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Resumo

Bromeliaceae apresenta espécies epifitas, saxicolas ou terrestres, que se distribuem do
sul dos Estados Unidos até a Patagdnia, na Argentina, compreendendo 58 géneros e
3140 espécies. O género Dyckia apresenta aproximadamente 160 espécies, sendo muitas
destas raras e endémicas. Este género ¢ caracterizado pela auséncia de “tanque”que
acumula &gua, possibilitando a essas espécies habitar ambientes com condi¢des de seca
extrema, como a regido central do Brasil. Dyckia leptostachya é uma bromélia terricola
e perene, as folhas emergem de um rizoma curto, com espinhos marginais, possui
inflorescéncia simples com flores laranja-avermelhadas. Esta espécie ocorre na Bolivia,
Paraguai, Argentina e no Brasil, sendo encontrada desde o estado do Tocantins até o
Rio Grande do Sul. No Mato Grosso do Sul, D. leptostachya é encontrada em bancadas
lateriticas na area do Planalto Residual do Urucum, Corumba. As caracteristicas
ambientais desta regido impdem as plantas severas condicGes de suprimento de agua
devido a pequena profundidade do substrato que, por sua vez, condiciona temperaturas
elevadas e rapida evaporacdo. O objetivo geral deste estudo foi contribuir com
informacGes acerca da diversidade e estrutura genética de populagdes naturais de
Dyckia leptostachya. Para isso, foi amostrado um total de 150 individuos de cinco
populacdes naturais de bancadas lateriticas, distantes cerca de 10 km uma da outra no
Planalto Residual do Urucum. Para descrever a diversidade genética nos testamos
dezenove marcadores de microssatélites nucleares descritos para outras espécies de
Bromeliaceae. Seis marcadores apresentaram amplificacdo satisfatéria e padrdo
polimérfico e foram utilizados para inferir a diversidade e estrutura genética de D.
leptostachya. Os resultados de diversidade genética revelaram estimativas de
heterozigosidade semelhantes aos encontrados para outras espécies de bromélias. Estes

altos indices de diversidade genética foram observados nas cinco populacGes de D.



leptostachya (Ho= 0,442 a Ho= 0,665). As populagdes de D. leptostachya apresentaram
uma estruturacdo genética baixa (Fst= 0,073), com maior propor¢do da variagcdo
genética devido a diferencas dentro das populagbes (91,62%), e a menor entre
populacdes (8,37%),e demonstraram alto fluxo génico entre as cinco populagées(Nem=
1,87-6,83). A andlise bayesiana revelou a presenca de apenas dois grupos genéticos
(K=2). As populacdes apresentaram desvios significativos do Equilibrio de Hardy-
Weinberg, com o coeficiente de endocruzamento(Fis) médio de 0,390.Dyckia
leptostachya é auto-incompativel e possui reproducdo vegetativa, a combinacdo desses
dois fatores poderia estar contribuindo, a curto e longo prazo, respectivamente, com 0s
altos indices de diversidade genética e fluxo génico observados. A alta diversidade
genética observada em D. leptostachya € importante para a sobrevivéncia e manutencao
das populagdes naturais da espécie em longo prazo, porém ainda Sdo necessarias
estratégias de conservacdo nas populacdes que ocorrem em fazendas particulares para
evitar o aumento da diferenciacdo genética e conservar os altos indices de diversidade

genética encontrados.

Palavras-chave: Bancada lateritica, Bromeliaceae, fluxo génico, genética de populacdes,

microssatélites.



Abstract

Bromeliaceae presents epiphytic, saxicolous or terrestrial species, is distributed from the
southern of American United States to Patagonia, in Argentina, comprising 58 genera
with about 3140 species. Genus Dyckia has about 160 species, many of which are rare
and endemic. This genus is characterized by the absence of a "tank" that accumulates
water, enabling these species to inhabit environments with extreme drought conditions,
such as the central region of Brazil. Dyckia leptostachya is a terrestrial and perennial
bromeliad, the leaves emerge from a short rhizome, with marginal spines, it has a
simple inflorescence with orange-reddish flowers. This species occurs in Bolivia,
Paraguay, Argentina and Brazil, where it can be found from Tocantins to Rio Grande do
Sul States. In Mato Grosso do Sul, D. leptostachya is found in ironstone outcrops
(lateritic benches) in the Urucum Residual Plateau, in Corumba city. The environmental
characteristics of this region imposes to the plants severe conditions of water supply due
to the narrow depth of the substrate, which in turn, determines high temperatures and
rapid water evaporation. The general objective of this study was to contribute with
information regarding the diversity and genetic structure of natural populations of
Dyckia leptostachya. For this, 150 individuals from five natural populations of lateritic
stands were sampled, distant about 10 km from each other in the Urucum Residual
Plateau. To describe the genetic diversity we have tested nineteen nuclear microsatellite
markers described for other species of Bromeliaceae. Six markers showed satisfactory
amplification and polymorphic pattern and were used to infer the diversity and genetic
structure of D. leptostachya. The results of genetic diversity revealed heterozygosity
estimates similar to those found for other species of bromeliads. These high rates of
genetic diversity were observed in the five populations of D. leptostachya, ranging from

Ho = 0.442 to Ho = 0.665. The populations of D. leptostachya presented a low genetic



structure (Fst = 0.073), with a higher proportion of genetic variation due to differences
within populations (91.62%), and the lowest among populations (8.37%),and showed
high gene flow among the five populations (Nem= 1.87-6.83). Bayesian analysis
revealed the presence of only two genetic groups (K = 2). Populations showed
significant deviations from the Hardy-Weinberg equilibrium, with the inbreeding
coefficient (Fis) of 0.390. Dyckia leptostachya is self-incompatible and presents clonal
reproduction. The combination of these two factors could be contributing, in the short
and long term, respectively, with the high rates of genetic diversity and gene flow
observed. The high genetic diversity observed in D. leptostachya is important for the
survival and maintenance of the natural populations of the species in long term, but
conservation strategies are still necessary in the populations that occur on private farms
to avoid the increasing in genetic differentiation and to preserve the high indices of

genetic diversity.

Keywords: Ironstone outcrops, Bromeliaceae, gene flow, population genetics,

microsatellites.
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1. Introducéo geral

1.1. Afloramentos rochosos ferruginosos: “Bancadas lateriticas”

Distribuidos por todo o globo, os afloramentos rochosos concentram-se em topos
de morros e outras elevacGes. A vegetacdo que porventura se instala nestes ambientes
encontra condices bastante severas, como os altos niveis de insola¢do, grande
amplitude térmica, auséncia de solo e escassez de &gua, além da acdo deletéria de
ventos e enxurradas (Takahasi 2010).

Esta comunidade vegetal ndo recebe uma denominagdo especifica, sendo tratada,
muitas vezes, como ‘“‘vegetacdo sobre afloramentos rochosos”, em face a variedade de
dominios floristicos na qual se encontra inserida (Takahasi 2010). Entretanto, Rizzini
(1997), ao tratar dos tipos de vegetacdo que ocorrem no Brasil, situou as plantas que se
estabelecem em topos de morro no tipo campos limpos, enfatizando sua ampla
distribuicdo, desde as chapadas areniticas e quartziticas no Centro-Oeste brasileiro,
sobretudo em Goias e Minas Gerais, até as serras dos estados sulinos, onde o clima é
mais frio e sem estacdo seca.

Como os estudos nestas comunidades ainda sdo recentes ha uma profusdo de
termos e nomes utilizados para definir ou caracterizar esta vegetacdo, como por
exemplo: campo rupestre (Grandi et al. 1988; Branddo 1992) campo rupestre
ferruginoso (Vincent e Meguro 2008), canga hematitica (Silva 1991; Mourao e
Stehmann 2007; Viana e Lombardi 2007; Jacobi et al.2007), além de vegetacao
xerofitica de savanas metal6filas (Rayol 2006).

No Brasil, as cangas ocorrem principalmente no Planalto Central e no Nordeste,
enquanto na regido amazonica sua distribuicdo se da de forma mais ampla (Bigarella et

al. 2007). As maiores reservas de minério de ferro do pais encontram-se em bancadas

11



lateriticas, como no Quadrilatero Ferrifero (Minas Gerais-MG), Serra de Carajas (Paréa-
PA), Caetité (Bahia-BA) e Morraria do Urucum (Mato Grosso do Sul-MS) (Carmo et
al. 2012), mas a exploragéo econdmica sem o devido planejamento ambiental tem sido
a principal ameaca a flora destes habitats (Jacobi et al. 2007).

Na vegetacdo sobre campos ferruginosos de Corumba e Ladario poucos trabalhos
boténicos (Silva 2006; Silva e Tozzi 2008) foram realizados até 0 momento, sendo que
0 presente estudo é um dos pioneiros a trabalhar com diversidade e estrutura genética
de Bromeliaceae que ocorrem nos afloramentos rochosos ferruginosos de Corumba,
também denominados “bancadas lateriticas” (Takahasi 2010).

As bancadas lateriticas das Morrarias doUrucum e do Rabicho, em Corumba, MS,
localizam-se nas areas de drenagem (em torno de 100m de altitude) no sope destes
morros, possuem pequena declividade e sdo formadas por material lateritico
endurecido de natureza ferrifera (Cardoso et al. 2000), com pouca aptidao para uso
agricola ou pastoris (Pott et al. 2000).

Estudos anteriores com a familia Bromeliaceae na area do Maci¢co do Urucum
(Corumbd, Mato Grosso do Sul - MS) identificaram a ocorréncia de duas espécies de
Dyckia, sendo elas: D. leptostachya Baker e D. excelsa Leme (Paggi et al. 2014;
Versieux et al. in press). Estas espécies ocorrem sobre as “bancadas lateriticas”,
constituindo as chamadas ilhas de solo ou ilhas de vegetacdo (Fig. 1; Meirelles 1999;
Takahasi 2010). Os agrupamentos das plantas na forma de ilhas de solo propiciam o
aumento do volume do substrato e reducdo da exposicdo do solo permitindo um tempo
maior de conservacao de agua, amenizando as severas condicdes ambientais (Meirelles
1999; Conceicdo et al. 2007). A restricdo ambiental limita o nimero de espécies

estabelecidas nestes locais e pode contribuir para o isolamento reprodutivo destas
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populacBes conferindo também um elevado grau de endemismo a estes ambientes
(Porembski et al. 1998).

Devido a marcante presenca da familia Bromeliaceae na Mata Atlantica, poucos
trabalhos com esta familia sdo conduzidos em outros ecossistemas. Os Campos
Rupestres, no entanto, tém apresentado grande diversidade e alta taxa de endemismo
para esta familia (Wanderley e Martinellli 1987). A vegetacdo dos Campos Rupestres
apresenta certa uniformidade, escondendo uma das floras mais ricas do Brasil,
principalmente em espécies de bromélias (Leme e Marigo 1993). Assim, a crescente
destruicdo dos diversos ecossistemas podera conduzir a extingdo de espécies ainda

pouco estudadas.

Brasil. (A) llhas de solo de Dyckia excelsa na fazenda Séo Jodo e (B) Ilhas de solo de

Deuterocohnia meziana no Parque Natural Municipal de Piraputangas.

1.2. A familia Bromeliaceae

Bromeliaceae Juss. possui aproximadamente 3000 espécies distribuidas em 58
géneros e oito subfamilias:Bromelioideae, Puyoideae, Pitcairnoideae, Navioideae,
Hechtioideae, Tillandsioideae, Lindmanioideae e Brocchinioideae (Givnish et al.
2011). A diferenciacdo entre as subfamilias estda baseada em caracteristicas

morfoldgicas, tais como tipo de frutos e sementes, margem das folhas e posi¢do do
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ovario (Smith e Downs1974; Luther 2012). Aproximadamente 73% dos géneros e 40%
das espécies de bromélias podem ser encontrados no Brasil (Leme e Marigo 1993),
principalmente na Floresta Atlantica (Reitz 1983), tornando o pais 0 mais importante
centro de diversidade desse grupo (Leme e Marigo 1993).

A familia é conhecida por sua radiacdo adaptativa recente, com habitos diferentes,
cujas espécies podem ser encontradas a partir do nivel do mar a altitudes acima de
4000 m, no deserto e em regides Umidas, assim como em solos sujeitos a inundacGes
regulares e em locais com baixa ou alta luminosidade (Benzing 2000). As espécies
podem prosperar em areias e rochas escaldantes, e resistir a temperaturas préximas de
0°C (Benzing 2000). E uma familia essencialmente neotropical com exce¢io de uma
Unica espécie, Pitcairnia feliciana(A. Chev.) Harms & Midbr., que ocorre no oeste do
continente africano (Smith e Downs 1974; Moreira et al. 2006), 0 que parece ter sido
um evento de recente disperséo a longa distancia (Givnish et al. 2004).

Esta familia é constituida por plantas terrestres, rupicolas e epifitas, herbaceas,
variando de plantas delicadas e de pequeno porte, como Tillandsia recurvata(L.) L.,
com poucos centimetros de comprimento, até plantas de grande porte, como Puya
raimondii Harms, encontrada nos Andes, que chega a atingir mais de 10 metros de
altura (Smith e Downs 1974; Reitz 1983; Moreira et al. 2006). As bromélias
apresentam grande variabilidade de formas, sendo em geral plantas bem caracteristicas
e ornamentais. Segundo Rizzini (1997) e Benzing (2000), os diferentes habitats e,
especialmente, a natureza do substrato influenciam no aspecto da planta, que pode
variar amplamente em tamanho e coloracéo das folhas, assim como na morfologia das
flores.

Em diversos ambientes as bromélias atuam como um subsistema ecoldgico

contribuindo na estabilidade dos ecossistemas (Benzing 2000). Esses vegetais séo
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conhecidos como fitotelmata, pois abrigam em suas cisternas desde algas unicelulares,
algas filamentosas, protistas, invertebrados e vertebrados, constituindo um micro
habitat importante para esses organismos (Matos 2000). Outros animais, por exemplo,
aves, crustaceos, formigas e abelhas, utilizam essas plantas como local para
nidificagdo, abrigo ou alimentagdo (Sazima et al. 1996; Sazima et al. 2000; Lenzi et al.
2006). Atualmente, mais de 90 espécies de bromélias sdo utilizadas no mundo como
fonte de fibras, forragem, medicinais, rituais misticos, alimentacdo humana, entre
outros (Bennet et al. 2001). Entretanto, ha uma caréncia de bromélias cultivadas,
favorecendo o extrativismo ilegal e dessa maneira causando uma redugdo no numero
de individuos, levando a perda da diversidade genética nas suas populagdes (Coffani-
Nunes 2002).

Apesar de serem plantas quase exclusivamente herbaceas, é notavel sua
diversidade ecoldgica, visto que as espécies sdo encontradas em diferentes tipos de
substratos, bem como nos mais variados habitats (Benzing 2000;Fischer e Araujo
1995), constituindo um sistema de estudo favoravel as abordagens ecoldgicas e
evolutivas.Em Bromeliaceae € comum ocorrer a combinacdo entre dois modos de
reproducdo: via producdo de sementes, normalmente envolvendo a fusdo de gametas, e
via propagacao clonal (Benzing 2000).

Poucos trabalhos foram realizados para avaliar a variabilidade genética de
populacdes de bromélias, no entanto as populacdes naturais estdo sendo reduzidas pela
acdo antrépica destrutiva de seu habitat. Pesquisas realizadas recentemente consideram
andlises da diversidade e estrutura genética das populacdes, as quais sdo importantes
para a emissdo de um diagnostico da real viabilidade das populac6es, para que sejam

tomadas decisbes visando sua conservacdo (Zanella et al. 2012).
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1.3. O género Dyckia Schult. & Schult.f. e Dyckia leptostachya Baker

Dyckia Schult. & Schult. f. € composto por aproximadamente 160 espécies, e
juntamente com os géneros Encholirium Mart. ex Schult. & Schult. f. (ca. 27 espécies),
Deuterocohnia Mez (ca. 17 espécies), Fosterella L.B Smith (ca. 31 espécies) e
Pitcairnia L'Hér (ca. 400 espécies) pertencem a subfamilia Pitcairnioideae (Krapp et
al. 2014).

Espécies de Dyckia sdo usualmente terrestres, xerofiticas, crescendo em solos bem
drenados, ou podem ser rupicolas, sendo encontradas em diversos afloramentos
rochosos, em ambientes secos e algumas vezes Umidos ou até mesmo espécies redfitas
(Smith e Downs 1974; Benzing 2000). S&o plantas caracterizadas por formar rosetas
com folhas coriaceas ou suculentas, com espinhos marginais bem desenvolvidos (Fig.
2), sem a formacéo do tanque que acumula agua,carater tipico de Bromeliaceae (Crayn
et al. 2004).

Apresentam inflorescéncia racemosa com escapo lateral, simples ou ramificado.
As flores podem ser sésseis ou pediceladas, e as cores das pétalas, sépalas e
inflorescéncia variam entre vermelho, laranja e amarelo (Smith e Downs 1974; Krapp
et al. 2014). As plantas propagam-se vegetativamente por meio de rizomas
subterraneos curtos ou longos (Smith e Downs 1974). As sementes sdo normalmente
dispersas pelo vento, ou pela dgua no caso de algumas espécies adaptadas a ambientes
periodicamente inundados, como a reofita, D. brevifolia Baker (Leme et al. 2012). Este
género tem como polinizadores principais os beija-flores, mas insetos, como abelhas e
borboletas, também ja foram relatados (Rogalski et al. 2009; Vosgueritchian e Buzato
2006).

Espécies de Dyckia podem ser encontradas na Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai

e Uruguai. No Brasil sdo encontradas 83% das espécies conhecidas, com distribuicdo
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que vai do nivel do mar até 1000 m de altitude (Leme et al. 2012), em ambientes
expostos ao sol nos dominios Mata Atlantica, Caatinga, Campos Rupestres, Restinga,
Amazonia e Cerrado (http://www.splink.org.br). O centro de diversidade de Dyckia
ocorre nas regides montanhosas do Brasil central, delimitado pela Mata Atlantica e

Caatinga no leste e pelo Chaco no Oeste (Krapp et al. 2014).

Figura 2. Detalhe da base foliar em formato de roseta com folhas suculentas e

espinhos marginais bem desenvolvidos, caracteristico do género Dyckia.

Dyckia leptostachya Baker € terricola, as folhas emergem de um rizoma curto,
largo e reto, apresenta espinhos marginais castanhos espacados, inflorescéncia
multifloral simples, escapo coberto de levissima lanugem, cilindrico e tortuoso, sendo
as flores laranja-avermelhadas (Fig.3; Reitz 1983).Possui ampla distribui¢do, no Brasil
ocorre desde o estado do Tocantins até o Rio Grande do Sul
(http://www.splink.org.br/), além dos paises Bolivia, Paraguai e Argentina (Reitz
1983). No Mato Grosso do Sul, D. leptostachya é encontrada em regibes de bancadas
lateriticas na &rea do Planalto Residual do Urucum, conhecido também como Macigo
do Urucum (19°03°45” S e 57°41°15”0), localizado ao sul das areas urbanas das

cidades de Corumba e Ladario.
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Figura 3.(A) Individuo adulto de Dyckia leptostachya;(B) Detalhe do escapo
floral com lanugem e flores de coloracdo vermelho-alaranjadas; (C) Detalhe do escapo

floral saindo do meristema lateral da base foliar da planta (Fotos: GM Paggi)

1.4. Conservacao, diversidade e estrutura genética em populacfes naturais
A genética da conservacdo é o uso da teoria e técnicas da genética para reduzir o risco
de extingdo das espécies ameacadas. Seu objetivo é preservar espécies como entidades
dindmicas capazes de se adaptarem as mudancas ambientais, através da elucidacédo de
aspectos da biologia das espécies, relevantes para seu manejo e conservagao, como, por
exemplo, avaliar a existéncia de fluxo génico entre populacdes e determinar se elas
diferem suficientemente, do ponto de vista genético, para justificar um manejo
separado. Essas informagbes contribuem para o estabelecimento de estratégias de
conservacdo, visando maximizar a retencdo da diversidade genética e minimizar o
endocruzamento (Barbieri 2003; Frankham et al.2003).

A diversidade genética de uma espécie ou de uma populacdo deve-se aos efeitos
combinados de sua historia genealdgica e processos evolutivos (Comes e Kadereit

1998), sendo uma condigdo fundamental para que ocorra evolucdo. A selecdo natural
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atua entre as variantes dentro das populacGes em relacdo a adaptacdo ao ambiente,
proporcionando variabilidade entre populacdes e, por fim, variabilidade entre espécies
(Torggler et al. 1995).

Caracterizar a diversidade genética dentro das populacGes é de importancia
primaria para estudos evolutivos, de conservacdo, melhoramento e manejo de plantas.
A estrutura genética das populacdes reflete a interacdo entre diferentes processos,
incluindo a sua historia evolutiva (distribuicdo, fragmentacdo de habitat, isolamento da
populacdo), mutacOes, deriva genética, sistema de cruzamento, fluxo génico e selecdo
(Sales et al. 2001), os quais podem ajudar a compreender 0s processos de adaptagéo a
circunstancias ecologicas particulares (Parker et al. 1998).

A genética de populacbes tornou-se ferramenta importante por possibilitar a
descricdo da variabilidade genética em populacGes, bem como o estudo dos
mecanismos de manutencdo desta variabilidade (Nei 1987). Incrementos nos niveis de
diversidade genética ocorrem por meio de mutacdes. Entretanto, geralmente, estas
ocorrem a taxas muito baixas e, por isso, sua importancia na genética de populacdes
restringe-se a uma perspectiva de longo prazo, cerca de centenas a milhares de
geracOes (Allendorf e Luikart 2007).Perdas de diversidade ocorrem com frequéncia
muito maior e por um grande nimero de fatores, como, por exemplo, deriva genética,
endogamia, selecdo natural, e reduc6es do tamanho populacional.

Fatores relacionados a acdo antropica frequentemente reduzem as populacdes a
tamanhos nos quais as espécies ficam suscetiveis a efeitos acidentais ou estocasticos.
Por isso, a investigacdo desses aspectos em populacbes naturais € de extrema
importancia para o desenvolvimento de estratégias de conservacdo e manejo,

especialmente para espécies raras, em perigo de extincdo, com poucas e/ou pequenas
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populacdes e com sistemas reprodutivos que dificultam o manejo (Frankham et
al.2008; Gitzendanner et al.2012).

A diversidade genética em populacfes naturais pode ser caracterizada por meio de
marcadores moleculares. Estes fornecem indices de diversidade, como a
heterozigosidade esperada (Hg), 0 niUmero médio de alelos observados (A), o nimero
efetivo de alelos (Ae) e a porcentagem de locos polimérficos. Estimativas de
diversidade genética sdo também bastante Uteis para a otimizacdo de estratégias de
amostragem (Hamrick e Godt 1996).

Estudos de diversidade e estrutura genética utilizando a amplificacdo heterdloga
de marcadores moleculares de microssatelites em outras especies foram realizados com
sucesso (Barbara et al. 2007a, 2009; Palma-Silva et al 2009; Cascante-Marin 2005;
Paggi et al. 2015).

Por fim, o conhecimento da diversidade genética é fundamental em programas de
conservacao, sendo a sua preservagdo extremamente importante para a manutencdo do
potencial evolutivo e necessaria para as populacbes se adaptarem as alteracdes no

ambiente (Frankham et al. 2003).

1.5. Marcadores moleculares de Microssateélites

Microssatélites ou SSR (“Sequéncias Simples Repetidas™) sao sequéncias de 1 a 6
nucleotideos, repetidas lado a lado, as quais representam regides instaveis do genoma
que sofrem mutacBes a taxas mais elevadas do que as observadas nas sequéncias de
copia unica (Pinto et al. 2001). A instabilidade dos microssatélites resulta em
marcadores altamente polimérficos, multialélicos, que sdo extremamente Uteis em

estudos de genética de populacdes (Pinto et al. 2001).
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Os marcadores moleculares do tipo microssatélites sdo marcadores codominantes,
e espécie-especificos. Deste modo, estes marcadores podem ser utilizados para ajudar a
resolver problemas que variam desde a taxonomia, questdes relacionadas a
paternidade, a estrutura genética de populacdes, sistema de cruzamento, especializacdo
ecoldgica e capacidade de colonizagdo de populacdes (Parker et al. 1998; Boneh et al.
2003;Faleiro 2007).

Como os loci de microssatélites sdo espécie-especificos, € necessario isola-los
para cada espécie. Porém, a presenca de regides flanqueadoras conservadas permite a
amplificacdo desses loci em espécies proximas. O alto grau de polimorfismo observado
na espécie em que os locos foram descritos pode ocasionalmente ndo ser observado em
espécies relacionadas, especialmente quando aumenta a distancia evolutiva entre as
mesmas (Rubinsztein et al. 1995; Barbard et al. 2007b). No caso da familia
Bromeliaceae, para a qual existem relatos de ampla radiacdo adaptativa acarretando em
baixos niveis de divergéncia nas sequéncias de DNA, os marcadores sdo transferiveis
entre espécies da mesma subfamilia e até entre as subfamilias (Barbara et al. 2007a,
2009; Palma-Silva et al. 2007; Paggi et al. 2008; Wohrmann e Weising 2011,
Wohrmann et al. 2012; Zanella et al. 2012; Goetze et al. 2013; Neri et al. 2015;
Wohrmann et al. 2016).

Os marcadores genético-moleculares permitem gerar grande quantidade de
informacGes sobre a identidade genética, a diversidade, a frequéncia génica e 0s
relacionamentos filogenéticos dos recursos genéticos de determinado germoplasma.
Tais informacbGes sdo muito Uteis nas diferentes estratégias de conservacdo dos
recursos genéticos como a ex situ, com a introducdo de germoplasma em banco de
sementes, ou in situ, com a implantacdo de areas de prote¢do. Em cada estratégia, 0s

marcadores moleculares podem auxiliar nas diferentes etapas, como a coleta,
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manutencgdo, caracterizacdo, manejo, ampliacdo e uso dos recursos genéticos (Faleiro
2007).

Informagdes sobre a variabilidade genética dentro e entre populagdes, assim como
0 conhecimento do germoplasma existente de uma determinada espécie, sdo
importantes, pois podem servir como base para a utilizagéo e conservagdo dos recursos
genéticos disponiveis (Handa 1998). Além disso, a caracteriza¢do de germoplasma tem
papel fundamental para o futuro melhoramento das espécies (Zanella 2009).

A amplificagdo heter6loga de loci de microssatélites € uma 6tima ferramenta para
a pesquisa em populacGes naturais de espécies de bromélias nativas, podendo ser usada
em diferentes areas do conhecimento como: genetica populacional (diversidade
genética e estrutural) e o fluxo génico, os quais sdo dados importantes para produzir

um diagnostico de viabilidade de populacdes e sua conservagéo.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Devido a escassez de conhecimentos sobre aspectos genéticos e biolégicos da
flora de bancadas lateriticas e da familia Bromeliaceae, tais como o estudo da estrutura
genética, isolamento por distancia e fluxo génico, o presente trabalho tem como
objetivo geral contribuir com informacgdes acerca da diversidade e estrutura genética
de populacbGes naturais de Dyckia leptostachya, as quais sdo importantes para o

estabelecimento de estratégias de manejo e conservacdo da espécie.

2.2. Objetivos especificos

e ldentificar populagdes naturais nas regidoes de bancadas lateriticas no Macico
do Urucum-MS;

e Descrever a variabilidade genética e estimara estrutura genética dentro e entre
populacdes de Dyckia leptostachya;

e Avaliar o fluxo génico entre populacdes isoladas nas diferentes bancadas

lateriticas;
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Resumo

Os estudos que envolvem a diversidade genética de plantas sdo fundamentais no
estabelecimento de estratégias de conservacdo, pois podem estimar o potencial
adaptativo das populagdes. O presente estudo descreveu os padrdes de estrutura e
diversidade genética populacional e fluxo génico para Dyckia leptostachya, que ocorre
em bancadas lateritica do Mato Grosso do Sul, Brasil. Para as analises genéticas foram
utilizados seis locos heter6logos de microssatélites nucleares. As cinco populacées de
D. leptostachya apresentaram altos indices de diversidade genética (Ho= 0,530 e He=
0,862), estruturacdo genética moderada (Fst= 0,073), assim como numero de
migrantes efetivos variando de 1,877 a 6,835 individuos por geracdo. As populacdes
apresentaram desvios significativos do Equilibrio de Hardy-Weinberg, com coeficiente
de endocruzamento médio de 0,390. A maior riqueza alélica foi de 8,35 alelos para a
populacdo do Parque Natural Municipal de Piraputangas I. Foi observada grande
variacao genética (96,64%) dentro das populacdes. Baixos a moderados niveis de
diferenciacé@o genética entre populacdes foram encontrados com comparacGes de
Fsrpar a par, variando de 0,034 a 0,101. Analises bayesianas revelaram que D.
leptostachya é composta por apenas dois grupos genéticos. O nimero de migrantes por
geracdo foi alto (> 1), 0 que mantém a coesdo das popula¢des com alto fluxo génico. A
alogamia associada a reproducéo vegetativa pode ser responsavel pelos altos niveis de
diversidade genética encontrados para a espécie. Nossos resultados demonstram a
importancia de unidades de conservacgdo para a preservacao de espécies, bem como,
que diferentes populacfes sdo necessarias para a manutencdo de uma espécie como
uma unidade evolutiva.

Palavras-chave: Brasil Central, Bromeliaceae, Diversidade genética, microssatélites,

Pantanal, Pitcairnioideae.
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Abstract

Population genetic structure of the ironstone outcrop bromeliad, Dyckia
leptostachya: high gene flow among populations and conservation implications.
Studies that involve the genetic diversity of plants are fundamental in the establishment
of conservation strategies, since they can estimate the adaptive potential of the
populations. The present study described the patterns of population genetic structure,
genetic diversity, and gene flow in Dyckia leptostachya, which occurs in ironstone
outcrops in Mato Grosso do Sul state, Brazil. Six heterologous nuclear microsatellite
loci were used for genetic analyses. The five populations of D. leptostachya presented
high rates of genetic diversity (Ho= 0.530 and Hg= 0.862), moderate genetic
structuring (Fst= 0.073), as well as the number of effective migrants varying between
1.877 and 6.835 individuals per generation. The populations showed significant
deviations from the Hardy-Weinberg equilibrium, with an inbreeding coefficient of
0.390. The highest allelic richness was 8.35 alleles for the population of the Municipal
Natural Park of Piraputangas I. A great genetic variation (96.64%) was observed
within populations. Low to moderate levels of genetic differentiation between
populations were found with pairwise Fst comparisons, ranging from 0.034 to 0.101.
Bayesian analyses revealed that D. leptostachya is composed of only two genetic
groups. The number of effective migrants per generation was high, which maintains
the cohesion of populations with high gene flow. The alogamy associated with
vegetative reproduction may be responsible for the high levels of genetic diversity
found for the species. Our results demonstrated the significance of conservation units
for species preservation, as well as, that different populations are necessary for the
maintenance of a species as an evolutionary unit. Keywords: Bromeliaceae, Central

Brazil, Genetic diversity, microsatellites, Pantanal, Pitcairnioideae.
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Introducéo

A familia Neotropical Bromeliaceae Juss. exibe notavel variabilidade em termos
de morfologia, fisiologia, habito, habitat e interacdo planta-animal, na qual, a selecéo
de fontes de captacdo de &gua e nutrientes, aparentemente, tem exercido um importante
impulso para a evolugéo na familia (Cruz 2013). Devido a ampla variedade de
caracteristicas adaptativas, Bromeliaceae possui espécies distribuidas em grande parte
dos ecossistemas americanos, principalmente nas florestas tropicais, campos rupestres
e savanas, a excecao de uma Unica espécie que ocorre no continente Africano (Smith e
Downs 1974; Porembski e Barthlott 2000).

Em vista da importancia ecologica, econdmica e cultural de Bromeliaceae, estudos
sobre genética populacional tém buscado entender 0s processos historicos que levaram
aos atuais padrdes de variabilidade genética e tém sido fundamentais para inferir
estratégias de conservacgdo, principalmente na Mata Atlantica, o centro de diversidade
das bromélias no Brasil (Alves et al. 2004; Barbara et al. 2007, 2009; Palma-Silva et
al. 2007, 2009; Hmeljevski et al. 2011; Zanella et al.2011, 2012;Goetze et al. 2013;
Goetze et al. 2015).Embora a Mata Atlantica apresente a maior biodiversidade de
Bromeliaceae no Brasil (Leme e Marigo 1993), outros ecossistemas como 0s
inselbergs ou cangas apresentam grande biodiversidade e alta taxa de endemismo de
bromélias(Wanderley e Martinelli 1987);contudo, poucos trabalhos de genética
populacional foram conduzidos nestas formacdes rochosas e vegetacionais especificas
(Cavallari et al. 2006; Palma-Silva et al. 2011; Lavor et al. 2014; Gongalves-Oliveira
et al. 2017), as quais vem sofrendo pela acdo antropica destrutiva de seu habitat.

O género Dyckia Schult. &Schult. f. € composto por aproximadamente 160

espécies e pertence a subfamilia Pitcairnioideae (Smith e Downs 1974),tendo o
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Cerrado como seu centro de diversidade (Versieux e Wendt 2007;Krapp et al. 2014).
Dyckia ¢é formado por plantas perenes, de habito terrestre ou saxicola(Smith e Downs
1974), nas quais ndo se observa a formacdo de um tanque para o acimulo de agua
(particularidade observada na maioria das espécies de Bromeliaceae), caracteristica
essa que possibilitou ao género sobreviver em ambientes xeromdrficos (Crayn et al.
2004).

As espécies de Dyckia, em sua maioria, estdo concentradas em Campos Rupestres,
apresentando um alto grau de endemismo. Estes ambientes sdo historicamente sujeitos
a exploracgdo antrdpica, principalmente por desmatamentos, extrativismo e mineracéo,
causando a diminuicdo do habitat natural (Silva e Andrade 2005; Versieux et al. 2008).

O processo de fragmentacdo e modificacdo dos habitats naturais causam a eroséo
genética, fato preocupante, pois a perda de variabilidade influencia diretamente na
adaptacdo dos individuos e na viabilidade em curto prazo das populacées
remanescentes (Frankham 2005). Portanto, a pesquisa sobre a diversidade genética da
populacdo é essencial para fornecer informacdes sobre o risco de extin¢do de espéecies
e para inferir estratégias de conservacéo efetivas (Frankham et al. 2004; Andreou et al.
2011).

Buscando suprir a caréncia de conhecimento cientifico sobre aspectos genéticos e
biologicos da flora de bancadas lateriticas, afloramentos rochosos também conhecidos
como cangas, e da familia Bromeliaceae, o presente trabalho teve como objetivo geral
contribuir com informac6es acerca da diversidade e estrutura genética de populacdes
naturais de Dyckia leptostachya Baker, as quais sdo importantes para o
estabelecimento de estratégias de manejo e conservagdo da espécie. Nossos objetivos
especificos foram: (1) descrever a variabilidade genética e estimar a estrutura genética

dentro e entre populacdes de Dyckia leptostachya nas regides de bancadas lateriticas
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no Macigo do Urucum-MS; e (2) avaliar o fluxo génico entre populagdes isoladas nas

diferentes bancadas lateriticas.

Material e métodos

Espécie e area de estudo

Dyckia leptostachya Baker € uma espécie de distribuicdo ampla, ocorrendo no
sudeste da Bolivia, nordeste da Argentina, Paraguai, nos estados de Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e na regido sul do Brasil (Smith e Downs 1974;
Reitz 1983). E uma erva perene, terrestre, que atinge cerca de 1,0 a 1,5 m com o
escapo floral. O periodo de floragdo ocorre de abril a maio e de outubro a dezembro,
com inflorescéncias simples e flores vermelho-alaranjadas (Smith e Downs 1974), os
frutos sdo deiscentes e aparecem entre dezembro e fevereiro (Pott e Pott 1994; Fig. 1).
No Mato Grosso do Sul, D. leptostachya é encontrada no Planalto Residual do
Urucum, localizado nas cidades de Corumba e Ladario, Mato Grosso do Sul (MS), o
qual se caracteriza pela mata semidecidua dos morros e pela vegetacdo de bancadas
lateriticas, além de matas de galeria associadas aos cursos d’agua dos morros Rabicho
e Urucum (Takahasi 2010).

As coletas foram realizadas no periodo de maio a junho de 2015 e junho de 2016,
em regides de bancadas lateriticas, nas Fazendas Sdo Sebastido do Caranda (19° 06’ S,
57° 31’ 0), Monjolinho (19° 16'S, 57° 31' O), Sdo Jodo (19° 10' S, 57° 32' 0), e
Parque Natural Municipal de Piraputangas | (19° 17' S, 57° 37' O) e Piraputangas Il
(19°16' S, 57° 37' O; Fig. 2). As caracteristicas ambientais dessa regido impdem as

plantas severas condi¢des de suprimento de agua devido a pequena profundidade do
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substrato, que por sua vez, condiciona temperaturas elevadas e rapida evaporagao

(Prado e Gibbs 1993).

Amostragem populacional e extracdo de DNA

Um total de 150 individuos de D.leptostachya foi amostrado em cinco populactes

distribuidas em regibes de bancadas lateriticas, ao longo do Maci¢o do Urucum,
Corumba-MS. Foram coletados 30 individuos de cada populagdo. As populagdes
encontram-se distantes cerca de 10 km uma da outra. Uma folha jovem de cada
individuo foi coletada, as quais foram armazenadas em silica gel até 0 momento da
extracdo de DNA.

Para evitar a amostragem de clones, os individuos de D. leptostachya foram
coletados com no minimo 10 m de distancia entre si. O DNA gendmico foi extraido
segundo protocolo de Doyle e Dickson (1987). As extracdes de DNA foram
quantificadas em gel de agarose 1%, corados com Syber Green (Invitrogen), em

comparagdo com marcador de peso molecular DNA fago A.

Marcadores moleculares e genotipagem

Apos quantificacdo dos DNAs foram selecionadas as melhores amostras para

realizar as PCRs, nesse caso, as analises utilizando SSRs nuclear foram realizadas com

96 individuos, amostrados nas cinco populac6es de Dyckia leptostachya das bancadas

lateriticas de Corumba-MS, sendo 14 individuos coletados nas fazendas So Jodo e
Monjolinho, 19 individuos coletados na fazenda Caranda, 25 individuos no Parque
Municipal do Piraputangas | e 24 individuos coletados no Parque Municipal do

Piraputangas 1.
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Foram testados 19 marcadores moleculares nucleares do tipo microssatélites
descritos para diferentes espécies de bromélias (Zanella et al. 2012; Wéhrmann et al.
2012; Goetze et al. 2013; Wohrmann et al. 2011; Tabela 1). Apos os testes, seis
marcadores apresentaram um padrao polimoérfico de amplificacdo: Acom 71.3 e
Acom_119.1 (Ananas comosus, Bromelioideae — W6hrmann e Weising 2011);
Acll(Aechmea caudata, Bromelioideae — Goetze et al. 2013); Dd1 (Dyckia distachya,
Pitcairnioideae, ndo publicado); Dd10 e Dd20 (Dyckia distachya, Pitcairnioideae —
Zanella et al. 2012).

As amplificacdes por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas em
volume de 10 pL contendo: 10 ng de DNA, 1X de tampao da enzima, 2,0 mM de
MgCI2, 0,2 mM de dNTPmix, 1 pmol de iniciador direto, 4 pmol de iniciador reverso,
0,4 pmol de iniciador M13 (Schuelke, 2000) marcado com diferentes fluorescéncias
(6-FAM, VIC, NED ou PET), e 0,5 U de Tag DNA polimerase (Go Tag, Promega). As
reacOes foram amplificadas em termocicladorVeriti 96-pocos (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) utilizando um programa de ciclos do tipo “touchdown” com as
condicdes de amplificagdo conforme descrito por Palma-Silva et al. (2007). Os
produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 1% corado com
SyberGreen, sob corrente elétrica continua de 80 mA em tampao TBE 1X. O tamanho
dos fragmentos (bandas) foi estimado em comparac¢do com um marcador de peso
molecular DNA ladder de 100pb. Os géis foram interpretados quanto a presenca (+) e
auséncia (-) de bandas, ou bandas fracas (w). Os fragmentos amplificados com a
fluorescéncia foram genotipados em sequenciador automatico (ABI 3700
AppliedBiosystems) pela empresa Macrogen, e comparados com padrédo de tamanho
molecular L1Z 500 (AppliedBiosystems) usando o programa GeneMarker versdo

Demo 1.97 (SoftGenetics).
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Anélise de dados
Diversidade genética

Para as analises de diversidade genética foram estimados: o nimero de alelos por
locos; o nimero de alelos privados (AP); a riqueza alélica (RS); a heterozigosidade
observada (Ho); a heterozigosidade esperada (Hg); o Fir — coeficiente total de
endogamia; o Fs— coeficiente de endocruzamento e o Fsr — indice de fixa¢do. Todos
estes parametros foram estimados com os programas MSA (DieringereSchlotterer
2003) e FSTAT 1.2 (Goudet 1995). Cada loco foi testado para desvios do Equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) usando o programa FSTAT 1.2 (Goudet 1995). Para estimar

os alelos nulos foi utilizado o programa MicroChecker 2.2.3 (Oosterhout et al. 2004).

Estrutura genética

Para a analise da estrutura genética das populacdes foi utilizada a estatistica F para
estimar a diversidade genética dentro e entre as populacdes e inferir o grau de
subdivisdo das mesmas usando o software Arlequin 3.5 (Excoffier e Lischer 2010). Foi
realizada a analise de variancia molecular (AMOVA) para identificar os padrdes de
estruturacdo geneética no programa Arlequin 3.5. Também foi realizada uma analise
Bayesiana para estimar o nimero de grupos genéticos (K) com o programa Structure
2.3.2 (Pritchard et al. 2000). A proporc¢éo de associa¢do em cada agrupamento foi
calculada sem considerar as localidades amostradas. A analise foi realizada sob o
modelo de mistura, assumindo frequéncias alélicas independentes e utilizando um
periodo de “burn-in” de 50.000, e corridas de 300.000 comprimentos e 10 interacfes
para cada K, que variou de um a sete, para confirmar a estabilizacdo das estatisticas

(Pritchard et al. 2000). Para determinar o nimero de grupos genéticos utilizou-se o
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critério proposto por Evanno et al. (2005), utilizando o programa Structur e Harvester
v0.6.93 (Earl e VonHold 2012). A diferenciagdo genética foi avaliada usando
estimativas de Fst(Weir e Cockerham 1984) e calculada no GenAlex 6.5.01 (Peakall e
Smouse 2012). A andlise de estruturacdo genética (FST) par a par entre as populacdes
foi realizada no GenAlex 6.5.01 (Peakall e Smouse 2012). O numero efetivo de
migrantes (Nem) entre as populacdes foi calculado com base na teoria coalescente

usando a inferéncia Bayesiana com 0 MIGRATE v3.2.1 (Beerli e Felsenstein 1999).

Resultados

Amplificagéo heterologa de locos de microssatélite nucleares

Dos 19 locos testados descritos para a familia Bromeliaceae, 10 amplificaram em
Dyckia leptostachya (Tabela 1). Porém, quatro deles amplificaram em poucos
individuos, apesar das varias tentativas de otimizacdo de protocolos realizadas (dados
ndo mostrados). Desta maneira, apenas seis locos foram utilizados para as analises de
diversidade e estrutura genética de populacdes.

Considerando os seis locos analisados, foram observados em média 22 alelos por
loco e um total de 134 alelos, variando de 17 a 34 alelos por loco (Tabela 2). As
heterozigosidades observada (Ho) e esperada (Hg) por loco variaram de 0,164 a 0,761
e 0,819 a 0,891, respectivamente. Em média, Ho e He apresentaram valores de 0,530 e
0,862, respectivamente. O coeficiente total de endogamia (Ft) variou de 0,196 a
0,848, com valor médio de 0,437, e o indice de fixacdo (Fst) variou de 0,022 a 0,128,
com valor médio de 0,071. Em média, o coeficiente de endocruzamento (Fis) foi de

0,390, e variou de 0,167 a 0,845. Todos os locos apresentaram desvios significativos
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do HWE (P<0,05; Tabela 2). Foi observado a presenca de alelos nulos em dois

marcadores, Acom 71 e Acom_119.

Diversidade genética

As cinco populagdes de D. leptostachya apresentaram altos indices de diversidade
genética (Tabela 3). A populacdo do Parque Natural Municipal do Piraputangas | (PPI)
apresentou o maior nimero de alelos (71), enquanto que a populagdo com menor
namero de alelos (42) foi a da Fazenda S&o Jodo (SJ). A populacdo do PPl também
apresentou o maior nimero de alelos privados (8 alelos), seguido das popula¢bes
Fazenda Monjolinho (MO) que apresentou 4 alelos privados, Fazenda Caranda (CA)
com 3 alelos privados, e as popula¢es Fazenda S&o Jodo (SJ) e do Parque Municipal
do Piraputangas Il (PPI1I) ndo apresentaram alelos privados. Os resultados obtidos
também mostraram um alto valor de riqueza alélica nas cinco populacdes de D.
leptostachya,variando de 6,42 a 8,35, sendo que PPI e PPII apresentaram a maior
riqueza alélica entre as populagdes 8,35 e 7,35, respectivamente (Tabela 3).0s valores
de heterozigosidade observada variaram de 0,442 a 0,665 em MO e SJ,
respectivamente, e de heterozigosidade esperada de 0,843 a 0,897 em MO e PPI,
respectivamente. O coeficiente de endocruzamento apresentou valores altos e

significativos para todas as populagdes.

Estrutura genética
A andlise bayesiana do STRUCTURE identificou dois agrupamentos genéticos

(K=2; Fig.3 e 4).0 grupo genético 1 predominou nas populacdes das fazendas CA e
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SJ, e 0 grupo genético 2 predominou nas populagcdes MO e PPI. A populagéo PPII
apresentou 0 maior grau de mistura genética entre os dois grupos (Fig. 5).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) das populacdes de D. leptostachya
mostrou que a maior proporc¢do da variacdo genética ocorre devido a diferencas dentro
das populac6es (91,62%), e a menor entre populacdes (8,37%; Tabela 4). A
diferenciacdo genética entre as popula¢des foi moderada (Wright 1978), com
Fsr=0,073(P< 0,001; Tabela 4). Na analise de estruturacdo genética par a par,
encontramos evidéncias de estruturacdo em todas as populagdes, com excecdo da
comparacdo entre as populacGes Caranda e S&o Jodo que apresentaram o menor valor
de estruturacdo 0,034. O maior valor de estruturacdo ocorreu entre as populaces S&o
Jodo e Monjolinho 0,101 (Tabela 5). O nimero de migrantes entre as populacées
variou de 1,43 da populagdo CA paraa PPI, e 6,83 da populacédo PPI para PPII (Fig.

).

Discussao

Diversidade genética

Dyckia leptostachya apresentou sucesso de amplificacdo heterdéloga em 10 loci,
porém devido a dificuldade de amplificacdo em todos os individuos, apenas 6 loci
foram utilizados para inferir os padrdes de diversidade genética. Apesar de utilizar
apenas 6 loci, D. leptostachya apresentou a maior taxa de sucesso de amplificacéo,
quando comparado com o encontrado na literatura para espécies de bromélias (Barbara
et al. 2007; Palma-Silva et al. 2007; Paggi et al. 2008). Palma-Silva et al. (2009), em

trabalho realizado com Vriesea gigantea utilizaram sete marcadores heter6logos em
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seu estudo. Barbara et al. (2009), em estudos realizado com quatro espécies do género
Alcantarea utilizaram seis marcadores desenvolvidos para outras espéecies. Ja em
estudo conduzidos com Aechmea winkleri foram utilizados somente trés marcadores

heter6logos (Goetze et al. 2015).

Dyckia leptostachya apresentou altos indices de diversidade genética em todas as
populacgdes estudadas. A heterogosidade observada variou de 0,442 a 0,665, valores
préximos aos observados para outras espécies de bromélias, como Aechmea
caudata(Ho= 0,467; Goetze et al. 2013), V.gigantea(Ho= 0,424; Palma-Silva et al.
2009) e Alcanta rearegina (Ho= 0,485; Barbara et al. 2009), e maiores que 0s
observados para A.geniculata(Ho= 0,357; Barbara et al. 2007),A.imperialis(Ho= 0,362;
Barbara et al. 2007), A. glaziouana(Ho= 0,299; Barbara et al. 2009), e Bromelia
antiacantha(Ho= 0,335; Zanella et al. 2011).

Dyckia leptostachya exibiu um excesso de genotipos homozigotos em todas as
populacdes avaliadas, similar aos relatados anteriores para outras espécies de bromélias
que utilizaram marcadores microssatélites nucleares (Cascante-Marinet al. 2005;
Barbaraet al. 2007; Palma-Silva et al. 2009). O alto coeficiente de endocruzamento
observado indicando um excesso de homozigotos pode ser atribuido ao fato da espécie
apresentar reproducéo clonal (observacao pessoal), o que facilita a manutencéo dos
“genets” e da variabilidade encontrada, como sugerido em outros estudos (Murawski e
Hamrick 1990; Sarthou et al. 2001).

A propagacao clonal pode ser extremamente importante para espécies que, como
D. leptostachya ocorrem em ambientes com condi¢fes adversas (rocha exposta e
periodo de seca e cheia) tanto para a formacéo como para a manutencao de suas
populacdes. Além disso, pode ajudar a diminuir a perda da diversidade genética dentro

das populac6es (Rogalski et al. 2009; Loh et al. 2015),uma vez que a reproducao clonal
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é reconhecida por aumentar o tempo de geracdo, promovendo a sobreposi¢cdo de muitas
geragdes (Orive 1993; Young et al. 1996; Loh et al. 2015). Em um estudo realizado
com Aechmea tuitensis, Izquierdo e Pinero(2000) concluiram que a reproducdo clonal
preserva 0s genotipos, contrariando o efeito da deriva genética nesta espécie.

A populacdo do Parque Municipal do Piraputangas | apresentou o maior indice de
diversidade genética entre as populacGes, assim como o maior nimero de alelos
privados e indice de riqueza alélica, demonstrando a importancia que as unidades de
conservacao tém na permanéncia das espécies a longo prazo.A diversidade genética é
um dos fatores-chave sobre o0s quais a selecdo natural ira atuar, permitindo a adaptacédo
e evolucdo das espécies frente as mudancgas ambientais (Frankham et al. 2002; Goetze
et al. 2015). Assim, para que as populac6es de Dyckia leptostachya permanecam a
longo prazo, os niveis atuais de diversidade genética devem ser mantidos e os fatores
que podem levar a endogamia, como a fragmentacdo do habitat e a diminuicdo das

populacdes devido a atividades antrépicas, devem ser monitorados.

Estrutura genética

Os resultados dos indices de diferenciacdo genética e as comparagdes par a par do
Fstsugerem niveis moderados de diferenciacdo genética entre as populacdes de Dyckia
leptostachya. Este padrdo também foi confirmado pelo resultado da AMOVA, que
mostrou que apenas 8,37% da variabilidade genética se deve a diferencas entre as
populacdes. Segundo Fischer et al. (2000) espécies aldgamas, ao contrario das
autdgamas, tendem a apresentar altos indices de variabilidade genética e baixa
diferenciacdo genética entre as populagdes, 0 que parece ser consistente com 0s
resultados de D. leptostachya, a qual apresenta auto-incompatibilidade, e também,

apresenta reproducéo clonal (observagéo pessoal).
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A anélise bayesiana revelou que D. leptostachya é composta por dois grupos
genéticos misturados entre as cinco populagdes (Fig. 4). As populacdes Caranda e Sdo
Jodo apresentaram o mesmo perfil genético, corroborando com o resultado do Fst par a
par de 0,034, assim como a localizacdo geografica dessas popula¢des que se encontram
mais proximas entre si. Apesar das popula¢Ges do Piraputangas | e Monjolinho estarem
mais distantes geograficamente, elas também agruparam, porém apresentaram valores
consideraveis de Fsr=0,055. A populacdo do Parque Municipal do Piraputangas 11
apresentou 0 maior grau de mistura genética. D. leptostachya apresentou a maior
variacdo molecular dentro das populacées (91,62%). Em estudo com populactes de
Aechmea winkleri também foi observada a ocorréncia de alta porcentagem de variacéo
molecular dentro das populagdes (96,64%), e apesar das populacdes de A. winkleri ndo
estarem bem estruturadas, houve a formacao de dois grupos genéticos na analise
bayesiana (Goetze et al. 2015). Esses resultados apontam para niveis elevados de fluxo
de genes entre as populagdes, o que foi confirmado pelo alto Numero de migrantes por
geracdo de Dyckia leptostachya (Nem= 1,87-6,83), proximos ao encontrado em
Aechmea winkleri(Nem= 1,19-4,09; Goetze et al. 2015).

Os valores de Fsr de D. leptostachya variaram de 0,034 a 0,101,préximos aos
observados em A.geniculata (Fst= 0,111; Barbara et al. 2007), estando este resultado
relacionado a conectividade entre as populacGes e a sua distribui¢do geografica restrita.
Quando comparados com outras duas bromélias A.regina (Fsr= 0,195; Barbara et al.
2009) e B. antiacantha (Fst= 0,224; Zanella et al. 2011),D. leptostachya apresentou
indices de Fst moderados, porém maiores que 0s observados em A.winkleri que
variaram de 0,021 a 0,075 (Goetze et al. 2015).

Os resultados encontrados no presente estudo indicam haver uma conectividade

entre as populacBes, demonstrando que as morrarias em torno das bancadas lateriticas
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ndo estdo sendo uma barreira geografica para estas populac6es, apesar destas estarem
espacialmente separadas. Essa conectividade pode estar relacionada aos polinizadores
de D.leptostachya representados por beija-flores e borboletas (dados néo publicados),
assim como o modo de dispersdo de sementes, possivelmente hidrocorica (observacao
pessoal), pois apesar da distancia entre as populacGes estudadas, cerca de 5 a 10 km,
pode-se observar a ocorréncia de individuos isolados em toda a regido, o que pode ser
de grande valor para o fluxo génico entre as populagdes, contribuindo para a sua

conexao.

Conclustes

Nossos resultados mostraram que as populacdes de Dyckia leptostachya ainda
conservam altos niveis de diversidade genética, e possuem alto fluxo génico. O fato de
ser uma espécie auto-incompativel provavelmente contribui para a manutencéo dessa
diversidade. Os niveis moderados de estruturagdo genética permitem inferir que as
populacdes foram fundadas por individuos geneticamente diversos e que foram
capazes de manter a diversidade ao longo do tempo. A propagacéao vegetativa via
estoloes também pode ser responsavel pela manutencéo dos genotipos nas populagdes.
Apesar de D.leptostachya ter ampla distribuicdo, ja se encontra na lista de espécies
ameacadas de extin¢do no Rio Grande do Sul, na categoria vulneravel (Rio Grande do
Sul 2014), sendo que em Santa Catarina a espécie é considerada possivelmente extinta
(Consema 2014). Nas bancadas lateriticas do Mato Grosso do Sul, D. leptostachya
ainda apresenta consideravel diversidade genética, principalmente na unidade de
conservacdo do Parque Municipal de Piraputangas, populacdes | e 11, onde foram
encontrados os maiores indices de diversidade genética. Porém, o constante

extrativismo devido a atividades de pecuaria e queimadas, coloca em risco a
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permanéncia das populagdes que se encontram nas fazendas, indicando a necessidade
de esforcos de monitoramento e conservagédo dessas populagdes, principalmente para

possibilitar a manutencao do fluxo génico entre elas.
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Legendas das figuras

Fig. 1 Aspecto geral de Dyckia leptostachya com detalhes da inflorescéncia, fruto e
folhas.(A) Individuo adulto. (B) Detalhe do escapo floral com lanugem (setas) e flores
de coloragéo vermelho-alaranjadas.(C) Fruto deiscente.(D) Detalhe do escapo floral

saindo do meristema lateral da base foliar.

Fig. 2 Locais de coleta das populacGes de Dyckia leptostachya, na Regido do Planalto
Residual do Urucum, no municipio de Corumba, estado de Mato Grosso do Sul, Brasil.
CA: Carandd, SJ: Sao Jodo, PPI e PPII: Parque Natural Municipal de Piraputangas | e

Il e MO: Monjolinho.

Fig. 3 Magnitude de AK da analise da estrutura de K (média = SD mais de 10
repeticdes), calculado seguindo o método AK proposto por Evanno et al. (2005), para
Dyckia leptostachya utilizando dados de microssatélites. Os valores modal destas
distribuicdes indicam o verdadeiro K ou 0 mais alto nivel de estrutura dois grupos

genéticos.

Fig. 4 Proporcdes de mistura dos individuos de Dyckia leptostachya identificados pelo
programa Structure atraves de analise Bayesiana, demonstrando K = 2 grupos
genéticos, indicados em cores diferentes. (CA: Caranda, MO: Monjolinho, PPII e PPI:

Parque Natural Municipal de Piraputangas Il e I, SJ: Sdo Jodo).

Fig. 5 Numero efetivo de migrantes entre as populacdes. (A) e (B)numero efetivo de

imigrantes: as setas aumentam de espessura conforme o aumento dos valores de
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imigrantes. CA: Carandg, SJ: S&o Jodo, PPI e PPII: Parque Natural Municipal de

Piraputangas | e 11 e MO, Monjolinho.
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Tabela 1. Teste de amplificacdo de 19 locos heter6logos de microssatélites nucleares

para Dyckia leptostachya.

Espécie Locos de Tamanho Amplificacdo* Referéncias
microssatélite esperado
Ddo1 200-250 + N&o publicado
Ddo2 150-200 - N&o publicado
Dd03 202-212 - Zanella et al. 2012
Ddo4 227-257 - Zanella et al. 2012
Ddo05 200-230 - N&o publicado
Ddo06 170-220 - Né&o publicado
Dyckia distachya Ddo7 201-213 w Zanella et al. 2012
Dd08 192-232 - Zanella et al. 2012
Dd09 176-228 - Zanella et al. 2012
Dd10 248-254 + Zanella et al. 2012
Ddo11 240-250 - N&o publicado
Dd013 155-210 - N&o publicado
Dd20 200 + Zanella et al. 2012
Dyckia marnier- ng_Dy24 227-253 w Wohrmannet al. 2012
lapostollei
var.estevesii
Acll 198-208 + Goetze et al. 2013
Aechmea caudata  Ac25 170-180 w Goetze et al. 2013
Ac55 147-165 w Goetze et al. 2013
Acom_71.3 200 + Wohrmann et al. 2011
Ananas comosus
Acom_119.1 213 + Wohrmannet al. 2011

(+) amplificacdo bem sucedida com mais de uma banda visualizada; (-) amplificacdo sem éxito; (w)

amplificacdo fraca.
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Tabela 2.Caracterizagdo geneética e estimativas da estatistica F de Wright para seis

locos de microssatélites em cinco populagdes naturais de Dyckia leptostachya.

Locos A Ho He Fir Fst Fis
Dd1 25 0,564 0,819 0,412 0,128 0,326*
Dd20 34 0,503 0,891 0,449 0,083 0,401*
Acll 19 0,666 0,835 0,311 0,117 0,218*
Acom_71.3 19 0,522 0,869 0,409 0,041 0,381*
Dd10 20 0,761 0,875 0,196 0,036 0,167*
Acom_119.1 17 0,164 0,884 0,848 0,022 0,845*
Média 22 0,530 0,862 0,437 0,071 0,390

Abreviacdes: A=numero de alelos por loco; Ho=heterozigosidade observada;

He=heterozigosidade esperada; Fir=coeficiente total de endogamia; Fsr=indice de

fixacdo; Fis=coeficiente de endocruzamento.*Valores estatisticamente significativos

para P<0,05, indicando que as populacdes ndo estdo em Equilibrio de Hardy-

Weinberg.
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Tabela 3.Diversidade genética nuclear nas populactes de Dyckia leptostachya.

POpUlaQC)ES N A Ap Rs Ho He Fis
Caranda CA 19 54 3 7,33 0,443 0,858 0,491*
Monjolinho MO 14 48 4 7,15 0,442 0,843 0,489*

Piraputangas | PPI 25 71 8 8,35 0,474 0,897 0,476*
Piraputangasl| PPII 24 58 0 7,35 0,626 0,866 0,281*

Séo Jodo SJ 14 42 0 6,42 0,665 0,847 0,222*

Abreviacdes: N=tamanho amostral; A=ntmero de alelos; Ap=alelos privados;
Rs=riqueza alélica; Ho=heterozigosidade observada; He= heterozigosidade esperada;
Fis=coeficiente de endocruzamento.*Valores estatisticamente significativos para

P<0,05, indicando que as populagdes ndo estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabela 4. Andlise de variancia molecular (AMOVA) para Dyckia leptostachya.

Fonte de variacdo  g.I. Componentes Porcentagem Fsr Valor de

de Variacdo de Variagao P
Entre populacdes 4 0,23 8,37 0,073 <0,001
Dentro das populagdes 187 2,60 91,62 <0,001
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Tabela 5.Estimativa de Fst par a par entre populagGes de D. leptostachya (diagonal
inferior) e sua significancia (diagonal superior) com base em seis locos de
microssatélites. (CA: Caranda, MO: Monjolinho, PPII e PPI: Parque Natural Municipal

de Piraputangas Il e I, SJ: Sdo Jodo).

CA MO PPII PPI SJ
CA - 0,001 0,001 0,001 0,067
MO 0,094 - 0,001 0,001 0,001
PPII 0,056 0,080 - 0,001 0,006
PPI 0,054 0,055 0,052 - 0,001

SJ 0,034 0,101 0,039 0,062 -
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Fig. 2
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5. Consideragdes finais

Este trabalho descreve os padrdes de diversidade genética e estrutura genética de
populacbes de Dyckia leptostachya, localizadas em bancadas lateriticas no Planalto
Residual do Urucum, Corumba - Mato Grosso do Sul (MS). D. leptostachya é uma
espécie de ampla distribuicdo no Brasil, que ocorre em bancadas lateriticas, areas com
altos niveis de insolacdo, grande amplitude térmica e auséncia de solo, impondo
condi¢des ambientais severas a espécie. Este trabalho é um dos primeiros estudos
sobre aspectos genéticos e biologicos de uma espécie de Bromeliaceae de bancadas
lateriticas do Mato Grosso do Sul.

Para descrever a diversidade genética de Dyckia leptostachya,utilizou-se
marcadores de microssatélites nucleares que foram descritos para outras especies de
Bromeliaceae. Através das andlises genéticas, este estudo demonstrou que as
populacdes investigadas ainda conservam altos niveis de diversidade genética em
comparagdo com o0s encontrados em outras espécies de bromélias. Dyckia leptostachya
apresentou uma estruturacao populacional moderada, com baixa diferenciacdo genética
entre as populacbes e alto fluxo génico. O sistema de cruzamento alégamo esta
provavelmente mantendo a conectividade e a homogeneizacao entre as populacées.

A alta diversidade genética observada em D. leptostachya é importante para a
sobrevivéncia e manutencao das popula¢des naturais em longo prazo, porém ainda séo
necessarias estratégias de conservacdo para evitar o aumento da diferenciacdo genética
e conservar os altos indices de diversidade genética encontrados. As duas populactes
do Parque Municipal de Piraputangas sdo as Unicas populaces que se encontram em
area de Unidade de Conservacdo, e apresentaram os maiores indices de diversidade

genética, ressaltando a importancia da preservacdo de areas para manutencdo da
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biodiversidade local. Porém as trés populagdes que se encontram em fazendas séo
fundamentais para manter a variabilidade genética de todas as populacbes, e desta
maneira, contribuir com os altos indices de diversidade genética observados nas
populacdes do Parque, PPI e PPII.

Apesar dos altos indices de diversidade genética observados a fragmentagdo de
seu habitat, devido a atividades de pecuéria, queimadas, e também do constante
extrativismo, colocam em risco sua permanéncia no ambiente, uma vez que as
populacBes se encontram proximas a areas de mineracdo. Desta forma, os resultados
supracitados sdo importantes por fornecerem informagdes sobre a manutencdo da
variabilidade genetica de uma espécie representativa da fitofisionomia de bancadas
lateriticas da regido sul-mato-grossense e tambem por subsidiar o estabelecimento de

planos de manejo e conservacdo de D. leptostachya.
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6. Anexos

Servigo Publico Federal
Ministério da Educacao

>, Fundagéo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul ==

RESOLUCAO N° 13, DE 22 DE ABRIL DE 2014.

O COLEGIADO DE CURSO DO PROGRAMA DE POS-GRADUAQAO EM
BIOLOGIA VEGETAL do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, no uso de suas
atribuigdes, resolve:

Art. 1° - Estabelecer critérios para elaboracdo de dissertacdo de Mestrado em Biologia
Vegetal conforme seguem:

1.Capa contendo o0 nome da institui¢éo e do curso de p6s-graduagdo, nome do
aluno,titulo da dissertacdo, nome do orientador e do coorientador (se houver)
2.Contracapa contendo o nome da instituicdo e do curso de pos- graduacdo, nome do
aluno, titulo da dissertacdo e o seguinte texto: “Disserta¢do apresentada como um dos
requisitos para obtencdo do grau de Mestre em Biologia Vegetal junto ao Centro de
Ciéncias Biologicas e da Saude”

3. Dedicatdria (opcional)

4. Agradecimentos (obrigatdria a inclusdo das Agéncias de Fomento)

5. Resumo e palavras-chave (trés)

6. Abstract e keywords

7. Lista de Figuras e Tabelas (opcional)

8. Lista de Abreviaturas (opcional)

9. Sumério

10. Introducéo Geral (citacdes de acordo com a revista Brazilian Journal of Botany)
10.1 Objetivos Gerais e Especificos

10.2 Referéncias Bibliograficas (de acordo com a revista Brazilian Journal of Botany)
11. Artigo(s) em portugués ou inglés, segundo normas de periodico cientifico
indexado, escolhido pelo aluno e pelo orientador

12. Consideracdes Finais (opcional)

13. Anexos (opcional)

Aline Pedroso Lorenz Lemke,
Presidente.
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As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territrio nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se desti ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estdo sujeitas a i do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

A autorizagao nao eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: 1) do proprietario, ar ari iro ou morador quando as ativi

forem realizadas em area de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservagao federal cujo processo de regulanzag:éo fundiaria encontra-se em curso;

2 I1) da comunidade indigena envolvida, ouvido o érgao indigenista oficial, quando as allwdades de pesquisa forem executadas em terra mdlgena II) do Conselho de
Defesa Nacional, quando as atividades de pesq; forem das em area indisp avel a G i IV) da i quando as atividad

de pesquisa forem executadas sm aguas jurlsdmonals brasileiras; V) do Departamento Nacional da Produgdo Mineral, quando a pesquisa visar a exploragao de

depdsitos fossiliferos ou a ¢cd0 de espéci fosseis; VI) do 6rgao gestor da unidade de conservagao dual, distrital ou municipal, dentre outras.

O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

E necessario a obtengéo de anuéncias previ em outros ir legais, bem como de cor i do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera
realizada a atividade

Este documento nao abrange a coleta de vegetais hidrobios, (endo em vista que o Decreto-Lei n® 221/1967 e o Art. 36 da Lei n® 9.605/1998 estabelecem a

de 4o de izacao para coleta de veg 6bios para fins ci

A autorizagao para envio ao exterior de material biolégico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenca para importagao ou exportacao de flora e fauna - CITES e nao CITES).

Este documento nao é valido para: a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameacadas de extingao; b) recebimento ou envio
de material biolégico ao exterior; e c) i de isa em unidade de conservacdo federal ou em caverna.
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Es(e documento ndo dispensa o cumpnmenlo da legislacao que dlspoe sobre acesso a componente do patnrnomo genétlco i no territorio i , na
8 e nazona lusiva, ou ao ao ico, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccédo e desenvolvimento 6gico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Esse documento n&o eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: |) da comunidade indigena envolvida, ouvido o érgao indigenista oficial,
quando as atividades de isa forem das em terra indigena; Il) do Conselho de Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa forem d;
9 | area indisp avel a

em
a ional; I1l) da autoridade itima, quando as ativit de pesquisa forem das em aguas jurisdicionai ileiras; IV) do
Departamento Nacional da Produz;éo Mmeral quando a pesquisa visar a exploragdo de depésitos fossili ou a extracdo de espécimes fosseis; V) do 6rgao gestor
da unidade de conservagéo distrital ou municipal, dentre outra

Téaxons autorizados

# Nivel taxonémico Taxon(s)
1_| FAMILIA Bromeli

2 |REINO Plantae

Este documento (Comprovante de registro para coleta de material botanico, fingico e microbiolégico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa
n° 03/2014. Através do codigo de autenticagé@o abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio
da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Caodigo de autenticagao: 48344219 |“ ‘l‘llmml‘"l“ |||
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