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RESUMO

A Mata Atlantica é considerada um dos 34 hotspots, visto a elevada biodiversidade presente nesta
area. Neste bioma distribuem-se as espécies Vriesea botafogensis Mez e Vriesea saundersii
Carriére, cuja ocorréncia se da em inselbergs, ao leste e oeste da Baia de Guanabara. Vriesea
botafogensis é considerada endémica e criticamente em perigo, bem como é confundida com V.
saundersii por conta dos aspectos morfologicos semelhantes. Dessa forma, obter conhecimento a
respeito da diversidade genética de espécies ameacadas torna-se cada vez mais importante,
principalmente no cenario de intensa antropizacdo nas quais as espécies deste estudo estdo
sujeitas. O presente trabalho tem como objetivo estimar a variabilidade genética das trés
populagdes remanescentes conhecidas de V. botafogensis e comparar com uma populagao de V.
saundersii. Estas populacdes foram analisadas utilizando-se oito marcadores microssatélites
nucleares (NSSR) e quatro locos do DNA do cloroplasto (cpDNA). A partir das analises
descritivas observou-se os maiores indices de Rs, Ar, He, Ho nas populagdes de Itacoatiara e Pedra
Bonita. As analises de estruturacéo genética resultaram em indices elevados de Fsr (Fstc =0.81 e
Fstn = 0.48). Os estudos com base nos locos de cpDNA demonstraram menor variabilidade
genética na Chacrinha e foi constatado a existéncia de estrutura filogeografica. Com base em
estudos que fizeram uso de microssatélites em Bromeliaceae observou-se valores moderados de
heterozigosidade, condizentes com as espécies deste estudo. As populagdes da Chacrinha e do
Pao de Acucar apresentaram valores positivos de coeficiente de endocruzamento (f), em contraste
com ltacoatiara e Pedra Bonita, 0 que sugere um processo de endogamia, condizente com 0s
desvios no EqHW para excesso de homozigotos. Dessa forma é possivel concluir: (i) Itacoatiara
e Pedra Bonita foram as que apresentaram maior variabilidade genética; (ii) Pdo de Acucar e
Chacrinha apresentam maior similaridade genética, sugerindo um maior fluxo génico entre elas
via pélen e sementes, enquanto que as populacfes Itacoatiara e Pedra Bonita sdo geneticamente
mais distintas; (iii) A baia de Guanabara pode ser considerada um fator de isolamento entre as
populacdes; (iv) As populacbes da Chacrinha e Pdo de Aclcar sdo geneticamente mais
relacionadas com a populacdo da Pedra Bonita do que com a de Itacoatiara, embora tratem-se de
espécies diferentes. Entretanto, este resultado pode estar relacionado com problemas técnicos
encontrados na genotipagem dos individuos da populagdo de Itacoatiara; (v) As espécies V.
botafogensis e V. saudersii apresentam estrutura filogeogréafica, contendo hapl6tipos singulares e
com baixa diferenciacdo. No que tange a conservacdo de V. botafogensis, recomenda-se que a
populagéo de Itacoatiara seja tratada como uma unidade evolutiva independente, enquanto que as

populagdes da Chacrinha e Pdo de Acucar podem ser tratadas em conjunto.

Palavras-chave: V. saundersii. cpDNA. nSSR. Inselbergs. Genética da conservacao.



ABSTRACT

The Atlantic Forest is considered one of the 34 hotspots, due to a high biodiversity existing in this
area. In this biome is distributed species Vriesea botafogensis Mez and Vriesea saundersii
Carriére, whose occurrence is given in inselbergs, north and south of the Guanabara Bay. Both
species are endemic and classified as critically endangered as well as confused because of similar
morphology. In this way, get the knowledge about the genetic diversity of endangered species
becomes increasingly important, especially in the intense anthropization scenario to which species
of this study are subject. This study has as objective: To estimate the genetic variability of the
three populations of Vriesea botafogensis and compare with a population of V. Saundesii. These
population were analyzed using eight nuclear microssatellite markers (nSSR) and four loci
chloroplast DNA (cpDNA). From the descriptive analysis observed that Itacoatiara and Pedra
Bonita populations had the highest rates of Rs, Ap, He, Ho. The genetic structure analysis resulted
in high rates of Fst (Fstc = 0.81 and Fstn = 0.48). Studies based on loci of cpDNA demostrated
lower genetic variability in Chacrinha and It was observed pjylogeographic structure. Based on
studies that made use of microsatellites in Bromeliaceae, it was observed moderate values of
heterozygosity, consistent with the species of this study. The Chacrinha and Pdo de Acucar
populations showed positive values of inbreeding coefficient (f) in contrast to ltacoatiara and
Pedra Bonita, suggesting an inbreeding process, in line with the diversions in EQHW to excess of
homozygotes. Therefore, it can be conclude: (i) Itacoatiara and Pedra Bonita were the ones that
had the highest genetic variability; (ii) The Pdo de Aclcar and Chacrinha have greater genetic
similarity suggesting constant gene flow via pollen and seeds, while Itacoatiara and Pedra Bonita
are more distinct genetically; (iii) The Guanabara Bay can be considered an isolation factor
between populations; (iv) Pedra Bonita is closer genetically populations Chacrinha and P&o de
Acucar than Itacoatiara, although dealing with different species. However, this result may be
related to technical problems encounter in the genotyping process of Itacoatiara population; (v)
The species V. botafogensis and V. saudersii present phylogeographic structure containing single
haplotype with low differentiation; - With respect to conservation of V. botafogensis, It’s
recommended that Itacoatiara population is treated as an independent evolutionary unit, while

Chacrinha and P&o de Acucar can be treated together.

Keywords: V. saundersii. cpDNA. nSSR. Inselbergs. Conservation genetic.
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1. INTRODUCAO

1.1. Mata atlantica

A Mata Atlantica é um bioma de elevada biodiversidade (Camara et al., 2005), que
percorre entre pequenas faixas a grandes extensfes da costa brasileira, seguindo do Rio
Grande do Norte ao Rio Grande do Sul. Nesse percurso, abrange total ou parcialmente
3.409 municipios em 16 estados brasileiros (RS, RN, SC, PR, GO, MS, ES, BA, AL, SE,
PB, PE, CE, SP, MG e RJ), atingindo uma média de 200 Km de largura, em uma area
aproximada de 52.000 Km? (Fundagdo SOS Mata Atlantica, 2013).

A Mata Atlantica apresenta uma composicao floristica bastante diversificada e uma
série de ecossistemas associados, incluindo a Floresta Ombrofila do litoral (Serra do Mar),
Mata das araucarias, Florestas semideciduas do Planalto, manguezais, restingas, campos
sulinos e areas aluviais. Sob o ponto de vista legal, essa configuracdo atual, mapeada pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, e legitimizada pela lei 11. 428 de
2006 e decreto de nimero 750 de 1993, assegura protecao a todo Dominio Atlantico, sendo
relevante sob o aspecto da conservacéo (Tonhasca et al., 2005).

Este bioma foi incluido no cenario mundial como um dos 34 hotspots de
biodiversidade, por Myers (2000), visando a selecdo de regides prioritarias para
conservacao, visto o acelerado ritmo de degradacdo em todo o mundo (Céamara et al.,
2005). A Mata Atlantica sofreu uma intensa fragmentacao nas Ultimas décadas, resultando
em uma diminuicao de sua area a menos de 8% da original. A relevancia da Mata Atlantica
ndo se limita somente a acdo antropica, mas também a expressiva riqueza de fauna e flora

que abriga, e ao elevado endemismo de suas espécies (Myers et al., 2000).
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As espécies vegetais da Mata Atlantica apresentam uma ampla variacdo na sua
distribuicdo espacial. Esse mosaico de comunidades de plantas pode ser considerado
estruturalmente dividido em um nucleo, composto por florestas tropicais; e habitats
marginais, como a vegetacdo periférica, incluindo florestas pantanosas e sazonalmente
secas; e a vegetacdo mais aberta, incluindo restingas, campos de altitudes e inselbergs
(Scarano et al., 2009).

De uma area original distribuida ao longo de 16 estados brasileiros, restam hoje
somente 7,3% desse total (Figura 1). Na Serra do Mar, na extensdo que inclui os estados
do Rio de Janeiro, parte de Minas Gerais e S8 Paulo, as propor¢des de matas
remanescentes variam de 2,8% em Minas Gerais a 21,6% no Rio de Janeiro (Fundacéao

SOS Mata Atlantica, 2013).

Figura 1: Mapa do bioma Mata Atlantica sinalizando em verde
as areas de remanescente florestal. Dados obtidos no periodo de

2012 a 2013 (SOS Mata Atlantica, 2012)
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Esse bioma sofreu profundas mudancas devido a um crescente processo de
urbanizacdo em seus dominios, sobre a qual atualmente concentra cerca de 70% da
populacéo brasileira, sendo 80% do PIB brasileiro gerado somente nesta area, abrigando
ainda os maiores centros industriais e de silvicultura do pais (IESB et al., 2007).

S&o consideradas como principais ameacas a essa biodiversidade as seguintes
atividades: exploracdo madeireira, caca e comércio ilegal de animais; desenvolvimento
urbano e industrial; expansdo de areas agricolas e implantacdo de pastagens. Tais
atividades contribuem para o atual cenario deste bioma, com somente 1,4 milhdes de
quildometros quadrados de mata original (IESB et al., 2007). Embora tenha restado uma
parcela muito reduzida e dispersa de Mata Atlantica, este bioma ainda abriga uma
proporcdo consideravel de espécies endémicas. Estima-se que existam cerca de 250
espécies de mamiferos (55 endémicas), 340 de anfibios (90 endémicas), 1.023 de aves (188
endémicas), e cerca de 20.000 espécies de arvores, metade das quais sdo endémicas
(Critical Ecosystem Partnership Fund, 2001).

A geomorfologia da regido do Dominio Atlantico é explicada pelo movimento
convergente entre a placa Amazo6nica com a Placa de Nazca no periodo Mioceno, ha cerca
de 23 milhGes de anos, originando pequenas cadeias de montanha ao longo da costa
brasileira. O processo de soerguimento ocorreu de forma ndo homogénea, resultando em
formas geoldgicas abruptas, de diferentes niveis de relevo. As escarpas pertencentes a Serra
do Mar, originadas pelo processo de soerguimento, sofreram ha cerca de 80 milhdes de
anos um processo de desgaste, por acdo erosiva do vento e da chuva, resultando em picos

de formas arredondadas, como o Pao de Acucar no Rio de Janeiro (Tonhasca et al., 2005)

20



1.2. Inselbergs

O termo inselberg foi introduzido pelo gedlogo aleméo Friedrich Bornhardt em
1900 como ilhas de rochas de origem pré-cambriana, que datam mais de 50 milhdes de
anos, geralmente monolitica, constituidas de granito ou gnaisse, cuja evolucdo se faz em
razdo de uma erosdo especifica de clima seco, denominada de esfoliacdo esferoidal
(Porembski et al., 2007).

Os inselbergs emergem abruptamente acima das planicies que o cercam, e tendem
a formar sitios de crescimento cujo microclima seco, com oscilagdes de temperatura, baixos
niveis de precipitacdo, junto as condic¢Ges de escassez do solo, sustentam umas vegetacdo
altamente especializada (Porembski et al., 2007). Dessa forma, possuem varios habitats
associados, que abrigam um elevado endemismo de fauna e de flora nas regides em que
ocorrem (Bastos et al., 2013).

Essas montanhas pré-cambrianas resguardam grande complexidade bioldgica,
ecoldgica e geomorfoldgica (Kluge et al. ,2013). S&o fei¢des de relevo que se distribuem
em todas as zonas climaticas e de vegetacdo do planeta, mas sdo particularmente
abundantes em regides tropicais e subtropicais, se fazendo presente na Australia, India,
China, Malasia, diversos paises africanos, Estados Unidos, Bolivia, Venezuela, Guianas,
Coldmbia e no Brasil (Porembski et al., 2007).

No Brasil, os inselbergs ocupam uma faixa que vai do Nordeste até o Rio Grande
do Sul. Dentro do dominio Atlantico, no estado do Rio de Janeiro, ha inselbergs que variam
entre 150 a 1.000 m de altura, como por exemplo, o Pdo de Acucar, o Corcovado, o Pico

da Tijuca, a Pedra da Gavea e o Costao de Itacoatiara (Ver¢oza et al., 2013).
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Uma fina camada de solo e uma inclinacdo protuberante compdem as feicdes de
relevo dos afloramentos rochosos que, em geral, dificultam a fixacdo de raizes e
germinacdo de sementes. Além disso, as condi¢cbes fisicas do ambiente também sao
desfavoraveis, como exposicdo direta de ventos, luminosidade, baixa umidade e calor
intenso. Dessa forma, as espécies devem dispor de métodos de adaptacdo para

sobrevivéncia sob tais condi¢des (Vercoza et al., 2013).

1.3. Familia Bromeliaceae

A familia Bromeliacae € uma das maiores familias botanicas do Neotrdpico
(Martinelli et al., 2008), apresentando ampla diversidade morfol6gica e ecoldgica de
vegetais de ocorréncia tropical e subtropical (Palma-Silva et al., 2004). Os representantes
desta familia sdo encontrados praticamente em todos os ambientes, desde o nivel do mar
aos elevados altiplanos da Cordilheira dos Andes, variando em locais Umidos, como a
Floresta Atlantica, a locais aridos, como a Caatinga (Coffani-Nunes et al., 2002). Além
disso, apresentam diferentes habitos de crescimento (Palma-Silva et al., 2009), podendo
ser terrestres, terrestres ocasionais, rupiculas, saxicolas ou epifitas, exceto parasitas
(Coffani-Nunes et al., 2002).

A familia Bromeliaceae obteve sua primeira classificagdo em 1979, por Smith e
Down, sendo dividida em Bromelioideae (~ 650 spp.), Pitcairnioideae ( ~890 spp.) e
Tillandsioideae (~1000 spp.). Apesar das dificuldades na realizacdo de trabalhos
filogenéticos desta familia, em virtude da homoplasia em sua morfologia, na obtencéo de
um grupo externo, e da evolucdo lenta do DNA do cloroplasto, Givnish foi capaz de

fornecer uma importante contribuicdo no que tange a classifica¢do do grupo. Em trabalho
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recente (Givnish et al., 2011), a tradicional divisdo foi revista através da analise de oito
regides plastidiais, de 46 dos 58 géneros pertencentes a essa familia, sendo possivel
confirmar a existéncia de oito subfamilias, sendo elas: Brocchinioideae, Lindmanioideae,
Tillandsioideae, Hechtiooideae, Navioideae, Pitcarnioideae, Puyoideae, Bromelioideae.
(Givnish et al., 2011).

Esta familia abrange um total de 58 géneros, que correspondem a cerca de 3.000
espécies (Givnish et al., 2013). Somente nos dominios da Mata Atlantica brasileira ha 31
géneros (803 espécies) e 150 taxons infraespecificos, dentre os quais 10 géneros (653 spp.)
endémicos deste bioma. Vriesea (166 spp.) € um dos géneros de maior riqueza (Martinelli
et al., 2008) de Bromeliaceae. Além disso, 0s representantes desta familia destacam-se
como um dos principais componentes da fitofisionomia brasileira, sendo considerada a
maior familia dentre as 37 de angiospermas cuja ocorréncia se da exclusivamente no
Neotrépico (Givnish et al., 2013).

A familia Bromeliaceae contém muitos representantes endémicos, em virtude do
elevado grau de radiacdo adaptativa reconhecida nessa familia (Costa & Gomes-da-Silva,
2013), colocando-a na posicdo de grande importancia no cenario nacional de conservacao
da biodiversidade (Martinelli et al., 2008). Além disso, esta familia é reconhecida pelo seu
potencial econémico e/ou ornamental (Costa & Gomes-da-Silva, 2013), sendo amplamente
cultivada e utilizada em decoracfes e projetos paisagisticos, bem como na medicina,
alimentacdo e como fonte de fibras para manufaturas, tornando-a potencial alvo de

extrativismo ilegal (Coffani-Nunes et al., 2002).
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A familia Bromeliaceae, uma das familias mais representativas de inselbergs,
desenvolveu adaptacGes morfoldgicas e fisioldgicas que permitiu sua sobrevivéncia sob
condicdes de estresse ambiental, o que explica seu sucesso evolutivo na radiacdo para
diferentes pontos do planeta (Benzing et al., 2000; Vercoza et al., 2013). Entre as plantas
que vivem sobre inselbergs sul-americanos, as espécies de bromélias sdo especialmente
bem representadas (Sarthou et al., 2001). Por serem produto de radiacdo adaptativa recente,
tornam-se sistemas altamente informativos para estudos que visam avaliar os papéis das
forcas evolutivas na manutencdo da coesdo das espécies (Palma-Silva et al., 2011).

Como adaptacdo morfoldgica, as folhas de bromélias sdo revestidas por tricomas
que permitem absorcdo de dgua e nutrientes através da superficie foliar (Costa & Gomes-
da-Silva, 2013), além de apresentarem um imbricamento de folhas, sob a forma de roseta,
resultando em um tanque natural para acimulo de agua, detritos organicos, (Pamponét et
al., 2013; Goetze et al., 2014) e microhabitat a diversas formas de vida (Coffani-Nunes et
al., 2002). Como adaptacao fisioldgica, algumas bromélias possuem uma rota alternativa
fotossintética, 0 Metabolismo Acido das Crassulaceas — CAM (Crayn et al., 2004), com
fixacdo de CO, somente a noite, promovendo economia da agua absorvida durante o dia
(Quezada et al., 2011). Essas adaptacbes em conjunto, fornecem as bromélias uma
excepcional tolerdncia a ambientes com restricdo hidrica, bem como um forte potencial
para desenvolvimento em substratos pobres (Benzing et al., 2000; Crayn et al., 2004).

No tocante ao status de conservagao, as populacdes naturais de bromélias presentes
na Mata Atlantica vivem em um cenério de consideravel ameaca a sua biodiversidade
(Martinelli et al., 2008). O Brasil tem uma flora rica em espécies pertencentes a essa
familia, muitas das quais sdo de grande interesse para conservacdo e encontradas em

remanescente da Mata Atlantica (Paggi et al., 2010). Esse dominio, que por um lado é um
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dos maiores centros de biodiversidade do mundo, por outro € considerado um dos biomas
com maiores indices de destruicdo no planeta (Martinelli et al., 2008).

Sendo assim, a fragmentacdo do habitat, a urbanizacdo e o intenso extrativismo
ilegal associados a essa regido, constituem-se nos principais fatores para o declinio dessas
populacgdes, registrado pelo nimero crescente de espécies desta familia presente na Lista
Vermelha da Unido Internacional para a Conservacao da Natureza e dos Recursos Naturais

(IUCN Red List) (Coffani-Nunes et al., 2002).

1.4. Espécie estudada: Vriesea botafogensis Mez.

A Vriesea botafoguensis Mez (1894) é uma espécie endémica do estado do Rio de
Janeiro, com distribuicio extremamente restrita, com area de ocupacéo de somente 12 km?
(Martinelli & Moraes, 2013), sendo considerada uma espécie criticamente em perigo,
segundo o Livro vermelho da Flora do Brasil (Martinelli & Moraes, 2013).

Essa condicdo de ameaca deve-se ao fato de suas populacdes estarem localizadas
em &reas isoladas, associadas a afloramentos rochosos, em uma matriz severamente
fragmentada no bioma Mata Atlantica. Alem disso, tais afloramentos séo cercados por
areas urbanizadas, com praticas de atividades recreativas, como escalada em rocha, que
comprometem a qualidade do habitat (Martinelli & Moraes, 2013).

No que tange ao tratamento nomenclatural, em 1955 V. botafogensis (Figura 2a) e
V. saundersii (Carriere) E. Morren ex Mez (Figura 2b) foram reduzidas a uma Unica
especie. Essa sinonimizacdo, proposta por L. B. Smith, baseou-se em caracteristicas em

comum, como area de ocorréncia, caracteres morfologicos e tipo de habito, além do fato
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de ambas serem endémicas de inselbergs da regido metropolitana do Rio de Janeiro (Leme

& Costa, 1994).

Vrlesea
saundersi

Figura 2a — Individuo representante da espécie de V. botafogensis (Foto:
Salgueiro, 2009); Figura 2b — Individuo representante da espécie de V.
saundersii (Foto: Shamale, 2013; Disponivel em:

https://www.google.com.br/search?q=vriesea+saundersii)

Entretanto, apds andlise de um vasto material, envolvendo plantas vivas em cultivo
e na natureza, além de exsicatas e fotografia de exsicatas, foi possivel verificar diferencas
significativas no aspecto geral entre as duas espécies. Essa constatacdo foi crucial no
resgate da concepcdo de Mez (1984 — 1935), no tratamento de V. saundersii (Carriére)
como uma espécie independente de V. botafogensis Mez, a qual vigora até os dias de hoje
(Leme & Costa, 1994).

Espécies ndo ameacadas, quando confundidas com espécies em risco, podem
mobilizar projetos conservacionistas e alavancar recursos desnecessarios. Por outro lado,
espécies em perigo podem ficar sem protecdo legal (Frankham et al., 2004). Logo, é de

fundamental importancia que se tenha uma exatidao taxondmica da espécie estudada, uma
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vez que os dados gerados poderdo subsidiar estudos visando futuras tomadas de decisdo
sobre 0 manejo das espécies em questdo (Frankham et al., 2004).

A concepcdo de Mez, que vigora até o presente momento, amparada com dados
gerados por um robusto estudo morfologico (Leme & Costa, 1994) pode ser aperfeicoada
com informac6es de base genética, permitindo uma avaliacdo mais consistente de ambas
as espécies, e subsidiando acdes conservacionistas condizentes a real situacdo taxonémica
de ambas, sejam como espécies distintas ou como populacfes pertencente a mesma espécie.

Uma vez descartada a possibilidade de V. botafogensis Mez e V saundersii
(Carriere) serem uma mesma espécie, por meio de uma avaliagdo combinada de dados
morfolégicos com dados genéticos, é possivel subsidiar medidas de conservacao
condizentes com o verdadeiro grau de ameaca de cada espécie. As populacdes
remanescentes conhecidas de V. botafogensis apresentam um reduzido ndmero de
individuos, somado ao fato de sua area de ocorréncia limitar-se a somente trés inselbergs
localizados na Regido Metropolitana do Rio de Janeiro (Martinelli & Moraes, 2013). Ja as
populacbes de V. saundersii, embora também esteja enquadrada como criticamente em
perigo, apresentam uma distribuicdo mais ampla no RJ, abrangendo as éareas da Pedra da
Gavea, Barra da Tijuca, Corcovado, Estrada das Canoas e Furnas (Leme & Costa, 1994).
Dessa forma, uma sinonimizacao entre as duas espécies poderia trazer serios prejuizos,

principalmente a V. botafogensis, que se encontra mais ameacada do que V. saundersii.

1.5 Diversidade Genética

Diversidade genética é a variagdo de alelos e genoétipos presentes em populagdes,

especies ou grupos de especies (Frankham et al., 2004). A variabilidade genética € de
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extrema importancia para a conservagdo, pois permite que as populacdes se adaptem as
oscilacbes ambientais, em um meio em constante modificacdo (Primack et al., 2001). A
perda da diversidade genética acarreta na reducdo do potencial evolutivo das espécies, 0
que influencia no sucesso reprodutivo das mesmas (Frankham et al., 2004). Essa
diversidade pode ser manifestada por diferencas sutis na sequéncia de DNA, que podem
ocasionar em variacdes nas fungdes bioquimicas, morfoldgicas ou comportamentais de
uma espécie (Frankham et al., 2004).

A genética da conservacao € uma abordagem no estudo da biodiversidade, inserida
atualmente no contexto da biologia da conservagéo (Primarck et al., 2001). Constitui-se
como um campo de estudo que atua com base em analises genéticas moleculares, na qual
apresenta como um dos principais objetivos elucidar aspectos da biologia das espécies
considerados relevantes para 0 manejo e conservacao das mesmas (Frankham et al., 2008).

Dentre os varios campos estudados na genética da conservagao, podemos destacar
diversos processos, tais como: perda da diversidade genética e aptiddo para resistir a
oscilagbes ambientais; fragmentacdo das populacgdes, fluxo génico; endogamia e seus
efeitos deletérios sobre reproducdo e sobrevivéncia; atuacdo de processos estocasticos em
relacdo a processos evolutivos; definicdo de unidades de manejo; uso de marcadores
moleculares para elucidar questdes forenses; acimulo de mutagdes deletérias e resolugdes
de incertezas taxondmicas (Frankham et al., 2008).

Questdes estocasticas, como a intensificagdo dos efeitos da deriva genética em
populacdes pequenas, distanciamento geografico e aumento dos niveis de endocruzamento,
somadas a processos de fragmentacdo, podem alterar a estrutura genetica de populacdes,
como as dos vegetais. Para esse grupo, a conservacao do sistema reprodutivo é essencial,

pois a determinacdo da estrutura genética em populacdes vegetais se da pelo movimento
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de genes via polen e semente, podendo comprometer a existéncia da espécie numa dada
localidade. Dessa forma, estudos que visam a compreensdo da estrutura genética e da
dindmica de dispersdo de polen e semente séo essenciais no estabelecimento de planos de
manejo de conservacdo apropriados (Moura & Gomes, 2014).

Para se medir os niveis de diversidade genética, calculos como de frequéncia
alélica, nimero de alelos e heterozigosidade sdo realizados, fazendo uso de técnicas
moleculares, tais como eletroforese de aloenzimas ou genotipagem de microssatélites, com
ampla aplicacdo em estudos de espécies tropicais (Frankham et al., 2004). Tais estudos
direcionados a familia Bromeliaceae tém utilizado preferencialmente marcadores
microssatélites nucleares, seguido de aloenzimas, sendo menos freqliente os marcadores

moleculares dominantes (Zanella et al., 2012).

1.6 Ferramentas aplicadas a genética da conservacdo

Nos Ultimos anos, com o surgimento das tecnologias modernas de biologia
molecular, principalmente com o advento da tecnologia do DNA recombinante, da reagéo
em cadeia de polimerase (PCR) e do sequenciamento automatizado, diversas classes de
marcadores moleculares foram desenvolvidos, sendo prontamente incorporados como
ferramenta de estudo para uma serie de analises genéticas em plantas (Faleiro et al., 2007).

Atualmente existe um grande numero de tecnologias de genética molecular
disponiveis para a obtengéo destes marcadores moleculares, tais como isoenzimas, RAPD,
RFLP, microssatélites, AFLP e minissatélites. A aplicacdo da tecnologia mais apropriada

depende do tipo de trabalho a ser realizado. De modo geral, marcadores moleculares
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multilocos, tais como os microssatélites, sdo mais apropriados para estudos de diversidade
genética e estudos de variabilidade dentro da mesma espécie (Hoffmann et al., 2006).

Esses marcadores microssatélites compreendem sequéncias simples repetidas
(Simple sequence repeats, SSR) presentes em regides codantes ou nao codantes do genoma
de organismos procariotos e eucariotos (Medeiros et al., 2006). As regides que flanqueiam
0s microssatélites sdo conservadas em individuos da mesma espécie ou género. Dessa
forma, pequenas diferencas no numero de repeticdes caracterizam polimorfismo (Faleiro
et al., 2007).

Esses marcadores apresentam como caracteristicas vantajosas: distribui¢do por todo
genoma; multialélicos; co-dominantes; facil exiquibilidade, uma vez desenvolvidos
primers para espécie em estudo; e intenso polimorfismo (Buso et al., 2003). Entretanto,
também hé& desvantagens, tais como: alto investimento inicial para obtencdo dos primers;
dificuldade na obtencdo das sequéncias a serem utilizadas como primers, bem como a
utilizacdo de um tempo consideravel para o desenvolvimento dos mesmos (Moller et al.,
2014).

Para obter as sequéncias dos primers a serem utilizados é necesséria a criacdo de
bibliotecas gendmicas, seguido pela selecdo de clones, fazendo uso de sondas com
sequéncias repetidas. Uma vez selecionados os clones, 0s mesmo sdo sequenciados para
posterior triagem da utilizacdo dos marcadores localizados (Buso et al., 2003). Na
atualidade também existem tecnologias de sequenciamento de Nova Geracdo — Next
Generation Sequencing- (NGS) - que permitem a obtencdo desses marcadores, tendo em
vista acelerar e baixar o custo do processo de sequenciamento, realizando uma leitura de

até bilhdes de fragmentos ao mesmo tempo (Varuzza et al. 2013).
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Ap0s a obtencdo dos primers essas regides sdo amplificadas por meio da técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que possibilita a amplificacdo in vitro destes
fragmentos. Os segmentos amplificados séo separados por diferenca de potencial elétrico
em uma matriz de poliacrilamida, permitindo a distincdo por migracdo dos fragmentos
quanto ao peso molecular (Faleiro et al., 2013).  Alternativamente  as  sequéncias
amplificadas podem ser marcadas por fluoerescéncia e submetidas a uma eletroforese em

capilar utilizando um sequenciador automatico (Zaros et al., 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estimar a variabilidade genética das trés populacbes remanescentes de V.

botafogensis conhecidas.

2.2 Objetivos especificos

1- Genotipar, utilizando marcadores microssatélites nucleares, as trés populacdes
remanescentes de V. botafogensis conhecidas e comparar com uma populagdo de V.
saundersii de um inselberg adjacente;

2- Realizar uma analise filogeografica empregando seqtienciamento de quatro locos
do cpDNA;

3- Avaliar os niveis e 0s padrfes de organizacdo da diversidade genética entre estas
populagdes;

4- Estimar outros parametros importantes para se avaliar os riscos de extingdo da
especie, como a similaridade genetica entre as populagbes, o coeficiente de
endocruzamento e indices de estruturagdo genética;

5- Subsidiar estratégia para a conservagdo e manejo da espécie;
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3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido em etapas, desde as atividades de coleta até a

consolidacdo desta dissertacdo. Para cada etapa houve a participagdo de um ou mais

integrantes pertencentes a equipe do Grupo de Pesquisa em Biodiversidade Molecular

Vegetal da UNIRIO. A atuacédo de cada co-autor em uma ou mais etapas do projeto segue

registrada na tabela 1.

Tabela 1: Participacdo dos co-autores envolvidos no desenvolvimento do trabalho de dissertacéo.

Etapas do projeto

Participacdo dos co-autores

Coordenagéo do projeto

Fabiano Salgueiro e Adriana Salgueiro

Coletas

Fabiano Salgueiro, Adriana Salgueiro,

Guilherme Mello e colaboradores

Extracdo de DNA

Michelle Carvalho, Guilherme Mello

e Gabriela Marinho

Ajuste das condigdes dos locos nucleares

Guilherme Mello

Ajuste das condicGes dos locos do cpDNA

Michelle Carvalho e Gabriela Marinho

Genotipagem dos oito locos Microssatélites

Nucleares

Michelle Carvalho e Guilherme Mello

PCR e Sequenciamento do quatro locos do cpDNA

Michelle Carvalho e Gabriela Marinho

Anélise dos dados

Michelle Carvalho

Redacdo da dissertacdo

Michelle Carvalho
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3.1 Coleta do material

Amostras foliares frescas de V. botafogensis foram coletadas em trés locais na
regido metropolitana do Rio de Janeiro, em afloramentos rochosos (inselbergs) a leste e a
oeste da Baia de Guanabara (Figura 3 e 4). A leste, a espécie concentra-se na Serra da
Tiririca (Itacoatiara, Niter6i - RJ), na qual foram coletadas amostras de 60 individuos. A
oeste, a V. botafogensis distribui-se no Parque Estadual da Chacrinha, cujos os individuos
amostrados também foram 60, e no Pdo de Acucar (Urca — RJ), tendo seus individuos
amostrados em igual nimero. Entretanto, o nimero amostral utilizado neste trabalho foi de
30 individuos para cada populacédo (Tabela 2), devido ao baixo rendimento no processo de
amplificacdo das populacdes de Pedra da Gavea e Pdo de Acucar.

Da populagdo de V. saundersii (Carriére) E. Morren ex Mez, localizadas na Pedra
Bonita (Gavea-RJ), também foram coletadas amostras foliares frescas de 60 individuos,
dentre os quais 30 foram utilizados neste trabalho (Tabela 2). Para ambas as espécies, a

distribuicdo geografica de cada populagdo foi registrada através de um GPS.

Google earth
:

Figura 3: Mapa contendo os locais de coleta que perfazem o litoral da

regido metropolitana do RJ (Google earth, 2015).
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Figura 4: Locais de ocorréncias das populagdes estudadas: 1 — Pdo de Acucar (Urca — RJ), Foto:
Salgueiro, 2013; 2 — Parque Estadual da Chacrinha (Copacabana — RJ), Foto: Salgueiro, 2013; 3
— Pedra Bonita (Gavea — RJ), Foto: Salgueiro, 2014 e 4 — Serra da Tiririca (Itacoatiara — RJ), Foto:
Salgueiro, 2014.
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Tabela 2: Relacdo das populac6es junto ao codigo e ao nimero amostral utilizado neste estudo, com seus

respectivos dados de localizacéo geogréfica.

Espécie Populacéo Cadigo N° amostral Latitude Longitude

V. botafogensis Itacoatiara VB _IT 30 22°58'38.0"S  43°01'42.2"W
Parque da Chacrinha VB_CHA 30 22°57'41.9"S 43°10'44.6"W
Pao de Acucar VB _PA 30 22°56'56.7"S  43°09'17.3"W

V. saundersii Pedra Bonita VS PB 30 22°59'13.0"S  43°16'43.9"W

3.2 Extragdo e quantificacdo do DNA gendmico

A maior parte das amostras coletadas foram armazenadas e conservadas em um
freezer a -80 °C para posterior uso no processo de extracdo, sob a acdo do Nitrogénio
liquido. Uma parcela das amostras foi conservada em silica, para realizacdo do processo de
extracdo através de um macerador mecanico, embora o protocolo (detergente catidnico
CTAB) tenha sido 0 mesmo para ambos os procedimentos (Doyle & Doyle, 1987).

Para a realizag@o da primeira etapa do processo de extracdo, amostras de material
foliar foram colocadas em tubos de 50 ml do tipo falcon e cobertas com silica. Apés cerca
de 48 horas uma quantidade préxima de 100 mg de cada amostra, ja efetivamente seca, foi
transferida para tubos de microcentrifuga de 2,0 uL e submetidas ao processo de maceragdo

em um aparelho mecanico TissueLyser LT (QIAGEN). No caso das amostras submetidas
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a acdo do nitrogénio liquido, a etapa de secagem em silica ndo se faz necessaria, uma vez
que as amostras foram imediatamente acondicionadas em um suporte de ceramica
(cadinho) e maceradas manualmente, com auxilio de um pistilo, resultando em amostras
pulverizadas.

As amostras maceradas foram submetidas a segunda etapa, na qual foram
ressuspendidas em 600 uL de Tampé&o de extracdo, previamente preparado, contendo os
seguintes reagentes: 1g de Polivinilpirrolidona — PVP a 2% (m/v); 2 ml de Ethylenediamine
tetraacetic acid - EDTA, em uma solucdo a 20mM, 5 ml de Tris-HCI pH 8,0 em uma
solucdo a 100mM; 4.06 g de Cloreto de sddio — NaCl (1.4 M), 1 g de
Cetyltrimethylammonium bromide — CTAB a 2% (m/v) e 2 uL de 2-mercaptoetanol 0,2%
(v/v) por amostra, para um volume final de 50 ml, adicionado imediatamente antes do uso.
As amostras previamente ressuspendidas no tampéao de extracdo foram incubadas a 65 °C,
em banho-maria, sendo homogeneizadas em intervalos de 10 minutos em um periodo de
60 minutos, para entdo seguirem para terceira fase, realizada, em sua totalidade, na capela
de exaust&o.

Na terceira etapa foram adicionadas as amostras 700 uL do solvente organico,
cloroférmio - alcool isoamilico (24:1). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
22.000 g a 4 °C por 5 minutos. A fase aquosa superior foi transferida para um novo tubo, e
a fase inferior desprezada. Esse processo se repetiu por mais duas vezes, para a efetiva
remocao dos componentes celulares indesejaveis.

Na quarta etapa foi adicionado ao sobrenadante, contendo a fase aquosa, 60 uL de
uma solucédo de precipitacdo contendo Cetyltrimethylammonium bromide — CTAB 10%
(m/v) com NaCl a 1,4 M. Em seguida, foi adicionado 400 ul de alcool isopropanol frio.

Para finalizar o processo de extra¢do no primeiro dia, os tubos de microcentrifuga foram
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incubados em um freezer a - 20°C, por cerca de 16 horas para precipitacdo dos acidos
nucléicos.

A quinta etapa foi iniciada com a centrifugacdo das amostras em uma rotagédo a
22.000g a 4 °C por 20 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o preciptado
(pellet) mantido no fundo do tubo. Iniciando o processo de lavagem, foi adicionado 1 ml
de alcool 70% a cada amostra, sendo, posteriormente, centrifugado por 22.000g a 4 °C por
5 minutos. Essa etapa de lavagem com alcool 70% se repetiu mais uma vez, sendo
complementada por uma unica lavagem com 1 ml de alcool absoluto, seguindo as mesmas
condicBes da ultima centrifugacdo. Por fim, apds a dltima lavagem, foi desprezado o
sobrenandante e adicionado ao pellet 50 uL de uma solucdo de RNAse em concentracao
de 10 ug/uL

Apds o processo de extracdo, o DNA extraido foi quantificado comparando-se a
amostras comerciais, cujas concentracdes ja foram determinadas. Para isso, 4 uL. de DNA
foi adicionado em uma solugdo contendo 6 uL de tampédo de amostra (ABF/Xileno dar a
composi¢do), e 0.5 uL do corante Gel Red™ diluido 1000X. A solugdo de 10 uL foi
aplicada em uma matriz de agarose, cuja concentracdo utilizada foi de 0,8% em uma
solucéo tamp&o TAE 0,5 X (TRIS Base 20 mM, Acido Acético 10 mM e EDTA 5 mM).

O gel, submetido a corrente elétrica de 120 V, contendo o resultado da corrida das
eletroforese foi colocado em um transiluminador (BioAgency), na qual pode ser observada,
apos exposicdo a luz ultravioleta, uma fotografia com o padréo de peso molecular APstl e
as amostras de interesse. A partir da imagem digitalizada, foi possivel estimar o tamanho
do DNA das amostras recém-extraidas, fazendo uso de uma série de padrdes de peso

molecular de concentrac¢des conhecidas (25 ng/uL, 12,5 ng/uL, 6,25 ng/ulL e 3,125 ng/uL)
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do DNA do bacteriofago Lambda. O DNA quantificado a 3 ng/uL foi, por fim, diluido 10

X (0.3 ng/uL) e estocado em um freezer a -20°C.

3.3 Anélises utilizando marcadores microssatélites nucleares

3.3.1. Selecdo dos marcadores microssatélites Nucleares (nNSSR)

Para analise das regides simples repetidas (SSR — Simple sequence Repeats ou

microsatélites), foram utilizados oito locos desenvolvidos para outras espécies de

Bromeliaceae que foram previamente testados e selecionados pelo nosso grupo de trabalho.

Séo eles: Vg04, VgB10, VgFO01, Ai4.03, VgCO01, Paz01, VgF02 e e6 (tabela 3)

Tabela 3: Relagcdo dos locos empregados neste estudo, espécies de origem, faixa de tamanho (pb) e motivo dos

microssatélites

Locos Motivo de repeticéo Faixa de tamanho  Espécie de origem
9) (CAA)14 148 Pitcairnia albiflos
(Paggi et al, 2008)
VgF02 (CT)12(CT)17 176 — 204 Vriesea  gigantea e

Alcantarea imperialis

(Palma-Silva et al, 2007)
Paz01 (AG)20 185 -199 Pitcairnia albiflos

(Paggi et al, 2008)
VgCO01 (CT)1s 208 — 218

Vriesea  gigantea e

Alcantarea imperialis

(Palma-Silva et al, 2007)
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Ai4.03 (AT)s5(GA)s(TC)4(TA)s 191 - 195 Vriesea  gigantea

Alcantarea imperialis

e

(Palma-Silva et al, 2007)

VgFo01 (CT)1z 154 - 199 Vriesea  gigantea

Alcantarea imperialis

e

(Palma-Silva et al, 2007)

VgB10 (AG)24 119 - 156 Vriesea  gigantea

Alcantarea imperialis

e

(Palma-Silva et al, 2007)

VgAO4 (TC)s(CT)12(TC)16 187 - 215
Vriesea  gigantea

Alcantarea imperialis

e

(Palma-Silva et al, 2007)

3.3.2. PCR das amostras

A amplificacdo dos oito locos selecionados foi realizada com base na reacdo em
cadeia de polimerase (PCR) em um termociclador (Biocycler), a partir de aliquotas de 2.5
uL de Tampédo 10 X PCR (NH4SO4) Thermo Scientific, 2.0 uL de MgCl> (25mM)
Fermentas, 0.8 uL de dNTPs (5mM), 0.2 uL de Tag. DNA pol (50U/uL) Fermentas, 1.25
uL de BSA (20 mg/mL), 0.1 uL de Primer Forward (10 M) com cauda M13, 0.4 uL de
Primer Reverse (10 uM) e 14.45 uL de H20 MiliQ, totalizando um volume final de reacéo
de 25 ul.

Para as amplificagdes foram utilizados dois programas em sequéncia, 0 primeiro
visando a amplificagdo do material e 0 segundo visando a incorporacao do fluoroforo. Para
0 primeiro programa foram estabelecidas as seguintes condi¢Ges de ciclagem: 95° por 5
minutos; seguida de 10 ciclos de 95° por 15 segundos, touchdown de 55° a 45° por 15

segundos e 95° por 15 segundos; e 20 ciclos de 95° por 15 segundos, 45° por 15 segundos
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e 72° por 15 segundos. Enquanto que para o segundo programa foi estabelecido as
seguintes condices de ciclagem, apos a adicéo de 2.0 uL de cada um dos primers marcados
com um fluoréforo: 95°C por 15 segundos; 8 ciclos de 53°C por 15 segundos, 72°C por 30
segundos; com uma fase final de extensdo a 72°C por 30 minutos.

A estratégia de amplificacdo e genotipagem adotada no estudo baseou-se na
utilizacdo de primers complexados a moléculas fluoréforas. Em cada reacdo, foi utilizado
um primer Foward acrescido com uma extensdo ou ‘“cauda” MI13, um primer nao
modificado do tipo Reverse, e um primer marcado com um fluor6foro, de sequéncia
complementar a extensdo M13 conforme descrito por Schuelke (2000). Dessa forma, para
a genotipagem utilizando um sequenciador automatico de capilar, os mesmos individuos
de cada populacdo puderam ser sobrepostos em uma Unica placa de 96 pocos, sem
comprometer a informacdo individual de cada amostra, uma vez que 0s picos de
luminescéncia gerados pelas moléculas fluor6foras emitem luz em comprimentos de ondas
diferentes. Os marcadores fluorescentes utilizados no método foram o0 6-FAM™, VIC®,
NED™ e PET®, constituintes do set de corantes (Dye Set) DS-33™, (Applied
Biosystems).

Para a visualizagdo do resultado obtido na PCR foi preparada uma solugéo contendo
4.0 ul do DNA amplificado, 1.0 ul de tampdo de amostra ABF/Xileno, 0.5 uL de Gel Red®
diluido 500X e 4.5 uL de Agua MiliQ, totalizando 10ul. Esta mistura foi aplicada em um

gel de agarose 2,0% (m/v) em tampédo TAE 0,5X.

41



3.3.3. Genotipagem dos Marcadores Microssatélites Nucleares

As amostras foram enviadas para serem genotipadas por uma empresa terceirizada
(MACROGEN®, Coréia do Sul) A genotipagem foi realizada em plataforma Applied
Biosystems 3730xI DNA Analyzer. Os resultados foram analisados utilizando-se o
software PeakScanner2 (Applied Biosystems). Para analise do tamanho dos fragmentos
amplificados, cada amostra foi comparada com o padrdo de tamanho molecular L1Z500
apropriado para o sequenciador em questao.

Para a analise dos resultados da genotipagem foram observados manualmente os
picos de luminescéncia, retratados nos graficos e visualizados através do programa
PeakScanner2, cuja a presenca de um Unico pico pronunciado indica homozigose, enquanto
a presenca de dois picos indica heterozigose. Os alelos de cada individuo para cada loco
foram registrados em uma planilha Excel de acordo com o tamanho (em pb) de cada

fragmento.

3.3.4 Analise dos dados (nSSR)

3.3.4.1. Analise descritiva da diversidade genética

Foram calculados, por meio do programa MSA (Dieringer e Schlotterer, 2003) os
seguintes parametros: frequéncia alélica (Fa) riqueza alélica (Ra), heterozigosidade
esperada (He) e observada (Ho), numero absoluto de alelos (Na) e nimero de alelos
privados (Ap). Tambeém foram calculados os indice de endogamia (f) e valores de Fis

(correspondente ao f) pelo programa FSTAT (Goudet, 1995), e as amostras foram
42



submetidas ao teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (EqHW) utilizando o programa

TFPGA (Miller, 1997).

3.3.4.2. Andlise de estruturacdo genética

Para analisar a particdo genética entre e dentro das populacdes foi utilizado o
método de quantificacdo baseado na estatistica-F (Wright, 1988). Esses valores foram
calculados pelo programa MSA através do método de Weir e Cockerham (1984), tendo o
seu grau de significancia obtido por meio de 10.000 permutacdes, de acordo com Dieringer
e Schlotterer (2003). Foi realizado o célculo do nimero de migrantes (Nm) por geracéo,
com base nos valores de Fstn obtidos previamente. Uma andlise molecular de variancia
(AMOVA) foi realizada utilizando o programa ARLEQUIN 3.1 (Excoffier, 2005) afim de
avaliar a distribuicdo da variacdo genética dentro e entre as populaces.

Foi realizado o teste de Mantel através do programa TFPGA (Miller, 1997) afim de
avaliar a correlagdo entre a distancia genética e a distancia geogréafica das populagdes
amostradas. Dessa forma, foi estabelecida uma matriz de distancia genética, representadas
pelos valores de Fst, calculados previamente, e uma matriz de distancia geografica,

expressa em quilémetros (km), conforme pode ser observado na tabela 4.

43



Tabela 4: Comparagao par a par das distancias geogréfica (km) entre as populagGes analisadas.

Populagses VB_ITA VB_CHA VB_PA VS_PB
VB_ITA - : 5 :
VB_CHA 17,4 - - -

VB_PA 15.0 2.7 ; ]
VS_PB 26.2 9.3 11.08 -

As distancias genéticas par a par entre as popula¢fes foram obtidas com base no
método de distancia de Nei (1978) utilizando o programa TFPGA (Miller, 1997). Esses
valores foram utilizados para a construcdo de uma arvore filogenética utilizando o método
do UPGMA (Swofford and Olsen, 1990) utilizando o programa TFPGA (Miller, 1997).

Foi realizada uma analise bayesiana através do programa STRUCTURE 2.0
(Protchard, Stephens e Donelly, 2000 e Falush, Stephens e Pritchard, 2003). A partir desse
método foi possivel verificar a composicdo genética das populacdes, desconsiderando
dados geograficos na analise. Esta analise foi realizada sob o método de mistura (admixture
model) assumindo-se frequéncias alélicas independentes, em um periodo de 3 “burn-in” de
1.000 permutagdes com 1 interacdo para cada K, que variou de 1 a 8.

A interpretacdo dos resultados foi realizada a partir dos valores de AK estimados
pelo método sugerido por Evanno (2005), implementado pelo programa STRUCTURE.
Logo, o numero de grupos genético (K) e a proporcdo das misturas (Q) inferidas para cada

cluster foi estimado tendo como base os maiores valores de AK.
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3.4 Analises utilizando sequenciamento de locos do cpDNA.

3.4.1. Amplificacdo e sequenciamento dos locos do cpDNA

Inicialmente foram testados primers previamente descritos na literatura capazes de
amplificar oito locos: psbA-trnH, trnL, ycf5, rpoB, rpoC, rbcL, atpH-atpl e matK (Vijayan
et al., 2010). Sendo assim, dos oito primers testados, os locos matK, rpoB, rpoC e atpH-
atpl foram selecionados para o presente estudo, pois foram os Unicos que apresentaram
polimorfismo.

Para amplificagdo do loco atpH-atpl foram utilizadas as seguintes condic¢des de
ciclagem no termociclador: 94°C por 5 minutos; seguida de 10 ciclos de 94°C por 1 minuto,
touchdown de 50°C a 45° C por 1 minuto, 72° C por 1 minuto; seguido de 30 ciclos a 94°
C por 1 minuto 45° C por 1 minuto, 72° por 1 minuto, e 72° C por 1 minutos; seguido de
uma fase de extensdo final a 72° C por 5 minutos. Os primers matK, rpoB e rpoC
compartilharam as mesmas condi¢6es de amplificagdo: 95° C por 5 minutos; 35 ciclos de
95° C por 1 minuto, 48° C por 1 minuto, 72° C por 1 minuto; e uma fase final de extenséo
a 72° C por 1 minuto.

As amostras foram amplificadas utilizando-se aliquotas de 2.5 uL de Tampéao 10x
(NH4S0.) Thermo Scientific, 2.0 uL de MgCl> (25mM) Fermentas, 0.8 uL de dNTPs
(5mM), 0.2 uL Taq. DNA Polimerase (5U/uL), 1.0 uL de BSA (20 mg/ml), 0.8 uL de
Primer Forward (10 uM), 0.8 uL de Primer Reverse (10 uM), 2.0 uL de DNA (3 ng/uL) e
14.50 uL de H20O MiliQ. Para a visualizagéo do resultado da PCR foi realizado o processo

de eletroforese em gel de agarose 2,0% (m/v) em tampdo TAE 0,5X. As reacOes de
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purificacdo dos produtos das PCRs e sequenciamentos foram realizadas por uma empresa

terceirizada (MACROGEN®, Coréia do Sul).

3.4.2. Edicdo e alinhamento das sequéncias de cpDNA

Foram obtidas uma sequéncia Forward (“F”) e uma Reverse (“R”) para cada uma
das amostras sequenciadas. As sequéncias e seus respectivos eletroferogramas foram
conferidos manualmente utilizando o programa Chromas 2.4, afim de evitar artefatos
introduzidos pelo método de seqlienciamento. As sequéncias consenso foram alinhadas
utilizando o ClustalW (Thompson et al. 1994) disponivel no programa MEGA 5.2.1, e 0s
locos que apresentavam mutacGes maiores que um nucleotideo foram codificados como
um Unico passo mutacional, afim de evitar uma superestimativa da variacdo entre as

sequéncias.

3.4.3. Andlise dos dados (cpDNA)

Os diferentes haplotipos encontrados foram definidos utilizando o programa DnaSP
(Librado e Rozas, 2009). A diversidade haplotipica (h) e nucleotidica () foram calculadas
utilizando o programa ARLEQUIN 3.1 (Excoffier e Lischer, 2010). A rede de haplétipos
foi construida utilizando-se 0 método de distancia Median-joining networks (Bandelt;
Foster; Rohl, 1999) implementado no programa NETWORK 4.6.1.3.

Foi realizado uma analise molecular de variancia espacial atraves do programa
SAMOVA 1.0 (Dupanloup; Schneider; Excoffier, 2002), afim de definir os grupos a serem

empregados na analise molecular de variancia (AMOVA). Essa analise foi realizada pelo
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programa ARLEQUIN 3.1, afim de avaliar a distribuicdo da variacdo genética entre as
populagdes. Foi obtido um valor de Fst especifico para o conjunto de dados, a partir da
definicdo das quatro popula¢Ges como pertencentes a um unico grande grupo.

O programa Permut (Pons e Petit, 1996) foi utilizado para estimar a diferenciacédo
genética entre as populagdes, considerando apenas as frequéncias dos haplétipos (Gst), €
considerando também as distancias genéticas entre os haplétipos (Nst). Foi calculado com
base na formula desenvolvida por Ennos (1994), a razéo do pdlen e semente, através dos

valores de Fstn e Fstc obtidos previamente.
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4. RESULTADOS

4.1 Resultados nSSR

4.1.1 Andlise descritiva da diversidade genética

Os dados obtidos apds a genotipagem de quatro locos microssatélites (Ai4.03,
VgAO04, VgB10 e VgFO0l) dos individuos da populacdo VB_IT ndo puderem ser
interpretados, uma vez que os eletroferogramas néo apresentaram sinal. Como os produtos
das PCRs foram claramente observados no gel de agarose, provavelmente ndo houve a
correta incorporacdo dos fluor6foros nestas reacdes. Os genotipos destas amostras, para
estes quatro locos, foram codificados como “dados faltantes” em todas as analises,

Foi acrescentado a todas as populacfes deste estudo, os resultados da genotipagem
de mais seis individuos realizados em um estudo prévio conduzido pelo nosso grupo de
trabalho. Dessa forma, o nimero amostral tornou-se maior (N=30) para todas as
populacdes. A frequéncia alélica dos quatro locos que ndo apresentaram sinal da populacéo
de Itacoatiara foi calculada tendo como base estes seis individuos deste estudo prévio.

Os indices de diversidade genética foram calculados para as trés populagéo de V.
botafogenses e para uma populacdo de V. saundersii. Conforme pode ser observado na

tabela 5. O nimero absoluto de alelos variou de dois (loco e6) a 15 (loco VgF02).
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Tabela 5: Valores de frequéncia alélica por loco nas quatro populagGes analisadas por este estudo.

LOCO ALELO FREQUENCIA ALELICA EM CADA POPULACAO
VB_IT VB_CHA VB_PA VS_PB
e6 138 - 1.00 1.00 1.00
145 1.00 - - -
VgCo1 229 - - - 0.02
231 - - - 0.02
236 0.25 0.71 0.81 0.48
238 0.75 - - -
240 - 0.21 0,19 -
242 - 0.04 - 0.48
249 - 0.04 - -
Paz01 161 - 0.66 0.20 -
163 - 0.04 0.02 -
172 - - - 0.02
173 1.00 - - -
174 - - - 0.02
184 - - - 0.36
186 - - - 0.60
187 - 0.10 - -
189 - 0.20 0.78 -
VgF02 173 0.01 - - -
175 0.11 - 0.08 -
177 0.38 0.08 0.08 -
178 0.02 0.02 - -
179 0.36 0.14 - -
181 0.07 0.05 - 0.05
183 - - - 0.28
185 - - - 0.45
201 - - - 0.03
202 - 0.13 - -
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203 - - - 0.02
205 - 0.14 - -
213 0.05 0.44 0.84 -
223 - - - 0.06
225 - - - 0.11
Ai4.03 139 - - - 0.30
202 0.80 - - 0.70
204 - 1.00 1.00 -
206 0.10 - - -
208 0.10 - - -
VgAO4 174 0.80 - - -
208 - - 0.01 -
209 - 0.48 0.16 0.13
211 0.10 0.50 0.50 0.39
213 0.10 0.02 0.33 0.48
VgB10 150 - 0.06 0.07 -
152 - 0.46 0.21 0.27
154 - 0.14 - 0.71
156 - - - 0.01
158 - - - 0.01
169 0.50 0.07 0.72 -
171 0.50 0.27 0.72 -
VgFo1 163 - 1.00 0.67 -
173 - - - 0.92
177 0.42 - 0.07 -
179 0.50 - 0.07 -

O namero absoluto de alelos (Na) variou de 4 na populacdo VB_PA a 7 nas demais
populacdes. A riqueza alélica (Rs) variou de 2.24 na populacdo de VB_PA a 3.93 na
populacdo de VB_IT. O numero de alelos privados (Ap) variou de 2.0 nas populagdes

VB _CHA e VB _PA a 14 na populacdo de VS _PB. A heterozigosidade observada (Ho)
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variou de 0.31 na populacdo de VB_PA a0.41 na populacédo de VS_PB. A heterozigosidade
esperada (He) variou de 0.31 na populagdo de VB_PA a 0.43 na populacdo de VB_IT

(Tabela 6).

Tabela 6: Indices de diversidade genética das quatro populages amostradas. N = Numero de amostras
genotipadas; Na = namero de alelos; Rs = Riqueza alélica Ap = Alelos privados; Ho = Heterozigosidade

observada; He = Heterozigosidade esperada; f = coeficiente de endogamia (f).

N Na Ap NA (médio) Rs Ho He F
VB_IT 30 21 7 2.62 3.93 0.40 0.43 -0.22
VB_CHA 30 25 4 3.12 2.88 0.37 0.38 0.08
VB_PA 30 20 1 25 2.24 0.31 0.31 0.14
VS_PB 30 26 16 3.25 2.93 0.41 0.42 -0.01
Média 30 23 7 2.87 2.99 0.37 0.38 -

Em relacdo a heterozigosidade, as populacdes VB _IT e VS_PB foram as mais
diversas (Ho = 0.40 e 0.41 respectivamente), enquanto que a populacdo VB_PA foi a menos
diversa (Ho = 0.31). Ja a populagdo VB_CHA apresentou valores intermediarios de
heterozigosidade (Ho = 0.37) (Tabela 7). Dessa forma, VB_IT e VS _PB foram as
populagbes que apresentaram os maiores indices de diversidade e a maior quantidade de

alelos privativos.
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Tabela 7: Valores de heterozigosidade obtido para as quatro populacGes estudadas. He =

Heterozigosidade esperada; Ho = Heterozigosidade observada. Valores em negrito correspondem

a valores elevados de He

Loco Populagdo Ho He
€6 VB_IT 0.000 0.000
e6 VB_CHA 0.000 0.000
e6 VB_PA 0.000 0.000
€6 VS_PG 0.000 0.000

VgCO1 VB_IT 0.208 0.403
VgCO1 VB_CHA 0.416 0.567
VgCO1 VB_PA 0.000 0.000
VgCO1 VS PG 0.375 0.543
Paz01 VB_IT 0.565 0.811
Paz01 VB_CHA 0.043 0.339
Paz01 VB_PA 0.000 0.000
Paz01 VS _PG 0.696 0.506
VgF02 VB_IT 0.875 0.698
VgF02 VB_CHA 0.625 0.755
VgF02 VB_PA 0.000 0.000
VgF02 VS PG 0.571 0.664
Ai4.03 VB_IT 0.000 0.000
Ai4.03 VB_CHA 0.000 0.000
Ai4.03 VB_PA 0.000 0.000
Ai4.03 VS PG 0.000 0.508
VgAO4 VB_IT 1.000 0.510
VgAO04 VB_CHA 1.000 0.511
VgA04 VB_PA 1.000 0.566
VgAO4 VS_PG 0.916 0.613
VgB10 VB_IT 1.000 0.511
VgB10 VB_CHA 0.416 0.635
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VgB10 VB_PA 0.333 0.387

VgB10 VS_PG 0.458 0.401
VgFo1 VB_IT 1.000 0.510
VgFo1 VB_CHA 0.000 0.000
VgFo1 VB_PA 0.458 0.443
VgFo1 VS_PG 0.000 0.000

Foi possivel observar nas populacdes VB_IT e VS_PB que a maior parte dos locos
apresentaram desvios para excesso de heterozigotos. Em contraste com as populacoes
VB_PA e VB_CHA que apresentaram desvios para déficit de heterozigotos.

O valor médio do coeficiente de endocruzamento (f) variou de -0.22 na populacéao
VB_IT a0.14 na populacdo VB_PA, conforme pode ser observado na tabela 6. Os valores
de Fis, para todas as populacdes, foi significativo (p > 0.00156), com valores variando de
0.28 2 0.97 na populacdo VB_IT, de 0.09 a 0.90 na populacdo VB_CHA, de 0.01 a 0.98 na
populacdo VB_PA e de 0.49 a 0.50 na populacdo VS_PB.

Foi observada uma menor distancia genética (d) entre as populacdes VB_CHA e
VB _PA (d = 0,14). Em contraste, as populacdes VS _PB e VB_IT apresentaram a maior
distancia genética (d = 2,35). J& as populagbes VB_IT x VB_CHA (d = 1.20), VB_IT x
VB PA (d=1.03) e VB_PA x VS _PB (d = 1.01) apresentaram valores intermediarios de

distancia genética (Tabela 8).
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Tabela 8: Distancias genéticas (acima da diagonal) e geograficas (abaixo da
diagonal) encontradas entre os pares de popula¢es. O maior e 0 menor valor de

distancia genética encontrados sdo evidenciados em negrito.

VB_IT VB CHA VB PA VS PB
VB_IT - 1.20 1.03 2.35

VB_CHA 17.4 km - 0.14 0.97
VB_PA 15,0 km 2,7 km - 1.01
VS_PB 26.2 km 9,3 km 11,8 km -

O cladograma construido com base nos valores de distancia genética demonstrou
uma aproximacgédo maior entre as populacées VB_CHA e VB_PA. Assim como uma maior
relacdo entre o clado formado pelas populagdes VB_PA e VB_CHA com a populacéo
VS_PB. Enquanto que a populagdo VB_IT aparece mais distante das demais populac¢des
de V. botafogensis, conforme pode ser observado na figura 5. Entretanto, € importante
ressaltar a inexisténcia de dados para quatro locos microssatelites na analise da populacéo
VB_IT, que pode ter maximizado o distanciamento dessa populagdo com VB _CHA e

VB_PA.
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Figura 5: Arvore filogenética construida com base nos valores de distancia genética pelo

método de UPGMA.

4.1.2 Anélise de estruturacdo genética

A analise molecular de variancia (AMOVA) revelou que a maior parte da variagcdo

genética (74.83%) decorre da variacao entre as populacdes e ndo entre os individuos de

uma mesma populacéo (25.16%), conforme pode ser observado na tabela 9.

Tabela 9: Teste de agrupamento das populacdes utilizando a analise molecular de variancia (AMOVA).

Fonte de Soma dos Componentes (%) indice p- valor
variagao quadrados de variagdo variagdo (D)
dos desvios
1 grupo: (VB_IT, VB_CHA, VB_PA) - (VS_PB)

Entre as 36.64 1.7 74.83 ®s7=0.75 0.00+-
populagdes 0.00
Dentro das 16.58 0.59 25.16
populagdes

Total 53.22 2.35
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A analise dos indices de Fst par a par revelou valores de Fst de médios a altos:
entre VB_CHA e VB_PA, Fst = 0.18 (p = 0.0006); entre VB_IT e VS_PB, Fst = 0.55 (p
=0.0006); entre VB_IT e VB_CHA, Fst = 0.52 (p = 0.0006); entre VB_IT e VB_PA, Fst
= 0.53 (p = 0.0006); entre VB_CHA e VS_PB, Fst = 0.48 (p = 0.0006); e entre VB_PA e
VS_PB, Fst = 0.52 (p = 0.0006).

A taxa média de migracéo fazendo uso do Fst, foi bastante reduzida (Nm = 0.08),
assim como os valores obtidos em uma comparacdo par a par, conforme segue: VB_IT X
VB_CHA (Nm = 0.23), VB_IT x VB_PA (Nm = 0.22), VB_IT x VS_PB (Nm = 0.20),
VB_CHA x VB_PA (Nm = 1.14), VB_CHA x VS_PB (Nm = 0.27) e VB_PA x VS_PB
(Nm = 0.23). E observado que o Nm entre VB_CHA e VB_PA é um pouco maior dos
demais, embora ainda seja bastante reduzido, condizente com os valores altos de
estruturagdo encontrados por este estudo.

A possivel correlacdo entre a variabilidade genética das populacdes amostradas com
as distancias geograficas foi testada através de um teste de Mantel. Os resultados podem
ser observados na figura 6. Foi obtido um valor alto e significativo de correlacdo (r = 0.99;

p = 0.34), indicando a existéncia de isolamento por distancia entre as populacdes.
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Figura 6: Grafico obtido por meio do Teste de Mantel. Eixo x corresponde
a distancia geografica, expressas em Km e eixo y corresponde a distancia
genética, com base nos valores de Fsr. Somente as populagdes de V.

botafogensis foram consideradas.

A anélise Bayesiana realizada no programa STRUCTURE sugere a escolha de K =
1 (figura 7). Entretanto, o AK indicativo para 2 cluster aproxima-se mais dos demais
resultados obtidos por este estudo. Portanto, o resultado de K = 2 também € apresentado

neste estudo.
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Figura 7: Valores de AK obtidos através da analise bayesiana considerando de K=1a K = 8.

Quando considerado apenas um cluster (k=1) as quatro populagdes estudadas
apresentam-se como um grande grupo homogéneo (figura 8a). No caso do valor sugerido
para K = 2, o cluster 1 é representado pela cor vermelha e o cluster 2 é representado pela
cor verde na Figura 8b. Nesse caso, foi possivel observar uma nitida separacéo de VB_IT

das demais populacgdes agrupadas em um Unico cluster.
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Figura 8: Proporcao de mistura bayesiana dos individuos pertencentes as trés populacdes de V.
botafogensis e & populacdo de V. saundersii , sob 0 modelo de K = 1 (a) e K =2 (b). Cada
populacdo é estimada por uma linha vertical. Cada uma das cores indica um cluster baseado em

semelhancas genotipicas. Cluster 1: vermelho; cluster 2: verde

A média da proporcao de mistura (Q), sob o modelo de K = 1, se deu em valor
maximo para as quatro populacdes (Tabela 9a), uma vez que as populacdes foram
agrupadas em um unico cluster. Observa-se na tabela 9b, que o cluster 1 é formado
majoritariamente por individuos que comp&em a populagdo VS_IT (Q = 0.964), além de

ser composto por 4.5 % de individuos da populacdo VB_CHA e VB_PA (Q = 0.045). Jao



cluster 2 € formado majoritariamente por individuos da populacdo VS_CHA e VB_PA (Q

= 0.955), composto por 3.6% de individuos de VB_IT (Q = 0.036).

Tabela 9: Resultado da proporcdo de mistura (Q), sob 0 modelo de K=1(a), K=2 (b) e k=3 (c), de
cada uma das populacGes de V. botafogensis e V. saundersii (linhas), para cada um dos grupos

genéticos (coluna) inferidos pela analise bayesiana no Structure.

a)
Populacdes Cluster 1 (Q)
VB_IT 1.000
VB_CHA 1.000
VB_PA 1.000
b)
Populacdes Cluster 1 (Q) Cluster 2 (Q)
VB_IT 0.964 0.036
VB_CHA 0.045 0.955
VB_PA 0.045 0.955

4.2 Resultados das analise de sequéncias (CcpDNA)

4.2.1 Analise descritiva da diversidade genética

Visando uma analise da diversidade genéticas do cpDNA das quatro populagdes do
presente estudo, foram sequenciados quatro locos diferentes (rpoB, rpoC, matK e atpH-
atpl) de 40 amostras, sendo 12 amostras da populagdo VB_IT, sete amostras da populacéo

VB_CHA, 12 amostras da populacdo VB_PA e nove amostras da populacdo VS_PB. As
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sequéncias obtidas para cada um dos quatro locos foram concatenadas em uma unica
sequéncia de 2.200 pares de bases (pb).

A partir de uma avaliagdo conjunta das sequéncias foi identificado um total de sete
haplotipos, com 11 sitios polimorficos, e uma diversidade haplotipica alta (h = 0.75),
resultado da presenca de hapldtipos singulares, em virtude da baixas taxas de

compartilhamento das sequéncias entre as populacgdes.
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Tabela 10: Hapl6tipos representados pelos sitios varidveis (10 no total), junto as populagdes as quais
pertencem. Os nimeros da segunda linha representam a posi¢do do sitio que contém o polimorfismo, cuja

variacdo esta representada em vermelho.

Haplétipo Sitios polimérficos Populacgao
<
>12 1> | >
H1 G|T|C|T|]T|C|T|]G|C]| - X | X
H2 G|c|T|Cc|T|T]-]C|]C|C]|X
H3 cg|c|T|Cc|T|]C|T|G|C| - |X
H4 G| T|C|T|T|T|]-]C|]C]|C X
H5 G|T|]C|T|T|T|]-]C|C]|C X
H6 Al T|T|T|G|G|A]|C|- - X
H7 AlT|T|T | T|T|-|C|C|C]|X X

Em relacdo a diversidade haplotipica intrapopulacional, a populagdo VB_PA apresentou
0s maiores indices (h = 0.44), sequida da populacdo VB_IT (h = 0.30) e da populacéo
VS_PB (h = 0.22), em contraste a popula¢do VB_CHA, com diversidade haplétipica nula
(h = 0.00). A diversidade nucleotidica, em geral, foi baixa para todas as populagdes, na
qual a populacéo de VB_PA assumiu 0 maior valor (r = 0.000822), seguida da populagéo

de VB_IT (= = 0.000552), da popula¢do de VS_PB (x = 0.000506), e, por ultimo, a
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populacédo de VB_CHA (n = 0.0000). Esses valores diminutos sdo decorrentes da pouca ou
nenhuma diferenca existente entre os haplétipos, conforme pode ser observado na tabela
11.

Em relacdo a quantidade de haplotipos exclusivos, a populacdo de VB_PA apresentou
trés hapldétipos exclusivos (H1, H4 e H5), seguida pela populacdo de VB_IT com dois
haplotipos exclusivos (H1 e H4) e pela Unica populagéo pertencente a espécie V. saundersii
deste estudo (h = 0.22), contendo somente um haploétipo exclusivo (H6). A populacdo
VB_CHA apresentou sequéncias compartilhadas com a populacdo VB_PA, na qual gerou

somente um haplétipo (H1) (Tabela 11).

Tabela 11: Diversidades haplotipica (h) e nucleotidica (w) intrapopulacionais de V. botafogensis e V. saundersii. A
segunda coluna corresponde ao N amostral de cada populagdo, e a Ultima coluna aos haplétipos exclusivos e 0s

compartilhados entre as populag@es. Os nimeros entre parénteses representam valores de desvio padrdo (p-valores).

Espécie Populacéo N Diversidade Diversidade Haplétipos
amostral Haplotipica (h) Nucleotidica () (N)
Vriesea VB_IT 12 0.3030 0.0005 H2(10),
botafogensis (+/- 0.15) (+/- 0.00) H3(2)
Vriesea VB_CHA 7 0.0000 0.0000 H1(7)
botafogensis (+/- 0.00) (+/- 0.00)
Vriesea VB_PA 12 0.4394 0.0008 H1(9),
botafogensis (+/- 0.16) (+/- 0.00) H4(2),
H5(1)
Vriesea VS_PB 9 0.2222 0.0005 H6(8),
saundersii (+/-0.17) (+/- 0.00) H7(1)
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4.2.2 Analise da estrutura populacional

A rede de haplotipos (Figura 10) revelou trés grandes grupos. O primeiro formado pelos
haplotipos H2 e H3 pertencentes a populacdo VB_IT. O segundo formado pelos haplétipos
H1, H4 e H5 pertencentes as populacdes VB_CHA e VB_PA. E um terceiro grupo formado
pelos haplotipos H6 e H7 pertencente as populacdo VS _PB. O haplétipo H6 foi 0 mais
divergente, separado do hapl6tipo mais proximo (H7) por cinco passos mutacionais. Os
hapl6tipos H1, H2, H3 e H4, presentes nas trés populagdes de V. botafogensis estdo mais
relacionados. Enquanto que o haplétipo H5 pertencente a populacdo VB_PA faz uma
transicdo entre as amostras das espécies V. botafogensis e a populacdo VS_PB pertencente

a espécie V. saundersii, cuja a distancia resume-se a 2 passos mutacionais. (figura 10).
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Figura 9: Rede de hapl6tipo contendo os passos mutacionais que separam um haplétipo do outro,

bem como um mapa, contendo as populag¢fes em estudo, com seus respectivos haplétipos (Google

earth, 2015).
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Os valores de Fst foram elevados na comparagdo par a par entre as populagoes,
exceto entre a populacdo VB_PA e VB_CHA, em virtude do compartilhamento do H1 entre
as duas populacdes, indicando um maior fluxo génico via sementes entre estas duas
populacdes e um baixo fluxo de sementes entre os demais pares de populacdes. (Tabela

15).

Tabela 12: Valores de Fsrpar a par entre as populagdes. Valores em negrito foram elevados. Os

numeros entre parénteses representam valores de desvio padréo (p-valores).

VB_CHA VB_IT VB_PA VS_PB
VB_CHA - - - -
VB_IT 0.88 - - -
(0.00 +- 0.00)
VB_PA 0.09 0.74 - -
(0.26 +-0.00)  (0.00 +- 0.00)
VS_PB 0.92 0.86 0.80 -

(0.00+-0.00)  (0.00 +-0.00)  (0.00 +- 0.00)

A andlise espacial de variancia molecular (SAMOVA), revelou quatro grupos (K =
4) a serem empregados na analise de variancia molecular. Estes grupos correspondem a
cada uma das quatro populacées analisadas.

Para estimar a variagdo genética dentro e entre as populagdes, a analise de variancia
molecular (AMOVA) foi realizada em um cenério considerando as quatro populagfes. A

andlise revelou que a maior parte da variacdo genética foi decorrente da variacdo entre as
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populagdes (55,12%), enquanto a variacdo dentro das populacBes mostrou-se baixa

(44,87%), conforme tabela 16.

Tabela 13: Resultado da analise molecular de variancia (AMOVA) para os dados de cpDNA,
excluindo-se a populacdo da Vriesea Saundersii.

Fonte de Soma dos Componentes (%) indice p - valor
variacdo | quadrados dos | de variagdo variacao (D)
desvios
1 Grupo: (VB_IT, VB_CHA, VB_PA) - (VS_PB)
Entre
populacgdes 770.199 35.40 55.12 DsT= 0.00 +-
0.55 0.00
Dentro das
Populagdes 806.833 28.81 44.87
Total 1577.032 64.21

Para estimar a contribuigdo do fluxo de polen versus semente foram utilizados os
valores de Fstc (0.55) e de Fstn (0.75) obtidos com base na AMOVA excluindo-se V.
saundersii, na qual p6éde ser constatado uma eficiéncia ligeiramente maior (r = 1.35) do
fluxo de pdlen em relagédo ao fluxo de sementes. Embora o valor encontrado tenha sido
bastante reduzido, condizente com os elevados valores de estruturacéo observados por este
estudo.

Tanto o valor de Gst (p = 0.72 +- 0,10), quanto o valor de Nst (p = 0.80 +- 0,14)
foram elevados e significativos, indicando um alto nivel de estruturacdo genética entre as
populagdes, em conformidade com as demais andlises moleculares realizadas por este
estudo.
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5. DISCUSSAO

Espécies que apresentam populacdes com numero reduzido de individuos, de
ocorréncia em ambientes fragmentados, com forte influéncia da acdo antropica, merecem
elevada atencdo por apresentarem riscos iminentes de extingdo, uma vez que, sob tais
condicdes, eventos genéticos como deriva génica e endocruzamento podem se tornar mais
extremos (Franklin et al. 2008). A espécie V. botafogensis € uma espécie com reduzido
namero de representantes, composta por trés populacdes que distam no maximo cerca de
30 km entre elas, além do fato de serem endémicas de inselbergs em um bioma em
constante antropizacédo e fragmentagdo. Sendo assim, é possivel que essa espécie apresente
baixos indices de diversidade genética, alta estruturacdo populacional e altos coeficientes
de endocruzamento, devido a forte influéncia da deriva génica e do endocruzamento, e ao
limitado fluxo génico entre as suas populagdes.

As populacbes VB_PA e VB_CHA foram as que apresentaram os menores indices
de diversidade genética. A primeira populacdo localiza-se no Monumento Natural do Péo
de Acucar, que tem sido alvo de incéndios e tragédias ambientais provocadas por baldes e
também por usuarios que tém removido a vegetacdo das encostas, conforme dados néo
oficiais disponibilizados em sites de alpinistas (Teixeira, 2011). Enquanto que a populacao
VB_CHA, localizada no Parque Estadual da Chacrinha, é cercada pela ocupagdo humana
mais densa do RJ, conforme dados contidos no Plano de Manejo Diretor do Parque, (2006),
0 gue a torna mais susceptivel aos impactos ambientais decorrentes de um crescimento
desordenado, poluicao etc.

As populacdes VB _IT e VS_PG foram as que apresentaram os maiores indices de

diversidade genética. A primeira localiza-se no Parque Estadual da Serra da Tiririca
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abrangendo uma area extensa de 4500 ha (INEA, 2015), que embora tenha sofrido com
impactos ambientais, iniciados no periodo colonial, ainda manteve boa parte do seu
patrimdnio genético conservado e representativo da flora de todo o Estado.. A Pedra
Bonita/Pedra da Gavea esta contida no Parque Nacional da Tijuca (ICMBIO, 2015) e,
embora 0 acesso as trilhas se faca por diferentes locais, existe uma série de obstaculos ao
acesso humano, como as condicdes do terreno, em constantes erosdes; um baixo nimero
de orienta¢cdes somado a um percurso longo de 2500 m (CPRM, 2015). Essas dificuldades
no acesso podem ter contribuido para a manutencdo da integridade dessa unidade de
conservacao.

Com base em uma andlise descritiva dos oito locos microssatélites do DNA nuclear
foi possivel inferir que as populacdes VS PG e VB_IT apresentaram 0 maior nimero
médio de alelos, a maior quantidade de alelos exclusivos, a maior riqueza alélica, o0s
maiores indices de heterozigosidade, valores negativos do indice de endocruzamento ( f)
e a maior distancia genética/geografica entre elas. Enquanto que as populacdes VB_CHA
e VB_PA apresentaram o menor numero medio de alelos, a menor quantidade de alelos
exclusivos, os menores indices de riqueza alélica, os menores valores de heterozigosidade,
valores positivos de endocruzamento e um maior grau de aproximacao genética, condizente
com a menor distancia geografica existente entre elas.

Segundo Cornuet e Luilart (1996) e Piry et al. (1999), populacdes que
experimentaram recentes reducbes de tamanho populacional acompanham consigo
reducBes no nimero de alelos e dos niveis de heterozigosidade (Sanchez et al. 2008). E
possivel aplicar essa hipotese as populagdes VB_CHA e VB_PA, uma vez que foi
observado valores reduzidos de Ho e He, condizentes com um baixo numero total de alelos

gue as mesmas apresentam para todos os locos analisados.
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Em um levantamento com base na literatura, a partir de estudos que fizeram uso de
marcadores microssatélites nucleares foram obtidos dados provenientes de espécies
pertencentes a diferentes géneros: Alcantera, Pitcarnia e Vriesea, cujos valores de
heterozigosidade apresentaram-se, em sua maior parte, reduzidos a moderados. Estudos
realizados por Barbard et al. (2007, 2009) resultaram em valores moderados de
heterozigosidade para as espécies Alcantera geniculata (Ho = 0.356; He = 0.380),
Alcanterea glaziouna (Ho = 0.259; He = 0.334), Alcanterea imperialis (Ho = 0.357 ; He =
0.398), com excessdo da espécie Alcanterea regina que apresentou valores mais elevados
(Ho = 0.458; He = 0.523). Os estudos de diversidade genética realizados por Palma-Silva
et al. (2009, 2011) também identificaram valores moderados para as espécies Pitcairnia
albiflos (Ho = 0.383; He = 0.429), Pitcairnia staminea (Ho = 0.347; He = 0.452), com
excecdo da espécie Vriesea gigantea que apresentou valores mais elevados (Ho = 0.431 ;
He = 0.579). Boisselier-Dubayle el al. (2010) também dedicou-se a estudar o género
Pitcairnia, tendo Pitcairnia geyskesii como sua espécie em estudo, cujos valores obtidos
também foram moderados (Ho = 0.293 ; He = 0.325). Dessa forma, é possivel observar
valores intermediarios de Ho na maior parte dos estudos realizados para a familia
Bromeliaceae, condizente com os valores encontrados por este estudo.

Tambem foi realizado um levantamento de espécies que tiveram seus indices de
heterozigosidade calculados, mas com base em marcadores de aloenzimas, que apareciam
com frequéncia em estudos de diversidade até o surgimento dos marcadores
microssatélites, que desde entdo tém sido amplamente utilizados (Goetze et al. 2010).
Foram obtidos dados de diversidade genetica de diferentes géneros da familia
Bromeliaceae, dentre eles: Aechmea, Dyckia, Pitcairnia, Tillandsia e Vriesea. Um estudo

realizado por Murawski e Hamrick (1990) revelou valores reduzidos de heterozigosidade
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para a espécie Aechmea magdalenae (Ho = 0.099 e He = 0.084). Izquierdo e Pifiero, (2000)
também estudaram o género Aechmea, mas tiveram como espécie-alvo: Aechmea tuitensis,
cujo os valores obtidos também foram reduzidos (Ho = 0.061 e He = 0.12). Hmelyevsky et
al. (2010) estudou a espécie Dychia ibiramensis e obteve valores reduzidos (Ho= 0.055 e
He = 0.098). Gonzalez-Astarga et al. (2004) e Soltes et al. (1987) estudaram duas espécies
do mesmo género, Tillandsia achyrostachys (Ho = 0.127 e He = 0.210) e Tillandsia
ionantha (Ho = 0.056 e He = 0.043), respectivamente, e para ambas, os valores foram
reduzidos. Alves et al. (2004) estudou a espécie Vriesea friburgensis que apresentou
valores reduzidos (Ho = 0.234 e He = 0.226), de acordo com as demais espécies.

Conforme pode ser observado neste levantamento, os valores de heterozigosidade,
com base em marcadores de aloenzimas, sdo bem reduzidos em comparacgdo aos obtidos
por meio de marcadores microssatélites. Essa constatacdo é reforcada comparando-se dois
estudos, cuja finalidade era estudar a diversidade genética da espécie Pitcairinia geyskessi,
realizados por Sarthou et al. (2001) e por Boisselier et al. (2010), nas quais distinguem-se
pelo tipo de marcador molecular empregado. O estudo de Sarthou et al. (2001) fez uso de
marcadores de aloenzimas, o que resultou em valores reduzidos de heterozigosidade (Ho =
0.185 e He = 0.183), enquanto que o estudo desenvolvido por Boisselier et al. (2010) fez
uso de marcadores microssatélites e obteve valores moderados de heterozigosidade (Ho =
0.293 e He = 0.325). Dessa forma, torna-se dificil realizar comparacdes de parametros de
diversidade entre esses marcadores, uma vez que marcadores microssatélites, aléem de
apresentarem valores moderados de heterozigosidade, tém gerado alto polimorfismo nas
espeécies as quais sdo empregados (Zanella et al. 2012).

Os valores de riqueza alélica sao fortemente influenciados pelo nimero de alelos

exclusivos pertencentes a cada populagdo (Melo et al., 2012). Individuos que portam alelos
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exclusivos podem atuar como fonte de variabilidade, uma vez que a partir do conhecimento
da riqueza alélica é possivel formular estratégias visando a introducdo desses alelos em
outras populaces, que carecem de diversidade genética. Dessa forma, populaces com alta
riqueza alélica tornam-se importantes na manutencdo dos niveis de heterozigosidade,
disseminando os seus alelos exclusivos para outras populacbes (Melo et al., 2012). O
aumento dos niveis de riqueza alélica junto aos niveis de heterozigosidade pode ser
observado nas populacdes deste estudo, nas quais VB_IT e VS PB apresentaram 0s
maiores valores de He e Rs, em contraste com as populagdes VB_CHA e VB_PA.

Os valores de riqueza alélica também sdo bastante informativos no que tange
historia demogréafica das populacbes, uma vez que a partir deles é possivel inferir se as
populacbes passaram por algum evento de boottleneck (gargalo genético) (Melo et al.,
2012). Além disso, ha o efeito de deriva genética fortemente associado, que pode ocorrer
em populacBes que carregam uma pequena por¢ao de variagdo genética de uma populacao
maior, ou seja, que foram constituidas por poucos migrantes ou fundadores (Sanchez et al.
2008). Dessa forma, os valores obtidos por este estudo sugerem que as populacgdes
VB_CHA e VB_PA, possam ter sido fundadas por um nimero reduzido de individuos que
carregavam uma baixa variacdo genética, o que pode ter acarretado em um
empobrecimento no pool genético dessas populacdes. .

Segundo Fisher et al. (2000), espécies alégamas tendem a apresentar altos indices
de variabilidade genética e baixa diferenciacdo entre as populagbes. Entretanto, as
populacdes de V. botafogensis estudadas apresentaram caracteristicas opostas a estas, com
baixos/meédios indices de diversidade e elevada estruturacéo populacional (Fst, = 0.75 Fstc
=0.55). As populacgdes estudadas sdo dotadas de caracteristicas especiais que as fazem nao

se enquadrar necessariamente nessa hipdtese. Em geral elas apresentam um ndmero
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reduzido de individuos, em um isolamento natural sob o modelo biogeogréafico de ilhas,
imposto pelos inselbergs as quais sdo endémicas.

De acordo com a literatura, espécies autogamicas e/ou que realizam fecundacéo
mista, geralmente apresentam maiores valores de Fis, em comparagdo com espécies que
realizam fecundacdo cruzada (Zanella et al., 2012) Essa constatacdo pode ser observada
nas espécies Pticarinia staminea (Fis = 0.240), Dyckia ibiramensis (Fis = 0.436) e Vriesea
gigantea (Fis = 0.273), sendo a primeira autogamica e as demais dotadas de sistema misto
de cruzamento. Em contrapartida, espécies que realizam fecundacdo cruzada tém
apresentado valores reduzidos & moderados de Fis como as espécies Alcantarea geniculata
(Fis =0.094), A. geaziouana (Fis = 0.156) e A. regina (Fis = - 0.051) (Barbara el al. 2007,
2009),. As espécies Pitcairnia albiflos (Fis = 0.109), estudada por Palma-Silva et al (2010)
e Achmea winkleri (Fis = 0.152), estudada por Goetze et al. (2010), ambas dotadas de
sistema de fecundagdo cruzada, apresentaram valores reduzidos, condizentes com 0s
valores gerados para V. botafogensis e V. saundersii neste estudo.

Como se sabe, tanto a endogamia quanto o cruzamento entre parentes proximos
podem resultar em desvios neste modelo que pressupde que 0s cruzamentos entre 0s
individuos ocorram ao acaso (Flanklin et al. 2008). Os valores médios de f nas populagdes
VB_CHA e VB_PA foram positivos e moderados (f = 0.08 e 0.14, respectivamente),
indicando um possivel processo de endogamia, que é reforcado pelos desvios no EQHW
para excesso de homozigotos, encontrados nessas duas populages. Sendo assim, esses
valores sugerem a ocorréncia de endocruzamento ou a presenca de alelos nulos nessas duas
populagdes. Entretanto, as populacdes VB_IT e VS_PB apresentaram valores medios a
negativos do coeficiente de endocruzamento (f) (f = - 0.22 e - 0.01, respectivamente),

indicando um possivel processo de exogamia, que além de ser coerente com a maior
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quantidade de heterozigotos e com os indices de diversidade genética do presente estudo,
também ¢é reforcado pelos desvios no EqQHW para excesso de heterozigotos, apresentados
nessas duas populagdes.

Em relacdo as distancias genética, observou-se que os maiores valores ocorrem
entre as populacbes VB_IT e VS_PB. Além de serem populacGes pertencentes a espécies
diferentes, acrescenta-se o fato de estarem a 26 Km de distancia uma da outra, sendo, dentre
as populacdes estudadas, as que mais se distanciam geograficamente. As populacbes
VB _PA e VB_CHA, em contraste, foram as que apresentaram a menor distancia genética,
em conformidade com o alto nimero de alelos compartilhados entre elas, e com a reduzida
distancia geogréfica, de cerca de 1 Km somente. Dessa forma, esses dados sdo sugestivos
de um maior fluxo génico entre essas duas popula¢des, e menor entre elas com a populagao
de VB_IT.

A arvore filogenética obtida (figura 06) revelou uma maior proximidade genética
das populagdes VB_PA e VB_CHA com a populacdo VS_PB, e ndo com a populacéo
VB_IT, conforme esperado por se tratarem da mesma espécie. Esse resultado inesperado
pode ter sido fortemente influenciado pela inexisténcia de dados de genotipagem para
quatro locos microssatélites na analise da populacdo VB_IT conforme descrito na sessao
“Resultados”. Essa auséncia de dados para quatros locos microssatélites para a populagao
VB_IT pode ter contribuido para distanciar ainda mais essa populacdo das outras duas,
embora as trés pertencam a mesma espécie, uma vez que esses quatro locos continham
informacdes que aproximavam mais essa populacédo das outras duas de V. botafogensis Em
contrapartida, a populacdo VS_PB se tornou mais proxima das outras duas populacgdes de

V. botafogensis, embora pertenca a uma outra espécie.
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Segundo Wrigh et al. (1943) quanto maior é a distancia entre as populagdes mais
restrito torna-se o fluxo de polen e/ou semente, acarretando em um isolamento das unidades
amostrais e aumento da divergéncia genética por deriva génica ou selecdo natural (Sebbenn
et al. 2010). Essa constatacdo é reforcada pelo limites alcancaveis do pdlen e semente,
sendo o primeiro raramente transportado a distancias maiores que 1.000 m, e o ultimo,
geralmente distribuido em torno da &rvore-mae, com um alcance que, raramente chega a
distancias maiores de 200 m (Martins et al. 2005). Foi verificado com base no teste de
Mantel um valor alto e significativo de correlacdo entre distancia geogréafica e genética das
populacdes avaliadas por este estudo, sugerindo um padrdo de isolamento por distancia.
Com base nisso é possivel constatar as dificuldades que as populac@es encontram no
estabelecimento de trocas génicas entre elas, uma vez que além de distanciarem
consideravelmente uma das outras, ainda encontram barreiras fisicas que dificultam o fluxo
génico entre elas.

Neste estudo também foram empregadas regides intergénicas do DNA
cloroplastidial (cpDNA), uma vez que essa ferramenta tém se mostrado bastante capaz de
elucidar questdes sobre a filogeografia das espécies (Goetze et al. 2010). O seu emprego
em estudos de genética da conservacdo tem se tornado cada vez mais constante,
principalmente pelo fato do seu genoma ser extremamente conservado, uma vez que nédo
sofre recombinacdo, e apresenta baixas taxas de mutacdo (Mello et al. 2012). Entretanto,
Segundo Maia et al. (2012), é amplamente reconhecido que pouca ou nenhuma variagao
tem sido encontrada utilizando o genoma do cloroplasto em espécies de Bromeliaceae,
embora existam poucos trabalhos de diversidade plastidial desenvolvidos para esta familia
(Capracet al. 2012). Apesar disso, o valor de diversidade haplotipica observado no presente

estudo foi alto, com a presenca de haplétipos exclusivos para algumas populagées, 0 que
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contrastou com a diversidade nucleotidica, que apresentou valores bastante reduzidos,
decorrentes da pouca diferenca existente entre os haplotipos.

Com base no numero de haplotipos obtidos € possivel observar que a populacéo
VB_CHA foi a Unica que ndo apresentou variacdo genética, tendo sua Unica sequéncia
compartilhada com a populacdo VB_PA, reforcando os resultados obtidos com base nos
marcadores nSSR, que indicam uma aproximacdo entre essas duas populaces. A
populacdo VB_PA apresentou mais variagdo, contendo trés haplotipos, incluindo o H5, que
separa por dois passos mutacionais as populacbes de V. botafogensis da populacdo de V.
saundersii..A populacdo de VB_IT também apresentou uma certa varia¢do, contendo 3
hapl6tipos, formando um clado bem definido separado das populacdo de VB _CHA e
VB_PA por trés passos mutacionais, 0 que vai ao encontro dos resultados obtidos para as
demais andlises, que indicam uma forte estruturacdo por parte desta populacdo. A Unica
populacdo pertencente a a espécie desde estudo (VS_PG) apresentou menor variagdo em
relacdo a VB_IT, mas também formou um clado bem definido, com suas duas sequéncias
distanciando-se da populacdo de VB_PA por dois passos mutacionais, coerente com as
outras analises, que indicam um certo distanciamento desta populacdo com as demais, 0
que condiz com o fato de tratarem-se de espécies diferentes.

Anélises genéticas com base nos valores de Fstc também foram realizadas neste
estudo, fazendo uso de marcadores de cpDNA. Dessa forma, os valores de Fstc obtidos
com base nesse genoma foram maiores do que com base em marcadores nSSR, como ja
era previsto, uma vez que o fluxo génico para este tende a ser menor do que o nuclear,
devido a heranca uniparental que o cpDNA carrega (Néri et al. 2011). Além disso, o valor
de Gst obtido por esse marcador foi consideravelmente maior do que o valor médio de Fst

gerado pelas analises nucleares, refor¢ando essa idéia.
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Segundo Degen et al. (2001), a estruturacdo genética de uma populacdo esta
fortemente relacionada com a dispersdo de suas sementes, sendo assim, popula¢fes com
dispersdo restrita tendem a apresentar alta estruturacdo, enquanto as que apresentam ampla
dispersdo, tendem a apresentar baixos indices de estruturacdo. Sendo assim, os valores de
Fstc em uma comparagéo par a par entre as populagdes, refor¢ou os resultados obtidos com
base em marcadores nucleares, na qual as populacdes VB_CHA e VB_PA apresentaram
0s menores valores de estruturacdo, o que nos permite relacionar a uma provavel dispersao
génica acentuada entre essas populacdes, enquanto que as demais comparacoes
apresentaram elevados indices de estruturacdo, indicando dispersao restrita entre elas.

Foi realizada uma analise molecular de variancia na qual foi constatado maior
variacdo genética entre as populagdes, com uma porcentagem bastante superior a variagdo
oriunda entre os individuos das populacGes. Esse resultado foi concordante com a AMOVA
realizada com base em marcadores microssatélites nucleares, que também apresentou
maior variacao entre as populagdes, entretanto, a porcentagem néo se deu em valores tdo
superiores quanto quando a avaliacdo foi feita com base no cpDNA. Esse resultado reforga
0s outros obtidos por este estudo, que constatam o elevado nivel de estruturacdo das
populages estudadas.

Em relacdo a estrutura filogeogréafica, o valor de Gst obtido foi menor do que o
valor de Nst, 0 que indica a presenca de estrutura filogeografica. Segundo Pons e Petit
(1996) e Burban et al. (1999), quando os valores de Gst sdo menores do que os valores de
NsT, 0s haplotipos mais fortemente relacionados tendem a se distribuir de acordo com a
filogenia as quais pertencem. O isolamento fisico imposto pela Baia de Guanabara entre a
populacdo VB_IT, a leste, e as populacdes VB_CHA, VB_PA e VS_PG, a oeste , pode

ocasionar, com o decorrer do tempo um isolamento reprodutivo, podendo vir a disparar um
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processo de especiacdo alopatrica. Sendo assim, € indispensavel que se dé a real
importancia a situacdo iminente de perda de conectividade entre membros de uma espécie
e que seja estabelecido esfor¢os conservacionistas, desde o incentivo a estudos de
caracterizacdo genética a medidas praticas de manejo.

A espécie V. botafogensis € endémica de afloramentos rochosos, vivendo sob uma
matriz fragmentada, em um continuo processo de antropizacdo. Suas trés populagdes sdo
compostas por um numero bastante reduzido de individuos, apresentando consideravel
distancia geogréafica entre elas, somado ao fato de serem alvos de extrativismo para fins
ornamentais. Pdde ser observado neste estudo, que o fluxo génico e restrito, principalmente
entre as populacdo de Itacoatiara e as demais populacdes, que concentram-se & oeste da
Baia de Guanabara. Essa distancia se torna bastante pronunciada quando analisamos 0s
resultados de estruturacdo genética, que indicam que os maiores indices de diversidade
estdo contidos na populacdo de Niterdi, em comparacdo as outras duas. Sendo assim, €
possivel elaborar uma medida conservacionista, na qual separe a populacdo de Itacoatiara
das populagdes da Chacrinha e Pdo de Acucar, propondo que essas duas Ultimas sejam
tratadas como uma Unica unidade evolutiva significativa. Essa distingdo no tratamento seria
uma forma de maximizar a retencdo da diversidade genética encontrada na populacao de
Itacoatiara e promover esforcos para aumentar a diversidade genética das outras duas
populagdes, que se mostraram bastante reduzida.

Com base nos valores de diversidade genética obtidos nas analises da populacéo de
Vriesea saundersii, é possivel propor uma medida de manejo, nos mesmos moldes que a
proposta a populacéo de Itacoatiara. Tendo em vista a retencédo da alta diversidade genética

encontrada nessa populacdo, o ideal seria considera-la como uma unidade evolutiva
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significativa, assim como as populacdes de Chacrinha e Pdo de Aculcar, consideradas em

conjunto e a populacédo de Itacoatiara, considerada isoladamente.
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6. CONCLUSOES

1. As populacbes VB_IT e VS_PB foram as que apresentaram maior variabilidade
genética, coerente com o grau de preservacao destas areas e com as dificuldades do
acesso humano as unidades de conservacéo as quais estdo localizadas, em contraste

com VB_PA e VB_CHA, na qual o acesso se da de forma mais intensificada.

2. As populacbes VB_IT e VS _PB foram as que apresentaram maior diferenciacdo
genética em relacdo as demais populacdes, em contraste com as populacBes
VB_CHA e VB_PA, sugerindo constantes trocas génicas entre essas duas Ultimas

populagoes.

3. Nas andlises com base no genoma nuclear, as populacdes VB_CHA e VB_PA
aparecem mais relacionadas geneticamente com a populagcdo VS_PB , mesmo
tratando-se de uma outra espécie. Entretando, houve inexisténcia de dados na
genotipagem de VB_IT, o que pode ter distanciando a mesma das demais

populacoes.

4. As espécies V. botafogensis e V. saundersii apresentam estrutura filogeografica,

contendo hapldtipos singulares e com uma baixa diferenciagédo entre eles.

5. O fato das populacGes estarem localizadas em inselbergs limita o fluxo génico entre

elas, aumentando o grau de estruturacdo génica entre as mesmas.
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6. A Baia de Guanabara pode ser considera uma barreira natural as trocas génicas
entre as populagdes, uma vez que VB_IT, ao leste da baia, apresentou-se mais

distante geneticamente das outras duas populacdes de V. botafogensis.

7. Em relacdo a medidas conservacionistas, nossos resultados indicam que a
populacdo VB_IT deve ser tratada como uma unidade evolutiva independente das
demais populagdes. Enquanto que VB_CHA e VB_PA podem ser tratadas em

conjunto.
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