. As populacdes estudadas
apresentaram diferengas genéticas intra e inter-populacionais. Desta forma, é
extremamente importante que haja a conservacao das mesmas, visando nao
s6 a conservacao do préprio germoplasma, mas também a selecao de

genotipos superiores para cultivo e / ou melhoramento genético.
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Abstract

The bromeliads are plants typical of the New World and have been
widely used for various purposes, like ornaments, fiber, fodder, food,
therapeutic and others. Bromelia antiacantha Bertoloni is found in moist soils of
forest, restinga and secondary vegetation. It ranges from Espirito Santo state,
Brazil, to Uruguay. It is a polyploid species, partially self-incompatible, pollinated
by hummingbirds, with high clonal reproduction. The fruits are edibles berries
with phytotherapic properties which have been commonly used in folk medicine
in the preparation of syrup for breathing problems. In order to start studying
genetic diversity in B. antiacantha, two microsatellites loci were development
(Chapter 3). The primers were tested in 51 individuals from two populations
and according to the allele’s amplification pattern we can conclude that B.
antiacantha is an autopolyploid species. Patterns of genetic diversity and
population structure were studied using five microsatellite /oci along the coastal
lowland of Rio Grande do Sul and one population of Santa Catarina State,
totalizing 167 individuals sampled in seven populations (Chapter 4). The main
results indicated a relatively high expected heterozygosity (He = 0.705), with a
deficit of heterozygotes, when compared with observed heterozygosity values
(Ho = 0.337). The averaged allelic richness was 1.83 and the number of
individuals with four different alleles was 6.4. Bromelia antiacantha showed
strong population structure (Gst = 0.219) and high coefficient of inbreeding (Fis
= 0.539), with low gene flow among populations. Bromelia antiacantha has low
seed recruitment, high clonal reproduction rate, which may be influencing the

diversity index and the high genetic differences among populations, although
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cross-fertilization occurs preferentially. Populations of Bromelia antiacantha
displayed great phenotypic diversity for those characters evaluated (Chapter 5),
however there is no clear identity considering each population. Leaves and
bracts exhibited differences deviation in the production of flavonoids and
anthocyanins in the four populations studied. Ethnobotanical survey proved that
people use the plant and the most used portion, according to interviewee, it is
the fruit for preparing syrup for respiratory diseases. Bromelia antiacantha is a
species with great potential to explore its phytotherapic resources easy
cultivation, with high seed viability and clonal reproduction. In addition, the
genetic diversity showed within and among populations, is a important factor
which must be considered concerning the species conservation and the

selection of superior genotypes for cultivation and / or improvement.
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Capitulo 1

Introducao Geral
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1.Introducao

1.1 A Familia Bromeliaceae

O Brasil é o centro de diversidade de bromélias, onde podemos
encontrar cerca de 50% das espécies conhecidas. As bromélias sdo ervas
perenes que combinam uma grande variacao de formas, cores e tamanhos.
Sao encontradas praticamente em todos os ambientes, desde o nivel do mar
até os elevados altiplanos da cordilheira dos Andes, em locais Umidos como a
Mata Atlantica, ou regides aridas como a Caatinga. Podem ser terrestres,
terrestres ocasionais, rupiculas, saxicolas ou epifitas, mas nunca parasitas.
Nas espécies epifitas as raizes tém apenas fungédo de fixagdo, enquanto nas
terrestres atuam na fixacdo e na absorcdo de agua (Coffani-Nunes, 2002).
Atualmente sdo conhecidas cerca de 3000 espécies de bromélias (Benzing,
2000), distribuidas em aproximadamente 56 géneros. A familia Bromeliaceae
esta dividida em trés subfamilias: Bromelioideae (~650 sp.), Pitcairnioideae
(~890 sp.) e Tillandsioideae (~1000 sp.) (Luther, 2004).

As bromélias sao plantas tipicas do Novo Mundo, com distribuicao
geografica com limite norte de ocorréncia nos estados da Virginia, Texas e
Califérnia, nos Estados Unidos, e limite sul no norte da Patagbnia, na
Argentina. A Unica excecgdo € Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbr.,
localizada no Oeste da Africa, na regido da Guiné (Porembsky & Barthlott,
1999), o que parece ter sido um evento de recente disperséo a longa distancia

(Givnish et al., 2004).
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Ha 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 sao utilizadas, no mundo todo, para
diversos fins: fibras, forragem, alimentacdo humana, rituais misticos,
combustiveis, ornamentacdo, medicinais, cosméticos entre outros (Bennett et
al., 2001). Entretanto, o interesse pelo cultivo de bromélias para a
comercializagdo € muito recente, datando do inicio dos anos 1990 (Bered et al.,
2008). A crescente demanda de mercado tem sido responsavel pelo aumento
na producdo e comercializagdo de bromélias. No entanto, um consideravel
aumento no extrativismo ilegal, especialmente daquelas espécies com ciclos de
vida longos, vem reduzindo drasticamente muitas populagdes de espécies
oriundas, principalmente, da Mata Atlantica (Coffani-Nunes, 2002).

As bromélias sdo plantas com alto apelo ornamental, devido a sua
aparéncia peculiar, porém pouco se conhece sobre aspectos basicos, como o
modo de reproducédo, estrutura genética, padrdes filogeograficos, fluxo génico
entre as populacdes. Considerando que boa parte das informacbes sobre a
familia provém de colecionadores, e a bibliografia cientifica € restrita, s@o

necessarios estudos para elucidar a evolugao dessas plantas.

1.2 Bromelia antiacantha Bertoloni — historico

Bromelia antiacantha (Figura 1.B), conhecida popularmente como
bananinha-do-mato, pertence a subfamilia Bromelioideae, é uma planta
terricola, estolonifera, de até um metro de altura. As folhas sao lineares e

compridas, atingindo mais de um metro de comprimento e possuem as

Dissertagdo de Mestrado — Camila Martini Zanella 15



Caracterizagdo de populagdes de Bromelia antiacantha

margens densamente cobertas com espinhos (Smith & Downs, 1979). Os frutos
sdo bagas, verdes quando imaturas e amarelas quando maduras, as quais
podem se assemelhar a pequenas bananas (Jorge & Ferro, 1993) (Figura 1.D).
A sua distribuicao estende-se desde o Uruguai até o Espirito Santo, Brasil
(Smith & Downs, 1979). Os espécimes sao encontrados principalmente em
solos umidos de floresta, restinga, e na vegetagcdo secundaria, formando

densos agrupamentos devido a sua propagacao clonal.

Bromelia !
ENIEGENTE

Reginaldo Baiao
s . i

Figura 1. A) Detalhe da inflorescéncia da Bromelia antiacantha; B) Individuo de
Bromelia antiacantha; C) Reproducdo clonal, emissdo do estolao que dara

origem a um ramet; D) Infrutescéncia da Bromelia antiacantha.
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A inflorescéncia de B. antiacantha possui de 50 a 80 cm de comprimento
e de 150 a 350 botdes florais (Figura 1.A) . Cada inflorescéncia abre de 10 a 35
flores por dia, durante quatro a cinco dias (Canela & Sazima, 2005). Possui
uma estratégia de florescimento do tipo “big-bang”, ou seja, abertura de muitas
flores em um curto periodo de tempo (Gentry, 1974). Durante a estacdo de
florescimento, as bracteas e algumas folhas apresentam uma coloracao
vermelho intenso (Figura 1.B; Canela & Sazima, 2005). Esta coloragéao
temporaria inicia com a floracdo, e € considerada atrativa para beija-flores
(Stiles, 1981), caracteristica recorrente em muitas espécies de bromélias
polinizadas por aves (Martinelli, 1997; Sazima et al., 2000; Canela & Sazima,
2003, 2005).

Bromelia antiacantha foi descrita como uma espécie de fecundagao
cruzada predominante (Canela & Sazima, 2005). Estes mesmos autores, apos
a realizacao de experimentos de polinizacdo manual, observaram que 92% das
flores produziram frutos apds fecundagao cruzada, por outro lado, apenas 14%
de frutos foram formados apds autofecundacdo. Sob condicbes naturais,
ocorreu formacao de frutos em 50% das flores amostradas.

O numero cromossbémico basico para a familia Bromeliaceae € x = 25
(Marchant, 1967). A familia mantém alta homogeneidade no numero somatico,
2n = 50, com espécies apresentando 2n = 100 e 2n = 150 ja retratadas
(Sharma & Gosh, 1973; Cotias-de-Oliveira et al., 2000; Palma-Silva et al., 2004;
Gitai et al., 2005). Segundo Gitai (2004), B. antiacantha é polipléide, com 2n =
ca 100, com cromossomos pequenos, esferbides ou bastoniformes, de

tamanhos homogéneos.
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Estudos de caracterizacdo demografica realizados por Duarte et al.
(2007) revelaram que ocorreu um aumento no numero medio de plantas por
hectare de 1255, em dezembro de 1998, para 2192, em dezembro de 2002.
Estas novas plantas eram provenientes principalmente da regeneragao via
propagacdo clonal em comparagdo com as plantas de reproducao sexual,
indicando que ocorreu a entrada de 816 plantas por hectare. Segundo os
mesmos autores, B. antiacantha possui um baixo recrutamento de sementes,
formando 367 brotacdes por hectare, enquanto apenas 5 plantulas ha” séo
provenientes de reproducdo sexuada. Os mesmo autores observaram que o
nuamero médio de individuos vegetativos por hectare € quinze vezes maior do
que o numero meédio dos individuos reprodutivos por hectare. Segundo
Cogliatti-Carvalho & Rocha (2001), a taxa de reprodugédo vegetativa de uma
espécie esta relacionada ao grau de disturbio do sitio e ao espaco disponivel.
Habitats que sofreram algum tipo de distarbio, como queimada ou
desmatamento, favorecem a proliferacdo vegetativa de plantas, pois elas
podem recobrir a area do disturbio mais rapidamente, ja que o ambiente
encontra-se inospito para reproducao sexuada (Janzen, 1980). Estes aspectos
podem explicar a baixa taxa de regeneragao natural via reproducao sexuada e
a alta taxa de brotagbes encontrados por Duarte et al. (2007) para B.
antiacantha, uma vez que a area de estudo sofreu cortes seletivos no passado
e por ser uma espécie pioneira adaptada a ambientes indspitos.

Quanto aos aspectos quimicos, segundo Jorge & Ferro (1993), os frutos
de bananinha-do-mato sao ricos em compostos de natureza fendlica (taninos),
e apresentam flavonoéides. Nakamura (1972) verificou que as folhas e frutos de

B. antiacantha sao fontes de bromelina, uma enzima proteolitica de grande
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importancia farmacéutica, sendo utilizada como agente anticancerigeno,
modulador imunoldgico, com propriedades digestivas, anti-inflamatérias, entre

outras.

1.3 Bromelia antiacantha Bertoloni — potencial econémico

Bromelia antiacantha reune, em uma Unica espécie, um potencial
multiplo. Apresenta caracteristicas medicinais, alimenticias, ornamentais e
industriais. Algumas das utilizacées desta espécie incluem a fabricagdo de
fibras para tecidos, cordoaria e fabricagdo de sabao (Duarte et al., 2007). Esta
espécie também pode ser utilizada como planta ornamental, cerca viva
(impenetravel para o gado) e na extracdo de fibras (Jorge & Ferro, 1993).
Segundo Reitz (1983), sua utilizacdo na medicina popular é descrita desde a
década de 40, apresentando propriedades anti-helminticas, antitussigenas e no
tratamento de célculos renais. Os frutos sdo comestiveis e saborosos, além de
serem utilizados na forma de xarope contra tosse, bronquite e asma (Reitz,
1983). Segundo Duarte et al. (2007), um levantamento etnobotanico realizado
no interior do Parana, mostrou que agricultores utilizam os frutos de B.
antiacantha para a confec¢cdo de xaropes para tratamento de doengas do
sistema respiratério. Levando em consideragao todo o potencial econémico da
bananinha-do-mato, conforme descrito acima, torna-se importante desenvolver

estratégias para a utilizagdo e conservagao destes recursos.
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Capitulo 2

Objetivos
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2. Objetivos

Geral

O presente trabalho tem como objetivo geral estudar a variabilidade
genética, quimica e morfolégica de populagbes naturais de Bromelia
antiacantha. Os dados obtidos contribuirdo para elucidar aspectos evolutivos
da espécie e poderdo ser utilizados para o desenvolvimento de estratégias de
manejo sustentavel, criagdo de futuros programas de melhoramento e
aproveitamento das propriedades fitoterdpicas ja descritas para a bananinha-

do-mato.

Objetivos Especificos

e Desenvolver marcadores moleculares do tipo microssatélites para
Bromelia antiacantha (Capitulo 3);

e Descrever a variabilidade genética e a estruturacdo populacional de
Bromelia antiacantha da planicie litoranea do Rio Grande do Sul
utilizando marcadores moleculares do tipo microssatélites (Capitulo 4);

e Caracterizar popula¢des de Bromelia antiacantha do Parque Estadual de
ltapud considerando caracteres de fruto e folha, viabilidade das
sementes e andlise quimica de flavondides (Capitulo 5);

e Avaliar a utilizagdo de Bromelia antiacantha pela comunidade rural

(Capitulo 5).
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Capitulo 3

Isolamento e caracterizacao de loci de
microssatélites de Bromelia antiacantha
Bertoloni (Bromeliaceae), uma espécie
autotetraploide
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3.1 Introducio

Os microssatélites, ou “simple sequence repeats” (SSRs) sao loci que
compreendem arranjos de pequenos motivos de um a seis pares de bases (pb)
dispostos lado a lado, encontrados em genomas procarioticos e eucariéticos.
Eles estdao presentes em regides codificantes e nao codificantes e sao
caracterizados por um alto grau de polimorfismo (Saghai-Maroof et al., 1994;
Morgante & Oliveri, 1993).

Os microssatélites representam regides instaveis do genoma, que estao
sob alteragées mutacionais, geralmente adigcbes ou delegdes de um numero
integral de repeticbes, com taxas muito mais elevadas do que aquelas
observadas em sequéncias de DNA néo repetitivo (Jarne & Lagoda, 1996). A
instabilidade dos SSRs resulta em /oci polimérficos que sao utilizados em
estudos de diversidade genética, identidade de germoplasma, caracterizacao
da dindmica de populagdes, determinacdo de géneros, questdes relacionadas
a paternidade e comparacdes entre espécies (Thomas & Scott, 1993; Yang et
al.,, 1994; Rongwen et al., 1994; McDonald & Potts, 1997). O uso de tais
marcadores permite esclarecer, também, questdes relacionadas ao sistema de
cruzamento, especializagdo ecolégica e capacidade de colonizagdo de
populagées (Boneh et al., 2003).

Os SSRs tém sido isolados e caracterizados em inUmeras espécies de
plantas e animais (Tautz, 1989; Wang et al, 1994). Estas sequéncias sao
altamente polimérficas e espécie-especificas, sendo que as regides contendo
os SSRs sao amplificadas por PCR (Reacao da Polimerase em Cadeia), o que

tem difundido a sua utilizacao (Edwards et al., 1996). Existem diferentes
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técnicas para o isolamento de SSRs (Wu et al., 1994, Cifarelli et al., 1995;
Karagyozov et al., 1993; Armour et al., 1994; Kijas et al, 1994) e revistas
especificas para a sua publicacdo (Molecular Ecology Resources, Animal
Genetics e Conservation Genetics), as quais promovem o desenvolvimento e
utilizacao ainda maior destes marcadores.

Na técnica tradicional de isolamento de /oci de SSRs, o DNA genbmico é
fragmentado por enzimas de restricdo ou por sonicacao. Esses fragmentos séao
clonados, a selecdo dos clones positivos é feita por hibridizagao, utilizando
sondas contendo repetigbes de di, tri ou tetranucleotideos em membranas de
nylon. As colbdnias positivas sédo isoladas, para posterior sequenciamento dos
fragmentos e desenho dos “primers”. O numero de clones contendo
microssatélites que séo obtidos por meio do método tradicional usualmente fica
préximo a 12% ou menos, chegando a até 0,4% de aproveitamento (Zane et
al., 2002). Este método € muito laborioso e estratégias alternativas tém sido
desenvolvidas para reduzir o tempo e aumentar a sua eficiéncia.

Uma estratégia muito eficiente de isolamento de SSRs utiliza bibliotecas
enriquecidas de microssatélites (Karagyozov et al., 1993; Armour et al., 1994;
Kijas et al, 1994), através da hibridizagdo seletiva utilizando sondas de
oligonucleotideos de repeticbes em “tandem”. A sonda pode ser ligada a
membrana de nylon ou pode ser biotinizada e ligada a esferas magnéticas
(Zane et al., 2002). A utilizacdo de bibliotecas enriquecidas de SSRs tem
aumentado a eficiéncia para 20 a 90%, tanto em plantas quanto em animais,
utilizando sondas di-, tri- e tetranucleotidicas, além de reduzir os custos do

“screening” (Billotte et al., 1999).

Dissertagdo de Mestrado — Camila Martini Zanella Q5§



Caracterizagdo de populagdes de Bromelia antiacantha

Como os microssatélites sado espécie-especificos, os “primers” que
delimitam as ilhas de SSRs exigem alto grau de homologia com as sequéncias
de DNA para as quais eles foram desenhados. Até o0 momento, para a familia
Bromeliaceae, alguns trabalhos foram publicados, no entanto, apenas para
espécies das subfamilias Tillandsioideae (Boneh et al., 2003; Palma-Silva et
al., 2007) e Pitcairnoideae (Sarthou et al., 2003; Paggi et al., 2008). Desta
forma, o objetivo do presente trabalho foi isolar um conjunto de /oci de SSR

para B. antiacantha (Bromelioideae).

3.2 Materiais e Métodos

A biblioteca de microssatélites de B. antiacantha foi desenvolvida no
Laboratério de Anélise Genética e Molecular (CBMEG), na Universidade de
Campinas, Sao Paulo, Brasil, na disciplina “Construcdo de bancos enriquecidos
de microssatélites em eucariotos: um curso pratico e teérico”, oferecida pelo
Programa de Poés-Graduacdo em Genética e Biologia Molecular daquela
Universidade.

O DNA genbdmico total de B. antiacantha foi extraido de folhas frescas
segundo o protocolo descrito por Doyle & Dolyle (1990). O DNA foi quantificado
em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio e posteriormente
digerido com a enzima de restricdo Rsal. Foram ligados adaptadores as
extremidades dos fragmentos reconhecidas pela enzima. A biblioteca foi
enriquecida utilizando como sondas as repeti¢cdes (CT)s e (GT)g biotinizadas e
ligadas a esferas magnéticas como descrito por Kijas et al. (1994) com

modificacdes de Billote et al. (1999). Os fragmentos selecionados foram
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amplificados por PCR usando “primers” complementares aos adaptadores e
posteriormente ligados ao vetor pGEM-T Easy (Promega). Os plasmideos
foram introduzidos em células competentes XL-1 Blue (Escherichia coli). As
colénias transformadas foram cultivadas em meio contendo ampicilina e X-
galactosidase. Para a obtencdo das sequéncias foi utilizando o kit de
sequenciamento BigDye Terminator versao 3.1 (Applied Biosystems) no
sequenciador ABI PRISM 377 (Applied Biosystems). As sequéncias foram
analisadas com 0 “software” WEBTROLL
(http://wsmartins.net/webtroll/troll.html) para localizar os microssatélites. Para o
alinhamento das sequéncias “forward” e “reverse” que continham motivos de
SSR foi utilizado o “software” SEQUENCHER verséao 4.1.2 (Gene Codes) e os
“primers”  foram  desenhados utilizando o programa PRIMER3
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi).

As amplificacdes via PCR foram inicialmente feitas com dez individuos
de cada populacao e a reacao final continha: 10ng de DNA gen6mico, 1x do
tampao da enzima, 2 mM de MgCl,, 0,2mM de dNTPs, 10pM de cada primer
(“Foward” e “Reverse”), e 0,5 unidade de Taq polimerase (GoTaqg, Promega),
com um volume final de 10ul. As reac¢des foram feitas no termociclador TC —
412 (Techne). O protocolo das amplificagdes para SSR foi realizado segundo
Palma-Silva et al. (2007) através de programa do tipo “touchdown”. O produto
das amplificacbes foi separado por eletroforese em gel de agarose de alta
resolugcéo (Agarose 1000, Life Technologies) a 4,0% e corado com brometo de
etidio. As amplificacdes foram comparadas com marcador de peso molecular

de 50pb (LGC Biotecnologia) para determinagcdo dos alelos. O tamanho dos
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fragmentos foi confirmado em sequenciador automatico (ABI 3700, Applied
Biosystems).

Apds o isolamento e desenvolvimento dos loci de SSR, os mesmos
foram testados em 51 individuos de duas populacbes de B. antiacantha
(Parque Estadual de ltapua, Viamao, RS) para determinar o padrdao de
polimorfismo. O programa AUTOTET (Thrall & Young, 2000), especifico para
organismos poliploides, foi utilizado para estimar a heterozigosidade observada
(Ho) e esperada (Hg), o coeficiente de endocruzamento e para verificar se o0s
loci estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. As analises levaram em
consideracdo a presenca de multiplos heterozigotos parciais (AAAB, AABB,
AABC), além do heterozigoto total (ABCD). Outra particularidade do programa
€ a obtencdo da estimativa da heterozigosidade esperada considerando
segregacdes cromossémica [He(Ce)] e cromatidica [Hg(Cd)] ao acaso. A
segregacao cromatidica € produzida se ocorrer dupla reducao, por exemplo, as
cromatides irmas segregam no mesmo gameta, um fendbmeno caracteristico de
autopolipléides e que depende da quantidade de tetravalentes formados e da
proximidade do locus do centrébmero (Bever & Felber, 1992; Ronfort et al.,
1998). Como nédo se sabe a taxa de dupla reducdo em B. antiacantha, foi

assumido apenas a ocorréncia da segregacao cromossémica.

3.3 Resultados e Discussao

Foram construidas trés bibliotecas enriquecidas com microssatélites
para B. antiacantha, das quais um total de 288 colénias recombinantes foram

obtidas e 144 clones foram sequenciados. Foram encontradas 26 sequéncias
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contendo motivos de microssatélites, a partir dos quais, 12 primers foram
desenhados, sendo que dois amplificaram satisfatoriamente, /oci Ba02 e Ba06.
Foi observada uma baixa eficiéncia no enriquecimento da biblioteca de SSR
em B. antiacantha (1,38%). A porcentagem obtida é muito préxima a
encontrada em bibliotecas construidas através do método tradicional em
plantas, 2,3%, que pode variar entre 0,059 a 5,8% (Zane et al, 2002).
Diferentes motivos para a baixa eficiéncia no enriquecimento da biblioteca
nesta espécie podem ser considerados. Pode ser uma limitagdo da técnica,
pela utilizagdo de uma quantidade ndo adequada de tampdo SSC ou outro
reagente utilizado, também pode ter ocorrido o ndo anelamento da sonda as
regides de SSRs. Outro fator que pode estar influenciando é o fato de tratar-se
de uma espécie vegetal, o seu DNA pode conter algum composto secundario
que inibe o enriquecimento, além disso, o fato de ser uma espécie polipldide
também pode influenciar negativamente, apesar de inimeras bibliotecas ja
terem sido desenvolvidas para plantas poliploides (Truong et al., 2005; Bon et
al., 2005).

O padrao observado na resolucao das amplificagdes em gel de agarose
de alta resolugao corrobora a afirmacao de que B. antiacantha é uma espécie
polipldide (Gitai, 2004). Podemos concluir ainda, que provavelmente esta
espécie € autopolipléide, com até quatro alelos sendo encontrados por
individuo. N&o foi possivel estimar o niumero exato de cépias de cada alelo em
individuos com menos de quatro alelos amplificados, pois a intensidade das
bandas nos géis de agarose ndao segue um padrao claro, € o erro esperado

seria grande.
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O numero de alelos por locus foi quatro para o locus Ba02 e seis para o
locus Ba06 (Tabela 1). A heterozigosidade observada nos /oci foi de 0,329 e
0,408, com uma média de 0,369 (Tabela 2). Os dois loci mostraram uma
diferenca significativa do equilibrio de Hardy-Weinberg (P<0,001),
demonstrando um déficit de heterozigotos. A heterozigosidade esperada média
foi de 0,746, com um coeficiente de endocruzamento médio de 0,506 (Tabela
2). A heterozigosidade observada foi bem menor que a esperada e o
coeficiente de endocruzamento foi alto, o que demonstra um excesso de
homozigotos.

Os valores de heterozigosidade obtidos e esperados para B. antiacantha
foram muito proximos aos encontrados por Palma-Silva (2008), para a espécie
Vriesea gigantea (Bromeliaceae), uma espécie dipldide com ampla distribui¢éo,
através da analise de SSRs (Ho = 0,424 e He = 0,714). Barbara et al. (2007)b
também estudaram a diversidade genética de oito populagcdes de duas
espécies de bromélias, Alcantarea imperialis e A. geniculata. A
heterozigosidade observada foi igual a 0,362 e 0,357, respectivamente. A
heterozigosidade esperada foi de 0,615 para A. imperialis e de 0,429 para A.
geniculata. Apesar dos valores de heterozigosidade observada serem
relativamente altos, eles sdo diferentes dos esperados, 0 que demonstra que

h& um déficit de heterozigotos nessas espécies.
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Tabela 1. Sequéncia dos “primers” e caracteristicas dos loci de microssatélites
desenvolvidos para Bromelia antiacantha, incluindo o nome do locus, a
sequéncia dos “primers”, o tipo de repeticdo, numero de alelos e o tamanho
dos fragmentos em pares de bases.

Loci Sequéncia Repeticao N° alelos bp

Ba02 F: CAACCAATCAGAGCGCAATA (TG)oTTT(GA)15 4 150
R: GACCACGCGTCTCCAAAATA

Ba06 F: AAACATGTTCCCCCTTACCC (TC)27 6 230

R: AAGAAACCGGACGCTGTATG

Tabela 2. Caracterizacao da diversidade genética das populacdées de Bromelia
antiacantha observadas nos dois /oci de SSR. A = riqueza alélica; Ai = riqueza
alélica dentro do individuo; G = nimero médio de individuos com quatro alelos
distintos; Ho = heterozigosidade observada; Hg = heterozigosidade esperada;

Fis = coeficiente de endocruzamento.

Loci A Ai G Ho He Fis

Ba02 4 1,857 12 0,329 0,682 0,518
Ba06 6 2,039 16 0,408 0,809 0,495
Média 5 1,984 14 0,369 0,746 0,506
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Capitulo 4

Diversidade e estrutura genética de populacoes
naturais de Bromelia antiacantha Bertoloni
(Bromeliaceae)
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4.1 Introducido

A variabilidade genética encontrada em populacées naturais esta
diretamente relacionada com aspectos da histéria de vida da espécie e pode
fornecer informagdes importantes com implicagdes na biologia evolutiva,
ecologia e biologia da conservacdo. Entre os aspectos de vida mais
importantes destacam-se o0 sistema de cruzamento e os mecanismos de
dispersdo de sementes (Hamrick & Loveless, 1986). Ao contrario das espécies
alégamas, as autégamas tendem a apresentar baixos niveis de variabilidade
dentro das populagdes e elevada divergéncia genética entre as mesmas. Da
mesma forma, populacées de espécies que apresentam reproducao clonal
geralmente apresentam niveis de variabilidade semelhantes as de plantas
autégamas (Fischer et al.,, 2000). Além disso, segundo Soltis & Rieseberg
(1986), estudos eletroforéticos em espécies autopolipldides sugerem que a
heterozigosidade é significativamente maior nessas populacbes em
comparacao com as dipléides, devido a sua heranca tetrassbmica. Tal
fendbmeno também podera influenciar no grau de diversidade genética estimada
dentro e entre populagdes.

Informagdes sobre a variabilidade genética dentro e entre populagdes,
assim como o conhecimento do germoplasma existente de uma determinada
espécie, sdo extremamente importantes, pois podem servir como base para a
utilizacdo e conservacao dos recursos genéticos disponiveis (Handa, 1998).
Além disso, a caracterizagdo de germoplasma tem papel fundamental para o

futuro melhoramento genético das espécies.
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Os trabalhos publicados sobre a diversidade genética de populagdes de
espécies da familia Bromeliaceae ainda s&o escassos, principalmente no que
se refere a utilizacdo de marcadores do tipo microssatélites. A maior parte dos
trabalhos com este enfoque utilizaram marcadores do tipo isoenzimas, RAPD
ou AFLP (Soltis et al., 1987; Murawski & Hamrick, 1990; Ruas et al., 1995;
lzquierdo & Pinero, 1998; Zizka et al., 1999; Izquierdo & Pinero, 2000;
Gonzalez-Astorga et al., 2004; Sgorbati et al., 2004; Cavallari et al., 2006). Os
primeiros loci de microssatélites desenvolvidos para Bromeliaceae foram
descritos por dois grupos independentes, Boneh et al. (2003) e Sartou et al.
(2003), para trés espécies de bromélia, Tillandsia fasciculata, Guzmania
monostachia e Pitcairnia geyskesii. Estudos de diversidade e estrutura genética
utilizando a amplificagdo heterdloga destes marcadores em outras espécies
foram realizados com sucesso (Barbara et al., 2007b, 2009; Paggi, 2006;
Palma-Silva 2008). No entanto, a descricdo de novos “primers” especificos
para outras espécies de bromélias é importante para que um ndmero maior de
estudos com este enfoque possa ser realizado. Até o momento, nossa equipe
isolou 25 loci de microssatélites para diferentes espécies (Vriesea gigantea e
Alcantarea imperialis, Palma-Silva et al., 2007; Pitcairnia albiflos, Pagqi et al.,
2008; Bromelia antiacantha, Zanella, C., nesta dissertagcédo, Capitulo 3).

Os loci de microssatélites sdo espécie-especificos, sendo necessario
isola-los para cada espécie. Porém a presenca de regides flanqueadoras
conservadas nos microssatélites permite a amplificacdo desses loci em
espécies proximas. O alto grau de polimorfismo observado na espécie em que
os loci foram descritos pode ocasionalmente ndo ser observado em espécies

relacionadas, especialmente quando aumenta a distancia evolutiva entre as
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mesmas (Rubinsztein et al. 1995; Morin et al. 1998). No caso da familia
Bromeliaceae, para a qual existem relatos de ampla radiacdo adaptativa
acarretando em baixos niveis de divergéncia nas sequéncias de DNA, os
marcadores sao transferiveis entre espécies da mesma subfamilia e até entre
as subfamilias (Palma-Silva et al., 2007; Barbara et al., 2007a, 2009; Paggi et
al., 2008).

Bromelia antiacantha pertence a subfamilia Bromelioideae, é uma
espécie terricola, estolonifera, de até um metro de altura, seus frutos séo
bagas, as quais podem se assemelhar a pequenas bananas (Jorge & Ferro,
1993). A sua distribuicdo estende-se desde o Uruguai até o Espirito Santo,
Brasil (Smith & Downs, 1979). Ocorre principalmente nos solos umidos da
floresta, restinga, e na vegetagcdo secundéaria, formando sempre densos
agrupamentos devido a sua propagacao clonal. Bromelia antiacantha foi
descrita como sendo uma espécie predominantemente de fecundacao cruzada
(Canela & Sazima, 2005), com estratégia de florescimento do tipo “big-bang”,
ou seja, abertura de muitas flores em um curto periodo de tempo (Gentry,
1974). Segundo Gitai (2004), B. antiacantha é polipléide, com 2n = ca 100, com
cromossomos pequenos, esferdides ou bastoniformes, de tamanhos
homogéneos.

A poliploidizagéo € considerada uma importante forma de surgimento de
novas espécies, sendo um recurso significativo na evolucdo das plantas
(Stebbins, 1980). A ocorréncia de polipldides entre as angiospermas varia de
30 a 80% (Otto & Whitton, 2000; Soltis & Soltis, 2000). Muitos fatores
contribuem para o sucesso adaptativo de organismos polipléides, como o

aumento da heterozigosidade e diversidade genética, multiplicidade enzimatica
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e aumento na diversidade bioquimica (Levin, 1983; Soltis & Soltis, 2000),
sendo que o0 seu estabelecimento na natureza pode ser favorecido por
reproducdo vegetativa e habito perene (Otto & Whitton, 2000; Soltis & Soltis,
2000).

Dois principais tipos de polipléides sdo encontrados na natureza,
alopoliploides e autopoliploides (Stebbins, 1947; Soltis & Soltis, 2000).
Alopoliploidia é resultante da hibridacdo interespecifica e subsequente
duplicagcdo cromossémica, ja o autopolipléide ¢é consequéncia da
poliploidizagdo de um unico individuo, geralmente pela fusdo de gametas néao
reduzidos. Alopolipléides sado caracterizados por uma heranga dissémica,
formacdo de bivalentes durante a meiose e heterozigosidade fixada (sem
segregacao). Os organismos autopolipléides normalmente expressam uma
heranga polissémica, podendo formar multivalentes durante a meiose, com a
formacdo de dois tipos de heterozigotos: balanceados e nao balanceados
(L6pez-Pujol et al., 2004).

O objetivo geral do presente trabalho foi estimar a diversidade e
estrutura genética de populagdes de B. antiacantha da planicie costeira do Rio
Grande do Sul utilizando loci de microssatélites. Mais especificamente, o
trabalho objetivou: a) descrever os niveis de variabilidade genética dentro e
entre as populacdes e inferir se ha estruturagdo entre as mesmas; b) identificar
padrées moleculares relacionados ao tipo de poliploidia (alo ou autopoliploidia)

de B. antiacantha.
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4.2 Materiais e Métodos

Area de estudo

Foram amostrados 167 individuos de Bromelia antiacantha em sete
populacdes distribuidas ao longo da planicie costeira do Rio Grande do Sul e
em uma populacdo de Santa Catarina (Tabela 1 e Figura 1). As populacdes
amostradas foram: Estacado Ecolégica do Taim (TM), no municipio de Santa
Vitéria do Palmar, com um ambiente de restinga e campos; Arambaré (AR), as
margens da Laguna dos Patos, um ambiente de restinga e alta incidéncia de
ventos; Parque Estadual de Itapud, Viaméao (Lagoa Negra — LN, com solo
arenoso e vegetacao tipica de restinga, com alta incidéncia luminosa sobre as
plantas; e Trilha do Fendmeno — TF, situada em uma regido de mata mais
fechada, e solo seco); Osério (OSO), na localidade de Estancia Velha, num
ambiente de restinga e solo arenoso; Maquiné, na localidade de Barra do Ouro
(BO), uma area de mata ciliar (Mata Atlantica) e umida; e na Floresta Nacional
de Trés Barras (TB), localizada entre os municipios de Trés Barras e
Canoinhas, Santa Catarina, com uma vegetacao tipica de Floresta Ombrdfila
Mista.

Bromelia antiacantha tem uma alta reproducéo clonal e os individuos
foram coletados com no minimo 10m de distdncia com o objetivo de evitar a
amostragem do mesmo individuo (clone). Folhas jovens foram coletadas e

estocadas em nitrogénio liquido até a extracao de DNA.
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Extracdo de DNA e caracterizagdo molecular

O DNA genémico total foi extraido segundo o protocolo descrito por
Doyle & Doyle (1990). As extracdes de DNA foram quantificadas em gel de
agarose 0,8%, corados com brometo de etidio, em comparacado com DNA de
fago A. Foram testados todos os “primers” descritos para a familia
Bromeliaceae (Boneh et al., 2003; Sartou et al., 2003; Palma-Silva et al., 2007;
Paggi et al., 2008), além dos descritos para Bromelia antiacantha (Capitulo 3).
ApOs o “screening” inicial, foram selecionados cinco “primers” para a
continuagdo do trabalho. Dois descritos para Bromelia antiacantha (Ba02 e
Ba06, Capitulo 3), dois descritos para Pitcairnia albiflos (PaD07 e PaZ01 —
Paggi et al, 2008) e um para Vriesea gigantea (VgF05 — dados né&o
publicados). As amplificagdes via PCR foram realizadas no termociclador TC —
412 (Techne) contendo: 10ng de DNA gendmico, 1x do tampao da enzima, 2
mM de MgCl,, 0,2mM de dNTPs, 10pM de cada primer (“Foward” e ‘Reverse”),
e 0,5 unidade de Taq polimerase (GoTaq, Promega), com um volume final de
10ul. O protocolo de amplificacéo utilizado foi do tipo “touchdown”, descrito por
Palma-Silva et al. (2007). Para a genotipagem, inicialmente foram realizados
testes em géis de poliacrilamida 6%, corado com nitrato de prata. Entretanto,
por tratar-se de uma espécie polipléide os géis ficaram de dificil leitura, além da
presengca de bandas fantasmas tipicas das amplificagdes de loci de
microssatélites. Dessa forma, o produto das amplificacbes foi separado por
eletroforese em gel de agarose de alta resolucdo (Agarose 1000, Life
Technologies) a 4,0%, e corado com brometo de etidio. As amplificacdes foram
comparadas com marcador de peso molecular de 50pb (LGC Biotecnologia)

para determinagdo do tamanho dos alelos. Inicialmente, a genotipagem
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realizada no gel de agarose foi comparada com aquela realizada em
sequenciador automatico (ABI 3700, Applied Biosystems). Os testes realizados

confirmaram o tamanho e o nidmero de alelos estimados.

Analise estatistica

Para descrever os niveis de diversidade genética, foram calculados os
seguintes parametros: (1) P — porcentagem de loci polimorficos; (2) A — riqueza
alélica, a qual representa o numero de alelos por locus; (3) Ai — riqueza alélica
dentro do individuo, representando o nimero medio de alelos por individuo por
locus; (4) G — riqueza genotipica que mede o numero de gendtipos com quatro
alelos por locus; (5) Ho - heterozigosidade observada; (6) He -
heterozigosidade esperada (7) Fis — coeficiente de endocruzamento, calculado
como 1-(Ho/Hg), para comparar se as propor¢cdes genotipicas estdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). O teste de qui-quadrado (x?) foi realizado
para avaliar os desvios de Fis de zero. Os parametros de diversidade genética
foram calculados utilizando o “software” AUTOTET (Thrall & Young, 2000),
especifico para organismos poliploides. O “software” DISPAN (Ota, 1993), que
também suporta andlises para organismos polipldides, foi utilizado para
calcular a particdo da diversidade genética dentro e entre as populacoes,
utilizando a estatistica de diversidade génica de Nei (Nei, 1973), através dos
seguintes parametros: Ht — diversidade génica total; Hs — diversidade génica
média dentro das populag¢des; Dst — diversidade genética entre populagdes; e
Gst — proporcao de diversidade genética total entre as populagdes. O fluxo
génico (Nm) entre as populacées foi estimado pela equacao de Wright (Wright,

1951): Nm = 1 — Gs1/4 Ggsr. Matrizes de distancia genética foram geradas neste
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programa segundo a distancia genética D entre populacdes (Nei, 1972). A
construgcdo do dendrograma foi realizada através do método UPGMA no

programa NT-SYS 2.1 (Rohlf, 2000).

4.3 Resultados

Foram detectados, no total, 22 alelos nos cinco /oci analisados, com uma
média de 4,4 alelos por locus, variando de trés a seis alelos por locus (Tabela
2). Alelos raros (frequéncia menor que 0,05) estdo presentes em trés
populacdes (TF, OSO, AR). No locus PaZ01 um alelo esta fixado na populagéao
BO e no locus VgF05 ha um alelo fixado na populacédo TB. A heterozigosidade
observada nas populagdes, variou de 0,114 a 0,583, com uma média de 0,337
(Tabela 2). A heterozigosidade esperada foi de 0,705, variando de 0,573 a
0,793. O coeficiente de endocruzamento médio (Fs) foi de 0,539. Todos os loci
mostraram uma diferenga significativa do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
(P<0,001), com excecdao do loci PaD07 que apresentou equilibrio nas
populacées BO e AR, e o loci PaZ01 que também nao desviou o HWE nas
populagées de BO e OSO.

A diversidade genética variou bastante entre as populagdes analisadas
(Tabela 3). A riqueza alélica (A) média foi de 3,97, variando entre 3,2 e 4,4
alelos por locus. Quanto a riqueza genotipica (G), a média foi de 6,4 gendtipos
com quatro alelos por locus, variando de 3,6 e 8,8. A riqueza alélica média
dentro dos individuos foi de 1,83 alelos por individuo por locus, variando entre
1,51 e 2,18 (Tabela 3). A heterozigosidade observada entre as populagdes foi

de 0,193 a 0,460, com uma média de 0,327 (Tabela 3). A heterozigosidade
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esperada variou de 0,363 a 0,661, com média de 0,559. O coeficiente de
endocruzamento médio (Fs) foi de 0,412. A populagéo de Barra do Ouro (BO)
foi a que apresentou os menores indices de diversidade genética.

A diversidade genética em B. antiacantha € mais alta dentro das
populagdées (Hs = 0,599), do que entre elas (Dst = 0,147); todavia uma
significante fragdo dessa variabilidade genética foi atribuida a diferengas entre
as populacdées (Gst = 0,219), o qual demonstra que elas estdo altamente
estruturadas (Tabela 4). O numero de migrantes por geragao foi baixo (Nm =
1,69), 0 que permite inferir que o fluxo génico entre as populag¢des € limitado.

O dendrograma gerado a partir da matriz de distancia genética baseada
na distdncia D (Nei, 1972) demonstrou um agrupamento entre as populagdes
do Parque Estadual de Itapua (LN e TF), com alta similaridade genética (Figura
3). As populagbes coletadas mais ao sul da planicie costeira do Rio Grande do
Sul (ARA e TM) formaram um grupo a parte, revelando uma similaridade
bastante alta entre as mesmas. As populacées BO e OSO, geograficamente
préximas, agruparam-se num terceiro clado. A populagdo de Santa Catarina
(TB) agrupou com as da regiao mais ao sul do RS, mostrando uma similaridade
genética, apesar da grande distancia geogréfica existente entre elas (= 600

km).

4.4 Discussdo

Segundo Gitai (2004), Bromelia antiacantha possui 2n = ca 100
cromossomos. Considerando-se a heranca codominante dos microssatélites,

os padroes de bandas observados nos géis de agarose nos permitiram sugerir
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que B. antiacantha é uma espécie autopolipléide (Figura 2), sendo possivel
identificar individuos com trés e quatro alelos distintos, indicando a
autopoliploidia da espécie (Soltis & Rieseberg, 1986; Soltis & Soltis, 1989;
Mahy et al., 2000). Lopez-Pujol et al., (2007) utilizaram dados de aloenzimas,
um marcador codominante, para evidenciar que Delphinium montanum
(Ranunculaceae) é autopolipléide.

Os valores das heterozigosidades observados em B. antiacantha foram
muito préximos aos encontrados por Palma-Silva (2008), que estudou a
diversidade genética em 13 populagbes naturais de Vriesea gigantea, uma
espécie de bromélia diploide com ampla distribuicdo, utilizando loci de
microssatélites como marcador molecular (Ho = 0,424 e He = 0,714). Também,
Barbara et al. (2007)b estudaram a estruturacdo genética e o fluxo génico de
oito populacdes de duas espécies de bromélia perenes e dipldides que habitam
elevadas altitudes na mata Atlantica (RJ e MG), Alcantarea imperialis e A.
geniculata, no qual obtiveram uma heterozigosidade observada igual a 0,362 e
0,357, respectivamente. A heterozigosidade esperada foi de 0,615 para A.
imperialis e de 0,429 para A. geniculata. Apesar dos valores de
heterozigosidade observada serem relativamente altos, eles sdo diferentes dos
esperados, demonstrando que ha um déficit de heterozigotos igualmente
nessas espécies.

Altos niveis de heterozigosidade encontrados em autopolipléides podem
ser consequéncia da heranca tetrassémica (Soltis & Soltis, 2000), pois esse
modo de heranca pode reduzir os efeitos de gargalo de garrafa e deriva
genética nas populagoes. Trabalhos na literatura demonstram niveis elevados

de heterozigosidade em plantas autopolipléides em comparacao com espécies
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dipléides relacionadas: Dactylis glomerata (Ho = 0,43 no tetraploide e Ho =
0,17 no dipléide; Soltis & Soltis, 1993), Rutidosis leptorrhinchoides (Ho = 0,34
no tetrapléide e Ho = 0,22 no dipléide; Brown & Young, 2000). A auséncia de
estudos em espécies dipldides relacionadas a B. antiacantha nao permite este
tipo de comparagdo, tornando dificil classificar os niveis de diversidade
genética da espécie. O unico fato que pode ser levado em consideragao neste
caso é que as populacbes de B. antiacantha estudadas apresentaram um
excesso de homozigotos, porém com indices proximos aos encontrados para
outras espécies da familia Bromeliaceae.

A riqueza alélica observada em B. antiacantha (Ai = 1,83) foi menor que
as obtidas para espécies de bromélias dipléides estudadas por Palma-Silva
(2008), Vriesea gigantea (Ai = 2,83), e por Barbara et al. (2007)b, A. imperialis
(Ai = 2,48) e A. geniculata (Ai = 2,36). Lopez-Pujol et al. (2004) estudaram uma
espécie tetraploide de planta endémica de uma regidao da Espanha, Thymus
loscosii (Lamiaceae), a qual possui uma riqueza alélica média igual a 3,0. As
populacdes de B. antiacantha amostradas apresentaram um ndmero menor de
alelos por locus tanto comparando com espécies da mesma familia, quanto
com espécies com mesmo nivel de ploidia, o que evidencia a baixa
variabilidade genética na espécie.

As populagdes de B. antiacantha apresentaram valores variados de Gst
(Tabela 4), com o valor médio de 0,219, o que indica uma forte estruturacao
populacional, também observado em outras espécies de Bromeliaceae com
reproducdo clonal. Gonzalez-Astorga et al. (2004) obtiveram um Fst = 0,39
entre populacdes de Tillandsia achyrostachys e alto endocruzamento (Fis =

0,43). Por ser uma espécie endémica, de distribuicao restrita e forte reproducao
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clonal, a fragmentacao do habitat tem reduzido a riqueza alélica e a diversidade
genética de T. achyrostachys, aumentando a diferenca entre as populagoes.
Sgorbati et al. (2004) encontraram um Gst = 0,96 em Puya raimondii
(Bromeliaceae), com uma forte estruturacdo populacional e com baixa
diferenciacdo dentro das populacées (Hs = 0,014), sendo uma espécie com
uma estreita base genética e forte uniformidade das populagcdes. Barbara et al.
(2007)b, estudando duas espécies de bromélias, encontraram forte
estruturacéo entre populagdes de Alcantarea imperialis (Fst = 0,434) e baixo
indice de endocruzamento dentro das populagées (Fis = 0,099). Para A.
geniculata, os mesmos autores também consideraram uma estruturacao alta
(Fst=0,111), com baixo grau de endocruzamento (Fis = 0,094), verificando um
alto grau de isolamento genético entre elas e fluxo génico baixo, indicando uma
ineficiéncia na polinizacao.

A populagao de Barra do Ouro, no municipio de Maquiné, apresentou os
menores indices de diversidade genética, provavelmente por tratar-se de
espécimes cultivados na regido, no passado. As coletas nesta localidade foram
realizadas ao redor das cercas das propriedades, e pela proximidade genética
com a populagdo de Osério (Figura 3), acredita-se que esses individuos
tenham sido trazidos do litoral. Ja a populacdo da Lagoa Negra apresentou
indices de diversidade genética mais altos, sendo o local com 0 maior numero
de gendtipos com quatro alelos distintos (G = 8,8) e alta heterozigosidade
esperada (0,661). A Lagoa Negra esta situada no Parque Estadual de Itapué,
uma area de restinga, de preservacdo ambiental e fechada ao publico, com
variabilidade genética mais alta entre os individuos em comparacdo com as

demais populagdes. A Trilha do Fenbmeno esta situada no mesmo parque,
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mas em um local, que no passado, sofreu distarbios ambientais (antiga
pedreira) e estd em regeneracdo nos ultimos 30 anos, apresentando uma
variabilidade genética menor.

Os parametros genéticos estimados neste trabalho indicam que ha um
fluxo génico baixo entre as populagdes de B. antiacantha, com menos de dois
individuos migrantes por geracdo. Por ser uma espécie com alta taxa de
reproducédo clonal, forte estruturacdo populacional e altos coeficientes de
endocruzamento (Fis), seus indices de diversidade genética sdo mais baixos
em comparagdo com espécies de fecundacao cruzada. Em geral, espera-se
que espécies de plantas com fecundagéo cruzada apresentem pouca diferenca
entre as populagdes e baixo nivel de endocruzamento (Bodanese-Zanettini e
Cavalli, 2003). Segundo Soltis et al., (1987) Tillandsia ionantha exibiu baixos
valores de Fst (0,043), indicando pouca diferenca nas frequéncias alélicas
entre as populagdes. Apesar de B. antiacantha ser uma espécie autotetrapléide
(Gitai, 2004; este estudo), da qual se espera uma diversidade genética alta
(Soltis & Soltis, 2000), com grande numero de heterozigotos, o que podemos
observar é que a reproducao clonal (Jorge & Ferro, 1993), juntamente com o
baixo recrutamento de sementes (Duarte et al, 2007) podem estar
influenciando nos indices de diversidade, homogeneizando as populagdes e
aumentando as diferengcas genéticas entre elas, embora ocorra
preferencialmente fecundagdo cruzada nas populagbes naturais (Canela &

Sazima, 2005).
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Tabela 1. Populagbes de Bromelia antiacantha amostradas na Planicie
Costeira do Rio Grande do Sul e em Santa Catarina. ID = nome da populagéo,

estado, localidade e coordenadas geogréficas.

ID Estado Localidade Latitude S Longitude W
™ RS St? Vitéria do Palmar 31°56’ 5225’
AR RS Arambaré 30°50’ 5129
LN RS Viaméo — ltapua 30°04 51°071
TF RS Viamao — ltapua 3021’ 51°071’
(01510 RS Osério 29°53’ 50°16’
BO RS Maquiné 29°40’ 50°12’
B SC Trés Barras 26°06’ 5919’

Tabela 2. Caracterizacdo genética em sete populacbes de Bromelia
antiacantha. A = riqueza alélica; Ai = riqueza alélica dentro do individuo; G =

nuamero médio de individuos com quatro alelos distintos; Ho = heterozigosidade

observada; Hg = heterozigosidade esperada; Fis = coeficiente de
endocruzamento.
Locus A Ai G Ho He Fis
Ba06 6 2,36 31 0,509 0,793 0,358
PaD07 3 1,13 6 0,114 0,655 0,825
PaZ01 5 2,47 25 0,583 0,762 0,235
VgFo05 4 1,49 6 0,203 0,573 0,646
Ba02 4 1,69 15 0,275 0,743 0,630
Média 4.4 1,83 16,6 0,337 0,705 0,539
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Tabela 3. Diversidade genética das populacées de Bromelia antiacantha
observadas com cinco loci de SSR. ID = nome da populagédo; N = tamanho
amostral; A = riqueza alélica; Ai = riqueza alélica dentro do individuo; G =

numero médio de individuos com quatro alelos distintos; Ho = heterozigosidade

observada; Hg = heterozigosidade esperada; Fis = coeficiente de
endocruzamento

ID N A Ai G Ho He Fis
™ 27 4 2,13 7,85 0,437 0,657 0,334
ARA 25 4 1,93 7 0,367 0,574 0,361
LN 34 4.4 1,77 8,8 0,307 0,661 0,535
TF 24 4,4 1,6 6,4 0,236 0,625 0,623
(013]0) 17 4,2 2,18 5,8 0,460 0,537 0,145
BO 15 3,2 1,51 3,6 0,193 0,363 0,467
B 25 3,6 1,72 5,4 0,288 0,496 0,419

Média/Total 167 3,97 1,83 6,4 0,327 0,559 0,412

Tabela 4. Estatistica F para cinco loci de SSR em sete populagdes de Bromelia
antiacantha. Hr = diversidade genética total; Hs = diversidade genética média
dentro das populagdes; Dst = diversidade genética entre populagdes; e Gst =
proporcao de diversidade genética total entre as populagdes.

Locus Hy Hs Dsr Gst

Ba06 0,786 0,744 0,042 0,053
PaD07 0,646 0,323 0,323 0,499
PaZ01 0,772 0,637 0,135 0,176
VgFo05 0,582 0,437 0,145 0,249
Ba02 0,743 0,654 0,089 0,119
Média 0,706 0,559 0,147 0,219
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Figura 1. Mapa das populagbes de Bromelia antiacantha amostradas para
andlise de diversidade genética e estruturagao populacional.
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Figura 2. Amplificacdo do produto de PCR do “primer” Ba06 em 19 individuos
de Bromelia antiacantha, em gel de agarose 4% de alta resolugdo, mostrando a
amplificacdo de 1 a 4 bandas (alelos) por individuo . As amostras 5 e 10 néo
amplificaram. L — marcador de peso molecular de 50pb.
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Figura 3. Dendrograma obtido a partir da distancia D de Nei (1972) incluindo as
sete populagdes de Bromelia antiacantha avaliadas. LN = Lagoa Negra; TF =
Trilha do Fendbmeno; TM = Taim; ARA = Arambaré; TB = Trés Barras; BO =

Barra do Ouro; OSO = Osorio.
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Capitulo 5

Bromelia antiacantha: morfologia, fitoquimica e

etnoboténica de populacoes da regiao Sul
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5.1 Introducio

Caracterizacdo morfolégica

O conhecimento da diversidade genética das populacbes tem papel
essencial no sucesso do melhoramento de plantas, e tem sido utilizado com
éxito no manejo, conservacao e utilizacdo de germoplasma, tanto cultivado
quanto nativo. Existem diferentes métodos para estimar a diversidade genética,
dentre os quais se encontram os marcadores morfologicos ou fenotipicos (Fufa
et al., 2005).

A caracterizacao da diversidade genética de plantas cultivadas, baseada
em caracteres morfolégicos, vem sendo utilizada ha um longo tempo, pois
apresenta vantagens notaveis, como a possibilidade da simples deteccao e
medicao de caracteres relevantes em germoplasmas uteis (Lépez et al., 2008)
e também porque permite o acesso ao desempenho do gendtipo em condicdes
naturais (Fufa et al.,, 2005), além de nao requererem tecnologias sofisticadas
para a mensuracao (Newbury & Ford-Lloyd, 1997). No entanto, tal metodologia
pode apresentar limitagdes pois muitas caracteristicas sdo controladas por
multiplos alelos e loci, tornando dificil relacionar padrdes de variabilidade
fenotipica com as bases genéticas, além de terem a sua expresséo
influenciada pelo ambiente (Lombard et al., 2001; Nuel et al., 2001).

A morfologia do fruto de Bromelia antiacantha é extremamente variavel,
0 que tem sido relatado por pesquisadores e coletores desta planta (Barros,
[.B.l., 2006 — comunicacdo pessoal), entretanto, nenhuma bibliografia foi

encontrada considerando este tipo de andlise. Por outro lado, Duarte et al.
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(2007) avaliaram o peso e o numero de frutos de B. antiacantha de uma
populacdo de Santa Catarina, estimando, desta forma, a produtividade de
frutos por planta. Estes resultados sdo de extrema importancia quando o
objetivo é a exploracao destes recursos genéticos para diferentes fins, como a

producao de xarope, por exemplo.

Caracterizacao fitoquimica

Os pigmentos foliares estdo diretamente relacionados a fungbes
fisiolégicas nos vegetais. Tais compostos parecem também estar envolvidos
em, praticamente, qualquer interacdo da planta com o ambiente abidtico.
Fatores abioticos naturais como irradiagdo solar, luz UV, seca, nutrientes e
estacdes do ano influenciam no metabolismo e na produgao destes compostos
(Mole & Waterman 1988, Gartlan et al. 1980, Glyphis & Puttick 1988). Os
compostos primarios, como por exemplo a clorofila e os carotendides, atuam
na absorcao e transferéncia da energia luminosa ao aparato fotossintético, ja
os metabdlitos secundarios, como os flavondides, atuam como sequestradores
de radicais livres, tém acdo antioxidante, inibem enzimas hidroliticas e
oxidativas, tém acado antiinflamatoéria (Zhishen et. al., 1999), e podem previnir
ou retardar o desenvolvimento de alguns tipos de céncer. Os flavondides
derivam da rota biossintética do chiquimato, sdo mais amplamente distribuidos
no Reino Vegetal e tiveram um papel fundamental na colonizagdo da terra
pelas plantas (Chapman, 1985), o que Ihes permite apresentar uma grande

gama de acdes biolégicas.
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Dentre os flavonoides, as antocianinas s&o as mais comuns, sendo
responsaveis pela maioria das cores vermelha, rosa, roxa e azul observadas
nos vegetais (Taiz & Zeiger, 2006). Elas pertencem ao grupo dos
bioflavonéides e auxiliam na protecao das folhas do excesso de luz ou da luz
UV, evitando a formacdo de compostos reativos de oxigénio (Sherwin &
Ferrant, 1998). As antocianinas atuam como compostos antifungicos (Coley &
Kusar, 1996), atraindo polinizadores e dispersores de sementes (Canela &
Sazima, 2005) e como anti-herbivoros (Schlindwein et. al., 2005).

A producgao de pigmentos é influenciada tanto por fatores bidticos quanto
abioticos. Em folhas juvenis, € frequente a presenga das antocianinas, pois
estas auxiliam na protecdo do aparato fotossintético em formagéo (Schlindwein
et. al.,, 2006; Gamon & Surfus, 1999), ja que esta fase de desenvolvimento
representa um grande investimento de nitrogénio para a planta. Ocorre também
em folhas com crescimento limitado por baixas temperaturas ou por situacdes
de estresse (Chalker-Scott, 1999; Pietrini & Massacci, 1998).

A familia Bromeliaceae € pouco conhecida do ponto de vista
fitoquimico. Os poucos registros disponiveis na literatura, mostram a

ocorréncia de peptideos e derivados fendlicos, dentre os quais se destacam
os flavondides, que ocorrem pigmentando folhas vegetativas, hipsofilos em
pecas florais e nos frutos (Yano, 2003).

Os flavonoides e terpendides encontrados na familia Bromeliaceae séo
diversificados e mostram-se como bons marcadores sistematicos em
classificagdo vegetal para o grupo. Os flavondides de Bromeliaceae
apresentam um padrao de oxigenacao muito caracteristico no anel A, tendo C6

ligado a um grupo OH livre ou OMe (Yano, 2003), podendo ser utilizados na
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industria farmacéutica e cosmética, tendo em vista suas atividades

antioxidantes.

Etnobotanica

O uso de plantas medicinais € uma forma de tratamento terapéutico
muito antigo, relacionada aos primérdios da medicina e fundamentada no
acumulo de informagdes por sucessivas geragdes (Brasil, 2006). No Brasil a
utilizagéo de plantas, cultivadas ou ndo, com fins medicinais € uma pratica bem
difundida e enriquecida pelas diferencas culturais, herdadas dos indios,
europeus e negros, que associadas a grande diversidade vegetal presente no
pais, geraram uma gama de remédios e tratamentos amplamente difundidos na
sabedoria popular (Branddo, 1996). Os compostos primarios e secundarios
sintetizados pelas plantas possuem principios ativos que em dosagens
adequadas podem vir a ser utilizados com fins fitoterapicos. Os compostos
secundarios se diferenciam dos primarios por serem, muitas vezes, especificos
de determinados grupos taxonémicos (Martin, 1995).

Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) no Brasil,
20% da populagédo consomem 63% dos medicamentos disponiveis e o restante
0s encontra nos produtos de origem natural, especialmente nas plantas com
propriedades medicinais (Araujo Jorge & Scudeller, 2005; Simdes et al., 2003).
O uso de plantas medicinais, as quais frequentemente sdo cultivadas em
quintais, € uma pratica secular baseada no conhecimento popular e transmitida
oralmente. Em comunidades carentes a utilizacdo de plantas medicinais é

frequente, principalmente pela facilidade na obtengcdo das plantas, pelo baixo
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custo, pela eficiéncia na prevencéo e no tratamento de doencgas e pela falta de
acesso da populagdo a servigcos de saude (Silva Neto et al., 2005; Barata,
2003).

O estudo etnobotanico consiste na avaliagdo da interagao humana com
todos o0s aspectos do meio ambiente através de levantamentos nas
comunidades tradicionais sobre a utilizacdo das plantas (Martin, 1995),
gerando informacbes sobre a origem, a domesticacdo e a conservacdao de
plantas cultivadas e silvestres, agriculturas tradicionais, uso, percepgao e
manipulacéo dos recursos vegetais (Albuquerque, 2005).

Plantas medicinais representam um recurso terapéutico e fonte de
recursos econdmicos. Desta forma, o desenvolvimento de estratégias de
manejo sustentavel voltadas para a utilizacdo destas espécies vegetais é
extremamente importante (Reis, 1996). A possibilidade de exploracédo
sustentada de populagdes naturais de espécies nao madeireiras pode
favorecer a conservacao de porcoes da Mata Atlantica, e pode gerar renda ao
proprietario rural (Pavan-Fruehauf, 2000; Reis & Mariot, 2001; Mariot et al.,
2003; Steenbock et al., 2003).

Bromelia antiacantha, pertence a subfamilia Bromelioideae, € uma
espécie terricola, estolonifera, de até um metro de altura, com frutos do tipo
baga, os quais podem se assemelhar a pequenas bananas (Jorge & Ferro,
1993), sendo conhecida popularmente como bananinha-do-mato. Além disso,
apresenta caracteristicas medicinais, alimenticias, ornamentais e industriais
(Reitz, 1983; Barros & Souza, 1995; Haverroth, 1997; Mercier & Yoshida,
1998). Sua utilizacdo na medicina popular é descrita desde a década de 1940,

apresentando propriedades anti-helminticas, antitussigeno e no tratamento de
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célculos renais (Reitz, 1983), além da utilizagcao dos frutos para a confecgao de
xaropes para o tratamento de doengas do sistema respiratorio, fungcdo essa
mais amplamente utilizada na medicina popular (Caffer, 2005).

Considerando os diferentes usos de B. antiacantha relatados, este
trabalho teve como objetivo geral avaliar caracteristicas morfolégicas e
fitoquimicas desta espécie, bem como avaliar os seus principais usos pela
comunidade rural do Rio Grande do Sul. Os objetivos especificos foram: a)
avaliar a variabilidade morfologica dos frutos e folhas de B. antiacantha do
Parque Estadual de Itapud; b) comparar a producdo de flavonoides e
antocianinas em folhas e bracteas; c) fazer um levantamento etnobotéanico para

identificar a utilizagao de B. antiacantha pela comunidade rural.

5.2 Materiais e Métodos

Area de estudo

O presente estudo foi realizado no Parque Estadual de Itapua, no
municipio de Viamao, RS, Brasil (30°20° a 3027’ S e 5050’ a 51°05’ W) a
57Km de Porto Alegre. A temperatura media no local € de 17,5°C e a
precipitagdo anual & de 1.200 mm/ano. Quatro populagdes foram estudadas:
Trilha do Fenémeno (TF), Morro da Grota (MG), Lagoinha (LG) e Lagoa Negra
(LN). Também foi coletada uma populagdo na Floresta Nacional (FLONA) de
Trés Barras (TB), localizada entre o municipio de Canoinhas e Trés Barras em
Santa Catarina (26°06'23” S, 50°19'20” W), um ambiente de vegetacao tipica
de Floresta Ombroéfila Mista, com temperaturas médias em torno de 16,15°C

(Figura 1).
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As entrevistas foram realizadas em duas comunidades: em Barra do
Ouro, pertencente ao municipio de Maquiné, e em Santa Vitéria do Palmar, nas
localidades do Albardao e Quinta. Dois funcionarios de dois estabelecimentos
comerciais também foram entrevistados: uma banca de produtos coloniais na
beira da BR 392, no Km 40, e uma banca de verduras e frutas do Mercado

Publico de Porto Alegre, onde os frutos sdo comercializados.

Caracterizagdo morfologica

As coletas foram realizadas nos més de maio de 2007 e nos meses de
maio e julho 2008 em trés popula¢gées do Parque Estadual de Itapua: Trilha do
Fendmeno, Lagoinha e Lagoa Negra. Foram coletados trés frutos por planta,
num total de 30 plantas por populagdo. Em 2008, apenas a populagdo da
Lagoa Negra formou frutos e a coleta foi realizada em 25 plantas. Em 2008 foi
acrescentada na andlise a populacdo da FLONA de Trés Barras (30
individuos), com o objetivo de comparacdo com os resultados obtidos por
Duarte et al (2007), os quais realizaram estudo nesta mesma area.

Para a analise da morfologia dos frutos, os seguintes parametros foram
analisados: numero de frutos por planta, forma (redondo, oval, simétrico,
assimétrico, banana), cor (amarelo ou alaranjado, podendo ser liso ou rajado),
comprimento (cm), largura (cm), relagdo comprimento/largura, peso (g),
concentragdo de soélidos soluveis (°Brix), maturacdo (imaturo, parcialmente
maduro, maduro) e numero de sementes por fruto. Na populagdo da Lagoa
Negra, coletada em 2008, foi avaliada a viabilidade das sementes e o

comprimento medio das folhas (cm).
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Os dados quantitativos foram testados quanto a sua normalidade e
submetidos a uma analise de variancia, seguida de um teste de Tukey, com o
objetivo de testar a diferenca entre as médias das populagdes. Estas analises
foram realizadas no “software” SAS (versao 8, Instituto SAS, Cary, Carolina do
Norte, USA). Para os dados qualitativos foram calculadas as frequéncias dos

caracteres em cada populacéao.

Caracterizagao fitoquimica

As coletas foram realizadas em 2008, em quatro popula¢cées do Parque
Estadual de Itapua: Trilha do Fenébmeno, Morro da Grota, Lagoinha e Lagoa
Negra. Foram coletas duas folhas verdes e duas bracteas vermelhas
(aproximadamente 20g de material fresco) de cinco plantas em estadio de

inicio de floracdo em cada populacéo.

Quantificacdo de flavondides: na preparacao dos extratos foi empregada uma

abordagem fitoquimica classica para a obtencdo dos extratos com riqueza de
constituintes polares (Harbone, 1984; Matos, 1997). Discos foliares com
aproximadamente 0,5g de folha foram macerados em nitrogénio liquido e foram
adicionados 6 ml de etanol PA para extracdo dos compostos. Foram retirados
1,5 ml dessa solugéo e adicionados 4,0 ml de H,O; 0,5 ml de etanol PA; 0,3 ml
de NaNO:z 5%; 0,3 ml de AIClz 10%; 2,0 ml de NaOH 1M e H,O para completar
o volume final de 10ml. A solugcdo dos extratos foi agitada em vortex e as
leituras foram feitas em espectrofotometro a 510 nm (Cintra 5, GBC) (Zhuang

etal., 1992).
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Antes de efetuar as leituras, o espectrofotdmetro foi calibrado, para isso
foram colocados os mesmos reagentes descritos acima e o extrato foi
substituido por uma solucao de quercetina 1% diluida em etanol PA (flavonéide
padrao). A solucao de quercetina foi adicionada nos seguintes volumes: 0,3;
0,6; 0,9; 1,2 e 1,5 ml, além de uma solugdo sem quercetina (branco), o volume
final foi completado com etanol PA. Estas solugcdes foram utilizadas para fazer
a curva de calibracao do espectrofotémetro. A equagao obtida foiy = 0,1285x +
0,0588, com um coeficiente de correlacdo de R? = 0,9812.

Foram obtidas trés leituras para cada amostra a 510 nm na quantificagao
de flavonodides, foi feita uma média dessas leituras e submetidas a equacéo

descrita acima, obtendo-se a quantidade de flavonoides por miligramas.

Quantificacdo de antocianinas: foram retirados discos foliares de

aproximadamente 0,5g e colocados em 5 ml da solugcdo extratora contendo
metanol : HCI : H20 (90 : 1 : 1, vol : vol : vol), mantidos a 4°C/24h no escuro.
As leituras realizadas no espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de 529
e 650 nm, revelaram os teores deste pigmento, através da equacao descrita
por Sims & Gamon (2002).

Os dados foram testados quanto a sua normalidade e submetidos a uma
analise de variancia, seguida de um teste de Tukey, com o objetivo de testar a
diferenca entre as médias das populacdes e entre folhas verdes e bracteas
vermelhas. Estas analises foram realizadas no programa SAS (versdo 8,

Instituto SAS, Cary, Carolina do Norte, USA).
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Levantamento etnoboténico

O levantamento etnobotanico realizado teve como alvo comunidades
rurais do interior do Rio Grande do Sul. Os locais foram selecionados a partir
de informacbes prévias sobre a ocorréncia de B. antiacantha e através da
indicacao dos proprios entrevistados, de acordo com o método bola-de-neve
descrito por Albuquerque (2004). Foram realizadas 20 entrevistas, duas em
estabelecimentos comerciais que vendem os frutos in natura e as demais em
residéncias. Foram realizadas entrevistas semi-estruturadas (Cervo & Bervian,
1996). Neste tipo de entrevista, os entrevistados respondem a uma série de
perguntas gerais, algumas das quais anteriormente preparadas e outras que
surgem naturalmente durante o decorrer da conversagdo (Martin, 1995).
Inicialmente, foi explicado ao entrevistado o objetivo do trabalho e em seguida
foram coletados os dados de identificacao (nome, idade, profissao e sexo). A
seguir, foi realizada uma série de perguntas a respeito de origem, usos, cultivo

e manejo da planta (Anexo ).

5.3 Resultados

Caracterizacdo morfoldgica

As populagbes de Bromelia antiacantha apresentaram grande
diversidade fenotipica considerando os caracteres avaliados (Tabela 1), com
excecao do estagio de maturacao, onde todos os frutos estavam maduros no
momento da coleta, evidenciando a falta de diversidade para este carater nas

populacdes estudadas. A diferenca mais marcante observada foi no nimero de
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frutos por planta, comparando a populagdo de Trés Barras (média de 229,76)
com as do Parque Estadual de Itapué (entre 25,47 e 37,90 frutos por planta)
(Tabela 1) (Figura 2).

Os frutos de Trés Barras (SC) sdao menores que os do Rio Grande do
Sul, considerando o peso, comprimento, largura e numero de sementes
(Tabela 1). A relagdo comprimento / largura (forma) foi a mais elevada,
demonstrando que os frutos tém um tamanho uniforme. Considerando a
concentracdo de solidos soluveis, somente as plantas da Lagoa Negra
diferiram das demais, possuindo um conteudo maior de agucar. A populagcéo
da Trilha do Fenémeno apresentou frutos mais pesados, compridos e com
maior numero de sementes (Tabela 1).

A viabilidade média das sementes na populagdo da Lagoa Negra foi de
89,6% e o comprimento médio das folhas foi de 125,3cm. A cor predominante
foi amarela nas populacdes do Rio Grande do Sul, com frutos lisos na LN e LG
e frutos rajados na TF (Figura 3). A populacdo de TB s6 apresentou frutos
alaranjados, com uma frequéncia de 0,899 para frutos de cor alaranjada e lisos.
Os frutos foram encontrados nos cinco formatos (oval, simétrico, assimétrico,
redondo e banana), sendo que os mais frequentes foram ovais nas populagdes
da TF e LN, e simétricos na LG e TB (Figura 4). Apesar da caracterizagdo da
cor e formatos dos frutos terem sido realizadas, ndo houve uma identidade, ou
um padrdo claro para cada populacdo, sendo que todas elas apresentaram
formatos e cores de frutos variaveis, embora em frequéncias diferentes.

Os dados de morfologia das duas coletas na Lagoa Negra (2007 e 2008)
foram comparados (Tabela 2). Houve diferenca significativa entre os caracteres

avaliados, com excec¢ao do numero de frutos por planta e o peso dos frutos.
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Caracterizacdo quimica

A quantidade de flavondides foi diferente entre as folhas verdes e
bracteas vermelhas (Tabela 3). As folhas apresentaram 1,68mg de
flavonoides/ml, ja as bracteas exibiram 0,43mg de flavonéides/ml (P < 0,001).
As populacbes nédo apresentaram diferenca significativa na quantidade de
flavondides quando comparadas folhas verdes entre si (P = 0,396) e as
bracteas vermelhas entre si (P = 0,199, dados ndo apresentados).

As folhas verdes ndo apresentaram antocianinas, em compensagao as
bracteas possuem uma alta quantidade de antocianinas (10,83mg de
antocianinas/ml) (Tabela 3). As populagbes também n&o apresentaram
diferencas na quantidade de antocianinas, considerando-se folhas verdes (P =

0,0571) e bracteas vermelhas (P = 0,452, dados nao apresentados).

Levantamento etnobotanico

De forma geral, uma pessoa por familia respondeu as perguntas, porém,
houve casos em que mais pessoas presentes na propriedade contribuiram nas
respostas. Foram entrevistadas pessoas de niveis socio-culturais e atividades
ocupacionais distintas: agricultor, metalurgico, professor, pecuarista, motorista,
comerciante, doméstica e estudante, com idades entre 20 e 82 anos (Tabela
4).

Bromelia antiacantha € popularmente conhecida pelos entrevistados

como bananinha-do-mato, banana-do-mato e gravata. Das dezoito pessoas
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entrevistadas trés ndo conheciam a planta, uma delas conhecia apenas o fruto.
Dentre as que conhecem a planta, onze ja viram a inflorescéncia e acham a
planta muito bonita durante a sua fase reprodutiva.

A planta foi muito utilizada como cerca viva para o gado, hortas e ao
redor das propriedades. Um total de 72% dos entrevistados mencionou a
utilizacdo como cerca no passado, sendo que alguns ainda tém varios
individuos de B. antiacantha ao redor de suas cercas atualmente. Devido a sua
propagacéao clonal, as cercas sao feitas pela colocagdo de mudas da planta,
uma ao lado da outra, e com o crescimento das mesmas 0S espagos Sao
fechados.

A porgao da planta mais utilizada, segundo os entrevistados, é o fruto,
no preparo de xarope para doengas respiratorias. O xarope tem boa aceitacao
entre a comunidade, sendo que 83% dos entrevistados tinham conhecimento
das propriedades fitoterapicas da planta. Uma entrevistada relatou que para
confeccionar o xarope costuma escolher os frutos maiores e sadios. Outra
pessoa comentou que seus antepassados assavam o fruto na brasa e depois
comiam, para curar reumatismo. Os frutos também sao apreciados por alguns
entrevistados, podendo ser fervido na agua com agucar, assado na brasa ou
em rodelas com acgucar. Muitos comentaram que ja experimentaram o fruto in
natura, mas nao apreciaram devido a sua acidez. Os frutos também sao
utilizados no preparo de licor, onde sdo colocados na cachaga e deixados por
um periodo até que estejam aptos para consumo. Pode ser acrescentado um
pouco de agucar, mel ou uma calda preparada com agua e acucar, a qual é

adicionada a bebida. O licor € muito apreciado na regiao.
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Quando questionados sobre a variabilidade existente nos frutos de B.
antiacantha, os entrevistados mencionaram inicialmente que os frutos sao
amarelos e com formato que lembra uma banana, com alguns mais
arredondados. Houve mencao de que existem diversos tamanhos de fruto,
diferencas quanto a maior ou menor acidez, “doces” e “amargos”. Quanto a
infrutescéncia ou “cacho”, os entrevistados relataram que também ha uma
grande variacdo, ou seja, individuos apresentando cachos pequenos com
poucos frutos e cachos grandes com mais de 50 frutos.

Os entrevistados também foram questionados sobre a presenca de
polinizadores e de animais da regido que se alimentem das folhas e dos frutos.
Seis pessoas afirmaram que beija-flores e abelhas visitam as flores. O gado,
capivaras, gambas, preas, ovelhas e aves se alimentam dos frutos (Figura
2.C). Também alguns entrevistados responderam que caso deixem os frutos na
planta eles normalmente apodrecem, sem que nenhum animal se alimente
deles. Além disso, afirmaram que os animais ndo comem as folhas porque elas
tém espinhos.

Os entrevistados afirmaram nao arrecadar renda com os frutos da
bananinha-do-mato. Afirmaram retirar o cacho no momento da utilizagdo dos
frutos e no caso de outras pessoas solicitarem. Em uma banca de produtos
coloniais na beira da BR 392, a vendedora informou que eles vendem os
cachos por R$ 5,00 (cinco reais), e que cultivam a bananinha em suas terras,
sendo que todo o ano h& producédo de frutos. O outro estabelecimento
entrevistado foi uma Banca do Mercado Publico de Porto Alegre. O
entrevistado informou que eles compram os cachos de um produtor de Canoas,

RS, e o revendem por R$ 15,00 (quinze reais), ou a unidade (cada fruto) por
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R$ 0,20 (vinte centavos). Segundo os vendedores, os frutos tém boa aceitacao,
principalmente porque estdo maduros entre os meses de maio a julho, periodo
de frio intenso no estado e com alto indice de doencas respiratérias, sendo

vendidos para a produgao do xarope.

5.4 Discussao

Os resultados obtidos a partir das analises morfolégicas revelaram que
ha uma grande variacdo na producdo e nas caracteristicas dos frutos de
Bromelia antiacantha, entretanto ndo ha uma clara identidade considerando
cada populagdo. Dentre as populagbes do Rio Grande do Sul, a Trilha do
Fendmeno apresentou frutos mais pesados, compridos e com mais sementes
(Tabela 1), mas nao apresentou diferenca na producao dos mesmos. Os frutos
mais doces foram encontrados na Lagoa Negra. A ocorréncia de gendtipos
com maior producao de frutos, que produzam frutos mais pesados, maiores e
mais doces pode ser uma boa alternativa quando se busca material que possa
ser cultivado visando a comercializacao.

Duarte et al., (2007) avaliaram a producao de frutos de B. antiacantha na
Floresta Nacional de Trés Barras, SC, em 2002 e observaram que as plantas
em estadio reprodutivo possuem um cacho com uma média de 66 cm de altura,
um peso meédio de 2,5 Kg, e uma média de 166,2 frutos por cacho. Em 2008,
foi observado que uma populacdo na mesma area produziu uma meédia de
229,76 frutos por planta (Tabela 1). A producdo de frutos nesta localidade
manteve-se alta e diferente daquelas avaliadas no Rio Grande do Sul. Outros

estudos deverao ser realizados com o objetivo de investigar a diferenga entre

Dissertagdo de Mestrado — Camila Martini Zanella ¢5



Caracterizagdo de populagdes de Bromelia antiacantha

essas populagdes considerando a produtividade. Diferengas na composi¢cao do
solo, fatores climéticos e diferenca de nivel de ploidia, sdo fatores que devem
ser levados em conta no momento da investigacao.

A populacdo da Lagoa Negra apresentou alta diversidade genética
(Capitulo 4) e esta situada em uma area de restinga, de preservacao ambiental
e baixa influéncia antrépica no Parque Estadual de Itapud, habitat tipico da B.
antiacantha, sendo a unica populacdo do Rio Grande do Sul que produziu
frutos nas duas floragdes estudadas. Além disso, apresentou os frutos com
maior concentracao de agucar. Diferentes fatores podem ser responsaveis por
este fenbmeno. Um ponto relevante a ser considerado é que no ano de 2008 a
concentracédo de solidos soluveis foi de 16,08 (Tabela 2). Neste mesmo ano,
poucos individuos produziram frutos, indicando alguma alteragdo bidtica ou
abidtica, as quais também podem ter influenciado na concentracdo de acucar
dos frutos. Também, a populagdo da Lagoa Negra, estando num ambiente de
restinga, tem menor disponibilidade de agua, o que pode ter contribuido para
um aumento da concentracdo de solidos soluveis. A Trilha do Fenémeno esta
situada no mesmo parque, mas em um local que no passado sofreu disturbios
ambientais (antiga pedreira) e esta em regeneracdo nos ultimos 30 anos,
apresentando uma variabilidade genética molecular menor (Capitulo 4). Apesar
disso, foi a populacdo que se destacou por possuir frutos mais pesados,
compridos e com maior numero de sementes em 2007. Em 2008 ndo foram
encontrados individuos em estadio reprodutivo. A incongruéncia entre os dados
moleculares e fenotipicos tem sido relatada em diversos trabalhos em inUmeras
espécies (Lattoo et al, 2008; Lopez et al., 2008). Possivelmente, os

marcadores moleculares utilizados ndo tenham acessado a mesma diversidade
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observada no fendtipo. O fato de nenhum individuo desta populagéo ter
produzido frutos em 2008 reflete, provavelmente, algum distdrbio ambiental
neste ano. A populacédo de Lagoinha produziu os menores frutos (Tabela 1),
seu habitat sofre constantes disturbios pela presenca de duas lagoas que
inundam parte da area em estacdes chuvosas, além da predacao por parte das
capivaras, que se alimentam das suas folhas. Estes fatores podem estar
influenciando a produtividade desta populacéo.

As populagées de bananinha do Rio Grande do Sul ndo apresentaram
diferenca estatistica entre dois anos de frutificacdo na populagdo da Lagoa
Negra (Tabela 2). Em 2008 as populagdées da Trilha do Fendmeno e de
Lagoinha ndo produziram frutos. Na populacdo de Lagoa Negra houve
producéo de frutos, mas poucos individuos estavam em estadio reprodutivo. A
variagdo no numero de individuos em estadio reprodutivo ao longo dos anos e
entre populagdes de B. antiacantha pode estar relacionada a fatores abidticos
sazonais, tais como luz, temperatura e umidade; ou a fatores bidticos, como
maior investimento na reproducao clonal em detrimento da reproducédo sexual
(Honnay & Bossuyt, 2005). Este fendmeno também foi observado nos trabalhos
realizados em popula¢des naturais de Vriesea gigantea (Paggi et al., 2007), no
entanto ndo existem outros trabalhos em Bromeliaceae abordando tais
parametros. Devido ao alto recrutamento clonal observado por Duarte et al.
(2007), esta caracteristica pode estar influenciando a reproducédo sexuada nas
populagdes estudadas.

No levantamento etnobotanico, foram obtidas informagdes sobre a
variagdo presente nos frutos de B. antiacantha, a qual foi citada

frequentemente nas entrevistas. Apesar de o levantamento etnobotanico ter
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sido realizado nos municipios de Maquiné e Santa Vitdéria do Palmar e a
caracterizagdo morfo-quimica nas populagdes de Viamao e Trés Barras, a
variagao no numero de frutos, no seu formato, tamanho e concentracao de
acucar esta presente nas duas abordagens, corroborando com os resultados
obtidos.

As antocianinas, substancias com funcao foto-protetora, ndo estavam
presentes nas folhas, indicando que a espécie deve utilizar outras estratégias
para sua protecdo. As folhas possuem uma cuticula espessa e uma alta
producdo de ceras, uma forma de se proteger da incidéncia luminosa e
desidratacéo (Taiz & Zeiger, 2006). Além disso, as margens das folhas séo
densamente cobertas por espinhos, caracteristica que auxilia contra a
herbivoria. Young (1987) observou um aumento no tamanho dos espinhos de
Acacia depranolobium na presenca de mamiferos herbivoros. Os espinhos de
B. antiacantha possuem uma dureza variavel de acordo com o nivel de
predacao e a incidéncia luminosa no habitat.

As bracteas tém uma alta producao de antocianinas (10,83mg/ml), com
coloracao vermelha intensa, atrativo para polinizadores (Ogata et al., 2005;
Grotewold, 2006). Sao estruturas mais tenras e delgadas, demonstrando que a
espécie aloca gasto energético na produgédo dessas estruturas para garantir o
seu sucesso reprodutivo, sendo uma caracteristica selecionada para garantir a
producdo de sementes e por consequéncia a manutencdo da espécie. A
principal fungdo da pigmentacdo das pecas florais € atrair polinizadores,
emitindo sinais marcantes que serdo associados a alimentagdo pelos
polinizadores (Menzel, 1985). As relacdes entre as caracteristicas florais, o tipo

de pigmentacdo e o comportamento do polinizador tém sido um fator
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importante na coevolugdo das plantas e seus polinizadores correspondentes
(Waddington, 2001).

As folhas produziram mais flavonoides que as bracteas (Tabela 3), no
entanto, a produgédo observada nas folhas é considerada baixa (Brigmann et
al., 2000), nao sendo uma espécie recomendada para o isolamento e utilizacao
desses compostos para fins comerciais. As populacbes nao apresentaram
diferencas tanto na producao de flavondides quanto de antocianinas, nao
permitindo a recomendagdo de nenhuma delas como potencial para a
utilizacao destes compostos.

As entrevistas demonstraram que as populag¢des rurais do Rio Grande
do Sul utilizam a B. antiacantha, na sua maioria, sem o intuito de gerar renda,
apesar de o xarope ter uma boa aceitagdo. A exploracao desses recursos deve
ser estimulada, visando a geracdo de renda para as populacbes rurais. A
possibilidade de exploracdo sustentada de populacdes naturais de espécies
ndao madeireiras pode favorecer a conservacao de relictos de mata (Pavan-
Fruehauf, 2000; Reis & Mariot, 2001; Mariot et al., 2003; Reis & Steenbock,
2004).

Com os resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que ha
grande diversidade fenotipica em B. antiacantha, mas nao foi possivel
estabelecer uma identidade entre as populagdes do Rio Grande do Sul, sendo
importante conservar essa variabilidade para no futuro implementar programas

de manejo sustentavel, conservagao e utilizagdo destes recursos genéticos.
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Tabela 1. Comparacao da variacao fenotipica nos frutos em quatro populacoées de Bromelia antiacantha.

Populacoes N N° frutos/planta Peso (g) Comprimento Largura Forma N°de CSS
(cm) (cm) (cm) sementes (°Brix)
Trilha Fenémeno 87 37,90° 19,942 4,62° 2,65° 1,74° 27,49 12,17°
Lagoinha 90 25,47° 12,98° 4,02° 2,35° 1,76° 21,00° 11,63°
Lagoa Negra 164 29,16° 17,30° 3,48° 3,282 1,19° 22,37° 14,032
Trés Barras 90 229,767 10,38° 2,91° 1,58¢ 1,95 13,73° 12,35°

Tabela 2. Comparacao da variagcao fenotipica nos frutos da populacao da Lagoa Negra de Bromelia antiacantha em dois anos de

floracao.

Ano N N° frutos/planta Peso (g) Comprimento Largura Forma N°de CSS
(cm) (cm) (cm) sementes (°Brix)

2007 90 27,302 18,172 4,242 2,73° 1,56° 19,82° 12,35°

2008 74 31,40° 16,232 2,55° 3,95% 0,72° 25,43% 16,082
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Tabela 3. Caracterizacao da producao de flavondides e antocianinas em folhas

e bracteas de Bromelia antiacantha no Parque Estadual de Itapud.

N Flavonodides Antocianinas
mg/ml mg/ml
Folhas verdes 20 1,682 0,0°
Bracteas vermelhas 20 0,43° 10,832

Tabela 4. Descricdo da relacdo das pessoas entrevistadas no levantamento
etnobotanico de Bromelia antiacantha em Maquiné, Santa Vitéria do Palmar e
Porto Alegre.

Entr. Municipio Profissao Coordenadas Geograficas Data

1 Magquiné agricultora W 50°14’'35.2” S 29°34'44.4”  21/06/2008
2 Maquiné agricultora W 50°14'40,7” S 29°34'37.1”  21/06/2008
3 Maquiné metalirgico W 50°14'23.6” S 29°34'53.2"  21/06/2008
4 Maquiné metalirgico W 50°14'22.1” S 29°34'53.5”  21/06/2008
5 Maquiné professora W 50°14'21.1” S 29°34°40.5”  21/06/2008
6 Maquiné agricultor W 50°15’01.5” S 29°34°04.1”  21/06/2008
7 Maquiné agricultor W 50°14°58.3” S 29°34'05.6”  21/06/2008
8 Maquiné agricultor W 50°14'20.1” S 29°34'50.5”  21/06/2008
9 Magquiné agricultora W 50°14'46.0” S 29°32'25.2"  21/06/2008
10 Maquiné agricultora W 50°14'45.3” S 29°33'17.4”  21/06/2008
11 Maquiné comerciante W 50°14'45.3” S 29°33'17.4” 21/06/2008
12 Santa Vitéria do Palmar doméstica W 52°34’58.8” S 32°30’12.1”  27/06/2008
13 Santa Vitéria do Palmar motorista W 52°34°48.9” S 32°29’48.2”  27/06/2008
14 Santa Vitéria do Palmar estudante W 52°34°43.3” S 32°29'49.1”  27/06/2008
15 Santa Vitéria do Palmar caseiro W 52°33'56.8” S 32°29’15.1”  27/06/2008
16 Santa Vitéria do Palmar pecuarista W 52°34'22.8” S 32°30’34.9”  27/06/2008
17 Santa Vitéria do Palmar ~ comerciante W 52°33’40.6” S 32°30°31.4”  27/06/2008
18 Santa Vitéria do Palmar dona de casa W 52°33'58.8” S 32°30'55.2” 27/06/2008
19 BR 392, Km 40 vendedor W 52°32'21.3” S 32°30’'12.1”  27/06/2008
20 Porto Alegre vendedor W 51°13'40.5” S 30°01’39.1”  05/07/2008
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Figura 1. Mapa das populacbes de Bromelia antiacantha amostradas para
andlises de morfologia e fitoquimica. TB — Trés Barras; LN — Lagoa Negra; LG
— Lagoinha; MG — Morro da Grota; TF — Trilha do Fenémeno.
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Figura 2. Frutos de Bromelia antiacantha. A) Infrutescéncia coletada na FLONA
de Trés Barras. B) Infrutescéncia coletada em Itapua. C) Predagao dos frutos

por aves.
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Figura 3. Frequéncias fenotipicas da cor dos frutos de Bromelia antiacantha
nas quatro populagdes amostradas. AL — amarelo liso; AR — amarelo rajado; LL
— alaranjado liso; LR — alaranjado rajado; TF — Trilha do Fenémeno; LG —
Lagoinha; LN — Lagoa Negra; TB — Trés Barras.
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Figura 4. Frequéncias fenotipicas da forma dos frutos de Bromelia antiacantha
nas quatro populacées amostradas. O — oval; A — assimétrico; S — simétrico; R
— redondo; B - banana; TF — Trilha do Fenémeno; LG — Lagoinha; LN — Lagoa
Negra; TB — Trés Barras.
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Capitulo 6

Consideracoes finais
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6. Consideracées finais

O presente trabalho esta dividido em trés capitulos que visam contribuir
para os estudos genéticos e biolégicos da familia Bromeliaceae, principalmente
de espécies com potencial econdmico que ocorrem no Sul do Brasil. Tais
informagdes sdo fundamentais para a conservagao, manejo e utilizacao destes
recursos genéticos disponiveis na natureza. Este estudo contribuird no
entendimento da diversidade genética, fitoquimica e morfologica, estrutura
populacional, além da identificacdo dos usos de Bromelia antiacantha no Rio
Grande do Sul.

Por tratar-se de uma espécie nativa do Rio Grande do Sul, com ampla
distribuicdo e utilizacdo pela comunidade devido as suas propriedades
medicinais, B. antiacantha tornou-se alvo deste trabalho. E uma espécie de
multiplos usos e com potencial para ser explorada através de estratégias de
manejo sustentavel e programas de melhoramento que podem aumentar a
producédo e palatabilidade dos frutos.

Diferentes abordagens foram utilizadas para assegurar uma melhor
compreensdao da dindmica populacional e da diversidade genética em B.
antiacantha.  Primeiramente  foram  desenvolvidos = marcadores de
microssatélites, os quais foram utilizados juntamente com marcadores descritos
para outras duas espécies da familia Bromeliaceae. O estudo de
caracterizagao de loci de microssatélites corroborou com os resultados obtidos
por Gitai (2004), que identificou que B. antiacantha é uma espécie polipldide,

com 2n = ca 100 cromossomos e, pelo padrédo das amplificagdes desses loci,
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com a presenga de até quatro alelos, nos permitiu concluir que provavelmente
trate-se se uma planta autopolipléide.

O estudo de diversidade genética e estruturacdo populacional
demonstraram que B. antiacantha possui indices de variabilidade genética
semelhantes aos encontrados para outras espécies dipléides da familia
Bromeliaceae (Barbard et al., 2007b, 2009; Palma-Silva, 2008) e inferiores aos
encontrados em espécies autopoliploides (Lopez-Pujol et al., 2004). A biologia
da espécie tem grande influéncia sobre sua estruturagdo populacional (Wong &
Sun, 1999; Bodanese-Zanettini & Cavalli, 2003). Bromelia antiacantha
apresentou uma forte estruturacdo populacional, com alta diferenciagéo
genética entre as populagdes e baixo fluxo génico entre elas. A reproducéo
clonal e o baixo recrutamento de sementes (Duarte et al., 2007) podem estar
influenciando na estruturacdo populacional e na homogeneizacdo das
populacoes.

Os estudos de caracterizacdo morfolégica do fruto revelaram que ha
uma grande variacao nas populacdes de B. antiacantha, entretanto ndo ha uma
clara identidade considerando cada populagcdo. A populacdo de Trés Barras,
em Santa Catarina destacou-se pela alta produgéo de frutos, sendo um local
interessante para a implementacdo de um programa de manejo sustentavel
desse recurso. No Rio Grande do Sul as populagdes apresentaram uma grande
diversidade fenotipica e uma grande variabilidade dentro das populacdes, o
que € uma informacdo extremamente importante quando o objetivo € a
conservagao. Os estudos devem ainda ser mais aprofundados para que haja
um melhor entendimento da dinamica das populacbes e do germoplasma

disponivel da espécie em questao.
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Os estudos fitoquimicos demostraram que a producao de flavonoides e
antocianinas € igual nas populagdes amostradas. Seria interessante fazer uma
analise qualitativa, identificando esses compostos, para verificar se ha algum
composto exclusivo de B. antiacantha ou se a producao é preferencial de
algum composto e esse possa futuramente ser utilizado para fins comerciais.

Considerando os aspectos morfolégicos e moleculares das populacoes
do Parque Estadual de ltapud, B. antiacantha apresentou uma diversidade
molecular relativamente baixa, e as populagdes sdo geneticamente proximas,
apesar de apresentarem uma grande diversidade fenotipica. Esta diferenca
pode ser explicada pelo fato de que o ambiente possa estar influenciando na
resposta fenotipica de produgédo dos frutos e / ou a analise molecular nao
esteja acessando diretamente essa variabilidade.

Relacionando os resultados obtidos a partir da caracterizacao molecular,
morfoldgica, fitoquimica e etnobotanica, podemos observar que B. antiacantha
€ uma espécie com forte potencial para exploragdo de seus recursos
fitoterapicos. Seus frutos possuem propriedades medicinais e sdo utilizados
apenas na medicina popular (Reitz, 1983). E uma planta de f4cil cultivo, com
alta viabilidade das sementes e reprodugdo clonal, além de apresentar
diferencas genéticas dentro e entre as populacdes. E extremamente importante
que haja a conservagao destas populagdes, visando ndo s6 a conservagao do
germoplasma em si, mas também a selegdo de gendtipos superiores para

cultivo e / ou melhoramento genético.
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Anexo |

Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Programa de Po6s-Graduagdo em Genética e Biologia Molecular
Entrevista semi-estruturada para levantamento etnobotanico de B. antiacantha
Camila Martini Zanella

Dados do entrevistado:
Data: /]

Municipio:
Localidade:
Propriedade:
Ponto de GPS:
Contato:
Entrevistado:
Sexo:
Idade:
Profissao:
Questodes:
1) Qual o tamanho da populacao de bananinha na sua propriedade?
2) Quanto tempo a populagéo esta no local?
3) Qual a origem dessas plantas?
4) Como é a area em que ela esta?
5) Como conheceu a bananinha?
6) Conhece a planta por outros nomes?
7) Faz algum uso da planta? Qual?
8) Qual o principal uso da planta?
9) Utiliza o fruto para alimentacao?

10) Artesanato?

11) Medicinal?
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12) Como aprendeu a fazer o xarope?

13) Qual a aceitagdo do xarope entre seus familiares?

14) Outro tipo de utilizacdo, mesmo que no passado?

15) Possui alguma renda através da bananinha? Como?

16) Acha a planta bonita? Ou atribui outra utilidade para ela?

17) Ja plantou essa bromélia?

18) Como fez?

19) E comum ter frutos nesta populacdo?

20) Ja viste a inflorescéncia? O que achou?

21) Que animais visitam a planta durante a floragao?

22) E o cacho de frutos, como eles sdo? Quantos frutos possuem em
meédia?

23) Percebe alguma diferenca entre as plantas ou frutos de bananinha?

24) Qual? (forma, cor, tamanho, n® de frutos por planta, acidez)

25) Conhece alguma doenca que ataque a bananinha?

26) Animais da regidao se alimentam dos frutos?

27) Quando os cachos de frutos amadurecem o que vocés fazem com eles?
Todos séo retirados das plantas?

28) Existe alguma tradi¢gdo na regido relacionada com a bananinha? Qual?

29) A populagédo de bananinha na regido esta aumentando, diminuindo ou
estavel?

30) Faz alguma coisa para conservar as plantas?

31) E outras espécies de bromélias estdo presentes na regidao? Quais?

32) Sao apreciadas pela sua familia?
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