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RESUMO

Estudos de filogeografia tém revelado os mecanismos de diversificagao de diversos
organismos, ¢ podem contribuir muito para o avanco do conhecimento destes processos em
grupos Neotropicais. Espécies de bromélias adaptadas a afloramentos rochosos Neotropicais
tem despertado o interesse da comunidade cientifica por representarem casos extremos que
auxiliam na compreensao do papel do fluxo génico na coesdo de espécies e especiacdo em
ambientes naturalmente isolados. Os objetivos deste trabalho sdo: estudar a diversificagdo de
linhagens e os padrdes filogeograficos de Pitcairnia flammea (Bromeliaceae), uma espécie
adaptada a afloramentos rochosos, inseridos no bioma Floresta Atlantica; avaliar a estrutura
genética e o grau de isolamento entre as populagdes; investigar como a distribuicao geografica
influencia a sua estrutura genética e contribuir para a conservagdo desta espécie e do bioma
onde estd inserida. Foram amplificados 10 loci de microssatélites nucleares para 20
populagdes de Pitcairnia flammea, localizadas ao longo da Floresta Atlantica, a fim de
estimar os niveis de diversidade genética, com o célculo de riqueza alélica, nimero de alelos,
heterozigosidade esperada e observada e coeficiente de endogamia. Uma andlise de variancia
molecular (AMOVA) foi feita para avaliar o padrao de diferenciacdo genética dentro e entre
as populagdes. O nimero efetivo de migrantes (Ne,) foi calculado para cada par de
populagdes baseado no Fgsr par a par. Para estimar a estrutura genética das populacdes foi
utilizada uma analise Bayesiana a fim de calcular o nimero de grupos genéticos (K). Para
detectar uma recente e pronunciada redu¢ao no tamanho efetivo da populagao (Bottleneck) foi
utilizado o teste ‘Wilcoxon sign-rank’. Os niveis de diversidade genética em média foram
moderados. O coeficiente de endogamia apresentou uma grande variagdo entre as populagdes,
€ em sua maioria, os valores foram positivos e significantes, com média de Fis=0.083. Altos
indices de diferenciagdo genética foram observados entre as populagdes, indicando que estas
sdao altamente estruturadas e com baixo fluxo génico entre si (Fsr=0.384, P<0.0001). O
resultado da andlise Bayesiana indicou a presenca de 16 diferentes grupos genéticos (K=16).
Os valores dos ntimeros efetivos de migrantes (Ney) foram muito baixos € com valores, em
sua maioria, inferiores ao minimo esperado para a manuten¢ao da coesdao de uma espécie. Nao
foram encontrados evidéncias de sinal de bottleneck em praticamente nenhuma das
populagdes, sugerindo que ndo houve uma redugdo populacional recente para a maioria das
populacdes. Pode-se concluir que hd uma alta estruturagdo genética entre as populagoes,
independente das variedades, refor¢ando a ideia de que estas populagdes estao evoluindo e
diversificando hd muito tempo, independente umas das outras. Além de apoiar o fato de que
afloramentos rochosos sdo vistos como centros de diversidade de espécies e endemismo, por
serem naturalmente isolados, contribuindo para a grande diversidade genética e morfologica
observada atualmente nestas regioes.

Palavras-chaves: Filogeografia. Bromélias. Ecologia molecular. Especiagio.
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1 INTRODUCAO

O continente Sul Americano ¢ composto por diversas regides biogeograficas que
contém os maiores indices de biodiversidade do planeta, e onde cinco hotspots de
biodiversidade estdo localizados. Entretanto, os padrdes e processos responsaveis por moldar
a diversidade de espécies na América do Sul sdo ainda mal compreendidos. Muito esfor¢o tem
sido empregado no sentido de entender a complexidade e os altos niveis de biodiversidade
deste continente. Neste sentido, estudos filogeograficos de espécies Sul Americanas, podem
disponibilizar importantes informagdes quanto aos processos historicos que foram
responsaveis pela diversificagdo biologica nesta regido. Andlises moleculares baseadas no
sequenciamento de DNA de espécies atuais, juntamente com os avangos na area da
filogeografia estatistica, t€ém promovido o entendimento de como eventos geologicos e as
mudangas climaticas podem modificar a historia demografica das populagdes (AVISE, 2009).
Sendo assim, estudos filogeograficos podem auxiliar no estudo da biodiversidade, modos de
dispersdo, tempos de diversificagdo, extingdo, areas de refiigio, além de outros processos ao
nivel populacional (microevolu¢do — DINIZ-FILHO et al., 2008).

Apesar de as mudancgas climaticas ocorridas durante o Pleistoceno ndo terem sido a
unica forga promotora da diversificagdo neste continente (ex. HOORN et al., 2010; RULL,
2011, 2012; TURCHETTO-ZOLET et al., 2013), elas influenciaram de forma marcante a
histéria demografica e a distribui¢do geografica de muitas espécies. Em um estudo de revisao,
foram compilados dados de diversos estudos fitogeograficos de organismos Sul Americanos,
e os padroes observados sugerem uma importante relagdo entre cendrios demograficos e
associacdo de organismos de ambientes florestais e de vegetacao aberta. Na América do Sul, a
distribuicdo geografica de espécies associadas a ambientes florestais foram reduzidas
principalmente durante os ciclos glaciais; por outro lado, espécies associadas a dominios de
vegetacdo aberta tiveram respostas varidveis as flutuagdes climaticas (TURCHETTO-ZOLET
etal., 2013).

Na América do Sul, os estudos de filogeografia tém se tornado mais frequentes, ¢
novos padrdes biogeograficos vém sendo revelados, especialmente em biomas brasileiros
como a Floresta Atlantica. Historicamente, a Floresta Atlantica sofreu forte influéncia de
oscilagdes climaticas originadas pelos periodos glaciais e interglaciais, que promoveram

eventos de expansdo e retracdo com subsequente fragmentacao florestal (LEDRU et al.,



1996). O papel que estas flutuacdes climaticas historicas tiveram na modelagem dos padrdes
atuais de biodiversidade observados, tem sido esclarecido com os resultados obtidos por
estudos filogeograficos. Os padrdoes de variacdo genética de populagdes atuais podem ser
interpretados a luz de fatores demograficos, incluindo flutuagdes climaticas que ocorreram no
passado, modificando o tamanho das populagdes e sua localizagao.

Neste contexto, um estudo de caso, demonstrou que as populagoes de Vriesea
gigantea, uma bromélia epifita tipicamente associada a ambientes florestais, e endémica da
Floresta Atlantica Brasileira, sofreram expansdao demografica consistente com a expansao
historica da floresta do norte para o sul da distribui¢do atual da espécie (PALMA-SILVA et
al., 2009). Os autores também relataram uma forte quebra filogeografica entre os Estados de
Sdo Paulo e Rio de Janeiro (proximo & latitude 23°S), provavelmente refletindo um
isolamento populacional historico compativel com multiplos refigios durante as mudancas
climaticas do Pleistoceno. Por outro lado, um crescente numero de estudos tém demonstrado
que espécies nao associadas a ambientes florestais nem sempre sofreram uma dramatica
fragmentacdo de suas distribuicdes em diferentes refugios durante a ultima glaciacdo (ca.
20.000 anos), como o observado para espécies florestais (TURCHETTO-ZOLET et al., 2013).
Este cenario sugere fortemente que uma significante por¢cdo do conhecimento da histéria
evolutiva de espécies ndo associadas a ambientes florestais tem sido amplamente
negligenciado.

A Floresta Atlantica, no sul e sudeste do Brasil, ¢ um complexo formado por vérias
comunidades vegetais, incluindo Florestas Pluviais Baixo Montanas, Florestas Pluviais de
Altitude, Florestas Pluviais Riparia, Florestas Pluviais em Manchas e Florestas Paludosas
Litoraneas (RIZZINI, 1979). Além dos ambientes florestais, este bioma também apresenta
mosaicos de ambientes abertos (ex. restingas, afloramentos rochosos, campos de altitude)
(SCARANO, 2009). Afloramentos rochosos, também chamados de inselbergs, sdo formagdes
geologicas rodeadas por uma matriz florestal (POREMBSKI, 2007). Os afloramentos
rochosos, especialmente os Neotropicais, sdo considerados ambientes de “ilhas terrestres”
devido a sua estruturag@o espacial e isolamento ecoldgico, que causam uma forte barreira de
dispersdo e migragdo para as espécies que ali habitam. Estes ambientes constituem centros de
endemismos e de alta diversidade de espécies, uma vez que possuem uma origem muito
antiga (milhares de anos). Além disso, fatores climaticos e edaficos separam os afloramentos
rochosos do restante da floresta que os circunda, o que explica a sua biota altamente

especializada (POREMBSKI, 2007).



Espécies de bromélias adaptadas a afloramentos rochosos Neotropicais tém
despertado o interesse da comunidade cientifica por representarem casos extremos que
auxiliam na compreensao do papel do fluxo génico na coesdo de espécies e especiacdo em
ambientes isolados (Encholirium — CAVALLARI et al., 2006; Alcantarea — Southeastern
Brazil: BARBARA et al., 2007, 2009; Pitcairnia — French Guiana: SARTHOU et al., 2001 e
BOISSELIER-DUBAYLE et al., 2010; Pitcairnia — Southeastern Brazil: PALMA-SILVA et
al., 2011; Fosterella— WAGNER et al., 2012). Estes estudos revelaram extrema diferenciagdo
populacional e auséncia de isolamento-por-distincia entre os inselbergs, indicando assim que
os afloramentos rochosos podem ter semelhancas com as ilhas oceanicas como arenas para
estudos evolutivos.

A familia Bromeliaceae ¢ composta por espécies Neotropicais que sofreram uma
extensa radiacao adaptativa. Bromeliaceae ¢ uma familia monofilética, e este padrao tem sido
suportado por varios estudos filogenéticos (BENZING, 2000; GIVNISH, 2004, 2007; 2011;
BARFUSS, 2005). O extenso potencial de radiacdo adaptativa da familia se reflete na grande
diversidade de suas espécies. Além disso, a circunscri¢do de géneros e espécies muitas vezes
falha em definir grupos naturais, sugerindo processos de especiagdo recente com espécies
incipientes ainda nao completamente definidas (FARIA et al., 2004). Bromeliaceae possui
atualmente cerca de 3000 espécies, divididas em aproximadamente 56 géneros (BENZING,
2000). O Brasil ¢ o maior centro de diversidade de bromélias, onde podemos encontrar cerca
de 50% das espécies conhecidas. Em especial o leste brasileiro ¢ um dos principais centros de
diversidade de Bromélias e com inimeros géneros endémicos (BENZING, 2000). Regides
com alta riqueza de espécies e altos niveis de endemismo oferecem excelentes oportunidades
para a investigacao de hipoteses sobre evolucao do isolamento reprodutivo (VAN DER NIET
et al., 2006; WENDT et al., 2008). As bromélias vém sendo estudadas por pesquisadores
interessados em microevolugdo e especiacdo na regido Neotropical (e.g. SARTHOU et al.,
2001; CAVALLARI et al., 2006; BARBARA et al., 2007, 2009; PALMA-SILVA et al.,
2009, 2011; ZANELLA et al., 2011, 2012; WAGNER et al., 2012).

Pitcairnia flammea ¢é uma espécie exclusivamente saxicola e endémica de
afloramentos rochosos graniticos e gnaissicos no sul e sudeste do Brasil (MARTINELLI et
al., 2008). Esta espécie possui uma extensa variabilidade morfologica entre populagdes,
principalmente nas estruturas vegetativas da planta, caracteristica utilizada por diferentes
autores para a descri¢do de varias sub-espécies: P. flammea var. flammea; P. flammea var.
glabrior L.B. Smith; P. flammea var. roezlii (E. Morren) L.B. Smith; P. flammea var.

floccosa; P. flammea var. macropoda L.B. Smith &Reitz; P. flammea var. pallida L.B. Smith)



(MARTINELLI et al. 2008). Além disso, a espécie Pitcairnia corcovadensis era considerada

uma variedade de P. flammea, tendo sido restabelecida como uma espécie distinta por Wendt

etal. (2000).



2 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo estudar a diversidade de linhagens e os padrdes
filogeograficos de uma espécie (Pitcairnia flammea) adaptada a afloramentos rochosos da

Floresta Atlantica Brasileira.

2.1 Objetivos especificos

o Avaliar a estrutura genética e o grau de isolamento entre populacdes

disjuntas de P. flammea de afloramentos rochosos da Floresta Atlantica.

o Investigar como a distribuicao geogréfica influencia a estrutura genética
das espécies e populagdes, e os mecanismos envolvidos na diversificagdo do grupo,

utilizando uma abordagem filogeografica;

o Contribuir para a conservagdo destas espécies e do bioma onde elas
estdo inseridas (Floresta Atlantica), com a definicdo de 4areas prioritarias para

conservagdo, tendo como referéncia a estruturacao genética das populagdes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material coletado e Extracdo de DNA

Foram utilizadas amostras de individuos de Pitcairnia flammea que foram coletadas
ao longo de sua distribuicao geografica (Figura 1). No total, foram coletados cinco das seis
variedades do complexo P. flammea e uma espéciec morfologicamente semelhante: P.
carinata, que foi inserida para testar o grau de diferenciagdo genética entre as populagdes de
P. flammea (Tabela 1). Estas amostras sdo compostas por parte das folhas de cada individuo e
foram armazenadas e desidratadas em silica gel. A extragdo do DNA das amostras foi feita
utilizando o Kit de extragio de DNA “Dneasy 96 Plant Kit — Qiagen” seguindo as

recomendacoes do fabricante.

Figura 1: Mapa da distribui¢do das populagdes ao longo da Floresta Atlantica. Os pontos pretos
representam as areas de ocorréncia de P. flammea e os tridngulos vermelhos representam as

populagdes amostradas neste trabalho.
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3.2 Amplificagéo e Genotipagem

Em todas as amostras, foram amplificados 10 loci de microssatélites nucleares
previamente desenvolvidos para espécies de Bromeliaceae (AOKI-GONCALVES et al.,
2014; BONEH et al, 2003; PALMA-SILVA et al, 2011; PAGGI et al, 2008;
WOHRMANN; WEISING, 2011; WOHRMANN et al., 2012) ¢ otimizados para P. flammea.
Foram utilizadas caudas M13 marcadas com diferentes fluorescéncias, permitindo a
genotipagem em multiplex. Os protocolos de amplificagdo foram realizados conforme Palma-
Silva et. al. (2007), com modificacdes (Anexo A). Os produtos de amplificacido foram
genotipados em sequenciador automatico de DNA ABI 3500 (AppliedBiosystems), através do
programa GENEMARKER V.1.95 (SoftGenetics, StateCollege, Pennsylvania, USA), através da

analise manual dos alelos de cada individuo.

Tabela 1: Variedades de do complexo P. flammea coletadas

Variedade Populacdes
P. flammea var. flammea 11

P. flammea var. floccosa 5

P. flammea var. palida 1

P. flammea var. macropoda 2

P. flammea var. roeltzii 1

3.3 Analise dos dados

3.3.1 Diversidade genética

Os niveis de diversidade genética foram descritos através do céalculo das seguintes
estatisticas: riqueza alélica (Ar), nimero de alelos (A), heterozigosidade esperada (He) e
observada (Ho) e coeficiente de endogamia (Fis), calculados pelo programa MSANALYSER
v.4.05 (DIERINGER; SCHLOTTERER, 2003) e FSTATv2.9.3 (GOUDET, 2001). O
programa GENEPOP versdo 3.5 (RAYMOND; ROUSSET, 1995) foi utilizado para testar os
principios do Equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de cada populagao.

3.3.2 Estrutura genética

Para avaliar o padrio de diferenciagdo genética dentro e entre as populagdes, foi

realizada uma analise de variancia molecular (AMOVA) através do programa ARLEQUIN
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versdo 3.5 (EXCOFFIER et al., 2010). Esta estatistica estima a porcentagem de parti¢ao da
variabilidade entre os grupos; fornece resultados dos célculos dos trés niveis hierarquicos de
diferenciagdo populacional: entre grupos (Fcrt), entre populagdes dentro de grupos (Fst) €
dentro das populagdes (Fsc) e ainda, calcula o coeficiente de endocruzamento especifico (Fis).
Quando um grupo ¢ definido, ¢ possivel obter um valor de Fgt especifico do conjunto de
dados, que permite avaliar o grau de diferenciagdo e estruturacdo das populagdes. Uma
AMOVA hierarquica foi realizada entre as variedades do complexo P. flammea, considerando
cada grupo, uma variedade diferente, para testar se existe maior diferenciacdo genética entre
as variedades do que entre as populagdes dentro de cada variedade.

O numero efetivo de migrantes (N.y,) foi calculado para cada par de populagdes
baseado no Fgt par a par obtido pelo programa GenAlEx 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012),
através da formula N, =(1/Fsr-1)/4.

Para estimar a estrutura genética populacional das espécies sera utilizada uma analise
Bayesiana implementada no programa STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000), a fim de
calcular o numero de grupos genéticos (K). As andlises foram realizadas assumindo
freqiiéncias alélicas independentes e usando um periodo de “burn-in” de 250 000 corridas de
1 000 000 de comprimento e 10 repeticdes por K que variaram de 1 a 21. Para determinar o
numero mais provavel de grupos genéticos (K) foi utilizado o método de Evanno et al. (2005)
através do programa STRUCTURE-HARVESTER Web v0.6.94 (EARL; VON HOLDT, 2011).

Uma andlise das coordenadas principais (PCoA) também foi realizada para visualizar
a estrutura genética entre as populagdes, implementada pelo programa GenAlEx 6.5
(PEAKALL; SMOUSE, 2012).

Para detectar uma recente e pronunciada reducdo no tamanho efetivo da populagao
(efeito Bottleneck) foi utilizado o teste ‘Wilcoxon sign-rank’, através do software

BOTTLENECK 1.2 (PIRYET al., 1999).



4 RESULTADOS

4.1 Diversidade Genética
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Foram analisadas 20 populagdes alopatricas de Pitcairnia flammea, totalizando 420

individuos, com uma média de 21 individuos por populagdo (Tabela 2). A riqueza alélica teve

uma variacdo de 1,24 a 5,37 (Tabela 3; Figura 2); o nimero médio de alelos variou de 1,5 a

8.,4; a heterozigosidade esperada variou de 0,041 a 0,727 (Tabela 3; Figura 3) e a observada

variou de 0,035 a 0,673 (Tabela 3). O coeficiente de endogamia apresentou um valor médio

de Fis=0.083 (Tabela 3), em geral, com valores positivos, com exce¢ao das populagdes

GRURIJ e GARJ, e, significantes, com exce¢do de PISP, GRURJ, GARJ, CAPES e STES.

Tabela 2: Tabela das populagdes analisadas neste projeto, indicando o local onde foram coletadas.

Populacdo Espécie / Variedade Municipio Localidade Estado
MCPR P. flammea var. floccosa Campina Grande do Sul Morro do Capivari PR
ATISP P. flammea var. floccosa Atibaia Pedra Grande SP
BESP P. flammea var. flammea  Mogi das Cruzes - Bertioga Estrada Mogi-Bertioga Sp
PISP P. flammea var. flammea  Picinguaba Praia da Fazenda SP
MPPR P. flammea var. floccosa Guaratuba Morro dos perdidos PR
SSSP P. flammea var. flammea S&o Sebastido Praia toque-toque SP
MFSP P. flammea var. floccosa Altinépolis Morro do Forno SP
GRURJ P. flammea var. flammea Grajau Grajat RJ
GARJ P. flammea var. palida Teresopolis Garrafio RJ
JURSP P. flammea var. floccosa Peruibe Estagdo ecologica da Jureia SP
PARJ P. flammea var. flammea Paraty Pedra 1 RJ
IBIMG P. flammea var. flammea Ibitipoca Cachoeira dos Macacos MG
MTMG P. flammea var. macropoda Municipio de Tombos Hidroelétrica MG
CAPES P. flammea var. flammea Alto do Caparad Pedra Roxa ES
NFRJ P. flammea var. flammea Nova Friburgo Morro da Torre RJ
NFLRJ P. flammea var. roeltzii Nova Friburgo Estrada Leopoldina RJ
SMARJ P. flammea var. macropoda Santa Maria Madalena Cascata escorrega RJ
CARMG P. flammea var. flammea Catas Altas RPPN Santuario do Caraga MG
DESRJ P. carinata Santa Maria Madalena Desengano RJ
STES P. flammea var. flammea Santa Teresa Reserva Ecologica Santa Lucia ES
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Tabela 3: Diversidade genética amostrada em popula¢des alopatricas de Pitcairnia flammea. N:
numero de individuos; A: numero de alelos; Ar: riqueza alélica; Ho: heterozigosidade observada; He:
heterozigosidade esperada; Fis: coeficiente de endocruzamento. Equilibrio de Hardy-Weinberg: ***P
<0.001; **P <0.01 e *P < 0.05.

Populacdes N A Ar Ho He Fis
MCPR 23 6,7 4,81 0,495 0,598 0,253 %**
ATISP 22 5,5 4,17 0,521 0,619 0,193 %**
BESP 21 3,1 2,48 0,243 0,335 0,340%**
PISP 22 3,5 2,84 0,425 0,453 0,079
MPPR 25 6,5 4,35 0,497 0,579 0,175%*%*
SSSpP 27 3,8 3,12 0,315 0,474 0,352%**
MFSP 24 8.4 5,21 0,597 0,641 0,094**
GRURJ 8 3,0 2,98 0,486 0,448 -0,012
GARJ 12 5,0 4,32 0,673 0,616 -0,039
JURSP 28 5,1 3,69 0,341 0,593 0,422%%*
PARJ 22 5.4 4,19 0,431 0,644 0,380***
MTMG 20 7,5 5,37 0,657 0,714 0,111%*
CAPES 22 1,5 1,24 0,035 0,041 0,226
NFRJ 21 6,6 5,00 0,471 0,727 0,372%**
NFLRJ 20 34 2,65 0,313 0,349 0,117*
SMARJ 21 3,1 2,70 0,434 0,472 0,073*
CARMG 23 6.9 4,66 0,526 0,593 0,095***
DESRIJ 20 6,3 4,48 0,528 0,667 0,23 %**
STES 19 4,3 3,38 0,490 0,507 0,162
IBIMG 20 3,6 2,82 0,375 0,427 0,192%*
Média 21 5,0 3,72 0,443 0,525 0,0832

4.2 Estrutura populacional

A andlise de variancia molecular (AMOVA) apresentou um indice de diferenciagdo
genética alto e significante entre as populagdes Fsr=0.384, (P<0.0001) (Tabela 4).

Para a AMOVA hierarquica, considerando as diferentes variedades do complexo P.
flammea (Tabela 1), o valor de diferenciagdo genética entre as variedades foi baixo e nao
significante, com Fcr=0.030 (P-value=0.1633). Os valores de diferenciacdo genética entre as
populacdes dentro de cada grupo (variedade) foi alto e significante, com Fgc=0.371
(P<0.0001) (Tabela 5), com o indice de diferenciagdo entre todas as popula¢des de Fsr=0.390
(P<0.0001).

As andlises de Fsp par a par também apresentaram valores altos e significantes,
variando de 0.104 a 0.833. Os valores dos nimeros efetivos de migrantes calculados a partir

dos resultados do Fgt par a par foram em média N, = 0.475 (Tabela 6).
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Figura 2: Riqueza alélica demonstrada no mapa de acordo com a distribuigdo das
opulagdes.
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Figura 3: Heterozigosidade esperada demonstrada no mapa de acordo com a distribuicdo das
opulagdes.
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Figura 4: Coeficiente de endogamia demonstrada no mapa de acordo com a distribuicdo das
populagdes.
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Tabela 4: Resultados da analise de variancia molecular (AMOVA)
Source of variation d.f Sum of squares Variance components Variation (%) F-statistic P-value

Among populations 19 666.279 0.80599 3841  Fg=0.384  0.0001
Within populations 820 1.059.881 129.254 61.59
Total 839 1.726.160 209.853

Tabela 5: Resultados da AMOVA hierarquica. Para cada grupo foi considerada uma variedade
diferente do complexo P. flammea.

Sum of Variance Variation

Source of variation d.f squares  components (%) F-statistic  P-value
Among variedades 5 189.039 0.06327 2.99 Fer=0.030  0.1633
Among populations within variedades 14 477.240 0.76177 35.97 Fsc=0.371 0.0001
Within populations 820 1.059.881 129.254 61.04 Fsr=0.390  0.0001
Total 839 1.726.160  211.757

O resultado da analise Bayesiana no programa STRUCTURE (Figura 5) indicou a
presenca de trés possiveis valores de grupos genéticos (K=2, K=10 e K=16), de acordo com a
metodologia AK proposta por Evanno et al. (2005). Analisando os valores de AK (Figura 6), o

K=2 apresenta maior significancia, porém nao parece refletir um significado bioldgico, e,
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portanto, optou-se por adotar o K=16 como resultado biologicamente mais provavel seguindo
a metodologia descrita por Pritchard et al. (2000), devido ao fato de as populagdes ocorrerem
em ambientes naturalmente fragmentados e isolados. Considerando o K=16, algumas
populagdes foram agrupadas em um mesmo grupo genético, refletindo a proximidade
geografica das populagdes, como ¢ o caso de MCPR e MPPR, BESP ¢ PISP ¢ CAPES e
IBIMG (Figura 9). A populagdo de PARIJ foi separada e cada sub-grupo foi agrupado com
outras duas populacdes: GRURJ e SMARIJ. A analise de coordenadas principais (PCoA)
também tem como resultado a alta estruturacdo entre as populacdes (Figuras 7 e 8) e nenhuma

relacdo com a existéncia de variedades como proposto por diversos autores.

Tabela 6: Diagonal inferior com os valores de Fsy par a par ¢ diagonal superior com os valores de
Nem-

MCPR ATISP BESP PISP MPPR SSSP MFSP GRURJ GARJ JURSP PARJ MTMG CAPES NFRJ NFLRJ SMARJ CARMG DESRJ STES IBIMG

MCPR 0 1.194 1.247 1.017 0.711 0.352 0.582 0.178 0984 0.793 0.373 0.596  0.468 0.293 1.030 1.120 2.165 0.506 0.308 0.673
ATISP 0.173 0 0.668 1.058 0.629 0.387 0.553 0.204 1.208 0.685 0.459 0.562  0.547 0313 1.020  0.987 1.119 0.308 0.305 0.722
BESP 0.167 0272 0 0.774 0.589 0.246 0.399 0.134 0.747 0.609 0.257 0482 0325 0.263 0.609  0.635 0.992 0327 0242 0.472
PISP 0.197 0.191 0244 0 0.608 0279 0425 0.155 0.765 0.766 0307 0.667 0375 0.242 0.645 0.839 1.086 0.381 0.284 0.599
MPPR 0.260  0.284 0.298 0.291 0 0330 0458 0.170 0.646 0.712 0.299 0.438  0.341 0245 0.661 0.725 0.835 0.415 0.299 0.540
SSSP 0.415  0.393 0.504 0.473 0.431 0 0224 0229 039 0275 0228 0202 0.302 0.157 0.423 0.290 0.351 0.258 0.272 0313
MFSP 0.300 0.311 0.385 0.370 0.353 0.528 0 0.096 0.834 0.424 0260 0296 0280 0.264 0.521 0.488 0.603 0.410 0.215 0.566
GRURJ 0584 0.551 0.651 0.617 0.596 0.522 0.723 0 0.231 0.153 0.050 0.102  0.112 0.065 0.229  0.140 0.193 0.215 0.095 0.163
GARJ 0.203  0.171 0.251 0.246 0.279 0.391 0.231  0.520 0 0.634  0.597 0.561 0.532  0.505 0916 0916 1.140 0.749 0393 1.130
JURSP 0.240  0.267 0.291 0.246 0.260 0.476 0.371  0.621  0.283 0 0274 0.752 0334 0.259 0.640  0.684 1.157 0331 0.253 0.561
PARJ 0.401 0352 0.493 0.448 0.456 0.524 0.490 0.833 0.295 0.477 0 0.195 0259 0.174 0.559  0.298 0.424 0.286 0.194 0.437
MTMG 0296 0.308 0.341 0.273 0.363 0.553 0.457 0.710 0.308 0.249 0.562 0 0.264 0.191 0479  0.521 0.917 0.259  0.197 0.403
CAPES 0.348 0314 0.434 0.400 0.423 0.453 0472 0.690 0.320 0.428 0.492 0.486 0 0.385 0.551 0.357 0.472 0.368 0.180 0.372
NFRJ 0.460 0.444 0.487 0.508 0.505 0.615 0486 0.794 0.331 0491 0.590 0.567  0.394 0 0322 0.245 0.341 0.281 0.148 0.352
NFLRJ 0.195  0.197 0.291 0.279 0.274 0.372 0.324 0.521 0.214 0.281 0309 0.343 0312 0.437 0 0.822 0.981 0.492 0314 0.719

SMARJ  0.182 0.202 0.283 0.230 0.257 0.463 0.339 0.640 0.214 0.268 0456 0.324 0412 0.505 0.233 0 1.112 0397 0.291 0.677
CARMG 0.104 0.183 0.201 0.187 0.230 0.416 0.293 0.564 0.180 0.178 0371 0.214 0.346 0.423 0.203 0.184 0 0.552 0383 0.810
DESRJ 0.330  0.351 0.433 0.396 0.376 0.492 0.379 0.688 0.250 0.430 0.466 0.491 0.405 0471 0.337 0.386 0.312 0 0.246  0.535

STES 0.448 0.451 0.508 0.468 0.455 0.479 0.538 0.725 0389 0.497 0.563 0.560  0.581 0.628 0.443 0.462 0.395 0.504 0 0.391
IBIMG 0.271  0.257 0.346 0.294 0.317 0.444 0.306 0.606  0.181 0.308 0.364 0.383  0.402 0.415 0.258  0.270 0.236 0.318  0.390 0

Nao foram encontradas evidéncias de sinal de Bottleneck genético (Tabela 7) para
praticamente nenhuma das populagdes (exceto para NFRJ e MTMG). Sugerindo que as
populagdes ndo foram afetadas por redugdes populacionais severas recentemente ou efeitos

fundadores.
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Tabela 7: Resultado do teste de probabilidade Bottleneck (IAM: Infinite Allele Model; TPM: Two-
Phase Mutation Model). *Valor significante para P<0.05.

Populacdes 1AM TPM
MCPR 0.722 0.903
ATISP 0.065 0.423
BESP 0.590 0.850
PISP 0.125 0.367
MPPR 0.385 0.839
SSSP 0.150 0.715
MFSP 0.125 0.850
GRURJ 0.385 0.615
GARJ 0.161 0.539
JURSP 0.116 0.385
PARJ 0.002 0.138
MTMG 0.001* 0.041*
CAPES 1.000 1.000
NFRJ 0.0001* 0.002*
NFLRJ 0.809 0.902
SMARJ 0.012* 0.161
CARMG 0.278 0.722
DESRJ 0.065 0.500
STES 0.500 0.862
IBIMG 0.098 0.422

Figura 5: Resultado do STRUCTURE mostrando as probabilidades de atribuicdo encontradas para K=16
em 20 populagdes alopatricas de Pitcairnia flammea analisadas com microssatélites nucleares
(Structure limite Q-valor > 0.90).
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Figura 6: Valor de AK gerado pelo programa Structure Harvester Web v0.6.94. a
partir do modelo proposto por Evanno et al. (2005).

Deltak = mean(|L"(K)}|) / sd(L(K})

Delta K
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Figura 7: Resultado da Analise das Coordenadas Principais (PCoA), incluindo todas as populagdes.
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Figura 8: Resultado da analise das Coordenadas Principais (PCoA), com a populagio CAPES
retirada, para a melhor visualizacdo e expansdo da distribuicdo das demais populagdes.
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Figura 9: Resultados do STRUCTURE, distribuidos no mapa. Esta analise teve como resultado K=16,
portanto, 16 grupos genéticos, dentro de 20 populacdes. As diferentes cores representam os diferentes
grupos genéticos a fim de demonstrar a proximidade geografica entre os agrupamentos.

52° 49°

46° 43°
| |

40°

—t

e

— 187

_21:

—24°




21

5 DISCUSSAO

Afloramentos rochosos, amplamente distribuidos em regides tropicais e temperadas do
mundo, podem ser comparaveis as ilhas ocednicas, em funcdo dos seus efeitos sobre padroes
de variabilidade genética e fluxo génico, com grande potencial para estudos evolutivos e
ecologicos (POREMBSKI; BARTHLOTT, 2000). O complexo de espécies Pitcairnia
flammea possui uma distribui¢do populacional geograficamente disjunta, localizado em
afloramentos rochosos ao longo da Floresta Atlantica Brasileira, podendo contribuir para o
entendimento de como ocorre a coesao de uma espécie com populagdes isoladas e como esta

afeta na sua estruturacao e diversidade genética.

5.1 Diversidade Genética

As populagdes de P. flammea apresentaram valores intermediarios de diversidade
genética, comparados com outras espécies de bromélias. Pode-se observar uma variagdao
destes resultados entre as populagdes, como por exemplo, a populacdo de Alto do Caparad-ES
(CAPES), que apresentou indices muito baixos de diversidade genética e a populagdo do
Municipio de Tombos-MG (MTMG) que apresentou indices muito altos de diversidade
genética (Tabela 3).

A média dos resultados de heterozigosidades observadas e esperadas sdo similares a
outras espécies de bromélias saxicolas, como Encholirium spectabile, encontrada na Caatinga,
no nordeste do Brasil (GONCALVES-OLIVEIRA et al., 2017), Vriesea minarum, endémica
da regido do Quadrilatero Ferrifero (LAVOR et al., 2014), Alcantarea imperialis e A.
geniculata, encontradas na Floresta Atlantica (BARBARA et al., 2007), e terrestres, como a
Bromelia antiacantha, que ocorre nas restingas da Floresta Atlantica, (ZANELLA et al.,
2011) e Vriesea gigantea, que pode ser epifita, saxicola ou terrestre, endémica da Floresta
Atlantica, no sudeste do Brasil (PALMA-SILVA et al., 2009). Em todos estes estudos, pode-
se observar que a heterozigosidade observada ¢ menor do que a esperada, devido ao déficit de
heterozigotos. O mesmo ocorre com as populacdes de P. flammea ¢ este padriao pode ser
explicado pela presenca de endogamia, que aumenta a homozigose, e baixo fluxo génico entre
as populacdes, sugerindo que as populagdes que ocorrem em afloramentos rochosos, por

serem menores ¢ disjuntas, apresentem menores indices de diversidade genética.
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Em decorréncia da deficiéncia em heterozigotos, os valores de coeficiente de
endogamia foram positivos e significantes para a maioria das populagdes, indicando que nao
estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. Estes resultados podem ser comparados a outros
estudos genéticos de populagdes de bromélias, como Pitcairnia albiflos e P. staminea
(PALMA-SILVA et al., 2011), A. imperialis ¢ A. geniculata (BARBARA et al., 2007), V.
minarum (LAVOR et al., 2014), V. gigantea (PALMA-SILVA et al., 2009) e Aechmea
winkleri (GOETZE et al., 2015), que revelaram valores de Fis moderados a altos, com fluxo
génico restrito, evidenciando ser um padrdo comum entre as bromélias. Pode-se sugerir que a
presenca de endogamia nas populagdes de P. flammea, possa ocorrer tanto pela
autofecundacdo (ja que a espécie ¢ auto-compativel), quanto pelo cruzamento com individuos
aparentados, no caso das populagdes pequenas e com baixa diversidade genética. Portanto,
pode-se dizer que o coeficiente de endogamia ¢ um importante impulsionador da
diversificacdo e evolugdo de espécies vegetais que vivem em inselbergs, devido a limitada
conexao entre as populagdes disjuntas (MILLAR et al., 2013).

O coeficiente de endogamia apresentou uma grande variacdo entre as populagdes,
concentrando seus maiores valores nas localidades costeiras (Figura 4), podendo indicar que
ha uma variagdo nas estratégias e no sistema reprodutivo das diferentes populacdes. Estudos
anteriores sobre o sistema reprodutivo de P. flammea em uma regido simpatrica, indicaram a
presenca de altos indices de autocompatibilidade e dependéncia de agentes polinizadores
(beija-flores) que promovem a autopolinizacdo, sugerindo que a evolugdo para a
autofecundac¢do pode ser motivada pela necessidade de evitar custos de adaptacdo associada a
hibridagdo entre espécies relacionadas com barreiras pré ou pos-zigoéticas incompletas

(WENDT et al., 2002).

5.2 Estrutura genética e fluxo génico

Os resultados obtidos através da andlise de varidncia molecular (AMOVA)
evidenciaram uma alta estruturacdo genética entre as populacdes, sugerindo que exista baixo
fluxo génico entre elas. Um caso semelhante de alta estruturagdo genética entre as populacdes
pode ser observado em outra espécie do género, a Pitcairnia geyskessi (Fsr=0.322), que
ocorre em afloramentos rochosos da Guiana Francesa (SARTHOU et al., 2001). Encholirium
horridum, outra espécie de bromélia adaptada a ambientes de afloramentos rochosos, também
apresentou forte estruturacao genética, com dispersao reduzida (HMELJEVSKIET al., 2017).

Assim como a Alcantarea imperialis, que exibe uma alta diferencia¢do populacional, além da
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esperada com base no seu sistema de cruzamento (fecundagdo cruzada), indicando que, o
fluxo génico restrito devido a distribuicdo fragmentada dos inselbergs, ¢ a causa mais
provavel da alta estruturagdo desta espécie (BARBARA et al., 2007). Outros estudos com
resultados similares podem ser observados em outras espécies de plantas que ocorrem em
ambientes de afloramentos rochosos, como a Epidendrum secundum e E. cinnabarinum
(Orchidaceae), adaptadas a inselbergs Neotropicais no nordeste do Brasil (PINHEIRO et al.,
2014), Eucalyptus caesia (Myrtaceae), endémica de afloramentos graniticos na regido
floristica do sudoeste da Australia, (BYRNE; HOPPER, 2007) ¢ Phacelia dubia
(Boraginaceae), endémica de afloramentos graniticos no leste dos Estados Unidos (LEVY;
NEAL, 1999). Com isso, pode-se sugerir que a diferenciagdo genética ¢ uma caracteristica
comum em espécies que vivem em ambientes isolados, como os afloramentos rochosos,
devido ao fluxo génico limitado entre as populacdes.

A analise Bayesiana confirma a alta estruturacdo genética entre as populagdes de P.
flammea, separando quase que todas as populagdes em grupos genéticos diferentes. A maioria
das populagdes que foram agrupadas em um mesmo grupo genético apresentam certa
proximidade geografica (Figura 9), como as populagdes de Campina Grande do Sul-PR e
Guaratuba-PR (MCPR e MPPR), Bertioga-SP e Picinguaba-SP (BESP e PISP) e Paraty-RJ e
Grajaa-RJ (PARJ e GRURIJ). A escolha em adotar o maior valor de K como o mais
biologicamente correto pode ser justificado pelo fato de as populagdes serem bem
estruturadas, com baixo fluxo génico e por possuirem algumas populagdes com altos valores
de Fs, podendo interferir nos resultados do programa, ja que este considera que as populagdes
estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. Portanto, foi realizada uma anélise das coordenadas
principais (PCoA), visto que esta ndo leva em consideragdo os pressupostos do eHW,
confirmando a alta estruturagdo entre as populagdes.

Os niveis de diferenciagdo genética entre as variedades (Fcr) do complexo Pitcairnia
flammea, foram muito baixos e ndo significantes (P-value=0.1633), enquanto que, entre as
populagdes, a diferenciacdo genética (Fsy) foi alta e com valores significativos (P-
value<0.0001). O valor de diferenciacdo genética entre as populagdes, dentro das variedades
(Fsc), também foi maior do que entre as variedades. Pode-se sugerir que a estruturagdo das
variedades ndo ¢ consistente, pois, independente de considerar as variedades como um grupo,
a maior diferenciagdo genética continua sendo entre as populagdes, refor¢ando a ideia de que
as populagdes sdo bem estruturadas entre si.

Os valores do numero efetivo de migrantes (N.y,), calculados para cada par de

populagdes, com base no Fgt par a par, foram muito baixos, com valores, em sua maioria,
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inferiores ao minimo esperado para a manutencdo da coesdo de uma espécie (Neym<l,
WRIGHT, 1931), indicando que h4 um fluxo génico restrito entre as populagdes. No entanto,
Morjan et al. (2004), discutem que a selecao natural, pode ser importante para a dispersao de
alelos vantajosos, operando para a manutencdo da coesdo das espécies que possuem
populagdes altamente estruturadas em ambientes de inselbergs. Assim, alelos sob selecao
natural requerem niveis mais baixos de fluxo génico para se espalhar entre as populagdes.
Como nao foram encontrados evidéncias de sinal de Bottleneck em praticamente
nenhuma das populagdes, pode-se dizer que provavelmente ndao houve uma redugao
populacional recente para a maioria das populagdes analisadas. De acordo com Millar et al.
(2013), a alta estruturacao filogeografica e genética sinaliza um isolamento por distancia e a
falta de evidéncias de bottleneck sugere a estabilidade em longo prazo das distribuigcdes

populacionais contemporaneas e tamanhos populacionais.

5.3 Conservacgao

A conservagdo das espécies adaptadas a afloramentos rochosos ¢ de grande
importancia, pois sdo dareas de hotspots de espécies endémicas, com ecossistemas
praticamente intocados e elevado grau de diferenciacdo floristica em pequenas distancias. A
vegetacdo saxicola de inselbergs no sudeste do Brasil ¢ extremamente rica em espécies
perenes resistentes a seca. Sdo ambientes rigorosos com terrenos rispidos e, portanto, nao
atrativos para a agricultura, porém a extracdo em larga escala de granito e gnaisse para fins de
construgdo civil sdo uma forma devastadora de uso humano, podendo levar espécies
localmente restritas a extingdo (POREMBSKI et al., 2007). Atualmente, muitas paisagens de
afloramentos rochosos, sdo em sua maioria, cercados por operacdes agricolas e pastagens e
ndo estdo incluidas em nenhuma area integral protegida. A maioria das areas montanhosas
brasileiras ainda carece de planos especificos de conservacdo e manejo, necessitando com
urgéncia de politicas publicas para a conservagao desses ambientes (HMELJEVSKI et al.,
2017). O isolamento dos inselbergs e sua longa persisténcia (geologicamente antiga e estavel)
contribuem para a diferenciagdo das populacdes locais e desempenham importante papel para
o processo de especiacao nessas areas de hotspots (POREMBSKI et al., 2007).

A distribuicdo fragmentada em inselbergs pode levar a niveis muito altos de
diferenciagdo populacional, com fluxo génico restrito e conectividade populacional reduzida,
mesmo em espécies com sistema de cruzamento predominantemente cruzado (BARBARA et

al., 2007). Além de possuir localizacao distribuida em afloramentos rochosos, que contribuem
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para a alta estruturag¢@o genética, as populagdes de P. flammea apresentam grande diversidade
morfoldgica entre elas e sistemas reprodutivos nao bem definidos, corroborando para a

dificuldade de enquadrar todas as populagdes como uma unica espécie.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados, ¢ possivel apoiar o fato de que
afloramentos rochosos sdo vistos como centros de diversidade de espécies e endemismo, por
serem naturalmente isolados, contribuindo para a grande diversidade genética e morfoldgica
observada atualmente nestas regides.

A alta estruturag@o genética apresentada entre as populagdes do complexo P. flammea,
pode ser observada independente das variedades existentes, reforcando a ideia de que estas

populagdes estao evoluindo e diversificando ha muito tempo, independentes umas das outras.
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8 ANEXOS

8.1
(Palma-Silva et al., 2007)

Anexo A - Protocolo de amplificacdo em PCR de microssatélites nucleares

Master Mix (MM) recipe
(concentration needed) working
solution

H20

Masrter mix GoTaq

(10pmol) F primer @ 10pmol/ul
(10pmol) R primer @ 10pmol/pl
(1pmol) M13 primer @ 1uM (FAN)
template DNA

Total

[ ] stock sol. pl per 10 pl rxn

- 2,5
5x 5
10pmol 0,5
10pmol 1
Ipmol 1
Sng/ul 1

11

PCR program: touchdown, TA=48°C
3' @ 95°C (pre-melt)

10 cycles of:

30" @ 94 °C (denature)

30" @ TA+10 (TA-1°C/cycle)
(annealing)

30" @ 72°C (extension)

30 cycles of:

30" @ 94 °C (denature)

30" @ TA°C

(annealing) 30" @
72°(extension)

final extension
10' @ 720C
© @ 4°C
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