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RESUMO

A familia Bromeliaceae é uma das mais diversificadas no territorio brasileiro e conta
com cerca de 1.200 espécies das quais 1.024 sdo endémicas. Esses vegetais apresentam
muitas associacdes ecoldgicas ndo observaveis em outros grupos de plantas, como a
ocorréncia de tanques na base de suas rosetas e a polinizacdo primariamente por beija-flores
ou morcegos. Encholirium spectabile Mart. Ex Schult. f. € uma bromélia que apresenta uma
correlacdo direta com afloramentos rochosos do Nordeste Brasileiro. Esta espécie possui uma
grande plasticidade morfologica regional, sendo tratada como um complexo especifico, fato
que resultou na descricdo incorreta de outros bindémios relacionados, como E.
pernambucanum L.B.Sm. & Read e E. hoehneanum L.B. Sm. Plantas estritamente rupicolas
sdo tratadas como modelos para estudos de irradiacdo adaptativa, bem como para correlacdes
entre a vegetacdo e mudancas climéaticas ocorrentes no passado. Varios marcadores
moleculares tém sido aplicados nesse sentido, entre eles marcadores do tipo Fingerprinting de
DNA, incluindo marcadores DAF (DNA Amplification Fingerprinting, Impressdo Gendmica
do DNA Amplificado) e ISSR (Inter Simple sequence Repeat; Repeticdo Entre Sequéncias
Simples). Individuos de nove populacdes de E. spectabile foram coletados, sendo distribuidos
de norte a sul do Nordeste brasileiro, com popula¢cfes nos estados da Paraiba, Pernambuco,
Bahia e Sergipe. Nesse estudo 99 loci polimorficos foram gerados. A amostragem apresentou
heterozigosidade total de 0,3417, semelhante a reportada para outras espécies de Encholirium
como E. subsecundum Mez. Dois grupos genéticos foram encontrados a partir de uma analise
Bayesiana de agrupamentos (k=2) distribuidos regionalmente, resultado também evidenciado
pelo agrupamento gerado pelo método de Neighbor-joining. A analise da estrutura genética
mostrou que existem diferencas significativas entre as populacées (Fs = 0,3781), porém pouca
correlacdo entre distancia genética e distancia geogréfica foi observada (r = 0,3578, p >=
0,033), ndo sendo assim considerada. O compartilhamento de diversidade verificado pelo
teste de AMOVA mostrou que a maior parte da diversidade estd presente dentro das
populacdes, o que é esperado para vegetais com reproducéo clonal. A irradiacdo da especie
deve ter ocorrido do sul para norte, com dispersdo em um modelo de ilhas. Este estudo
concluiu que apesar da grande variagdo morfoldgica existente nesse complexo especifico, E.
spectabile compreende uma Unica espécie, onde cada morfotipo deve ser considerado como

uma unidade para conservacao in situ.

Palavras Chave — Bromeliaceae, Encholirium, ISSR, Marcadores Dominantes
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ABSTRACT

Bromeliaceae is one of the most diverse families in Brazil, and has about 1,200
species of which 1,024 are endemic. These plants have many ecological associations not
observed in other groups of plants, such as the occurrence of tanks on the basis of their
rosettes and pollination primarily by hummingbirds and bats. Encholirium spectabile Mart.
Ex Schult. f. is a bromeliad that has a direct correlation with rocky outcrops of the Brazilian
Northeast, this species has a large regional morphological plasticity and is treated as a specific
complex, a fact that resulted in incorrect description of other related binomials, such as E.
pernambucanum L.B.Sm. & Read and E. hoehneanum L.B. Sm. Rupicolous plants are
treated strictly as a model for studies of adaptive radiation, as well as correlations between
vegetation and climate changes occurring in the past. Several molecular markers have been
applied in this direction, including the DNA fingerprinting, including DAF (DNA
Amplification Fingerprinting) and ISSR (Inter Simple sequence Repeat). Individuals from
nine populations of E. spectabile were collected, distributed from north to south of the
Brazilian Northeast, with populations in the states of Paraiba, Pernambuco, Bahia and
Sergipe. In this study 92 polymorphic loci were generated. The total sample showed
heterozygosity of 0.4655, which is reported for other Encholirium species such as E.
subsecundum Mez. Two genetic groups were found from a Bayesian clusters analysis (k = 2),
distributed regionally. The structure analysis showed that there are genetic differences
between populations (Fst = 0,3781) and lo correlation between genetic distance and
geographic distance was observed (r = 0,3578, p >= 0,033), what is not considerable. The
sharing of diversity verified by test AMOVA showed that most of the diversity is present
within populations, which is expected for plants with clonal reproduction. Irradiation of the
species probably occurred from south to north and dispersion in an island model. This study
demonstrated that anthough a great variation is present, this specific complex regards a single

species and each morphotype should be considered as a unit for in situ conservation.

Key words — Bromeliaceae, Encholirium, ISSR, Dominant Markers


http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=1004434-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DEncholirium%2Bpernambucanum%26output_format%3Dnormal

INTRODUCAO

Complexos especificos sdo comuns em Varios grupos vegetais, inclusive nas
Bromeliaceae que de um modo geral apresentam uma grande diversidade de espécies,
possuem habito variado e uma grande quantidade de relacdes ecoldgicas identificadas. Esses
complexos compreendem um dos mais sérios problemas para a delimitacdo especifica. Cada
entidade taxonémica deve ter um nome genérico e um epiteto especifico proprio, para que as
acOes de conservacdo sejam eficientes (FRANKHAM et al., 2002). Varios complexos
especificos tém sido sinonimizados, especialmente com base em caracteres morfoldgicos. Por
outro lado a eliminacdo formal de espécies € um problema presente em diversos grupos de
plantas, sendo identificada também entre as Bromeliaceae (LEME, 2003).

Marcadores moleculares tém fornecido importantes informacgfes para a compreensao
acerca das relagdes em complexos especificos. Dentre os principais tipos de marcadores
aplicados em genética de populacdes podem ser citados os enzimaticos (isoenzimas ou
aloenzimas), os marcadores dominantes como, por exemplo, os AFLP ( Amplified Fragment
Lenght Polymorphism; Polimorfismos de Comprimento de Fragmentos Amplificados) e
marcadores codominantes como 0s SSR (Simple Sequence Repeats; Repeticdes de Sequéncias
Simples). Cada categoria de marcador apresenta vantagens e desvantagens. No entanto,
polimorfismos sdo gerados e de um modo geral sdo informativos quando comparados com
aspectos da historia, distribuicdo e diversidade das espécies abordadas.

Estudos moleculares em complexos especificos, como no caso de Vriesea gigantea
Mez, onde microssatélites foram aplicados entre dois morfotipos, revelaram grande
diferenciacdo entre as populacbes com morfotipos diferentes (PALMA-SILVA, 2008). Por
outro lado, no caso da espécie Alcantarea imperialis Harms, uma espécie restrita a
inselbergues de Floresta Atlantica apresenta coloragbes da roseta diferenciadas em uma
mesma populagéo, podendo ser encontradas rosetas verdes e vermelhas. Estudos moleculares
mostraram que ndo existe nenhuma diferenca significativa entre os dois morfotipos
(BARBARA et al., 2007).

Encholirium spectabile é uma bromélia muito comum em afloramentos rochosos de
todo sertdo nordestino. Possui uma distribuicdo muito ampla, motivo pelo qual diversas outras
especies foram descritas e separadas, com base em caracteres morfolégicos, como no caso de

E. pernambucanum, E. paraibae L.B. Sm. & Read, E. bahianum L.B. Sm. & Read, E.
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hoehneanum, E. densiflorum Ule etc. Entretanto, em um recente tratamento taxondmico
sugeriu-se a manutengdo de uma Unica espécie com grande variacdo morfoldgica (FORZZA,
2005).

Do ponto de vista ecologico E. spectabile é dominante na paisagem dos inselbergs de
todo o semi-arido nordestino e ocorre em touceiras esparsas (GOMES & ALVES, 2011). Suas
sementes normalmente germinam em fendas ou sobre algum suporte, o que explica sua
distribuicdo sobre rochas. A producdo de sementes & copiosa e sua germinabilidade em
laboratdrio € muito boa, inclusive ap6s um longo periodo de armazenamento. Em relacdo a
reproducdo a espécie se reproduz tanto sexuada como assexuadamente, ambas as estratégias
reprodutivas sdo atribuidas a adaptacGes de sobrevivéncia em inselbergs. Em relacdo aos
polinizadores, E. spectabile apresenta morfologia floral adaptada para quiropterofilia, pela
posicdo das anteras e coloracao das flores, e de fato morcegos Glossophaga spp. sao
registrados para a espécie (SIQUEIRA-FILHO & LEME, 2006). No entanto, outros visitantes
florais foram registrados, como beija flores e abelhas generalistas. Essas diferencas tém
impacto direto na estrutura e diversidade genética de cada populacdo. Inselbergs sdo tratados
do ponto de vista ecoldgico como ilhas terrestres, onde o padrdo genético de espécies restritas
a esses ambientes seria semelhante as ilhas oceénicas, considerando-se desse modo que a
evolucdo ocorra de modo diferente do seu entorno. Portanto, espécies de inselbergs
compreendem um modelo interessante para estudos evolutivos e filogeograficos. Esse tipo de
estudo ainda € muito escasso no Nordeste brasileiro, de modo que 0s conhecimentos acerca
das relacOes entre seus inselbergs ainda ndo foram amostrados.

Os afloramentos rochosos no Nordeste tém sua importancia, visto que o seu elemento
mais caracteristico, E. spectabile, esta presente tanto em afloramentos do sertdo cujo clima é
semi-arido, estando presentes também em enclaves de Floresta Atlantica, conhecidos como
brejos de altitude na regido do Planalto da Borborema, bem como ao norte da Cadeia do
Espinhacona regido da Chapada Diamantina. A cadeia do Espinhago é um dos principais
centros de diversidade das Bromeliaceae dos neotropicos, tratando-se de importante sitio onde
adaptacOes e especiacGes ocorreram nesse grupo durante os séculos (VERSIEUX et al.,
2008).

A Floresta Atlantica também exerceu um papel capital na irradiacdo adaptativa das
Bromeliaceae. No Sul da Bahia e entre os Estados de Pernambuco e Alagoas encontram-se
dois centros de endemismos onde ndo s6 as bromélias, mas muitos outros grupos de plantas

tém centros de diversidade (CARNAVAL & MORTIZ, 2008). Durante o periodo
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pleistocénico a linha de influéncia polar alcancou latitudes mais baixas comprimindo as zonas
tropicais e equatoriais. A flora polar se sobressaiu aumentando sua abrangéncia ao passo que
as savanas, caatinga e principalmente florestas foram reduzidas (OLIVEIRA et al., 1999)
Entretanto, em ambientes normalmente secos, as matas de galeria sofreram uma expanséo,
isolando a flora xérica existente. Por outro lado, os inselbergs devem ter sido influenciados de
forma diferenciada da matriz. Até os dias atuais nenhum estudo correlacionou dados genéticos

com a historia evolutiva de populac6es de inselbergs.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

e Analisar a estrutura genética populacional do complexo Encholirium spectabile em

populacBes chave ocorrentes no semi-arido nordestino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar marcadores moleculares polimdrficos em nivel intra e interpopulacional
informativos para estudos populacionais com E. spectabile.

e Analisar diversidade genética em cada populacdo com base nas marcas moleculares de
DAF e ISSR.

e Verificar os niveis de diferenciacdo genética entre as populagdes através de analises
estatisticas para identificacdo de populacdes em divergéncia e possiveis subespécies
no ‘complexo spectabile’.

e Correlacionar os dados genéticos com a distribuicdo geogréfica.
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CAPITULO 1

Revisao Bibliografica

1. Sistemética, Taxonomia e Evolucdo das Bromeliaceae

1.1. Consideracdes Gerais

A familia Bromeliaceae compreende cerca de 19% das Angiospermas conhecidas
(GIULIETTI et al., 2005), com 60 géneros e estimadas 3.140 espécies descritas, tratando-se
de um grupo relativamente diversificado no que tange a seus habitos, caracteres vegetativos e

florais (Figura 1).

?

Y pr y““\,‘./“u\uy}f' Proy

Figura 1 — Diversidade de cores e habitos nas Bromeliaceae. Composicdo fotografica elaborada por
Maria das Gragas Lapa Wanderley. Fotos: Rafael Louzada/ Anderson Santos/Suzana Martins
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Do ponto de vista filogenético a familia classifica-se no clado Poales (APGlII, 2009),
estando distribuida segundo Givnish et al. (2007, 2011) em oito subfamilias: (I)
Bromelioideae, que inclui plantas com frutos carnosos, como no caso do género Ananas; (1)
Tillandsioideae, subfamilia considerada claramente monofilética. Por sua vez, a subfamilia
Pitcairnioideae, anteriormente aceita a partir de dados morfolégicos, mostrou-se polifilética
pela andlise realizada com o gene ndhF (GIVNISH et al., 2007), sendo dividida em outros
cinco grupos; (I11) Brocchionoideae, grupo que assumiu uma posicao basal na analise; (V)
Lindmanioideae que se agrupou proximamente ao grupo anterior, com bons valores de
similaridade; (V) Puyoideae que inclui o género Puya; (VI) Navioideae que inclui Navia e
outros géneros relacionados; (VII) Hechtioideae que agrupa o género Hechtia e por fim,
(V1) Pitcairnioideae, que inclui Pitcairnia e géneros associados a ambientes xéricos, como
Dyckia e Encholirium. Embora a maioria das espécies seja bem delimitada morfologicamente,
é comum encontrar certa plasticidade nos caracteres morfoldgicos (ZIZKA et al., 2009).

Os diferentes tipos de habitos (epifitico, terrestre e rupicola) contribuiram para sua
diversificacdo e adaptacdo aos diferentes tipos de ambientes, possibilitando a ampla
distribuicdo que abrange desde matas neotropicais Umidas até areas secas como savanas,
campos rupestres e regides semi-aridas (BENZING, 2000; GIVNISH, 2004; ZIZKA et al., 2009).

Bromeliaceae é uma das familias mais recentes do ponto de vista evolutivo, possuindo
distribuicdo neotropical com limites entre o sul dos Estados Unidos e norte da Patagbnia, com
centro de diversidade no Brasil Central, em especial no dominio da Floresta Atlantica, e nos
Andes desde o Peru até o México. No continente africano, existe apenas a espécie Pitcairnia
feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbr. (Figura 2), a qual provavelmente dispersou-se em
longa distancia (POREMBSKI & BARTHLOTT 1999; GIVNISH, 2004; ZIZKA et al.,
2009).

Segundo estudos moleculares e filogeograficos, as Bromeliaceae teriam seu centro de
origem no planalto das Guianas, tendo colonizado a América Central, os Andes e o Brasil por
irradiagdo adaptativa (GIVNISH et al., 2011). No territorio brasileiro houve duas
colonizagdes, uma diretamente do planalto das Guianas e outra através dos Andes. Os Andes
foram colonizados trés vezes, inicialmente pelas Tillandsioideae, depois por Fosterella e por
fim pelo género Puya. Considera-se que o Brasil também foi colonizado por trés eventos
distintos, inicialmente pelo grupo Cottendorfia, depois pelo grupo Dyckia-Encholirium e por

fim pelas Bromelioideae. O mesmo estudo considera que Pitcairnia, Navia, Hechtia, Dyckia e
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Puya provavelmente os grupos de evolugdo mais recente em Bromeliaceae (GIVNISH et al.,
2007, 2011).

Figura 2 - Distribuicdo geografica das Bromeliaceae nativas. A familia é basicamente
neotropical, ocorrendo apenas a espécie Pitcairnia feliciana no oeste africano. Fonte:
Heywood (1993).

A ultima filogenia molecular, baseada em DNA cloroplastidial, evidencia que 0s
géneros Dyckia, Encholirium, Fosterella e Deuterocohnia — todos pertencentes as
Pitcairnioideae — emergiram em um evento cladogenético ocorrido provavelmente na regido
central dos Andes, cerca de 8,5 milhdes de anos atras, compreendendo um dos eventos
evolutivos mais recentes das Bromeliaceae no dominio brasileiro (GIVNISH et al., 2011).

As Bromeliaceae apresentam distribuicdo ampla no novo continente (Figura 2),
principalmente nas zonas neotropicais onde se encontra a maioria das espécies endémicas,
com destaque para o Brasil, onde as Bromeliaceae sdo representadas por 42 géneros e cerca
de 1.200 espécies, sendo o segundo maior grupo dentre as monocotiledéneas. Neste grupo 22
géneros e 1.029 espécies sdo endémicos (FORZZA et al., 2010). No dominio brasileiro, a
Cadeia do Espinhaco é um dos pontos de maior diversidade, com localizagdo entre os estados
de Minas Gerais e Bahia, compreendendo uma formacdo geoldgica do Proterozoico onde 7%
das espécies de Bromeliaceae ocorrem, com diversos endemismos (VERSIEUX et al., 2008).

Floras e florulas de Bromeliaceae tém sido realizadas durante os anos, onde se
destacam a Flora Neotropica, um classico para todas as familias dos neotrépicos (SMITH &
DOWNS, 1979); a Flora Catarinense, que apresenta 15 géneros e cerca de 100 espécies
(REITZ, 1983), a Flora Fanerogamica da Ilha do Cardoso, com 13 géneros e 42 espécies
(WANDERLEY & MOLLO, 1992); a Flora de Grdo Mogol (7 géneros e 17 especies)
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(WANDERLEY & FORZZA, 2003), bem como a Flora do Estado de Sdo Paulo que
apresenta descricGes para 18 géneros e 154 espécies (WANDERLEY & MARTINS, 2007).
Diversas revisfes taxonémicas foram realizadas para géneros especificos, como Portea,
Lymania, Encholirium e Orthophytum (; COFFANI-NUNES, 2004; SOUZA, 2004 FORZZA,
2005; LOUZADA in prep.).

No que tange ao tratamento taxondmico, as Bromeliaceae sdo consideradas como um
grupo que apresenta um conjunto de sinapomorfias, que compreendem ervas de folhas
alternas espiraladas em forma de roseta, com venagdo paralelinérvea e geralmente com
presenca de aculeos. Apresentam inflorescéncias cimosas ou racemosas. Suas flores séo
geralmente vistosas e bissexuadas, de simetria actinomorfa ou ligeiramente zigomorfas,
diclamideas e heteroclamideas. Apresentam trés sépalas fusionadas ou néo, com prefloracdo
imbricada; corola trimera, dialipétala ou gamopétala, também com prefloracdo imbricada. Os
estames sdo em namero de seis, livres ou unidos entre si ou adnatos a corola. As anteras tém
deiscéncia rimosa. Os nectarios septais sao geralmente presentes. O gineceu é gamocarpelar, 0
¢ ovario supero ou infero, trilocular de placentacdo axial, pluriovulado. O fruto pode ser uma
capsula ou baga, as vezes formando um sincarpo, como no caso do abacaxi (género Ananas)
(SOUZA & LORENZI, 2008).

A familia apresenta inUmeras adaptacfes reconhecidas, como metabolismo CAM,
tricomas absorventes ou tanques para o acumulo de agua (ZIZKA et al., 2009). Do ponto de
vista ecoldgico possuem interaces com intmeros tipos de animais, sendo seus tanques
ambientes para a reproducdo de espécies de anfibios, onde as bromélias oferecem o espaco e
captam o nitrogénio proveniente do metabolismo de anuros arbéreos (ROMERO et al., 2010).
Beija-flores e morcegos sdo seus principais polinizadores, porém abelhas, besouros e vespas
também sdo visitantes florais, muitas vezes devido a presenca de recompensas florais como
néctar e polen (e.g. SAZIMA et al., 1989; SIQUEIRA-FILHO et al., 1998).

Citogeneticamente o grupo € caracterizado por um conjunto hapléide de n=25, poréem
poliploides naturais também s&o encontrados (COTIAS-DE-OLIVEIRA et al., 2000; GITAI
et al., 2005). Analises cariolégicas em Bromeliaceae ainda sdo restritas a contagens
cromossémicas, inexistindo dados de bandeamento ou hibridizag&o in situ.

Estudos moleculares com Bromeliaceae tém sido limitados pela grande similaridade
nos genes geralmente utilizados com tal finalidade, incluindo marcadores dominantes como o
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA — Amplificacdo Aleatéria de Polimorfismos de

DNA), codominantes como os SSR (Simple Sequence Repeat — Sequéncias Simples
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Repetidas) e marcadores haplotipicos como 0s cpSSR (Chloroplast Simple Sequence Repeat —
Sequéncias Cloroplastidiais Simples Repetidas), gerando informagdes para o0 grupo, seja para
filogenia molecular ou para estudos populacionais em taxons especificos (e.g.; CAVALLARI
et al., 2006; BARBARA et al., 2007; PALMA-SILVA et al., 2009).

1.2 Estudos Filogenéticos nas Bromeliaceae

Em termos filogenéticos, as Bromeliaceae apresentam baixa diversidade genética ao
ser comparada com outras angiospermas (Tabela 1), em face da grande diversidade no tocante
a caracteristicas fenotipicas e fisiologicas, tanto em nivel de familia como de subfamilias ou
género (e.g.: TERRY et al., 1997; BARFUSS et al., 2005; CHEW et al., 2010). Estudos
filogenéticos com uso de marcadores cloroplastidiais (como 0s genes matK e rpsl6)
apresentam niveis de variabilidade em torno de 14%, o que é considerado baixo em
comparag¢do com outras Angiospermas. Em contrapartida, novos marcadores e a juncdo de
marcas nucleares e plastidiais ttm aumentado a resolucédo das filogenias em Bromeliaceae, 0
que sugere que as proximas filogenias sejam mais confiaveis.

Terry et al. (1997) propuseram uma filogenia para a familia,com 30 espécies de 29
géneros diferentes, dos quais 15 de Bromelioideae, oito de Pitcairnioideae e seis de
Tillandsioideae (sistema proposto por Cronquist em 1981). O estudo se utilizou de
polimorfismos apresentados no gene ndhF, sendo que os valores de divergéncia para este
gene em Bromeliaceae foi muito menor (2,5%) do que o reportado na época para outras
familias. O trabalho revelou que os grupos aceitos na época ndo se sustentavam, em especial
por ndo dar suporte aos géneros Navia, Puya e Brocchinia dentro de Pitcairnioideae. Devido a
restricdo do género Navia a regido da Guiana e Venezuela, morfologia de sementes e
ontogenia sugeriu-se que o género fosse tratado como distinto das demais subfamilias. Outras
distingbes dentro de Piticairnioideae foram desconsideradas devido a evidéncias
morfoldgicas, fisioldgicas e ecoldgicas presentes em todos os subclados gerados (TERRY et
al., 1997).
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Tabela 1 - Principais filogenias envolvendo as Bromeliaceae, marcadores usados, niveis de

polimorfismos, nimero de espécies, grupo alvo e DNA alvo.

. Nivel de Numero de DNA cpD
Artigo Marcador Polimorfismos Espécies Alvo nuclear NA
Ter;\;;;al., ndhF 2,5% 25 Bromeliaceae X
Barfuss et al., rps16, trnL, trnL-trnF, atpB-rbcL, o . -
2005 rbcL+rbcl-accD, matK+trnK. 14% 104 Tillandsioideae X
lenlzs(:10;'t Gl ndhF N3o informado 35 Bromeliaceae X
Rex et al., 2007 AFLP 96%** 77 Fosterella X
Schu:gzogt 2 PRK, matK, trnL, trnL-trnF, atpB-rbcl 14,2% 48 Bromelioideae X
Rex et al., 2009 matK, rps16, atpB-rbcl, psbB-psbH 12% 60 Fosterella X
Chew etal., o Tillandsia subg.
2010 TS e ETS 14% 8 Tillandsia X
Sass f‘oi';e“ht’ rbp2, EST, g3pdh, trnL-F 18% 150 Aechmea X
il
Si:::'\aal ‘;g‘l 0 PHYC, atpF, rps16, matK, trnS-trnG 6% 75* Puyoideae X X
Givnish et al., matK, rps16, atpB-rbcl, psbA-trnH, rpl32- o .
2011 trnL, trnL-trnF, trnl intron 16,2% 90 Bromeliaceae X

*Apenas 36 Puya ** Note um marcador diferenciado.

As observacOes realizadas por Terry et al. (1997) foram posteriormente corroboradas
por outros estudos com marcadores moleculares adicionais, de modo que Givnish et al. (2007,
2011) propuseram oito subfamilias para as Bromeliaceae (Figura 3), onde as Bromelioideae -
inclusive o género Aechmea e seus géneros aparentados - seriam a subfamilia mais derivada.
Por sua vez, a subfamilia Puyoideae, que inclui o género Puya (anteriormente tratado como
Pitcairnioideae), teria uma maior ligacdo com as Bromelioideae. Os grupos Pitcairnioideae
s.s. e Navioideae apresentaram uma posi¢cdo mais basal e surgiram como um clado primitivo
em relacdo as subfamilias Puyoideae e Bromelioideae. As Hechtioideae compuseram um
ramo diferenciado dentro das Bromeliaceae, estando este mais associado as Tillandsioideae.
Lindmanioideae e Brocchinioideae posicionaram-se em ramos basais dentro das

Bromeliaceae.
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1.2.1 Estudos Filogenéticos com as Tillandsioideae

A subfamilia Tillandsioideae certamente ¢ uma das mais controversas, em vista das
constantes mudancas na nomenclatura das espécies, devido a sua diversidade de habitos e por
suas caracteristicas morfolégicas bem diferenciadas. Esta subfamilia agrupa os géneros
Alcantarea, Catopsis, Glomeropitcairnia, Guzmania, Mezobromelia, Raccinea, Tillandsia,
Vriesea, Viridantha e Werauhia, sendo Tillandsia subdividido em vérias sessdes. Na maioria
dos estudos filogenéticos de Bromeliaceae, este grupo apresentou-se monofilético, com
ressalvas apenas para Glomeropitcairnia e Catopsis (TERRY et al.,1997; HORRES et al.,
2000). Esse grupo foi tratado com uma filogenia molecular por Barfuss et al. (2005), onde sua
monofilia foi corroborada. Os géneros considerados em estudos anteriores como
filogeneticamente problematicos foram incluidos no grupo das Tillandsioideae. Segundo esses
autores, dois grandes clados sdo suportados dentro da subfamilia, um relacionado ao género
Vriesea e outro relacionado aos demais géneros.

Do ponto de vista filogeografico considera-se que as Tillandsioideae apresentem como
origem a regido centro sul-americana com irradiacdes para o leste brasileiro, Caribe e Andes,
tendo mais tarde chegado a outras areas da América Central, inclusive o0 México. O género
Tillandsia aparenta uma historia evolutiva recente, dada a fraca resolucdo dos cladogramas
moleculares, sugerindo uma evolucdo rapida e ainda ndo fixada a partir de grupos andinos
(BARFUSS et al., 2005).

Tillandsia é um género bastante diversificado e abrange diversos ambientes e
adaptacOes relacionados a eles. Utilizando marcadores ITS (Internal Transcribed Spacer -
Espacador Transcrito Interno) e ETS (Expressed Transcribed Spacer — Espagador Transcrito
Expresso), que se mostraram promissores na geracdo de polimorfismos filogeneticamente
informativos no grupo das Bromeliaceae, Chew et al. (2010) verificaram que o pseudobulbo
confere vantagens em ambientes xéricos por armazenar agua, estando este presente em 11
espeécies, as quais ndo formaram um grupo filogenético natural. Além disso, o pseudobulbo
aparenta alguma relacdo com os mimercofitos radiculares, como estruturas analogas e

provavelmente de mesma origem.
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1.2.2 Estudos Filogenéticos com as Bromelioideae

As Bromelioideae e as Tillandsioideae sdo derivadas das Pitcairnioideae s.s., as quais
apresentam uma maior diversidade de habitos e adaptacdes ndo visualizaveis nas
Pitcairnioideae (TERRY et al., 1997; GIVNISH et al., 2007, 2011). As Bromelioideae séo
tratadas como um grupo monofilético, tanto em nivel molecular como morfoldgico (e.g.
GIVNISH et al., 2007; SCHULTE et al., 2009), porém, varias caracteristicas morfologicas
que delimitavam a subfamilia compreendiam homoplasias ou falhavam em delimitar os
grupos naturais, visto que géneros apresentavam-se definidos por uma unica combinagdo de
caracteres em lugar de sinapomorfias tradicionais.

Schulte et al. (2009) utilizaram locos nucleares de baixo nimero de cdpias como fonte
de polimorfismos para delimitar filogeneticamente a subfamilia Bromelioideae, sustentando a
monofilia de Bromelioideae e Puyoideae como grupo irméo. Alguns clados bem definidos sdo
observados na filogenia, sendo um o clado central das Bromelioideae (Chamado de core
Bromelioideae) essencialmente relacionado ao género Aechmea e outro grupamento com 0s
géneros Fascicularia, Ochagavia e géneros relacionados a estes. Por fim o género Bromelia
como mais basal na subfamilia e grupo irméo de todas as Bromelioideae. O género Fernsea,
que aparenta ser relacionado com os demais membros do género Bromelia, se agrupou como
basal das Eubromelioideae. Cryptanthus e Orthophytum também agrupam em um clado
dentro das Eubromelioideae, porém Orthophytum apresentou-se parafilético.

Duas caracteristicas bastante relevantes do ponto de vista da evolugdo das
Bromelioideae, compreendem a simetria das sépalas e a presenca de tanques. Acreditava-se
que o carater ‘sépalas assimétricas’ era mais basal no grupo, entretanto na filogenia proposta
ficou evidente que esta caracteristica seria mais derivada, embora presente em dois diferentes
grupos dentro do clado. A presenca de tanque na roseta se apresentou como caracteristica
bastante derivada dentro do core-Bromelioideae (SCHULTE et al., 2009).

Acredita-se que as Bromelioideae tiveram origem na Floresta Atlantica brasileira com
continuas diversificacdes na América do Sul, Andes e América Central, ndo apenas em um
unico evento, mas em eventos subsequentes e relacionados a fenébmenos edafoclimaticos
(SCHULTE et al., 2009; SASS & SPECHT, 2010).

Um dos géneros com comportamento polifilético é Aechmea, que se agrupa com
varios outros grupos de Bromelioideae, como Quesnelia e Chevaliera. Este género possui

uma grande variacdo do ponto de vista morfologico que interfere na sua delimitagcdo
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taxondmica, levando a arranjos subgenéricos artificiais. Uma filogenia baseada em EST
(Expressed Sequence Tags — Etiquetas de Sequéncias Expressas) e alguns genes comumente
utilizados para estudos infragenéricos uniu Aechmea e o core-Bromelioideae como um grupo
monofilético no qual dois outros clados séo visiveis, um mais basal e irmdo de todas as outras
Bromelioideae relacionado a América Central, um outro clado mais derivado que agrupa a
grande maioria das Aechmea, porém com outros géneros inclusos.

O mais interessante € que a filogenia corrobora com a distribuicdo espacial de
Aechmea e géneros relacionados. O grupo Chevaliera, por exemplo, se agrupa em um clado
basal e parece ser menos relacionado ao género Aechmea, onde sua inclusdo é questionavel.
Outro clado agrupa as Aechmea relacionadas a Floresta Atlantica e ao leste brasileiro, no qual
0 subgénero Ortgiesia encontra-se agrupado. Um grupo contendo as core-Aechmea com 93
espécies também ficou evidente, porém com pouco suporte de bootstrap, embora envolvesse

tdxons bastante relacionados morfologicamente entre si (SASS & SPECHT, 2010).

1.2.3 Estudos Filogenéticos com as Puyoideae

A subfamilia Puyoideae abriga unicamente o género Puya, sendo objeto de
controvérsias do ponto de vista filogenético, pois eram inicialmente clusterizadas dentro das
Pitcairnioideae s.l., sendo atualmente vistas como grupo irmdo das Bromelioideae (e.g.:
GIVNISH et al., 2007, 2011). Do ponto de vista morfolégico sdo distinguiveis dois
subgéneros: (i) Puya, baseado na presenca de partes estéreis no apice das inflorescéncias, e
(if) Puyopsis, sem essas estruturas, separacdo esta que foi confirmada pela filogenia. Levando
em conta também a distribuicdo, considera-se que Puya seja um grupo monofilético,
compreendendo dois clados, um relacionado ao Chile (Puya) e outro relacionado aos Andes
(Puyopsis). As espécies analisadas se agruparam na filogenia de acordo com distribuicdo
geografica e ndo a partir de caracteres adaptativos (JABAILY & SISTMA, 2010).

As Puya chilenas sdo consideradas como primitivas e a regido do central Chile como
importantissima para a evolugdo do grupo, inclusive como zona de eventos de hibridizacéo e
introgressdo. Tal argumento baseia-se em diferencas observadas em filogenias a partir de
DNA nuclear e cloroplastidial (cpDNA). De um modo geral, as Puya chilenas compreendem a

um grupamento especifico dentro da subfamilia, o que j& era de se esperar, dada a grande
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diversidade de nichos, espécies e ambientes singulares na América do Sul presentes apenas no
Chile (ZIZKA et al., 2009; JABAILY & SYSTMA, 2010).

1.2.4 Estudos Filogenéticos com as Pitcairnioideae

Os estudos com as Pitcairnioideae ainda s&o reduzidos e restritos a analises do género
Fosterella, presente em ambientes xerofiticos dos Andes peruanos, da Amazénia brasileira,
do norte do Paraguai e da Argentina, apresentando uma disjuncdo quanto a distribuicdo de F.
micrantha que se divide em trés regides descontinuas. Seis diferentes linhagens de Fosterella
sdo visualizadas, sendo referidas como grupos rushyi, albicans, weberbaueri, micrantha,
weddeliana e penduliflora. As espécies possuem um padréo filogenético bastante conflitante
quanto a distribuicdo geografica, como no caso de rusbyi e albicans que compreendem
espécies de ambientes diferentes, que intuitivamente nao seriam correlacionadas. Dentro do
clado rushyi, a espécie andina, F. rusbyi(Mez) L. B. Sm. estaria mais relacionada com as
brasileiras F. vasquezii E.Gross & Ibisch, F. windischiii L.B.Sm. & Read e F. yuvinkae
Ibisch, R.VVasquez, E.Gross & S.Reichle de terras baixas e alagadas do Pantanal brasileiro.
Estes dois grupos sdo morfologicamente muito diferentes. Um grupo andino também é
evidenciado, incluindo F. floridensis Ibisch, R.Vasquez & E.Gross e F. spectabilis H. Luther
de é&reas semi-Umidas (REX et al., 2009).

1.3 O Género Encholirium

O Género Encholirium Mart. Ex. Schult & Schultes f. foi descrito em 1828 por Spix &
Maurtius. O espécime tipo (E. spectabile) foi coletado na Ilha do Fogo, entre Juazeiro (Bahia)
e Petrolina (Pernambuco), em uma ilha do Rio Séo Francisco. Em 1830, os autores da espécie
a posicionaram no género Encholirium. Em 1889, este género foi reposicionado como
subgénero de Dyckia — seu grupo irmdo — devido a varias caracteristicas compartilhadas,
como o tipo e a morfologia do fruto. Porém, o género foi mais uma vez restabelecido em 1894
pelo botanico Mez (FORZZA, 2005).

Do ponto de vista morfoldgico o género € caracterizado por compreender plantas
herbaceas terrestres, com raizes funcionais, folhas rosuladas, de margem inteira e aculeada,

crassas, escapo floral verde ou castanho (a depender do estagio de desenvolvimento)
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emergindo do centro da inflorescéncia (Figura 3). As inflorescéncias sdo do tipo racemo ou
espigas, apresentaum um numero de duas (em E. biflorum) a muitas flores em sua maioria
verdes ou amareladas, por vezes nas cores lilas e laranja. As flores sdo completas, hipdginas e
bissexuais, trimeras, actinomorfas, diplostémones. O ovario é sUpero, tricarpelar, com muitos
Ovulos e placentacdo axial. O fruto é seco do tipo cdpsula septicida, com inimeras sementes
empilhadas. As sementes sdo aladas e comumente dispersas pelo vento (FORZZA, 2005).

O género é bastante comum em altitudes de 400 a 800 m compondo a fisionomia de
muitos afloramentos rochosos no Nordeste (GOMES & ALVES, 2009). Segundo Forzza
(2001) as espécies de Encholirium nunca co-ocorrem, estando sempre desassociadas por
caracteristicas do habitat, compreendendo popula¢cdes normalmente grandes, porém muitas

vezes restritas a localidades Unicas.

Figura 3. Aspecto geral da inflorescéncia de
Encholirium magalhaesii L. B. Smith. (foto do
autor).
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A polinizacdo para algumas espécies aparenta ser primariamente quiropterofilica; no
entanto, abelhas e beija-flores também sdo visualizados como visitantes florais, embora nédo
existam registros de polinizacdo efetiva. A presenca de protoginia (quando as flores
amadurecem a parte feminina antes da masculina) evita temporalmente a autofecundacéo. A
dispersdo em Encholirium, como na maioria das espécies anemocdricas, tem um alcance
muito limitado. Apesar de boa germinabilidade em laboratorio, o estabelecimento de novos
individuos em ambientes naturais parece ser mais raro, a depender de solo para o
estabelecimento das plantulas. Além disso, a predacdo de sementes por larvas de insetos é
muito comum (SAZIMA et al., 1989; FORZZA, 2001, 2005; LORENZON et al., 2003;
CAVALLARI et al., 2006; LEAL et al., 2006; SIQUEIRA-FILHO & LEME, 2006). Por
outro lado, considera-se a reproducdo clonal como uma estratégia presente, onde rosetas
emergem de estoldes, que muitas vezes se degeneram com o tempo (CAVALLARI et al.,
2005).

Espéccies do género Encholirium sdo comuns em afloramentos cristalinos do leste
Brasileiro, tendo seu centro de diversidade e de endemismo na Cadeia do Espinhaco e na
Serra do Cipé (VERSIEUX et al., 2008). O género é caracteristico dos ecossistemas de
Caatinga, Cerrado, Campos Rupestres, bem como em afloramentos de Floresta Atlantica no
Nordeste (Tabela 2) (FORZZA, 2001; SIQUEIRA-FILHO & LEME, 2006). Quatro novas
espeécies, E. cnetocephalum Forzza ex. Zappi, E. agavioides Forzza ex. Zappi, E. pulchhrum
Forzza, Leme & Ribeiro e E. diamantinum Forzza foram recentemente descritas para o
género, ambas ocorrentes na Serra do Cipdé em Minas Gerais e no Planalto da Diamantina
(FORZZA & ZAPPI, 2011; FORZZA et al., 2012). A maioria das espécies de Encholirium
tem distribuicdo restrita e ocorre na Serra do Cip0, embora algumas possuam distribui¢do
mais ampla, como E. subsecundum (Baker) Mez, E. brachypodum L. B. Sm & Read e E.
spectabile, as quais tém sido reportadas em diversos levantamentos floristicos nas regides
Nordeste e Sudeste do Brasil. No Nordeste trés espécies sdo reportadas, E. spectabile de
ampla distribuicdo, E. brachypodum ocorrente apenas no Sul da Bahia e E. erectiflorum L. B.
Sm. para a Caatinga do Piaui e Ceara (OLIVEIRA et al., 2007; SILVA et al., 2009). Dois
grandes grupos sdo sugeridos para 0 género, sendo que um compreende as especies de
pedicelo mais longo (longipedicellatum), incluindo E. reflexum Forzza & Wanderley, E.

biflorum (Mez) Forzza, E. heloisae (L. B. Sm) Forzza & Wanderley, E. vogelii Rauh, E.
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scrutor (L. B. Sm.) Rauh e E. pedicellatum (Mez) Rauh; enquanto o segundo abrange
espécies de pedicelos mais curtos (RAUH, 1987; FORZZA, 2005).

Nas filogenias mais recentes para a familia (GIVNISH et al., 2007, 2011) onde os
grupos Encholirium/Dyckia foram inclusos, o agrupamento se deu em clados bastante
derivados e separados do grupo principal das Pitcairnioideae. A partir de uma filogenia
baseada em genes cloroplastidiais (REX et al., 2009) argumenta-se que Dyckia, Encholirium e
Deuterocohnia compreendam taxons estreitamente aparentados, considerados como grupo

irmao de Fosterella.

Tabela 2 - Espécies do género Encholirium, sua escala de ocorréncia (ampla, média ou restrita) e locais de
ocorréncia. Fonte: Forzza et al., 2010.

Espécie Escala de Ocorréncia Locais de Ocorréncia
E. brachypodum L.B.Sm. & Read Ampla Sul da Bahia
E. spectabile Mart. ex Schult. Ampla Centro Norte da Bahia, Norte do Sao
Francisco até o Sul do Piaui
E. subsecundum (Baker) Mez Ampla Cadeia do Espinhagco — MG
E. erectiflorum L. B. Sm. Média Restrito a Afloramentos no Piaui,
Ceard e Pernambuco
E. horridum L. B. Sm. Média MG e ES
E. luxor L.B.Sm. & Read Média Goias, DF e Norte de Minas Gerais
E. maximum Forzza & Leme Média Goias e Oeste Baiano
E. agavioides Forzza & Zappi Restrita Serra do Cip6 — MG
E. ascendens Leme Restrita Caatinga - MG
E. biflorum (Mez) Forzza Restrita Serra do Cip6 — MG
E. cnetocephalum Forzza Restrita Serra do Cip6 — MG
E. eddie-stevesi Leme & Forzza Restrita Niquelandia — GO
E. heloisae (L.B.Sm) Forzza & Wand Restrita Santana do Riacho — MG
E. irwini L. B. Sm. Restrita Grdo Mogol - MG
E. lymanianum E.Pereira & Martinelli Restrita MT e MS
E. magalhaesi L.B.Sm. Restrita Planalto da Diamantina - MG
E. pedicellatum (Mez) Rauh Restrita Planalto da Diamantina - MG
E. reflexum Forzza & Wand Restrita Diamantina e Grao Mogol - MG
E. scrutor (L.B.Sm) Rauh Restrita Cadeia do Espinhago - MG
E. vogelii Rauh Restrita Santana do Riacho - MG
E. diamantinum Forzza Restrita Diamantina - MG
E. pulchrum Forzza, Leme, Ribeiro Restrita [també do Mato Dentro - MG

Vaérias espécies de Himendpteros e Hemipteros sdo ocasionalmente encontradas nas

inflorescéncias/infrutescéncias de Encholirium. Larvas de insetos séo predadoras de sementes.
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Ha registros de que as abelhas da espécie Xylocopa abbreviata Hurd & Moure nidificam suas
proles em hastes de E. spectabile. Trata-se de um inseto de distribuicdo restrita e seu registro
foi feito apenas em afloramentos rochosos onde ocorrem espécies do género Encholirium.
Quando estdo iniciando o estdgio de dispersdao dos frutos, esses animais normalmente
escavam seus ninhos nas hastes da planta no estagio em que o escapo da inflorescéncia esta
com coloragdo marrom, nunca em estagios iniciais ou quando as hastes estdo muito velhas
(RAMALHO et al., 2004).

Devido a grande quantidade de endemismos e constantes pressdes antropicas (como a
construcdo de estradas ou empreendimentos rurais), algumas espécies de Encholirium estdo
listadas entre aquelas ameacadas de extingdo, como E. biflorum e E. pedicellatum
(CAVALLARI, 2004).

1.3.1. O Complexo Encholirium spectabile

Encholirium spectabile Mart. ex Schult é uma espécie bastante difundida em
afloramentos rochosos do nordeste setentrional brasileiro, no qual esta a maior abrangéncia de
todo o género. Habitam desde o norte do Ceara, até a regido da Chapada Diamantina ao sul da
Bahia, com limites entre a Caatinga a oeste e a Floresta Atlantica a leste, com ocorréncia em
alguns brejos de altitude (SMITH & DOWNS, 1974; FORZZA, 2005; SIQUEIRA-FILHO &
LEME, 2006).

A espécie caracteriza-se de um modo geral por suas hastes em forma de seta,
inflorescéncias do tipo racemo, laxas a congestas, flores vistosas de cor amarelada,
pediceladas a curto-pediceladas. Devido a sua ampla distribuicdo esta espécie possui uma
grande variagdo no que tange a outros caracteres usualmente utilizados no discernimento das
espécies (Figura 4), como as bracteas do escapo ou da inflorescéncia, o que levou a descrigédo
de espécies distintas, como E. pernambucanum e E. densiflorum, atualmente sinbnimos de E.
specabile. Uma pequena populacdo dessa espécie encontra-se localizada na llha do Fogo,
entre as cidades de Petrolina e Juazeiro, de onde provém o espécime tipo. As espécies dos
municipios de Jacobina e Morro do Chapéu, na regido norte da Cadeia do Espinhaco,
apresentam extremos de variacdo com flores menores que as brécteas florais. Um gradiente

geografico de caracteres é observavel, de modo que varias espécies dentro do complexo
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Encholirium spectabile foram sinonimizadas. E possivel encontrar individuos floridos entre

0s meses de novembro e dezembro e entre junho e julho (FORZZA, 2005).
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Zehntner s.n. 0,7 0503 [09:07] 22x09 sem
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Figura 4. Variagdo morfoldgica em Encholirium spectabile. Adaptado de Forzza (2005).

A espécie E. spectabile aparenta ser quiropterofilica, devido a sua coloracdo e

morfologia floral. Ha registros de Glossophoga soricina (Glossophagine) visitando a espécie,
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porém outros visitantes florais como abelhas generalistas (Apidae) e beija-flores
(LORENZON et al., 2003; LEAL et al., 2006; SIQUEIRA-FILHO & LEME, 2006) ja foram
reportados. As flores de E. spectabile sd@o hermafroditas (MACHADO et al., 2006), seu
sistema reprodutivo foi estudado, embora ndo existam dados publicados.

Forzza et al. (2005) identificaram o bindmio E. pernambucanum como um sinbnimo
de E. spectabile, porém Siqueira-Filho & Leme (2006) refutaram esta sinonimia,
considerando os caracteres de flores inconspicuamente pediceladas e pétalas mais largas,
visando evitar o risco da chamada extingdo formal de espécies, onde espécies muito
aparentadas sdo sinonimizadas apesar de apresentarem grande variabilidade morfoldgica
(LEME, 2003).

2. Caatinga

2.1. Caracterizagdo do Dominio das Caatingas

O dominio das Caatingas € genuinamente brasileiro, apresentam uma formacéo
singular no globo que se caracteriza por uma vegetacdo caducifélia de fisionomia e floristica
variadas. Do ponto de vista climético, caracteriza-se pela existéncia de uma grande diferenca
hidrica nas estacdes do ano, onde a estacdo chuvosa é curta e muitas vezes sem um periodo
definido. Este dominio ocupa cerca de 70% da regido Nordeste do Brasil e compreende a uma
area de aproximadamente 800.000 Kmz, a qual abrange o interior dos estados de Alagoas,
Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Piaui e Rio Grande do Norte (PINHEIRO & ALVES,
2007; BENEVIDES et al., 2007).

Em sua maior extensdo a Caatinga ¢ dominada por um clima semi-arido e fortemente
sazonal, com alta concentracdo da estagdo chuvosa em apenas trés meses, ocorrendo de forma
muito irregular, seguida de longos periodos de seca, principalmente nas regides mais centrais.
A pluviosidade na regido varia de 240 mm a 1.500 mm (LEAL et al., 2005). Os solos no
Dominio das Caatingas tém uma distribuicdo e formacdo muito variaveis e se distribuem em
regides de grande fertilidade — como a bacia sedimentar da Ibiapaba — e de baixa fertilidade,
como na Chapada do Apodi; contudo, a Caatinga tem regides de solos mais ricos que a
Floresta Atlantica e o Cerrado, embora mais secos (VELLOSO et al., 2002).
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As regides de caatinga semi-aridas apresentam caracteristicas morfoldgicas tipicas, de
modo geral compreendendo superficies pediplanadas, por vezes interrompidas por ocorréncia
de macicos e cristas residuais, planaltos e chapadas sedimentares, bem como bordejadas pela
fimbria litoranea a retaguarda do Oceano Atlantico. Ainda se adicionam outras superficies de
relevo, como superficies aplainadas, macicos e cristas residuais, campos de inselbergs,
planaltos, chapadas sedimentares, planicies fluviais, faixas de praia, campos de dunas,
falésias, entre outros (GUERRA et al., 2009).

Do ponto de vista floristico a caatinga possui uma grande diversidade de espécies (e.g.
PINHEIRO & ALVES, 2007; PINHEIRO et al., 2010), sendo a diversidade floristica local
determinada pelas diferencas nos fatores edaficos, como tipo de solo e capacidade de retencéo
de a4gua (ALCOFORADO-FILHO et al., 2003). O fator pluviosidade também pode ser
limitante desta diversidade, como visualizado por Lemos & Rodal (2002). Estes estudos
evidenciam que a flora arbdrea de solos cristalinos se diferencia da flora de solos
sedimentares. Entretanto, na flora herbacea, os fatores de solo, ndo influenciam
significantemente no tipo de vegetacdo, exceto por algumas espécies, como Encholirium
spectabile e algumas Cactaceae (SILVA et al., 2009). Apesar desses estudos, Pinheiro et al.
(2010) encontraram diferengas significativas em relagdo a flora herbacea em luvissolos.

Devido a complexidade de ambientes e a notavel diversidade de flora, o dominio das
Caatingas pode ser diferenciado com base em algumas fitofisionomias caracteristicas, sendo
dividido em oito ecorregides (VELOSO et al. 2002) (Figura 5). A mais ocidental delas
compreende o ‘Complexo de Campo Maior’, integralmente localizado no estado do Piaui,
uma zona composta por solos sedimentares da formacdo Longa, que possui um nivel de
precipitacdo relativamente alto quando comparado com o restante da Caatinga, de modo que
inundacdes periodicas sdo caracteristicas. A vegetagdo predominante nessa area €
caracteristica de regides de ecotono com o porte herbaceo dominante, compondo-se de uma
mistura de elementos da Caatinga, da Floresta Atlantica e do Cerrado. Uma outra ecorregido é
compartilhada entre os estados do Ceard, Pernambuco e Piaui € o complexo Ibiapaba-Araripe,
um relevo altiplano com cerca de 700 m de altitude, sendo a regido dominada por latossolos
arenosos. A vegetacdo no topo € do tipo cerraddo, com a presenca de florestas pluviais nas
encostas (VELOSO et al. 2002).

A Depressdo Setentrional localizada nos estados do Ceara, Piaui, Rio Grande do Norte
e Paraiba delimita-se com o complexo Ibiapaba-Araripe e Planalto da Borborema.

Compreende a maior ecorregido da Caatinga e abrange a uma planicie baixa, de solos rasos e
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pedregosos, com origem cristalina e susceptiveis a erosdes, com uma alta irregularidade
pluviométrica. A vegetacdo € a mais caracteristica da Caatinga, com elementos de porte
arbustivo e arboreo, porém de composicdo floristica diferente da Depressdo Meridional. O
Planalto da Borborema é uma importante formacao a leste do dominio das Caatingas, devido a
um relevo de altitude que reduz a precipitacdo na depressdo sertaneja. Compreende a uma
formagdo granitica que se estende latitudinalmente entre os estados do Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco e Alagoas. Sao caracteristicos dessa ecorregido os brejos de altitude, que
compreendem inselbergs residuais classificados na Floresta Atlantica sensu lato, como
regides de grande diversidade floristica, clima e solos diferenciados. A vegetacéo a barlavento
é caracteristica de zonas umidas, na parte ocidental, predomina uma vegetacdo mais seca
(VELOSO et al. 2002).

35
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Figura 5. Ecorregides da Caatinga propostas por Velloso et al. (2002).

A Depressdo Sertaneja Meridional se estende como um mosaico entre os estados de
Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, e se limita com o Cerrado mineiro com vegetacao
fitofisionomicamente semelhante & Depressdo Sertaneja Setentrional. Ainda dentro da
Depressdo Sertaneja Meridional, mais trés ecorregides sdo reconhecidas: a do Complexo da

36



Chapada Diamantina, localizada no Estado da Bahia e em sua maioria formada por relevos
acima de 500 m de altitude. Possui uma flora com altos indices de endemismo. Do ponto de
vista geomorfologico e floristico, varios autores consideram a Chapada Diamantina como
parte integrante do Complexo da Cadeia do Espinhaco (e.g.: VERSIEUX et al., 2008). Outro
dominio delimitado foi 0 Raso da Catarina, que compreende uma regido bastante seca entre 0s
estados de Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia. Tem como caracteristica uma bacia
sedimentar com uma pequena disponibilidade de agua em sua superficie, exceto na area dos
canyons. A ultima ecorregido € a das Dunas do S&o Francisco. Compreende formacoes
arenosas de origem eolica, compostas por areias quartzosas de fertilidade muito baixa. A
vegetacdo se agrupa em moitas arbustivas, ocorrendo também bromélias, como a macambira
(Bromelia laciniosa Mart. ex. Schult. f.) (VELOSO et al. 2002).

No que se refere a sua expansédo e retracdo nos Ultimos maximos glaciais e periodos
secos, a Caatinga parecer ter surgido por um mecanismo diferente daquele que originou a
Floresta Tropical, enquanto as florestas sofreram retracGes a vegetacdo seca se expandiu.
Estes resultados tém sido reportados e corroborados com filogeografias em nivel de espécie,
como para Plathymenia reticulata Benth e nos sapos do género Rihnella (NOVAES et al.,
2010; THOME et al., 2010). Entretanto, matas de galeria se expandiram quando as condi¢fes
climéticas ndo eram adequadas para as floras locais, sendo estas responsaveis pela ligacao
entre a Floresta Atlantica e Amazonica. (OLIVEIRA et al., 1999).

No periodo Pleistocénico houve uma reducdo na temperatura global registrada em
diversos ambientes do continente sul americano, onde as floras mais adaptadas a climas frios
se sobrepuseram sobre a flora xérica e de florestas. Por exemplo, ha registros de que as
araucérias aumentaram sua abrangéncia para regides hoje de dominio morfocliméatico dos
Cerrados. Estudos suportam ainda que no periodo Holocénico as florestas tropicais
apresentaram uma maior abrangéncia do que seria esperado para os dias atuais —suposi¢es
baseadas na presenca de fdsseis de animais de floresta na regido da Chapada Diamantina,
dominio das Caatingas. No final desse periodo a vegetacdo ainda era florestal; entretanto, séo
registradas plantas com adaptacGes xéricas para 0 mesmo periodo. Em escala cronologica o
periodo seguinte é caracterizado por um clima seco e vegetacdo xerdfita, com uma relevante
reducdo nas precipitacdes na regido central do Brasil. Em seguida periodos de oscila¢do foram
registrados, porém em niveis muito baixos. Apds essa ocasido 0s registros sdo semelhantes as
condigdes atuais (OLIVEIRA et al., 1999).
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2.2 Inselbergs — Um Modelo de Ilhas Terrestres

Inselbergs sdo afloramentos rochosos cristalinos encontrados em regides tropicais e
subtropicais, sendo bastante diferenciados. Dadas suas caracteristicas microclimaticas, essas
regides apresentam uma fauna e flora bem adaptada. O termo “inselbergs” foi introduzido
pelo gedlogo Bornhardt ao se referir as montanhas monoliticas ou grupos de montanhas que
surgem abruptamente em um terreno plano. A vegetacdo dos inselbergs difere daquela que a
circunda devido a fatores edaficos e microclimaticos, que formam um conjunto de
caracteristicas especificas para alguns grupos de plantas adaptadas; sendo esses ambientes
considerados centros de diversificacdo para alguns grupos de plantas como as Bromeliaceae,
Cactaceae e Velloziaceae (POREMBSKI et al., 1998). Contudo, essas formacdes séo tratadas,
do ponto de vista ecoldgico, como ilhas de vegetacdo terrestre (POREMBSKI, 2007).

No tocante a fatores edafoclimaticos, os inselbergs sdo tratados como pequenos
desertos microclimaticos, com registro de altas temperaturas, principalmente sobre a rocha.
Os solos, de um modo geral, sdo pobres e variam sazonalmente. Por isso a flora desses sitios é
altamente adaptada e diferenciada da flora circundante. Também estdo presentes nesse tipo de
vegetacdo algumas espécies de cianobactérias, bridfitas e vérias plantas vasculares,
principalmente monocotiledéneas (POREMBSKI, 2007).

No Brasil algumas regides de Floresta Atlantica abrigam inselbergs, que se
assemelham em sua composicdo floristica as regides de campos rupestres do Brasil central,
que compreende principalmente a formacdo da Cadeia do Espinhaco, compartilhando
inclusive algumas espécies, como dos géneros Encholirium, Trileps e Vellozia. A cadeia do
espinhago tem sido um importante centro de diversidade e irradiacdo desses grupos de
espécies (POREMBSKI et al., 1998; VERSIEUX et al., 2008).

Uma das principais caracteristicas vusializaveis nas plantas de inselbergs é a
propagacdo vegetativa, que foi tratada como caracteristica importante para 0 sucesso
evolutivo de vegetais rupicolas, o que no entanto foi refutado com estudos moleculares, onde
individuos apresentavam uma grande variagdo genética intrapopulacional. Este tipo de
reproducdo apresenta vantagens nesses ambientes por necessitar apenas de uma unica
colonizacdo para que grandes populacGes possam se estabelecer em uma determinada
localidade. Por outro lado, a reproducdo sexual pode ser um risco, pois o recrutamento de
novos individuos via sementes pode apresentar grande mortalidade de individuos novos face

as condigdes ambientais severas (POREMBSKI et al., 1998; CAVALLARI et al., 2006;
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BARBARA et al., 2007, 2008, 2009; PALMA-SILVA, 2011). O estabelecimento de novos
espécimes nesse tipo de formagdo estd associado com o relevo e a capacidade de retencdo de
nutrientes, de modo que a maioria das plantas tende a colonizar solos mais pedregosos,
fissuras e canaletas (OLIVEIRA et al., 2004).

Em relacdo as estratégias que esses vegetais apresentam para esses ambientes, a
suculéncia, ou estruturas anatbmicas capazes de prover reservas de agua para suportar a
limitacdo hidrica, sdo comuns. Algumas possuem a estratégia de estarem presentes apenas no
periodo chuvoso, mantendo um banco de sementes na estacdo seca (POREMBSKI et al.,
1998; GOMES & ALVES, 2009). Em um modelo australiano, o banco de sementes tem sido
tratado como uma caracteristica essencial em plantas de inselbergs, mas apenas até que a
reproducdo vegetativa possa ocorrer, uma vez que a maioria das plantas apresentou esse tipo
de estratégia (HUNTER, 2003). Em inselbergs sul-americanos ambas as estratégias
reprodutivas sdo reportadas como eficientes na manutengéo da flora (SCARANO, 2007).

Em inselbergs da Caatinga, E. spectabile € uma espécie que visualmente caracteriza
esse tipo de area, formando ilhas de vegetacdo, muitas vezes por reproducdo vegetativa,
especialmente na zona até os 800 m de altitude. A distribuicdo de espécies nas ilhas de
vegetacdo estd associada a caracteristicas como tamanho da ilha, textura do solo, pH,
profundidade e matéria organica acumulada. Quanto a similaridade, os estudos mostram que a
distancia geogréfica estd diretamente relacionada com a composicdo floristica de cada
afloramento, porém a flora é bastante diferente da circundante (GOMES & ALVES, 2009).
No que se refere a diferenciacdo da flora circundante este padrdo também € observado para
inselbergs de Floresta Atlantica e Amazonica. Porém, no que se refere a afloramentos da
Guiana Francesa, a similaridade entre os afloramentos é menor (POREMBSKI et al., 1998;
SARTHOU & VILLERS, 1998).

A similaridade floristica de inselbergs da Caatinga pode estar associada ao clima
predominante em cada area, bem como ao nivel de atividade antrépica em cada afloramento,
0 que pode resultar em semelhancas entre as floras dessas formacdes, tratando-se de um dado
alarmante, visto que esses sitios tém sido alvo de extragdo de rochas para a pavimentagéo de
ruas (FRANCA et al., 1997; PORTO et al., 2008).

Em comparagdes acerca da correlagdo entre as varidveis similaridade floristica,
similaridade ecoldgica e proximidade filogenética em inselbergs florestais, a similaridade
floristica aumenta quando a distancia ecoldgica diminui, de modo que a influéncia do

gradiente ecoldgico em relagcdo a similaridade floristica € maior que a distancia geogréfica.
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Entretanto, o agrupamento filogenético estd mais relacionado a similaridade ecolégica que a
distancia geografica (PARMENTIER & HARDY, 2009). Em nivel global, alguns grupos de
inselbergs sdo visualizaveis no que diz respeito a similaridade floristica, sendo encontradas
diferencas entre inselbergs sul-americanos, africanos, de Madagascar e Australianos
(POREMBSKI, 2007).

Em afloramentos da regido a norte da Cadeia do Espinhaco, que correspondea
Chapada Diamantina, ndo existem registros de E. spectabile, embora existam espécies de
Bromeliaceae (como Hohenbergia catingae Ule) que dominam a paisagem (CONCEICAO &
GIULIETTI, 2002; CONCEICAO et al., 2007).

3. Genética da Conservacao e Delimitacdo de Espécies

Na idade média a populacao européia era em torno de 20 milhdes de habitantes, um
valor encontrado hoje em algumas grandes metrépoles mundiais, como Nova lorque. O
desenvolvimento de novas tecnologias para aumentar a producdo de alimentos nos ultimos
500 anos, aliado a expansdo das fronteiras agricolas sobre a flora natural, gerou perdas
incalculaveis para a biodiversidade, através extincdo de espécies que nem chegaram a ser
conhecidas. A taxa de extin¢do de espécies pode ser comparada com outras cinco grandes
extincdes em massa que ocorreram no planeta em tempos geoldgicos passados, 0 que levou
conservacionistas a argumentar que atualmente estamos presenciando uma sexta extingdo
(FRANKHAM et al., 2002).

Os avangos na genética e na tecnologia de DNA levaram a ciéncia a utilizar-se de
andlises e correlaciona-las com fatores ecolégicos, de modo que novos métodos para estudo
da diversidade genética vém sendo aplicados, seja no campo de marcadores moleculares, seja
em analises estatisticas ou nos softwares de analise (JEHLE & ARNTZEN, 2002; PEARSE &
CRANDALL, 2004). Algumas caracteristicas ecoldgicas tém sido correlacionadas com
efeitos genéticos, tais como: depressdo endogamica, acimulo de genes deletérios, perda de
variacdo em populacdes pequenas, sucesso da reintroducdo e manejo de espécies, depressao
exogamica, fragmentacdo, incertezas taxonémicas e migracdo (FRANKHAM, 1995).

O estudo dos niveis de diversidade e estrutura genética é essencial para todas as
inferéncias relacionadas a Genética da Conservacdo. Os niveis de variagdo genética em uma
espécie representam o balanco entre mutagdo, fluxo génico, deriva e selegdo natural. A

variacdo genética é gerada por mutagdo e perdida por deriva genética devido a um tamanho
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finito das populagdes. A selecdo natural pode ainda erodir a variacéo genética por fixar alelos
ou promover a sua retencdo como um resultado de selecdo diversificadora (FRANKHAM,
1996).

Como exemplo, os efeitos da fragmentacdo de habitat geram altos indices de
endocruzamentos que podem interferir diretamente nos niveis de diversidade genética de cada
populagdo. De fato a depressdo endogamica depende de outros fatores, como o tamanho
efetivo populacional, mas como um todo, a fragmentacao e o isolamento tendem a reduzir o
fluxo génico entre os individuos constituintes das populacdes (FISCHER et al., 2000).
Populagdes reduzidas e isoladas sdo mais vulneraveis a perturbacdes ambientais externas
podendo resultar na reducdo do sucesso reprodutivo, o que pode contribuir para a fixacao de
mutacdes deletérias com um possivel efeito demogréafico. Este fator torna-se mais evidente
em pequenas populacdes, porque nessas as mutacoes deletérias tendem a nédo ser selecionadas
naturalmente, sendo fixadas por deriva genética. Desta forma, geralmente a diversidade
genética tende a reduzir nessas populacées, principalmente pelo fato de que os cruzamentos
em sua maioria ndo sdo aleatorios, existindo, além disso, a possibilidade de predominéncia da
autogamia ou de reproducdo vegetativa como principais vias de formacdo de descendentes
(KELLER & WALLER, 2002).

As espécies sdo consideradas fundamentais para a ecologia, evolucédo, sistemaética e
biologia da conservagdo. Seu conceito tem sido tratado por diversos pesquisadores desde
meados do século XX, sendo sua definicdo muitas vezes atrelada a um dado espaco de tempo
evolutivo. Além disso, sdo tratadas como unidades temporais ou como segmentos de
linhagens evolutivas em nivel populacional (SITES & MARSHALL, 2004).

Definir e delimitar uma espécie é de importdncia crucial para a biologia da
conservacao e para a definicdo de suas estratégias de manejo. Desta forma pode-se evitar que
a mesma seja extinta, permitindo que hibridos sejam identificados e protegidos, impedindo
que espécies identificadas incorretamente sejam hibridizadas com outras espécies e
garantindo que populacdes potenciais para 0 manejo nao sejam esquecidas (FRANKHAM et
al., 2002). Isto se contrasta com o que se conhece por “extingdo formal de espécies”, onde
binbmios sdo sinonimizados e espécies sao tratadas como outras semelhantes (LEME, 2003).
No entanto, varios casos que ndo se adéquam a nenhuma dessas situacdes sao identificados,
como em espécies anel (ring species) que compreendem populagdes cuja reproducéo so €

possivel com individuos adjacentes porque existe uma barreira reprodutiva entre 0s mais
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distantes geograficamente o que reflete a existéncia de eventos micro-evolutivos (PEREIRA
etal.,, 2011).

Outro aspecto importante para 0 manejo na biologia da conservacgéo € a possibilidade
de depressdo exogamica, que ocorre entre espécies aparentadas, normalmente com diferencas
cromossémicas fixadas ou que ndo trocam genes ha cerca de 500 anos (FRANKHAM et al.,
2011). A troca entre genes de espécies diferentes ndo aparenta ser um fator preponderante
para a manutencdo de uma espécie, como no caso das Pitcairinia staminea Lodd. e P. albiflos
Herb., onde a introgressdo de genes de P. staminea em P. albiflos e hibridizacao entre as duas
ocorre em populagdes naturais (PALMA-SILVA et al., 2011), evento que provavelmente
ajuda a manter a diversidade genética em P. albiflos, ja que esta apresenta uma distribuicdo
restrita e baixa diversidade genética quando estudada isoladamente (DOMINGUES et al.,
2011). O fluxo génico intra e interespecifico entre espécies relacionadas € um elemento
importante para que ocorra ou ndo introgressdo entre as espécies. Normalmente quando o
fluxo intraespecifico é alto, o interespecifico é quase nulo, no entanto quando o inverso
ocorre, ha mais possibilidades de que o fluxo interespecifico e introgressao entre espécies
relacionadas (PETIT & EXCOFFIER,2009). Tal situacdo foi identificada inclusive para
espécies de coniferas ocorrentes na China (DU et al., 2009, ZHOU et al., 2010). Especies de
Helianthus sp. também apresentaram introgressdo em genes nucleares mostrando padrdes ndo
geogréficos na distribuicdo de espécies (KANE et al., 2009).

Estudos de genética de populacdes associados a marcadores genéticos tém sido
utilizados para o auxilio e delimitacdo de espécies em complexos especificos, como na analise
feita com Lupinus albifrons Benth. (Fabaceae), um complexo especifico onde varias
subespécies e variedades sdo relacionadas a partir de hapl6tipos cloroplastidiais. O estudo
apontou para incongruéncias entre a evolugdo dos haplétipos e a distribuicdo geografica da
espécie, o que corresponderia a uma evolugdo reticulada, sugerindo-se que marcadores
cloroplastidiais podem mascarar os resultados de associagdo entre individuos aparentados
(HUANG & FRIAR, 2011).
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4. Marcadores Moleculares e Genética de Populagdes em Bromeliaceae

4.1 Principais Marcadores Utilizados em Genética de Populages

A diversidade genética € requerida para a adaptacdo das populacdes em relacdo as
mudancas ambientais, tendo sua manutencdo um papel central na conservacédo bioldgica. Esta
variacdo pode ser detectada por diversos tipos de marcadores moleculares derivados do DNA
genémico, de cloroplastos, de sequéncias mitocondriais, ou até de polimorfismos protéicos
(FRANKHAM et al. 2002). Os niveis de diversidade genética sdo o reflexo de um balango
entre taxas de mutacgdo, deriva genética, fluxo génico e selecéo natural (FRANKHAM, 1996).

Para a escolha do marcador molecular, devem-se levar em consideracdo seus niveis de
reprodutibilidade, custos e tipo de heranca (NYBOM, 2004). Por exemplo, em estudos
populacionais marcadores codominantes (como isoenzimas e microssatélites) podem inferir
quanto a diversidade genética e diferencas de heterozigosidade permitindo estimar as
frequéncias em geracgdes futuras. Os marcadores dominantes (como DAF (DNA Amplification
fingerprinting — Impressdo Gendmica de DNA), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA
— Amplificacdo Randémica de DNA Polimdrfico), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat —
Sequéncias Intercaladas a Repeticdes Simples) ndo permitem abordagem em relacdo a
heterozigosidade, embora sejam bastante eficientes quando utilizados para estimativas de
indices de diversidade genética principalmente associados a analises populacionais. Além
disso, sua aplicacdo é possivel mesmo sem conhecimento genético prévio sobre 0 genoma de
uma dada espécie (NYBOM, 2004).

4.1.1. Marcadores Dominantes

O emprego de marcadores moleculares para estudos de diversidade genética tem sido
crescente. Tal abordagem teve seu inicio na metade do século XX com o uso de isoenzimas
(CAVALLI, 2003). Em diversos estudos foram utilizadas isoenzimas em abordagens
populacionais. No entanto, ao longo dos anos seu uso tem diminuido devido a necessidade de
grande quantidade de material para a geracdo dos marcadores e a baixa reprodutibilidade. A
reducdo do uso deste marcador foi impulsionada pelo aumento do interesse pelos marcadores

de DNA (NYBON, 2004; SCHLOTERER, 2004).
43



Facilidade de uso e reprodutibilidade sdo dois importantes pardmetros sugeridos ao
escolher marcadores moleculares de DNA para um estudo populacional (BORNET &
BRANCHARD, 2001). Além destas caracteristicas, 0s marcadores dominantes destacam-se
principalmente por ndo requerem informacdes sobre as sequéncias do genoma das espécies a
serem analisadas, como ocorre com maioria das espécies nativas neotropicais (NYBOM &
BARTISH, 2000). Dentre os marcadores dominantes, um bastante conhecido e aplicado em
estudos populacionais é 0 RAPD. Utilizado desde 1996, este marcador pode produzir um bom
numero de bandas polimorficas, detectando mutacdes com eficiéncia além de variagdes
genéticas interpopulacionais (BARTISH et al., 1998; CAVALLI, 2003). Como vantagem o
RAPD ¢ considerado menos tendencioso a erros quando se trata de analise de diversidade
genética, por levar em consideracdo diferencas genéticas mais sutis entre espécimes, ndo
detectaveis em nivel de enzimas, apresentando assim resposta mais eficiente, por exemplo,
sob parametros de diversidade genética intrapopulacional (FISCHER & MATTHIES, 1998).

Dentro da gama de marcadores atualmente disponiveis, podem ser destacados dois outros
marcadores dominantes: DAF e ISSR principalmente por serem bastante eficientes na geracdo de
locos polimorficos auxiliando especialmente em estudos de diversidade genética. Quanto ao tipo
de DNA alvo, o DAF amplifica DNA gendmico através de primers de sequéncia arbitraria,
enquanto o ISSR vale-se de primers de sequéncias repetidas em tandem amplificando sequéncias
entre regides de microssatélites (LACERDA et al., 2002). As marcas produzidas por ambos 0s
marcadores sdo separadas por eletroforese, sendo analisadas com base na presenca e auséncia de
bandas em um determinado peso molecular (SCHLOTERER, 2004).

Marcadores ISSR, disponiveis desde 1994, baseiam-se na amplificacdo com primers semi-
arbitrarios de sequéncias repetidas em tandem, abundantes em plantas. Essa técnica € bem
consistente; no entanto, a temperatura de pareamento dos primers ao DNA alvo deve ser
especifica, pois estes sdo bastante sensiveis e se incorretas podem gerar pareamentos inespecificos
(BORNET & BRANCHARD, 2001). Apesar de ser reconhecido como menos polimérfico em
relacdo a grande maioria dos marcadores dominantes, a técnica evita problemas que os alelos
nulos em microssatélites comumente trazem para as analises (SOUZA et al., 2008).
Adicionalmente, este marcador tem boa reprodutibilidade em comparagdo com aqueles baseados
em primers aleatorios como 0 RAPD (WOLFE & LISTON, 1998).

Bornet e Branchard (2001) realizaram testes de reprodutibilidade em reacOes de ISSR
utilizando trés termocicladores diferentes e verificaram que o padrdo de bandas foi 0 mesmo nos
trés aparelhos, de modo que o uso de méquinas de fabricantes diferentes ndo interferiu no padrdo

de amplificagdo. Outro fator positivo destacado por esses autores foi que o ISSR requer pouca
44



infra-estrutura em termos de equipamentos de laboratério para execugdo dos experimentos
tornando sua aplicabilidade facilitada.

Por sua vez, o marcador DAF (DNA Amplification Fingerprinting — Impressdo Gendmica
de DNA) foi desenvolvido concomitantemente ao RAPD por grupos de pesquisa diferentes,
embora ambos marcadores apresentem uma base técnica equivalente. Apesar disso, existe uma
diferenca fundamental entre estes, uma vez que o DAF baseia-se no uso de maiores concentracfes
de primers e menores concentracdes de DNA molde em relacdo ao RAPD, aumentando a
estringéncia da reacdo, favorecendo a reprodutibilidade e a obtengdo de uma maior quantidade de
marcas polimorficas. Além disso, a reacdo de DAF vale-se de um unico primer cujo tamanho
pode variar de 8 a 18 nucleotideos, podendo usar também primers em grampos (mini-hairpins).

Ainda sobre as caracteristicas e qualidades do DAF, estudos realizados quanto a eficiéncia
dos primers mostram que os seis primeiros nucleotideos do primer sd@o 0s mais importantes para o
pareamento, e que um aumento no numero de nucleotideos destes primers nao altera a
reprodutibilidade da técnica, mas reduzem a probabilidade do pareamento correto da regido 5’
(CAETANO-ANOLLES & BASAM, 1993).

Marcadores moleculares dominantes tém sido utilizados para estudos de
caracterizacdo da estrutura genética em diversos grupos de Bromeliaceae (e.9. SGORBATI et
al., 2004; CAVALLARI et al., 2006; SILVEIRA et al.,2009; DOMINGUES et al., 2011),
bem como em estudos de genémica de populacbes para a identificacdo de loci que sofrem
selecdo (outliers), devido a sua abrangéncia em amplificar varias regides do DNA. Apesar de
sua grande utilizacdo, sua aplicacdo ainda apresenta controvérsias em andlises de nivel
estatistico por sua limitacdo em poucos graus de liberdade (BUTLIN, 2010; BUERKLE et al.,
2011).

4.1.2. Marcadores Codominantes

Outra classe de marcadores bastante aplicados em estudos populacionais sdo 0s STMS
(Sequence Tagged Microsatellite Sites — Sequéncias agrupadas em sitios de Microssatélites)
bem como sua variagdo, o SSR (Simple Sequence Repeats — RepeticBes de Sequéncias
Simples). Estes marcadores sdo especificos por parear em regifes flanqueadoras de
sequéncias curtas repetidas em tandem com comprimento de um a seis nucleotideos. Como
cada loco é estudado separadamente, sendo possivel verificar diferencas entre homozigotos e
heterozigotos, tais marcadores permitem uma abordagem codominante. Microssatélites

adicionalmente sdo multialélicos e normalmente apresentam alta heterozigosidade (NYBON,

45



2004; LIMA, 2007). Portanto, é considerado um bom indicador para o estudo dos parametros
de genética populacional, padroes de fluxo génico e de grau de parentesco, devido a
distribuicdo de suas sequéncias ao longo dos genomas de plantas (ZUCCHI, 2007).

Microssatélites sdo formados por sequéncias de um a seis motivos repetidos em
tandem em sua maioria localizadas em regides ndo codificantes, sendo de um modo geral
considerado o melhor marcador neutro. Quanto a sua estrutura, essas sequéncias sdo presentes
em repeticdes de di e tri-nucleotideos localizadas em regiGes codificantes, e repeticdes
maiores em regides ndo codificantes (LI et al., 2002). Algumas delas ndo sdo tdo instaveis,
como o motivo CAG, que normalmente sdo desestabilizadas durante a meiose ou
gametogénese, de modo que a sequéncia € pouco encontrada em microssatélites
(JANKOWSKI et al., 2000). Os niveis de substituicdo tanto para insercdo como para a
delecdo de um unico nucleotideo tem a mesma probabilidade de ocorrer, de modo notério em
regibes ndo codificantes as quais apresentam aparentemente maior susceptibilidade a
mutacgdes. A neutralidade dos SSR vem sendo questionada quando s&o verificadas diferencas
em tamanho entre procariotos e eucariotos, 0 que sugere que esse tipo de sequéncia promove
vantagens adaptativas a mudancas bruscas de ambientes, observando-se também semelhancas
entre taxons préximos permitindo o uso de primers de uma espécie em outra (LI et al., 2002).

De um modo geral estudos tém evidenciado que 0s SSR tém func¢des na organizagéo
da cromatina, podendo formar algas e ganchos que influenciam na organizagdo cromossémica
e estrutura do DNA, estando fortemente relacionados com a organizacdo dos centrébmeros e
telomeros. Funcdes na regulacdo no processo metabolico do DNA também sdo verificadas,
especialmente na replicacdo, recombinagdo do DNA e ciclo celular. Os SSR ainda podem ter
funcOes reguladoras de genes, influenciando, por exemplo, a transcricdo génica (LI et al.,
2002).

Além desses, marcadores do tipo SNP (Single Nucleotide Polymorphism —
Polimorfismo de um Unico nucleotideo) também sdo bastante informativos em estudos
filogeogréaficos, visto que muitos sdo multialélicos, apresentando baixas taxas de mutacéo,
comparaveis ao mtDNA, embora sua utilizagdo ainda seja pequena, em vista dos altos custos

de sequenciamento em niveis populacionais (BRUMFIELD et al., 2004).
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4.1.3. Estudos de Genética de Populaces em Bromeliaceae

As Bromeliaceae em seus ambientes nativos tém sido estudadas em diferentes niveis
populacionais, com diferentes marcadores e visando adquirir informacgdes acerca de eventos
geogréficos e biologicos (Tabela 3). Os estudos seguiram a evolugcdo dos marcadores
moleculares, sendo as aloenzimas as primeiras a serem aplicadas. A relacdo epifito-forofito
foi alvo de um estudo deste tipo. A espécie Tillandsia achyrostachis Moor ex Baker é
dependente de um forofito especifico bastante explorado no México, arvores estas bastante
exploradas pela populagéo local. Para averiguar esse impacto, 16 loci de aloenzimas foram
identificados, sendo observada uma heterozigosidade de 0,127. A espécie apresentou um alto
nivel de endocruzamento (Fis=0,43) e de fluxo génico histérico entre as populacdes foi baixo
(Nm=0,46). A partir desses valores tem-se proposto que a perda de habitat e a fragmentacao
foram responsaveis pela perda de diversidade observada. A reproducdo vegetativa deve
exercer influéncias na estrutura genética da espécie, que aparenta ter uma caréncia de
heterozigotos.A estrutura apresentada e o baixo nivel de fluxo génico denotam ainda a
dependéncia da T. achyrostachis por seu forofito, o que sugere a melhor conservacdo do
habitat da espécie e manejo controlado das arvores hospedeiras para que a manutencdo da
espécie seja possivel na area (GONZALES-ASTORGA et al., 2004).

Plantas com distribuicdo restrita também foram avaliadas, como Aechmea tuitensis
Mangafia ex. Lott, uma espécie epilitica endémica do México, analisada por marcadores
aloenzimas. Nove populagdes foram amostradas e nove loci encontrados, dos quais oito eram
polimérficos. A diversidade genética para essa espécie foi relativamente mais alta do que se
tem observado para populacfes restritas, observando-se uma heterozigosidade de 0,14, sendo
gue em algumas subpopulacdes verificou-se a existéncia de excesso de heterozigotos. O nivel
de clones na espécie tambem foi amostrado, ficando evidente que A. tuitensis mantinha clones
na populagdo, 0 que parecer ser uma estratégia de sobrevivéncia em afloramentos rochosos,
pois a manutengdo dos clones por um longo periodo de tempo garante o pool génico em
diversidade suficiente para manter a espécie, mesmo com um tamanho populacional efetivo
pequeno (IZQUIERDO & PINERO, 2000).

Nos Andes a espécie Puya raimondii Harms, a maior planta entre as bromeliaceas, tem
uma distribuicdo espagada em sitios no Peru e Bolivia, sendo fortemente ameacada de
extingdo. Oito populacdes foram analisadas com marcadores AFLP, apresentando-se de um

modo geral bastante polimoérficos quando comparados aos marcadores cpSSR e as progénies
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estudadas com o marcador RAPD (SGORBATI et al., 2004). Marcadores AFLP apontaram
para niveis baixissimos de diversidade genética em todos os pardmetros estimados, enquanto
marcadores de cpSRR ndo apresentaram nenhum polimorfismo, de modo que baixos niveis de
similaridade genética entre as localidades foram encontrados, o que reforcou ainda mais a
ameaca de extincdo da espécie. Uma estratégia de reproducdo por endocruzamento foi
indicada para justificar a baixa diversidade genética observada na geracdo F1. Apesar de boa
producdo de sementes, germinabilidade e distribuicdo geografica de P. raimondii, a espécie
estd em grande risco de extincdo por predacdo e perda de habitat (SGORBATI et al., 2004).

Espécies de curta distribuicdo também foram estudadas por marcadores RAPD, onde
cinco primers polimdrficos foram aplicados em populagdes de Encholirium biflorum, E.
pedicellatum e a espécie E. subsecundum de distribuicdo mais ampla. Um nimero de 58, 59 e
60 marcas polimdrficas foram encontradas respectivamente nas espécies. As espécies mais
restritas (E. biflorum e E. pedicellatum) apresentaram niveis de heterozigosidade mais baixos
que E. subsecundum. Os téxons apresentaram Fst de 0,14, 0,08 e 0,16 respectivamente,
denotando pouca estruturacdo genética entre as populacdes. A reproducdo vegetativa,
esperada para essas espécies, aparentou ter baixa frequéncia, uma vez que os perfis de RAPD
indicaram alta heterozigosidade em populagdes pequenas (CAVALLARI et al., 2006).

Os inselbergs, que por sua estruturacdo apresentam espécies com distribuicdo restrita,
sendo essas também alvo de estudos que visaram a geracdo de informacbes para a
conservacdo, como em Pitcairnia albiflos, endémica de afloramentos rochosos do Rio de
Janeiro. Analises com o marcador RAPD foram conduzidas, sendo que 33 primers
polimorficos geraram 88 bandas. Como a distribuicdo da espécie € restrita, ocorrendo em
apenas trés inselbergs muito préximos geograficamente, observaram-se niveis de diversidade
genética baixos, embora clones ndo tenham sido detectados na populagdo. Houve uma
auséncia de fluxo génico efetivo, de modo que as populagdes tendem a estruturagdo, como
evidenciado pela Analise Molecular de Variancia (AMOVA). Como conclusfes o estudo
sugeriu a inclusdo da espécie na lista vermelha da flora brasileira (DOMINGUES et al.,
2011).
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Tabela 3 — Estudos de genética de populaces em Bromeliaceae

Artigo

Espécies alvo

Marcador

Ambiente

Izquierdo & Pifiero, 2000

Sarthou et al., 2001

Gonzales- Astorga et al., 2004

Sgorbati et al., 2004
Cavallari et al., 2006
Barbard et al., 2007
Barbara et al., 2008
Barbaré et al., 2009

Palma-Silva et al., 2009

Bosselier-Dubayle et al., 2010

Domingues et al., 2011
Zanellaetal., 2011

Palma-Silva et al., 2011

Aechmea tuitensis

Pitcairnia geyskesii

Tillandsia
achyrostachys

Puya raimondii

Encholirium spp.

Alcantarea spp.
Alcantarea spp.
Alcantarea spp.

Vriesea gigantea

Pitcairnia geyskesii

Pitcairinia albiflos

Bromelia
antiachanta

Pitcairnia spp.

8 loci de
aloenzimas
8 loci de

aloenzimas
16 aloenzimas

AFLP
RAPD
SSR
SSR
SSR

SSR e cpSSR
SSR
RAPD
SSR

SSR e cpSSR

Afloramentos rochosos

Afloramentos graniticos

Florestas mexicanas

Regido andina
Campos rupestres
Afloramentos graniticos
Afloramentos graniticos
Afloramentos graniticos

Floresta Atlantica
Afloramentos graniticos
Afloramentos graniticos

Floresta Atlantica

Afloramentos graniticos
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Dentre os géneros ocorrentes em inselbergs, Alcantarea tem sido usada como modelo
de estudos da proximidade genética entre populacfes de inselbergs com marcadores SSR,
especialmente na Floresta Atlantica. Em relacdo a coesao das espécies, A. imperialis possui
distribuicdo mais ampla e apresenta niveis de fluxo génico baixos, de modo que as populacdes
podem ser alvo da deriva genética. Por sua vez, A. geniculata Wawra apresenta fluxo génico
suficiente para manter a coeséo das populagdes. O padréo de coesdo entre as populagdes de A.
imperialis Harms mostrou-se semelhante ao observavel para animais em “ilhas celestes”, que
correspondem a sitios de altitude em cordilheiras norte-americanas. Padrdes de reproducao e
de distancia geografica parecem ter sido responsaveis pelos niveis de fluxo génico e estrutura
genética nessas duas espécies (BARBARA et al., 2007).

Em estudos seguintes com 0s mesmos marcadores, outras duas espécies de Alcantarea
restritas a afloramentos costeiros foram adicionadas (A. glaziouana Leme e A. Regina Harms),
sendo estas estudadas do ponto de vista das relagBes da estrutura genética e estratégias
reprodutivas. Neste contexto, espécies de grandes altitudes (A. imperialis e A. geniculata)
apresentaram estrutura genética de plantas alogamas, ao passo que as de baixa altitude (A.
glaziouana e A. regina) apresentaram estruturas de espécies autdgamas (BARBARA et al.,
2009).

A reproducdo vegetativa também foi alvo de estudos do ponto de vista molecular, com
marcadores SSR e as mesmas espécies do estudo de Barbara et al. (2008, 2009) envolvendo a
estrutura intrapopulacional, com reproducdo clonal e reproducdo por autogamia. Os dados
indicaram que a estrutura genética intrapopulacional observada deve ser fruto de cruzamento
entre parentes proximos, hipGtese considerada mais provavel que a anterior de
autocruzamentos (BARBARA et al., 2008).

Inselbergs da Guiana Francesa representam localidades que, diferentemente da floresta
tropical que as circundam, tem uma historia de fragmentacao diferenciada, sendo vistos como
ilhas terrestres funcionais, 0 que levaria espéecies a terem padrdes genéticos diferenciados.
Oito marcas aloenzimaticas foram utilizadas em Pitcairnia geyskesii L. B. Sm., endémica de
inselbergs da regido, visando a caracterizagdo genética da espécie. A heterozigosidade média
foi de 0,188, considerada alta em relagdo as outras Bromeliaceae com historias de vida
semelhantes. Foram encontrados altos niveis de diferenciagéo interpopulacional (Fst=0,322),
onde inselbergs mais proximos compartilharam uma maior quantidade de alelos, de modo que

houve correlacdo direta entre distdncia geogréfica e distancia genética, o que reflete um
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isolamento das populacgdes devido a distancia entre as populagdes refutando o modelo de ilhas
proposto (SARTHOU et al., 2001).

A mesma espécie (P. geiskesii) que apresenta ampla distribuicdo na Guiana Francesa,
com uma disjuncdo Norte-Sul foi testada do ponto de vista historico e genético-populacional
com marcadores SSR, considerando o histérico de possiveis refugios florestais durante a
retracdo das formacdes tropicais do Pleistoceno. Existem duas hipdteses acerca da retracdo da
espécie, sendo que uma considera a existéncia de um lote continuo florestal central no
territorio que hoje é a Guiana Francesa, enquanto outra prop8e a ocorréncia de duas
formacOes florestais vicariantes. Semelhancas genéticas entre afloramentos atualmente
separados por florestas sugerem uma ligacdo histérica entre as populacdes da bromélia,
sugerindo uma ligacdo entre floras adaptadas a ambientes xeéricos, refutando a idéia de um
unico bloco florestal continuo. O estudo ainda revelou que P. geiskesii colonizou o ambiente
da Guiana Francesa a partir das populacbes do Norte, seu provavel centro de origem, tendo
aumentado sua abrangéncia por um processo de colonizagdo passo a passo (stepping-stones)
(BOSSELIER-DUBAYLE, et al., 2010).

A identificacdo de refugios pleistocénicos também foi verificada com a espécie
Vriesea gigantea Mez, de distribuicdo Norte-Sul na floresta atlantica brasileira. Essa espécie
foi analisada com marcadores SSR nucleares e cloroplastidiais, revelando que haplétipos
cloroplastidiais possuiam maior diversidade em 4&reas proximas a regies de maior
probabilidade de existéncia de reflagios florestais no periodo pleistocénico. A espécie
apresentou ainda um padrdo onde as populacdes marginais apresentavam niveis de
diversidade diferenciados por possuirem uma maior diversidade de haplétipos. Pelo padrédo
apresentado pelos SSR nucleares, foi possivel inferir que a coloniza¢do de novos ambientes
pela espécie seguiu um padrdo Norte-Sul (PALMA-SILVA et al., 2009).

Apesar de grande conservagdo no nimero cromossdémico, as Bromeliaceae apresentam
alguns polipldides (GITAI et al, 2005). Bromelia antiachanta Bertoloni, uma espécie
tetraploide foi estudada no Sul do Brasil com os marcadores SSR. A espécie ja era conhecida
por ser tetrapldide, porém ndo € claro se alopolipl6ide ou autopolipléide. O padrdo de bandas
polissdmico mostra que a espécie teria uma origem autotetrapléide, porém sua meiose ja
estaria estabilizada, dado que as sementes sdo vidveis. A estrutura genética da especie
apresentou altos indices de endocruzamentos (Fit), sugerindo que a reproducdo clonal seja
frequente (ZANELLA et al., 2011).
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A associacdo de Bromeliaceae com Inselbergs foi recentemente estudada no Rio de
Janeiro, onde quatro espécies de Pitcairnia (P. flammea Lndl., P. albiflos, P. corcovadensis
Wawra e P. staminea) apresentaram aspectos interessantes na coesdo de espécies. Um
compartilhamento de haplétipos e hibridizacdo foram identificados entre P. staminea e a
endémica P. albiflos, sugerindo que a introgressdo de genes seria um importante fator na

especiacdo em ambientes como os inselbergs (PALMA-SILVA et al., 2011).
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Abstract

E. spectaible is rocky outcrop obligate specie occurring on northeast inselbergs, it
shows a great morphological diversity on common taxonomy used characters where other
species were described. Bromeliads are reported as great models to study species radiation on
neotropical inselbergs. Fingerprinting molecular markers (DAF and ISSR) were applied,
where eleven primers generated 99 loci. Two genetic groups were found by Bayesian
clustering (K=2) as so as by a neighbor joining tree, one on the northern region, and related to
long-pedicells species and other on south related to short-pedicells species. Our assemblage
He = 0.3417. Genetic structure showed that there structuration between populations (Os =
0.3781) that are also related to geographical groups. On northern group close populations
shows relative similarities on pairwise ®g and grouping on the dendogram. The genetic
structure here presented is congruent with outcrossing species, and the behavior of the known
floral visitors is congruent with a short to medium distance dispersal, considering the range of
the specie. These results conclude that the great morphological diversity regards to a single

specie and each morph type should be considered for ex-situ conservation.

Keywords: Bromeliaceae, Northeastern Brazil, Fingerprinting, DAF, ISSR.
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Introduction

Encholirium genus comprises to 29 accepted bromeliad species commonly founded on
Brazilian eastern shield rocky outcrops, especially on ‘espinhago’ mountains chain, where the
majority endemisms on bromeliads are founded (Versieux et al. 2008; Forzza et al. 2010).
The most widespread specie is E. spectabile Mart ex. Schult & Schult. f. occurring on
northeastern Brazil rocky outcrops (Forzza 2005; Gomes & Alves 2009, 2010). This specie
presents great morphological diversity in a geographical range, specially on characters
commonly used do delimit species as floral bracts size, pedicels size, size of the escape bracts
etc. Morphology led taxonomist to describe other species differing on these characters, which
mainly based on herbaria impropriate material (Forzza 2005). These binomials on the species
complex were treated as synonymous by the last taxonomic review, which considers the
morphological characters founded compounding unique specie with a large morphology
variation (Forzza 2005). Despite a great variability on its geographic range, two major
morphological groups are distinguishable, one short-pedicel flowers located on north limit of
‘espinhago’ range and a long-pedicel flowers on Caatinga rocky outcrops (Forzza 2005).
Vegetative reproduction by Stolons are commonly founded on the field, however in relation
to its sexual reproduction, this specie is treated as bat pollinated, as it’s relatives E.
subsecundum and E. vogelii (Sazima et al 1989, Cristianini et al. 2012), although bees and
hummingbirds are commonly identified as floral visitors on its big and yellow inflorescences
(Lorenzon et al. 2003; Aguiar et al. 2012)

Espinhaco chais is characterized by rocky fields that ranges from Minas Gerais on
South until the region of Jacobina on North (Gontijo 2008), inside the Caatinga domain.
Caatinga is the most dominant flora on northeastern Brazil, comprising to dry vegetation on

sedimentary soils composed by shrubs and spars trees. The flora presents adaptations to a lack
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of rain in the most part of the year as spines, succulence, senescence of leaves, CAM
physiology and parenchyma to retain water (Leal et al. 2005). Seven ecological regions are
distinguishable by their plant species composition, soil, climate, water offer and geological
origin (Velloso et al. 2002). On this domain is common to find isolated rocky outcrops of
gneissic origin that abruptly arise on a plan relief, considered as terrestrial habitat islands
because of their strong spatial and ecological isolation (Probenski et al. 1998). They also
present different microclimate from their surrounding, as higher temperatures and less water,
which favors a dominant strictly adopted flora to survive (Probenski 2007). Neotropical
inselbergs are distinguishable by three major groups of angiosperms, Velloziaceae, Cactaceae
and Bromeliaceae, particularly Caatinga domain inselbergs are physiognomy characterized
the E. spectabile, occurring on sites between 240 and 800 m (Franca et al. 2005, Probenski
2007; Gomes & Alves 2009).

Inselberg bromeliads species have been used as model for population genetic studies
aiming understand ecological patterns as pollination vs. seed dispersal, biogeography,
conservancy of endangered species and species delimitation. To access this information co-
dominant and dominant molecular markers have been successfully applied, allowing insights
about genetic diversity, genetic structure, within-population patterns and species cohesion.
(Barbara et al. 2007, 2008, 2009; Cavallari et al. 2006; Domingues et al. 2011; Palma-Silva et
al. 2011). Fingerprinting DAF and ISSR are largely applied dominant molecular markers, and
seems to be a good choice to access population genetic structure of native plants, for the
reason that they don’t need prior information about genetic loci, are greatly polymorphic and
present low cost in comparison to other markers. Furthermore they have the advantage of
being high polymorphic and low cost compared with other markers (Weising et al. 2005).

This work aims (i) characterize genetic diversity and genetic structure of E. spectabile

populations on northeastern Brazil, (ii) correlate described morphological diversity with
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genetic structure in geographical range (iii) give insights about association of genetic structure

and E. spectabile pollination system.

Materials and methods

Study sites and population sampling

Encholirium spectabile is a rupiculous bromeliad restrict to rocky outcrops of
northeastern Brazil, their rosettes occurs in vegetation islands. Small and large populations are
founded. Eight of them were selected to this study (Figure 1A, Table 2). Two from short-
pedicel group held on northern limit of espinhaco range region consisting of Jacobina (JAC)
and Lajedo Bordado (LBD) populations and the population of Jequié (JEQ) is located on the
southern limit of the species occurrence also presented short pedicels. Four populations were
collected on Rio S&@o Francisco vicinity, Sobradinho (SOB), Fazenda Pé-da-Laje (FPL),
Candindé do Séo Francisco (CSF) and llha do Fogo (IFG). Two other populations from
Bortborema Plateau, Cupira (CUP) and Brejo da Madre de Deus (BMD).

Young leaves of individuals were collected and conserved on NaCI-CTAB
concentrated solution (Rogstad 1992). Individuals were randomly chosen with a distance of

five meters from each other, to avoid collect of clones.

Molecular procedures

The genomic DNA was extracted from leaves tissue using the protocol described by
Weising et al. (1995), with changes in plant material weight ( 5 — 2g), CTAB buffer (12 — 15
ml) and reduction to one wash with CIIA.

Forty ISSR and DAF primers were pre-selected which ten were applied (Table 1) on

86 individuals. DAF is known as an analogous of RAPD, nevertheless is being described as
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more accurate due a high concentration of primers in a low quantity of template DNA,
amplifying random sites of DNA. On the other hand, ISSR primers anchors on microsatellite
sites amplifying it’s flanks regions. (Weising et al. 2005; Bornet & Branchard 2001) PCR
reaction components for DAF were applied following Caetano-Anollés et al. (1991) with
changes described by Winter et al. (2000) and Benko-Iseppon et al. (2003). Thus, the
reactions consisted in 0,5 ng/uL of target DNA, 1,5 uL TAQ — buffer 10x, 2,5 mM of MgCls,,
10 mM of dNTP-mix (Fermentas ®), 20 uM of primer and 0,8 U ‘Tag DNA polimerase’
(Fermentas ®), with final volume of 15 pL. The technique was carried out in Eppendorf
Mystecycler Gradient ® termocycler. The program applied was desnaturation at 95° C of 15
sec., and 40 cycles of desnaturation of 15 sec. at 95°C; annealing with 1 min. at 35° C e final
extension of 2 min. at 72°C. The ISSR reactions were performed following Bornet and
Branchard (2001) protocol. In 20 ul reactions the volume contained 5 ng (4 ul) of genomic
DNA, 10x TAQ - buffer (2 ul), 25 mM MgCl; (2 ul), 10mM dNTP-mix (1,5 ul), 50 pmol
degenerate primer (1ul) and 0,8 U Tag DNA polymerase (0,15 ul). The PCR cycling
conditions was desnaturation at 94°C for 4 min and 35 cycles at 94°C for 30 sec, 50.4 to
60.5° C depending on the primer for 45 sec. , 72° C for 2 min with a final extension at 7 min
at 72° C. DAF and ISSR reaction products were separated on 1.8% horizontal agarose gels, in
0,5 X TBE buffer for 4 hours at a voltage of 80 V and visualized under ultraviolet light after
staining in 0,5 ug/ml ethidium bromide. A DNA ladder 100pb was used as a molecular weight

standard. Digital photo documentation was taken for each gel.

Statistical analysis
Agarose gels were manually analyzed and a matrix was built, based on presence and
absence of each loci. Main genetic diversity indexes as Expected Heterozigosity (He) and

number of Polimorphysms were calculated on ARLEQUIN 3.1 (Excoffier and Schneider,
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2006). Bayesian clustering with the software program, STRUCTURE 2.0 (Pritchard et al.
2000), was used to assign individuals to genetic clusters (K). The proportion of membership
for each cluster was calculated without the consideration of sampling localities. The analyses
were carried out under the admixture model assuming independent allele frequencies and
using a burn-in period of 100 000, run lengths of 1 000 000 and 10 iterations per K ranging
from 1 to 9 to confirm stabilization of the summary statistics (Pritchard et al. 2000). To
determine the most likely number of clusters (K) present in the data, we used the method
proposed by Evanno et al. (2005), which is based upon an ad hoc measure AK that evaluates
the second-order rate of change of the likelihood function with respect to K were build on
Structure Harvester (Earl et al. 2012).

Performed Bayesian groups were submitted to an AMOVA statistical genetic structure
analysis which were carried out in ARLEQUIN 3.2 (Excoffier & Schneider, 2006) calculating
Dy, Oy and O (Weir & Cokerham, 1984) and AMOVA (10 000 replicates for each test)
which provides a among groups, within groups and within population level of shared genetic
diversity. A mantel test were performed where pairwise @y and geographic distances matrixes
were correlated

The statistical analysis of AMOVA, Mantel Test and Expected Heterosigozity

measurement were also conducted for each morphological group.

Results

DAF and ISSR polymorphisms and Encholirium spectabile genetic diversity

Ninety-four polymorphic loci were generated by DAF and ISSR primers, some data

were missing representing 5.84%. The most reliable primer was ISSR 886 where 15 loci were
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visualized. (Table 1). Average expected heterozigosity He was 0.2349 SD +0.0392 and total
He were 0.3417. The northern long pedicels populations presented He = 0,33133 and
southern populations He = 0,25166. Populations FPL and IFG presented the highest
polymorphisms among the 99 loci. (Table2) Regarding the estimation of H. for each
population, FPL showed the highest expected heterozigosity (He = 0.30723), while CSF
population the smallest (He = 0.17447) (Table 2). The number of loci is not directly related to

the He, as in JEQ population that has only 35 polymorphic loci and He of 0.2287.

Genetic structucture of Encholirium spectabile

Bayesian clustering analysis showed that this sample forms two genetic groups (K=2)
(Figure 1C), concerning to a group of long pedicells on north and short pedicels on south.
These same patterns are also identified on Neighbour-joining dendogram where a brake
between north and south populations is clear (Figure 1B). Inside North population is possible
identify that CSF individuals groups together, it’s in addition clear a IFG/SOB/FPL cluster,
that are related to Petrolina-Juazeiro xeric “Caatinga” region. Borborema plateau populations
BMD and CUP comprises sub-branches groups on northern populations. Mantel test pointed
to significant correlation between geographical distance and genetic differentiation (r =
0.3578, p >= 0.033) Figure S1. Furthermore, there were no correlation between geographical
and genetic distances when only southern or only northern populations are compared.
Bayesian northern and southern groups shares 16.17 % of genetic diversity, and present a
differentiation index of ®¢ = 0.16174, reforcing the idea of gene flow between these two
regions. AMOVA results pointed to high structuration of populations, where the most of
diversity are shared within-populations (66.26 %). It’s also clear when within populations

diversity is compared among population (Table 4). Significant structure among populations
74



was clear, when ®@g (0.37816). Northern group @ were 0.26142 , and southern group 0.2148.
No considerable differentiations in terms of absolute values were observable between the
distribution of genetic diversity of northern compared to southern populations .

Pairwise @ where higher when SOB and JAC populations were compared with other
populations, so are the most divergent populations. Pairwise population divergence were not
significant between near populations as FPL x IFG and BMD x CUP, supporting the idea of a
geographic pattern of genetic distribution (Table 3). When compared southern and northern
populations also presented significant pairwise @y Values, confirming the split between these
two regions. Populations CSF and BMD populations also presents high differentiation values

inside northern group.

Discussion

Genetic diversity, genetic structure and within population peculiarities. Is the morphological
diversity described to E. spectabile also presented on its genetic structure?

On the last decades inselberg plants genetic diversity and structure were largely
studied as a model to study population divergence and ecological speciation on continental
radiation (Sarthou et al. 2001; Barbara et al. 2007, 2009; Palma-Silva et al. 2011). The
expected heterosigozity on Encholirium spectabile is in concordance with other Encholirium
species as E. subsecundum on Serra do Cip0, E. biflorum and E. pedicellatum on Diamantina
Plateau, as so as other Pitcairinoideae species analysed by fingerprinting markers as
Pitcairnia albiflos (Cavallari et al. 2006; Domingues et al. 2011).

The lowest value of H. founded on CSF population, with only 44 % of
polymorphisms, may be related to different environmental conditions that can hinder

establishment of new plants. This population is located on small rocky outcrops in the middle
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of a dense Caatinga matrix, with the presence of sand, that also can isolate this population
from the surrounding and reducing genetic diversity over generations. Elements as soil and
altitude can interfere on Encholirium spectabile establishment, they were found only in
altitudes between 240 and 780 m on Pedra Antbnio Bezerra (Franca et al. 2005, Gomes &
Alves 2009).

Despite the identical fingerprinting profiles between two individuals on CSF
populations, clonally reproduction may not play an important role on the species
reproduction, but only on species maintenance on studies sites. The Clonal reproduction on
Inselberg bromeliads were supported in some species as Pitcairinia geiskesii and refuted in
other species as Encholirium subsecundum, E. biflorum, E. pedicellatum (Sathou et al. 2001,
Cavallari et al. 2006) Other genus as Alcantarea, shows that dependence of ecological factors
as altitude makes influences on the presence or absence of clonal rerproduction (Barbara et al.
2007, 2008, 2009). This subject is also discussed below.

Physical geographic barriers usually affect the current dynamics of plants and animals
in contrasted ways, respectively by breaking or enhancing gene flow, one of these barriers for
Inselberg plant populations is the field matrix, as so as they are described as inland islands
(Probenski, 2007; Bosselier-Dubayle et al 2010). The diversity center to Encholirium genus is
located on Espinhaco chain rocky outcrops on southeastern Brazil, despite several other
species were described for Caatinga domain and treated as one single specie on “spectabile”
species complex, and caatinga should be the second diversity place (Forzza, 2005). Inselbergs
have been treated of main evolutionary significance for the differentiation of local populations
and so crucial for speciation process on Encholirium species (Probenski et al. 1998), so a
great genetic diversity and geographic genetic distribution is expected for E. spectabile.
Nevertheless the great morphological diversity here sampled, the generated marks represent

two genetic groups (K=2) being each profile correlated to a geographic region (Picture 2).
76



The North — Southern split identified on the results of Bayesian and Neighbour-joining
clustering corroborates with the morphological split identified between populations of North
Espinhaco chain and Caatinga morphs.

Due microclimate and geological features, environmental factors as climate, soil
conditions and vicinity are factors treated to affect the establishment of rocky outcrop floras
(Conceicdo & Giulietti 2005; Gomes & Alves 2009). The same pattern is observable on the
Southern Espinhaco in Brazil, the north-south position of this highland chain shows
differences on geological, climatic and biotic conditions and led these areas to be treated as
different endemic plants (Enternach et al. 2011). Sub-branches identified on northern group
and pairwise ®g values shows that the vicinity also plays an important role on genetic
similarities of each population.

Significant differentiation among populations were considerable (®g = 0.3781) as so
as Mantel test results displays correlation between genetic and geographic distances,
suggesting isolation by distance. Otherwise, within group analysis shows no correlation
between genetic and geographic distances. It is also supported by AMOVA results where the
majority of genetic diversity is held inside the population (Table 4). These results led
conclusions that the two E. spectabile morphs are isolated by distance, and near populations
are more related to each other. This is another effect of vicinity, for E. spectabilie as so as
other wind dispersed species, the seeds tend to have a low power of dispersal, being founded
only a few meters near the mother plant (Cavallari et al 2006). This can explain the vicinity
factor presented on genetic structure of E. spectabile.

Vicinity was also significant for genetic structure in other rocky outcrop species as
Pitcairinia geyskesii on a tropical forest matrix (Bosselieur-Dubayle et al. 2011). Other
inselberg bromeliads as P. staminea and P. albiflos, species restricted to Rio de Janeiro rocky

outcrops, presented no significant correlation between genetic and geographic distances, a fact
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that may be related to a great differentiation between populations of the same specie (Palma-
Silva et al 2011). Isolation by distance was also visualized on a wide range analysis with
Vriesea gigantea. (Palma-Silva et al. 2009).

Genetic flow between the morphs seems to be low, but no absent, as is observable by
F-statistics analysis, where the populations shows no structuration between regions (®¢ =
0.16174), the same way genetic differentiation between southern and northern populations is
overall bigger when pairwise Fst analysis is considered. The differences between northern
and southern populations agree with the idea of a split between the floras of espinhaco range,
these is more related to “cerrados” and caatinga respectively (Gomes & Alves 2009).

The differentiations between geographical distance and genetic divergence among
northern and southern populations and significant differentiation in pairwise ®st analysis
support Forzza (2005). Here we found two morphs with considerable gene flow so the
morphological diversity observed do not necessarily represent different species, nevertheless,
unique specie with a great morphological divergence. Phenotypic differences of fruits were
observed on Bromelia antiachanta species where considerable nevertheless no considerable

genetic differentiation was visualized (Zanella et al. 2011).

What the implications of genetic structure and genetic diversity on E. spectabile

establishment and reproduction on Northeastern Inselbergs?

According to its floral attributes, as position of floral parts and light color of corolla E.
spectabile seems to be bat pollinated, although hummingbirds and generalist bees have been
also reported in the literature (Lorenzon et al. 2003; Leal et al. 2006; Siqueira-Filho & Leme
2006; Aguiar et al. 2012), and were observed in our collecting sites. A large genetic diversity

ratio among population (AMOVA 21.64 % - Table 4) is correspondent to in outcrossing plant
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species, that usually have between 10 and 20% of the total variance among populations
(Hamrick & Godt 1989). These factors may be related to the behavior of its possible
pollinators.

Despite their size, bees were observed visiting all parts of open flowers, being possibly
attracted by nectar and pollen (Lorenzon et al. 2003, Aguiar et al. 2012), and thus
occasionally promoting pollination between close relatives. If some temporal or spatial
barrier occur on E. spectabile, as reported to other Encholirium species (Sazima et al. 1989;
Christianini et al. 2012), these bees’ habit and different stage flowers observed in a single
inflorescence might support selfing by geitonogamy. The behavior of Loncophylla bokermani
on E. subsecundum flowers visiting more than one flower per plant and close plants
inflorescences (Sazima et al. 1989), Glossophaga bats have been reported as Encholirium
spectabile floral visitors (Siqueira-Filho & Leme 2006) and may allow reproduction between
close relatives, because these animals presents a behavior that maintain a memory of the last
visited sites, only near plants should be visited as well (Mendes 2008). This may be balanced
by incompatibilities systems, and so permiting a great share of within population diversity
(Table 4). Little animals, as bees and sphingid moths are reported as effective pollinators
promoting local gene flow between Alcantarea specimens in Atlantic Rain Forest inselbergs
(Barbara et al. 2007). Bayesian clusters grouping relatively close inselbergs consistent with
short to average-distance pollination.

This species produces a great number of seeds, although seedling establishment on
field seems to be dependent of fissures on the rocks and not to be frequent. In other
Echolirium species as E. biflorum the seedling is really scarce, maybe result of a irregular
phenology, otherwise the most of the species as E. vogelii, E. heloiseae and E. pedicellatum
the seedling is more abundant, that might be result of a synchronized flowering (Cavallari et

al. 2006, Cristianini et al. 2012). No phonological features were studied here, but some
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differences between phenology on populations of northern and southern populations were
visualized. In Puya raimondii a large scale seed production strategy is adopted and high
selfing coefficient (Sgorbarti et al. 2004). Seed production on E. spectabile is large and
presents a good germination ratio on laboratory conditions, even after a long storage time
(data not presented).

Clonal reproduction is common on bromeliads and were also observed on this species.
Low genetic diversity levels and lack of vegetative reproduction were reported for three
Encholirium species with dominant sexual reproduction on Espinhaco range (Cavallari et al.
2006). Nevertheless, on this work sampling strategy and the absence of identical
fingerprinting profiles do not allow inferences about the frequence of vegetative reproduction.
On the field were observed lots of rosettes linked with the others by stolons that grows on the
rocks, this work were not able to detect such clonally reproduction due avoidance of clones.
On rock outcrops the manteinance of bromeliad mats may favor the estabilishment of new
individuals by providence of new sites for the anchor of seeds. On the other hand, our
experience regarding plants of this species cultivated on greenhouses during two years
(unpublished data) revealed no clonal reproduction, indicating that this strategy may not be
obligatory. Within-population studies are been developed by this workgroup and will better
analyze this question and field work regarding pollination and reproduction system may be

considered.

In what do the attributes here discussed implies for E. spectabile conservation

E. spectabile conservation on northeastern rocky outcrops may be considered, this
specie is the dominant on Caatinga inselbergs and may play a capital interest for conservation

of other species, as Xylocopa abrevviata (Ramalho et al. 2004) who depends directly from
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this plant scapes to nidify their offspring and other plant species restricted to inselbergs. Great
morphological diversity led taxonomists to identify different species (Forzza 2005), however
our result uphold the maintenance of one specie, otherwise morphological differences and
genetic groups here studied may be considered, conserving not only the specie, but both
morphs as so as the morphological diversity here represented and all the ecosystem it is part
of. Other northern populations as CSF and Borborema Plateau populations may have especial
interess because they are founded within montane tropical forest related, as so as each
represented a single group on northern populations, diverging from the Caatinga restricted
group of SOB/IFG/FPL.

Ex situ conservations in seed germplasm banks should be possible, but difficulties on
plantule establishment led conclusions that E. spectabile conservation may occur in situ,

comprising in populations that considers near populations and the groups here presented.
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Table 1 - Primers name, sequences and Polymorphic Loci Generated on 96 individuals

of Encholirium spectabile species complex

Total number of

Markertype Primer designation Sequen’ce 2 ) .
=3 PolymorphicLoci
886 VDV(CT), 15
887 DVD(TC)r 14
ISSR 844 (CT)sRC i
855 (AC)YT 12
864 (AT®)s 11
884 HBH(AG)y 5
OP-Vé ACGCCCAGGT 8
OP-X04 CCGCTACCGA 8
DAF OP-W17 GTCCTGGGTT 8
OP-T15 GGATGCCACT 7
Total 92

Table 2 — Within population indexes for each population. Northern populations presents
more more polymorphisms than southern populations.

Polymorphic

Population Origin n Pedicells lodi% H. sd+
IFG Petrolina - PE 10 long 0.69148 0.27807 0.22232
FPL Jaguarari - BA 10 long 0.71276 0.30723 0.21747
S0B Sobradinho - BA 10 long 0.59574 0.24409 0.22342
CSF Canindé do 3. Francisco- SE 10 long 0.44680 0.17447 0.20936

BMD  BrejodaMadre de Deus -PE 10 long 0.63829 0.25386 0.22210
CUP Cupira-PE 10 long 0.59574 0.24522 0.22794
LBD Morro do Chapéu - BA 10 short 0.54255 0.21005 0.22015
JAC Jacobina - BA 10 short 0.53191 0.21277 0.21957
JEQ Jequié - BA 6 short 0.37234 0.22872 0.25356
NORT 60 long 0.61347 0.33133 -
30UTH 26 short 048226 0.25166 -
Whole sampling 86 - - 0.34170 -
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Table 3 - Pairwise distances and geographic distances between populations, no
correlation between the two tables are found. The values were in the most considerable.

JAC LBD JEQ SOB FPL IFG cuUP CSF BMD

JAC X 62 239 206 125 200 571 325 561
LBD 0.30576 X 304 212 130 218 633 383 616
JEQ  0.26526 0.31817 X 498 415 498 739 518 752
SOB  0.56971 0.43378 0.51232 X 75 33 536 315 507
FPL  0.46781 0.44112 0.44956 0.23767 X 88 551 312 528
IFG  0.43693 0.36258 0.33168 0.27364 0.16992 X 505 280 472
CUP  0.45253 030575 0.44543 0.2800 0.29917 0.28147 X 249 61
CSF  0.56969 0.49707 0.58842 0.38660 0.41759 0.41770 0.37381 X 241

BMD  0.47546  0.39476 0.49438 0.38397 0.33960 0.31034 0.09623%" 0.42756 X
¥ Not considerable genetic differentiation

Table 4 — AMOVA results for different levels and @st for each population. The major
differentiation is found within population.

Source of Variation & statistics Differentiation (%)
Amongregions Pct=0.16174 North South 16.17 North South
Amongpopulations $sc=0.25818 - - 21.64 21.84 26.14
Within populations $st=0.37816 $st=0.21840 &st=0.26142 66.26 78.16 73.86
CONCLUSOES

e O complexo E. spectabile apresenta pouca diferenciacdo entre suas populagdes.

Apenas dois grupos genéticos foram identificados apresentando um padréo
geografico claro.

e Os marcadores DAF e ISSR foram eficientes na deteccdo da diversidade e estrutura
genética de E. spectabile gerando bandas informativas em nivel inter e
intrapopulacional.

e A homogeneizacdo genética entre as popula¢bes indica que o0s caracteres
morfoldgicos que apresentam variacdo em E. spectabile ndo séo fortes o suficiente

para interpor barreiras reprodutivas. Considera-se que a geitonogamia possa ocorrer,
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de modo que mesmo populacdes que historicamente apresentam variacoes
morfoldgicas, tratam-se da mesma espécie. Tal fato indica que caracteres
morfoldgicos menos plasticos devem ser utilizados pelos taxonomistas para melhor

descrever cada especie.

Devido a grande similaridade genética e o padrdo de distribuicdo aleatorio das
populagBes no espago geografico, nenhuma correlagdo entre as matrizes de distancia
genética e geogréfica foi evidenciada.

Apesar de ndo se conhecer o polinizador efetivo de E. spectabile a estruturacéo
genética apresentada aponta para um papel efetivo de abelhas e morcegos, ja

anteriormente reportados como visitantes florais.

Acdes de conservacdo da espécie E. spectabile devem considerar a manutencao de

espécimes in situ.
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ANEXO 2

RESUMO APRESENTADO NO X ALAG — Vifia del Mar, Chile, 2010.

¥IV COMGRESD LATINOAMERICAND DE GENETICA [ALAG)

VIl CONGRESO DE LA ASOCIACION LATINOAMERICANA DE MUTAGEMESIS, CARCINOGENMESIS ¥
TERATOGEMESIS AMBIENTAL [ALAMCTA]
XLl COMGRESO DE LA SOCIEDAD DE GEMETICA DE CHILE [SOCHIGEN)
CHILE 2010

HXMIX CONGRESO DE LA SOCIEDAD ARGEMTINA DE GEMETICA [SAG)

RESUMEN 184

SELECAO DE PRIMERS PARA A AVALIACAO DA DIVERSIDADE GENETICA EM
Encholirium spectabile Mart ex Schult. USANDO DAF (DNA AMPLIFICATION
FINGERPRINTING). (Primer selection for the evaluation of the genetic diversity in
Encholirium spectabile Mart ex Schult. using DAF (DNA Amplification Fingerprinting).)
Gongalves-Oliveira, R.C., Santos-Filho, JM., Pinangé, D.5.B., Cruz, GAS., Alves,
M., Benko-lseppon.  Universidade  Federal de  Pemambuco.  Brasil
rod.biogen@gmail.com

Genetic characterization of communities is important to reveal population evolutionary
history. Molecular markers have been largely used to access genetic variability on
species populations and as a tool for ecological approaches. DAF Primers are random
like RAPD, being highly accurate and reliable. This work aimed to select polymorphic
DAF primers fto access the vanability of Encholiium spectabile populations, a
Bromeliaceae genus largely representad in the Brazilian semi-arid regions. Four
samples from two native populations were used for the primer selection step. Twenty-
five DAF primers were evaluated, with polymorphisms plotted on a binary matrix and
loaded on the MEGA4.1 program to generate phenograms. MNineteen primers
generated 250 loci, from which 101 at the interpopulational and 133 at the
infrapopulacional level. The generated tree clustered each population in its own
branch. The ten more informative primers (V03, V0B, VOT, V15, W05, W06, W17, Y06,
Y18, X04) corroborated this result and will be important for future genetic population
studies targeting the management and conservation of £ spectabile populations.
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ANEXO 3

RESUMO APRESENTADO NO 62.° CONGRESSO NACIONAL DE
BOTANICA — Fortaleza, Ceara, 2011.

62" Congresso Nacional de Botani

Botinica e Desenvolvimento Sustenta
34" Reuniao Hordestina de Botin
T a 11 de agosto de N

SELEGAC DE OLIGONUCLEOTIDEOS DE DAF E ISSR EM DICKYA
MACEDOI L. B. SMITH, D. PERNAMEBUCANA L. B.SMITHE
ENCHOLIRIUM SPECTABILE MART. EX. SCHULT (PITCARNIOIDAE,
EROMELIACEAE) PARA ESTUDOS POPULACIONAIS

RODRIGO CESAR GONCALVES DE OLIVEIRA

Co-autores: RODRIGO C. GONCALVES-OLIVEIRA, DIEGO S B. PINANGE |, JOSE M
SANTOS-FILHO , MARCCUS V. ALVES & ANA M. BENKCISEPFPON

Tipo de Apresentagac: Foster
RESUMO

SELECAD DE OLIGONUCLEQTIDEOS DE DAF E 155R EM Dickya macedoi L. B. Smith, D.
permambucana L. B. 3mith & Enchelinium spectabile Mart. ex. Schult (Pitcarnicidae,
Bromellaceae) PARA ESTUDOS POPULACIONAIS (1).

Rodrgo C. Gongalves-Oliveiral2,3)
Diego 5. B. Finange (2,3)

Jose M. Santos-Filho (3)

[Marccus V. Alves (4)

Ana M. Benko-lseppon (2 3)

Dickya e Encholinem sio oéneros derivados entre as Bromeliaceae brasileiras, possuindo espacies
que sd0 comumenie encontradas nos afltoramentos rochosos ou em solos bastante rasos, principalmente
nos domimas do Cerado, Caatinga e Floresta Afantica. Os representantes desses géneros 5o dtimos
modelos para estudos populacionais, especialimente em inselbergues, as conhecidas ilhas terrestres. 0
macednol, 0 pamambucana e £ spectabile sao espécies bastante difundidas em afloramenios
rochosos, tendo sido selecionadas para o presente estudo. O presente estudo objetivou a selecdo de
oligonucleotideos com fins de estudos populacionais. O DNA vegetal foi exdraido a pardir de folhas jovens
de individuas coletados em afloramentos rochosas do Mordeste. 50 Primers de DAF e ISSR faram
testados em ambas as espécies gerando marcas polmarficas infrapopulacionais em Dickya, sendo 7T
polimorismos de IS5R para . macedo! (de um total 2534 foci) e 33 poimorfismos referente as mancas
DAF (de um total de 80 fow). Para D permambucana encontraram-s2 190 joci de ISSR sendo 85
palimorficos e 67 de DAF, sendo 43 poimarfiicos. Por sua vez, em E. spectaiie, foram amplificados 250
loci de DAF sendo 133 em nivel interpopulacional e 101 em nivel infrapopulacional. Das 112 marcas
geradas por ISR 49 foram palimamcas em nivel infrapopuiacional & 84 em nivel interpoputacional Daos
oligonucleotideos testados em Ciefya 39% ndo apresentaram amplificaciio satisfataria ou falharam em
alguma amostra. O percentual de falhas em Encholinwm fol de 40% . Os der melhares prmers de cada
marcador foram selecionados por especie. Mo geral os marcadores DAF e ISSR apresentaram ate 75%
de polimorismos interespecificos e 64% intraespecificos, indicando que estes primers séo promissores
para utilizagao em projetos de genética de populagdes com as espécies relacionadas
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ANEXO 4

Amplificacdo heteréloga de SSR desenvolvido para Bromeliaceae

em Encholirium spectabile

Rodrigo C. Gongalves-Oliveira, Clarisse Palma-Silva e Ana M. Benko-Iseppon.
1. Introducéo

Encholirium spectabile é uma espécie da familia Bromeliaceae restrita e
endémica a afloramentos rochosos do Nordeste brasileiro, sendo considerada como
elemento mais caracteristico desses ambientes (GOMES & ALVES, 2009). Além disso,
E. spectabile apresenta uma grande plasticidade morfolgica em caracteres comumente
utilizados para a delimitacdo taxonémica de espécies, de modo que varios binbmios tem
sido descritos em diferentes regies do Nordeste brasileiro (FORZZA, 2005).
Marcadores microssatélites sdo a op¢do mais adequada para estudos populacionais em
plantas nativas, entretanto o seu desenvolvimento demanda tempo e gera custos
operacionais. Contudo marcadores desenvolvidos para espécies proximas podem
apresentar transferabilidade reduzindo assim os custos operacionas como realizado por
Palma-Silva et al. (2007).

2. Materiais e Métodos

Espécimes de E. spectabile foram coletadas na populacdo de Canindé do S&o
Francisco (CSF) (2 individuos) e Brejo da Madre de Deus (BMD) (2 individuos) em
tampdo CTAB-NaCl segundo Rogstad et al. (1992). A extracdo de DNA seguiu-se
segundo Weising et al. (1995) com alteragdes no volume de tampédo CTAB para 7ml
por tubo, e apenas uma Unica lavagem com CIA. O DNA foi purificado de
polissacarideos e tratado com RNase (MICHAELS et al., 1994). As reacOes de
amplificagdo heter6loga com foram realizados com 12 primers previamente descritos
para, Tillandsia fasciculata Sw., Guzmania monostachya Rusby, Pitcairnia geyskesiiL.
B. Sm., Alcantarea imperialis Harms e Vriesea gigantea (BONEH et al., 2003;
SARTHOU et al., 2003; PALMA-SILVA et al., 2007) (Tabela 1). As reagdes se
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seguiram em programa Tuchdown em termociclador Applied Byosistems contendo 1x
Fermentas TAQ Buffer, 1 mM Fermentas MgCl,, 10 mM Fermentas dNTP, 10 pmol de
cada primer, 1pmol do primer marcado M13, 2U de TAQ Fermentas e DNA alvo na
concentracdo de 5ng/ul. O programa de amplificacdo seguiu-se de uma pré-
desnaturacdo de 3 min a 95° C seguindo-se de 10 ciclos contendo as etapas de
desnaturalcéo a 94° C por 30 seg, anelamento a 48° C seguindo do aumento em 1° C a
cada ciclo por 30 seg e extenséo final a 72° C por 30 seg. O programa seguiu com 0
segundo set de ciclos sendo 30 ciclos contendo as etapas de desnatural¢do a 94° C por
30 seg, anelamento a 48° C por 30 seg e extensao final a 72° C por 30 seg. Além dessas
etapas uma extensao final a 72° C por 10 seg. O produto amplificado foi visualizado em
gen de agarose a 1% e posteriormente genotipado em sequenciador ABI 1900 e os

eletroferogramas analisados no programa GeneMarker V.1.95 DEMO.

3. Resultados

Todos os primers testados apresentaram amplificacdo satisfatéria quando
visualizados em gel de agarose, entretanto 0 namero de polimorfismos evidenciado foi
baixo conforme apresentado na Tabela 1. Apenas dois primers PaBl2 e PaDO07
apresentaram-se polimorficos, outros seis apresentaram-se monomorficos e trés deles

inespecificos.

4. Discussao

A amplificacdo heterdloga de primers ja4 foi realizada anteriormente para
algumas espécies de Bromeliaceae por Pama-Silva et al. (2007) com sucesso, entretanto
so foram verificados a possiblididade de amplificagdo, ndo de polimorfismos. O fato de
apenas os primers PaB12 e PaD07 terem amplificado e serem polimérficos em E.
spectabile deve estar relacionado ao fato desses primers serem desenvolvidos para
Piticairnia albiflos, uma espécie da mesma subfamilia que Encholirium. Desse modo
chegamos a conclusdo que a amplificagdo heteréloga de microssatélites e possivel,

contudo isso devera ocorrer apenas com espécies mais aparentadas filogeneticamente.
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Tabela 1 — Amplificacdo de primers de Bromeliaceae em Encholirium spectabile,

Sequencia, Tamanho dol Locus, Cor utilizada para Genotipagem, Statud da

Amplificacdo e Resultado Final.

Tam

Amplifi-

Primer Sequéncia Cor « Resultado
Locus cagao
VgA04  F: CAAACCCTTCTCACCTCACC  187-215 FAN Ok Monomoérfico
R: CGACTCACCTGGCCCTAAT
VgC01l  F: GCTAGGGTTTCACCCCAAAT  208-218 VIC Ok Monomoérfico
R: TCAGCCTCTGATCCATCTCC
VgF02  F: TTACACCTGCCTACCCCTTG 176204 NED Ok Monomoérfico
R: TTGGAGATCAAAACCCGAAG
Ai4.03  F: TGGCTTGTGGAGTTCTCACT  192-195 PET Ok Monomoérfico
R: AACAAGGAGGTTGATCAAGAGG
PaAl0  F: AACCATTGACATCCGCTGTT  146-149 NED Ok Monomoérfico
R: CTTCGGAAGCTCCTCTGGAT
PaB12 F: AGAGGCTGAGAGAGGTAAACCA 219-280 FAN Ok Polimoérfico
R: CGAGCCCTCTTTCTGAACC
PaC05  F: CCCGAGGGACATTCTCTCTT  149-153 FAN Ok Inespecifico
R: CATGGCGCAGTAGTGTTTTC
PaD07  F: TCGATGTCGACGGTAGTGAG  233-239 NED Ok Polimorfico
R: TCCTCTCGCTTTGATTCACC
Paz0l  F: TCCATGTGCCTCATCATAGC  185-199 VIC Ok Inespecifico
R: TGCCCACAAAGCATATCAGT
e19 F: TCTTACTGCTCTCCATTGGT 137 VIC Ok Inespecifico
R: ATTTTTGGTGTTGCAGATGT
e6b F: CGTACGAAGGTAAGCACAA 151 PET Ok Inespecifico
R: CCGTTGAAGAGGTTAGAGG
CT5 F:AATGAGTTTCAGTTTTAGAAGC 190-240 FAN Ok Monomoérfico

R: CCAAGAAAAGAACGGATCA
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ANEXO 5

Allelle Report da selecao de primers de SSR.
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Figura suplementar 1 — Resultados de polimorfismos visualizados no programa GeneMark

1.95 para o primer PaB12.
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Figura suplementar 2 - Resultados de polimorfismos visualizados no programa GeneMark

1.95 para o primer PaDO7.
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ANEXO 6

Figura Suplementar
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Figura Suplementar 3 — Gel de Agarose mostrando loci do primer DAF - OP-X04.

Em detalhe polimorfismo na populagéo LBD.
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Figura suplementar 4 — Resultados obtidos no Programa STRUCURE. A — gréfico
de K x Ln(Prob), o valor inicia sua estabilizagdo em k=3 . B — Corre¢do de Evvano,
K = 4 foi escolhido.
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ANEXO 7

Tabelas Suplementares

Tabela suplementar S1 . Selecdo de primers de ISSR em Encholirium spectabile.

Intrapopulacionais  Interpopulacionais FPL BMD

826 (AC)sC 15 6 14 6 0

DVD(TC); 1 8 1 0

836 (AG)sYA 10 3 8 3 0

864 (ATG)s 7 4 5 3 1

(CT)sRC

(CA)sG
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Tabela suplementar S2 . Selecdo de primers de DAF em Encholirium spectabile.

Intrapopulacionais  Interpopulacionais

V 06 ACGCCCAGGT 22 28 9 19 9

V 08 GAAGCCAGCC 9 6 0 2 4

R460 -2 GCAGGATACG 7 2 4 0 2

H1 GGTCGGAGAA 11 3 5 1 2

W 05 GGCGGATAAG 10 11 2 7 4

W 08 GACTGCCTCT 7 2 2 2 0

W 06 GACTGCCTCT 14 4 6 2 2

X 04 CCGCTACCGA 23 6 13 1 5

W 17 GTCCTGGGTT 20 3 14 3 0

TOTAL 250 133 101 70 63
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