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RESUMO

A maior riqueza de espécies da familia Bromeliaceae no Brasil concentra-se na Mata
Atlantica, sendo a maioria delas localmente endémicas e ameacadas. Nesse sentido,
as Unidades de Conservacédo (UC) desempenham papel central na conservacéo da
biodiversidade, sobretudo de espécies categorizadas sob alguma categoria de
ameaca segundo os critérios da IUCN (Union Internacional for Conservation of
Nature's). Os principais critérios aplicados para o estabelecimento dessa categoria
sdo a quantidade de populacdes naturais conhecidas, a extensdo da area de
ocorréncia dessas populacdes e se elas se encontram em areas protegidas. A
diversidade genética das populacdes, entretanto, permanece pouco explorada para
esse proposito. Neste sentido, o objetivo central foi compreender como a diversidade
genética esta distribuida em populagcdes nativas de duas espécies ameacadas de
Bromeliaceae dentro de uma UC federal, o Parque Nacional do Itatiaia (PNI). As
espécies em estudo sdo Fernseea itatiaiae (Wawra) Baker, uma espécie rupicola,
categorizada como em perigo (EN), que ocorre nos campos de altitude do PNI, e
Aechmea vanhoutteana (Van Houtte) Mez, uma espécie predominantemente epifitica,
categorizada como vulneravel (VU), ocorrendo na area florestada da mesma UC. Os
dados dos individuos de ambas as espécies foram obtidos por meio de amostragem
adaptativa. Amostras de folhas coletadas em campo foram armazenadas em sacos
de papel contendo silica, seguindo para o laboratério onde o DNA genémico total foi
isolado e purificado. A selecao dos primers foi a partir de 43 iniciadores do marcador
molecular Inter Simple Sequence Repeats (ISSR), escolhido principalmente por ndo
demandar conhecimento prévio do genoma. Sendo discriminados o0s que
apresentaram melhor amplificacdo em gel de agarose a 2%. Apds a triagem foram
selecionados 11 primers para a genotipagem das amostras dos 71 individuos de F.
itatiaiae, e 15 primers para os 45 individuos de A. vanhoutteana. Aechmea
vanhoutteana apresentou 235 fragmentos amplificados, dos quais 219 foram
polimorficos (92,8%), enquanto para F. itatiaiae, dos 171 fragmentos amplificados,
155 foram polimérficos (89,8%). A proporcdo de polimorfismo foi superior ao
estabelecido como valor 6timo para monocotiledéneas (40,3%). O contetudo de
informacdo polimorfica (PIC) foi considerado pouco informativo para ambas as
espécies, revelando uma média de 0,23 para F. itatiaiae e 0,20 para A. vanhoutteana.
De acordo com o indice de diversidade genética intrapopulacional adaptado para
genética de populacdes naturais, os valores podem variar de 0-1, sendo considerados
como valores baixos aqueles que mais se aproximam de zero. Para Fernseea itatiaiae
constatou-se baixa diversidade genética, resultado fundamentado com base nos
valores do indice de diversidade genética de Nei (H’ = 0,23) e indice de Shannon (I =
0,36). Assim como para A. vanhoutteana, obtendo-se para diversidade genética de
Nei (H’ = 0,19) de acordo com o indice de Shannon (I = 0,34). A formacé&o de grupos
genéticos obtidos no dendrograma pelo UPGMA, revelou sete grupos para F. itatiaiae
e quatro para A. vanhoutteana. Os resultados realizados por meio do software
Structure, apresentou k=2 para F. itatiaiae, e k=3 para A. vanhoutteana. Com base
nos marcadores utilizados as populacbes de ambas as espécies se encontram
estruturadas. Estes resultados sinalizam a importancia de se implementar medidas
de protecéo as populagcdes de ambas as espécies estudadas ocorrentes nas regides
limitrofes da Unidade de Conservacao estudada.

Palavras-chave: Aechmea vanhoutteana, conservagdo, espécies ameacadas,
Fernseea itatiaiae, unidades de conservagao.



ABSTRACT

The greatest wealth of species of the Bromeliaceae family in Brazil is concentrated in
the Atlantic Forest, most of which are locally endemic and threatened. In this sense,
the Conservation Units (CU) play a central role in the conservation of biodiversity,
especially species classified under some category of threat according to the criteria of
the IUCN (Union for Conservation of Nature's). The main criteria applied for the
establishment of this category are the number of known natural populations, the extent
of the area of occurrence of these populations and whether they are in protected areas.
The genetic diversity of populations, however, remains little explored for this purpose.
Thus, the central objective of this work was to understand how genetic variability is
distributed in native populations of two threatened species of Bromeliaceae within a
federal CU, the Itatiaia National Park (INP). The species under study are Fernseea
itatiaiae (Wawra) Baker, a rupicolous species, categorized as endangered (EN), which
occurs in the altitude fields of the INP, and Aechmea vanhoutteana (Van Houtte) Mez,
a predominantly epiphytic species, categorized as vulnerable (VU), occurring in the
forested area of the same CU. Data from individuals of both species were obtained by
adaptive sampling. Leaf samples collected in the field were stored in paper bags
containing silica, going to the laboratory where the total genomic DNA was isolated
and purified. The selection of primers was based on 43 ISSR type primers. This marker
was chosen, mainly, because it does not require prior knowledge of the genome. The
ones that presented the best amplification in 2% agarose gel were discriminated. After
screening the primers, 11 markers were chosen to analyze the DNA samples from 71
individuals of F. itatiaiae, and for the 45 individuals of A. vanhoutteana, 15 primers
were selected. Aechmea vanhoutteana presented 235 amplified fragments, of which
219 were polymorphic (92.8%), while for F. itatiaiae, of the 171 amplified fragments,
155 were polymorphic (89.8%). The proportion of polymorphism was higher than that
established as an optimal value for monocots (40.3%). The polymorphic information
content (PIC) was considered uninformative for both species, revealing an average of
0.23 for F. itatiaiae and 0.20 for A. vanhoutteana. Genetic diversity was assessed
assuming that populations were in Hardy-Weinberg equilibrium. According to the
intrapopulation genetic diversity index adapted to the genetics of natural populations,
the values can vary from 0-1, low values are the ones closest to zero. For Fernseea
itatiaiae, low genetic diversity was found, a result based on the values of the Nei’'s
genetic diversity index (H '= 0.23) and Shannon index (I = 0.36). As for Aechmea
vanhoutteana, obtaining for Nei's genetic diversity (H '= 0.19) and Shannon's index (I
= 0.34). The formation of genetic groups obtained in the dendrogram according to the
UPGMA method, revealed seven groups for F. itatiaiae and four for A. vanhoutteana.
The results performed using the Structure software, presented k = 2 for F. itatiaiae,
and k = 3 for A. vanhoutteana. Based on the markers used, the populations of both
species studied are structured. These results signal the importance of implementing
protection measures for the populations of both studied species occurring in the
regions bordering the studied CU, as well as in other locations.

Keywords: Aechmea vanhoutteana, conservation, threatened species, Fernseea
itatiaiae, conservation units.
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1. INTRODUCAO

Bromeliaceae Juss. é uma familia de angiospermas quase que exclusivamente
neotropical (MARTINELLI et al., 2008), que reune 70 géneros e cerca de
aproximadamente 3.650 espécies (GOUDA; BUTCHER; GOUDA, 2018). Seus
representantes sédo ervas de folhas sésseis, cuja superficie é revestida por tricomas
absorventes de agua e nutrientes, com flores dispostas em inflorescéncias e frutos
gue podem ser carnosos ou secos (RIBEIRO et al., 1999; GOETZE et al., 2014). As
espécies de Bromeliaceae podem ser encontradas desde a regido sul da América do
Norte até a Patagdnia (SMITH; DOWNS, 1974; WANDERLEY; MARTINS, 2007; THE
PLANT LIST, 2013), ocorrendo desde o nivel do mar até os elevados altiplanos da
cordilheira dos Andes, em florestas imidas como a Mata Atlantica ou regides aridas
como a Caatinga, bem como em solos sujeitos a inundacdes regulares (BENZING,
2000; BFG, 2015).

O Brasil € conhecido por ser um dos centros de diversidade da familia
Bromeliaceae na América do Sul (BFG, 2018). Estima-se que cerca de 87% das
espécies e 73% dos géneros conhecidos para essa familia ocorram no pais (BFG,
2018, FLORA DO BRASIL, 2020). Dos 56 géneros e 1.379 espécies que ocorrem no
Brasil (FLORA DO BRASIL, 2020), 24 géneros e 1.178 espécies sdo endémicas do
pais. Espécies endémicas de Bromeliaceae sao, com frequéncia, altamente
especializadas a determinados ambientes, como por exemplo, as de campos de
altitude (e.g., OLIVEIRA, 2012, CARVALHO, 2015, JUNIOR, 2017), e inselbergs
(SARTHOU et al., 2001, POREMBSKI et al, 2007), enquanto outras sao
predominantemente epifiticas (AXIMOFF; ALVES; RODRIGUES, 2014). Espécies
com esses habitos sédo frequentemente endémicas e localmente conhecidas por um
numero restrito de populacdes, o que contribui para que sejam categorizadas como

ameacadas.

Espécies ameacadas sdo aquelas que se enquadram em alguma das trés
categorias estabelecidas pela International Union for Conservation of Nature's - [IUCN
(Uni&o Internacional para Conservagédo da Natureza): vulneravel (VU), em perigo (EN)

e criticamente em perigo (CR). Os principais critérios utilizados para categorizar essas
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espécies sao baseados em parametros quantitativos como reducdo populacional
(quantificacdo em % da reducdo populacional em um determinado periodo),
distribuicdo geogréfica (tamanho da extensdo de ocorréncia da espécie, e também a
area de ocupacédo) e o tamanho e dinamica populacional (nUmero de individuos
maduros presentes na populacao) e andlise quantitativa mostrando a probabilidade
de extingcdo na natureza em relacdo ao tempo ou ao numero de geracdes (IUCN,
2013).

Apesar da diversidade genética ser um parametro que subsidia a manutencao,
principalmente de espécie ameacada no ambiente a qual esta inserida, é possivel
perceber que aspectos relacionados a diversidade genética das populacdes naturais,
no entanto, ndo figuram entre os critérios utilizados para o estabelecimento destas
categorias de espécies ameacadas. Deixando uma lacuna quando se pensa em um

estudo de conservacao de espécies com algum grau de ameaca.

Considerando que a diversidade genética é o material bruto sobre qual a selecéo
natural atua para permitir a adaptacao e evolucdo dos organismos, e a sua adequacgao
as mudancas ambientais (FRANKHAM et al., 2008), entender como a variabilidade
genética de uma espécie esta distribuida em suas populacdes torna-se essencial para
garantir a sua conservacao (REIS, 1999, MAMURIS; SFOUGARIS; STAMATIS, 2001,
PRIMACK; RODRIGUES, 2001, PITHER et al., 2003, CAVALLARI, 2004, NORRIS,
2012).

Em razéo das particularidades de cada espécie, como as diferentes respostas
as pressodes as quais suas populacdes estdo submetidas, a constante atualizacdo das
informacdes sobre seu status de ameaca também é essencial para consolidar sua
efichcia como subsidio a proposicédo de politicas publicas para o planejamento da
conservacao, especialmente no caso das espécies ameacadas de extingdo (JAMES;
ASHBURNER, 1997, PRIMACK; RODRIGUES, 2001, GITZENDANNER et al., 2012).

E € com esse intuito que surgem as Unidades de Conservacao (UC) visando
sobretudo a conservacdo dos recursos naturais, principalmente de espécies
ameacadas. Essas UCs sao areas protegidas conforme a Lei Federal n° 9.985 de 18
de julho de 2000. Permitindo assim o desenvolvimento de estratégias efetivas de

conservacao pois, para que haja uma efetiva conservacdo da diversidade genética
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das espécies ameacadas, é fundamental conhecer quais séo os locais ou populacfes

onde a diversidade genética esta concentrada.

Portanto, objetivou-se avaliar como a diversidade genética esta distribuida em
populacdes nativas de duas espécies ameacadas de Bromeliaceae (Fernseea
itatiaiae (Wawra) Baker e Aechmea vanhoutteana (Van Houtte) Mez dentro de uma
unidade de conservacéao (Parque Nacional do Itatiaia). A amostragem dos individuos

foi realizada por meio de amostragem adaptativa.

As duas espécies sdo endémicas da Mata Atlantica. Estudos baseados em
biogeografia demonstram que Fernseea itatiaiae ocorre estritamente no Atlantico,
mais especificamente nos limites geograficos delimitados pelo Parque Nacional do
Itatiaia (MONTEIRO, 2020). Fernseea itatiaiae esta categorizada como em perigo
(EN) (MONTEIRO, 2020), e A. vanhoutteana esta categorizada como vulneravel (VU)
(FARIA et al, 2020), pelo Centro Nacional para Conservagao da Flora (CNC Flora,
2020).

Para analisar a diversidade e a estrutura genética de cada uma das populaces
das espécies, utilizou-se o marcador ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), o qual
ndo demandar conhecimento prévio do genoma, contribuindo para que os resultados
encontrados neste estudo possam ser comparados através dos indices encontrados
e a estruturacdo das populacdes estudadas, sendo utilizados em estudos futuros
realizados com espécies ameacadas em unidades de conservacao, que ndo possuam

microssatélites desenvolvidos.

2. REVISAO DE LITERATURA

A diversidade genética ha muito é reconhecida como um fator importante na
formacdo de muitas caracteristicas de uma populacédo. Podendo ser afetada pela
interacdo entre diferentes processos, tais como mutagdes, deriva genética, sistema
de cruzamento, fluxo génico e selecéo (SALES et al., 2001; CONTE, 2004). Entender
como essas interacdes acontecem € importante, pois pode ajudar a compreender 0s
processos de adaptacdo as circunstancias ecologicas (PARKER et al. 1998,
BENZING et al., 2000; CRAYN; WINTER; SMITH, 2004). Ou seja, pode-se

compreender a diversidade genética ndo como um atributo fixo das populagbes, mas
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como um elemento dindmico que se estrutura no espaco e no tempo em resposta as
condicbes e aos recursos em constante mudanca do ambiente (LOVELESS;
HAMRICK, 1984).

Independentemente do padréo da diversidade genética de cada espécie, a
manutencao da variabilidade genética é considerada essencial para a preservacao
do seu potencial evolutivo (LOVELESS; HAMRICK, 1984; FISCHER et al., 2000,
JAGGI; WIRTH; BAUR, 2000, TANSLEY; BROWN, 2000, FLEISHMAN et al., 2001;
ZUCCHI, 2002, ALMEIDA et al., 2012), e para sua sobrevivéncia em longo prazo
(TANSLEY; BROWN, 2000), ja que a reducao da variabilidade genética pode conduzir
uma espécie a extincdo (SHARMA; CLEMENTE; JONES, 2000, BOUZAT, 2001,
SHARMA, 2001). E € nesse contexto que a genética da conservacdo ganha destaque,
visto que ela oferece informagdes que podem ser utilizadas para avaliar o risco de
extincdo de espécies, inclusive aquelas que ja estdo sobre algum grau de ameaca
segundo os critérios da IUCN.

A genética da conservacdo, como campo de estudo, atua com base em
analises genéticas moleculares. Um dos principais objetivos desta area da ciéncia é
elucidar aspectos genéticos das espécies considerados relevantes para 0 seu manejo
e conservacgao (e.g., MARTINS, 1988, MAMURIS; SFOUGARIS; STAMATIS, 2001,
SHARMA; CLEMENTE; JONES, 2000, BEKESSY et al., 2002, FRANKHAM et al.,
2008). Sua relevancia se da principalmente quando se trata de espécies raras ou
endémicas, de distribuicdo restrita, que normalmente apresentam variabilidade
genética reduzida, por exibirem populacdes pequenas e isoladas (FISCHER, 1930,
WRIGHT, 1931, ver HARTL; CLARK, 1997; para mais exemplos ver, entre outros,
HORNUNG-LEONI et al, 2013, MACHADO; FORZZA; STEHMANN, 2016,
CASCANTE-MARIN et al., 2019), no entanto, podem-se encontrar excecdes a este
padrao (MATOCQ); VILLABLANCA, 2000) em algumas espécies da familia
Bromeliaceae (e.g. ZANELLA et al., 2012, LOH et al., 2015).

Estudos de genética da conservacéo realizados em populacdes da familia
Bromeliaceae sdo escassos, considerando-se a elevada riqueza de espécies desta
familia de angiospermas. Dos 70 géneros e aproximadamente 3.650 espécies
conhecidas (GOUDA; BUTCHER, GOUDA, 2018), apenas 46 espécies distribuidas
em 11 géneros tiveram populacdes de suas espécies estudadas (Apéndice A):
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Aechmea Ruiz & Pav. (MURAWSKI; HAMRICH, 1990; IZQUIERDO; PINERO, 2000,
ALMEIDA, 2006; ZANELLA, 2012, GOETZE et al., 2015, 2016, 2017, 2018; LOH et
al., 2015; SHEU et al., 2017; MEIRELES; MANOS, 2018), Alcantarea (E.Morren ex
Mez) Harms. (BARBARA et al., 2007, 2009; ZANELLA et al., 2012; LEXER et al.,
2016), Billbergia Thunb. (MIRANDA et al., 2012, SHEU et al., 2017), Bromelia L.
(ZANELLA et al., 2011, 2012), Dyckia Schult. & Schult. f. (HMELJEVSKI et al., 2007,
2011; ZANELLA et al., 2012; ROGALSKI et al., 2017, RUAS, 2018), Encholirium Mart.
ex Schult.f. (CAVALLARI et al., 2006; ZANELLA et al., 2012; HMELJEVSKI; REIS;
FORZZA, 2015, 2017; GONCALVES-OLIVEIRA et al.,, 2017), Lymania Read
(PAMPONET et al., 2013), Pitcairnia L'Hér. (BOISSELIER-DUBAYLE et al., 2010;
SARTHOU et al., 2010; PALMA-SILVA et al., 2011; ZANELLA et al., 2012; SOUZA-
SOBREIRA et al.,, 2015), Puya Molina (SGORBATI et al., 2004), Tillandsia L.
(SOLTIS; RIESEBERG; GARDNER, 1987; GONZALEZ-ASTORGA et al., 2004;
ZANELLA et al.,, 2012, GONCALVES, 2018) e Vriesea Lindl. (ALVES et al., 2004;
PALMA-SILVA et al., 2009; ZANELLA et al., 2012; RIBEIRO et al., 2013; LAVOR et
al., 2014; NERI; WENDT; PALMA-SILVA, 2017; SOARES et al., 2018).

Diversos marcadores moleculares foram utilizados para acessar a diversidade
genética em Bromeliaceae, contribuindo para que os resultados referentes aos
padrbes demonstrassem a variagao nos seus indices (ZANELLA et al., 2012b). Essas
diferencas na estrutura populacional das plantas podem ser influenciadas por
diversos fatores, tais como os efeitos de dispersado de pélen e semente, crescimento
clonal, taxas de fluxo génico e conectividade entre populacdes. Conforme abordam
Sunnucks (2000) e Avise (2004), a escolha adequada de marcadores moleculares,
principalmente quando aliados a modelos de genética de populacdes € importante,
pois é através desses resultados que se pode conhecer um pouco mais sobre a

histéria de vida, evolucéo e relacfes entre 0s organismos.

O acesso a esses dados é importante, pois ajuda a obter estimativas para
calcular a diversidade genética entre populacdes, alguns dos calculos podem incluir
a analise da frequéncia alélica, numero de alelos e heterozigosidade. Dentre os
marcadores para obtencdo destas estimativas em Bromeliaceae figuram as
Isoenzimas, o RAPD (Sigla em inglés para - Random Amplified Polymorphic DNA -

Amplificacdo Aleatdria de DNA polimoérfico), AFLP (Sigla em inglés para - Amplified
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Fragment Length Polymorphism - Polimorfismo de Comprimento de Fragmento
Amplificado), RFLP (Sigla em inglés para - Restriction Fragment Length
Polymorphism - Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Limitacdo), ISSR
(Siglaem inglés para - Inter Simple Sequence Repeat - Inter Repeticdes de Sequéncia
Simples), SSR (Sigla em inglés para - Simple Sequence Repeats - microssatélites) e

0S minissatélites.

Algumas particularidades precisam ser levadas em consideragdo quando se
escolhe um marcador, por exemplo, os marcadores RAPD séao os mais simples para
serem utilizados, mas apresentam seérios problemas de repetibilidade. Os marcadores
AFLP séo extremamente robustos revelando grande quantidade de locos e com alta
repetibilidade, entretanto, possui problemas de custo elevado quando comparado a
outros marcadores (IDREES; IRSHAD, 2014).

Em Bromeliaceae, os marcadores mais utilizados sdo os SSR, seguido pelas
aloenzimas, CpDNA e PhyC, RAPD, ISSR e AFLP (RUAS, 2018). O uso frequente do
marcador SSR se justifica por ser um grupo de marcadores altamente informativos
devido a natureza multialélica e codominante, reprodutibilidade, herdabilidade,
abundancia relativa e extensa cobertura do genoma (YAMAMOTO et al., 2002). No
entanto, o uso deste marcador requer um alto investimento inicial, quando comparado
aos marcadores do tipo ISSR, por exemplo, ja que inicialmente necessita-se de
sequéncias especificas de primers (MOLLER; PINHEIRO, 2014), dificultando seu uso

de forma ampla.

Os marcadores ISSR foram desenvolvidos em pesquisas independentes como
as de Zietkiewicz, Rafalski e Labuda (1994), e sdo amplamente utilizados em estudos
de diversidade genética com foco nas populacfes naturais (ANSARI et al., 2012; YIN
et al, 2014; MORAES; BONIFACIO-ANACLETO; ALZATE-MARIN, 2015,
NOROOZISHARAF et al., 2015). Possuem carater dominante, conduzem a altos
padrdes polimorficos e ndo requerem informacdes prévias de sequéncias de DNA da
espécie alvo, tendo sido bastante popularizado com os trabalhos de Wolfe e Liston
(1998). Como o préprio nome diz, os marcadores do tipo ISSR anelam-se dentro das
repeticdes e amplificam as regiées gendmicas entre os microssatélites (GUIMARAES
et al.,, 2009). Estima-se que o método apresente de 92 a 95% de repetibilidade,

possivelmente devido ao uso de primers longos quando comparado com os de outros
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tipos de marcadores moleculares (BORNET; BRANCHARD, 2001, REDDY; SARLA;
REDDY, 2002). Este marcador também tem sido utilizado em popula¢cbes de plantas
silvestres para acessar a caracterizacdo genética de diferentes espécies sem a
influéncia do ambiente (REIF et al., 2004, CORTESI et al., 2005; PHARMAWATI,
YAN; FINNEGAN, 2005, HASSEL et al.,, 2005, ISSHIKI; IWATA; KHAN, 2008;
MANICA-CATANI et al., 2009, GEORGE; SHARMA; YADON, 2009; LUDTKE et al.,
2010, TANYA et al., 2011; POCZAI et al., 2011). Além disso, entre os marcadores
moleculares baseados na técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), o
meétodo se faz muito adequado, pois podem ser transferidos para qualquer espécie
de planta (SOUZA et al., 2005).

Diferentes estudos utilizando diversos tipos de marcadores moleculares para
estudar a genética de populacdes (LAVOR et al., 2014) de espécies de Bromeliaceae
foram utilizados, como por exemplo a divergéncia entre populacdes e espécies
(SARTHOU et al., 2001; BARBARA et al., 2007; PALMA-SILVA et al., 2009).
Podemos citar o estudo feito em 2002 por Chen-HungChi e colaboradores (2002), em
que seu trabalho mostrou que entre dezoito individuos de sete géneros de
Bromeliaceae, 30 marcadores RAPD foram Uteis para discriminacdo dos géneros e

das espécies, inclusive aquelas com alta similaridade morfolégica.

J4 Boneh e colaboradores (2003), estudaram espécies ornamentais de
Bromeliaceae com base em SSR, e viram que o nivel de polimorfismo gerado pelos
microssatélites nos dois trabalhos foi Util para comparacéo da estrutura genética de
populacdes fragmentadas das espécies estudadas. Como citado, marcadores
codominantes (SSR) destacam-se por serem 0s mais utilizados na familia, totalizando
dez trabalhos em treze espécies (BARBARA et al., 2007a, 2009, PALMA-SILVA et
al., 2009, 2011, BOISSELIER-DUBAYLE et al., 2010, ZANELLA et al.,, 2011,
CARLIER et al., 2012, LAVOR et al., 2014, GOETZE et al., 2015, HMELJEVSKI et al.,
2015). Exemplos de géneros estudados sdo Tillandsia (SOLTIS et al.,, 1987,
GONZALEZ-ASTORGA et al., 2004), Aechmea (MURAWSKI; HAMRICK, 1990;
IZQUIERDO; PINERO, 2000; ALMEIDA, 2006), Pitcairnia L'Hér. (SARTHOU et al.,
2001; BOISSELIER-DUBAYLE et al.,, 2010; PALMA-SILVA et al., 2011), Puya
(SGORBATI et al., 2004), Alcantarea E. Morren ex Mez (BARBARA et al., 2007a,
2009), Vriesea (ALVES et al.,, 2004; SILVA, 2008, PALMA-SILVA et al., 2009,
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ZANELLA, 2013), Bromelia antiacantha Bertol. (ZANELLA et al., 2011), Dyckia Schult.
f. (HMELJEVSKI et al., 2011), Encholirium Mart. ex Schult. (CAVALLARI et al., 2006).
Dentro do género Aechmea, dez SSR foram isolados e caracterizados para as
espécies Aechmea caudata (GOETZE et al., 2014), e Aechmea fulgens Brongn, e
alguns estédo disponiveis para poucas espécies, como exemplo, Ananas comosus
(WOHRMANN; WEISING, 2011) e Orthophytum ophiuroides (AOKI-GONCALVES et
al., 2014).

No entanto, outros trabalhos interessantes foram realizados por meio de
diferentes marcadores, como o de Cavallari e colaboradores (2006), que utilizando o
marcador RAPD puderam observar a diversidade genética em trés espécies do
género Encholirium conseguindo definir dentre as espécies de E. biflorum e E.
pedicellatum quais espécies estavam criticamente ameacadas de extincao,
concluindo que a retirada de um unico individuo do habitat implicaria em perda

significativa da diversidade genética na natureza e, portanto, deveria ser evitada.

Almeida (2006), estudou a diversidade de populacdes da espécie Aechmea
fulgens em fragmentos da Mata Atlantica em Pernambuco, utilizando marcadores de
natureza dominante, ISSR, e codominante, SSR. Os dados observados pela autora
demonstraram alta variabilidade para a espécie, sendo a maior parte da variabilidade
total determinada entre individuos dentro das populacdes e uma baixa diferenciacao

foi verificada entre as populac¢des analisadas.

Em 2012, Zhang e colaboradores (2012), realizaram oito combinacdes de
primers AFLP demonstrando variabilidade e diversidade genética entre as bromélias
do género Aechmea. No mesmo ano, Zhang e colaboradores (2012), utilizando 12
marcadores ISSR observaram que os dados gerados revelaram alta diversidade
genética dentro do grupo de bromélias (Neoregelia, Guzmania, Vriesea e Aechmea)

investigadas.

Além de estudar a diversidade genética dentro ou entre popula¢gbes da mesma
area, ha também a possibilidade de entender como a diversidade genética de uma
espécie esta estruturada em diferentes areas, como o trabalho realizado por Almeida
e colaboradores (2012), que utilizaram oito marcadores ISSR para Aechmea fulgens

em trés areas de estudos, sugerindo que a fragmentacédo teve baixo impacto na
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diversidade genética da espécie, indicando a existéncia de fluxo génico entre as areas
de estudo. Pamponet e colaboradores (2013), também realizaram um estudo similar,
usando RAPD, e concluiram que o alto grau de estrutura genética em Lymania azurea
indicava que todos os individuos de faixa livre eram vitais para a manutencao da
diversidade genética atual. Ou seja, a remocéo de plantas das populacdes deveria
ser realizada exclusivamente para fins de conservagédo ex situ ou para manter a

representacdo deste importante recurso genético.

Em 2013, no Peru, Hornung-Leoni e colaboradores (2013), realizaram um
estudo por meio de perfis AFLP. Os individuos das diferentes populacdes estudadas
de Pitcairnia raimondii se agruparam, sugerindo dispersao a longa distancia. Ribeiro
e colaboradores (2013), investigaram a variabilidade genética das populagcbes
conhecidas de Vriesea cacuminis, demonstrando ser possivel comparar a diversidade
entre areas protegidas e areas desprotegidas por meio do uso de marcadores ISSR.
Em 2015, Souza-Sobreira e colaboradores (2015), analisaram a espécie Pitcairnia
flammea (L.) John e viram que 18 marcadores ISSR foram suficientes para mostrar
gue as trés populacdes de P. flammea estudadas apresentam diversidade genética,

indicando um bom estado de conservagéao.

Como demonstrado, pesquisas em genética de populacdes sdo importantes,
pois apresentam dados que podem ser utilizados como base ou para definir unidades
de conservacao e/ou estabelecer prioridades para o plano de manejo dos recursos
genéticos (COATES; ATIKINS, 2001, FLEISHMAN et al., 2001; JAGGI et al., 2000;
JONES; GLIDDON; GOOD, 2001; TANSLEY; BROWN, 2000), principalmente de
espécies com algum grau de ameaca. Embora possa-se lancar méo de varios tipos
de marcadores genéticos dependendo do objetivo do estudo, € importante ressaltar
gue os marcadores do tipo ISSR séo considerados uma boa ferramenta para acessar
a diversidade genética, pois eles trazem a facilidade do RAPD com a robustez dos
marcadores AFLP e SSR, sendo assim recomendados para estudos que exigem

confiabilidade sem alto investimento para as analises.

O desenvolvimento de diferentes marcadores moleculares e o avango em se
obter os mais eficientes e menos dispendiosos, possibilitou o avango do
conhecimento sobre a diversidade genética de popula¢des naturais de plantas, essas

pesquisas tiveram muito sucesso em ambiente como a Mata Atlantica (CHEN et al.,
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2002, CAVALLARI et al., 2006). Mesmo sendo conhecida como um dos hotspots
mundiais, a Mata Atlantica ainda possui poucos estudos genéticos com o intuito de
examinar espécies de plantas neotropicais ou com a intencéo de investigar aspectos
genéticos das bromélias nesse bioma comparado as florestas temperadas
(CAVALLARI et al., 2006; BARBARA et al., 2007; PALMA-SILVA et al., 2009;
VERSIEUX et al., 2012; ZANELLA et al., 2012; LAVOR et al., 2014; GOETZE et al.,
2015). Além de se estudar a diversidade genética de uma populacéo, é essencial que
também se estude onde a espécie estd inserida, pois de acordo com Abreu e
colaboradores (2014), entender onde ocorre a estruturacdo genética de organismos
sésseis, como as plantas, pode ajudar a compreender como acontece a interacao

intima e permanente com o ambiente em que estao inseridas.

Estudar aspectos relacionados a estrutura genética de uma populacéo significa
entender a distribuicdo da heterogeneidade dos gendtipos e da diversidade genética
dentro e entre as populagdes, a fim de se descrever como essa informacédo pode ser
Gtil para a conservagcdo e o manejo das espécies (KAMADA et al., 2009). Pois os
resultados da estrutura genética das populacdes naturais de plantas ajudam a
entender quais 0s processos de adequacado, especiacdo, fluxo génico, processos
ecoldgicos e evolutivos podem influenciar na dinamica das populacfes naturais de
plantas (BARBARA et al., 2009).

Determinar como uma populacao esta estruturada em um ambiente é dificil,
pois existem varios desafios para conseguir separar os efeitos do espaco e do meio
ambiente. No caso em que o fluxo génico é restrito, pode-se esperar encontrar uma
correlacdo entre a distancia espacial e genética: os individuos mais préximos no
espaco também tém maior probabilidade de estar relacionados (HARDY; VEKEMANS
1999). Este padrdao, que é chamado Isolamento por distancia (IbD), assume a
auséncia de selecdo natural, surge como resultado da deriva genética local
determinando a diferenciagdo populacional sob fluxo génico restrito de tal forma que
a distancia geografica se torna o principal ou Unico preditor de parentesco genético
entre os individuos (SEXTON et al., 2014), ja o isolamento por ambiente (IbE) enfatiza
o papel da heterogeneidade ambiental na criacdo de nichos especificos, onde
processos como a adaptacdo local podem ocorrer. E a ideia de que variacdes

ambientais podem moldar como a diversidade genética, ou seja, que a diferenciacao



23

genética aumenta com as diferencas ambientais, independentemente da distancia
geografica (WANG; BRADBURD, 2014). O processo de deriva genética, através do
qual as frequéncias alélicas variam de forma aleatdria ao longo do tempo, terminara
por determinar a existéncia de grupos genéticos distintos, tdo diferentes entre si
guanto maior for a distancia geogréfica que os separa (SEXTON et al., 2014).

Entende-se, portanto, que estudos sobre estrutura e diversidade genética sao
importantes, pois apoiam o desenvolvimento de estratégias de com conservagao para

espécies ameacadas de extingdo e ecologicamente importantes.

3. JUSTIFICATIVA

A diversidade genética das populacdes nao faz parte dos critérios utilizados
para categorizar uma espécie como ameacada. Somado a isso, ha pouca informacgéo
na literatura sobre espécies localmente endémicas conhecidas por uma ou no maximo
duas localidades. Esta € a situacdo de muitas espécies de Bromeliaceae ocorrentes
na Mata Floresta Atlantica, para as quais a diversidade genética ainda permanece
pouco acessada.

As técnicas moleculares tornaram possivel distinguir a estrutura genética,
dentro e entre populacdes, e tém auxiliado no esclarecimento dos padrdes de fluxo
génico, disperséo e selecdo (CAVERS et al., 2005).

Para desenvolvimento do estudo utilizou-se o marcador ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats). Este marcador tem sido utilizado em estudos populacionais com
espécies de plantas por serem considerados uma forma rapida e reprodutivel de
acessar a diversidade genética, pois sdo capazes de identificar populaces
geneticamente préximas (SICARD et al., 2005). Por ser considerado um marcador
universal, estes marcadores ndo demandam conhecimento prévio do genoma, de
forma que podem ser aplicados com facilidade para estudar espécies ameacadas
nativas da Mata Atlantica.

A grande vantagem desse tipo de marcador (ISSR) € que eles podem ser
utilizados para analises de espécies que possuem algum tipo de relacéo evolutiva,
obtendo-se resultados confiaveis, devido sua abundéancia e dispersdao no genoma
(RODRIGUES, 2010). Desta forma, esses marcadores despontam como importantes

ferramentas para a analise da diversidade genética em populacdes de espécies
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ameacadas de Bromeliaceae ocorrentes em Unidades de Conservacéao, para as quais

nao ha microssatélites desenvolvidos.

4. OBJETIVO

Investigar como a diversidade genética estéa distribuida em populacdes nativas
de duas espécies ameacadas de Bromeliaceae (Fernseea itatiaiae e Aechmea
vanhoutteana) dentro de uma unidade de conservacao (Parque Nacional do Itatiaia).
Fernseea itatiaiae esta categorizada como em perigo (EN) e A. vanhoutteana esta
categorizada como vulneravel (VU) pelo Centro Nacional para Conservacao da Flora

(CNC Flora, 2020). Para tanto, foi necessario:

e Implementar a obtencdo de amostras para analise genética por meio de
amostragem adaptativa;

e Mensurar como a diversidade genética esta distribuida ao longo da area de
ocupacéo das populac¢des naturais dentro da UC estudada;

e Caracterizar o padréao da diversidade genética dentro de cada populagéo.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Espécies estudadas

Aechmea vanhoutteana (do grego: folhas ponta de lanca) € uma espécie
endémica da regido Sudeste do Brasil (Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo)
(FARIA et al., 2020), sendo que a maior parte das populacdes se concentram na Mata
Atlantica (SMITH, 1934) (Figura 1). S&o epifitas, raramente rupicolas ou terricolas,
sendo encontradas apenas na parte baixa do Parque Nacional do Itatiaia (PNI). Sua
época de floracdo ocorre nos meses de junho e outubro (WANDERLEY; MARTINS,
2007).

Figura 1. Individuo Aechmea vanhoutteana no Parque Nacional do Itatiaia — RJ. Foto: M.M. Moreira.

A enorme diversidade estrutural e morfolégica junto com a ma compreensao
da delimitacdo natural dessas espécies, e, portanto, dos subgéneros, faz de Aechmea
um dos maiores desafios taxondmicos em Bromeliaceae (LEME et al., 2010).

Esta espécie foi classificada como vulneravel (VU) pelo CNC Flora (DE FARIA;
WENDT; BROWN, 2020), dado que as areas de ocorréncia dessa espécie estado
sujeitas a incéndios que afetam continuamente a qualidade do seu ambiente, sendo
considerada uma espécie criticamente em perigo, segundo o Livro vermelho da Flora
do Brasil (MARTINELLI; MORAES, 2013).

Fernseea itaiaiae é uma espécie endémica da Serra da Mantiqueira, sendo

encontrada apenas na regido do Itatiaia, na divisa entre Minas Gerais e Rio de Janeiro
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(Figuras 2 e 3). Seu epiteto especifico refere-se ao ponto de coleta do tipo, Planalto
de Itatiaia, em Serra da Mantiqueira.

Wawra (1880), afirmou que Fernseea itatiaiae cresce nos campos de altitudes
no Brasil, entre 2700 e 3000m, ndo tendo ocorréncias em elevagdes. No entanto, hoje
sabe-se que a maior parte das populacdes desta espécie ocorre no PNI, crescendo
na area dos campos de altitude, entre 1900 e 3000 m de altitude, sendo
essencialmente rupicola (LIMA, 2008; MONTEIRO, 2020).

T~ > o - N

Figuras 2 e 3. Fernseea itatiaiae, considerando: touceiras (esquerda); espécie em floragao (dieia).
Foto: M. M. Moreira.

E uma planta rupicola com 27- 60cm de altura. A floraco concentra-se entre
junho e outubro, com pelo menos um registro indicando floracdo para cada um dos
demais meses do ano. A espécie foi avaliada como em perigo (EN) (MONTEIRO,
2020), considerando principalmente sua area de ocorréncia restrita ao Planalto do
Itatiaia com alto risco de extincdo por causa da sua distribuicdo restrita (EOO=
2.710,73 km?) na Serra da Mantiqueira entre Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas
Gerais, na qual incéndios quase que anuais resultaram em declinio das populacfes
e da qualidade do ambiente (MARTINELLI; MORAES, 2013).

5.2. Local do estudo — Parque Nacional do Itatiaia (PNI)

O estudo foi realizado no Parque Nacional do Itatiaia (PNI). Esta Unidade de
Conservacao foi a primeira area protegida criada no Brasil através do Decreto Federal
n® 1.713, de 14 de junho de 1937, com area de 11.943 hectares (Decreto n°® 23.793,
de 23 de janeiro de 1934). A partir do Decreto n°® 87.586 de 20 de setembro de 1982
seus limites foram ampliados possuindo uma extensao territorial de aproximadamente
30.000 ha.
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O parque esta localizado no macico do Itatiaia, ao sul dos estados do Rio de
Janeiro e de Minas Gerais, entre as latitudes 22° 19' e 22° 45' S e longitudes 44° 45'
e 44°50'W. Abrangendo partes elevadas da Serra da Mantiqueira, com altitudes entre
700 e 2.787m, onde o pico das "Agulhas Negras" se destaca como ponto culminante.
O clima no PNI é mesotérmico com temperatura média anual, dependendo da altitude,
entre 15° e 27° C, observando-se diferenca de 700 mm na pluviosidade média em
funcéo da altitude. O relevo é montanhoso, incluindo encostas e o topo do planalto,

onde emergem notaveis penhascos rochosos.

44°450°'W 447400'W 44°350°W
1 1 1

2°150's
1
)
2°150's

2°200's
1
1
22°200'S

Legenda
* Fernseea itatiaiae

Aechmea vanhouteana

2°250'S
1

Parque Nacional do Itatiaia
Elevagao

- 2322 - 2760

1884 - 2322

2°250's

0 125 25
1446 - 1884 Escala: 1:200.000
MDT gerado a partir de dados
1008 - 1446 do LADSAT 8
Editoragao - Daphne A. Dias
570 - 1008 Poliany de O. Barbosa
Orientadora - Tatiana T. Carrijo

1 1
44°450°W 44°400°W 44°35'0°W

Figura 4. Mapa de localizacdo da &rea de estudo, indicando o estado (Rio de Janeiro) onde as populac¢des
de F. itatiaiae (parte alta) e A. vanhoutteana (parte baixa) ocorrem.

5

Duas areas distintas sédo reconhecidas no PNI (Figura 4), cada uma possui a
sua propria entrada para acesso. Uma area é denominada como parte baixa (area
formacdes florestais) e outra denominada parte alta (area dominada pelos campos de
altitude).

Cabe ressaltar que metade da extensédo dos campos de altitude do estado do
Rio de Janeiro esta situada no macico do Itatiaia (AXIMOFF, 2011). A elevada riqueza
de espécies aliada ao grande nimero de endemismos torna a regido alto Montana do

PNI um local com caracteristicas Unicas, fazendo com que o conhecimento de sua
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flora seja algo indispensavel para discussdo de medidas conservacionistas. Além
disso, quase toda a vegetacao natural fora dos limites do Parque Nacional do Itatiaia
foi dizimada, e a esta Unidade de Conservagao, uma ilha de biodiversidade, cabe a
missdo de funcionar como um centro de riqueza genética e de préticas
conservacionistas (AXIMOFF; ALVES; RODRIGUES, 2014).

5.3. Amostragem populacional

A questdo inicial de qualquer procedimento de amostragem € a obtencédo de
estimativas fidedignas de alguma caracteristica da populacdo que sera estudada,
tomando como base somente uma parte dessa populacdo (THOMPSON; SEBER,
1996). No intuito de realizar uma representatividade mais real, evitando uma certa
tendenciosidade é que Thompson (1990), sugere a amostragem adaptativa. A
amostragem adaptativa € um procedimento que se adapta de forma satisfatoria a
esse tipo de padrdo de distribuicdo espacial, haja vista que consiste em um
procedimento de amostragem em que a selecdo de novas unidades de amostra
fundamenta-se na ocorréncia de individuos da espécie de interesse nas unidades de
amostra ja selecionadas no levantamento (THOMPSON, 1990, 1991; THOMPSON;
SEBER, 1996; SALEHI; SEBER, 1997).

A amostragem de A. vanhoutteana, foi realizada na parte baixa do Parque,
abrangendo as trilhas do Complexo Maromba, Cachoeira Poranga, Lago Azul e

estrada principal (Figura 5).
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Figura 5. Disposicao dos individuos de Aechmea vanhoutteana coletados na area de estudo - PNI.

Ja a amostragem de F. itatiaiae foi realizada na parte alta do PNI e abrangeu
a trilha das prateleiras, trilha da pedra da maca/tartaruga e trilha da pedra assentada
(Figura 6).
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Figura 6. Disposicao dos individuos de Fernseea itatiaiae coletados na area de estudo - PNI.

O primeiro ponto de amostragem para ambas as espécies foi definido com base no
primeiro individuo encontrado ao longo das trilhas. A partir desse ponto (PB= ponto
base), tracou-se uma parcela circular com cinco metros de raio e contabilizaram-se
todos os individuos das espécies presentes nesta parcela. Como as espécies
realizam reproducéo vegetativa, consideraram-se como individuos distintos (genets)
apenas aqueles cujas rosetas estavam desconectadas uma das outras. Apos a
avaliacao do numero de individuos presentes dentro do ponto base, percorreu-se 20m
para cada um dos pontos cartesianos (Norte, Sul, Leste e Oeste) e em cada um
desses pontos foram tracadas novas parcelas circulares com cinco metros de raio
(PS=parcelas secundérias). Essas parcelas também foram avaliadas quanto a
presenca das espécies e quanto o numero de individuos (genets). Caso a espécie
estivesse presente naquela parcela secundaria, percorria-se mais 20m para cada um
dos pontos cardeais e tracavam-se novas parcelas secundarias, onde também foi
contabilizado o numero de individuos.

Caso nédo houvesse individuos nas parcelas secundarias, a amostragem se
encerrava e volta-se ao ponto base onde se percorria mais 50m ao longo da trilha,

antes de iniciar uma nova amostragem. Apos esses primeiros 50m, percorria-se mais
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50m procurando por novos individuos. Quando encontrado algum individuo ao longo
desses 50m, marcava-se um segundo ponto base do qual novas parcelas
secundérias eram tracadas. Esse processo se repetiu até ndo se encontrar mais
nenhum individuo de ambas as espécies (Figura 7). Ao todo, foram amostrados 240
pontos para A. vanhoutteana (pontos base = 72 pontos; pontos secundarios = 168) e
142 pontos para F. itatiaiae (pontos base = 20 pontos; pontos secundarios = 124).

Figura 7. Esquema da amostragem adaptativa para ambas as espécies.

Dada a diversidade e complexidade dos processos envolvidos na
estruturacdo da diversidade genética em uma populacdo, muitas vezes €
aconselhado aos pesquisadores que é preciso escolher cuidadosamente em qual
escala espacial conduzir a analise. Diferentes processos ecologicos podem estar
agindo simultaneamente em diferentes escalas espaciais e temporais, e podem atée
influenciar uns aos outros (WIDEN; CRONBERG; WIDEN, 1994, ESCUDERO;
IRIONDO; TORRES, 2003).

Como as espécies possuem reproducdo vegetativa, para evitar a coleta de

ramets clonais do mesmo genet, apenas foi amostrado um individuo por foréfito. Para
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cada genet, uma porcao de folha foi removido e armazenado em silica gel antes do
transporte para o laboratorio, onde foi armazenado em um freezer em -30° C até o
isolamento do DNA. Ao todo foram amostrados 45 individuos para A. vanhoutteana e

71 para F. itatiaiae.

5.4. Extragdo de DNA

As folhas foram coletadas e armazenadas no campo em sacos de papel
contendo silica para minimizar o processo de oxidacao, que pode iniciar logo apés a
coleta. Em seguida, foram levadas ao Laboratério de Bioguimica e Biologia Molecular
do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito
Santo, campus de Alegre. As amostras foram transferidas para sacos de aluminio e
armazenadas em freezer -30°C, por no minimo 24 horas a fim de prepara-las para o
processo de extragao.

O DNA gendmico total foi isolado e purificado usando o método de extracdo de
Doyle & Doyle (1990), com modificagbes propostas pelo Instituto Agronémico de
Campinas (IAC). O screening de primers ISSR a serem utilizados foi realizado a partir
da plataforma British Columbia University, Vancouver, Canada.

Ao finalizar as extracbes as amostras foram quantificadas por
espectrofotometria no aparelho NanoDrop (Thermo Scientifc 2000C) para identificar
a pureza e as concentragdes do DNA obtido. O parametro de pureza adotado foi a
relacdo de absorbancia 260 e 280 nm (A260/A280), ideal no intervalo de 1,8 a 2,0
(BARBOSA, 1998). Apés a quantificacdo, as amostras de DNA foram diluidas para a
concentragdo final de 10ng/uL? e armazenadas em freezer -20°C para serem
utilizadas nas analises moleculares. O DNA estoque concentrado foi armazenado em
freezer -30°C.

5.5. Amplificacdes Inter Simple Sequence Repeats — ISSR

Foram testados 43 iniciadores moleculares ISSR (University of British
Columbia — UBC) (Apéndice A) para selecdo dos mais informativos. As reacdes de
amplificacdo foram realizadas em placas para reacdes em cadeia da polimerase
(PCR), para um volume final de 20 pL, contendo: tamp&o 1X (10 mM de Tris-HCI pH
8,5 e 50 mM de KCI), 2,5 mM de MgClz, 0,25 mM de cada dNTP, 0,2 uM de primer, 1
unidade de Tag (Ludwig) DNA polimerase e cerca de 50ng de DNA gendmico. As
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amplificacdes foram realizadas em termociclador Applied Biosystems, com etapas de
desnaturacao a 94°C, por 5min, seguida de 35 ciclos de 94°C, por 45s, anelamento
de 52°C, por 45s, e 72°C, por 90s, com extenséo final de 72°C, por 7 minutos.

Os produtos da amplificacéo foram separados por meio de eletroforese em gel
de agarose a uma concentragao de 2%, com tampao TBE 1X (10,8 g/L Tris-base; 5,5
g/L Acido Boérico; 0,83 g/L EDTA e agua osmose) numa voltagem de 100 Volts, por 4
horas. Apés a separacdo dos fragmentos, os géis foram submersos em um banho
contendo solugdo de brometo de etidio (0,50 pg/mL) durante 30 min, sendo em
seguida fotografados sob luz UV em fotodocumentador (ChemiDoc MP Imaging
System — Bio Rad), permitindo a distin¢cao entre presenca e auséncia de bandas, além
do tamanho dos fragmentos com auxilio do marcador de peso molecular Ladder
100bp.

5.6. Analise dos dados moleculares

O registro de dados moleculares foi realizado a partir de uma analise visual
das bandas monomoérficas e polimorficas inequivocas, codificadas como ausente (0)
ou presente (1). Bandas na mesma posicdo para todos os individuos foram
consideradas bandas monomorficas, enquanto bandas com posices em alturas
diferentes foram consideradas polimorficas. Posterior a essa etapa foi realizada uma
andlise descritiva dos dados, resultando em valores como numero total de bandas
(NTB), numero de bandas polimérficas (NBP), porcentagem de bandas polimérficas
(PBP) por marcador e a faixa de variacdo no tamanho dos I6cus amplificados (TPB),
em pares de bases. Para dados perdidos foram atribuidos valores e simbolos de
acordo com a exigéncia de cada programa estatistico.

Foram obtidos os valores do contetdo de informacéo polimérfica (PIC) para
cada loco de ISSR e para isso utilizou-se o célculo proposto por Roldan-Ruiz e
colaboradores (2000),:

PICi = 2fi (1 - fi)

Em que:
PICi= O conteudo de informagé&o polimorfica do marcador i;
fi= A frequéncia dos fragmentos presentes na amostra;

1 - fi = A frequéncia dos fragmentos ausentes.
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A dissimilaridade genética intrapopulacional foi estimada através do
Complemento Aritmético do indice de Jaccard (JACCARD, 1901, SNEATH; SOKAL,
1973), utilizando o programa Genes (CRUZ, 2008). Esse indice representa a razao
entre o numero de coincidéncias e o numero total de bandas, excluindo a coincidéncia

negativa (d), sendo:

Em que:

a = Numero de coincidéncias do tipo 1 — 1 para cada par de individuos;
b = NUmero de discordancias do tipo 1 — 0 para cada par de individuos;
¢ = Numero de discordancias do tipo 0 — 1 para cada par de individuos;

Os valores encontrados foram utilizados na analise de agrupamento, pois a
dissimilaridade (D) entre os individuos par a par € gerada a partir da similaridade,
sendo D= 1-S. Dessa forma, os valores da dissimilaridade entre os individuos foram
utilizados na analise de agrupamento, por meio do método de agrupamento de
meédias aritméticas ndo ponderadas (Unweighted Pair Group Method Average -
UPGMA) para obtencao dos dendrogramas.

Para o método de andlise de agrupamento por meio do UPGMA, faz-se
necessaria a realizacdo do calculo do ponto de corte, que é estimado pelo método de

Mojena (1977), cuja formula é descrita como:

Pc=m + kdp

Onde:

M = a média dos valores de distancia dos niveis de fusdo correspondentes aos
estadios;

k = 1,25 (MILLIGAN; COOPER, 1985);

dp = desvio padrdo que determinara a semelhanca e divergéncia molecular
entre os individuos, além da formacao de grupos geneticamente distintos.

O coeficiente de correlagcdo cofenética (CCC) foi calculado para verificar a
consisténcia dos agrupamentos realizados pelo método UPGMA, ou seja, 0 ajuste

entre as medidas de dissimilaridades originais e as geradas graficamente (SOKAL;
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ROHLF, 1962). Todas estas analises foram realizadas utilizando o programa GENES
(CRUZ, 2013).

Os dados genéticos também foram utilizados para produzir uma matriz de
distancia genética a partir do estimador da distancia genética de Nei (H’) (1973), bem
como o indice de Shannon (I) (SHANNON; WEAVER, 1949), sendo todos calculados
no aplicativo Popgene 3.2 (YEH; DOYLE, 1997). Foram estimados 0s seguintes
parametros de diversidade: porcentagem de locos polimorficos (PLP), niumero de
alelos observados (Na), numero de alelos efetivos (Ne), e a porcentagem de loci
polimorfico (P). A estrutura populacional foi avaliada por simulagdes de Monte Carlo
e Cadeia de Markov (MCMC), utilizando os genétipos multilocus dos individuos
amostrados para deteccdo de grupos genéticos provaveis (K). Foram realizadas 20
corridas para cada valor de K, onde o nimero de grupos estabelecidos (K) foi de K=
1 aK=4, com 7.500 interacdes de Monte Carlo, via Cadeias de Markov (MCMC) com
um descarte inicial (burn-in) de 2.500 interagées por meio do programa Structure
2.3.4.

Como cada espécie coletada possui apenas uma populacdo, faz-se
necessario, portanto, a verificagdo do nimero de grupos mais provavel. Esses grupos
genéticos foram estimados pelo método “ad hoc” AK proposto por Evanno; Regnaut
e Goudet (2005), usando o software Structure Harvester (EARLI; VONHOLDT, 2012).
Ao assumir valores de K nos intervalos de 1 a 4, pressupde-se que o K real é 1
(EVANNO; REGNAUT; GOUDET, 2005). Neste caso, a definicdo do valor de K mais
provavel para os agregados genéticos, foi estimada com base na média e no desvio
padrdo de cada valor de probabilidade de K, logaritmo neperiano da probabilidade
[LnP(K)].

6. RESULTADOS

6.1. Selecdo dos primers ISSR para Fernseea itatiaiae

Dos 43 marcadores ISSR testados para Fernseea itatiaiae, 11 iniciadores
possibilitaram a obtencdo de 171 fragmentos amplificados, dos quais 155 foram
polimorficos (89,8%). Todos os marcadores apresentaram polimorfismo acima de
82% e o numero de bandas polimérficas variou de 7 (UBC 855) a 20 (UBC 840), com

meédia de 14 por marcador. O tamanho dos fragmentos variou entre 200 a 2100 pares
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de bases. O conteudo de informacao polimérfica (PIC) para cada marcador variou
entre 0,17 (UBC 836, 868) a 0,30 (UBC 840) com média de 0,23 (Tabela 1).

Tabela 1. Primers ISSR selecionados para F. itatiaiae incluindo numero total de bandas (NTB), nimero
de bandas polimorficas (NBP), porcentagem de bandas polimdrficas (PBP) por primer, faixa de variacéo
de tamanho dos locos em pares de bases (TPB).

Primer NTB NBP PBP (%) TBP (min-max.) PIC (média)
UBC 808 20 19 95,0 280-2000 0,25
UBC 810 12 10 83,3 500-1600 0,23
UBC 812 17 14 82,3 350-1650 0,27
UBC 815 13 12 92,3 500-2100 0,30
UBC 822 13 11 84,6 450-2000 0,24
UBC 834 17 16 94,1 330-1500 0,22
UBC 836 13 11 84,6 200-1550 0,17
UBC 840 21 20 95,2 300-1600 0,24
UBC 842 18 17 94,4 230-1500 0,23
UBC 855 8 7 87,5 780-2100 0,21
UBC 868 19 18 94,7 400-2100 0,17

TOTAL 171 155 89,8 - 0,23

A Figura 8 exemplifica o perfil de amplificagdo com o primer UBC 840 em 71

individuos para demonstracdo do padrdo dos fragmentos obtido.
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Figura 8. Perfil eletroforético demonstrado em gel de agarose a 2% produzido pelo primer UBC 840
em 29 individuos de Fernseea itatiaiae. M — Marcador de peso molecular (Ladder 100pb).

6.2. Estrutura e diversidade genética em Fernseea itatiaiae

A dissimilaridade entre os 71 individuos de Fernseea itatiaiae foi mensurada a
partir da analise de 309 loci, e resultou em uma média de 0,37.

A partir da dissimilaridade entre os individuos foi gerado o agrupamento por
UPGMA que revelou sete grupos (Figura 9) em que a maioria dos individuos se
agrupou segundo a sua origem.

O par 9 x 68 apresentou o maior valor de dissimilaridade genética (0,8876),
enquanto o par 32 x 33 foi 0 menor, com valor igual a 0,8182.

O ponto de corte recomendado seguindo o método de Mojena (1977), foi de
74% para Fernseea itatiaiae. O coeficiente de correlacdo cofenética (CCC) foi de
90%. Para os parametros de diversidade genética, o niumero médio de alelos
observados (Na) foi igual a 1,92, e o numero de alelos efetivos (Ne) foi igual a 1,37.
A diversidade genética de Nei (H’) e o indice de Shannon (l), assumindo que a

populacdo estava em Equilibrio de Hardy-Weinberg, foram de 0,23 e 0,36,
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respectivamente. O numero mais provavel de K agrupamentos foi definido como dois
(K= 2) pelo programa Structure (Figura 10).
]
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Figura 9. Dendrograma de dissimilaridade genética, obtido pelo método UPGMA no programa GENES,
para 71 individuos de Fernseea itatiaiae, formando 7 grupos em toda a amostragem populacional.
Ponto de Corte (PC): 74%.
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Delta K = mean(|L"(K)|) / stdev(L(K)]

Delta K

Reps  Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) [Ln*(K)I Delta K

K
1 2 -10184.105000 1736444 - — —

_“ 2 A -8683.390000 11.343113 1500.71500 581.120000  51.231087
I -1763.795000 122464721 919595000 605715000  4.946037
4 20 -7449.315000 155575205 313.880000 - -

K

Figura 10. Abordagem Bayesiana (software Structure) de 71 individuos de F. itatiaiae ocorrentes na parte
alta do PNI. A - Grafico da média + o desvio padrdo de LnP (K). B - Grafico identificando o numero de
agrupamentos, indicando k= 2. C - Saida de dados do método proposto por Evanno, Regnaut e Goudet
(2005) usando o software Structure Harvester, indicando a média + o desvio padréo de LnP (K).

6.3. Selecdo dos primers ISSR Aechmea vanhoutteana

Dos 43 marcadores ISSR testados para Aechmea vanhoutteana, 15 primers
possibilitaram a obtencdo de 235 fragmentos, dos quais 219 foram polimorficos
(92,8%). Todos os marcadores apresentaram polimorfismo acima de 87% e o nimero
de bandas polimérficas variou de 10 (UBC 827) a 24 (UBC 807) bandas, com média
de 14,6 bandas polimérficas por marcador e o tamanho dos fragmentos variou entre
170 a 2100 pares de bases.

O conteudo de informacédo polimérfica (PIC) para cada marcador variou entre
0,14 (UBC 808) a 0,29 (UBC 840) com média de 0,20 (Tabela 2).

A figura 11 exemplifica o perfil de amplificacdo com o primer UBC 861 em 45
individuos, para demonstrar o padrdo dos fragmentos obtidos.
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Tabela 2. Primers ISSR selecionados para A. vanhoutteana incluindo nimero total de bandas (NTB),
ndmero de bandas polimérficas (NBP), porcentagem de bandas polimérficas (PBP) por primer, faixa
de variacdo de tamanho dos loci em pares de bases (TPB).

Primer NTB NBP PBP (%) TBP (min-max.) PIC (média)
UBC 807 25 24 96,0 170-2080 0,19
UBC 808 17 16 94,1 300-2080 0,14
UBC 809 18 17 94,4 300-1600 0,16
UBC 810 22 21 95,4 450-1600 0,14
UBC 811 13 12 92,3 250-2080 0,15
UBC 812 13 12 92,3 250-2000 0,27
UBC 822 14 13 92,8 400-2080 0,27
UBC 827 11 10 90,9 500-2100 0,25
UBC 834 12 11 91,6 300-1400 0,22
UBC 836 15 14 93,3 350-1700 0,20
UBC 840 14 13 92,8 300-1600 0,29
UBC 842 16 15 93,7 200-1500 0,22
UBC 855 12 11 91,6 390-2080 0,16
UBC 861 16 14 87,5 250-2080 0,18
UBC 868 17 16 94,1 300-2100 0,21

TOTAL 235 219 92,8 - 0,20
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Figura 11. Perfil eletroforético demonstrado em gel de agarose a 2% produzido pelo primer UBC 861
em 30 individuos de A. vanhoutteana. M — Marcador de peso molecular (Ladder 100pb).

6.4. Estrutura e Diversidade Genética de Aechmea vanhoutteana

A dissimilaridade dos 45 individuos de A. vanhoutteana foi mensurada a partir
da analise de 434 locos, resultando em uma média de 0,66. A partir da dissimilaridade
entre os individuos foi gerado o agrupamento por UPGMA (Figura 12), demonstrando
4 grupos.

O par 1 x 2 apresentou o maior valor de dissimilaridade genética, sendo igual
a 1,0, enquanto o par 11 x 12 apresentou o menor valor, 0,3158. O ponto de corte
recomendado pelo método de Mojena (1977), foi de 81%.

Para os parametros de diversidade genética, 0 nimero médio de alelos
observados (Na) foi igual a 1,98, e o numero de alelos efetivos (Ne) foi igual a 1,28.

A diversidade genética de Nei (H’) e o indice de Shannon (l), assumindo que

a populacéo estava em Equilibrio de Hardy-Weinberg, apresentaram valores de 0,19
e 0,34, respectivamente.

O coeficiente de correlagdo cofenética (CCC) foi de 91%. O numero mais

provavel de K agrupamentos foi definido como trés (K = 3) (Figura 13).
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Figura 12. Dendrograma de dissimilaridade genética, obtido pelo método UPGMA no programa
GENES, para 45 individuos de Aechmea vanhoutteana, formando 4 grupos em toda a amostragem
populacional. Ponto de Corte (PC): 81%.
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Delta K = mean(|L"(K)|) / stdev[L(K)]
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a0 K Reps MeanLnP(K)  StdevLnP(K) Ln'(K) |Ln"(K)! Delta K
1 20 9062795000 4438287 - - -
220 -8590.355000 418200783 472440000  275.000000  0.657579
320 8392915000 17459133 197440000 6267.890000  360.149031
4 20 14483365000  12406.676387  -6090.450000 - -
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Figura 13. Abordagem Bayesiana (software Structure) de 45 individuos de A. vanhoutteana ocorrentes
na parte baixa do PNI. A - Gréafico da média + o desvio padrdo de LnP (K). B - Gréfico identificando o
namero de agrupamentos, indicando k=3. C - Saida de dados do método proposto por Evanno,
Regnaut e Goudet (2005) usando o software Structure Harvester, indicando a média + o desvio padrao
de LnP(K).

7. DISCUSSAO

7.1. Estrutura e diversidade Genética

A porcentagem dos loci polimérficos é um dos métodos mais utilizados para a
determinacao da diversidade genética contida nas popula¢des (CRUZ et al., 2011).
Andlises genéticas utilizando marcadores dominantes como os ISSR podem
apresentar numero de locos variando de acordo com a espécie estudada, conforme
discutem Gois e colaboradores (2014). Essa diferenca pode ser vista em Fernseea
itatiaiae, pois os 11 marcadores utilizados possibilitaram a obtencdo de 171
fragmentos amplificados, dos quais 155 foram polimorficos. Todos os marcadores
apresentaram polimorfismo acima de 82%, com média de 14 bandas polimérficas por
marcador. Para Aechmea vanhoutteana, foi possivel a obtencdo de 235 fragmentos
amplificados a partir de 15 marcadores ISSR, dos quais 219 foram polimorficos
(92,8%). A proporcdo de polimorfismo para a maioria das monocotiledéneas é em
torno de 40,3% segundo Murawski e Hamrick (1990). No entanto, percebe-se que na
leitura que foi realizada para Bromeliaceae, todos os marcadores apresentaram
polimorfismo acima de 80%. Como apresentado nesse trabalho, o percentual de
bandas polimérficas encontradas com os 11 marcadores ISSR usados para F.
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itatiaiae e 15 para A. vanhoutteana foi acima do esperado. O nimero de locos gerados
nesse estudo é, portanto, comparavel ao encontrado em outros trabalhos, sendo
considerado suficiente para quantificar e discriminar os genotipos. Os valores de PIC,
por sua vez, contribuiram na analise dos dados pois ele é mais adequado para estimar
a diversidade ampla em uma populacao.

As andlises estatisticas referentes ao grau de dissimilaridade genética entre os
pares de individuos de uma espécie servem para verificar dados importantes sobre a
estrutura genética da populacdo (CRUZ, 2011). Por isso, langou-se méo do uso dos
indices de dissimilaridade obtidos por meio da complementaridade do coeficiente de
Jaccard para comparar a diversidade genética entre os individuos das espécies
estudadas, em andlises separadas. Através do uso da matriz de dissimilaridade foi
possivel observar os ajustes dos dados ao dendrograma em todas as analises,
sabendo-se que individuos com menor distancia pertencem ao mesmo agrupamento
e aqueles com maior distancia pertencem a agrupamentos diferentes.

Para Rohlf e Fisher (1968), o coeficiente de correlacdo cofenética deve
apresentar valores acima de 0,8. O ajuste pode ser confirmado pelo alto valor do
coeficiente de correlacdo cofenética para F. itatiaiae, sendo 0,9 (CCC= 90%) e A.
vanhoutteanna, 0,91 (CCC= 91%). Vaz Patto e colaboradores (2004) corroboram o
gue estes autores falam, relatando que valores maiores ou iguais a 56% sao ideais,
pois demonstram boa concordancia com os valores de dissimilaridade genética.

A andlise de agrupamento revelou sete grupos (UPGMA) para Fernseea
itatiaiae, sendo que o grupo 7 se destacou pela alta dissimilaridade genética quando
comparado aos demais. O maior grupo (5) reuniu 25 individuos.

A mesma andalise revelou quatro grupos para Aechmea vanhoutteana, dentre
0S quais o grupo 1 se destacou pela maior quantidade de individuos (42 no total).
Essas estimativas de dissimilaridade entre os pares de individuos sdo importantes,
pois permitem avaliar a heterogeneidade das amostras (LINDEN, 2009; CRUZ, 2011),
refletindo a existéncia de variabilidade entre os individuos estudados de ambas as
espécies.

Botstein e colaboradores (1980), foram os primeiros autores a descreverem 0s
valores de PIC. Seu resultado tem relagédo com a qualidade do marcador em estudos
geneéticos e expressa sua capacidade em detectar variabilidade entre os individuos.
Ou seja, demonstra a probabilidade de ele aparecer em dois estados, sendo elas a

presenca ou a auséncia. Os autores relatam que iniciadores que refletem valores de
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PIC superiores a 0,5 sdo classificados como altamente informativos, enquanto os
valores entre 0,25 e 0,5 sdo mediamente informativos e aqueles com valores
inferiores a 0,25 sdo considerados pouco informativos. Seguindo esse critério, 0s
iniciadores utilizados neste estudo podem ser classificados como pouco informativo,
pois apresentaram o PIC para F. itatiaiae variando entre 0,17 (UBC 868) a 0,30 (UBC
840) com média de 0,23, e para A. vanhoutteana entre 0,14 (UBC 808) a 0,29 (UBC
840) com uma meédia de 0,20. Entretanto, deve-se ressaltar que, conforme abordam
Roldan-Ruiz e colaboradores (2000), (ver TATIKONDA, 2009), os marcadores
dominantes tém a tendéncia de apresentarem menores valores de PIC, devido ao seu
carater bialélico, explicando esse resultado.

O gréfico do Structure e o dendrograma por UPGMA além de demonstrarem a
formacdo de dois grupos para F. itatiaiae, e trés grupos para A. vanhouttenna,
discriminaram os individuos mais semelhantes. Para a confirmacéo dos resultados da
estruturagdo da populacdo, foi realizada uma analise chamada estatistica AK
(EVANNO; REGNAUT; GOUDET, 2005), sendo verificado K= 2 para F. itatiaiae e K=3
para A. vanhoutteana. As diferentes cores atribuidas aos grupos revelam a proporcao
de ancestria dos genotipos e indicam que as caracteristicas genéticas estdo sendo
compartilhadas entre os individuos (PRITCHARD; WEN, 2002). E notério que em
termos de genoma, visualmente a espécie F. itatiaiae apresenta maior contribuicdo
de um grupo (representado pela cor vermelha), enquanto Aechmea vanhoutteana
apresentou uma maior participacdo de grupo (representado pelas cores vermelha e
amarela), deixando essa populacdo geneticamente estruturada em grupos distintos,
mas que ainda apresentam troca de alelos dentro da populagéo.

Os valores de diversidade genética de Nei (H’) e indice de Shannon (l)
encontrados para F. itatiaiae foi de (H’= 0,23) e (I= 0,36) respectivamente, e para A.
vanhoutteana foram encontrados valores de Nei (H’= 0,19) e indice de Shannon (I=
0,33). Tanto para A. vanhoutteana quanto para F. itatiaiae os valores estavam mais
préximo de zero, pois os indices variam de 0 — 1 (quanto mais proximo de O menor €
a diversidade genética intrapopulacional adaptado para genética de populagbes
naturais) (BARREIRA-SANCHEZ, 2008), resultando entdo em uma baixa diversidade
genética populacional quando comparada as outras espécies de bromélias. Valores
similares aos encontrados nesse estudo foram encontrados por Ribeiro e
colaboradores (2013), no estudo de Vriesea cacuminis L.B.S, com valores do indice
de Shannon entre 0,29 a 0,31.
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Outros resultados encontrados por diferentes autores também podem servir de
base, pois foram realizados com metodologias semelhantes como, por exemplo, o
estudo de Piticainia flammea (L.) John por Souza-Sobreira e colaboradores (2015),
por valores de Shannon variaram entre 0,34 a 0,46. Almeida e colaboradores (2012),
guando avaliou a espécie A. fulgens utilizando oito marcadores ISSR, observaram
valores de Shannon entre 0,51 a 0,56, demonstrando uma diversidade genética
moderada. Resultado semelhante foi encontrado por Ribeiro (2017), com A.
blanchetiana no norte do estado do Espirito Santo, em que a base dos valores do
indice de Shannon (I = 0,58) e de Nei (H = 0,41) indica moderada diversidade
genética para as populacdes estudadas. A baixa diversidade genética encontrada
pode ser reflexo de fatores, tais como deriva genética (LOVELESS; HAMRICK, 1984).

Inicialmente, quando se observa a estruturacdo em dois grupos genéticos na
populacdo de F. itatiaiae e de trés grupos em A. vanhoutteana, com a baixa
diversidade genética e o alto polimorfismo, pode parecer que os dados sao
conflitantes. No entanto, isso pode ser explicado pela troca de alelos favorecida por
apenas uma parte dos individuos em cada populacdo, separadamente. A
variabilidade genética intrapopulacional € reflexo da interacdo entre diversos
processos, tais como distribuicdo geografica, fragmentacdo e isolamento das
populacdes, sistema reprodutivo, mutacao, deriva genética, polinizacdo e dispersao
(NYBOM; BARTISH, 2000), e esses fatores podem resultar em um aumento da
similaridade genética entre os individuos dentro de uma mesma populacéo, podendo
causar uma baixa diversidade genética ainda que o grau de polimorfismo seja alto,
pois a diversidade genética esta relacionada com o numero de alelos e como eles
estédo distribuidos na populagédo. Quanto maior o nimero de alelos e melhor estiverem
distribuidos, maior a diversidade genética. Nesse caso podemos entender que nao
h& muitos alelos diferentes e que eles ndo estdo bem distribuidos, causando assim
uma baixa diversidade.

Para Ribeiro e colaboradores (2013), Souza-Sobreira e colaboradores (2015),
Almeida e colaboradores (2012), e Ribeiro (2017), tanto 0 nimero de primers gquanto
a porcentagem de polimorfismo encontrado para as espécies foram considerados
suficientes para avaliar e quantificar a diversidade genética. Da mesma forma, os
marcadores moleculares ISSR utilizados nesse estudo mostraram eficiéncia em

detectar polimorfismo tanto para F. itatiaiae quanto para A. vanhoutteana.
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Deve-se levar em consideracdo que mesmo que as bromélias sejam
polinizadas por espécies que possuam uma faixa de voo considerada grande, alguma
alteracdo no habitat, por exemplo a fragmentag&o pode limitar os movimentos dos
polinizadores a longa distancia, (LAURANCE et al., 2002). Além disso, a maioria das
espécies apresenta propagacéao clonal. Matallana e colaboradores (2010), citam que
a autocompatibilidade do sistema de reproducdo pode ser comum em algumas
espécies de bromélias, mesmo podendo levar a perda de diversidade genética e
reducdo do potencial adaptativo das espécies quando enfrentam condi¢des adversas
(GALEUCHET; PERRET; FISCHER, 2005). Este aspecto € importante, dado que
populacdes pequenas e isoladas sao fortemente influenciadas pela deriva genética
(SEBBENN et al., 2011, PENCE, 2016).

Sobre a reproducédo assexuada, mesmo que ela dé origem a clones, situagéo
gue aparentemente é desvantajosa sob o ponto de vista genético e de perpetuacao
das espécies, ela pode representar vantagem para o desenvolvimento das plantas
em ambientes estaveis, onde a alta competicdo de individuos estabilizados € maior
em detrimento dos jovens recém-chegados (GRIME, 1979). Esse tipo de reproducao
pode ser uma estratégia de algumas bromélias, podendo ser o caso das espécies
estudadas, pois em certas condi¢cdes ecoldgicas, uma maior propagacao horizontal
por meio de rametes, talvez seja interessante, ainda que isso afete a distribuicao
espacial dos genets, influenciando os niveis de disperséo e a estrutura populacional
(LOH et al., 2015). Este fato também pode justificar a baixa diversidade genética
encontrada nas espécies estudadas.

Atualmente, estima-se que apenas 6% da Mata Atlantica esteja protegida por
Unidades de Conservacdo (CAMPANILI; SCHAFFER, 2010). Por isso, é importante
ressaltar que as areas escolhidas para se tornarem Unidades de Conservacéo, muitas
vezes estao localizadas em regibes com menor biodiversidade do que areas externas
a elas (TERBORGH; VAN SCHAIK, 2002). Portanto, a conservacdo de algumas
populacdes de uma determinada espécie por um UC, pode nao significar a
conservacao total da sua diversidade genética (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE,
2017). Principalmente se considerar que a baixa diversidade para ambas as espécies
pode ser devido a situacéo da qualidade do habitat em que elas estéo inseridas. Tanto
Fernseea itatiaiae quanto Aechmea vanhoutteana estdo em areas que ocorrem
incéndios quase anuais, podendo prejudicar a sobrevivéncia das espécies, resultando

até em um possivel declinio continuo da qualidade do habitat, mesmo dentro de
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unidades de conservacado (CNC Flora, 2020). Neste contexto enquadra-se o que
Ghanzoul (2005), discute quando diz que uma alteracdo no ecossistema pode afetar
o comportamento dos animais dispersores de pdlens e sementes, interferindo
diretamente na estrutura genética das populagdes. Tornando essencial o
entendimento sobre o local em que a espécie esta inserida e como outros fatores (por
exemplo, a polinizacdo e dispersdo) podem ser afetadas ou afetar a diversidade
genética da populacao.

Este parece ser o caso das espécies estudadas. Segundo o que foi postulado
pela teoria da genética de populacdes, é de se esperar que espécies localmente
endémicas e com distribuicdo restrita a poucas localidades, apresentem indices
menores de diversidade genética quando comparadas as espécies de ampla
distribuicdo e com populacées maiores (FRANKHAM et al., 2003).

Apesar de ambas as espécies estudadas possuirem baixa diversidade
genética, entende-se que a integracdo das informacdes relativas aos niveis dessa
diversidade em uma populacdo subsidia acbes para a manutencédo da diversidade
genética naquele ambiente permitindo uma caracterizagdo efetiva da dindmica

populacional em ambientes naturais favorecendo sua conservacao.

8.  CONCLUSAO

Com base nos marcadores genéticos utilizados, as populacdes de Aechmea
vanhoutteana e Fernseea itatiaiae localizadas dentro dos limites do Parque Nacional
do Itatiaia, apresentam baixa diversidade genética. Ambas as espécies
demonstraram consistente estruturacdo genética, indicando a formacdo de dois
grupos para F. itatiaiae e trés grupos para A. vanhoutteana. A conservacao de ambas
as espécies estudadas demanda, portanto, a protecao de populacdes ocorrentes nas
regides limitrofes da Unidade de Conservacao estudada, ou em outras localidades de

ocorréncia das espécies.
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APENDICE A - Compilado dos estudos de diversidade e estrutura genética realizados para populacdes naturais na familia Bromeliaceae
destacando os marcadores moleculares utilizados.

Espécie Marcador Ho/mean He/mean Fis/mean Fst/ mean Autor
molecular
Aechmea calyculata SSR 0.427 0.576 0.105 - Goetze et al., 2016
Aechmea kertesziae SSR 0.618 0.710 0.155 - Goetze et al., 2018
Aechmea magdalenae Aloenzimas 0.099 0.084 - 0.356 Murawski e Hamrich, 1990
Aechmea nudicaulis SSR 0.576 0.519 -0.110 - Sheu et al., 2017
Aechmea nudicaulis SSR 0.683 0.850 0.057 - Loh et al., 2015
Aechmea ramosa SSR 0.407 0.481 0.143 - Sheu et al.,, 2017
Aechmea tuitensis Aloenzimas 0.061 0.120 0.631 0.196 Izquierdo e Pifiero, 2000
Aechmea winkleri SSR 0.563 0.587 0.048 - Goetze et al., 2015
Alcantarea brasiliana SSR 0.240 0.340 - - Lexer etal., 2016
Alcantarea geniculata SSR 0.349 0.430 Lexer et al. 2016
Alcantarea glaziouana SSR 0.301 0.473 0.343 0.217 Barbard et al., 2009
Alcantarea imperialis SSR 0.403 0.480 - - Lexer et al., 2016
Alcantarea martinellii SSR 0.356 0.271 - - Lexer et al., 2016
Alcantarea nevaresii SSR 0.206 0.217 - - Lexer et al., 2016
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Alcantarea regina SSR 0.557 0.600 -0.236 0.195 Barbara et al., 2009
Billbergia euphemia SSR 0.390 0.483 0.419 0.177 Sheu et al., 2017
Billbergia horrida SSR 0.430 0.435 -0.041 - Sheu et al., 2017
Bromelia antiacantha SSR 0.327 0.559 0.412 0.224 Zanella et al., 2011
Dyckia brevifolia Aloenzimas 0.070 0.067 - - Rogalski et al., 2017
Dyckia ibiramensis Aloenzimas 0.156 0.418 1.181 0.674 Hmeljevski et al., 2011
Encholirium biflorum RAPD - - - 0.160 Cavallari et al., 2006
Encholirium pedicellatum RAPD - - - 0.084 Cavallari et al., 2006
Encholirium spectabile SSR 0.497 0.657 0.257 - Gongalves-Oliveira et al., 2017
Encholirium RAPD - - - 0.012¢ Cavallari et al., 2006
subsecundum
Lymania azurea RAPD - Pamponet et al., 2013
Lymania smithii RAPD Pamponet et al., 2013
Pitcairnia albiflos SSR 0.383 0.429 0.109 0.336 Palma-Silva et al., 2011
Pitcairnia geyskesii SSR 0.293 0.325 0.125 0.156 Boisselier-Dubayle et al., 2010
Pitcairnia geyskesii Aloenzimas 0.185 0.183 B - Sarthou et al., 2010
Pitcairnia flammea ISSR - - - Souza-Sobreira et al., 2015
Pitcairnia flammea SSR 0.759 0.505 0.424 -0.112 Sheu et al., 2017
Pitcairnia staminea SSR 0.347 0.452 0.240 0.336 Palma-Silva et al., 2011
Puya raimondii AFLP - - - 0.961 Sgorbati et al., 2004
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Tillandsia aeranthos SSR 0.756 0.857 0.116 0.0128 Gongalves, 2018
Tillandsia achyrostachys Aloenzimas 0.127 0.210 0.433 0.391 Gonzalez-Astorga et al. 2004
Tillandsia ionantha Aloenzimas 0.065 0.070 0.056 0.043 Soltis et al., 1987
Tillandsia recurvata Aloenzimas - 0.01 1.000 0.906 Soltis et al., 1987
Tillandsia recurvata SSR 0,071 0,634 0,795 0,0308 Gongalves, 2018
Vriesea cacuminis ISSR - - - - Ribeiro et al., 2013
Vriesea friburgensis Aloenzimas -/0.234 -/0.226 -0.035 - Alves et al., 2004
Vriesea minarum SSR 0.424 0.628 - 0.088** Lavor et al., 2014
Vriesea reitzii SSR 0.437 0.534 - 0.168 Soares et al., 2018
Vriesea scalaris SSR 0.170 0.347 - 0.521 Neri et al., 2017
Vriesea simplex SSR 0.550 0.604 - 0.168 Nerietal., 2017

Fonte: Adaptado pela autora do trabalho de Ruas (2018).
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APENDICE B - Primers ISSR produzidos pela University of British Columbia e suas
respectivas sequéncias utilizados para amplificacdo, com temperatura de anelamento (Tm)
em amostras de DNA de 2 individuos da espécie F. itatiaiae e A. vanhoutteana.

Primers Sequéncia (5’-3’)
UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT
UBC 808 AGA GAG AGA GAG AGA GC
UBC 809 AGA GAG AGA GAG AGA GG
UBC 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT
UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AC
UBC 812 GAG AGA GAG AGA GAG AA
UBC 815 CTCTCT CTCTCT CTC TG
UBC 822 TCT CTC TCT CTC TCT CA
UBC 824 TCT CTC TCT CTC TCT CG
UBC 827 ACA CAC ACA CAC ACA CG
UBC 834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT
UBC 836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA
UBC 840 GAG AGA GAG AGA GAG AYT
UBC 842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG
UBC 855 TCT CTC TCT CTC TCT CRA
UBC 861 ACC ACC ACC ACC ACC ACC
UBC 868 GAA GAA GAA GAA GAA GAA

* A = Adenina; T = Timina; C = Citosina; G = Guanina; H=(A, TouC); R=(Aou G); V=(A, Cou
G)eY=(CouT).



