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RESUMO

O género Genlisea forma parte da maior familia de plantas carnivoras, as
Lentibulariaceae. Das aproximadamente 30 espécies conhecidas do género, 17
encontram-se no Brasil e delas 10 sdo endémicas. O género tem sido pouco estudado,
sendo ainda escassos 0s estudos sobre aspectos genéticos e praticamente se
desconhecem seu estado de conservagao ou a fragilidade das populacdes naturais.
Genlisea violacea A.St.-Hil. e G. aurea A.St.-Hil. séo endémicas e estéo distribuidas
nas formacdes de Cerrado e de Mata Atlantica, que sédo biomas muito frageis. Neste
trabalho foram estudadas a biologia reprodutiva e a polinizacdo de G. violacea em
duas populagbes naturais. Além disso, foram analisadas a estrutura genética e a
dindmica de populacdes de G. violacea e G. aurea. Para isso se desenvolveram
microssatélites a partir de dados gendmicos de G. aurea, transferiveis nas espécies
congeneéricas, incluindo G. violacea. Adicionalmente foi estudada a estrutura genética
de algumas populacdes de G. violacea e G. aurea. Segundo as observacdes e
analises realizadas, G. violacea é espécie aldbgama e autocompativel que oferece
néctar aos visitantes, facilitando a autopolinizacdo durante a antese e polinizacéo
cruzada durante todo o tempo de vida da flor, por meio de pelo menos duas espécies
de abelhas. Mesmo assim, existem diferencias fenotipicas entre populagdes e incluso
apresenta vario morfotipos dentro da mesma populagdo. Ademais, foram
desenvolvidos 12 marcadores microssatélites em G. aurea, que sao transferiveis a
espécies congenéricas. Nas populacdes das espécies estudadas observou-se
variabilidade baixa e média, respectivamente para G. violacea e G. aurea, com maior
variagéo dentro que entre populacodes, que refletem o sistema reprodutivo misto e uma
polinizacdo entomofilica. No caso de G. aurea, na estruturagdo genética se observou
uma separacao entre as populacdes da Bahia e do sul e centro oeste do pais. As
diversidades genéticas baixas destas duas espécies sugerem que devem ser vigiadas

e protegidas para sua conservacao.

Palavras-chave: Biologia reprodutiva, conservacdo, estrutura populacional,

microssatélites, polinizacao.



SUMMARY

The Genlisea genus is part of the larger family of carnivorous plants, Lentibulariaceae.
They are approximately 30 known species of the genus, 17 in Brazil and 10 of them
are endemic. The genus has been understudied, yet there are few studies on genetic
aspects and practically its conservation status and the fragility of the natural
populations are unknown. Genlisea violacea A.St.Hil. and G. aurea A.St.Hil. are
endemic and are distributed in the formations of the Cerrado and Atlantic Forest, which
are very fragile biomes. In this study we analyzed the reproductive biology and
pollination of G. violacea in two natural populations. In addition, we also analyzed the
genetic structure and dynamics of G. violacea and G. aurea populations. For this we
developed microsatellite from genomic data of G. aurea, and did cross-amplification in
congeneric species including G. violacea. According to the observations and analyses,
G. violacea is self-compatible and allogamous that offers nectar to visitors, facilitating
self-pollination during anthesis and cross-pollination throughout the flower lifetime
through at least two species of bees. Also, there are differences between populations
and phenotypic features included morphotypes within the same population. In addition,
12 microsatellite markers were developed in G. aurea, which are transferable to
congeneric species. The populations of both species have low variability and average,
respectively for G. violacea and G. aurea, with high variation within than among
populations, reflecting the mixed reproductive system and pollination by insects. In G.
aurea was observed in genetic structure a separation between the populations from
Bahia and the South and Center-West of the country. The low diversity of these two
species is indicative of the importance of monitoring and protecting the natural
populations.

Keywords: Conservation, genetics structure, microsatellites, pollination, reproductive

biology.



CAPITULO | - Consideracdes gerais

Introducéo

O Brasil é uns dos paises com maior biodiversidade do planeta, possuindo uma
ampla variedade de espécies vegetais, muitas delas endémicas (BFG et al., 2015);
porém, pouco conhecidas. A familia Lentibulariaceae € um grupo de plantas
carnivoras muito bem representada no Brasil sendo este pais um centro de
diversidade da familia (TAYLOR, 1991; MCPHERSON, 2010). As Lentibulariaceae
fazem parte da ordem das Lamiales, no clado das Asterideas (APG IV, 2016), uma
ordem relativamente jovem (originada nos ultimos 95 milhdes de anos) que possui 0
maior niumero de espécies carnivoras conhecidas, cujas linhagens evoluiram a partir
de antecessores com folhas grudentas (MCPHERSON, 2010; SCHAFERHOFF et al.,
2010; REFULIO-RODRIGUEZ; OLMSTEAD, 2014). As Lentibulariaceae séao
compostas por aproximadamente 370 espécies agrupadas em trés géneros
Pinguicula, Genlisea e Utricularia (TAYLOR, 1989; FLEISCHMANN, 2012,
FLEISCHMANN; STAATSSAMMLUNG; MENZINGER, 2015). No Brasil ocorrem 82
espécies, nos géneros Genlisea e Utricularia, dos quais 26 sdo endémicas (MIRANDA

et al., 2015), e até o momento, o género Pinguicula nao foi registrado para o Brasil.

O género Genlisea é formado por pequenas ervas que nao desenvolvem
raizes. Sao plantas heteroblasticas, ou seja, produzem dois tipos de folhas diferentes
determinadas ontogeneticamente por seus programas genéticos de desenvolvimento
(GROB; PFEIFER; RUTISHAUSER, 2007; RUTISHAUSER, 2015). Apresentam
folhas aéreas fotossintéticas, e folhas modificadas subterraneas, ndo-fotossintéticas
e com aparéncia de raiz que sdo chamadas folhas utriculiferas (FLEISCHMANN,
2012). As folhas fotossintéticas sdo rosuladas, as inflorescéncias racemosas podem
ser pilosas, as vezes com flores solitarias e escapo e pedicelos que possuem
bracteas; as flores sdo andréginas, zigomorfas, amarelas, brancas ou violaceas com
androceu formado por dois estames aderidos a corola (FROMM-TRINTA, 1979;
FISCHER; POREMBSKI; BARTHLOTT, 2000; DOMINGUEZ, 2012; FLEISCHMANN,
2012).



Em 1970 Fromm-Trinta dividiu o género Genlisea em dois subgéneros:
Genlisea, caraterizada por deiscéncia circuncisa do fruto; Tayloria Fromm-Trinta,
caraterizado por uma deiscéncia longitudinal do fruto (Fromm-Trinta, 1979). O
subgénero Genlisea se distribui nas Américas do Sul e Central, Africa e Madagascar
(FLEISCHMANN, 2012).

O género Genlisea é o menos conhecido; ainda assim, se sabe que apresentam
carateristicas fisiol6gicas, genéticas, genbmicas, evolutivas e ecoldgicas
interessantes que tém chamado a atencdo de cientistas nos ultimos anos. Elas
possuem adaptacBes fisiologicas e modificacbes de seu desenvolvimento
morfogénico a supressdo de raizes e a heterofilia, que facilitam a obtencédo de
nutrientes em ambientes limitantes. Além disso, os tamanhos dos genomas pequenos
(com cromossomos comparaveis aos de algumas bactérias), a variagdo gendmica
intraespecifica, altas taxas de substituicio (JOBSON et al., 2004; MULLER et al.,
2004, 2006; GREILHUBER et al., 2006; ALBERT et al., 2010; LEUSHKIN et al., 2013b;
VELEBA et al., 2014; VU et al., 2015), sédo caracteristicas que indicam que as espécies
de Genlisea podem ser um excelente modelo de estudo da biologia vegetal desde
muitos aspectos; assim, ao se conhecer esse grupo, poderia revelar informacoes
sobre a biologia das plantas em geral.

Conhecer aspectos como a biologia reprodutiva, a variacao genética e dinamica
populacional e a historia evolutiva de Genlisea violacea e Genlisea aurea poderia
contribuir ndo s6 a compreender estas duas espécies, assim como poderia trazer luz
sobre a biologia e a histéria natural do género, de outras espécies relacionadas e dos
ecossistemas aos que pertencem. Mesmo assim, uma aplicacéo importante derivada
deste trabalho de investigacéo é conhecer a vulnerabilidade das populacdes naturais,
para assim servir de subsidio para estratégias de conservacgao de espécies do género

Genlisea e espécies relacionadas, assim como as areas naturais onde se encontram.



Objetivos

Objetivo Geral
Conhecer aspectos de ecologia molecular de Genlisea violacea A.St.-Hil. e Genlisea
aurea A.St.-Hil.

Objetivos Especificos

- Estudar a biologia reprodutiva de Genlisea violacea;

- Testar a transferibilidade de primers SSR de Utricularia reniformis em Genlisea

violacea e Genlisea aurea;
- Desenvolver marcadores microssatélites em G. aurea a partir de dados gendémicos;

- Avaliar a transferibilidade dos marcadores microssatélites de G. aurea em outras

espécies congenéricas;

- Analisar a variabilidade genética e dindmica em populagdes de G. violacea e de G.

aurea com o emprego de marcadores microssateélites.



Revisao da literatura

Carnivoria em plantas

O sindrome de carnivoria se caracteriza por um conjunto de adaptacdes que
permitem atrair, capturar, matar, digerir e absorver nutrientes a partir das presas
degradadas (DARWIN, 1875; JUNIPER; ROBINS; JOEL, 1989) que, dependendo do
tipo de planta, podem ser organismos como bactérias, protozoarios, algas, crustaceos,
insetos e pequenos vertebrados (LLOYD, 1976; MCPHERSON, 2010). Existem
aproximadamente 800 espécies de plantas nas quais pela carnivoria obtém vantagens
no seu crescimento e desenvolvimento (KROL et al.,, 2012; GIVNISH, 2015). A
carnivoria é pouco comum em plantas, sendo que as espécies carnivoras representam
menos de 0,3% das 290.000 plantas conhecidas (MCPHERSON, 2010).

Na historia evolutiva das plantas, a sindrome da carnivoria surgiu em processos
homopléasticos distintas vezes em linhagens diferentes de angiospermas (20 géneros,
12 familias e 5 ordens), nas quais as folhas e tricomas foram modificados para formar
as armadilhas (JUNIPER; ROBINS; JOEL, 1989; ALBERT; WILLIAMS; CHASE, 1992;
MULLER et al., 2004; MCPHERSON, 2010).

Os principais centros de diversidade de plantas carnivoras encontram-se na
Australia, sudeste Asiatico, sul da Africa, América do Norte, Planalto das Guianas e
Brasil (MCPHERSON, 2010). No Brasil existem numerosas plantas carnivoras nativas
e endémicas, principalmente espécies das familias Droseraceae e Lentibulariaceae
(BFG et al., 2015; MIRANDA et al., 2015).

Segundo o mecanismo de captura da presa, as armadilhas podem ser ativas
ou passivas (se realizam ou ndo movimento para capturar a presa); e segundo a
morfologia podem ser do tipo adesiva, tipo ratoeira, tipo jarra ou num nivel mais
complexo, como em Utricularia e Genlisea (JUNIPER; ROBINS; JOEL, 1989;
MCPHERSON, 2010).

No grupo de plantas carnivoras tipo adesivas, estas possuem laminas foliares
cobertas emergéncias em tricomas secretores de mucilagem e enzimas digestivas
(LLOYD, 1976; JUNIPER; ROBINS; JOEL, 1989; MIRANDA; SAJO, 2000). Dentre os



géneros com este tipo de armadilha encontram-se: Drosera, Drosophyllum,
Triphyophyllum (Caryophyllales), Roridula (Ericales), Byblis, Ibicella, Philcoxia,

Pinguicula e Proboscidea (Lamiales).

As armadilhas tipo ratoeira séo folhas lobuladas com apéndices e tricomas que
sdo sensiveis a presenca de presas, estimulando o fechamento dos l6bulos e a
secrecdo de enzimas digestivas (BEMM et al., 2016; BOHM et al., 2016). Este grupo
esta composto apenas por dois géneros monotipicos: Dionaea e Aldrovanda (ordem

Caryophyllales, familia Droseraceae).

As carnivoras com armadilhas tipo jarras possuem folhas individuais
modificadas em forma tubular com tricomas glandulares e retentores no interior, como
nos géneros Cephalotus (ordem Oxalidales: familia Cephalotaceae), Darlingtonia,
Heliamphora e Sarracenia (ordem Ericales: familia Sarraceniaceae), Nepenthes
(ordem Caryophyllales: familia Nephentaceae); ou sé&o rosetas com folhas mais ou
menos fechadas que podem coletar e armazenar 4gua da atmosfera e que permitem
a captura. Este dltimo grupo estd constituido por dois géneros de bromélias:
Brocchinia e Catopsis (ordem Poales: familia Bromeliaceae). Estas armadilhas séo as
maiores que existem e consequentemente sdo as que podem capturar presas maiores
(JUNIPER; ROBINS; JOEL, 1989; MCPHERSON, 2010).

As armadilhas de Genlisea (familia Lentibulariaceae: ordem Lamiales) sdo uma
das mais complexas. Séo folhas subterraneas que formam um tubo fistulado, com
uma cavidade digestiva (ampola) e bifurcada na parte distal em forma de Y invertido
(JUNIPER; ROBINS; JOEL, 1989). No interior da armadilha existem numerosos
tricomas retentores e glandulares que permitem a captura e a digestao das presas
(GUISANDE et al., 2007; PLACHNO; KOZIERADZKA-KISZKURNO; SWIATEK, 2007;
VINCENT; MARMOTTANT, 2011).

O dUltimo e mais complexo tipo de armadilhas esta presente no género
Utricularia, (ordem Lamiales: familia Lentibulariaceae; MCPHERSON, 2010). Estas
sdo pequenas vesiculas sugadoras com geotropismo negativo, com tricomas
secretores de enzimas no interior (LLOYD, 1976; JUNIPER; ROBINS; JOEL, 1989;
MCPHERSON, 2010).



Familia Lentibulariaceae

A maior familia de plantas carnivoras € Lentibulariaceae, que esté constituida
por 366 espécies em trés géneros Pinguicula, Genlisea e Utricularia (Figura 1.1;
(FLEISCHMANN, 2012; FLEISCHMANN; STAATSSAMMLUNG; MENZINGER,
2015). O Brasil é um centro de diversidade de plantas carnivoras, especialmente de
Genlisea e Utricularia (MCPHERSON, 2010), com 82 espécies destes géneros dos
quais 26 sdo endémicas (MIRANDA et al., 2015).

As espécies de Lentibulariaceae séo ervas distribuidas em algumas regides
boreais e tropicais do mundo, em ambientes aquéticos ou terrestres e iumidos, com
poucos nutrientes; assim, tém a capacidade de obter fosforo, nitrogénio e outros
nutrientes vitais capturando e digerindo presas por meio de estruturas foliares que
variam com o género e também com a espécie (BARTHLOTT et al., 1998; MULLER
et al., 2002; MCPHERSON, 2010; FLEISCHMANN, 2012). Também é a familia mais
amplamente distribuida entre as carnivoras, encontrando-se em todo o planeta exceto
na Antartica, regides muito aridas, latitudes polares e algumas ilhas oceénicas
(TAYLOR, 1989; MCPHERSON, 2010).

Figura 1.1. Representantes de Lentibulariaceae. (a). Pinguicula jackii Barnh. (b).
Genlisea aurea A.St.-Hil. (c). Utricularia reniformis A.St.-Hil. (Créditos: a.
C.M.P.Valdés ; b-c. LSV).



A familia é monofilética, sendo Pinguicula o grupo irméo do clado formado pelos
géneros Genlisea e Utricularia (MULLER et al., 2004, 2006; ALBERT et al., 2010).
Pinguicula retém carateristicas plesiomorficas como a conservacdo das raizes e o
mecanismo de carnivoria tipo folhas adesivas, comparado com a auséncia de raizes
e 0 padrao de armadilhas complexas em Genlisea e Utricularia (JUNIPER; ROBINS;
JOEL, 1989; GREILHUBER et al., 2006; MULLER et al., 2006; ALBERT et al., 2010).
Além disso, Genlisea e Utricularia apresentam carateristicas moleculares atipicas
como uma variacdo no tamanho genbmico (até entre populacbes das mesma
espécie), os menores genomas conhecidos em plantas e altas taxas de substituicdo
nucleotidica, das maiores conhecidas em plantas (JOBSON et al., 2004; MULLER et
al., 2004, 2006; GREILHUBER et al., 2006).

Pinguicula

Pinguicula € um género formado por 101 espécies que se caracterizam por
serem pequenas ervas perenes ou em poucos casos anuais, com folhas rosetadas
(CASPER, 1966; LEGENDRE, 2000; CIESLAK et al., 2005). Ocorrem na Europa,
norte da Africa, algumas regides de Asia, e nas Américas do Norte e do Sul
(MCPHERSON, 2010; YILDIRIM; ENOL; RHAN, 2012); contudo, até agora no Brasil

nao se conhece nenhuma espécie desse género.

As rosetas de Pinguicula ficam posicionadas diretamente na superficie do solo
e as folhas possuem tricomas glandulares sésseis secretores de enzimas digestivas
e tricomas glandulares secretores de mucilagem, que na maioria das espécies
encontram-se distribuidos na parte adaxial (Figura 1.2; JUNIPER; ROBINS; JOEL,
1989; LLOYD, 1976; MCPHERSON, 2010). Assim, quando pequenos insetos pousam
sobre as folhas, ficam presos pela mucilagem e o contato com as glandulas sésseis
estimulam a secrecdo de enzimas digestivas (HESLOP-HARRISON, 2004,
MCPHERSON, 2010). Em algumas espécies, outra resposta induzida pela presa
aprisionada é o dobramento epiascidiado das margens das folhas que contribui com
a retencéo da presa e com processo de digestdo (Figura 1.2; MCPHERSON, 2010).



Figura 1.2.. Representagcdo do género Pinguicula. Piguicula moranensis Kunth (a)
Habito; (b) tricomas secretores da superficie das folhas; (c) Presa aprisionada por
movimento epiascidiado. (Créditos: a. Noah Elhardt; b. honda-e.com; c.

bestcarnivorousplant.com)



Utricularia

Utricularia € o segundo género com mais espécies de plantas carnivoras
conhecidas, com cerca de 235 (FLEISCHMANN; STAATSSAMMLUNG,;
MENZINGER, 2015). Existem espécies anuais ou perenes e diferentes formas de
vida: terrestres, litéfitas, epifitas facultativas, reodfitas, aquaticas livres e afixadas
(TAYLOR, 1989). A diversidade de ambientes que habita esté relacionada também a
variedade de modificac6es na morfologia vegetativa.

O género € heteroblastico, ou seja, tem dois tipos de folhas, umas
fotossintéticas aéreas e umas néo fotossintéticas modificadas em forma de vesiculas.
Os utriculos (Figura 1.3) sao as modificacfes foliares mais complexas conhecidas no
reino vegetal (MULLER et al., 2006). Ademais, ndo possuem raiz nem radicula no
estado embrionario (TAYLOR, 1989).

Possui estruturas tao diversas que representa um bom modelo de homeose e
heteroblastia, e difere do modelo caule-folha bem definido da maioria das plantas
(SATTLER, 1984; RUTISHAUSER, 1993, 1999, 2015; RUTISHAUSER; MOLINE,
2005). Ha controvérsia se as estruturas fotossintéticas sao folhas ou caules
modificados, assim como ha folhas modificadas em forma de vesicula que funcionam
como armadilha, os utriculos (MCPHERSON, 2010). Assim, as Utricularia n&o
apresentam o classico modelo de organografia vegetal diferenciado em raiz, caule e
folha, sendo ainda um desafio estabelecer as relacdes de homologia entre os 6rgaos
vegetativos (SATTLER, 1984; RUTISHAUSER, 1993, 2015; RUTISHAUSER,;
MOLINE, 2005). Por outro lado, elas correspondem mais com o modelo de
desenvolvimento confuso Fuzzy Arberian Morpholgy (FAM) proposto por Agnes Arber
entre 1920 e 1957 (RUTISHAUSER, 2001). Esse padrdo morfolégico atipico parece
ter um continuum de formacédo de estruturas onde ndo se consegue distinguir os
padroes hierarquicos estruturais de desenvolvimento comuns de plantas
(RUTISHAUSER, 2001, 2015; RUTISHAUSER; ISLER, 2001). O modelo de
desenvolvimento confuso aparentemente € pouco comum em plantas, mas €
encontrado também em plantas aquéticas da familia Podostemaceae
(RUTISHAUSER, 2001, 2015, 2016).
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Figura 1.3. Género Utricularia. (a) Flor de U. laciniata A.St.-Hil & Girard; (b) Utriculo
de U. gibba L. (Créditos: LSV-UNESP).

As armadilhas em Utricularia s&o produzidas em filoclados, caules, estoldes ou
rizoides (REIFENRATH et al., 2006), e sua estrutura basica é similar em todas as
espécies (MCPHERSON, 2010). Elas sao capsulas esféricas ou ovais, de 0,2 mm até
12 mm, com paredes finas que podem ser pigmentadas ou semitranslicidas
(REIFENRATH et al., 2006; MCPHERSON, 2010; SHIRAKAWA; NAGANO; HOSHI,
2012). No lado interno da abertura pode se encontrar uma valvula ou porta que apenas
se abre quando o utriculo estad vazio (REIFENRATH et al., 2006; MCPHERSON,
2010). Além na maioria das espécies, do lado externo da abertura ha papilas,
glandulas, tricomas e apéndices (antenas, cerdas gatilho) muitas vezes localizados
na parte dorsal cuja forma e nivel de ramificacdo variam com a espécie (FINERAN,
1985; JUNIPER; ROBINS; JOEL, 1989; REIFENRATH et al., 2006; MCPHERSON,
2010). Os apéndices externos supostamente tém funcao de atracdo da presa que, ao
tocar os apéndices gatilho, estes sinalizam o inicio da captura (REIFENRATH et al.,
2006; MCPHERSON, 2010). No interior do utriculo h& diferentes glandulas
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especializadas com fungbes de bombeio, secre¢ao de enzimas digestivas e absorgéo
(JUNIPER; ROBINS; JOEL, 1989; TAYLOR, 1989; MCPHERSON, 2010).

O mecanismo de captura das presas € ativo. O utriculo fechado lentamente se
esvazia por bombeio de glandulas internas, gerando uma pressao negativa no interior,
depois quando uma presa toca um dos apéndices antena estimula a abertura do
utriculo que permite sugar agua e presa, pelas diferencas de pressao dentro e fora da
estrutura (JOYEUX; VINCENT; MARMOTTANT, 2011; POPPINGA et al., 2015).
Depois as pressfes no interior e exterior do utriculo se igualam, este se fecha, as
paredes se relaxam e voltam ao seu estado de equilibrio (ADAMEC, 2011; JOYEUX;
VINCENT; MARMOTTANT, 2011; SIROVA et al., 2011; POPPINGA et al., 2015).

Genlisea

O género Genlisea se caracteriza por serem pequenas ervas rosetadas
heteroblasticas, que ndo desenvolvem raizes (Figura 1.4). As folhas utriculiferas séo
subterraneas, ndo fotossintéticas, tém ontogenia epiascidada (JUNIPER; ROBINS;
JOEL, 1989), com forma de um Y invertido com bracos fistulosos helicoidales, que se
conectam ao tubo sobrepujante que chega a ampola (Figura 1.4a; BARTHLOTT et al.,
1998; FROMM-TRINTA, 1979; PLACHNO; KOZIERADZKA-KISZKURNO; SWIATEK,
2007).

Nas folhas utriculiferas, as presas entram através das aberturas dos bracos ao
interior da armadilha onde tricomas retentores evitam que escapem (PLACHNO;
KOZIERADZKA-KISZKURNO; SWIATEK, 2007; FLEISCHMANN et al., 2010). Uma
vez na ampola, os tricomas glandulares comecam a produzir enzimas digestivas que
transformam as presas em sustancias simples que sdo absorvidas e aproveitadas pela
planta (PLACHNO; KOZIERADZKA-KISZKURNO; SWIATEK, 2007; PLACHNO et al.,
2008). Os tricomas glandulares cobrem as paredes internas da ampola; séo curtos,
pedunculados e glandulosos capitados, constituidos basicamente por trés tipos de
células (FROMM-TRINTA, 1979; PLACHNO; KOZIERADZKA-KISZKURNO;
SWIATEK, 2007). A cabeca do tricoma secretor esta formado por 2-4 células que
possuem grandes vacuolos, numerosas mitocondrias e um sistema de reticulo
endoplasmatico rugoso bem desenvolvido, que permitem uma consideravel e

constante sintese e modificacdo de proteinas; além disso, possuem cuticulas com
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poros que permitem a absor¢cdo das sustancias digeridas (STUDNICKA, 2003a;
PLACHNO; KOZIERADZKA-KISZKURNO; SWIATEK, 2007; PLACHNO et al., 2008).
Adicionalmente, a morte da presa provavelmente deve ocorrer por andxia no interior
da ampola, ja que neste espaco as concentracdes de oxigénio sao de zero ou proxXimo
de zero (ADAMEC, 2003).

Figura 1.4. Genlisea aurea A.St.-Hil. (a) Folhas fotossintéticas (FF) e folhas
utriculiferas (FU); (b) Inflorescéncia; (c) Folhas cobertas por mucilagem. (Créditos:
LSV-UNESP).
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O tipo de presa deve estar condicionado pela espécie de Genlisea e pelo
ambiente que habita. Porém, observacdes em campo e em condi¢cdes de laboratorio
sugerem que existe uma variedade de presas incluindo bactérias, protozoarios, algas
e microfauna, como nematodos, rotiferos, anelideos e pequenos artrépodes
(BARTHLOTT et al., 1998; STUDNICKA, 2003b; PLACHNO et al., 2005, 2008;
CARAVIERI et al., 2014). O mecanismo de atracdo e captura ainda ndo € bem
conhecido; existem hipdteses que sugerem que as armadilhas teriam mecanismos de
atracdo quimiotatica e de transporte ativo semelhante aos utriculos de suas espécies
irmas do género Utricularia (DARWIN, 1875; BARTHLOTT et al., 1998; STUDNICKA,
2003a). Entretanto, alguns estudos indicam que o processo de captura de presas é
passivo, as presas sao atraidas pelas carateristicas da superficie interna dos bracos
e a presenca de oxigénio no interior das folhas utriculiferas (PLACHNO et al., 2008).
Assim, num ambiente aquético ou semiaquético, onde h& pouca disponibilidade de
oxigénio para organismos aerébios ou anaerdbios facultativos, a acumulacéo deste
gas dentro de espacos da armadilha simula os espacos aeriferos do solo, assim as
presas seriam atraidas em busca da vital molécula (ADAMEC, 2003, 2007,
STUDNICKA, 2003a; PLACHNO et al.,, 2008). Além disso, tém sido observadas
comunidades de comensais como protozoarios, algas e artropodes associados as
armadilhas, que poderiam ter alguma funcdo de atracdo das presas de Genlisea
(JUNIPER; ROBINS; JOEL, 1989; ADAMEC, 2007; PLACHNO et al., 2008;
PLACHNO; WOLOWSKI, 2008).

As flores sdo andrdginas, zigomorfas, amarelas, brancas ou violdceas com
androceu formado por dois estames aderidos a corola (Figura 1.4; FROMM-TRINTA,
1979). O pdlen € pouco conhecido, Erdtman em 1952 descreve que podem ser
isopolares, tricolpados ou tetracolpados dependendo da espécie (FROMM-TRINTA,
1979).

Dentro do género Genlisea podem se classificar dois subgéneros: Tayloria e
Genlisea (FROMM-TRINTA, 1979). Além da deiscéncia longitudinal do fruto descrita
por Fromm-Trinta (1979), as espécies do subgénero Tayloria sdo diferenciadas do
subgénero Genlisea pelas flores lilases, lavandas ou brancas, com um célcar
geralmente menor e divergente a partir do labio inferior e paralelo ao pedicelo
(FLEISCHMANN et al., 2010, 2011).
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Genlisea subgénero Genlisea esta dividido em trés secdes: a se¢ao neotropical
Genlisea e as sec¢des africanas Recurvatae A.Fleischm., Kai Muiell.,, Barthlott &
Eb.Fisch e Africanae A.Fleischm., Kai Muell., Barthlott & Eb.Fisch (FLEISCHMANN,
2012). A secdo Genlisea esta formada por 12 espécies das quais nove ocorrem no
Brasil e delas duas sédo endémicas (FLEISCHMANN, 2012; MIRANDA et al., 2015),
as outras trés sdo endémicas da Venezuela (FLEISCHMANN, 2012). As espécies do
género presentes no Brasil sdo G. aurea A.St.-Hil.,, G, filiformis A.St.-Hil., G.
guianensis N.E.Br., G. nigrocaulis J.A.Steyerm., G. oxycentron P.Taylor, G. pygmaea
A.St.-Hil., G. repens Benj., G. roraimensis N.E.Br. e G. tuberosa Rivadavia, Gonella &
A.Fleischm. (MIRANDA et al., 2015). Genlisea aurea A.St.-Hil. (Figura 1.4) é a espécie
tipo do subgénero Genlisea, é endémica do Brasil e encontra-se distribuida na regiédo
centro e sul do pais (FROMM-TRINTA, 1979; FLEISCHMANN, 2012; MIRANDA et al.,
2015).

O subgénero Tayloria é endémico ao Brasil e atualmente se reconhecem oito
espécies: G. violacea A.St.-Hil., G. uncinata P.Taylor & Fromm, G. lobata Fromm, G.
metallica Rivadavia & A.Fleischm., G. oligophylla Rivadavia & A.Fleischm., G. flexuosa
Rivadavia, A. Fleischm. & Gonella, G. nebulicula Rivadavia, Gonella & A. Fleischm. e
G. exhibitionista Rivadavia & A.Fleischm (MIRANDA et al., 2015). G. violacea (Figura
1.5) é a espécie tipo do subgénero Tayloria (FROMM-TRINTA, 1979) e estéa distribuida
na regiao sudeste do Brasil (MIRANDA et al., 2015).

Genlisea violacea

Genlisea violacea A.St.-Hil. (Figura 1.5) é a espécie tipo do subgénero Tayloria,
com porte de 25-30 cm de altura, pequenas folhas espatuladas, inflorescéncia em
racemo 1-17 flores, escapo ereto, bracteas ovadas e pedicelos de 7-20 mm de
comprimento. Tém cinco sépalas, oblongas, ovado-lanceoladas ou elipticas, corola
bilabiada, violeta ou lilas, com marca amarela na giba do labio inferior; labio superior
profundamente bilobado, e labio inferior trilobado e calcarado (Figura 1.5). O célcar €
cilindrico com épice dilatado e menor que o labio inferior. Tém estames com filetes
curvados, ovario piloso e sementes prismaticas (FROMM-TRINTA, 1979). Esta

espécie, endémica ao Brasil, distribui-se no Cerrado e na Mata Atlantica, dos estados
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de Espirito Santo, Minas Gerais e Sdo Paulo (MIRANDA et al., 2015). G. violacea &
diploide e tem um dos maiores genomas da familia (133 Mpb, 2n~16; (GREILHUBER
et al., 2006; LEUSHKIN et al., 2013b; FLEISCHMANN et al., 2014).

Ocorre em solos arenosos quarziticos ou rochosos e em pareddes, em locais
sazonalmente Umidos com &gua corrente e uma fina camada de matéria organica
(FLEISCHMANN, 2012).

Figura 1.5. Genlisea violacea A.St.-Hil. (a) Plantas de duas localidades em Furnas,
MG; (b) Flor de uma populacéo da Serra da Canastra, MG; (c) Roseta com folhas

fotossintéticas e folhas utriculiferas (Créditos: LSV-UNESP).
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Genlisea aurea

Genlisea aurea A.St.-Hil. (Figura 1.4) é a espécie tipo do subgénero Genlisea,
caraterizada por ter atraentes flores amarelas ouro. Sao plantas entre 9-41cm de
altura, folhas espatuladas e densamente rosuladas. As inflorescéncias tém entre 1-14
flores amarelas, com bracteas basifixas no escapo e pedicelos eretos de 2-25mm. A
corola é pilosa com labio superior inteiro, labio inferior trilobado e com calcar cilindrico
e conico. Os estames possuem filetes encurvados, ovario hirsuto e sementes
piramidais (FROMM-TRINTA, 1979; FLEISCHMANN, 2012).

Esta espécie endémica do Brasil distribui-se no Cerrado e na Mata Atlantica,
dos estados de Bahia, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Parana Rio
de Janeiro, Santa Catarina, S&o Paulo e Tocantins (MIRANDA et al., 2015).

Genlisea aurea € diploide (2n = ~52) e tem o segundo menor genoma
conhecido em plantas, de 64 Mpb, e este tamanho apresenta variagcdo entre
populagdes (GREILHUBER et al., 2006; LEUSHKIN et al., 2013a; FLEISCHMANN et
al., 2014).

Microssatélites
A variabilidade genética pode ser determinada através de marcadores
moleculares. Os marcadores de DNA sdo os mais empregados atualmente, e
consistem em sequéncias especificas que se encontram distribuidas no genoma, que
podem ser codificantes ou ndo, e que podem ser diferentes entre individuos, espécies
ou outros taxons (AVISE, 2004).

Os DNAs satélite sdo sequéncias repetidas em tandem geralmente associadas
com a heterocromatina (SKINER; BONNEWELL; FOWLER, 1983) e que variam em
tamanho. Segundo o tamanho os mais conhecidos sdo 0s minissatélites que podem
ser de uns 1,5 Kb, e os microssatélites que podem chegar a ser umas 50 repeticbes

de sequéncias curtas (LI et al., 2002).

Os STRs (Short Tandem Repeat), SSR (Simple Sequence Repeat) ou

microssatélites, sdo segmentos de DNA formados por pequenas sequéncias
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nucleotidicas, repetidas em tandem, que encontram-se distribuidas em genomas e
apresentam alto nivel de polimorfismo (Figura 1.6; CHISTIAKOV; HELLEMANS;
VOLCKAERT, 2006; GUICHOUX et al.,, 2011). A maioria dos microssatélites séo
neutros, ou seja, ndo sao afetados pela selecdo, se localizam em regifes nao
codificantes e néo tém efeitos epistaticos (ELLEGREN, 2004). Eles sdo uns dos
marcadores mais empregados (GUICHOUX et al.,, 2011), sdo muito praticos e
informativos porque sédo pequenos, codominantes (pode-se distinguir os homozigotos
dos heterozigotos) e a deteccdo esta baseada em PCR e eletroforese (AZOFEIFA-
DELGADO, 2006; CHISTIAKOV; HELLEMANS; VOLCKAERT, 2006; GUICHOUX et
al., 2011).

Os microssatélites foram descobertos nos anos 80 do século passado, ao
identificar sequéncias repetidas, polimérficas e de heranga mendeliana no genoma
humano (NAKAMURA et al., 1987; LITT; LUTY, 1989) e depois foram identificados em
varias pesquisas em plantas, fungos e animais (DROR et al., 1995; ELLEGREN,
2004).

As sequencias SSR encontram-se em todos 0s organismos vivos (com padrées
carateristicos em cada grupo taxondémico), e no caso dos eucariontes se distribuem
no genoma nuclear, mitocondrial ou cloroplastidial (ELLEGREN, 2004). Portanto, sao
bons para analisar diversidade e ancestralidades em espécies silvestres e de
importancia econémica. O alto polimorfismo deve-se as altas taxas de mutagao destas
regides, principalmente pelos erros de replicacdo por deslizamento da DNA
polimerase (AVISE, 2004).

Ainda quando os microssatélites sdo uma excelente ferramenta para analisar a
biodiversidade, a identificacdo e desenvolvimento, precisa de extensos e custosos
protocolos de prospeccdo in vitro no genoma ou em sequéncias expressas
(GUICHOUX et al., 2011; ABDUL-MUNEER, 2014). Tradicionalmente consiste na
construcéo de bibliotecas de enriquecimento de sequéncias em tandem (BILLOTTE
et al., 1999) ou bibliotecas de EST (PASHLEY, 2006); seguido do screening de clones
procurando sequéncias repetidas, 0 sequenciamento e desenho de primers sobre
sequéncias flanqueantes (AVISE, 2004). Se sdo conhecidos SSR em espécies

relacionada e se essas regides sdo conservadas, € possivel que sejam transferiveis.
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Figura 1.1. Microssatélites. (a) Representacdo hipotética de um mesmo locus SSR
para 4 individuos diploides diferentes e algumas variacdes alélicas. As setas verdes
representam os elementos repetitivos. (b) Genotipagem em gel dos quatro individuos
representados. As bandas verdes representam os alelos A, B e C, que possuem

comprimentos diferentes por terem nameros de repeticdes diferentes.
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Adicionalmente, com o0 sucesso da genbmica e o sequenciamento de ultima
geracdo (Next Generation Sequencing, NGS), os dados dos genomas disponibilizam
informacéo para o desenvolvimento de estudos populacionais (MILLER et al., 2013).
Existem diferentes tipos de sequenciamento por NGS; o pair-end € muito empregado
(GUICHOUX et al., 2011; MILLER et al., 2013). Com a busca in silico de marcadores
nos dados genémicos, € possivel diminuir o tempo e os custos no desenvolvimento

de microssatélites.
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CAPITULO Il - Biologia reprodutiva de Genlisea violacea A.St.-Hil.

Resumo

A biologia reprodutiva das espécies da familia Lentibulariaceae tem sido pouco
estudada, e dentre os trés géneros, Genlisea é 0 menos conhecido. Genlisea violacea
€ uma planta carnivora endémica do Brasil, que habita algumas regiées serranas do
cerrado dos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo. Neste trabalho se estudaram
alguns aspectos da biologia reprodutiva de duas populacbes de G. violacea no
PARNA Serra da Canastra e na regiao de Furnas. Nas popula¢des estudadas as flores
tém receptividade estigmética durante todo o tempo de vida que garante 0 sucesso
reprodutivo, porém a viabilidade polinica diminui limitando temporalmente a
autopolinizacdo. Também se observou uma variabilidade fenotipica que poderia estar
relacionada aos polinizadores e por fatores abiéticos como a radiacdo. Determinou-se
gue as flores sdo visitadas por algumas espécies de Diptera, Lepidoptera e
Hymenoptera. Além disso, o comportamento no forrageio das flores, a relagédo
morfométrica e a presenca de pélen de G. violacea no corpo de abelhas dos géneros
Lasioglossum (Halictidae) e Ceratina (Apidae), evidenciam que sejam possiveis
polinizadores de G. violacea. Também se observou muita atividade de visitacdo e
polen no corpo de moscas do género Toxomerus (Syrphidae). A distribuicao restrita
desta espécie e o0 estado de fragmentacdo de seus ecossistemas e o decaimento
global de himendpteros indicam uma alta vulnerabilidade da espécie e a necessidade
de medidas para sua conservacao.

Palavras-chave: Cerrado, Lentibulariaceae, entomofilia, polinizacéo, variabilidade
fenotipica.
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Introducéo

Muitas espécies de plantas dependem de interacdes planta-animal na
polinizacdo e disperséao de frutos e sementes que garantem seu sucesso reprodutivo.
Estima-se que 87,5% das angiospermas podem ser polinizadas por animais
(OLLERTON; WINFREE; TARRANT, 2011), assim os polinizadores sao fundamentais
nas cadeias troficas dos biomas (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012), sendo papel
importante no funcionamento dos ecossistemas. Além da sua importancia em
ecossistemas naturais, uma terceira parte dos cultivos do mundo depende da
polinizacdo por insetos (FAO, 2016), os quais sdo muito importantes em pelo menos
91 culturas diferentes (KLEIN et al., 2007). No Brasil 85 culturas se beneficiam de
polinizadores (GIANNINI et al., 2015).

As abelhas nativas sdo polinizadores importantes em ecossistemas naturais e
agrossistemas, porém mudancas no clima, o desmatamento, a polugéo, o crescimento
das zonas urbanas, o0 aumento das atividades agricolas e 0 avangco de espécies
invasoras e parasitas tém levado ao declinio as populacdes de himendpteros (POTTS
et al., 2010; GIANNINI et al., 2012; MARTINS; GONCALVES; MELO, 2013). Porém,
ainda é pouco o que se conhece dos polinizadores, suas intera¢cdes com as plantas e
0s ecossistemas, e sua vulnerabilidade, por isso sdo necessarios mais esforcos em
pesquisas nesta area (KLEIN et al.,, 2007; IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012;
GIANNINI et al., 2015).

O Brasil € um dos paises megadiversos do planeta, onde convivem seis
grandes biomas em terra firme, amazonia, catinga, cerrado, mata atlantica, pantanal
e pampa (KLINK; MACHADO, 2005; RYLANDS; BRANDON, 2000). Devido a grande
diversidade e extensao territorial, ainda sdo muitas as espécies desconhecidas e 0s
aspectos biologicos das espécies que ali convivem. Desses biomas 0 que tem
chamado mais a atencdo em termos de estudo e conservagdo € a Amazénia, assim
outros biomas sao menos conhecidos e mais afetados pelas atividades antropicas. O
cerrado é o segundo bioma mais extenso depois da Amazbnia, e se caracteriza por
serem savanas tropicais (KLINK; MACHADO, 2005) com uma ocorréncia de 12.097
espécies de angiospermas das quais 31,5% sdo endémicas (BFG et al., 2015).

Contudo, o cerrado é um dos biomas mais frageis devido a transformacao do territorio
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pelo desenvolvimento de atividades agricolas, pecuarias e outras atividades humanas
(KLINK; MACHADO, 2005) sendo reconhecido como um hotspot de conservacéo
(MYERS et al., 2000). Num relatorio feito pelo Ministério do Meio Ambiento no Brasil
sobre o desmatamento do cerrado, estimou-se para o 2010 uma diminuicdo do
50,84% da mata nativa (MMA/IBAMA, 2011) e ndo existem dados oficias e atuais.
Porém, no ano 2000 foi estimado que s6 permanecem aproximadamente 20% da

vegetacao primaria e que s6 6,2% da area é protegida (MYERS et al., 2000).

Calcula-se que existe informacao relacionada com a reproducédo de sé 3% das
espécies de plantas do cerrado (MOTTA MAUES et al., 2012). Num bioma com tantos
endemismos, a polinizacéo por animais é muito importante (MOTTA MAUES et al.,
2012) e, segundo os dados existentes, no cerrado predomina a polinizacdo mediada
por abelhas ou melitofilia (ISHARA; MAIMONI-RODELLA, 2011). Na melitofilia, o
inseto estabelece uma relacdo com a flor, pela busca de recursos como pélen, néctar,
Oleos, resinas e perfumes (PINHEIRO et al., 2014). A sindrome da melitofilia esta
relacionada com antese diurna, cores amarelas, roxas e azuis, simetria floral bilateral
com facilitagcdo para o aterrisagem e sustentacéo, guias de néctar ou polen, presenca
de néctar e Orgdos sexuais ocultos, pequenas quantidades de néctar e muito
concentrado, com poucos estames e muitos évulos por ovéario (FAEGRI; PIJL, 1979;
RECH; DE AVILA; SCHLINDWEIN, 2014). Porém, as interacées entre abelhas e flores
melitofilicas € tdo variada, que abelhas podem visitar e polinizar flores com outras
sindromes, e flores melitofilicas podem ser polinizadas por outros tipos de insetos
(PINHEIRO et al., 2014). Por outro lado, o sistema de polinizagdo ndo-especializado
de Diptera é semelhante a sindrome de pequenas abelhas e se caracteriza por serem
flores pequenas, zigomorfas, abertas e com tubo floral (FAEGRI; PIJL, 1979; DE LIMA
NADIA; MACHADO, 2014). Outra sindrome relacionada é a miofilia de Diptera de
proboscide longa, no qual as flores geralmente sdo zigomorfas de cores chamativas
e tubo floral alongado (DE LIMA NADIA; MACHADO, 2014).

O género Genlisea junto a Pinguicula e Utricularia agrupam aproximadamente
360 espécies de plantas carnivoras, com muitas espécies terrestres, aquaticas e
semiaquaticas, que constituem a familia Lentibulariaceae (MULLER et al., 2004). Das

aproximadamente 30 espécies de Genlisea conhecidas, 17 ocorrem no Brasil e 10 séo
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endémicas (FLEISCHMANN, 2012; MIRANDA et al., 2015). O género esta dividido em
dois subgéneros Genlisea e Tayloria Fromm-Trinta. Genlisea subgénero Tayloria é
endémico do Brasil e atualmente se reconhecem oito espécies, entre elas G. violacea
A.St.-Hil (FROMM-TRINTA, 1979; FLEISCHMANN et al., 2011). Esta espécie esta
distribuida no cerrado, nos estados de Minas Gerais e S&o Paulo, em ambientes
umidos, arenosos, com poucos nutrientes, ou sobre rochas Umidas. (FROMM-
TRINTA, 1979; FLEISCHMANN et al., 2010; MIRANDA et al., 2015). G. violacea como
outras espécies do género caracteriza-se por ser uma erva pequena, semiaquatica,
anual, que nao possui raizes, com folhas modificadas né&o- fotossintéticas
subterraneas que lembram raizes, as quais funcionam como armadilhas (FROMM-
TRINTA, 1979). Possuem inflorescéncias racemosas, flores zigomorfas,
casmobgamas, com a corolas roxas, bilabiadas calcaradas formada por cinco pétalas
fusionadas (FROMM-TRINTA, 1979; FLEISCHMANN, 2012). O labio superior resulta
da fusdo de duas pétalas e o labio inferior de trés pétalas, que pode ser evidenciado
nos dois e trés l6bulos respetivos; o labio inferior € plano e estendido e na base forma
um palato que oculta os 6rgaos sexuais e que abre acesso ao calcar que produz néctar
através de tricomas secretores (FLEISCHMANN et al., 2011; FLEISCHMANN, 2012).
O androceu é formado por dois estames aderidos a corola e o ovario esta fusionado
na parte basal a regido centro-ventral do calice é unilocular, tém numerosos évulos e
a placentacéo é central. O estigma é bilabiado e o I6bulo inferior € longo e cobre as
anteras frente as abertura do cdalice, o que poderia evitar a autopolinizacdo
(FLEISCHMANN, 2012). Na natureza as flores sdo alégamas mas tem se observado
autopolinizacdo em cultivo, indicando que o pdélen ndo € autoincompativel
(FLEISCHMANN et al., 2011; FLEISCHMANN, 2012). Este tipo de flores, bilabiadas,
com célcar e oferta de néctar sdo polinizadas por abelhas (FAEGRI; PIJL, 1979;
PINHEIRO et al., 2014).

Pouco se conhece sobre aspectos da biologia reprodutiva na familia. Em
espécies de Utricularia sé existem alguns trabalhos sobre polinizacdo das espécies
brasileiras U. reniformis (CLIVATI et al., 2014) e U. ametysthina (MENEZES, 2015), e
indianas U. albocaerulea, U. purpurascens e U. reticulata (HOBBHAHN;
KUCHMEISTER; POREMBSKI, 2006); e estes registraram como Vvisitantes florais

abelhas, borboletas, mariposas e dipteros, e algumas espécies de Hymenoptera sao
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os polinizadores efetivos. Além disso, as carateristicas fenoldgicas e reprodutivas do
género Genlisea tém sido pouco estudadas. Até agora sO foram registradas
observacbes ao acaso de visitas de abelhas em algumas espécies de Genlisea
(FLEISCHMANN, 2012); porém, desconsiderando o presente trabalho, ndo havia
gualquer estudo sistematico da biologia reprodutiva, nem estudos em campo para
descrever o forrageio de insetos visitantes e determinar quais sao os polinizadores

efetivos em Genlisea.

O sucesso reprodutivo é fundamental para o estabelecimento das populacdes,
manter fluxo genético e a diversidade genética necessaria para a conservagao das
espécies (FRANKHAM, 2005). As mudancas no clima e as atividades antrépicas
podem comprometer a capacidade de adaptacdo das espécies (ALSOS et al., 2012)
e o0 equilibrio das comunidades de plantas e polinizadores que ocorrem nos
ecossistemas (POTTS et al., 2010; GIANNINI et al., 2012; MARTINS; GONCALVES;
MELO, 2013). Portanto, as popula¢des naturais no cerrado das Lentibulariaceae
podem ser vulneraveis. Assim, entender a biologia reprodutiva das espécies é muito
importante para seu manejo e conservagao, assim como suas relacdes dentro do
ecossistema. Neste sentido, o desconhecimento sobre a biologia reprodutiva da
familia Lentibulariaceae e mais especificamente sobre Genlisea violacea levou a que
no presente trabalho fossem avaliadas e analisadas algumas das carateristicas

reprodutivas e os padrdes ecoldgicos de populacdes naturais de G. violacea.

Material e métodos

Local e material vegetal de estudo

O estudo de polinizacédo foi realizado em duas populagdes de G. violacea
localizadas na regido sul de Minas Gerais no Parque Nacional da Serra da Canastra
(sudeste do Brasil), em areas do campo rupestre do Cerrado. A distancia entre as
populacdes é aproximadamente 49 Km (Figura 2.1). A primeira populacéo (populagéo
1) encontra-se na nascente do Rio S&o Francisco (20°14'31.81"S, 46°26'46.54"W) a
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1367 m de altitude, no municipio Sdo Roque de Minas (MG). A segunda populagéo
(populacéo 2) encontra-se num afluente do lago de Furnas na Cachoeira Diquadinha
(20°38'32.6"S, 46°15'49.0"W) a 861 m de altitude, no municipio Capitélio (MG).

Nos locais foram realizadas as observacbes de visitas florais e tomadas
algumas medicdes florais. Também foi coletado material vegetal em silica gel e
material testemunho que foi depositado no Herbario JABU da FCAV-UNESP. As
coletas foram realizadas com autorizac¢des do Sisbio N° 26938 e N° 43985, do Instituto
Chico Mendes/MMA.

Tapira
10 Km
Sacramento Zona de Amortecimento
Sdo Rogue de Minas
1
P.N. da Serra da Canastra+
Ibiraci \ Delfinopolis
'\\ Vargem Bonita
/_\ll
Piui
Cassia
Passos
S0 Joo Batista do Gloria G
Capitolio
Alpnopolis
S&o José da Barra

Figura 2.1. Parque Nacional da Serra da Canastra. ¢ Localidades das populagdes

estudadas.
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A populacéo 1 se encontra no interior do PARNA Serra da Canastra num local
com pouca atividade antrépica (existe apenas uma trilha pouco transitada a 140 m),
num espaco aberto com solo umido e rochoso, com vegetacao tipicamente herbacea
e arbustos. Nesse local foram observadas entre 201 e 260 flores abertas de G.
violacea, segundo o periodo de observacdo (uma densidade de ~7 flores/m?).

A populacdo 2 se localiza nos limites do mesmo PARNA, num local onde
ocorrem atividades de lazer, a 200 m de uma estrada muito movimentada e a 500 m
da Represa de Furnas. O espago ndo recebe sol direto durante o dia todo, e estad na
beira do rio sobre as rochas umidas, junto com musgos, ervas e gramineas. O nimero
de flores abertas variou entre 108 e 191 flores abertas de acordo com o periodo de

observacdo (uma densidade de ~52 flores/m?).

Biologia floral

Os testes foram feitos com flores diferentes em condi¢gbes naturais em campo,
nas populacdes estudadas. Foi avaliada qualitativamente a receptividade estigmatica
em botdes florais, flores recém-abertas e flores senescentes, empregando H202 a 3%
(DAFNI, 1992) e com 10 réplicas de cada fase.

Foi também determinada a viabilidade polinica em micrésporos empregando
dois protocolos baseados em coloracdo (DAFNI, 1992). A determinacdo da
porcentagem de grdos abortados foi feita pelo método de coloracdo e Alexander
(ALEXANDER, 1980) e a mensuracdo de atividade metabdlica foi feita com 2,3,5-
cloreto de trifeniltetrazdlio (TTC), que detecta atividade de desidrogenases
respiratorias (ALEXANDER, 1980; DAFNI, 1992). Os testes foram realizados no inicio
da antese, empregando as duas anteras de trés flores diferentes as 0Oh, 3h, 12h, 24h
e 48h. Posteriormente foram contados os grédos corados e nao-corados por
microscoépio optico.

O teor de néctar foi mesurado por determinacdo espectrométrica de
carboidratos (HONDA et al., 1982). Para isso foram coletados os calcares em
microtubos de 200 pL de 10 flores isoladas de possiveis visitantes com tecido de filo,
em trés periodos (08h00, 12h00 e 20h00) no inicio da antese. No laboratério, foram

abertos os calcares para expor as glandulas nectariferas e o néctar depositado, sendo
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diluido numa solugdo aquosa com 2-cyanoacetamida e foram incubados em banho-
maria por 10 minutos. Seguidamente, foi medida a absorbancia a 276 nm e calculadas
as concentracdes de acucares reduzidos. Além disso, foi realizada outra estimativa
do conteudo de néctar. Por tanto, no campo foram coletados e lavados com agua mili-
Q 25 célcares excisados da corola, e no laboratorio foram determinados os contetidos
de néctar por HPLC (MORRANT; SCHUMANN; PETIT, 2008). Foi empregado como
controle solucdo de lavagem do restante da corola (sem calcar). A separacao por
HPLC foi feita numa coluna de -carboidrato e a amostra foi eluida em

acetonitrilo:dgua:reactivo modificador de agucar amina (127:23:0,1 v/v).

Sistema de reproducao

Foi feito teste no laboratério com individuos isolados com papel de envelopes
de cha e foram mantidos em cultivo no laboratério durante trés meses. Durante o
tempo se observou o tempo de antese, o tempo de duracdo das flores abertas e a
formacdo de frutos em flores isoladas. Também se fizeram testes por cruzamento
manual, separando cinco grupos: (1) autopolinizagdo manual; (2) autopolinizagcéo
espontanea; (3) apomixia (agamospermia); (4) polinizagdo cruzada manual; (5)
polinizacdo natural em campo (controle); (6) polinizacdo cruzada manual entre
morfotipos. Para isso, as polinizagdes foram feitas em flores no comeco da antese, as
polinizagcdes manuais foram feitas com uma agulha, nos tratamentos 1, 3, 4 e 6, as
plantas foram emasculadas tirando a corola e em todos 0s casos exceto o controle,

as flores foram isoladas com saquinhos de cha.

Morfometria floral

No campo, foram selecionados 30 individuos com flores abertas em cada
populacdo, e com um paquimetro digital foram mesurados o comprimento e largura
do labio inferior da corola, a largura da abertura entre labios da corola, comprimento
do célcar e comprimento da flor completa. Também, foram contados o nimero de
individuos e frutos em cada planta. Os valores obtidos em cada populacdo foram
analisados por estatistica descritiva e foi feito um teste de hipéteses para amostras

com distribuicdo desconhecida (t-Student) entre as duas populagdes para cada
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varidvel. Para analisar possiveis diferencas populacionais, foram realizadas
comparacdes entre as 5 variaveis medidas: comprimento e largura do labio inferior da
corola, a largura da abertura entre labios da corola, comprimento do calcar e
comprimento da flor completa (Figura 2.2). Devido a diferenga observada entre os
morfotipos da populacéo 2, seguiu-se a seguinte abordagem: a) comparacgao das duas
populacdes considerando na populacéo 2 todos os morfotipos juntos como uma Unica
populacao; b) comparacao das populacdes de flores roxas das duas populacdes 1 e
2; ¢) comparacdo da morfologia dos trés morfotipos da populacédo 2. Nas analises
realizaram-se dois tipos de teste: Analise de Coordenadas Principais (PCO) para
avaliar o ordenamento e variagdo das amostras de cada populacédo; e Analise
Multivariada por Permutacdes (PERMANOVA) para detectar se existem diferencas
significativas entre as amostras de flores avaliadas. Os PCO e PERMANOVA
basearam-se numa matriz de similaridade com distancias euclidianas, sendo que o0s
PERMANOVA foram realizados com 9999 permutagdes e a=0,05. Ambas analises
foram conduzidas com o programa PRIMER 6 (ANDERSON, M.J.; GORLEY;
CLARKE, 2008).

CF

Figura 2.1. Medi¢cbes da flor de Genlisea violacea. (CL) comprimento e (LL) largura
do labio inferior da corola, (A) largura da abertura entre labios da corola, (CC)

comprimento do calcar e comprimento da flor completa (CF).
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Visitas florais

Foram realizadas observacdes das visitas florais em periodos diurnos desde as
08h00 as 18h00, totalizando na primeira populacao (populacdo 1) 173h de observacéo
em trés periodos no més de fevereiro de 2012 e na segunda (populacdo 2) 106h de
observacdo em trés periodos, junho e julho de 2015 e abril de 2016. Foram
identificados os morfotipos visitantes florais e seu comportamento, frequéncia e
duracdo de cada visita. Ademais, os visitantes foram fotografados e capturados para

posteriormente serem encaminhados para a identificagdo.

Os insetos nos quais se observou pélen foram secados numa camara de
dessecacdo com silica gel e metalizados com ouro para registro em microscopio
eletronico de varredura (JEOL JSM 5410), operado em 15 kV. Assim, usando como
controle polen retirado de anteras de G. violacea, foi determinada a identidade dos

graos de pdlen presentes em cada inseto.

Dos insetos coletados foram mensurados os comprimentos e as larguras da
cabeca e do corpo inteiro e em alguns casos a o comprimento da lingua. Depois se
compararam com as medidas das flores e dos insetos, porém o numero baixo de

insetos coletados ndo permitiu testar a correlacao estatistica.

Resultados

Biologia reprodutiva

As flores avaliadas apresentaram uma receptividade estigmatica de 100% em
botdes e flores abertas, que reduziu a 80% em flores senescentes (queda de 20% de
receptividade). Por outro lado, a viabilidade polinica ndo e completa ao inicio da
antese devido ao aborto de gréos de polen; e nos graos viaveis a viabilidade diminui

gradualmente ao decorrer o tempo, desde 80% até 39,76% (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Viabilidade polinica avaliada por testes de TTC e Alexander. No eixo X

tempo em horas desde o inicio da antese, no eixo y, porcentagem de viabilidade.

No caso da oferta de néctar néo teve diferencas durante o dia durante o dia
todo, a concentracdo de agucares é x = 24 pug/mL + 0,00009 (0,00072 ug de aclucares
por flor de um total de 10 flores analisadas). Na determinacdo de néctar por HPLC, a
concentracdo medida em s6 uma flor, foi muito baixa para a sensibilidade do
equipamento (que detecta apenas >30mg/mL). Portanto, foi preciso juntar o contetdo
de 24 flores diferentes para a detecg&o. Assim determinou-se que nos controles (a flor
inteira ou a corola sem célcar), ndo possuem ou possuem pouco conteudo de
acucares, e o calcar contém néctar em forma de glicose (Figura 2.4). Ademais, 0
célcar das flores roxas continham mais glicose que as flores brancas, ~104 ug/flor e

~25 pg/flor respetivamente (Figura 2.4)

Nas observacdes iniciais realizadas no laboratorio, as anteses completas desde
0 inicio dos botdes, pode durar ~20 dias e as flores abertas podem se manter por ~30
dias. Quando as flores se mantém isoladas, ~38% das flores desenvolvem frutos sem

a presenca de polinizador.
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Figura 2.4. ConcentragOes de acucares em flores de Genlisea violacea determinadas
por HPLC. BO, flores brancas interas; B1, corola sem calcar de flores brancas; B2,
calcar de flores brancas; RO, flores roxas interas; R1, corola sem calcar de flores
roxas; R2, célcar de flores roxas.

Sistema de reproducéao

Apobs 45 dias dos cruzamentos, tinham se desenvolvidos os ovarios em frutos
com sementes. Das flores autopolinizadas manualmente 29,41% formaram frutos, e
das autopolizadas espontaneamente 5,20%. Nas flores emasculadas naopolinizadas
se observou que 5,80% das flores produziram frutos. No caso da polinizagéo cruzada
manual se observou que o 41,18% das flores formaram frutos, e esta mesma
porcentagem se observou em cruzamentos entre o morfotipo de flores roxas azuladas

e de flores brancas com roxo. O controle teve maior taxa de fertilizacdo, com 87,45%
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das flores com frutos desenvolvidos, dos quais pelo menos o0 45% das sementes sao

viaveis.

Morfometria das flores

Ao observar as flores das duas populacdes 1 e 2 foram evidentes algumas
diferencas na morfologia, tamanho e coloracdo da corola (Figura 2.5; Tabela 2.1).
Segundo o teste de hipoteses das medi¢Bes das flores encontrou se que existem
diferencas significativas (p<0,010) em todas as 5 variaveis entre as flores das duas
populacdes. Ademais, na populacdo 2 foram observados trés morfotipos diferentes,
encontrando diferencas significativas (p<0,010) entre o morfotipo de flores brancas e
0s outros dois mofotipos.

As flores da populacao 1 sédo de cor violeta com linhas violeta escuras no labio
superior, mais ou menos perpendiculares a abertura da flor; também possuem uma
mancha amarela em forma triangular na base do labio inferior na entrada a abertura
gue mimetiza anteras, e pequenas linhas roxas escuras que parecem guias de néctar
dirigidas a abertura (Figura 2.5a). As anteras e o estigma ficam escondidos, e para o
polinizador ter acesso € preciso abrir a flor empurrando as pecas da corola.

Na populagdo 2 foram encontrados trés morfotipos com cores de corola
diferentes: flores roxas-azuladas, brancas com roxo e brancas. O padrdo morofolégico
das roxas é o a mais similar ao da populagéo 1; porém, com linhas roxas escuras mais
intensas em direcdo a abertura, as manchas amarelas que mimetizam anteras séo
mais lobuladas e possuem uma macula distal branca. O estigma € roxo escuro e fica
exposto na abertura, enquanto as anteras ficam escondidas (Figura 2.5b). As flores
brancas com roxo sdo maiores e tém uma forma um pouco diferente com o
comprimento do labio inferior maior (Figura 2.5c). As linhas roxas sdo mais espessas
e intensas, e a mancha que mimetiza anteras € menor; além, o estigma e as anteras
ficam expostos porque a flor é aberta. No caso das flores brancas, sdo menores que
todas as outras, ndo possuem as linhas roxas, a mancha amarela é leve e o estigma
e as anteras também sado expostos (Figura 2.5d). Além disso, a variabilidade

morfométrica da populacédo 1 é maior que da populacéo 2 (Figura 2.6 e 2.7).
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Tabela 2.1. Medidas florais de Genlisea violacea das duas popula¢des estudadas da

Serra da Canastra e Furnas. SignificAncia estatistica de teste t-student e permanova

(P<0,0001).
Serrada Furnas Furnas Furnas
Canastra Roxa Brancas Brancas-
Roxas roxas
Comprimento do  5,62+0,15® 5,92 +0,15® 4,67+0,22©) 6,36+0,22®)
labio inferior
Largura do labio 7,42 +0,18@ 6,92 +0,20® 5,29+0,24© 6,64+0,12®)
inferior
Abertura 2,11 +0,05@ 1,78 + 0,04® 0,89+0,36© 1,548+0,02®
Comprimento do 3,30 + 0,09@ 5,26 + 0,14® 4,00+1,6© 4,98+1,62®
célcar
Comprimento do 110,24 +4,42® 63,51 +3,18® 95,01+1,67© 73,244,150
escapo
No de flores 2,30+0,17@ 2,17 +0,08® 1,80+0,14© 1,6+0,10®
No de frutos 0,87 +£0,15@ 0,67 +0,16® 2,43+0,69© 1,3+0,40®
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Figura 2.5. Flores de Genlisea violacea das popula¢cfes estudadas. (a) Morfotipo da
populacéo 1; (b-d) Morfotipos da populagéo 2, (b) morfotipo roxo, (c) morfotipo branco
e roxo, (d) morfotipo branco. (Créditos: LSV-UNESP).
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Ao analisar as populages por PCO encontra-se variabilidade fenotipica e a
mesma disposicao para todas as variaveis, que se evidencia com uma distribuicdo
achatada ou orientada apenas em um eixo (Figura 2.6, 2.7 e 2.8). Nesta distribuicéao
se observa um gradiente de tamanhos no qual cada populagédo tende a se distribuir
num dos extremos; assim as flores da populacdo 1 sdo as menores e as roxas da
populacdo 2 sdo maiores, com tamanhos intermediarios nas subpopulacdes. Ao se
compararem a populacbes 1 e a populacdo 2 (roxas) num PERMANOVA se
encontraram diferencas significativas (p=0,0001) para todas a variaveis
morfométricas. Por outro lado, ao se compararem as subpopula¢cées ou morfotipos de
Furnas, foi observado que entre o morfotipo roxo e roxo com branco nao ha diferencas
significativas (p=0,0001). Entretanto, foram encontradas diferencas significativas entre

estas duas e o morfotipo de flores brancas.

[Resermblance: D1 Euclidean distance |
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Figura 2.6. Andlise de coordenadas principais entre as populagcfes 1 e 2, em funcéo

das variaveis morfométricas das flores. Comparacéo entre a populacdo 1 () com

todos os morfotipos da populacéo 2 (V).
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Figura 6.7. Analise de coordenadas principais entre as populacdes 1 e 2, em
funcdo das varidveis morfométricas das flores. Comparacao entre a populacéo 1 (¢)
com o da populacédo 2, morfotipos de flores roxas (A ),flores roxo com branco (=) e

flores brancas (V).
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Outra observacdo importante na populacdo de Furnas foram os sinais de
florivoria em flores roxas, onde as marcas amarelas que mimetizam pélen foram
comidas (Figura 2.9).

Foram realizadas medi¢cOes das abelhas, moscas e boboleta capturados, do
comprimento e largura da cabeca e do corpo inteiro e em alguns casos o0 comprimento
dalingua (Tabela 2.2). Ao comparar as medidas da cabeca das abelhas Lasioglossum
e Ceratina, com a abertura da flor, observa-se que a maioria das abelhas poderiam
inserir a cabeca para acessar ao néctar no calcar; e a lingua poderia entrar apenas
até aproximadamente a primeira terceira parte do céalcar (Tabelas 2.1 e 2.2). No caso
dos Syrphidae s6 o morfotipo de flores brancas com roxo tém uma abertura que
permitiria a entrada da cabeca do inseto. E as abelhas do género Trigona sao grandes
em relacdo a abertura das flores; portanto, elas poderiam ser mais atraidas pelo pélen
dos morfotipos com anteras expostas assim como poderiam sorver 0 néctar com a

lingua.

Tabela 2.2. Medidas médias dos insetos visitantes coletados.

Medida Lasioglossum Ceratina  Trigona Syrphidae Syrphidae Hesperiinae

sp. (n=4) sp. (n=4) sp. 1 (n=4) 2 (n=1) (n=4)
(n=1)

Comprimento 1,730,111 1,41+0,08 2,77 1,68+0,06 1,20 2,74

dacabeca(mm)

Largo cabeca 1,62+0,17 1,35+0,08 2,70 2,10+0,07 1,59 2,75

(mm)

Lingua (mm) - 0,76+0,01 - - - ~4,08

Comprimento 4,56x0,34 4,63+0,20 6,25 7,85 0,48 5,54 15,13

do corpo (mm)
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Figura 2.9. Flores injuriadas de Genlisea violacea da populacdo de Furnas
(MG) com sinais de florivoria. (Créditos: LSV-UNESP).

Visitantes florais

Os visitantes florais das duas populagdes praticamente ndo foram 0os mesmos,
se observaram 5 visitantes na populacao 1 e 8 na populacdo 2; ou seja, no total se
observaram 13 morfotipos diferentes. Na primeira populacdo se observou mais

atividade e visitacdes e na segunda populacao a atividade foi menor (Tabela 2.3).

Dos 13 morfotipos diferentes de visitantes florais que foram registrados
encontraram-se: um Lepidoptera, seis Hymenoptera e cinco Diptera. Na populagéo 1
se encontraram mais Hymenoptera (trés), além de um Lepidoptera e um Diptera
(Syrphidae); e na segunda se encontraram mais Diptera (quatro), e quatro

Hymenoptera (Tabela 2.3; Figura 2.10).

Os padrdes de visita de cada tipo de visitante foram diferentes, de manha entre
as 8 e 10h as visitas eram feitas mais pelas moscas, no periodo mais quente do dia,
entre as 10h e 16h, foram mais frequentes as abelhas e no final do dia pela borboleta.

N&o se conseguiu capturar todos os visitantes florais observados. Depois de
consultar especialistas se conseguiu identificar os insetos capturados (Tabela 2.3). Os
dipteros 1 e 3, da populacao 1 e 2 respetivamente, tém aparéncia de abelhas e foram
identificados como duas espécies Toxomerus c.f. virgulatus e Toxomerus Sp, da
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familia Syrphidae (Figura 2.10 e 2.11). Os dipteros 2, 4 e 5, da populagdo 2 séo

espécies diferentes de mosca da subordem Nematocera.

Tabela 2.3. Visitantes florais de flores de G. violacea em populac¢des naturais da Serra
da Canastra e Furnas, Minas Gerais. No de visitas, se refere ao nimero de vezes que

pousaram sobre uma flor aberta.

Morfo N° de visitas  Tempo (s)/visita
POPULACAO 1

Diptera 36 1-15
Toxomerus cf. virgulatus

Hymenoptera 80 2-240
sp.1

Lasioglossum sp. 15 3-45
Ceratina sp. 30 4-39
Lepidoptera

Hesperiidae 8 1-8
POPULACAO 2

Diptera

sp.1 (Nematocera) 10 1-104
Toxomerus sp.2 8 1-120
sp.2 (Nematocera) 5 1-34
sp.3 (Nematocera) 1 40
Hymenoptera

sp. 2 3 1-2
sp. 3 7 1-15
Lasioglossum sp. 1 2
Trigona sp. 1 2
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Pelo comportamento observado, as moscas da familia Syrphidae visitaram e
pousaram em flores de G. violacea, e também flores de outras espécies como de
Utricularia triloba e U. lanciniata e de Xyris sp. Ao observar na lupa os Syrphidae
capturados, foram encontrados grdos de pdlen na cabeca e na parte posterior do
torax, e por microscopia eletrénica de varredura se verificou que tinham pdlen de G.
violacea (Figura 2.12). Os Nematocera pousavam em geral por pouco tempo (Tabela

1) e ficavam forrageando também em flores de outras espécies.

(b)

1mm 1 mm 5mm

Figura 2.10. Visitantes polinizadores de G. violacea: (a) Lasioglossum sp., (b)
Ceratina sp., (c) Toxomerus cf.virgulatus. (Créditos: LSV-UNESP).

As borboletas sdo da familia Hesperiidae, subfamilia Hesperiinae; e se
observaram oito visitas onde pousavam sobre a flor por varios segundos (max. 8 s)
provavelmente sorvendo néctar do calcar e ndo visitava flores de outras espécies;

mas, na borboleta coletada ndo foram encontrados graos de polen.

Dos Hymenoptera observados na Serra da Canastra, um foi identificado como
uma abelha da familia Halictidae, subfamilia Halictinae, género Lasioglossum

subgénero Dialictus. Outro foi identificado como uma abelha da familia Apidae,
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subfamilia Xylocopinae, género Ceratina, subgénero Ceratinula. E um terceiro ndo
conseguiu ser coletado e identificado. Na populacao de Furnas, se observaram quatro
Hymenoptera, dos quais um € o mesmo Lasioglossum sp. observado na Serra da
Canastra, outro é da familia Apidae, género Trigona, € 0s outros ndo foram
identificados.

Os Hymenoptera aparentemente so visitavam plantas de G. violacea e ficavam
forrageando de flor em flor (Figura 2.11). No momento em que eles pousavam na flor,
ficavam sobre o labio inferior. Depois, o0 inseto empurrava o labio inferior para baixo
com o abdémen abrindo a corola e enfiando a cabeca dentro da flor ficando préximo
do calcar onde a abelha liba o0 néctar presente nas paredes do calcar (Figura 2.12).
Nesse processo, a cabeca e a parte posterior do térax ficam em contato com as
anteras, impregnando-se de polen (Figura 2.12). No microscopio eletrénico de
varredura foram constatados grdos de pélen de G. violacea em espécimes de
Lasioglossum sp. e Ceratina sp. tanto na cabeca como na parte posterior do torax
(Figura 2.13). A identidade do pdlen foi verificada comparando com micrografias de
esta espécie. Mesmo assim, foram observados grdos de pélen de Asteraceae,

indicando que estas abelhas podem estar visitando outras espécies.
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Figura 2.11. Visitas florais de Genlisea violacea. (a-b) Lasioglossum sp. em flores da
nascente do Rio S&o Francisco; (c-d) Diptera Toxomerus sp. em flores de Furnas,
MG. (Créditos: LSV-UNESP).
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Figura 2.12. Comportamento de visita floral de pequenas abelhas Lasioglossum sp.
(Créditos: LSV-UNESP).
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Figura 2.13. Fotomicrografias de varredura de insetos visitantes de Genlisea violacea.

(a-b) Pdlen na parte posterior do térax de abelha Lasioglossum sp. (c) Pdlen na
cabeca da abelha Ceratina sp. (d) Pélen no térax de um Syrphidae. PV, pélen de

Genlisea violacea; PA, pélen de Asteraceae.
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Discussao

Padrbes ecoldgicos das populacdes de Genlisea violacea estudadas

A variag@es fenotipicas em Genlisea violacea foram descritas anteriormente por
Fleischman (2012), porém € interessante a variabilidade morfométrica com diferencas
significativas entre e dentro de populagdes, especialmente na populacéo 2 (Figura 2.5,
2.6 e 2.7). Esta divergéncia nas carateristicas florais pode ser devido a adaptacdo as
variagcbes ambientais locais, e poderiam ser selecionadas principalmente pelos
polinizadores. A selecdo pelo polinizador tem sido observada em muitas espécies por
competicéo e preferéncia pelo polinizador (JOHNSON; STEINER, 1997; SCHEMSKE;
BRADSHAW, 1999; CARUSO, 2000; RAUSHER, 2008; THAIRU; BRUNET, 2015).
Além disso, a evolugcdo da morfologia, cor e tamanho da flor podem resultar ndo
apenas da interacdo com polinizadores, mas também de outros agentes biéticos como
herbivoros e agentes abioticos como o estresse hidrico e térmico (GALEN, 1999;
STRAUSS; WHITTALL, 2006; THAIRU; BRUNET, 2015).

Genlisea violacea € uma espécie de planta carnivora que é endémica do
cerrado brasileiro com uma distribuicdo em ilhas localizadas em algumas serras dos
estados de Minas Gerais e Sdo Paulo (FLEISCHMANN et al., 2011). A espécie ocorre
em solos arenosos quartziticos ou rochosos e em pareddes, em locais sazonalmente
umidos com agua corrente e uma fina capa de matéria organica (FLEISCHMANN,
2012). Nesta distribuicdo acontecem varios microambientes, onde as populacdes
estdo adaptadas as condi¢cbes especificas. O local da populacdo 1 (Rio Sé&o
Francisco) é aberto e muito ensolarado, o solo € Umido, rochoso e arenoso, e 0
ambiente em geral é uniforme; neste as flores sao roxas e as carateristicas fenotipicas
das flores desta populacdo sdo pouco variaveis. No caso da populacéo 2 (Furnas) na
mesma area se observa um ambiente menos uniforme, que forma um gradiente desde
espacos com pouca umidade e muito ensolarados (onde se encontram plantas de
flores roxas), até espagos muito umidos, com &gua corrente que recebe menos sol
direto (onde ocorrem flores brancas com linhas roxas e s6 brancas). Além disso, na
populacdo 2 existe muita atividade antropica (esta nos limites do PARNA, proxima da

rodovia, da represa e tem alta visitacao para atividades recreativas).
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Nas sindromes de polinizagdo a cor € muito importante na atracdo (FAEGRI;
PIJL, 1979; RECH; DE AVILA; SCHLINDWEIN, 2014) e as antocianinas s&o 0s
pigmentos mais importantes nas cores das flores (RAUSHER, 2006, 2008; STRAUSS,;
WHITTALL, 2006). Nas Lentibulariaceae existem espécies com flores de cor roxa,
amarela, branca e vermelha, sendo a roxa a mais comum; ademais, dentro de
algumas poucas espécies como U. amenthystina e G. violacea, existem variacdes de
coloracdo da corola interpopulacionais (TAYLOR, 1989; FLEISCHMANN, 2012;
MENEZES, 2015). Nesta familia as transi¢cées de cor roxa para branca sdo as mais
frequentes (MENEZES, 2015). Adicionalmente, em plantas as antocianinas estéao
associadas com tolerancia ao estresse abidtico (STRAUSS; WHITTALL, 2006) e a
defesa de herbivoros e parasitas (LEV-YADUN; GOULD, 2008). Variacdes na
pigmentacao das flores podem ser ocasionadas por mutacdes deletérias ou mudancas
num simples aminoacido de algum gene que forme parte da rota se sinteses de
antocianinas (JOHNSON et al., 2001; HOBALLAH et al., 2007; RAUSHER, 2008).

Entéo, as predominantes flores roxas, como as observadas na nascente do Rio
Séo Francisco e uma das subpopulacdes de Furnas, parecem bem adaptadas aos
espagos abertos onde a radiacdo e 0 estresse térmico estdo presentes. Nas
subpopula¢cdes brancas de Furnas, devem acontecer variacdes que permitiram se
adaptar melhor nesses ambientes com menor radiacdo e maior disponibilidade
hidrica. Mesmo assim, nas variacbes das cores o0s polinizadores podem atuar na
selegédo, e isso é mais evidente na localidade de Furnas, onde as carateristicas do
ambiente favorecem a presenca de maior diversidade de potenciais insetos
polinizadores, especialmente de Diptera (que sdo mais atraidos por flores brancas,

zigomorfas e pequenas).

Os florivoros podem influir na evolucdo dos sistemas reprodutivos (MCCALL;
IRWIN, 2006). Curiosamente apenas nas flores roxas da populacdo de Furnas se
observou florivoria especificamente das machas amarelas (Figura 2.7). Isso pode
comprometer a atragdo de polinizadores, portanto poderia gerar uma pressao que
também favorece a variabilidade e o0 aumento na producéo de flores (que se observa
na densidade de flores desta populacdo) para garantir a reproducdo da populacéo.

Ptachno et al. (2016), em estudo micromorfologico e histoquimico da corola de
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Utricularia corigera e U. nelumbifolia, relatam a presenca de osmoforos na regido do
palato da corola, onde geralmente ocorre a macula amarela comum para muitas
espécies de Genlisea e Utricularia, e também em G. violacea. Assim, a funcédo de
unguentarius dessa estrutura pode indicar ndo apenas uma atracao visual para 0s

florivoros, mas também olfativa.

Além da variacdo nas cores, as diferencas no nivel de exposicao do estigma e
das anteras, assim como o tamanho devem ser carateristicas selecionadas pelos
polinizadores. Na nascente do Rio Sao Francisco se observou menos diversidade de
visitantes, mais frequéncia de visitacdo e um comportamento especializado para abrir
as flores por parte das abelhas, frente a flores com 6rgdos sexuais escondidos.
Contrariamente em Furnas, a diversidade foi maior (principalmente de dipteros), a
frequéncia de visitagdo muito menor e o comportamento dos visitantes também foi
diferente. Nesse caso, as flores tinham expostos os 6rgdos sexuais (estigma e
estames) favorecendo a visitacao e polinizacdo a uma maior diversidade de insetos.
De tal modo, as flores com anteras e estigmas escondidos (flores roxas) ou com so
anteras escondidas, favorece a polinizagdo por abelhas pequenas que podem inserir
a cabeca na flor a procura de néctar (Figura 2.10 e 2.11). As flores maiores, abertas
e com estigmas e anteras expostos (flores brancas com roxo), favorece a visitacéo de
uma diversidade de insetos mais amplia, que inclui abelhas pequenas e grandes e
dipteros. Adicionalmente as flores menores e/ou com 6rgaos sexuais expostos (flores

brancas) favorece a visitacdo de pequenas abelhas e dipteros.

Biologia floral e reprodutiva

As espécies da familia Lentibulariaceae tém despertado o0 interesse
principalmente pela sindrome da carnivoria, porém a biologia reprodutiva e polinizacéo
€ ainda pouco conhecida. No caso do género Genlisea existem descricdes
morfolégicas e observacdes ndo experimentais que referem alguns elementos da
biologia floral. Neste sentido, as caracteristicas da flor, como os 6rgaos sexuais
ocultos e a posicdo do estigma a respeito as anteras parecem evitar a autogamia
(FLEISCHMANN, 2012). Em muitas espécies de Utricularia (HOBBHAHN;
KUCHMEISTER; POREMBSKI, 2006; CLIVATI et al., 2014; PLACHNO et al., 2016) e



57

Genlisea (FLEISCHMANN, 2012) existem glandulas produtoras de néctar associadas
ao calcar. Também, as corolas roxas bilabiadas, com mimetismo de pdlen e a
disponibilidade do recurso néctar oculto no calcar, indicam que G. violacea € uma
espécie aldgama polinizada por insetos. Porém, nas flores isoladas inicialmente neste
trabalho em condi¢gbes de laboratério, observou-se formagéo de frutos em auséncia
do polinizador (por autopolinizacdo ou apomixia), significando que podem ser
autocompativeis. As espécies do género Utricularia possuem polinizacdo cruzada,
algumas sdo autocompativeis e podem ter autopolinizacdo (JEREMIE, 1989;
TAYLOR, 1989; HOBBHAHN; KUCHMEISTER; POREMBSKI, 2006; CLIVATI et al.,
2014). Entretanto, em U. reniformis se observou autocompatibilidade, porém
necessitam do polinizador para serem polinziadas (CLIVATI et al., 2014). Em Genlisea
também tem se observando autocompatibilidade ainda quando as espécies do
subgénero Tayloria sao alégamas (FLEISCHMANN et al., 2011) e em cultivo ndo se
observou autopolinizacdo (FLEISCHMANN, 2012). A posicéo e forma do estigma em
relacdo as anteras indicam que a autopolinizacdo espontanea seria pouco provavel, e
parecem requerer do inseto para a autopolinizacdo, como ocorre em U. reniformis
(CLIVATI et al., 2014). Entretanto é preciso fazer mais testes em campo, com flores
isoladas, emasculadas e autopolinizadas para determinar com mais certeza como é a

biologia reprodutiva da espécie (em andamento).

Em algumas espécies de Utricularia, a viabilidade estigmatica prolongada
favorece a polinizacdo em auséncia de polinizador (JEREMIE, 1989). A separacio
espacial e temporal do pélen e do estigma reduz a autopolinizacdo e aumenta a
chance de polinizacdo cruzada (WEBB; LLOYD, 1986). A receptividade estigmatica
durante todo o tempo de vida da flor, e a viabilidade polinica decrescente observada,
sdo carateristicas que também foram observadas em U. reniformis e U. ametisthyna
(CLIVATI et al., 2014; MENEZES, 2015). Assim, a receptividade estigmatica durante
todo o tempo de vida pode otimizar o sucesso reprodutivo. A autopolinizacdo esta
limitada ao inicio da antese quando os graos de poélen ainda séo viaveis (sempre que
exista a acdo de um polinizador); e se as flores ndo séo polinizadas no inicio, essa
viabilidade prolongada permite aumentar as chances de acontecer a polinizagéo
cruzada. Além disso, a oferta de néctar constante durante o dia permite também a

atracdo prolongada de insetos.
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Visitantes florais e polinizadores

Na populacdo localizada na nascente do Rio Sdo Francisco se observaram
cinco visitantes florais que pousaram varias vezes em diferentes flores da populacao
(Tabela 2.3). Na populagdo de Furnas, observaram-se oito polinizadores, porém
guase todos diferentes da primeira populacdo, com uma frequéncia de visitacéo
menor e com baixa frequéncia de Hymenoptera (Tabela 2.3). Além disso, em Furnas

o tipo de visitantes variou com a época de observacao.

Essa diferenca deve estar influenciada por varios fatores. Um componente
importante sdo as variacbes no clima entre as duas populacfes; na primeira
populacdo as observacdes foram feitas em marco e os dias foram mais ensolarados
e quentes; e as observacdes da segunda populacdo foram feitas em abril, junho e
julho, estes dois ultimos meses foram mais frios, com um pouco de nuvens em
algumas horas do dia. Portanto, a temperatura deve ter influenciado a atividade
principalmente de Hymenoptera que podem ter maior atividade de visitacdo e
forrageio em dias ensolarados e com maior temperatura (ARROYO; ARMESTO;
PRIMACK, 1985; MARTINS, 2014). Também, a auséncia de Hymenoptera na
segunda populagdo, durante os meses de junho e julho, poderia indicar que as
abelhas polinizadoras de G. violacea sejam estacionais, como costuma acontecer em
abelhas que habitam regifes temperadas (ARROYO; ARMESTO; PRIMACK, 1985;
MARTINS, 2014; MATOS; SILVA; TEODORO, 2016). Contudo Gongalves e Melo
(2005) encontraram muitos individuos de espécies de Ceratina em coletas no més de
maio no Parque Estadual de Vila Velha, Parana. Adicionalmente, variacdes na
gualidade da luz podem afetar os ritmos circadianos e por tanto a atividade em abelhas
(CHITTKA; STELZER; STANEWSKY, 2013). A diversidade de Diptera na populagao
de Furnas também deve estar relacionada com a cercania ao rio e as rochas umidas,
ambiente préprio dos Diptera que favorece o desenvolvimento de larvas. Além disso,
a atividade antropica presente na populacao 2 deve favorecer o estabelecimento dos

Diptera.

A atividade antropica também pode ter influenciado nas diferentes formas de
polinizadores distintas entre as duas populacdes sendo que a de Furnas diminui a

presenca de Hymenoptera e aumenta a de Diptera. Diversos estudos indicam que
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distarbios ambientais produto de atividades humanas afetam as populacbes de
abelhas levando ao decaimento destas espécies (POTTS et al., 2010; GIANNINI et
al., 2012; MARTINS; GONCALVES; MELO, 2013). Se estas atividades antropicas tém
alguma influéncia na composicdo de visitantes florais observados nas duas
populacdes € possivel supor que a populacdo de Furnas seja mais vulneravel,

principalmente pela contribuicdo na diminuicdo das populacdes de Hymenoptera.

Além disso, considera-se que em abelhas a distancia de voo e forrageio é
proporcional ao seu tamanho corporal (GREENLEAF et al., 2007) e as espécies de
Lasioglossum e Ceratina séo tdo pequenas (~4,55 mm, Tabela 2.2), que talvez as
populacdes de abelhas que polinizam a duas populacbes de G. violacea estéao
isoladas entre si. O tamanho também poderia limitar a capacidade de colonizacéo
(WILLIAMS et al., 2010), portanto estas populagdes merecem atencao e estudos que
estimem a vulnerabilidade de estas abelhas e das comunidades que interagem com
elas. Abelhas estacionais que habitam ambientes mais restritos podem ser mais

vulneraveis.

Das espécies de abelhas conhecidas no Brasil, 913 sdo da familia Apidae e
251 da familia Halictidae (MOURE, JESUS SANTIAGO URBAN; MELO, 2007) e
nestas duas familias é frequente encontrar espécies generalistas, especialmente as
de menor tamanho (DIEZ, 2006; MICHENER, 2007). As espécies do género Ceratina
(Xylocopinae) sao de pequeno porte (GONCALVES; MELO, 2005), podem ser
generalistas polilécticas, sociais, parassociais e solitarias (GONCALVES; MELO,
2005; MICHENER, 2007; DE PAULA; MELO, 2014), em alguns casos com constancia
floral (KOBAYASHI-KIDOKORO; HIGASHI, 2010) e constroem seus ninhos em caules
e galhos quebrados (MICHENER, 2007; ROIG ALSINA, 2013). O género
Lasioglossum (subgénero Dialictus), € um grupo muito grande e diverso de pequenas
abelhas pretas ou verdes e azuis metélicos, possuem curtas e largas linguas que
usam para pegar néctar, sdo generalistas polilécticas, com diferentes niveis sociais
(MICHENER, 2007; DE PAULA; MELO, 2014; NOCELLI et al., 2014). Geralmente
forrageiam pequenas ervas e podem ter constancia foral (MICHENER, 2007). As
caracteristicas destes dois tipos de abelhas parecem estar correlacionadas com o tipo

de flor. Ao observar as medidas florais e dos insetos, estes se correlacionam,
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indicando que devem ter co-evoluido adaptando suas estruturas para melhor
aproveitamento da polinizacao e evitar predacao de outros visitantes. Entretanto, ndo
parecem ser especialistas de G. violacea como indica a presenca de alguns gréos de

pblen de espécies de outras familias de plantas (Figura 2.12a).

Os Diptera séo visitantes florais frequentes em numerosas espécies de plantas
(INOUYE et al., 2015) e vetores de podlen de muitas delas (LARSON; KEVAN;
INOUYE, 2001; INOUYE et al.,, 2015; ORFORD; VAUGHAN; MEMMOTT, 2015).
Geralmente as moscas néo precisam cuidado parental e utilizam diferentes fontes de
alimento, por tanto muitas vezes tém sido consideradas polinizadores incertos
(FAEGRI; PIJL, 1979; DE LIMA NADIA; MACHADO, 2014). A sindrome de miofilia n&o
especializada, é parecida com a de melitofilia, e se caracteriza por flores pequenas,
actinomorfas, com tubo floral curto, de cores claras, com guias e pequenas
concentracdes de néctar (FAEGRI; PIJL, 1979; DE LIMA NADIA; MACHADO, 2014).
Alguns Diptera como os da familia Syrphidae especializaram-se em se-alimentar de
polen e néctar (LARSON; KEVAN; INOUYE, 2001; DE LIMA NADIA; MACHADO,
2014; IRSHAD, 2014). Contudo, as moscas tém causado pouco interesse em
pesquisas de polinizacdo e muitas vezes sdo consideradas predadores florais ja que
elas usam recursos florais de alimento. Varias familias de dipteros podem ser
polinizadores efetivos de plantas nativas e de cultivos (LARSON; KEVAN; INOUYE,
2001; IRSHAD, 2014; INOUYE et al., 2015). Os Diptera tém modelos temporais de
visitas durante o dia determinados principalmente pela temperatura e a radiacao solar,
gue variam entre espécies; mas, o frio e o sol podem ser estressantes (INOUYE et al.,
2015). Os Syrphidae tém um ritmo bimodal, com mais forrageio pela manha e pelo
final da tarde, quando as temperaturas sdo médias-altas (INOUYE et al., 2015), tém
proboscide curta que usam no consumo de néctar, e sdo polinizadores efetivos de
varias espécies de plantas (LARSON; KEVAN; INOUYE, 2001; DE LIMA NADIA;
MACHADO, 2014; IRSHAD, 2014) O padrao de visitacdo observado corresponde com
isso, maior frequéncia de Syrphidae de manha quando as temperaturas e a radiagcéo
ndo sao tao altas, maior frequéncia de abelhas no meio dia, e pequenos dipteros nos
dias mais frios. Essa diferenca temporal de visitacdo deve possivelmente diminuir a

competicao por recursos florais, aumentando a possibilidade de polinizacao cruzada.
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Pelo comportamento de visita de muitas flores, incluso de outras espécies, e
pelo tempo curto de visitacdo, a mosca da familia Syrphidae pode parecer um ladréo
de polen. Porém, a presenca de polen no corpo, observado por MEV, indica que estas
moscas poderiam atuar como polinizadores efetivos de G. violacea; de fato os dipteros
fazem parte importante da comunidade de polinizadores em ambientes temperados
ou de altitude (INOUYE et al., 2015).

A borboleta foi observada poucas vezes e ainda que elas pousavam sobre a
flor durante oito segundos que pode ser tempo suficiente para pegar pélen no corpo,
nao foram obtidas evidéncias suficientes para afirmar que esta seja um polinizador.
Em espécies de Utricularia tem se observado borboletas como polinizadores
(HOBBHAHN; KUCHMEISTER; POREMBSKI, 2006; MENEZES, 2015).

E importante mencionar que das duas populacdes estudadas foram coletadas
sementes e foram feitos testes de germinacao e apos terem sido feitas as observagoes
de visita florais, e nos dois casos as sementes germinaram em 45%, indicando que
nessas populagbes houve polinizacdo efetiva. Também, se testaram sementes de
coletas prévias ha trés anos antes,que mantiveram a viabilidade em 30%, carateristica
gue em campo deve ser importante para manter o banco de sementes no solo, que

permite o estabelecimento das populac¢des ano apés ano.

Finalmente, G. violacea é uma espécie anual com uma distribuicdo restrita a
ambientes semiaquaticos, em areas serranas do cerrado (FLEISCHMANN, 2012).
Assim, para garantir sua reprodugdo e sobrevivéncia, foram assim selecionadas
carateristicas como uma receptividade estigmatica prolongada, a autogamia
facultativa, a oferta de néctar, o tamanho e a forma da corola e a disposicdo do
gineceu e androceu que facilitam a visita de polinizadores especificos e evita a
predacao, e a producdo de numerosas sementes que se mantém viaveis por tempo

prolongado, que se mantém vidveis por tempos prolongados.
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Conclusoes

Genlisea violacea € uma espécie albgama e autocompativel. A receptividade
estigmatica e a oferta de néctar se mantém, a viabilidade do pdélen decai durante o
tempo de vida da flor. Portanto podem ser autopolinizadas, mas a poliniza¢ao cruzada

mediada por um polinizador é mais efetiva.

O tamanho, a forma e a cor das flores variam, assim como morfometricamente
tém diferencas significativas entre populacbes. Estas carateristicas podem ser
influenciadas por fatores biéticos e abidticos. Os morfotipos estudados podem ter sido
selecionados pelos polinizadores e pelo estresse abibtico, em virtude dos diferentes
microambientes. Neste sentido, é importante fazer analises genéticas que permitam

entender esta diversificacdo fenotipica.

Ao menos duas espécies de abelhas sao polinizadores efetivos de Genlisea
violacea. Estas abelhas sdo do género Lasioglossum (subgénero Dialictus: subfamilia
Halictinae: familia Halictidae) e do género Ceratina (subgénero Ceratinula: subfamilia

Xylocopinae: familia Apidae).

Além das abelhas, é possivel que as moscas com aparéncia de abelha, da

familia Syrphidae, também participem na polinizagéo.

No caso das moscas da subordem Nematocera, ndo ha evidéncia de que sejam

polinizadores. Por tanto, parecem ser simplesmente visitantes florais.

As diferencas nos padrdes de visitas de insetos nas flores das duas populagdes
podem ser atribuidas a varios fatores como o clima, o efeito antrépico, e/ou fatores

sazonais dos insetos e das plantas, assim como pela variagdo morfoldgica das flores.

Os himendpteros sao um importante recurso biolégico para a manutengéo de
espécies da familia Lentibulariaceae em ecossistemas naturais, sendo necesséria

atencdo na sua conservacao.
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CAPITULO Il - Desenvolvimento de marcadores microssatélites na
planta carnivora Genlisea aurea (Lentibulariaceae) usando

sequéncias gendmicas NGS

Resumo

Genlisea aurea A.St.-Hil. € uma espécie de planta carnivora da familia
Lentibulariaceae. E endémica do Brasil é esta distribuida nas regides serranas do
cerrado e da mata atlantica, os biomas brasileiros mais frageis sobre grave ameaca
de destruicdo devido a expansado das fronteiras agricolas e urbanas. Esta espécie
possui 0 segundo menor genoma conhecido em plantas, com variacdes de tamanho
entre populacdes. Sao poucos 0s estudos da estrutura genética e estado de
conservacao na familia Lentibulariaceae, e nenhum no género Genlisea. Nesse
trabalho foram desenvolvidos marcadores microssatélites baseados na andlise in
silico de bibliotecas paired-end de sequenciamento NGS do genoma de G. aurea. Foi
empregado o algoritmo SSR_pipeline para identificar as repeticbes di, tri e
tetranucleotideos e se escolheram as sequéncias que possuem entre 8 e 14
repeticdes, com suas regides flanqueantes. Foi extraido DNA de 5 populacdes e foram
testados os primers por PCR. De 21 loci SSR analisados, 12 amplificaram em todos
os individuos e mostraram polimorfismo. A heterozigosidade variou entre 0,050 e
0,913. Também demostramos que estes marcadores SSR sao transferiveis em
Genlisea filiformis, G. repens, G. tuberosa e G. violacea. Estes marcadores permitirdo
realizar futuras analises genéticas populacionais, filogeograficas e estudos de
conservacao desta espécie e potencialmente em espécies relacionadas.

Palavras-chave: Conservacdo; diversidade genética; espécies endémicas

marcadores moleculares; SSR.
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Introducéo

As espécies dos géneros Genlisea, Utricularia e Pinguicula (Lentibulariaceae)
compreendem a maior familia de plantas carnivoras com aproximadamente 370
espécies conhecidas. No Brasil foram descritas 82 espécies de Utricularia e Genlisea,
das quais 26 sdo endémicas. Genlisea esta distribuida na América Central e do Sul,
e Africa. Porém, a maior diversidade de espécies encontra-se no Brasil com 17
espécies conhecidas (FLEISCHMANN, 2012; MIRANDA et al., 2015).

Genlisea aurea A.St.Hil. € uma bela representante deste género, a qual cresce
como uma densa roseta geralmente coberta com mucilagem. Produz inflorescéncias
com corolas amarelo-douradas, pela qual vem seu nome (Latim aurea=ouro). G. aurea
€ endémica do Brasil e esta distribuida entre o centro e sul do pais, no cerrado
brasileiro (MIRANDA et al., 2015).

O cerrado € um dos ecossistemas mais diversos no Brasil e no mundo, com
31,5% de espécies de angiospermas endémicas. Das espécies conhecidas, 61 das
espécies nativas de Lentibulariaceae ocorrem no cerrado, dos quais 20 sédo
endémicas (MIRANDA et al., 2015). A mata atlantica € o bioma com maior diversidade
de angiospermas do Brasil das quais 49,5% sdo endémicas (BFG et al., 2015).
Contudo, estes sdo os dois biomas mais frageis e ameacados devido a reducédo do
tamanho como resultado do urbanismo, mineracado, agricultura e criacdo de gado
(MYERS et al., 2000; KLINK; MACHADO, 2005; BFG et al., 2015).

As espécies de Genlisea apresentam pequenas rosetas desprovidas de raizes
e que possuem dois tipos de folhas: folhas aéreas fotossintéticas e subterrdneas nao
fotossintéticas. Estas ultimas sdo estruturas especializadas chamadas rizéfilos ou
folhas utriculiferas, que apresentam geotropismo positivo (FLEISCHMANN, 2012). As
folhas utriculiferas sé@o tubulares em forma de Y invertido, que permitem a fixacdo no
solo e capturar pequenos organismos (PLACHNO et al, 2008), como
microcrustaceos, acaros e nematodos (DARWIN, 1899; LLOYD, 1976; JUNIPER;
ROBINS; JOEL, 1989) algas, cianobactérias e protozoarios (BARTHLOTT et al., 1998;
PLACHNO; WOLOWSKI, 2008), como fontes de nutrientes (BARTHLOTT et al., 1998;
ADAMEC, 2008).
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As carateristicas gendmicas das espécies de Genlisea sdo muito interessantes,
no caso G. aurea tem o segundo menor genoma conhecido em plantas, de 64 Mpb, e
este tamanho apresenta variacdo entre popula¢cbes (GREILHUBER et al., 2006;
LEUSHKIN et al., 2013; FLEISCHMANN et al., 2014). Além do crescente interesse
pelos estudos gendmicos, atualmente ndo existem estudos sobre a estrutura genética

de populacdes naturais de espécies de Genlisea.

Os microssatélites sdo uma excelente alternativa para se estimar a diversidade
genética (ABDUL-MUNEER, 2014). Porém, o desenvolvimento destes marcadores
pode ser muito trabalhoso e comumente, empregam-se protocolos de prospecc¢ao in
vitro no genoma ou em sequéncias expressas (GUICHOUX et al., 2011), por meio de
bibliotecas de enriquecimento de repeticbes em tandem (BILLOTTE et al., 1999) ou
bibliotecas de EST (PASHLEY, 2006). O crescente sequenciamento de Ultima geragao
NGS disponibiliza informacdo para o desenvolvimento de estudos populacionais
(MILLER et al., 2013). Existem diferentes tipos de bibliotecas por NGS; o pair-end &
um muito empregado e esta baseado na construcdo de bibliotecas com fragmentos
do genoma, que depois s&o sequenciados nos extremos para alinhar estas leituras
forward e reverse que constituem pares de reads (ILLUMINA, 2016). O uso deste tipo
de dados gendmicos permite diminuir o tempo e os custos no desenvolvimento de

microssatélites.

Marcadores microssatélites foram identificados na familia Lentibulariaceae em
Utricularia reniformis A.St.-Hil., e estes mostraram transferibilidade em outras
espécies de Utricularia (CLIVATI et al., 2012). Porém, neste trabalho se determinou
gue estes marcadores nao sao transferiveis a G. aurea e G. violacea. Neste trabalho,
se apresentam 12 marcadores microssatélites polimérficos desenvolvidos em G.
aurea a partir de dados de sequenciamento NGS. Estes novos marcadores SSR
permitirdo realizes futuros estudos de diversidade genética em populacdes de G.

aurea e espécies relacionadas.

Material e Métodos
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Buscain silico

Foi realizada uma busca in silico de sequéncias repetidas em tandem presentes
nas leituras obtidas de bibliotecas pairen-end do sequenciamento do genoma high-
throughput lllumina de G. aurea feito por Michael et al. (www.genlisea.org - dados n&o
publicados). Esta busca foi feita com o algoritmo SSR_pipeline (MILLER et al., 2013)
empregando como critério de busca sequéncias com repeticbes di, tri e
tetranucleotideos com sequéncias flanqueantes de 50pb e sequéncias entre 5 e 20
repeticbes. Depois, foram selecionadas manualmente as sequencias entre 8 e 16

repetices (Tabela 3.1)

Tabela 3.1. Numero de sequéncias com SSR encontrados em cada etapa.

SSR_pipeline Selegao Selecédo por desenho de
manual primers
Dinucleotideos 109.872 264 8
Trinucleotideos 55.931 140 9
Tetranucleotideos 7.974 57 4
Total 173.777 461 21

Posteriormente foram desenhados primers para amplificar essas regides
empregando a ferramenta que emprega BLAST e Primer3 no NCBI (YE et al., 2012).
Durante o desenho foram selecionadas 21 sequéncias caraterizadas por gerar
produtos hipotéticos maiores a 100pb (Tabela 3.3). Os primers foram escolhidos pelo
tamanho entre 20 e 22 nucleotideos, por ter diferencas de temperatura de anelamento
menor a 5 °C entre o forward o reverse, %GC entre 45-55% e por ndo apresentar

anelamento entre primers nem estruturas secundarias.
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Extracdo de DNA

Para o teste foi extraido DNA total de cinco individuos de cinco populacdes
diferentes. As populac¢des séo originarias de diferentes localidades dos Estados da
Bahia, Goias e Sao Paulo. O tecido foi coletado e desidratado em silica gel e as
extragOes foram realizadas com o protocolo de cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB) (LODHI et al., 1994). Os DNAs foram quantificados espectrofotometricamente
em NanoDrop (NanoDrop 800, Thermo Scientific Corp, San Jose, CA, USA). Os
vouchers foram depositados no herbario JABU (UNESP, Jaboticabal).

Tabela 3.2. Populagdes estudadas.

Populacao Localidade Coordenadas n

geograficas
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Populagdo 1 Cachoeira da Fumaca, Parque 12°36'3.8"S 4

var. aurea Nacional Chapada Diamantina. 41°27'21.2"0
Municipio Lengéis, Bahia.

Populagdo 2 Trilha do Pico das Almas, Parque 13°31'13.1"S 5

var. aurea Nacional Chapada Diamantina. 41°56'19.0"O

Municipio Rio de Contas, Bahia.

Populagdo 3 Pico das Almas, Parque Nacional 13°31'25.1"S 5

var. aurea Chapada Diamantina. Municipio Riode 41°57'32.9"0
Contas, Bahia.

Populagcdo 4 Campos do Jorddo, Serra da 22°46'11.60"S 5

var. aurea Mantiqueira. Municipio Campos do 45°31'50.70"O

Jorddo, Sao Paulo.

Populagdo 5 Paralelo 14, Parque Nacional Chapada 14° 6'48.20"S 4
var. minor dos Veadeiros. Municipio Alto Paraiso, 47°38'17.10"O

Goias.

Teste dos primers
Os primers foram testados nos individuos das cinco populacfes. Estabeleceu-se o
perfil térmico de cada par de primer, fizeram-se as primeiras PCRs e quando foi
necessario foram realizados ajustes nas condi¢des das PCRs. Os produtos das PCR
foram separados e visualizados em géis de agarose a 3% com 0,2 pug/mL de brometo
de etideo e buffer TAE 1X, corridos durante 1 hora a 85V.

Desenho de primers por sistema de cauda M13

Depois de testar os SSR por PCR, foram selecionados os primers que
amplificaram bandas especificas e os que mostraram polimorfismo. A partir dos loci
amplificados foi feito uma modificagdo dos primers forward, adicionando uma cauda
ou sequéncia tipo M13 (CACGACGTTGTAAAACGAC) no extremo 5’ (Tabela 3.4,

SCHUELKE, 2000). Além disso, foram sintetizados trés primers com unicamente a
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sequéncia M13 e uma marcacao no 6-FAM-, HEX- ou NED- azul, verde e amarela,

respetivamente) (Applied Biosystems) no extremo 5’ de cada (Figura 3.1).

Primerfarward

M13-Forward I
e m araarn IEEE * *
E——

38R

Primerreverze

Reverse _...=
o 1HEH

M13
EEE H B I

Figura 3.1. Sistema de primer com cauda M13.

Genotipagem

As 12 regides microssatélites foram amplificadas em reagdes individuais em
10puL, usando 1X de tampéo para PCR (10 mM Tris pH 8.4, 50 mM KCI, 3 mM MgClz),
0,2 uM de primer M13-forward, 0,8 uM de primer reverse, 0,8 uM primer M13 marcado
com fluorescéncia, 0,15 mM de dNTPs, 0,5 U polimerase e 30 ng de DNA. Os perfis
térmicos de amplificacdo form estruturados da seguinte forma: desnaturacdo inicial a
94 °C por 4 min; seguido de 35 ciclos de 30s a 94 °C, 45s a 45-50 °C, e 45 a 72 °C,
com uma extensao final de 72 °C por 5 min.

Depois foram preparadas placas de 96 po¢cos com a mistura de produtos de
trés PCR marcados com fluorescéncias diferentes (0,5uL de cada), 0.5uL de ladder
GeneScan™ 500 ROX (Applied Biosystems) e 8uL formamida. A separacdo e
identificacdo dos amplicons foi feita por eletroforese capilar num sequenciador ABI
3730 XL DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California (CA)), e a
genotipagem foi feita usando o programa Gene Mapper (BIOSYSTEMS, 2005) no
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Centro de Recursos Biologicos e Biologia Gendmica (CREBIO) na UNESP

Jaboticabal.

Transferibilidade

Também foi testada a transferibilidade destes SSR em trés individuos de quatro
espécies relacionadas: G. filiformis A.St.-Hil., G. repens Ben;., G. tuberosa Rivadavia,
Gonella & A.Fleischm., e G. violacea A.St.-Hil. Para isso foram utilizadas as mesmas

carateristicas de reacdo e genotipagem empregadas em G. aurea.

Anédlise de dados

A partir dos dados de genotipagem se estimou o tamanho das sequéncias com
a cauda M13, o numero de locus (k), e heterozigosidade observada e esperada (Ho e
He), empregando o programa GenAIlEx 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012). Além disso,
foi calculado o desvio por equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) com o programa
GENEPOP 4.2 program (http://genepop.curtin.edu.au/) e foram determinados os
alelos nulos com o programa Micro-Checker (VAN OOSTERHOUT et al., 2004).

Tabela 3.3. Carateristicas dos 12 loci de microssatélites polimoérficos para Genlisea
aurea calculados com o Primer3. Primers forward (F) e reverse (R). O tamanho dos

fragmentos estédo apresentados em pares de bases.

Nome Sequéncia Tm %GC Tamanho Motif
(pb)
GarO1 F:CTTCGAACCAGTCACAAGCG 49 55 121 GT-16
R: GACATGTTCGAGCGAGGCAA 49 55
Gar02 F:CCAAGCAACACCACCACAAC 49 55 139 TC-16
R:CCTGACCCTGAACTTGTTTTGT 48 46
Gar03 F:ACAGGGGAATACTCTGCACT 47 50 100 AT-16

R:CTGGTTCATTCGCGCACAAG 49 55




Gar04 F:AGAACAATGGCACCAGCATT 45 45 109 TA-15
R:TAGGAGCTCGGCTCAGATTT 47 50
Gar05 F:GCTAGACATATGCAATCCCA 45 50 151 CA-15
R:CGCACGAAGTCACCATTTAG 47 45
Gar06 F-TAGTGGCAGTGTACTTGCGG 49 55 127 TA-11
R:TATCCGTTGTGGACTTCGGC 49 55
Gar07 F-TTTGCACTCCGCGTCTATCT 47 50 125 TG-14
R:CATCGCGTTGCTAACGAACA 47 50
Gar08 F-TTTGCACTCCGCGTCTATCT 49 52 140 TG-14
R:GGAACCTCGTCCACGAAGAA 49 55
Gar09 F:ATAATCTATTTCTAACCACTACG 43 30 104 TCC-12
R:GGTTTTGAAAAGCAGGATCT 43 40
Garl0 F:AACCACTACGCTTTGTCCTC 47 50 108 TCC-12
R:CGTTCATTTTCTTTCGTGGT 43 55
Garll F:AGGAGACACTTCATTCCTGC 47 50 113 CCT-12
R:GTTGAGACCAGTGCATCAGC 49 55
Garl2 F:CAACCCCAAACAACATCATCCA 48 45 117 ATT-11
R:TGCTGCTTAGTGCAACAACAA 45 43
Garl3 F:-TGGCTAACATTGGCTCTATCT /45 43 133 TGA-11
R:GCCGTGTTCATTTTACCCTCA 47 48
Garl4 F:AAGAAGGCATAGGCACCACG 49 55 115 CAT-11
R:CCGCTGGATTTGCTCCTTCT 49 55
Garl5 F:CCAATCGCATTACACCACCC 49 55 111 ATG-11
R:CCAGAACTGGATTTCGCCCT 49 55
Garlé F:-TCCATCAGACAGTCAACCAGG 49 52 142 CAT-11
R:CCGGTAAGTAAGGGTCATGT 47 50
Garl7 F:-TCCGCTTCCTTCGACCTTAG 49 55 131 CTT-11
R:GCGGACTTTTAGACACAGAAGG 50 50
Garl8 F:GGCACCGGTTTTGAGTTTCG 49 55 111 TACA-9
R:GCGTACCTGGTTAGGTTGCT 49 55
Garl9 F:-TGAAGGAGGTCGTCGGGG 50 67 126 ATGA-8
R:ACATGGGAATGGGAACGACA 47 50
Gar20 F:-TTCGAATCAGTGAGCCC 42 53 100 CTTT-8
R:AACTATTGCAGGCAGTCATC 45 45
Gar21 F:CTGGCCATTGACATCGGGTA 49 55 90 ATTC-8
R:TGTCTGAAAGACGACAACCA 45 45
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Tabela 3.4. Sequéncia de primer forward com cauda M13 no extremo 5'.

Nome do Sequéncia
oligonucleotideo

GARGF CACGACGTTGTAAAACGACTAGTGGCAGTGTACTTGCGG
GARSF CACGACGTTGTAAAACGACTGTCCTCTGGAACCTCTACCA
GAR11F CACGACGTTGTAAAACGACAGGAGACACTTCATTCCTGC
GAR12F CACGACGTTGTAAAACGACCAACCCCAAACAACATCATCCA
GAR14F CACGACGTTGTAAAACGACAAGAAGGCATAGGCACCACG
GARI15F CACGACGTTGTAAAACGACCCAATCGCATTACACCACCC
GARI16F CACGACGTTGTAAAACGACTCCATCAGACAGTCAACCAGG
GAR17F CACGACGTTGTAAAACGACTCCGCTTCCTTCGACCTTAG
GAR18F CACGACGTTGTAAAACGACGGCACCGGTTTTGAGTTTCG
GAR19F CACGACGTTGTAAAACGACTGAAGGAGGTCGTCGGGG
GAR20F CACGACGTTGTAAAACGACTTCGAATCAGTGAGCCC
GAR21F CACGACGTTGTAAAACGACCTGGCCATTGACATCGGGTA
M13 CACGACGTTGTAAAACGAC
Resultados

Na busca in silico foram encontrados um total de 173.777 sequéncias com di,
tri e tetra nucleotideos repetidos em tandem, e selecionadas 461 sequéncias com 8 a
16 repeticbes. Dos 21 loci testados em 24 espécimes, 12 sdo polimorficos (Tabela
3.5).

Tabela 3.5. Carateristicas dos microssatélites polimérficos para Genlisea aurea. N,
namero de amostras; k, nimero de alelos; Ho e He, heterozigosidade observada e

esperada; F null, frequéncia de alelos nulos (P < 0.05).

Locus Primer sequence 5'-3' Repeat  Size N k Ho He
motif (bp) F null
Gar06 FTAGTGGCAGTGTACTTGCGG TA 113-165 22 8 0,636 0,799 0,090
R:.TATCCGTTGTGGACTTCGGC
Gar08 FTTTGCACTCCGCGTCTATCT TG 132-170 23 6 0,391 0,707 0,185

R:GGAACCTCGTCCACGAAGAA
Garll FAGGAGACACTTCATTCCTGC CCT 102-153 16 9 0,400 0,756 0,203




79

R:GTTGAGACCAGTGCATCAGC

Garl2 F:CAACCCCAAACAACATCATCCA ATT  98-163 22 9 0,364 0,757 0,224
R:TGCTGCTTAGTGCAACAACAA

Garl4 FAAGAAGGCATAGGCACCACG CAT 89-144 24 12 0,500 0,783 0,159
R:CCGCTGGATTTGCTCCTTCT

Garl5 F:.CCAATCGCATTACACCACCC ATG 112-169 22 12 0,273 0,855 0,314
R:CCAGAACTGGATTTCGCCCT

Garlé FTCCATCAGACAGTCAACCAGG CAT 142-169 23 6 0,913 0,756 -0,089
R:CCGGTAAGTAAGGGTCATGT

Garl7 FTCCGCTTCCTTCGACCTTAG CTT 66-117 22 3 0,136 0,274 0,1079
R:GCGGACTTTTAGACACAGAAGG

Garl8 F.GGCACCGGTTTTGAGTTTCG TACA 101-133 18 6 0,833 0,679 -0,092
R:GCGTACCTGGTTAGGTTGCT

Garl9 FTGAAGGAGGTCGTCGGGG ATGA 102-146 20 6 0,050 0,649 0,363
R:ACATGGGAATGGGAACGACA

Gar20 FTTCGAATCAGTGAGCCC CTTT 95-107 24 4 0,083 0,672 0,352
R:AACTATTGCAGGCAGTCATC

Gar2l FCTGGCCATTGACATCGGGTA ATTC 97-109 22 6 0,182 0,667 0,291

R:TGTCTGAAAGACGACAACCA

O numero de alelos variou de trés até doze alelos. A heterozigosidade
observada variou de 0,050 a 0,913, e a heterozigosidade esperada de 0,274 a 0,855.
Um desvio significativo de HWE (P < 0,05) foi detectado para 11 loci, e 10 loci
mostraram potencial alelos nulos (P < 0,05).

Também foi testada a transferibilidade destes SSR em trés individuos de quatro
espécies relacionadas: G. filiformis A.St.-Hil., G. repens Benj., G. tuberosa Rivadavia,
Gonella & A. Fleischm., e G. violacea A.St.-Hil. Todos os loci mostraram
transferibilidade, e apenas quatro foram parcialmente positivos (locus Gar08 foi
negativo para G. repens, Garll para G. filiformis, Garl6 para G. tuberosa), com Garl8
positivo apenas em G. violacea (Tabela 3.6). Porém, deveriam ser realizadas mais
analises para determinar a utilidade destes SSR na estimacao de diversidade genética

em outras espécies.

Tabela 3.6. Transferibilidade de amplificacdo em Genlisea filiformis, G. tuberosa e G.

violacea usando marcadores microsatélites desenvolvidos para G. aurea. Os valores
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indicam o tamanho dos fragmentos em pares de base (pb). Trés individuos foram

testados em cada espécie. Os primers que ndo amplificaram estao indicados com na.

Locus G. filiformis G. repens G. tuberosa G. violacea
Gar06 175 190-210 210 100
Gar08 120 na 120 120
Garll na 100 100 150
Garl2 350 260 250 260
Garl4 110 110 110 110
Gar1l5 130 130 130 130
Garl6 180-200 150 na 150
Garl7 160 180 160 160
Garl8 na na na 120
Gar19 100 100 100 100
Gar20 100 100 100 150
Gar21 80 80 80 80

Conclusbes

O presente trabalho resultou em doze marcadores microssatélites para
Genlisea aurea, os quais podem ser empregados para futuros estudos em
flogeografia e conservacdo. Além disso, nosso estudo demostra que esses
microssatélites séo transferiveis em outras espécies de Genlisea como G. filiformis,
G. repens, G. tuberosa e G. violacea. Assim, esses marcadores sdo potencialmente

Uteis para andlises de diversidade dessas espécies e espécies relacionadas.
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CAPITULO IV — Genética populacional de Genlisea violacea A.St.-Hil.
e Genlisea aurea A.St.-Hil. (LENTIBULARIACEAE)

Resumo

Genlisea € o0 género dentro da familia Lentibulariaceae com menor namero de
espécies, formado por dois subgéneros: subgen. Tayloria e Genlisea. O subgénero
Tayloria é endémico do Brasil, e esta formado por oito espécies, e a espécies tipo é
Genlisea violacea. O subgénero Genlisea esta dividido em trés sec¢des, uma delas a
secdo neotropical Genlisea € neotropical e a espécie tipo é Genlisea aurea. Estas
espécies ocorrem no cerrado e na mata atlantica, uns dos biomas mais frageis do
mundo. De acordo com estudos gendmicos e citogenéticos, algumas espécies, como
G. aurea, possuem 0s menores genomas conhecidos em plantas, com variagcdes de
tamanho entre populacdes. Porém, até agora ndo havia estudos de genética
populacional e nem se conhece praticamente seu estado de conservacdo. Neste
trabalho foi estudada a estrutura genética de algumas populacdes de G. violacea (da
Serra da Canastra, MG) e G. aurea (dos estados de Bahia, Minas Gerais, Goias, Sao
Paulo e Santa Cantarina) e foi analisada a diversidade genética no contexto
reprodutivo e geografico. Nas populacdes de G. violacea estudadas, encontrou-se
pouca variabilidade, como maior variacdo dentro que entre populacdes, que refletem
0 sistema reprodutivo misto e uma disperséo de poélen por meio dos polinizadores. No
caso de G. aurea, a diversidade genética € média-baixa e também existe maior
variacdo dentro que entre populacdes. Na estruturacdo genética de G. aurea se
observa uma separacao entre as popula¢des da Bahia e do sul e centro oeste do pais,
possivelmente devido a barreira geografica formada pelos vales do Rio de Contas, Rio
Pardo e Rio Jequitinhonha, que limitam a dispersédo de pélen entre as popula¢cbes da
Chapada Diamantina e das outras regides. Portanto, o isolamento destas populacdes
indica que necessitam atencdo para sua conservagao.

Palavras-chave: Conservacao; diversidade genética; espécies endémicas; estrutura

populacional.
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Introducéo

Os géneros Pinguicula, Genlisea e Utricularia constituem a familia
Lentibulariaceae que representa a maior familia de plantas carnivoras
(FLEISCHMANN;  STAATSSAMMLUNG; MENZINGER, 2015; FLEISCHMANN,
2012). O Brasil é um centro de diversidade da familia; porém, apenas ocorrem 0s
géneros Genlisea e Utricularia (TAYLOR, 1991; MCPHERSON, 2010). Sao 82
espécies de Genlisea e Utricularia que se distribuem em todos os biomas do Brasil,

das quais 26 espécies sdo endémicas (MIRANDA et al., 2015).

Genlisea € o género dentro da familia com menor nimero de espécies e estao
distribuidas nas Ameéricas do Sul e Central, Africa e Madagascar (FISCHER;
POREMBSKI; BARTHLOTT, 2000; FLEISCHMANN et al., 2011). Caracterizam-se por
serem pequenas rosetas com folhas fotossintéticas e folhas modificadas em forma de
Y invertido, subterraneas que funcionam como armadilhas, que ndo possuem raizes
e habitam ambientes subaquaticos e com poucos nutrientes (LLOYD, 1976; FROMM-
TRINTA, 1979; JUNIPER; ROBINS; JOEL, 1989; FLEISCHMANN, 2012). As espécies
de Genlisea sdo hermafroditas, tém duas anteras aderidas a corola, o ovario € supero
e 0 estigma é bilabiado com o labio inferior cobrindo as anteras (FROMM-TRINTA,
1979; FLEISCHMANN, 2012). As corolas sdo amarelas, roxas ou brancas, bilabiadas
e com um calcar no labio inferior (FROMM-TRINTA, 1979; FLEISCHMANN, 2012).
Ademais, sao poucos os estudos de biologia reprodutiva em espécies de Genlisea,
porém as carateristicas florais e as observagfes feitas em campo indicam que séo
albgamas, e em cultivo podem se autopolinizar (FLEISCHMANN et al., 2011;
FLEISCHMANN, 2012). Neste sentido, as flores bilabiadas, de cores amarelas e
roxas, com calcar e oferta de néctar séo polinizadas por abelhas (FAEGRI; PIJL, 1979;
PINHEIRO et al., 2014). Estas flores precisam de um polinizador para serem

autopolinizadas, ou seja, sdo autbgamas facultativas.

Existem dois subgéneros de Genlisea, subgen. Tayloria Fromm-Trinta e
Genlisea. O subgénero Tayloria é endémico do Brasil, e estad formado por oito
espécies (FLEISCHMANN et al.,, 2011; FLEISCHMANN, 2012), sendo G. violacea
A.St.-Hil. a espécie tipo deste subgénero (FROMM-TRINTA, 1979). G. violacea ocorre

no cerrado, nos Estados se Minas Gerais, Sao Paulo e Espirito Santo (MIRANDA et
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al., 2015); porém nos ultimos anos nao houve registros em Sao Paulo e Espirito Santo
(SPECIES LINK, ). Nove espécies do subgénero Genlisea ocorrem no Brasil e duas
sdo endémicas (G. aurea e G. tuberosa; FLEISCHMANN, 2012). G. aurea é a espécie
tipo do subgénero e ocorre no centro e sul do Brasil (Mato Grosso, Tocantins, Bahia,
Goias, Distrito Federal, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Parana, Santa Catarina) em regides de altitude do cerrado e a mata atlantica
(FLEISCHMANN et al., 2011; MIRANDA et al., 2015), contudo ndo se conhece o
estado atual das populagdes e no caso do estado de Rio de Janeiro, apenas ha
registros historicos. Ambas as espeécies, G. violacea e G. aurea, encontram-se
relacionadas na Lista Oficial de Espécies da Flora do Estado de S&o Paulo
Ameacadas de Extincdo (Resolucdo SMA N° 48 de 22 de setembro de 2004).

O cerrado e a mata atlantica sdo biomas muito frageis devido a transformacéao
do territério pelo desenvolvimento de atividades antropicas, principalmente a
agricultura, a pecuaria e a urbanizacdo (MYERS et al., 2000; KLINK; MACHADO,
2005). Estes biomas concentram uma alta concentracdo de endemismos (MYERS et
al., 2000; BFG et al., 2015). Esta alta porcentagem de endemismos, assim como a
acelerada perda de habitat, coloca ao cerrado e a mata atlantica nos 25 hotspot de
conservacdo do planeta (MYERS et al., 2000). Varias espécies de Genlisea e
Utricularia se distribuem nestes biomas, em rios e ambientes umidos, alagados e com
poucos nutrientes (TAYLOR, 1989; FLEISCHMANN, 2012).

Pelas carateristicas do ambiente que habitam, as populacbes naturais de
Genlisea violacea e G. aurea nao se encontram em um continuo, uma vez que ocupam
locais muito umidos e de altitude, podendo estar relativamente distribuidas em
populacdes isoladas entre si. Mesmo assim, as atividades antropicas podem estar
contribuindo com esse isolamento e também afetar as relacdes ecologicas das
espécies, deixando-as mais vulneraveis. Neste sentido, € muito importante conhecer
a estrutura e dindmica genética das espécies, com o emprego de marcadores
microssatélites, por exemplo, para se entender sua diversificacdo e seu estado de
conservacgao. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a estrutura genética de
algumas populacdes de G. violacea e G. aurea, e analisar a diversidade genética no

contexto reprodutivo e geografico.
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No caso de Genlisea violacea foram coletados 112 individuos de trés

populagdes (duas com duas subpopulacdes) de trés localidades no Parque Nacional

Serra da Canastra no Estado de Minas Gerais, Brasil (Figura 1, Tabela 1). De Genlisea

aurea foram coletados 111 individuos de nove populacdes de localidades nos Estados

de Bahia, Goias, Minas Gerais, Santa Catarina e S&o Paulo, Brasil (Figura 1, Tabela
1). As coletas foram realizadas com autorizag&do do SISBIO N° 26938 e N°43985, do

Instituto Chico Mendes/ MMA.
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Figura 4.1. Localidade das populacdes estudadas. (e) Populacdes de Genlisea

violacea; (¢#) Populagdes de Genlisea aurea. Os niumeros representam as populacdes

conforme descritas na tabela 4.1.



Tabela 4.1. Populacdes de Genlisea violacea e G. aurea estudadas.

Populacéo (ano Localidade Coordenadas n
de coleta) geograficas
G.violacea Nascente do Rio S&o Francisco, Parque Nacional 20°14'31.81"S 20
Populacéo 1 Serra da Canastra. Municipio S8o Roque de 46°26'46.54"0
(2013) Minas. Minas Gerais.
Populacéo 2 Nascente do Rio S&o Francisco, Parque Nacional 20°14'31.81"S 15
(2013) Serra da Canastra. Municipio Sdo Roque de 46°26'46.54"0

Minas. Minas Gerais.
Populacédo 3 Cachoeira Diquadinha, lago de Furnas, Parque 20°38'32.6"S 21
(2013) Nacional Serra da Canastra. Municipio Capitdlio. 46°15'49.0"0

Minas Gerias. 2013
Populacao 4 Cachoeira Diquadinha, lago de Furnas, Parque 20°38'32.6"S 20
(2014) Nacional Serra da Canastra. Municipio Capitdlio. 46°15'49.0"0O

Minas Gerias. 2014
Populacéo 5 Delfindpolis, Municipio Delfinopolis, Minas Gerais. 20°21'3.32"S 20
(2015) 46°51'20.74"0
Populacéo 6 Cachoeira Diquadinha, lago de Furnas, Parque 20°38'32.6"S 16
(2015) Nacional Serra da Canastra. Municipio Capitdlio. 46°15'49.0"0

Minas Gerias. 2015
G.aurea Cachoeira da Fumaca, Parque Nacional Chapada 12°36'3.8"S 5
Populacéo 1 Diamantina. Municipio Lengoéis, Bahia. 41°27'21.2"0
var. aurea (2014)
Populagéo 2 Trilha do Pico das Almas, Parque Nacional 13°31'13.1"S 20
var. aurea (2014) Chapada Diamantina. Municipio Rio de Contas, 41°56'19.0"0

Bahia.
Populacéo 3 Pico das Almas, Parque Nacional Chapada 13°31'25.1"S 18
var. aurea (2014) Diamantina. Municipio Rio de Contas, Bahia. 41°57'32.9"0
Populacéo 4 Campos do Jorddo, Serra da Mantiqueira. 22°46'11.60"S 30
var. aurea (2014) Municipio Campos do Jordao, Sao Paulo. 45°31'50.70"0
Populacédo 5 Paralelo 14, Parque Nacional Chapada dos 14° 6'48.20"S 16
var. minor (2015) Veadeiros. Municipio Alto Paraiso, Goias. 47°38'17.10"0
Populacéo 6 Paralelo 14, Parque Nacional Chapada dos 13°56'43.30"S 16
var. minor (2015) Veadeiros. Municipio Alto Paraiso, Goias. 47°29'40.10"0
Populacéo 7 Material de cultivo, coletado na Serra do Cipé. 19°10°08.00”’S 2
var. aurea (2015) Municipio Santana do Riacho, Minas Gerais. 43°43'50.00"0
Populacéo 8 Material de cultivo, coletado na estrada para 18°14'56.00"S 2
var. minor (2015) Macacos (1.304 m), Municipio Diamantina, Minas 43°36'00.00"0

Gerais, Brasil.
Populagédo 9 Serra do Quiriri. Municipio Guaruva. Santa 20°01'37.00"s 2

var. aurea (2015)

~ Catarina

48°51'18.00"O

88
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Extracdo de DNA

O tecido foi coletado e desidratado em silica gel e as extracdes foram realizadas
com o protocolo de cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) (LODHI et al., 1994).
Os DNAs foram quantificados espectrofotometricamente em NanoDrop (NanoDrop
800, Thermo Scientific Corp, San Jose, CA, USA). Os vouchers foram depositados no
Herbario JABU (UNESP, Jaboticabal).

Amplificagcdo de microssatétiles

Foram empregados 12 marcadores microssatélites G. aurea (Gar6, Gar8,
Garll, Garl2, Garl4, Garl5, Garl6, Garl7, Garl8, Garl9, Gar20 e Gar2l)
desenvolvidos no Laboratério de Sistematica Vegetal (Capitulo lIl). Cada
microssatélite foi amplificado em cada individuo em reacdes de volume total de 10uL,
usando 1X PCR buffer (10 mM Tris pH 8,4, 50 mM KCI, 3 mM MgCl.), 0,2 uM de primer
M13-forward, 0,8 puM de primer reverse, 0,8 puM primer M13 marcado com
fluorescéncia (FAM, NED e HEX), 0,15 mM de dNTPs, 0,5 U polymerase e 30 ng de
DNA. O perfil térmico da reacao foi: desnaturacdo inicial a 94 °C por 4 min; seguido
de 35 ciclos de 30s a 94 °C, 45s a 45-50 °C, e 45 a 72 °C, com uma extensao final de
72 °C por 5 min.

Genotipagem

Foram preparadas as amostras para genotipagem em placas de 96 pocos
misturando produtos de trés PCR marcados com fluorescéncias diferentes (0,5uL de
cada), 0,5uL de ladder GeneScan™ 500 ROX (Applied Biosystems) e 8L formamida.
A separacdao e identificacdo dos alelos amplificados foi feita por eletroforeses capilar
num sequenciador ABI 3730 XL DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
California (CA)), e a genotipagem foi realizada usando o programa GeneMarker

(SoftGenetix, State College, Pennsylvania, EUA).
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Andélise de diversidade genética

Inicialmente para as espécies estudadas foram calculadas as variaveis de
diversidade genética para cada locus com os dados de todas as populacbes em
conjunto. Assim, a partir dos dados de genotipagem foi calculado para cada locus: o
namero de alelos (Na), o nimero de alelos efetivos (Ne, KIMURA; CROW, 1964), o
indice de Shannon (I; LEWONTIN, 1972), a heterozigosidade observada e esperada
(Ho e He), a endogamia entre as populacdes (Fis), a endogamia total (Fit), a
endogamia dentro das populacdes (Fst) e o fluxo genético (Nm; NEI, 1987)
empregando o programa GenAlEx 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012) e pelo programa
POPGENE 1.32 (YEH, 1999).

Para cada populacéo foi estimado: o niumero de alelos (Na), o nimero de alelos
efetivos (Ne, KIMURA; CROW, 1964), o indice de Shannon (I, LEWONTIN, 1972), a
heterozigosidade observada e esperada (Ho e He), e a endogamia (F; NEI, 1987).
Adicionalmente foi construida uma matriz fluxo genético entre populacbes por
determinacdo do Nm com o aplicativo GenAlEx 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012). Além
disso, calculou-se para as espécies o desvio por equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
com o programa GENEPOP 4.2 http://genepop.curtin.edu.au/) e se determinaram 0s
alelos nulos com o programa Micro-Checker (VAN OOSTERHOUT et al., 2004).
Finalmente, foi feita uma matriz de distancias genéticas entre as populacdes (NEI,
1972) e com estas distancias foi construido um dendograma pelo método UPGMA
utiizando o programa POPGENE (YEH, 1999) e uma andlise de coordenadas
principais (PCO) em func&o das distancias, empregando o aplicativo GenAlEx 6.5
(PEAKALL; SMOUSE, 2012).

Estrutura genética de populacdes

A estrutura genética foi estudada por meio de uma andlise bayesiana realizada
com o programa Structure 2.3.4 (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000). Para
as analises foram rodadas 20.000 geracBes (Length of burnin period) com 50.000
réplicas MCMC (Markov Chain Monte Carlo) empregando o modelo de ancestralidade
Admixture, com Kn+s (K = nimero de clusters; n = nimero de populagdes amostradas)

e o restante dos parametros de acordo com os valores predefinidos do programa.
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Depois foi calculado o AK para determinar o melhor K, ou seja, o numero de
populacdes geneticamente estimadas (EVANNO; REGNAUT; GOUDET, 2005) com a
ajuda do programa Structure Harvester (EARL; VONHOLDT, 2012).

Mesmo assim, foi avaliada a estrutura populacional com analises de variancia
molecular hierarquicas (AMOVA; EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992) com
auxilio do aplicativo GenAlEx 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012). As AMOVAs foram
realizadas entre as populac6es de cada espécie e entre grupos geograficos definidos
pelo k determinado pelo o AK com maior valor e com maior sentido bioldgico.

Resultados

Diversidade genética de Genlisea violacea

Os 12 loci analisados para todas populagbes em conjunto foram polimérficos
em Genlisea violacea, e o numero de alelos variou de trés até treze (Tabela 4.2). A
heterozigosidade observada variou de 0,018 a 0,618 e a heterozigosidade esperada
de 0,251 a 0,841. A diversidade determinada pelo indice de Shannon variou de 0,475
a 2,039, sendo os loci Gar6, Gar8, Garl2 e Garl8 os que apresentaram maior
diversidade alélica (Tabela 4.2). Todos os parametros calculados nos aplicativos

GenAlex e POPOGENE tiveram os mesmos resultados.

A maior endogamia entre e dentro de popula¢gdes assim como endogamia total
foram detectadas nos loci Gar6, Garl5, Garl9 e Gar20, e o maior fluxo genético nos
loci Gar8, Garl7 Garl9 e Gar21 (Tabela 4.2). Todos os loci estdo em equilibrio HWE
(P < 0,001) e em correspondéncia com isso no conjunto de dados, todos os loci

mostraram sinais de alelos nulos.
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Tabela 4.2. Diversidade genética para cada locus SSR nas popula¢cdes estudadas de
Genlisea violacea. Na, numero de alelos. Ne, numero de alelos efetivos. |, indice de
Shannon. Ho e He, heterozigosidade observada e esperada. Fis, Fit e Fst, endogamia
entre as populacdes, total e dentro das populacfes, respectivamente. Nm, fluxo

genético. Null, alelos nulos.

Locus Na Ne [ Ho He Fis Fit Fst Nm Null

Gar6 11 4,000 1,695 0,093 0,754 0,860 0,880 0,146 1,469 0,736

Gar8 13 2501 1,510 0,518 0,600 0,089 0,130 0,045 5,318 0,051

Garll 8 1635 0,911 0,243 0,389 0,329 0,368 0,058 4,042 0,105

Garl2 12 6,129 2,039 0,618 0,841 0,157 0,273 0,248 1566 0,119
Garl4 8 2,024 1,056 0,342 0,508 0,277 0,318 0,057 4,150 0,109
Garl5 7 2,094 1,107 0,208 0,525 0,520 0,600 0,176 1,262 0,207
Garlé 8 1923 1,008 0,388 0,482 0,120 0,256 0,063 3,708 0,062
Garl7 7 1957 1,009 0,505 0,482 -0,066 -0,035 0,029 8,300 -0,010
Garl8 8 3,960 1577 0,569 0,490 0,175 0,239 0,078 2,945 0,101
Garl9 7 2,185 1,038 0,018 0,545 0,967 0,968 0,041 5,816 0,340
Gar20 4 2,149 0,845 0,135 0,537 0,710 0,746 0,124 1,769 0,260
Gar21 3 1,336 0,475 0,138 0,251 0,386 0,414 0,045 5,273 0,090
Média 8

2655 1,189 0,315 0,556 0,374 0430 0,089 2,557 0,151

Ao analisar as populagfes de G. violacea se determinou que o numero de alelos
variou de 3,333 a 4,583, heterozigosidade observada variou de 0,224 a 0,346 e a
heterozigosidade esperada de 0,415 a 0,550 (Tabela 4.3). A maior diversidade
encontrada foi nas populacfes 1 e 4, e a maior endogamia nas populacdes 4, 5 e 6
(Tabela 4.3).

O maior fluxo genético se observou entre as populacbes 1 e 2, e entre as
populacdes 5 e 6 (Tabela 4.4). O menor fluxo se observou entre as populacdes 3 e 5,

as populacdes 2 e 3 e as populacbes 1 e 5 (Tabela 4.4).
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Tabela 4.3. Diversidade genética para cada locus SSR nas populacdes de Genlisea
violacea estudadas. Na, numero de alelos. Ne, numero de alelos efetivos. I, indice de

Shannon. Ho e He, heterozigosidade observada e esperada. F, coeficiente de

endogamia.

Locus Na Ne I Ho He F

Popl 4,500 2,352 1,043 0,336 0,552 0,362
Pop2 3,833 2,163 0,901 0,334 0,478 0,263
Pop3 4,583 2,180 0,986 0,346 0,504 0,332
Pop4 4,417 2,664 1,057 0,319 0,550 0,438
Pop5 4,167 2,272 0,945 0,319 0,505 0,438
Pop6 3,333 1,953 0,750 0,224 0,415 0,473
Média 4,138 2,264 0,947 0,313 0,501 0,384

Tabela 4.4. Matriz de fluxo genético entre as populacbes estudadas de Genlisea

violacea.
Popl Pop2 Pop3 Pop4 Pop5 Pop6
Pop1l 0,000
Pop2 13,469 0,000
Pop3 3,467 2,683 0,000
Pop4 4,159 3,304 3,763 0,000
Pop5 2,694 3,786 2,483 4,451 0,000
Pop6 3,089 4,531 4,552 3,930 15,450 0,000

Como se observa na tabela 4.5 e nas figuras 4.2 e 4.3, segundo a distancia
geneética, as populacdes 1 e 2 sdo as mais proximas, sendo as duas mais distantes
gue as demais. As populacdes 4 e 6 também ficam proximas entre si, e estas na sua
vez mais proximas das populacdes 3 e 5, em comparacdo as populacdes 1 e 2. A

populacdo geneticamente mais distante das demais é a populagao 3.
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Tabela 4.5. Matriz de distancia genética das populacdes estudadas de Genlisea

violacea. ldentidade genética (sobre a diagonal) distancia genética (abaixo da

diagonal).
Populagéo 1 2 3 4 5 6
1 - 0,93 0,87 0,87 0,84 0,88
2 0,07 - 0,85 0,86 0,89 0,91
3 0,14 0,17 - 087 0,85 0,92
4 0,14 0,15 0,14 - 0,89 0,90
5 0,17 0,12 0,16 0,12 - 0,95
6 0,13 0,09 0,09 0,11 0,05 -
Pop5
Pop2

Pop6
N
L] Pop4
S Pop|L
o

Pop3

Coord. 1

populacdes de Genlisea violacea.

Figura 4.2. Andlise de coordenadas principais das distancias genéticas das
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pop
pop2
pop4
_ popS
pop6
pop3

Figura 4.3. Agrupamento por distancia genética de populacdes de Genlisea violacea.

Estrutura genética de Genlisea violacea

O calculo de AK separou em clusters (K) as populacbes de G. violacea
analisadas (Figura 4.4). O melhor cluster obtido, ou seja, com o maior AK (= 5,875),
foi 0 K = 10. Porém, ao observar como se distribui essa estruturacao nas populagdes,
parece nao haver suporte bioldgico. Neste sentido, o segundo mais alto é AK = 4,821
para K = 3 e, ao observar como se distribui a estrutura e ao comparar com as
distancias genéticas calculadas e da distribuicdo geografica das populacdes, este
parece ter mais significado biolégico.
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DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

Figura 4.4. Valor AK étimo de K clusters para Genlisea violacea (AK = 5,87 em K = 3).

A estrutura genética inferida por andlise bayesiana para K = 3 pode ser
observada na figura 4.5, na qual se identifica uma primeira populacdo genética
formada pelas populacbes geogréaficas 1, 2 e 3 (predominante verde), a segunda
formada pela populacdo 4 e a terceira pelas populagbes 5 e 6. Também € possivel
observar que dentro de cada populacéo genética ha fendtipos semelhantes as outras

populacdes.
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Figura 4.5. Estrutura genética de Genlisea violacea inferida por andlise bayesiana. K
= 3. Fstl = 0,184; Fst2 = 0,101; Fst3 = 0,129. Verde, populacdo genética 1; azul,

populacéo genética 2; vermelho, populacdo genética 3.

A AMOVA para as seis populagcBes geograficas analisadas como um grupo
indica que existem diferencas significativas entre popula¢fes; porém a porcentagem
de variancia entre populacfes € baixa, quando comparada a variancia dentro das

populacdes (Tabla 4.6).

Tabela 4.6. Analise de variancia molecular hierarquica (AMOVA) para o conjunto de

todas as populagdes estudadas de Genlisea violacea.

Fontes de variacao GL SQ MS Variancia % F P
Entre populagdes 5 55,828 11,166 0,425 12 0,115 0,001
Dentro de 106 345,038 3,255 3,255 88

populacdes

Total 111 400,866

Quando a AMOVA é feita com as trés populacdes genéticas, que correspondem

ao agrupamento bayesiano, observam-se diferencas significativas nos diferentes
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grupos hierarquicos (Tabela 4.7). Contudo, existe pouca diferen¢a na variagcao entre
grupos geograficos (st = 0,066; P = 0,001) e entre populagdes (Pis = 0,069; P =
0,001). Entretanto, a variagao dentro de populagdes ¢é alta (®it =0,131; P = 0,001).

Tabela 4.7. Andlise de variancia molecular hierarquica (AMOVA) para trés grupos
geograficos (k = 3) determinados por analise bayesiana das populac¢des estudadas de

Genlisea violacea.

Fontes de variacéo GL SQ MS Variancia % F P
Entre regides 2 32,765 16,382 0,246 7 ®st =0,066 0,001
Entre populacdes 3 23,063 7,688 0,243 6 ®is=0,069 0,001
Dentro de 106 345,038 3,255 3,255 87 ®it=0,131 0,001
populacdes

Total 111 400,866 3,744 100

Diversidade genética de Genlisea aurea

Os 12 loci analisados para todas as populacfes de Genlisea aurea em conjunto
foram polimérficos, e o numero de alelos variou de seis a dezesseis (Tabela 4.8). A
heterozigosidade observada variou de 0,168 a 0,600 e a heterozigosidade esperada
de 0,348 a 0,861. A diversidade determinada pelo indice de Shannon variou de 0,795
a 2,198, sendo os loci Gar6, Gar8, Garl4d e Garl5 os que apresentaram mais

diversidade alélica (Tabela 4.8).

Além disso, a maior endogamia entre e dentro de populacfes assim como
endogoamia total foi detectada nos loci Gar6, Garl4 Garl7 e Garl9 (Tabela 4.8). O
maior fluxo genético nos loci Gar6, Garl4, Garl7 e Garl9 (Tabela 4.8). Todos os loci
estdo em equilibrio HWE (P < 0,001) exceto o locus Gar21l que tem um desvio
significativo de HWE (P < 0,001). Os loci Gar 20 e Gar21 néo possuem alelos nulos
(Tabela 4.8).
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Tabela 4.8. Diversidade genética para cada locus SSR nas populacdes de Genlisea
aurea estudadas. Na, numero de alelos. Ne, numero de alelos efetivos. |, indice de
Shannon. Ho e He, heterozigosidade observada e esperada. Fis, Fit e Fst, endogamia

entre as populacdes, total e dentro das populacdes. Nm, fluxo genético. Null, alelos

nulos.

Locus Na Ne | Ho He Fis Fit Fst Nm Null
Gar6 14 6,825 2,198 0,418 0,857 0,261 0,492 0,312 0550 0,235
Gar8 16 4891 2,056 0559 0,796 0,055 0,271 0,229 0,843 0,132

Garll 12 4922 1906 0,600 0,797 0,101 0360 0,280 0,616 0,110
Garl2 13 2392 1329 0,358 0,585 -0,103 0,342 0,404 0,370 0,141
Garl4 14 4905 195 0,306 0800 0,264 0436 0,234 0818 0,273
Garl5 12 6,972 2,172 0587 0861 -0,055 0,176 0,219 0,893 0,145
Garl6 8 3,187/ 1474 0432 0689 0,171 0465 0355 0454 0,151
Garl7 8 4,276 1688 0,168 0,770 0599 0,849 0,621 0,153 0,338
Garl8 7 4844 1680 0585 0,797 -0,141 0,109 0,219 0,892 0,116

6

7

7

Garl9 2999 1344 0304 0669 0,265 0531 0362 0441 0,217
Gar20 1,974 1010 0514 0,49 -0,205 0,065 0,154 1,379 -0,013
Gar2l 1530 0,795 0,315 0,348 -0,248 -0,025 0,179 1,146 0,023
Meédia 10 4,142 1634 0429 0,706 0,084 0,362 0,304 0,574 0,156

Nas populactes de G. aurea se determinou que o numero de alelos variou de
1,583 a 6,000, heterozigosidade observada variou de 0,375 a 0,583 e a
heterozigosidade esperada de 0,281 a 0,640 (Tabela 4.9). A maior diversidade
encontrada foi nas populacdes 4, 5 e 6, e a maior endogamia nas populacdes 2,5e 6
(Tabela 4.9).

O maior fluxo genético se observou entre as populacbes 4 e 6, e entre as
populacdes 5 e 6 (Tabela 4.10). O menor fluxo se observou entre as populacdes 1
com as populacbes 7, 8 e 9, e entre a populacéo 8 e populacdo 9 (Tabela 4.10).
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Tabela 4.9. Diversidade genética para cada locus SSR nas populacdes de Genlisea
aurea estudadas. Na, niumero de alelos. Ne, nimero de alelos efetivos. |, indice de

Shannon. Ho e He, heterozigosidade observada e esperada. F, coeficiente de

endogamia.

Locus Na Ne I Ho He F

Popl 2,667 2,084 0,751 0,467 0,450 -0,015
Pop2 4,917 2,873 1,167 0,441 0,598 0,300
Pop3 4,750 2,659 1,028 0,439 0,515 0,194
Pop4 6,000 3,129 1,302 0,453 0,640 0,262
Pop5 4,833 3,099 1,193 0,375 0,599 0,344
Pop6 5,250 3,043 1,221 0,376 0,593 0,336
Pop7 2,083 1,961 0,614 0,583 0,396 -0,467
Pop8 1,667 1,606 0,422 0,417 0,292 -0,448
Pop9 1,583 1,550 0,393 0,458 0,281 -0,619
Média 3,750 2,445 0,899 0,445 0,489 -0,013

Tabela 4.10. Matriz de fluxo genético entre as popula¢cdes estudadas de Genlisea

aurea.

Popl Pop2 Pop3 Pop4d Pop5 Pop6 Pop7 Pop8 Pop9
Popl 0,000
Pop2 1,889 0,000
Pop3 0,794 2,098 0,000
Pop4 1,033 1,519 1,294 0,000
Pop5 0,897 1,421 1,252 1,894 0,000
Pop6 0,772 1,203 1,165 2,780 2,278 0,000
Pop7 0,397 0,906 0,619 1,485 1,592 1,060 0,000
Pop8 0,336 1,005 0,697 1,434 1,209 1,268 0,875 0,000
Pop9 0,338 0,805 0,627 1,135 1,043 0,822 0,541 0,405 0,000

Como se observa na tabela 4.11 e nas figuras 4.6 e 4.7, segundo as distancias
genéticas as populagdes 1, 2 e 3 sdo as mais proximas entre si, porém mais distantes
das demais, principalmente das populacdes 7, 8 e 9, e estas Ultimas trés sdo mais
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distantes as demais populagdes. Assim, segundo a distancia parecem se formar trés

agrupamentos.

Tabela 4.11. Matriz de distancia genética das populacdes estudadas de Genlisea

aurea ldentidade genética (sobre a diagonal) distancia genética (abaixo da diagonal).

Populacao 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 - 0,74 0,57 0,56 0,51 0,45 0,29 0,30 0,32
2 0,30 - 0,80 0,68 0,64 0,60 0,45 0,55 0,49
3 0,55 0,22 - 0,66 0,64 0,64 0,41 0,53 0,49
4 0,58 0,39 0,41 - 0,67 0,74 0,53 0,59 0,53
5 0,68 0,44 0,44 0,40 - 0,71 0,53 0,54 0,50
6 0,79 0,51 0,44 0,30 0,34 - 0,43 0,56 0,43
7 1,24 0,80 0,89 0,63 0,63 0,84 - 0,67 0,59
8 1,20 0,59 0,64 0,53 0,62 0,58 0,40 - 0,60
9 1,12 0,72 0,71 0,63 0,69 0,84 0,52 0,51 -

Pop6
~ Pops
5 Pop4
g Pop8
@) Pop3
Pop7
Pop2
Popd Popl
Coord. 1

Figura 4.6. Andlise de coordenadas principais das distancias genéticas das

populacdes de Genlisea aurea.
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Figura 4.7. Agrupamento por distancia genética de popula¢cdes de Genlisea aurea.

Estrutura genética de Genlisea aurea

O célculo de AK separou em clusters (K) as populagdes de G. aurea analisadas
(Figura 4.8). O melhor cluster, ou seja, com o maior AK (= 195,859), é o K = 2
(Apéndice 2). Porém, ao observar como se distribui essa estruturacdo nas
populacdes, parece ndo haver significado biolégico (além de ser um valor muito
distante dos demais de AK). O subsequente maior AK foi 55,956, de K = 6. Porém,
nesta estruturagdo algumas populacdes geograficas ficam divididas em varias
populacdes genéticas. Assim, o terceiro maior AK (= 48,383) foi escolhido, com K =
3, 0 qual é mais suportado pelas analises de distancia genética assim como apresenta

maior sentido biolégico.
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DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 4.8. Valor AK étimo de K clusters para Genlisea aurea (AK = 48,333 em K = 3).

A estrutura genética inferida por analise bayesiana para K = 3 pode ser
observada na figura 4.9, na qual se identifica uma primeira populagdo genética
formada pelas populacdes 1, 2 e 3 (predominante vermelha), a segunda formada pela
populacdo 4 (predominante azul) e a terceira pelas populagdes 5, 6, 7, 8 e 9
(predominante verde). Também é possivel observar que dentro de cada populagéao

genética ha alguns fenétipos semelhantes as outras populacoes.
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Figura 4.9. Estrutura genética de Genlisea aurea inferida por andlise bayesiana, K =
3. Fstl = 0,166; Fst2 = 0,087; Fst3 = 0,164. Vermelho, populacdo genética 1; azul,

populacéo genética 2; verde, populagédo genética 3.

A AMOVA para as nove populacdes geogréficas analisadas como um grupo indica

gue existem diferencas significativas entre populacdes, a porcentagem de variancia

entre populacdes € de 19%, e dentro de populacdes 81% (Tabla 4.12).

Tabela 4.12. Analise de variancia molecular hierarquica (AMOVA) para o conjunto de

todas as populagdes estudadas de G. aurea.

Fontes de variagao GL SQ MS Variancia % F P
Entre populagdes 8 115,345 14,418 0,918 19 0,190 0,001
Dentro de 102 400,204 3,924 3,924 81

populacdes

Total 110 515,550

Quando a AMOVA é feita com as trés populagbes genéticas, que correspondem ao

agrupamento bayesiano, se observam diferencas significativas nos diferentes grupos

hierarquicos (Tabela 4.13). Contudo, existe maior diferenca na variagdo entre

populagdes (Pis =0,176; P = 0,001) que entre grupos geograficos (Pst = 0,021; P =

0,004). Ademais, a variagao dentro de populagdes ¢é alta (®it =0,193; P = 0,001).
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Tabela 4.13. Analise de variancia molecular hierarquica (AMOVA) para trés grupos
geograficos (k = 3) determinados por analise bayesiana das popula¢des estudadas de

Genlisea aurea.

Fontes de variacao GL SQ MS Variancia % F P
Entre regibes 2 50,104 25,052 0,101 2 ®dst=0,021 0,004
Entre populagbes 6 65,241 10,874 0,837 17 ®is=0,176 0,001
Dentro de 102 400,204 3,924 3,924 81 @it 0,193 0,001
populacdes

Total 110 515,550
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Discussao

Diversidade genética de Genlisea violacea

O uso de microssatélites € um protocolo que permite medir a diversidade
genética e determinar o estado de conservacao das populagfes (ABDUL-MUNEER,
2014). Os loci analisados refletem um alto polimorfismo e a diversidade genética é
média-baixa nas popula¢des estudadas de G. violacea, sendo que alguns loci como
Gar6 e Garl9 que apresentam uma heterozigosidade observada bem menor que a
tedrica esperada (Tabela 4.2). Entretanto, para o locus Garl7 ha um excesso de
heterozigosidade observada e um valor negativo que indica endocruzamento com o
mesmo genotipo. A presenca de alelos nulos pode indicar que ha muitos alelos e baixa
heterozigosidade em alguns loci, indicando a presenca de muitos alelos e poucos
heterozigotos. Isso pode se dever a uma endogamia alta ou pelas frequéncias alélicas
distintas nas subpopulacdes, as quais reduzem a heterozigosidade total (efeito

Wahlund; TEMPLETON, 2006).

Ao analisar as variaveis genéticas das populacbes se observa que a
diversidade é média-baixa e mais ou menos uniforme entre elas. A maior diversidade
genética foi encontrada na populacdo 1 do Rio S&o Francisco e na populagédo 4 de
Furnas (coletada em 2014). A populacdo com menor heterozigosidade é a populacéo
6 que é de Furnas (coletada em 2015). A primeira populacdo encontra-se num
ambiente menos alterado no interior do Parque Nacional da Serra da Canastra, onde
h& escasso trafego de pessoas e onde tem se observado alta atividade de visitacéo
de insetos polinizadores (Capitulo 2). No caso da populacdo 2 de Furnas, resulta
interessante que a maior diversidade foi detectada no primeiro ano de coleta e foi
decrescendo nos proximos trés anos. Neste sentido, nos trabalhos de campo
realizados ano ap6s ano na mesma localidade também tem se percebido um aumento

substancial de atividades humanas onde ocorre a populacéo.

A maior endogamia foi observada na populagdo de Furnas coletada em 2015,
seguido das populac¢des de Delfindpolis e Furnas coletadas em 2014 (Tabela 4.2). Por
outro lado, a menor endogamia se observou nas populacdes 1 e 2 do Rio Sé&o

Francisco.
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Curiosamente, considerando a distancia geografica entre as duas localidades
(70 Km), o fluxo genético € maior entre a populacao 5 de Delfindpolis e a populacao 6
de Furnas, sendo as duas coletadas em 2015. Tomando em conta que
geograficamente as populacbes 5 e 6 sdo mais distantes entre si do que as
populagdes 3, 4 e 6 (essas trés representam populacdes de uma mesma localidade,
coletas em anos consecutivos), parece que o fluxo esta relacionado ao tempo e a
origem geografica, ou seja, que a dinamica populacional esta variando com o tempo.
Adicionalmente, encontrou-se um fluxo génico alto entre as populacbes 1 e 2, que
mantém uma endogamia menor; porém a distancia geografica das demais populacdes
gue estdo nos limites do PARNA Serra da Canastra restringe o fluxo com aquelas.
Portanto, o fluxo deve estar condicionado a proximidade geografica entre estas
populacdes, relacionado possivelmente ao compartilhamento de polinizadores assim
como pela troca de didsporos. Nesse aspecto, considerando que a reproducao para
as espécies em geral de Genlisea é predominantemente sexuada (PLACHNO;
SWIATEK, 2010; FLEISCHMANN, 2012) os diasporos s&o representados

basicamente por sementes.

Seguindo o mesmo padréo, a distancia genética entre as populacbes 1 e 2 é
baixa, quando comparada as distancias entre as demais populacdes. A distancia entre
a populacéo 6 (de Furnas) e 5 também é menor do que as distancias entre as mesmas
duas em anos anteriores. Estas diferencas genéticas ficam também em evidéncia nos
fenotipos florais que ocorrem nessas populacdes (Capitulo I). Assim, as referidas
diferencas e similaridades genéticas podem ser evidenciadas nos agrupamentos das

figuras 4.2 e 4.3.

Assim a distancia genética entre as populacdes analisadas € baixa entre si,
porém se observa maior fluxo em algumas e uma diferenca entre grupos genéticos
(Figuras 4.2 e 4.3), relacionada com a origem geografica e o tempo. No caso das
populagcdes de Furnas que foram coletadas em trés anos seguidos (a populacdo 3 em
2013, a populacdo 4 em 2014 e a populagcdo 6 em 2015), houve variacdo nas
frequéncias alélicas. Na populacdo coletada em 2015 a diversidade genética € um
pouco menor e a endogamia maior, indicando que o fluxo nesta populacdo poderia

estar afetado. Assim, as flutuacdes encontradas para as referidas variaveis genéticas
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devem estar sofrendo influéncias por elementos bibticos e/ou abibticos seletivos que
conduzem a deriva génica, que ano a ano podem modificar as frequéncias alélicas
(TEMPLETON, 2006).

Estrutura genética de Genlisea violacea

A estrutura genética representa como esta distribuida a variacdo genética em
diferentes grupos hierarquicos de uma espécie (BROWN, 1978). Fazendo uma
predicdo da estrutura genética nas populacdes estudadas se obtiveram varios
modelos avaliados pelo AK (EVANNO; REGNAUT; GOUDET, 2005). Na figura 4.4 se
observa que o maior AK (5,875) tem um K de 10 grupos populacionais ou populagdes
genéticas, porém este modelo ndo tem correspondéncia com a amostragem formando
clusters muito diversos constituidos por individuos com similaridades genéticas de
varias populacdes (Apéndice 1). O segundo maior AK (5,821), que tem pouca
diferenca com o anterior (5,875), agrupa melhor as populacdes amostradas em trés

populacdes genéticas.

A dinamica populacional pode ser determinada pela distribuicdo geografica e
também pela variacédo temporal, como indicado pela andlise de estrutura populacional.
Neste sentido, a primeira populacdo genética inclui as popula¢des geograficas 1 e 2
da Serra da Canastra e a populacdo 3 de Furnas (todas coletadas no 2013). A
segunda populacao genética esta formada por todos os individuos da populacéo 4 de
Furnas (coletada no 2014). A terceira populacdo genética esta constituida pelas

populacdes 5 de Delfindpolis e 6 de Furnas, ambas coletadas no 2015.

Na figura 4.4 se pode observar que as populacfes agrupadas possuem muitos
individuos com gendétipos semelhantes as outras populacdes. O alto fluxo genético
observado entre as populacdes é refletido nos Fst calculados para cada cluster de k
=3 (Fstl =0,184; Fst2 = 0,101; Fst3 = 0,129). Entéo, as seis popula¢des amostradas,
agrupadas em trés populacdes genéticas, ndo parecem estar tdo diferenciadas,
portanto, poderiam ser vulneraveis e sofrer um evento de gargalo na ocorréncia de

um evento ambiental em nivel regional que possa impor algum risco.
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Esta diferenciacdo da estrutura populacional também se evidencia na anélise
de AMOVA na qual se comparam todas as populacdes (Tabela 4.6), na qual se
observa uma baixa variacao genética entre populacdes e alta dentro das populacoes.
Este resultado deve ser produto de um sistema reprodutivo misto, e uma eficiente
disperséo de pélen através de insetos (Capitulo Il) e de sementes a através da agua,
gue se evidencia pela testa reticulada e o conteudo de lipidios protegendo o embrido
(FLEISCHMANN, 2012). Sementes com testas reticuladas ou microrreticuladas
podem ser adaptadas a hidrocoria, uma vez que microbolhas podem se aderir aos
reticulos facilitando a flutuacdo e, consequentemente, dispersdo das sementes
(CORNER, 2009).

Na AMOVA hierarquizada os grupos segundo o K = 3 (Figura 4.5), foi analisada
a variacao entre os trés grupos geogréficos, entre e dentro das popula¢cdes. Do mesmo
modo, se observou uma variabilidade baixa entre grupos geograficos e entre
populacdes e uma variacdo alta dentro das populacdes. Esse resultado pode ser
devido a eficiéncia reprodutiva da espécie, que permite um alto fluxo genético entre
grupos geograficos. Além disso, estas populacdes encontram-se sobre a mesma
formacdo geologica, o Craton de Sédo Francisco (SOUZA; RODRIGUES, 2014) nas
subunidades geoldgicas Grupo Araxa e Grupo Canastra (HEINECK et al., 2003),
possivelmente minimizando as barreiras geograficas que poderiam isolar algumas

destas populagoes.

Uma vez que a distribuicdo das populagdes ndo segue um padréo genético e
demografico bem definido, alguns agrupamentos de populacdes de Genlisea violacea
poderiam constituir uma metapopulagcdo (LEVINS, 1969), -constituida por
subpopulagdes que formam um corredor de ilhas que se interconectam geneticamente
por meio de polinizadores e diasporos, os quais podem manter o fluxo. Neste
“corredor” populacional existem gradientes microambientais que podem atuar
aumentando as variabilidades fenotipica e genotipica dentro das subpopulagdes.
Portanto, seria importante fazer mais amostragens de popula¢oes de G. violacea em
outras regifes geograficas para estudar dinamica ao nivel regional mais amplo e

entender a vulnerabilidade da espécie como um todo.
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Diversidade genética de Genlisea aurea

Em Genlisea aurea se observaram alguns padrdes semelhantes aos de G.
violacea. Na andlise dos loci se observou alto polimorfismo, porém uma diversidade
genética baixa (Tabela 4.8). A endogamia entre populacdes € baixa, e a endogamia
dentro de populagdes € média, sendo fluxo genético alto. Da mesma forma, a
presenca de alelos nulos evidencia um efeito Wahlund (TEMPLETON, 2006) e

endogamia em algumas populacdes.

Ao analisar a diversidade das popula¢des se encontrou uma diversidade média-
alta, com valores de endogamia negativos que indicam um excesso de
heterozigosidade indicada por maior heterozigosidade observada que a esperada, e
gue sugerem endogamia entre 0s mesmos genotipos e pressoes seletivas Unicas em
algumas populagbes. A maior endogamia foi encontrada na populagédo 4 de Sao

Paulo, e as populacfes 5 e 6 de Goias, que sugerem o isolamento destas populacdes.

O fluxo genético € maior entre as populacdes das mesmas regiées como entre
as populacbes 1 e 2, e populagbes 2 e 3 da Chapada Diamantina, e entre as
populacdes 5 e 6 da Chapada dos Veadeiros. Do mesmo modo, as distancias
genéticas sdo menores nas populacbes da mesma regido (Tabela 4.1). Assim,
segundo as distancias genéticas as populacdes formam trés agrupamentos, um com
as populacdes da Chapada Diamantina, outro com as popula¢gdes de S&o Paulo e
Goias, e um terceiro entre as popula¢cdes de Minas Gerais e Santa Catarina (Figuras
4.6 e 4.7). Além disso, como se observa no PCO ainda ha uma relacéo entre grupos,
ou seja, existem similaridades genéticas possivelmente devido ao fluxo génico.
Embora que n&o haja na literatura estudos de polinizacdo em G. aurea, observagcoes
feitas em campo (dados n&do-publicados) evidenciam polinizacdo entomofilica,
provavelmente algum Hymenoptera de porte mediano ou grande como tem sido
observado em Utricularia reniformis (CLIVATI et al., 2014) e em U. albocaerulea, U.
purpurascens e U. reticulata (HOBBHAHN; KUCHMEISTER; POREMBSKI, 2006) que
pode voar longas distancias (EICKWORT; GINSBERG, 1980; ZURBUCHEN et al.,
2010).
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Estrutura genética de Genlisea aurea

Na predicao da estrutura genética nas populacdes estudadas, foi calculado AK
para determinar qual foi o melhor modelo (EVANNO; REGNAUT; GOUDET, 2005).
Foram encontrados trés K muito mais elevados que os demais. Na figura 4.8 é notado
que o maior AK (= 46,4) resulta em um K de 2 grupos populacionais ou populacées
genéticas (Apéndice 1). Porém, ao se comparar com 0s agrupamentos por distancias
genéticas e a distribuicdo geografica, ndo parece haver suporte para esse valor (2). O
segundo maior AK (55,855) sugere um K = 6, que agrupa melhor as populacdes
amostradas. Para K=6, algumas populacdes geograficas ficam segregadas em
populagdes genéticas distintas (Apéndice 3). O seguinte maior AK (48,382) representa
o valor de AK = 3, que distribui as populaces geograficas completas em clusters de
forma similar aos agrupamentos por distancia e com mais sentido biolégico. Assim no
agrupamento de trés estruturas populacionais ficam num cluster as populacfes da
Bahia, em outro a populacdo de Sao Paulo e no terceiro as populacdes de Goias,

Minas Gerais e Santa Catarina.

Na analise AMOVA para todas as populacdes em conjunto se observa que a
variacdo entre populacbes é baixa, e ha maior variacdo dentro de populagdes,
indicando um fluxo genético alto e um processo de especiacao recente. Por outro lado,
a AMOVA para os trés grupos geogréficos indica que h& pouca variacdo entre estas

regides, e alta variacdo entre e dentro de populacdes.

Em todas as andlises (distancia e estrutura) é evidente a diferenca entre as
populacdes da Bahia e as demais. Esta diferenciacdo deve estar relacionada as
diferencas fitogeograficas e as barreiras geograficas. As populacdes da Bahia estao
na Chapada Diamantina, uma complexa regiao fitogeografica (MORO et al., 2016). A
Chapada é um mosaico dos biomas catinga e cerrado, com numerosos endemismos
(FROMM-TRINTA, 1979; CONCEICAO; PIRANI, 2007; MORO et al., 2016). Esta
regiao fica no extremo norte da Cadeia do Espinhaco, uma longa cadeia de montanhas
de 1.100 Km entre os Estados de Minas Gerais e Bahia e com elevacfes acima dos
800 m (RAPINI; DE MELLO-SILVA; KAWASAKI, 2002) e com numerosos
endemismos (RAPINI; DE MELLO-SILVA; KAWASAKI, 2002; CONCEI(;AO; PIRANI,
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2005, 2007; FLEISCHMANN et al., 2011; MORO et al., 2016). Assim, no norte da
Cadeia do Espinhaco existe uma depressao de aproximadamente 300 Km, formada
pelos vales do Rio de Contas, Rio Pardo e Rio Jequitinhonha, que constitui uma
barreira geografica e biolégica que evita a migracdo de flora entre o norte da cadeia
na Bahia e o sul em Minas Gerais (STANNARD, 1995). Assim, as populagdes 1, 2 e
3, ficam isoladas das demais populacdes estudadas. Também, o mosaico
fitogeogréafico dos campos rupestres dentro da Chapada Diamantina pode ilhar estas

populacdes entre elas, marcando suas diferencas genéticas.

Na estrutura genética, também pode se observar a diferenciagcdo da Unica
populacdo conhecida do Estado de S&ao Paulo, em Campos do Jorddo. Este
isolamento também deve estar relacionado a depressao geoldgica no limite da Serra
da Mantiqueira, assim como a influéncia antropica relacionada a alta urbanizagéo que

existe na regiao.

O presente estudo representa as principais regides onde estédo distribuidas as
populacdes de Genlisea aurea. Entretanto, algumas populacdes apresentaram uma
amostragem de individuos baixa (populagdes 7, 8 e 9), as quais poderiam refletir em
certo viés analitico. De qualquer forma, este trabalho apresenta um avanco no
conhecimento da biologia da espécie, informacao que podera servir como subsidios

para propostas de conservagao da espécie e também das demais congéneres.
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Conclusoes

As populacdes da Serra da Canastra estudadas de Genlisea violacea tém uma
variabilidade genética média-baixa. Adicionalmente, a variacdo é alta dentro das
populacdes, porém, baixa entre populacdes. Este padrao de variacdo genética esta
altamente influenciado pelo sistema reprodutivo misto, com dispersao de pdlen por
insetos. Ademais, estas carateristicas reprodutivas e o fato de ser uma espécie anual
conferem uma dinamica populacional que varia com o tempo, evidenciado pelo efeito

gargalo e deriva genética.

As carateristicas genéticas de G. violacea indicam que estas populacfes e as
suas distribuicdes sobre a mesma formacdo geoldgica podem representar uma
metapopulacao, formadas por ilhas subpopulacionais que mantém fluxo genético
entre elas. Portanto, estas populacdes podem ser consideradas a mesma unidade de
conservagao. Neste sentido, e pelo fato de estarem localizadas em ambientes
altamente antropizados, estas populagbes devem ser vigiadas e mantidas para
garantir sua conservacao, assim como os demais elementos bidticos (como os

polinizadores) associados a espécie.

As populagfes de G. aurea estudadas tém uma diversidade genética média-
alta e endogamia baixa. Contudo, a variagdo € maior dentro de populacdes que entre

populacdes.

Existe uma clara estruturagao e diferenciacdo entre as populacdes de G. aurea
da Bahia (que formam uma populacdo genética) e as demais populacdes. Estas
diferencas genéticas estdo determinadas pela barreira geografica formada pelos vales
do Rio de Contas, Rio Pardo e Rio Jequitinhonha, que limitam a disperséo de pdlen
entre as populagcdes da Chapada Diamantina e as populacdes da regiao sul da Cadeia
do Espinhaco e no cerrado ao oeste da cadeia. A baixa diversidade genética das
populacdes de G. aurea e a estrutura genética evidenciada sugere que estas
populacdes devem ser monitoradas e devem ser preservadas nas regides da
Chapada da Diamantina e Serra da Mantiqueira.
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CONCLUSOES FINAIS

- Genlisea violacea € uma espécie alégama polinizada por insetos. Nas populacdes
naturais estudadas se evidenciaram varios visitantes florais, dos quais ao menos dois
séo polinizadores efetivos. Estes sao abelhas do género Lasioglossum (subgénero
Dialictus: subfamilia Halictinae: familia Halictidae), e do género Ceratina (subgénero

Ceratinula: subfamilia Xylocopinae: familia Apidae).

- Existem morfotipos florais de Genlisea violacea que devem estar sendo selecionados

pelos polinizadores e fatores microambientais.

- A partir de dados gendmicos de G. aurea e através de uma busca in silico foram
desenvolvidos 12 marcadores microssatélites que posem ser empregados para se

determinar a diversidade genética das populacdes.

- Os marcadores microssatélites desenvolvidos em G. aurea séo transferiveis a
espécies congenéricas e, como se evidenciou em G. violacea, também permitem

estimar diversidade genética nessas espécies.

- Nas populagdes de G. violacea e G. aurea estudadas foi observada variabilidade
baixa e média, respectivamente, como maior variacdo dentro que entre populacdes,

gue refletem o sistema reprodutivo misto e uma dispersdo entomofilica.

- Os resultados obtidos sugerem que as populacdes naturais de G. violacea e G. aurea

necessitam ser monitoradas e protegidas para sua conservacao.
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APENDICES

Apéndice 1. Estrutura genética de G. violacea inferida por analise bayesiana. k = 10.
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Apéndice 2. Estrutura genética de G. aurea inferida por anélise bayesiana. k = 10.
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Apéndice 3. Estrutura genética de G. aurea inferida por analise bayesiana. k = 6.
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