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REsumoO

Bromeliaceae é a maior familia exclusivamente opatal de angiospermas com
mais de 3000 espéciedechmeaum dos maiores géneros da familia, possui cerca de
250 espécies distribuidas desde o México até aawrgentina. No Brasil, ocorre a
maior diversidade de espécies deste gémegohmea coelesti¥&. Koch) E. Morrené
encontrada na Floresta Atlantica da regido Sulde§e do Brasil, juntamente co
gracilis Lindm. e A. organensidVawra. Estes taxons se apresentam como um complexo
de espécies de dificil delimitacdo morfolégica. rargle variagdo morfologica, tanto
inter quanto intrapopulacional observada nestesngve a sobreposicdo de caracteres
entre eles, levantaram a hipotese que poderiaats tte um Unico tAxon com grande
polimorfismo. Dessa forma, os objetivos deste ests@lo: 1) descrever a variagdo
morfoldgica existente entre popula¢des das espéoieomplexo, por meio do estudo
de caracteres morfologicos; e 2) descrever a asrujenética das populacdes do
complexo Aechmea coelestispor meio de marcadores moleculares do tipo
microssatélites nucleares. As duas abordagens mmelementam, visando o melhor
embasamento na delimitacdo desses taxons. Foraminadas as exsicatas, incluindo
observacdo mais detalhadas de algumas caracesjstiemo tricomas, mucron apical
de sépalas e bracteas e morfologia das floresnFgalizadas medicées e comparacoes
com a diagnose e o material tipo, quando disponivelnalise genética foi feita com
sete marcadores moleculares microssatélites (SSRfilGrus aplicados ao nivel
populacional. Os resultados dessas analises rawelaita diversidade genética em
todas as populacbes analisadas (média =H0,703) e estrutura populacional
moderada/alta @ = 0,168) emAechmea coelesti©s altos indices de coeficiente de
endocruzamento (= 295) indicam que a espécie possui altos indieesrmflogamia
e/ou subdivisdo entre as populacdes. N&o existeéreias genéticas para a
consideracao de espécies distintas, ja que foiradde baixa diferenciacdo dos grupos
(5%). Aechmea coelestimpresenta amplo polimorfismo de caracteres flomis
vegetativos, o que levou o0s especialistas a caomsela trés espécies distintas.
Entretanto, com a revisdo taxonémica deste grupofioou-se que se trata de uma
Gnica espécie, sendo aqui propostos dois novosisile8 emA. coelestigA. gracilise
A. organensis Os dados morfolégicos e genéticos corroboranovm rconceito para

Aechmea coelestis.



ABSTRACT

Bromeliaceae is the largest exclusively neotroperagiosperm Family, with
over 3000 speciesAechmea,one of the largest genus in the family, comprises
approximately 250 species distributed from Mexioosbuth of Argentina. The major
diversity of species within the genus occurs inZdraAechmea coelest(¥&. Koch) E.
Morren is found in the South and Southeastern Baazirainforest, along withA.
gracilis Lindm. e A. organensidVawra. These taxa form a species complex of ditfic
morphological delimitation. The vast morphologicahriation, inter and intra-
population, observed in these taxa and the ctaragerlapping between them made
arise the possibility of only one taxa with greatymorphism. Therefore, the objectives
of this study are: 1) describe the morphologicalateon within the populations of this
complex, by morphological characters; and 2) dbscthe genetic structure of the
Aechmea coelesticsomplex populations, using nuclear microsatelliteolecular
markers. Both approaches are complementary, seelimgimproved basis for
delimitation of these taxa. Exsiccata were examimaduding detailed observation of a
few characters, such as tricome, sepal and bragtea mucron and the morphology of
flowers. They were also measured and comparedatgndsis and type material, when
available. Genetic analysis were made with sevehiloaus microsatellite molecular
markers (SSR) applied to population level. Resfithis analysis revealed high genetic
diversity (overall H = 0,703) and modarate/high populational strucfgeg = 0,168) in
all analyzed population ohechmea coelestigligh inbreeding coefficient (& 295)
indicates high endogamy levels and/or populatidrdsision within the species. There
are no genetic evidence to consider these as disfpecies once group differentiation is
low (5%). Aechmea coelestishows ample polymorphism of floral and vegetative
characters, which has made specialists, for a liong, consider three distinct species.
However, with the taxonomic review of this groupe texistence of only one species
has been confirmed, thus two new synonyms are peuzpdere forA. coelestis(A.
gracilis e A. organensis Morphological and genetic data corroborate tlesv .

coelestisspecies concept.
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FAMILIA BROMELIACEAE

Bromeliaceae possui 3.172 espécies, distribuida®&méneros (Luther 2008).
Estes nUmeros vém sendo constantemente alteraldssdescobertas de novos taxons e
mudancas taxon6micas e nomenclaturais continuanpeap®stas, em parte devido a
dificil delimitacdo genérica e especifica pela o&ocia de muitas homoplasias na
familia (Givnish 2004).

E a maior familia quase exclusivamente neotropieadngiospermas, estendendo-
se desde o sul da América do Norte, passando pel@riéa Central até chegar a
Patagonia (Argentina) na América do Sul. Apenas asgciePitcairnia feliciang é
referida para o continente africano (Smith & Dovil®y4, 1977, 1979; Wanderley &
Martins 2007), sendo provavel resultado de umaedssip a longa distancia (Givinish
al. 2004).

Os dois maiores centros de diversidade da fan@ibaosleste do Brasil e a regido
dos Tepuis na Venezuela. O Brasil detém um elevadoero de representantes da
familia, estimando-se que cerca de 70% dos géreri¥b6 das espécies ocorram no
Brasil, especialmente na regido Sudeste (Wand&rartins 2007).

Um conjunto de caracteristicas torna Bromeliaceaa damilia facilmente
reconhecivel, sendo morfologica e anatomicamesteth de outras monocotiledoneas.
Apresenta habito geralmente herbaceo, presencaadenas foliares multicelulares e
absorventes, estigmas espiral-conduplicados e mib#sico de cromossomos n = 25,
caracteristicas que também representam sinaposaidiagrupo (Brown & Gilmartin
1984, 1988, 1989).

A familia é caracterizada por apresentar plantasdeeas epifitas, rupicolas ou

terricolas, com caule geralmente curto ou, maammante, desenvolvido. As folhas sao



alternas, polisticas, em geral, formando rosethaifsha foliar é geralmente alargada,
com a superficie recoberta por tricomas espectiizaEssas estruturas tipicas da
familia sdo denominadas de escamas, desempenhapdotante papel ecoldgico e

fisiologico (Smith & Downs 1974, Rauh 1990, Benz&@0)

As folhas possuem margens inteiras, serrilhadas espinescentes. A
inflorescéncia é simples ou composta, terminalaberal, reunindo poucas a numerosas
flores dispostas em paniculas, racemos ou espi@gsenta forma variada como
capituliforme, cilindrica, piramidal. O escapo pa#e longo, curto ou ausente, portando
bracteas, em geral coloridas e vistosas. As flsé@e bissexuadas, raramente
funcionalmente unissexuadas, actinomorfas a zig@asortrimeras, hipoginas a
epiginas, geralmente subtendidas por uma bracséasai (Cronquist 1981, Dahlgren
al. 1985, Wanderley & Martins 2007).

Pelas caracteristicas muito peculiares apresent&8ilameliaceae foi incluida
por muito tempo como a unica familia da ordem Biates (Cronquist 1981;
Dahlgrenet al. 1985), sendo considerada atualmente, com basetedoe moleculares
e filogenéticos, na ordem Poales (APGIII, 2009).

Com base na biologia molecular, é considerada amdi& monofilética, mas a
classificacéo infrafamiliar permanece ainda naalte¢nte resolvida, principalmente
quanto ao relacionamento entre as subfamilias ercanscricdo de géneros em
Bromelioideae e Tillandsioideae (Smith & Till 199rown & Leme 2000; Horrest
al. 2000; Till 2000; Fariat al.2004; Barffuset al 2005).

E tradicionalmente dividida em trés subfamiliascdinioideae, Tillandsioideae
e Bromelioideae, distintas essencialmente pelahgbbsicdo do ovario e tipo de frutos
e sementes (Smith & Downs 1974; 1977; 1979). Odestladistico apresentado por

Givnishet al(2007) foi fundamentado nos resultados de segagendhF, analisando



varios taxons das trés subfamilias, corrobora quenBlioideae e Tillandsioideae sao
monofiléticas, enquanto que Pitcairnioideae amptesse parafilética. Os autores
propdem a criagdo de quatro novas subfamiliasta gasta.

Apesar dos estudos feitos nas ultimas décadasaackrccircunscricdo dos
grupos em Bromelioideae, ainda ndo ha conclusace sab suas relacbes. Diversas
mudancas taxon6micas foram realizadas, baseadascagatteres morfologicos,
especialmente no grupo formado pelo gérleechmeae proximamente relacionados.
Sendo assim, € essencial um tratamento taxondraiopleto em grupos criticos como
esse (Horrest al. 2000).

Caracteristicas morfoldgicas tem sido usadas palimitacdo de espécies ha
muito tempo, e por muitas vezes permitem a classifio de espécies (Duminil &
Michele, 2009). Porém, individuos da mesma esppoem apresentam variacdes
morfolégicas que podem ser fruto de uma adaptaméa (Scarano, 2002; Cavallero,
2008), sendo assim criadas duas espécies queeneftet variagbes destes individuos.
Em oposicdo, espécies de um mesmo género podenseafae similaridades
morfolégicas e serem agrupadas em uma mesma espoisar do fato de
representarem duas entidades taxondmicas diferéitesv, 2000; Chaet al, 2002;
Whittall et al, 2004). Desta maneira, nas Ultimas décadas o mude estudos de
delimitacdo de espécies que se utilizam de técnicadeculares aumentou
drasticamente (Duminil & Michele, 2009), sendo guea das metodologias propostas
para delimitagdo de espécies envolve o estudortige de populacdes, especialmente
com marcadores nucleares microssatélites (Shaffemdnson, 2007), criando-se assim

0 que podemos chamar de taxonomia integrativa §Petcl. 2010).



GENETICA DE POPULACOES EMBROMELIACEAE

O Brasil € o maior centro de diversidade de brams¢lbnde podemos encontrar
cerca de 50% das espécies conhecidas. Em espedéeteo brasileiro € um dos
principais centros de diversidade de Bromélias m @mimeros géneros endémicos
(Benzing 2000). Uma regido com alta riqueza deasp@ altos niveis de endemismo é
considerada um 6timo cenario para a especiagaspenibiliza um excelente sistema
modelo para o estudo de hipoteses sobre evoluc¢@ml@donento reprodutivo (Van der
Niet et al 2006; Wendt et al 2008). As broméliasnveendo estudadas por
pesquisadores interessados em microevolucao eiaspeaa regido Neotropical (e.g.
Sarthou et al 2001; Cavallari et al 2006; Barbardl 2007; 2008; 2009; Palma-Silva et
al 2009).

A atividade humana em areas naturais influenciifioente a estrutura genética
de populacbes de plantas, e uma de suas prinajjpaisequéncias € a perda de
variabilidade através de deriva genética e endaamemto resultantes da reducgdo
intensa no tamanho das populagcbes e extincdo denafgdelas, principalmente nos
casos de fragmentacdo do hébitat (Cozzolino ed@B;2Gonzélez-Astorga et al 2004;
Ribeiro et al 2005). Segundo Fay e Krauss (2008a gue a variabilidade genética de
populacdes naturais seja conservada, é precisotgaaacontinuidade dos processos
naturais responsaveis pela manutencdo dessa dagesigarantindo a interacdo das
espécies principalmente em &reas de contato, reis gade ocorrer hibridacdo e/ou
introgresséo. A identificacdo de diferentes popigaccomo pertencentes a uma uUnica
espécie pode mascarar a existéncia de diferentesgkens, com constituicdes genéticas
distintas, as vezes com diferentes origens, sendtm importante seu reconhecimento
para que medidas de conservacao da diversidadanpass implementadas (Squirrell

et al 2002).



FERRAMENTAS MOLECULARES MICROSSATELITES

Com o emprego de técnicas que se baseiam em cagyiparantre tamanhos de
enzimas ou fragmentos de DNA, pode-se obter a uedol necessaria para se
estabelecer relacdes de parentesco entre espkciegjens ou mesmo populacdes.
Dentre as técnicas que se baseiam em fragment@Née os marcadores do tipo
microssatélites tem sido a técnica mais informgbiaea processos evolutivos ocorridos
num periodo recente (Ferreira e Grattapaglia 1998)marcadores de microssatélites
sdo sequéncias constituidas de DNA repetitivo,odisys lado a lado, onde pequenos
motivos (1 a 6 pares de base) sao repetidos weEEs. Representam regides instaveis
do genoma, que estéo sujeitas a alteragcbes mudizssigeralmente adi¢cdes ou delegbes
de um numero integral de repeticbes, com taxa mmidds elevada do que taxas
observadas em sequencias de DNA nao repetitivangJar Lagoda 1996). Estao
distribuidos ao longo de sequéncias codificante@oecodificantes do DNA (Schlotterer
e Tautz 1992). Estas regifes repetitivas tém sdbntificadas nos genomas de
procariotos e eucariotos. Em eucariotos sdo ersmbwdr nos trés genomas: nucleo,
cloroplasto (Powell et al 1995) e mitocondria (®am@ et al 1999). Os marcadores
microssatélitesiuclearessao de natureza codominante e possuem herancalmaad
A grande vantagem na utilizacdo destes marcad@is associada ao fato de, na
maioria dos casos, representarem um unico locoab@requentemente multialélico,
devido principalmente a alta taxa de mutacéo gtes eésgides do genoma apresentam.
Assim, estes marcadores moleculares podem sezadiils para resolver questdes de
diferentes ordens: a paternidade, a estrutura igand¢ populacdes e as comparacoes
entre espécies proximamente relacionadas (McDoeaRbtts 1997). Além disso,

marcadores codominantes nucleares, como 0s mitébsss podem ser usados para



delimitacdo de espécies, mesmo em se tratando d®le&ms que apresentam

divergéncia recente, por meio de diferentes metapias (Marshalet al, 2006).

GENEROAECHMEA

O géneroAechmeaRuiz e Pav. possui cerca de 240 espécies, sendai@ m
género da subfamilia Bromelioideae. Suas espéwgtbdem-se desde o México até o
sul da Argentina. No Brasil, ocorre a maior diveasie de espécies deste género, que
esta dividido, segundo Smith & Downs (1979), eno aiitbgénerosAechmeaRuiz &
Pavon, Chevaliera (Gaudich. Ex. Beer) BakerLamprococcus (Beer) Baker,
Macrochordion (De Vriese) Baker,Ortgiesia (Regel) Mez, Platyaechmea(Baker)
Baker, Podaechmeavlez e Pothuava(Baker) Baker. Porém, ao longo da historia ja
foram propostas vérias classificacdes genéricadragenéricas parAechmeaBaker
1879, 1889; Mez 1892, 1896, 1934-35; Smith & KrE389, 1990)

As principais caracteristicas utilizadas para sapas subgéneros sdo: tipo da
inflorescéncia (simples ou composta), flores sésseipediceladas, simetria das sépalas
e morfologia dos apéndices petalinos. Estas caistitas ndo sdo muito consistentes,
dificultando a delimitacdo entre estes subgéneAdgumas vezes s&o observadas
espécies mal posicionadas no respectivo subgénermesmo no proprio género
Aechmea Algumas espécies também apresentam circunscrigidsgematicas como:
Aechmea coelesti@. Koch) E. Morren A. gracilisLindm. e A. organensisNawra,

pertencentes ao subgén@udgiesia(Wanderley & Martins 2007).



COMPLEXO AECHMEA COELESTIS

Durante os estudos realizados para a elaboracAmdagrafia de Bromeliaceae
na Flora do Estado de S&o Paulo (Wanderley & M=ar2007), verificou-se o
polimorfismo deste grupo de espécies, que aprasagtandes afinidades morfoldgicas,
com algumas caracteristicas comuns, tanto em celagéabito como em relacdo as
partes florais. As espécies florescem duas vezeanap com periodos sobrepostos:
Aechmea coelestifforesce em fevereiro e setemb#a, gracilis de maio a junho e de
agosto a novembro &. organensiem fevereiro e junho. Apresentam flores azuis ou
violeta, com sépalas providas de longo espinhoahpiklém destas caracteristicas,
partiiham também a mesma distribuicdo geogréfiemds queA. coelestise A.
organensisocorrem do Espirito Santo ao ParanA, gracilis se restringe a Sdo Paulo e
Parana. Apesar do padréo de inflorescéncia ajualaeparacdo das espécies, se observa
sobreposicdes de caracteristicas. Bechmea gracilis onde predomina o padrdo
simples, pode ocorrer inflorescéncia ramificadane A& organensis com padréo
predominante composto, a inflorescéncia também psmfeer reducdo de ramos,
apresentando-se algumas vezes simplesoelestiglestaca-se pelo porte maior e flores
com pétalas azuis mais claras, mas também foraen@mos individuos intermediarios
entre esta espécie & organensisAs trés espécies ocorrem como epifitas ou mais
raramente rupicolas ou terricolas em ambientegdtais, sendo quA. organensis
apresenta maior area de distribuicao.

Pela andlise de colecdes de herbario, estas es@@tenuito dificeis de serem
identificadas, tanto pela dificuldade de obsensgestruturas morfolégicas em material
seco (p.ex. forma do ovario), como pelo polimorfismas espécies deste grupo,

conforme j& discutido. Ha problemas também comc¢é&elaao material-tipo dessas
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espécies, sendo que oAechmea organensfei destruido e a descricdo Aecoelestis

foi baseada em material cultivado (Wanderley & har2007).
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OBJETIVOSGERAIS

Este estudo contribuird para o esclarecimento dblgmas de delimitacdo do
complexoAechmea coelestipertencente ao subgénéagiesia,por meio de analises
da estrutura e diversidade genética e da variadd#idmorfolégica de populagbes

naturais do complexo de espécies alvo deste estudo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
a. Compreender a variagcdo morfolégica existente eetrelentro das
populacdes do complex@echmeaoelestisBromeliaceae), por meio do
estudo de caracteres morfolégicos.
b. Descrever a estrutura e variabilidade genética pigsulacbes do
complexoAechmea coelestipor meio de marcadores moleculares do

tipo microssatélites nucleares.
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Capitulo I

Circurscricdo do complexo Aechmea coelestis
(K. Koch) E. Morren (Bromeliaceae)
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INTRODUCAO

Aechmeaé o0 maior género de Bromelioideae (Bromeliaceaeynindo
aproximadamente 250 espécies (Luther, 2008), séfd@obrasileiras (Forzzat al.,
2010). De acordo com Smith & Downs (1979) esta sidido em oito subgéneros:
AechmeaRuiz & Pavon,Chevaliera(Gaudich. ex. Beer) BakeltamprococcugBeer)
Baker, Macrochordion (De Vriese) Baker,Ortgiesia (Regel) Mez, Platyaechmea
(Baker) BakerPodaechmeavez e Pothuava(Baker) Baker. Apesar de ja terem sido
conduzidos diversos estudos morfolégicos e filoteng (Fariaet al.,2004; Schultest
al., 2009), o conceito genérico déechmeae de outros géneros afins ainda é
problematico. Conforme Sass & Specht (2010), mugérseros da familia, assim como
0s subgéneros déechmea,que sdo polifiléticos apresentam localizacdo gdimgra
disjunta, emergindo em clados que refletem proxahédgeografica e ndo similaridade
morfolégica. Dessa forma, algumas espécies do géAechmeasdo encontradas
emergindo em diferentes géneros, cdgiltbergia e Ananas,assim como espécies de
outros géneros, comQuesnelia arvensis Billbergia zebrina,emergem relacionadas
com espécies do subgéné@dgiesia(Sass & Specht, 2010).

A separacdo dos subgéneros é feita por meio detess pouco consistentes,
revelando certa artificialidade na taxonomia degdeero, cuja dificil circunscri¢cao
morfologica dos subgéneros é notoriamente recodhgmr diferentes autores (Wendt
1997, Farieet al. 2004, Wanderley & Martins 2007, Horresal 2007). As principais
caracteristicas usadas para delimitar os subgénexferem-se ao padrdo de
inflorescéncia simples ou composto, flores sésaegediceladas, simetria das sépalas e
morfologia dos apéndices petalinos. Estes caragtaqgesar de contribuirem para a

separacao destes subgéneros, e tambémAsthenea outros géneros afins, sdo muito
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variaveis na subfamilia e até mesmo dentro de ussma espécie (Shculte & Zizka,
2008). Este polimorfismo e a recorrente sobreposigé caracteres tornam as
classificagBes artificiais, com espécies de posaimento duvidoso no respectivo
grupo, como apontado por diversos estudos (fedra., 2004; Wanderley & Martins,
2007; Sass & Specht, 2010).

O subgénerdOrtgiesia segundo Luther (2008), reune cerca de 22 espécies
entretanto o nimero de espécies [@ntgiesiaé impreciso, considerando as constantes
mudancas de espécies de um subgénero para outrddedbmea conforme
posicionamentos taxondémicos adotados.

Ortgiesia caracteriza-se por apresentar inflorescéncia cetapmu simples, com
flores laxa ou densamente dispostas. As flores s&fseis, com sépalas conatas e
mucronadas, sendo o mucron tdo longo quando o lisl® da sépala e as pétalas
apresentam apéndices evidentes (Smith & Downs, )19XBjumas espécies do
subgénero apresentam afinidade morfoldgica e dififcunscricdo, como destacado por
Wanderley & Martins (2007). Esse subgénero aprasgistribuicdo predominante nas
florestas ombroéfila densa e ombroéfila mista dagdegSudeste e Sul do Brasil. Ocorre
também na Argentina e Uruguai nas regides limisrafam o Brasil.

Os principais caracteres usados na separacéo xtmsstdeste subgénero sdo o
padrédo da inflorescéncia (composta ou simples),pconento da flor, coloracdo das
pétalas, forma do ovario e comprimento do mucrosdela. Estes taxons podem ainda
compartilhar a mesma area de distribuicdo geograéco periodo de floragédo
(Wanderley & Martins, 2007).

Dentro deOrtgiesig € possivel reconhecer um grupo de espécies ezpae® por
Aechmea coelesti@. Koch) E. Morren A. gracilisLindm. e A. organensisNawra,

cuja variabilidade interespecifica torna pouco igecsua delimitacdo com base na
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morfologia. Esta dificil circunscricdo resulta enmolgemas quanto a identificacdo
destes taxons.

Com o objetivo de elucidar a delimitacdo destes té&ons, que no Brasil séo
amplamente distribuidas na Floresta Atlantica desdBudeste até o Sul, e cujas
identificacbes observadas nos herbarios sdo camgay, o0 presente trabalho propde,
por meio de analises das popula¢gfes no ambienteahatem colegdes-vivas, clarear 0s
limites entre as mesmas. Paralelamente, foi rehkliza estudo de genética de
populacdes com o referido grupo, sendo importamte @ correlacdo com dados

morfoldgicos analisados.
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METODOLOGIA

Para a realizacdo do presente trabalho foram exalmsnacervos dos seguintes
herbarios: SP, RB, ESA, UEC e UPCB. Foi analisadio to material identificado sob
Aechmea coelestig. organensi® A. gracilisalém de espécies afins. Foram efetuadas
medicbes e comparagfes com a diagnose de cadaees®sim como o material-tipo
observado em fotografiag\s exsicatas foram examinadas sob o0 estereomdgriusc
para observagao mais detalhada de outros carafiteees e vegetativos.

Além da ampla colecdo obtida durante a realizacdo ntbnografia de
Bromeliaceae para a Flora Fanerogamica do Esta&dad aulo, incluindo coletas nas
localidades tipicas das espécies estudadas, nolagdes foram obtidas durante o
desenvolvimento do presente trabalho, abrangendalidades selecionadas de
ocorréncia das espécies ( Tabela 1). Os espécmietados foram georreferenciados, as
exsicatas depositadas no Herbario SP e alguns éx@mpforam incorporados a

colecdo-viva do Bromeliario do Instituto de Botéande Séao Paulo.

No presente trabalho foi dada a continuidade dasdes neste complexo de
espécies, sendo realizada uma revisdo taxonOmiste dgupo. Para este estudo,
visando compreender a variabilidade morfologicatade®spécies, foi efetuada uma
extensa analise de colecbes de Herbario, estudgsopalacées no campo, abrangendo
a area de distribuicdo das respectivas espéciederitiou-se um grande numero de
individuos com caracteristicas intermediarias, s&mlo possivel reconhecer cada uma
das espécies com base no conceito anterior adpsadadentificacdo das espécies deste

complexo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O posicionamento duvidoso de algumas espécieSegbmeanos respectivos
subgéneros é discutido por diversos autores com has analises das caracteristicas
morfologicas, em geral amplamente polimoérficas, @@m dados moleculares (Wendt,
1997; Farieet al, 2004; Wanderley & Martins, 2007; Horretsal,, 2007; Schultet al.,
2009; Sass & Specht, 2010). O grande polimorfismdaibgico evidente emechmea
e a sobreposicdo de caracteres dificultam a taxi@anadm género, sendo evidente a
presenca de complexos de espécies.

Apesar do padréo de inflorescéncia ser um impartaatater para reconhecer
alguns subgéneros dechmeaemOrtgiesia por exemplo, 0 mesmo deve ser utilizado
com cautela para a separacdo de espécies. E comagurr@ncia de inflorescéncia
simples a composta, com disposicado densa a laxflaldlas na mesma espécie. Outro
carater, a presenca de apéndices petalinos, imporggara separar géneros em
Bromeliaceae, é também varidvel em um mesmo géigresar de este carater ser
referido como constante eAechmeaa forma e o tamanho destas estruturas podem ser
importantes na separacdo de algumas espécies.OHRgiesia, a caracteristica
morfolégica que mais chama a atencdo € a assintesidépalas, padrdo frequente no
género, assim como a presen¢ca de um longo mucrioal aas sépalas. Esse varia
amplamente de tamanho dbmtgiesia 0 que pode ser confirmado com os resultados
obtidos no presente trabalho.

As espécieiechmea coelestif\. organensie A. gracilis caracterizam-se pelo
habito epifitico, terrestre ou rupicola, pelas &sllcom margem forte a esparsamente
serreada, algumas vezes com a porcao basal irdermeeada e apice arredondado,

mucronado a mucronulado. A inflorescéncia variaddesimples a composta, com
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poucas a numerosas flores. As sépalas sdo mucsrasl@vario varia de subtrigono,
trigono, cilindrico ou clavado. As flores possuedpadas rosa-claras até vermelhas e
pétalas azul-claras até roxas. As principais caresticas utilizadas na delimitacéo sdo o
padrdo de inflorescéncia, a morfologia do ovarmomcdo das sépalas e pétalas e o
comprimento do mucron das sépalas.

Smith & Downs (1979) considerarafechmea organensistinta deA. gracilis
principalmente pelo tamanho da flor: 15-20mm pararganensie 20-25mm paré.
gracilis. E A. coelestiscom flores com cerca de 20mm, distintaAlegracilis e A.
organensispela inflorescéncia com indumento alvo-floculogwsgstente e com ramos
retos. Também considerou o padrdao de inflorescéseiado queA. coelestise A.
organensis apresentam inflorescéncia compostaAe gracilis podendo apresentar
inflorescéncia simples ou composta. Além das tsgg@es apresentarem pétalas azuis.

A dificil circunscricdo deAechmea coelestis, Aechmea grac#isAechmea
organensidoi também notada por Wanderley & Martins (2007)athtie a realizacdo da
monografia de Bromeliaceae para a Flora Fanerogadacstado de Sao Paulo.

Entretanto, apesar da verificacdo pelas autorasadecteristicas morfologicas
sobrepostas neste complexo e com proposta de sstadgplementares para elucidacéo
da taxonomia deste grupo de espécies, as trésiespérmam reconhecidas conforme
descricbes a seguir. Na tabela 2 sdo apresentadimdos compilados na realizacao da
presente revisao.

Aechmea coelestisom plantas de maior porte, folhas mais largas) margem
serrilhada a espinescente, inflorescéncia robpstaco a muito ramificada, flores 20-
26mm, com ovario e sépalas rosa-claras, ovariorigobb e placenta ocupando a
por¢cdo mediana do ovario. Com ocorréncia predorenam ambientes de costédo

rochoso e floresta ombrofila densa préxima aodltor
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Aechmea organensispm plantas de porte menor, folhas com margenitstg,
inflorescéncia geralmente ramificada na base, $l@&-29mm, com ovério e sépalas
vermelho-alaranjadas ou vermelhas, ovario subtdgerplacenta ocupando mais da
metade da extenséo do ovario. Ocorre em florestadita densa de encosta, planalto
e litoranea.

Aechmea graciliscom plantas com porte similar ao Aleorganensisfolhas com
margem esparsamente serrilhada, inflorescénciaopramnificada até simples, flores
11-21mm, com ovario e sépalas rosa-magenta a lasesscovario clavado e placenta
ocupando a por¢do mediana do ovéario. Com dist@ousgmelhante A organensis.

A sobreposicdo de caracteres nesse grupo de espéride o padrdo de
inflorescéncia pode variar de simples a composta@omprimento das flores e o
comprimento e largura das folhas em cada uma ¢egies, torna dificil a delimitacao
das mesmas.

Esta variabilidade pode ser vista examinando daviteas e material de herbario
que apresentam muitas variacdes morfolégicas @@ em destes tdxons, inclusive na
mesma populacdo, onde foi observada uma contineliidias caracteristicas destes
taxons, reforcando a necessidade de nova circgésgpoara o grupo.

Considerando os resultados de amplo estudo desvdojulacdes e de colecdes
de herbério, inclusive de materiais-tipo deste®réx observou-se que, apesar dos
mesmos serem Uteis para a delimitacdo genéricafr@gémérica, ha uma grande
plasticidade morfolégica entre os taxons estudadopresente trabalho, revelando-se
insuficientes para separacao das espécies estudadas

Verificou-se que as caracteristicas diagnosticdizadas na separacdo destes
taxons revelam que se trata de uma Unica espégas, medidas referentes as estruturas

florais, como comprimento de flor, sépalas e pétat@icron apical e comprimento do
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lobo da sépala apresentam um continuo ao longopdpsla¢cdes estudadas, nao
permitindo a manutencdo das trés espécies, sendopearposta a sinonimizagdo de
Aechmea gracili® Aechmea organens&an Aechema coelestiabrangendo entdo todo

0 espectro de variabilidade morfolégica presengimdividuos deste grupo.

Aechmea coelesti&. Koch) E. Morren, Fl. Serres Jard. Eur. 21: 514& 1875.
Hoplophytum coelesté. Koch, Append. Pl. Nov. Hort. Berol. 1856: 653
Aechmea organensig/awra, Oesterr. Bot. Z. 30: 116. 18&yn. nov.

Aechmea gracilisErro! Indicador ndo definido.Lindm., Kongl. Svenska
Vetensk. Akad. Handl. 24(830. 1891Syn. nov.

Epifita, rupicola ou terrestre, 29-79 cRosetainfundibuliforme.Folhas 17,5-123 cm;

bainha geralmente arroxeada a atro-purpurea, 3villug., oblonga a eliptica; lamina

1,5-9 cm larg., ligulada ou lanceolada, apice ameddo a agudo, mucronado, margem

esparsamente serrilhada a espinescente, espinfeylapresentes, castanho-escuros,

1,1-1,8 mm.Pedunculo da inflorescénciaverde a vinaceo, 22-65 cm, esparsamente
alvo-lanuginoso; bracteas verdes, réseas, averdeshau vinaceas, membranaceas, em
geral as basais mais curtas que os entrends gasasas imbricadas, pouco vistosas,

1,5-9 cm, estreito-triangulares a lanceoladasnerge lanuginosas, margem inteira, as

vezes as inferiores serrilhadas, apice mucronddfiorescéncia desde muito

ramificada até 1/3 da raque, com poucas ramificagaebase, mais raramente simples,
com flores densa ou laxamente dispostas, eret®, dn2 cilindrica, piramidal ou
ovoéide, alvo-lanuginosa (exceto as pétalas) a egtmlente; ramos com 1-10 flores,
geniculados, patentes a suberetos; bragigasarias verdes, réseas, avermelhadas ou
vinaceas, membranaceas, 1-8 cm, mais curtas alomgas que 0s ramos, estreito-

triangulares, 4pice atenuado, mucrond@tdcteasflorais verdes, réseas, avermelhadas
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ou vinaceas, membranaceas, 0,5-2 cm, estreitaztidares a ovais, envolvendo menos
de 1/2 do didametro do ovario, apice longo-acuminadmrgem inteira, apice
mucronado, livresFlores patentes, sésseis, polisticas, 11-32 mm; sépadasctaras,
rosa-magenta até vermelhas, assimétricas, 4-12imehaindo mucron com 0,8-7 mm,
conatas na base 0,5-4mm; pétalas azul-clarasaanxeadas ou roxas, alvas na base,
eretas, 7-20 mm, espatuladas, &pice retuso, cucukggEndices petalinos basais,
papilosos a curto-fimbriados ou ausentes; tuboimpigonspicuo; ovario clavado a
subtrigono, em secdo transversal subtrigonal aulairc évulos dispostos na parte
mediana do ovario até ao longo de quase toda as&dealo septo.

Aechmea coelestifoi primeiramente descrita em 1856 conoplophytum
coelestepor K. Koch. Foi entdo combinada étehenbergia coelestik. Koch) Baker
em 1871 e combinada novamente, em 1875, para oog@eehmeaO tipo designado é
a ilustracdo do material usado para descricdo, a fqu cultivado na Europa, e a
procedéncia do mesmo é duvidosa, sendo indicada Sateste do Brasil.

A obra de Smith & Downs (1979) apresenta duas dades para a espécie, sendo
elas Aechmea coelestigar. coelestise Aechmea coelestigar. albo-marginata. A
primeira corresponde asensu latuda espécie, sendo a segunda uma variedade com
folhas listradas de branco, especialmente na marQematerial-tipo desta variedade é
provindo de material cultivado de localizacdo daekeeida, assim como a distribuicdo
desse taxon também é desconhecida.

Aechmea organensfsi descrita por Wawra em 1880, tendo como loealedtipo
a Serra dos Orgdos, em Teresopolis, estado doeRlartkiro. Dessa localidade deriva o
seu epiteto especificmrganensis. O material-tipo desta espécie encontrava-se
depositado no herbéario de Berlim, que foi parcialteedestruido durante a Segunda

Guerra Mundial. Sendo assim, houve a lectotipificaga espécie, em 1979, por Smith
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& Downs na monografia de Bromelioideae para a Aieatropica. Uma ilustragéo de
Wawra datada de 1883 passou entéo a ser o tipoaganensis.

Aechmea gracilis,descrita em 1891 por Lindman, tem seu material-tipo
depositado no herbario de Estocolmo e fotografiested foram examinadas para o
presente trabalho. O material-tipo e seu isétipesgntam diferencas morfolégicas e
identificagcbes duvidosas, j& que este Ultimo aptasema planta com inflorescéncia de
2-3 ramos na base em comparagdo a uma infloreacémples do holétipo, porém
ambos foram posteriormente identificados codaechmeaorganensispor L.B. Smith
Ou seja, a dificuldade de identificacdo evidencigadabilidade morfologica destes
taxons e a circunscricdo problematica destas espé0 hol6tipo deA. gracilis foi
utilizado como base para a ilustracdo da espécimoregrafia de Bromelioideae da
Flora Neotropica, em 1979.

Além dos taxons incluidos neste complexAedhmea gracilis Aechmea
organensise A. coelestis Aechmea caudathindm. é uma espécie muito relacionada
morfologicamente, possuindo muitas caracteristrascomum. Quando examinados
em material seco, estes materiais podem ser cadhsidoorém as flores diferem em
coloracdo, apresentand@ caudataovéario e sépalas alaranjadas e pétalas amarelas,
enquantoA. coelestisapresenta o ovario e sépalas rosa-claras a vasellpétalas
azul-claras a roxas. Portanto, em ambiente natudhlrante o periodo de floragdo as

plantas s&o facilmente identificadas.
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MATERIAL EXAMINADO

PARANA - Adrianopolis: I. Isernhagen 328 (UPQR\ntonina: G. Hatschbach 12786
(UPCB) Balsa Nova:R. Kersten 969 (UPCB)aioba: R. Braga 1612 (UPCB), S.M.
Silva (UPCB). Curitiba: A.C. Cervi 6654(UPCB), M. Borgo 927 (UPCB).
Guaraquecaba: G. Gatti 295(UPCB), G. Gatti 294 (UPCBJatinhos: R. Morokawa
23 (UPCB), R. Morokawa 40 (UPCB), R. Morokawa 7 (H). Morretes: F.C.
Hoehnes/n (SP). M. Kuhlmanns/n (SP), M. Kaehler 1 (UPCB), M. Kaehler 61
(UPCB), M. Kaehler 96 (UPCB), G. Hatschbach (UPUBjranagua: A.C. Barbosa
s/n (UPCB), A.L.S. Gatti 208 (UPCB), C. Kozera 1408 (UPCB), Kozera 1463
(UPCB), R.M. Britez (UPCB).Pinhais: M.P. Petean 94 (UPCB), M.P. Petean 60
(UPCB). Piraquara: M. Reginato 166 (UPCB), M. Reginato 64 (UPCB),Kersten
734 (UPCB).Tagacaba: C. Giongo 6 (UPCB)SANTA CATARINA - Araguari: M.
Cacilda s/n (UPCB). Itapoa: R.R.B. Negrelle 901(UPCB), R.R.B. Negrelle 281
(UPCB). SAO PAULO - Barra do Turvo: J.P. Souza 100 (SPRertioga: B.F.
Abondanza 8 (SP), B.F. Abondanza 9 (SP), B.F. Abomd 10 (SP), B.F. Abondanza
11 (SP), B.F. Abondanza 12 (SP), M.G.L. Wanderldg&2(SP), M.G.L. Wanderley
2467 (SP), M.G.L. Wanderley 2468 (SP), S.E. Mar&84(SP).Biritiba-mirim: A.
Custodio Filho 1768 (SP)Xananéia: F. de Barros 1572 (SP), M.G.L. Wanderley
249(SP), M.G.L. Wanderley 250(SP), M.G.L. Wande®dp(SP), M.G.L. Wanderley
525(SP), M.G.L. Wanderley 723(SP), S.E. Martins (8%5. Cunha: S.E. Martins
952(SP).Capéao Bonito: L. Passos/n (UEC). Eldorado: R.R. Rodrigues 129 (ESA),
R.R. Rodrigues 133(ESA), V.C. Souza 9011 (SR)apiara: M. Kuhlmanns/n (SP)
Iguape: F.C. Hoehnes/n (SP), I. Cordeiro 663(SP), M.C.H. Mamede 254(SPA. S

Nicolau 1066 (SP), S.L. Proenca 114 (SP), S.J. GotaeSilva 047 (SP)lhabela:
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M.G.L. Wanderley 2452 (SPlporanga: B.F. Abondanza 19 (SP), B.F. Abondanza 20
(SP), B.F. Abondanza 21 (SP), B.F. Abondanza 22, (BHF. Abondanza 23 (SP),
G.A.D.C. Franco 1425 (SP), M.G.L. Wanderkm (SP)M.G.L. Wanderley 2020 (SP).
Itagud; P.I.S. Braga 1672 (RBltapecerica da Serra:J. Mattos 11853 (SPMogi das
Cruzes: M.G.L. Wanderley 205(SP), M.G.L. Wanderley 206 XSPariquera-acu:
B.F. Abondanza 13 (SP), B.F. Abondanza 14 (SP), Blbondanza 15 (SP), B.F.
Abondanza 16 (SP), G. Martinelli 15845 (RB), M. 8atan 317 (ESA), S.E. Martins
914(SP), S.E. Martins 913(SHeruibe: I. Cordeiro 1573(SPRibeirdo Grande: G.
Martinelli 15814 (RB), G. Martinelli 15832 (RB),M.G. Wanderley 2010 (SP), M.G.L.
Wanderley 2453(SP), M.G.L. Wanderley 2454(SP), M.GVanderley 2442a (SP),
M.G.L. Wanderley 2229 (SP), M.G.L. Wanderley 20@)SM.G.L. Wanderley
2242(SP).Salesopolis:L. Rossi 1657(SP)S&o Luiz do Paratinga: R.B. Louzada
97(SP).S&o Miguel Arcanjo: G. Martinelli 15772 (RB), G. Martinelli 15775 (RBY.
Sugiyama 1036 (SP¥&o Paulo:A. Gehrts/n(SP), R. Doering/n (SP).Sao Vicente:
S.E. Martins 1072(SPpete Barras:M.G.L. Wanderley 2062(SP), M.G.L. Wanderley
2065(SP), P.H. Davis 60918 (SHapirai: B.F. Abondanza 3 (SP), B.F. Abondanza 4
(SP), B.F. Abondanza 5 (SP), B.F. Abondanza 6 (BPkratins/n(SP) S.E. Martins
1284 (SPUbatuba: A. Furlan 1479 (SP), H.F. Leitdo Fillsdn (UEC), M.A. de Assis
436 (SP), M.G.L. Wanderley 2444 (SR),G.L. Wanderley 2446(SP), M. Kuhlmann
4627 (SP), S.E. Martins 1073(SRJO DE JANEIRO - Teresopolis: B.F. Abondanza

17 (SP), B.F. Abondanza 18 (SP), M.R. FostafSP).
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Tabela 1- Localidades das coletas realizadas e coletores.

LOCALIDADE

COLETOR

SAO PAULO - Tapirai
SAO PAULO - Bertioga
SAO PAULO - Pariquera-Agu
SAO PAULO - S&o Luis do Paraitinga
**RIO DE JANEIRO — Teresoépolis
SAO PAULO - Iporanga
SAO PAULO - Ribeirdo Grande
**SAO PAULO — S&o Vicente

SAO PAULO - Ubatuba

S.E. Martins 1284
M.G.L. Wanderley 2467
B.F. Abondanza 13
B.F. Abondanza 16
B.F. Abondanza 17
B.F. Abondanza 23
B.F. Abondanza 26

S.E. Martins 1072

M.G.L. Wanderley 2446

*** |gcalidades do material-tipo
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Tabela z — Caracteristicas morfoldgicas utilizadas comagade delimitacdo na monografia de Bromeliaceae, e

Flora Fanerogamica do Estado de S&o Paulo.

Caracteristicas morfolégicas A. coelestis A. organensis A. gracilis
Padré&o da inflorescéncia Composto Composto a simple Simples a composto
Tamanho da flor 20mm 25-30mm 15mm
Cor da sépala Roésea Vermelha a vinacea Roésea
Cor da pétala Azul claro Azul a roxa Azul a azalrol
Propagacédo em espiral Ausente Ausente Presente
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Figura 1 — Variacdo morfolégica interpopulacional encordgra€m inflorescéncias de
Aechmea coelesti®opulacdesA- Tapirai,B — Iporanga,C — Bertioga,D — Ubatuba.E
representa a propagacgao vegetativa encontradegemasd populacoes.

Fotos: A - S.E. Martins B - B.F. AbondanzaC - C. Zanella D — A. Tavares E —B.F.
Abondanza.
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Figura 2 — Variacdo morfolégica intrapopulacional encordraan Aechmea coelestisa
populacéo de Tapirai.

Fotos: A —F: B.F. Abondanza
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Capitulo II

Genética de populacoes do complexo Aechmea
coelestis (K. Koch) E. Morren (Bromeliaceae)
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INTRODUCAO

Bromeliaceae possui 3.172 espécies e é uma familese exclusivamente
neotropical de angiospermas (Luther, 2008; Smitha&ns, 1979). O Brasil € um dos
principais centros de diversidade da familia, egid@o Sudeste detém cerca de 40% dos
representantes da familia. Sdo plantas epifitgsicolas ou terricolas, podendo se
adaptar a diferentes ambientes e ecossistemas @lNeynd. Martins, 2007).

O géneroAechmeag o maior e mais diverso género da familia Brornehae
(Fariaet al, 2004). Além disso, a Floresta Atlantica é o pgatcentro de diversidade
do género, sendo a destruicdo antropica desse himnaadas principais causas de
extincdo das espécies dechmeaem adicdo ao extrativismo ilegal que ocorre por
conta do potencial ornamental dessas plantas.

A estrutura genética de uma populacéo refleteeadgfio de diferentes processos
evolutivos, incluindo a histéria evolutiva da edpém sistema de cruzamento e as
forcas evolutivas: mutacdo, deriva genética, flgémico e selecdo natural(Slatkin,
1987). Estudos de genética de populagbes amplianonbiecimento sobre estes
processos, permitindo a realizacdo de estudos dejn@& conservacdo (Cavallari,
2006) e até mesmo a delimitacdo de espécies, pordaanétodos de agrupamento de
individuos de acordo com suas frequéncias aléicesavaliacdo de parametros como a
subdivisdo das populagdes (Shaffer & Thomson, 2D@inil & Michele, 2009).

Nesse contexto, marcadores nucleares de micratesstéue sdo sequéncias
repetitivas de pares de bases inseridas em reg@dgenoma, podem ser informativos
nas barreiras especificas. Isso se deve ao fagemen marcadores codominantes e

altamente polimérficos, e apesar de poderem apseeenhomoplasias, este
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inconveniente é facilmente resolvido com o estudomdiltiplos l6cus (Duminil &
Michele, 2009).

O numero de trabalhos que avaliem a diversidadétigande populagbes de
bromélias vem crescendo nos ultimos anos (TabelAtlialmente h&a estudos para os
génerosAlcantarea(Barbaraet al, 2007/ a; 2008; 2009Bromelia (Zanella, 2009),
Encholirium(Cavallariet al.,2006),Pitcairnia (Sarthouet al, 2001, Dominguest al.,
2011; Palma-Silvaet al, 2011),Puya (Sgorbatiet al, 2004),Tillandsia (Soltis et al,
1987; Gonzalez-Astorget al, 2004) eVriesea(Alves et al., 2004; Palma-Silvat al,
2009). Para o género aqui estudado, ja foram caholizstudos com quatro espécies:
Aechmea magdalena@urawski e Hamrick, 1990Aechmea tuitensiglzquierdo e
Pifiero, 2000)Aechmea fulgenfAlmeida, 2006) eAechmea winkler(Goetze, 2010),
sendo que estas duas Ultimas sao espécies endéimiBaasil.

A forma de vida (auséncia ou presenca de crescomesgetativo), o sistema de
cruzamento e a forma de dispersédo de sementesnofaam diretamente na diversidade
genética de uma espécie, sendo que espécies akdantem a apresentar grande
diversidade genética e pouca diferenciagdo genétita suas populacdes (Hamrick &
Godt, 1996). Nao ha estudos de biologia reproduyiaMa este complexo de espécies,
mas a espécie proximamente relacionadehmea winkler@presenta-se como alégama,
conforme demonstrado por Goet2010). Algumas espécies deste género sao auto-
compativeis e apresentam a auto-fecundacdo comua féeicultativa de reproducao
(Matallanaet al, 2010; Scrok & Varassin, 2011).

Taxonomicamente, o complexdechmea coelesti$K. Koch) E. Morren é
formado por trés espéciel. coelestisA. gracilis e A. organensisde variabilidade
morfolégica muito grande e de dificil circunscrigd@anderley e Martins, 2007). Estas

espécies compartilham suas areas de distribuigd@mremdo em ambientes de Mata
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Atlantica, desde o estado do Parana ao EspirittoSBodem apresentar habito epifito,
terricolo ou rupicolo, havendo predominancia defitegpho, com excecdo deé\.
coelestigjue se mostra preferencialmente rupicola. As espdéorescem duas vezes ao
ano, com periodos sobrepostéschmea coelestitoresce em fevereiro e setemb#fo,
gracilis de maio a junho e de agosto a novembfo erganensiem fevereiro e junho.
Apresentam flores azuis ou violeta, com sépalasigae de longo mucron apical, e
inflorescéncia que pode variar de simples a comaposbm poucas a muitas
ramificacbes na base (Wanderley & Martins, 2007gs$¢ contexto, caracteres
morfolégicos se mostram insuficientes para a d&digdio precisa dos taxons, sendo
necessarios estudos de genética de populagbesngtiitar compreensdo dos limites

entre 0S mesmos.
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METODOLOGIA
Coleta do material e extracdo de DNA

As coletas foram realizadas no periodo de mar¢@0d® a julho de 2011. No
total, foram amostrados 186 individuos, de oito yagdes naturais ao longo da
distribuicdo geografica dos taxons estudados (@alel- Figura 1). A distancia
geografica média entre as populac6es foi de 35hh2sendo que a menor distancia
encontrada entre duas populacdes foi de 39,1 k@ dFPAR) e a maior distancia
encontrada foi de 1061, 94 km (SGR — ESP). Uma ttends folha de cada individuo
foi desidratada e mantida em silica gel até o mémea extracdo de DNA. Todos os
individuos coletados foram georreferenciados.

O DNA genbmico total foi extraido segundo o protocde Doyle e Doyle
(1990) com modificacdesA quantificacdo do DNA total foi realizada em
espectrofotometro IBPHOTOMETER EPPENDOR®®, seguindo o manual do fabricante e
também através da visualizacdo em gel de agar6% dm TBE 0,5X e pré-corado
com Gel Red (Biotium) e quantificados através do marcador émddOOpb

(PROMEGA), em que a banda de 500 pb apresenta IEOBNA.

Andlises moleculares dos marcadores de microssaeli

Como no inicio do estudo nao haviam disponiveislitematura l6cus de
microssatélites especificos para as espécies derg@&echmea tdxon alvo deste
estudo, optou-se por duas estratégias de obteng&o nthrcadores moleculares
microssatélites (SSR): desenvolvimento de novassl@e microssatélites e otimizacao

de I6cus heterodlogos (ver apéndice).
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Genotipagem e analise dos SSR

O total de sete l6cus de SSR: um loco desenvoliédnovo(Ao06) e seis l6cus
de SSR heterdlogos (PaC05, PaD07 - Paggil 2008, VgC01 — Palma-Silvet al.
2007, Acom12.12, Acom 78.4 e Acom82.2 - Wohrmamwdessing, 2011) selecionados
nas etapas anteriores foram amplificados em taglamastras populacionais a partir do
protocolo de amplificacdo descrito por Palma-Sét:aal (2007). Cadgrimer Forward
foi sintetizado com uma cauda M13 de 19 pares dee bdpb) (5-
CACGACGTTGTAAAACGAC-3) seguindo a metodologia deso por Schuelke
(2000). Os produtos de amplificagdo foram enviagasa andlise em sequenciador
automatico de DNA ABI 3730 (Applied Biosystems), laboratorio de Estudos do
Genoma Humano da Universidade de S&do Paulo (USR)s Eoram entdo analisados
fazendo-se uso do softwareeEX&EMARKER® V1.97 (Softgenetics) com o auxilio de
padrdo de tamanho molecular conhecido LIZ (AppBeusystems). Devido ao grande
namero de alelos encontrados, os lécus Acom12.tdmA74.8, Acom 82.2 e Aob6

foram genotipados duas vezes para certificacaoesodtados.

Andlises estatisticas

A caracterizagdo dos lécus e os niveis de divatsidgenética dentro das
populacdes foram descritos através dos célculosateero de alelos por I6cus (A),
riqueza alélica (Rs), variancia do tamanho do®sléVar), heterozigose observada)(H
e heterozigose esperadac)HEstes parametros foram calculados com auxilio do
programa MSAIALYSER V4.05(Dieringer & Schlotterer 2003). O programa GENEPOP
V4.0.10WebProject{Raymond & Rousset 1995, Rousset 2008) foi utllizpara testar
os principios do Equilibrio de Hardy-Weinberg e aeficiente de endogamid§)

dentro das populagdes.
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A hipotese de diferenciacdo das populagcfes devigolamento por distancia
foi realizada calculando-se a correlacdo das nestridas distancias genéticas e
geograficas através do teste de Mantel padroni¢aokal & Rohlf 1995), por meio do
GENEPOPV4.0.10WebProjeci{Raymond & Rousset 1995, Rousset 2008).

A estrutura genética populacional foi estimadaizatiido andlise Bayesiana
implementada no programarf&CTURE V2.3.3 (Pritchard et al. 2000), para inferir a
probabilidade de designar individuos a determisadmpos genéticos (K) e a
proporcao de mistura dos individuos (Q). Utilizeuesadmixture modeé um periodo
de burn in de 250.000, por 1.000.000 de replicagbes e 10ciempara cada K, com
variacdo de 1 a 10. Para a selegcdo do numero akeajrupos genéticos (valor
verdadeiro de K) foi utilizada a metodologia prapggor Evanno (2005), incorporada
a0 SRUCTUREHARVESTERWEB V0.6.92, programa utilizado para tal estimativasé&Es
metodologia utiliza a estatistica d& baseada na taxa de mudanca na probabilidade
dos logaritmos de cada um dos grupos genéticosyssivos.

A estatisticaF (Weir & Cockerham, 1984)oi calculada para quantificar os
niveis de variacdo alélica dentro e entre as popeka e para inferir o grau de
subdivisdo das mesmas por meio do programa MABYSER V4.05. A andlise
molecular da variancia (AMOVA) hierarquica foi realda no programa BAEQUIN
V3.11 (Excoffier et al. 2005) para avaliar os padrdoes de distribuicdo a@agéo
genética intra e interpopulacional, com cada modedwarquico sendo testado por
10.000 permutacoe® fluxo génico par a par entre as populagbes fomasdo pelo
namero de migrantes por geracagnN: (1/Fst-1)/4, sob suposi¢do do equilibrio entre

mutacéo e deriva, conforme proposto por Wright £294
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RESULTADOS

Andlises moleculares
Desenvolvimento de novos lécus de SSR

Dos 96 clones sequenciados, 24 possuiam repetddeipo SSR. Destas,
sequencias flanqueadoras puderam ser desenhadasepaidcus (Tabela 4). Os sete
l6cus testados apresentaram amplificagdo posiigaamostras de individuos de todas
as populacdes. Porém, somente o locus Ao6 apres@aiomorfismo e padrdo de

andlise desejavel.

Otimizac&o de locus heter6logos de marcadores resaielites

Dos trinta e seis locus de microssatélites hetgodldestados, 33% (doze l6cus)
mostraram resultado positivo para amplificagdoaraestras das populacdes estudadas
(ver Tabela 3). Destes, seis locus apresentardim@éismo e padrdo de andlise
desejavel (PaC05, PaD07 — Paggial 2008, VgC01 — Palma-Silvat al. 2007,
Acom12.12, Acom 78.4 e Acom82.2 - Wéhrmann e Wegisi®11). Indicando um total

de 16% de lI6cus polimorficos.

Andlises estatisticas
Diversidade genética

Para os sete locus de SSR genotipados, foram teados no total 185 alelos,
com meédia 26,43 alelos, com variacdo de 14 (Pa&®3) (Acom 82.2) alelos por loco.
Os valores médios de heterozigosidade observasiaegagla por loco variaram de 0,297
a 0,705 e de 0,557 a 0,835 respectivamente. Oca@t de endocruzamento médio

(Fis) foi alto em todos os locus variando de de 0,430,461. Todos os locus
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apresentaram desvios altamente significantes (p0€1) do equilibrio de Hardy-
Weinberg devido ao déficit de heterozigotos (Tabla

Altos indices de diversidade genética foram obslErvapara as populagbes
analisadas (Tabela 6). A riqueza alélica teve médi&,89 e variou de 3,49 a 7,57. As
heterozigosidades observadas tiveram média de &5ddriaram de 0,140 a 0,656,
sendo que as heterozigosidades esperadas apragemédia de 0,730 e variaram de
0,497 a 0,832. Os coeficientes de endocruzameat@ram de 0,117 e 0,709. Todas as
populacdes apresentaram desvios significativosqddilerio de Hardy-Weinberg (p <

0,001) devido ao déficit de heterozigotos.

Estrutura genética

O resultado da andlise Bayesiana no programa STRIRETindicou a presenca
de dois grupos genéticos distintos (K=2)(Figurad®),acordo com a metodologh
proposta por Evanno (2005)(Figura 3). No primemgpg estao inseridas as populacoes
BER, PAR, IPO, SGR e INT. No segundo grupo, ficaeotadas as populacdes TAP,
UBA e ESP.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) realizadgeam um modelo
hierarquico baseado nos dois grupos genéticosasbéititavés do programar&CTURE
detectou variagdo genética distribuida hierarquesge com uma maior diferenciacao
ocorrendo dentro de cada uma das populacdes (78),860mo esperado para espécies
alégamas. Entre os dois grupos genéticos propastosicentagem de variacao, apesar
de estatisticamente significante (P<0,05) foi baixam somente 5,75%. Entre
populacdes, a variacdo genética encontrada fol@d % (Tabela 7).

A correlacdo de Mantel entre distancia genéticd) (Esgeografica (Km) foi

significante (Figura 4), sugerindo a presenca dklmeto-por-distancia (r = 0,42; p >
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0,05). Este modelo, baseado na correlacdo entreist&ncias genéticas {fj e
geograficas (km), assume que o fluxo génico octwoalmente entre populacdes
adjacentes, em populacdes distribuidas continuanf@iight 1943).

As estimativas de fluxo génico entre as populacéstimado pelo numero de
migrantes por geracao, foi > IN, valor geralmente requerido para manutencdo da
coesao de uma especie. Valores de fluxo génico regido que 1Mn sdo muito baixos
para previnir diferenciacdo devido a deriva geaé{M/right, 1931), a menos que o
coeficiente de selecdo ou o tamanho efetivo ddesafavoraveis seja suficiente para
manter a coesao das espécies (Morjan & Rieseb@&d).20

Quando foi feita a correlacdo par a par com oscésdide Er € Nem, 0S
resultados indicaram um fluxo génico moderado easr@opulacdes, em média 1,46,
com resultados variando entre 0,47 e 3,78, sendoaquopulacdo ESP apresentou o0s
valores mais altos desf (0,199 — 0,346) e 0 mais baixo nimero de migraptes
geragcdo (0,47 — 1,00). Este resultado pode sesxceftla localizagdo geografica da
espécie, que é a mais distante de todo o grupok@il@a populacdo mais préxima -

UBA).
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DiscussAo

Amplificagcéo heterdloga

O potencial do sucesso de transferéncia de SSHKeanes heterélogos é
normalmente relacionado com a distancia filogenééntre os taxons testados. Em
monocotiledénias, o sucesso médio de amplificacde 8% e o de polimorfismos de
l6cus heterdlogos é em média 27% (Barledral., 2007/b). Além disso, para bromélias,
estudos anteriores (Barbatal, 2007/ b, Palma-Silvat al, 2007, 2009 e 2011; Paggi
et al, 2008, Wohrmann e Weising, 2011), demostraram guamplificacdo de
marcadores SSR heterb6logos entre espécies proxim@nmelacionadas ocorre em
indices maiores (em média 52%, considerando oaltrad de Palma-Silvet al, 2007;
Paggiet al, 2008, Wéhrmann e Weising, 2011) dos que os aeiddos neste trabalho
(33% em Aechmea coelesjis Da mesma forma, as taxas de polimorfismos na
transferéncia heterdloga de SSR testados tambéam fvaixas nas populacées do
complexoA. coelestis(16%). Estudos realizados com outras espéciesubfarsilia
Bromelioideae Aechmea winklert Goetze, 2010 @8romelia antiacanthaZanella,
2009), os autores também encontraram baixas taxamglificacdo e polimorfismo. O
baixo sucesso de transferéncia de SSR nuclearedlogos observado nestes estudos
pode ser um reflexo do fato de que os taxons dgsf® (subfamilia Bromelioideae)
pertencem ao mais recente ramo da familia BronegmdGivnishet al. 2004). Os
marcadores de SSR testados foram desenvolvidodiadeaespécies bastante distantes
filogeneticamente déechmeae Bromelia (subfamilia Bromelioideagcomo Vriesea
gigantea e Alcantarea imperialis(Tillandsioideae - Palma-Silvat al., 2007), e

Pitcairnia albiflos(Pitcairnioideae - Paggt al.,2008).
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Diversidade e estrutura genética de Aechmea coedest

Altos niveis de diversidade genética foram obsarsgohra todos os lécus e
populacdes analisadas. Apesar do alto numero desadscontrados em todas as
populacdes e lécus, com até 51 alelos por loco r(8&8), os valores de
heterozigosidade esperada encontrados (0,730) fonaito préximos dos valores
observados em trabalhos realizados anteriormergaeetiveram por metodologia a
utilizagcdo de marcadores nucleares do tipo SSRmAl&so, a diversidade genética
encontrada nas populagées do complax@oelestiscondiz com os valores descritos
para espécies de ampla distribuicdo em ambientatinoos (floresta), coma.
antiacantha espécie polipldide da subfamilia Bromelioideas,que o valor médio de
heterozigosidade esperada foi de 0,750 (Zanell@9)2€ emVriesea giganteagspécie
amostrada em 13 populac¢des ao longo da Floresiat&th, o valor de heterozigosidade
esperada foi de 0,714 (Palma-Siktaal. 2009). A extensdo da area de distribuicdo de
uma espécie tem grande influéncia sobre o niveladi@bilidade da mesma. Espécies
com distribuicdo regional, relativamente restritan niveis de variacdo intermediaria,
enquanto espécies com distribuicdo geografica ang@la as que normalmente
apresentam maior variabilidade genética intrapapatal (Cavalli & Winge, 2003).

Para espécies de distribuicdo restrita, como asogoerem eminselbergs,
ambientes considerados ilhas terrestres funcior@aigsperado encontrar menores
indices de diversidade genética em suas populagdesfato, menor diversidade
genética foi observada para varias bromélias qoer@m eminselbergs Alcantarea
imperialis (He = 0,615), A. geniculata(0,429) (Barbar&t al., 2007), A. glaziouana
(0,472)e A. regina(0,523) (Barbarét al.,2009). Em estudo realizado com a espécie
Pitcairnia geykesiicom 14 populagbes daselbergs foi encontrado um valor deeH

igual a 0,325 (Sarthoet al, 2001). No estudo mais recente feito para a fapfalma-
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Silva et al. (2011) estudaram duas espécies tambéms#tbergs Pitcairnia albiflose
Pitcairnia staminea, encontrando valores de (Hequivalentes a 0,429 e 0,452,
respectivamente.

Estudos de diversidade genética foram realizadoa pspécies do género
Aechmea,de distribuicdo geografica restrita, utilizando ttamarcadores SSRA(
winkleri - Goetze, 2010), como com marcadores de isoenziasngdalenae
Murawski e Hamrick, 1990A. tuitensis 1zquierdo e Pifiero, 2000). Apesar dos valores
de He entre as duas metodologias ndo serem corgfmrindos os trabalhos mostraram
altos indices de variacdo genética, maiores do guesperado para espécies de
distribuicdo regional (Hamrick & Godt, 1996). Pa&awinkleri, espécie endémica do
Rio Grande do Sul e também do subgér@migiesia, o valor médio de Hfoi de 0,63
(Goetze, 2010). Estudos com tuitensis(lzquierdo e Pifiero, 2000@spécie endémica
do México, eA. magdalenagMurawski e Hamrick, 1990), espécie de ocorréncia
limitada a Republica do Panama, foram encontradma pmbas as espécies o valor
médio de H = 0,12. O valor médio de (Hconsiderando somente marcadores de
isoenzimas, reportado para espécies de distribuigsinita foi de 0,08 (Hamrick &
Godt, 1996).

Os coeficientes 5= 0,295 e o f = 0,408 indicaram um elevado efeito de
endogamia nas populagdes e/ou subdivisao entreeamias. Nao existem estudos da
biologia reprodutiva dé. coelestisporem a autocompatibilidade é uma caracteristica
evidenciada em muitas bromélias (Martinelli, 198jueira Filho & Machado, 2001,
Wendtet al, 2001) inclusive no génedechmeaEm estudo realizado coAkechmea
lindenii foi evidenciado que a espécie é auto compativelf@raacdo de sementes
férteis por auto fecundacao € de 80%, porém a flagéio cruzada ainda é o sistema de

cruzamento preferencial da espécie (Lertzl, 2005). Resultados semelhantes quanto
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ao modo de reproducao foram obtidos cdachmea distichanthg&ambém considerada
auto compativel, capaz de realizar autofecundagicauséncia de polinizadores,
apresentando grande sucesso reprodutivo com feg@imderuzada, especialmente
quando exposta ao sol (Scrok & Varassin, 2011)teNesso, 0 modo de reproducgéo da
espécie foi considerado misto, ou seja, a espguesenta reproducdo sexuada com
certa taxa de autofecundacgéo facultativa.

Altos indices de estruturagdo populacional foraseolados (&7 = 0,168). Este
valor de estruturacdo populacional estd de acarydoas resultados obtidos em estudos
anteriores realizados com bromélias, de sistemasraleamento misto ou cruzado
(Hamrick & Godt, 1996). O pardechmea winklerio Fst médio foi igual a 0,08
(Goetze, 2010), espécie que € autoincompativeEsea giganteaapresentou & =
0,210 (Palma-Silvaet al., 2009), sendo que esta € uma espécie de sistema de
cruzamento misto; em espécies Alleantareade cruzamento misto ou cruzado, 0s
resultados foram semelhantédcantarea imperialiscst = 0,434,A. geniculataFst =
0,111 (Barbarét al.,2007), A. geniculataFst= 0,217A. reginaFst= 0,195 (Barbara
et al,2008)

Os modos de dispersdao de sementes e dispersao lele gunstituem os
componentes que determinam o fluxo génico em @afhiaveless & Hamrick, 1984).
Ha somente um estudo realizado para o complexmelestisacerca de sua biologia de
polinizacdo, indicando que beija-flores sdo os gyms visitantes e atuam na
polinizagdo (Machado & Semir, 2006). Porém, hatoslale polinizacdo também por
insetos, como abelhas e borboletas em espécidsrds pequenas, comf. coelestis
(A. distichantha— Scrok & Varassin, 2011A. lindenii — Lenzi et al, 2005, A.
nudicaulis— Schmidet al, 2010), indicando inclusive que as abelhas podanurm

papel fundamental na formacao de frutos e semeréesis A. caudata Kamkeet al.,
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2011). Muitas espécies deechmegpossuem suas sementes frequentemente dispersas
por passaros, considerados bons dispersores detssm@enzing, 2000) Apesar de
estes padrdes serem frequentemente observadospéses do género, estudos de
biologia reprodutiva sédo indispensaveis para metbarpreenséo dos padrdes de fluxo
génico e estrutura populacional observados enttéxoss do complexA. coelestis.

A pronunciada estruturacdo populacional observadaAe coelestispode ser
confirmada por meio da andlise genética BayesiSmMRUCTURE), em que a divisao
populacional é aparente, com a presenca de cimopayentos genéticos. E importante
notar que apesar de a estatistiater determinado o nimero de grupos mais provavel
como K=2, o fato de as populagbes apresentarerameoito por distancia e altos
coeficientes de endocruzamento, faz com que o anmugyiseja incapaz de determinar o
K mais correto para o cendrio real da espécie.eNmso, seguindo instru¢des do autor
da analise (Pritchard,2000), deve-se realizar untargretacdo dos resultados e
selecionar, dentre os agrupamentos, aquele queomethiresponde a estrutura das
populacdes analisadas e que tem maior sentidogitolé

A populacdo ESP, que é a mais distante geografit@nte todo o grupo (610
km da populacdo mais proxima - UBA), apresentou eman indice de diversidade
genética, o maior coeficiente de endocruzamentaierndiferenciacdo populacional.
Este resultado € reflexo da diminuicdo na capaeidigddispersdo da populacao, devido
a distancia geogréfica, o que pode levar a dim@muiclo fluxo génico e, por
consequéncia, causar a divergéncia da populacadepiea genética (Freeland, 2007).
Populacbes de margem, como ESP, tendem a apresesnar diversidade genética,
maior diferenciacdo das outras populacdes, menwartho populacional efetivo e fluxo
génico reduzido (Soule 1973; Lameti al. 1999). Com o aumento do isolamento das

populacdes, a deriva genética apresenta uma icflu@maior do que o fluxo génico e a
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diferenciagcéao das populagdes deve se tornar nigsse padrao de diminuicao de fluxo
génico e de diversidade genética e maior difergdoiacom relacdo as outras
populagdes foi encontrado nas populagbes margileaigiesea gigantegPalma-Silva

et al, 2009). Infelizmente essa populacédo nédo foi amddiguanto a sua morfologia, o
gue ndo nos permite afirmar se se trata de um téowan, sendo necessarias analises

futuras para excluséo/inclusao dessa populacdomplexoA. coelestis

Delimitag&o taxondmica de Aechmea coelestis

O génercAechmease encontra em uma das mais recentes linhagefasndla
Bromeliaceae, tendo divergido a cerca de cincodashde anos (Givnistt al, 2004).
Com o passar do tempo, os atributos que as espéaigem se modificam, e entdo a
facilidade com que as suas linhagens podem seoligr$as e delimitadas aumenta (de
Queiroz, 1998). Ao contrario ddechmeatéxons mais antigos ja acumularam uma
amplitude de caracteres, incluindo isolamento m@yi@o, apomorfias e monofilia, que
facilitam a delimitagdo das espécies. Ou seja, ngx@centes e que ainda estdo
passando por processo de especiacdo ndo apresstéencaracteristicas desenvolvidas
e sua delimitacdo se mostra como um desafio. Neesgexto, as informacoes
gendbmicas podem colaborar com a delimitagcdo tax@m@ndesses taxons que,
provavelmente, ainda estdo no comeco de seu poodessliversificagcao (Shaffer &
Thomson, 2007).

As populagfes aqui estudadas agruparam-se enoldsisrsgenéticos distintos,
guando submetidas a andlise Bayesiana do prodgsara TURE. O primeiro grupo foi
constituido das populagbes BER, PAR, IPO, INT e ®GRsegundo por TAP, UBA e
ESP. O segundo grupo contém a populacdo ESP, gisedifere das demais, por

apresentar os maiores diferenciacdo genética e rmf@ana génico. O programa
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STRUCTURE agrupa o0s individuos com base em suas frequéatiétisas, desvio do
equilibrio de Hardy-Weinberg e proporcdo de mistidassa forma, individuos sao
alojados em diferentes grupos, caracterizados pocanjunto de frequéncias alélicas
em cada l6cus (Pritchaet al, 2000; Corandeet al., 2003; Francoi®t al, 2006). E
embora tenha sido desenvolvido para reconhecintenpmpulacdes, este programa tem
se mostrado util em diversos estudos de delimitaghespécies em estado inicial de
diversificacdo (Shaffer & Thomson, 2007). Em esiuglze teve por objetivo avaliar o
desempenho de diferentesoftwares de agrupamento por analise Bayesiana em
condicbes de pequena diferenciacdo populacionptpgrama $RUCTURE determina
individuos aos seus grupos com 97% de precisdmdqua kst > 0,05. Porém, este
programa nao deve ser utilizado como Unico métaal@rmhlise para delimitacdo de
espécies (Duminil & Michele, 2009), e as conclusées relacdo a delimitacdo de
espécies foram baseadas na relacédo entre o agmipasias populacdes, a proporcao de
variacao entre os grupos criados e entre as pdmdagresultados morfoldgicos.

A proporcédo de variacao, calculada pela AMOVAremis dois grupos obtidos
a partir da analise Bayesiana foi muito pequenenap5,75%, valor considerado baixo
para suportar a presenca de duas espécies distltasestudos anteriores que
consideraram mais de uma espécie, a porcentagemaridedo ao nivel de espécies se
apresentou maior do que a encontrada aqui. Porpaeem estudo conduzido com
duas espéciesAlcantarea imperialise A. geniculata, os resultados obtidos pela
AMOVA mostraram que a porcentagem de diferenciag@ice as espécies foi de 28%
(Barbaraet al., 2007). Posteriormente, Barbagtal., (2009) encontraram variacao de
16% entre as espéciffcantarea regina A. glaziouanaDuas espécies de Malvaceae,

lliamna corei e lliamna remota,foram analisadas de acordo com sua estrutura e
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diversidade genética e a andlise de variancia mialeevidenciou uma diferenca de
16% entre as espécies (Bodo-Slotta & Porter, 2006).

Quando somados os resultados moleculares aos lagicfus, eles estdo de
acordo e se complementam. Nao ha suporte parst@msin de mais de uma espécie.
Morfologicamente, os taxons apresentam variacOesseas caracteristicas a nivel
populacional, ndo sendo possivel encontrar caesctiagnosticos que corroborem com
a classificacdo atual destes taxons ou que perntigdimitar mais de uma espécie sem
haver sobreposicdo de caracteristicas. Além dieso,nenhum dos agrupamentos
resultantes da andlise Bayesiana podemos encoatraspondéncia com agrupamentos
taxondmicos atuais, ou grupos definidos de morfalsgmelhante. No cenério de K=2,
as populacbes agrupadas foram TAP, UBA e ESP, segud#o as duas Ultimas
correspondem a téxons atualmente circunscritosAerooelestisA populacdo TAP,
porém, € composta por taxons de circunscricdo aténamento indefinida e
caracteristicas morfolégicas que nao permitiiam sclusdo emA. coelestis se
mantidos os limites atuais desta. Mesmo quandoidenaslo K=5, a populacdo TAP
ainda apresenta similaridade com a populacdo E&Romstrando que a delimitagéo
atual das espécies, definitivamente, ndo podeskarionada com a estruturacao real das
populacdes, sendo assim considerada uma claséiicatificial. J& a populacdo SGR,
gue em ambos cenarios, K=2 e K=5, apresenta-sed@ra e com correspondéncia de
todos os individuos ao mesmo agrupamento, é compostduas espécies distintas, se
considerada a classificacdo atual. Esta é umaémsi@l de que o0s caracteres
morfoldgicos utilizados para delimitagdo das esggeapresentam grande polimorfismo,
muito provavelmente devido a adaptagOes locaisnadmemte. Dessa forma, os dados
obtidos, tanto morfoldgicos quanto moleculares,rafmram a delimitacdo mais

inclusiva, que abranja todo o espectro de variagdidologica e genética desses taxons.
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CONCLUSOES

Os resultados apresentados indicam uma alta dieglsigenética em todas as
populacdes analisadas e estrutura populacional nada@lta. Os altos valores de
coeficiente de endocruzamento indicam que a espésiui altos indices de endogamia
e/ou subdivisdo entre as populacdes. Além dissoesultados ndo estdo de acordo
com a classificacdo taxon6mica atual do complagohmea coelestigjue reconhece
trés espéciesA. organensis, A. gracilis A. coelestis Nao existem evidéncias para
serem consideradas espécies distintas, ja queeieniifacdo entre populacbes é mais

pronunciada do que a diferenciacdo entre os dojsogrgenéticos bayesianos.
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TABELAS

Tabela 1 — Principais trabalhos de genética de populacdes em Bromeliaceae

Espécies Marcadores Distribuicdo da espécie Autores Ano
Tillandsia spp Aloenzimas Ampla Soltis et al. 1987
Aechmea magdalenae  Aloenzimas Restrita Murawski & Hamrick 1990
Aechmea tuitensis Aloenzimas Restrita Izquierdo & Pifiero 2000
Pitcairnia geyskesii Aloenzimas Restrita Sarthou et al. 2001
Tillandsia achyrostachys Aloenzimas Restrita Gonzales- Astorga etal. 2004
Vriesea friburgensis Aloenzimas Ampla Alves et al. 2004
Puya raimondii AFLP Restrita Sgorbati et al. 2004
Encholirium spp. RAPD Restrita Cavallari et al. 2006
Alcantarea spp. SSR Restrita Barbara et al., 2007
Alcantarea spp. SSR Restrita Barbara et al. 2008
Alcantarea spp. SSR Restrita Barbara et al. 2009
Vriesea gigantea SSR e cpSSR Ampla Palma-Silva et al. 2009
Pitcairnia geyskesii SSR Restrita Bosselier-Dubayle etal. 2010
Pitcairinia albiflos RAPD Restrita Domingues et al. 2011
Bromelia antiachanta SSR Ampla Zanella et al. 2011
Pitcairnia spp. SSR e cpSSR Restrita Palma-Silva et al. 2011
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Tabela 2 — Populacdes utilizadas no estudo.
= Material cedido pela Msc. Marcia Goetze.

ID= nome da populacao

, N= nimero amostral. *

Localidade Estado ID Latitude Longitude N
Bertioga SP BER 23S 51' 17" 46W 08' 18" 22
Pariquera-Agu SP PAR 24S 42' 55" 47w 52'52" 11
Iporanga SP IPO 24S 35' 09" 48w 35' 35" 21
Serra da Graciosa* PR SGR 25S 20" 31" 48W 53' 36" 50
Ribeirdo Grande SP INT 24S 05' 58" 48W 21'54" 28
Tapirai SP TAP 24S 02' 25" 47W 40' 11" 17
Ubatuba* SP UBA 23S 26' 03" 45W 04' 15" 21
Santa Teresa * ES ESP 19S 56' 09" 40W 36' 16

50



Tabela 3 - Teste de amplificacdo heterdloga: primers testados e resultado da amplificacdo: "+"=
= amplificacdo negativa. Os resultados de amplificacao foram iguais para todas as

amplificacéo positiva,

populacdes

Primer

Amplificacdo em
Aechmea coelestis

Autor

Espécie alvo

Subfamilia

Acom12.12
Acom22.22
Acom64.22
Acom67.2
Acom68.3
Acom71.3
Acom74.2
Acom82.8
Acom86.4
Acom91.2
Acom93.4
Acom101.1
Acom109.6
Acom117.15
Acom119.1
AW1
AW?2
AW3
AwW4
AW5
AW6
PaDO07
PaCo05
Paz01
PaAl10
Pit8
VgAO4
VgB12
VgCo01
VgF01
Ai403
E19
E6
E6B
P2P19

+

Wohrmann e Weising,2011

Wohrmann e Weising,2011
Wohrmann e Weising,2011
Waohrmann e Weising,2011
Wohrmann e Weising,2011
Waohrmann e Weising,2011
Wohrmann e Weising,2011
Waohrmann e Weising,2011
Wohrmann e Weising,2011
Waohrmann e Weising,2011
Wohrmann e Weising,2011
Waohrmann e Weising,2011
Wohrmann e Weising,2011
Waohrmann e Weising,2011
Wohrmann e Weising,2011
Goetze, 2010
Goetze, 2010
Goetze, 2010
Goetze, 2010
Goetze, 2010
Goetze, 2010
Paggi et al., 2008
Paggi et al., 2008
Paggi et al., 2008
Paggi et al., 2008
Sarthou et al. 2003
Palma-Silva et al., 2007
Palma-Silva et al., 2007
Palma-Silva et al., 2007
Palma-Silva et al., 2007
Palma-Silva et al., 2007
Boneh et al., 2003
Boneh et al., 2003
Boneh et al., 2003
Boneh et al., 2003

Ananas comosus
Ananas comosus
Ananas comosus
Ananas comosus
Ananas comosus
Ananas comosus
Ananas comosus
Ananas comosus
Ananas comosus
Ananas comosus
Ananas comosus
Ananas comosus
Ananas comosus
Ananas comosus
Ananas comosus
Aechmea winkleri
Aechmea winkleri
Aechmea winkleri
Aechmea winkleri
Aechmea winkleri
Aechmea winkleri
Pitcairnia albiflos
Pitcairnia albiflos
Pitcairnia albiflos
Pitcairnia albiflos
Pitcairnia geykesii
Vriesea gigantea
Vriesea gigantea
Vriesea gigantea
Vriesea gigantea
Alcantarea imperialis
Tillandsia fasciculata
Tillandsia fasciculata
Tillandsia fasciculata
Tillandsia fasciculata

Bromelioideae
Bromelioideae
Bromelioideae
Bromelioideae
Bromelioideae
Bromelioideae
Bromelioideae
Bromelioideae
Bromelioideae
Bromelioideae
Bromelioideae
Bromelioideae
Bromelioideae
Bromelioideae
Bromelioideae
Bromelioideae
Bromelioideae
Bromelioideae
Bromelioideae
Bromelioideae
Bromelioideae
Pitcairnioideae
Pitcairnioideae
Pitcairnioideae
Pitcairnioideae
Pitcairnioideae
Tillandsioideae
Tillandsioideae
Tillandsioideae
Tillandsioideae
Tillandsioideae
Tillandsioideae
Tillandsioideae
Tillandsioideae
Tillandsioideae
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Tabela 4 — Lécus SSR desenvolvidos para Aechmea coelestis. Pb = pares de base.

Primer Motivo Repeticdo Sequéncia Forward Sequéncia Reverse Tamanho (pb)

Ao2 TA e CA ATTGGGCCCTTACTCTCCAC CCTCCCCCTACTCCACCTAC 208

Ao3 CT CCCCGAGAGTGTTTAATTGC GACGTTTGTACGGCCTGTTT 232

Ao5 CT AGCACTCGGAAAGGGAAAGT GGAAGGAGGAGTCTGTGTGC 215

Ao06 CA TGCCCTTCATGAGGTAAACA GGGGTATCTAAGGCTTTTCCA 158
Aol0 CTeCA ATGTGGGGTTTTTGTGAGGA AAACACCATTTAAAGGCCAAAA 246
Aol3 CTeCA TTTTTCCCTTTTCTCCGAAT TCCTTGGGATTCTCTTTTGC 247
Aol8 CTeCA ATGTGGGGTTTTTGTGAGGA AAACACCATTTAAAGGCCAAAA 246

52



Tabela 5 — Caracterizacdo genética e resumo da estatistica F para os sete l6cus de SSR
analisados em oito populaces de Aechmea coelestis. N = tamanho da amostra, A= nimero
de alelos, Rs = riqueza alélica, Var = variancia no tamanho do alelo, H, = heterozigosidade
observada, H. = heterozigosidade esperada, F;; = coeficiente total de endogamia, Fst =
indice de fixacdo e Fis = coeficiente de endocruzamento.

Locus N A Rs Var Ho He Fir Fst Fis

PaC05 144 14 3,051 9,110 0,347 0,557 0,603 0,309 0,426***
VgCo01 154 38 10,362 53,987 0,705 0,817 0,221 0,104 0,131***
PaDO0O7 155 15 4,432 8,138 0,297 0,634 0,571 0,205 0,461 ***
Acoml2.12 170 23 9,064 20,254 0,556 0,732 0,341 0,123 0,249***
Acom78.4 156 21 10,438 12,007 0,530 0,797 0,402 0,133 0,311**
Acom82.8 182 51 15,589 161,046 0,635 0,835 0,350 0,129 0,254 ***
Aob6 175 23 7,432 20,052 0,508 0,735 0,369 0,173 0,237 ***
Total/Média 1136 185 8,624 40,656 0,511 0,730 0,408 0,168 0,295 ***

%% p < 0,001
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Tabela 6 — Diversidade genética das populacGes de Aechmea coelestis para os sete locus
de SSR. N = tamanho da amostra, A= nimero de alelos, Rs = riqueza alélica, Var =
varidncia no tamanho do alelo, H, = heterozigosidade observada, H. = heterozigosidade

esperada e Fs = coeficiente de endocruzamento.

Populacéo N A Rs Var Ho He Fis
BER 22 42 5615 54,253 0,656 0,756 0,117 ***
PAR 11 30 6,295 51,054 0,533 0,766 0,197 ***
IPO 21 52 6,339 53,341 0,563 0,785 0,285 ***
SGR 50 83 7,571 35,640 0,608 0,832 0,265 ***
INT 28 63 6,292 44572 0,543 0,774 0,309 ***
TAP 17 57 6,641 28,724 0,546 0,779 0,258 ***
UBA 21 39 4909 43,993 0,499 0,649 0,253 ***
ESP 16 29 3,489 13,674 0,140 0,497 0,709 ***

Total/Média 186 395 5894 40,656 0,511 0,730 0,299 ***

=% < 0,001
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Tabela 7 — Resultado da analise de variancia molecular (AMOVA) para Aechmea coelestis

Microsatélites nucleares

Fonte da variacao Variagdo %  Estatistica F Valor - p
Trés niveis
Entre grupos 5,75 FCT=0,057 <0.001
Entre populacbes do mesmo grupo 14,41 FSC=0,153 <0.001
Dentro das populactes 79,85 FST=0.202 <0.001
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Tabela 8 — Divergéncia genética (Fst =- abaixo da diagonal) e fluxo génico (Nem — acima da diagonal)
para os pares de populacdes de Aechmea coelestis.

Populagdes BER PAR IPO SGR INT TAP UBA ESP
BER - 1,69 1,19 1,85 1,25 1,46 0,69 0,65
PAR 0,128 - 1,76 2,46 1,83 2,27 1,10 0,54
IPO 0,174 0,124 - 2,69 3,67 1,21 0,72 0,70
SGR 0,119 0,092 0,085 - 2,25 3,78 1,01 1,00
INT 0,166 0,120 0,064 0,100 - 1,39 0,88 0,70
TAP 0,147 0,099 0,172 0,062 0,153 - 0,94 0,84
UBA 0,266 0,185 0,258 0,198 0,220 0,211 - 0,47
ESP 0,279 0,317 0,264 0,199 0,262 0,228 0,346 -
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Figure 1
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Figura 1 — Mapa com a localiza¢do das oito popula¢gdes anuastra

Populacdes: SGR: Serra da Graciosa (PR), PAR: iradeAcu (SP); IPO: Iporanga
(SP), INT: Intervales (SP), TAP: Tapirai (SP), BEBertioga (SP), UBA: Ubatuba

(SP) e ESP: Espirito Santo (ES).
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Figura 2
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Figura 2 — Probabilidades de atribuicdo Bayesianas (valoQyde individuos déechmea coelestjzara

modelos populacionais de

diversos K. Cada grupo genético (K) esta indicastouma cor diferente. Para sigla das populacdesleggnda da Figura 1.
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Figure 3
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Figura 3 — EstatisticaAK (circulos fechados) e Log Likelihood (circulosedbs) para

diferentes K (grupos genéticos) NnoRBCTURE2.3.3.
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Figura 4
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Figura 4 — Relagdo entre osk(Slatkin) e distancias geograficas (em km) entre a
populacdes déechmea coelesticorrelacdo do teste de Mantel. r = 0,424 e p <

0,01). Os circulos mais escuros representam a peiuESP.
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APENDICE

Desenvolvimento de novos l6cus de SSR

O isolamento dos marcadores envolveu a construgdourda biblioteca
gendmica enriquecida com repeticdes (CT)n e (GT9tinzadas e ligadas a esferas
magnéticas como descrito por Kijas al. (1994) com modificacbes de Billott al.
(1999). Os fragmentos de SSR selecionados foraaldigy ao vetor pGEM-T “Easy”
(Promega) seguindo protocolos descritos pelo fabtec e usados para transformar
células competentes XL-1 “BlueEsécherichia coli. As colbnias transformadas foram
cultivadas em meio contendo ampicilina e X-galadese. Em seguida, as 96 colbnias
recombinantes obtidas foram sequenciadas segumatiacplo descrito por Palma-Silva
et. al (2007). As sequéncias foram alinhadas e editadgsragrama SQUENCHERV.
3.0, para posterior selecdo das que possuiam géeetido tipo SSR. Sequéncias
flanqueadoras das regifes de SSR foram desenhamlasuxilio do software HFIMER3
V0.4.0 (Rozen & Skaletsky 2000), tendo por obmfroduzir fragmentos com cerca
de 100-200 pares de bases. Um total de sete l@osalossatélites foram desenhados
e testados quanto a amplificacao e polimorfism@6érmdividuos de quatro populagdes

naturais déAechmea coelestis.

Otimizacao de l6cus heterélogos de marcadores redaiglites

Até o momento, cerca de 60 l6cus de SSR nuclearamfdesenvolvidos para
espécies de BromeliaceaditCairnia geykesii Sarthou et. al 2003; Tillandsia
fasciculatae Guzmania monostachyBonehet. al2003;Vriesea gigantea Alcantarea
imperialis, Palma-Silvaet. al 2007; Pitcairnia albiflos: Paggiet. al 2008, Aechmea
winkleri: Goetze, 2010Ananas comosusWohrmann e Weising, 2011)(Tabela 3).

Destes, 36 locus de microssatélites foram seledasjacom base nos resultados de
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amplificacdo heterdloga publicados, para serenadest nas espécies de interesse. Os
testes de amplificacdo seguiram os protocolos di¢coes descritas por Palma-Siea

al (2007).
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Conclusoes e Perspectivas
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Aechmea coelestiapresenta grande diferenciacdo morfolégica ingranter-
populacional, com amplo polimorfismo de caractdi@sis e vegetativos, o que
fez os taxonomistas, por muito tempo, a considerdrés espécies distintas. A
revisdo taxondmica deste grupo nao confirmou ekssificacdo, sendo aqui
propostos dois novos sinénimos.

A analise dos dados morfoldgicos foi corroboradagwlise com marcadores
moleculares multilécus (SSR) aplicados ao nivelujaponal.

As andlises de marcadores moleculares microssatélievelaram alta
diversidade genética em todas as populacbes atadigaestrutura populacional
moderada/alta emAechmea coelestisOs altos indices de coeficiente de
endocruzamento indicam que a espécie possui althses de endogamia e/ou
subdivisédo entre as populacoes.

N&o existem evidéncias genéticas para a considega@spécies distintas, ja
que os valores de fluxo génico, em sua maioria sabN.m e a baixa
diferenciac@o dos grupos também néo indica a existée mais de um taxon.
Estudos futuros sdo necessarios para melhor congft@edos processos
evolutivos envolvidos na diferenciagdo populaciodal Aechmea coelestis.
Neste sentido, populacdes do estado do Rio derdadmierdo ser amostradas e
analisadas morfolégica e geneticamente. Da mesmanafo estudos
morfolégicos da populagdo do Espirito Santo awdbano reconhecimento

desta como espécie insipiente ou néo.
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