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RESUMO

Bromeliaceae esta entre as familias de maior riqueza e diversidade na Floresta
Atlantica. O extenso potencial de radiagdo adaptativa da familia se reflete na grande
diversidade de suas espécies. A regido sudeste do Brasil € um dos importantes centros
de diversificacdo e endemismo desta familia. A circunscricdo de géneros e espécies
muitas vezes falha em definir grupos naturais, sugerindo processos de especiagdo
recente com espécies incipientes ainda ndo completamente definidas, e que podem ainda
hibridizarem. Sendo assim, problemas envolvendo a integridade de espécies nesta
familia é frequente o que aumenta a necessidade de estudos sobre aspectos do
isolamento reprodutivo, sobre a ocorréncia e relativa importancia de cruzamentos
interespecificos entre espécies simpatricas e sobre aspectos relacionados a distribuicéo
da diversidade genética. Vriesea simplex e Vriesea scalaris sdo bromélias que ocorrem
ao longo da Floresta Atlantica Brasileira, e com distribuicdo simpétrica conhecida na
regido do Espirito Santo. Na regido de ocorréncia simpéatrica ja foram identificados
hibridos putativos baseados em caracteres morfologicos. O objetivo desta proposta é a
coleta de individuos de V. simplex e V. scalaris ao longo de sua distribuicdo geogréfica
e dos possiveis hibridos naturais, para que possa ser possivel efetuar uma abordagem
rigorosa e clara da variagdo morfoldgica e molecular destas espécies. Além disso,
pretende-se otimizar protocolo de extracdo do DNA gendmico total destas espécies e
das condicOes de amplificagdo dos marcadores do cpDNA e do nDNA , na busca de
marcadores polimorficos, de modo a permitir as analises moleculares filogeograficas e

dos processos de hibridagdo/introgressdo entre V. simplex e V. scalaris.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

Auvaliar o fluxo génico intra- e inter-especifico entre populactes de V. simplex e
V. scalaris, através da caracterizacdo da estrutura genética populacional revelada por
marcadores moleculares do genoma do cloroplasto e do nucleo e a variacdo morfoldgica
dos taxons, afim de auxiliar na delimitacéo taxonémica e na avaliacdo do papel do fluxo

génico nos processos de especiacdo de espécies co-ocorrentes.

Objetivos especificos:

e Investigar possiveis eventos de hibridagdo e introgressdo entre os taxons
estudados.

e Analisar morfometricamente populagdes de V. simplex e V. scalaris

e Descrever a estrutura e variabilidade genética de V. simplex e V. scalaris
utilizando marcadores moleculares do genoma nuclear e do cloroplasto;

e Cruzar dados morfométricos com dados moleculares dos espécimes estudados a
fim de propor uma melhor adequag&o taxonémica para os tdxons analisados;

e Levantar dados que auxiliam a delimitacdo taxonémica entre 0s taxons

estudados;

JUSTIFICATIVA

Pelo fato da familia Bromeliaceae ser considerada uma das mais representativas
da Floresta Atlantica no Brasil e por esta regido apresentar alta riqueza de espécies e
niveis de endemismos, este cenario tem sido considerado uma arena para especiacéo e
um excelente modelo para testar hipoteses sobre eventos de especiacdo e isolamento
reprodutivo, hibridizacdo e introgressdo. Muitos dos aspectos bésicos, como sistema
reprodutivo, sdo desconhecidos para a maioria das espécies desta familia. Informacdes
sobre o impacto do sistema reprodutivo na estrutura genética e o fluxo génico entre
populacdes sdo ainda poucos conhecidos e sdo extremamente necessarios para
entendimento da origem e manutencdo da biodiversidade. Além disso, o entendimento
sobre processos de hibridizagdo é de extrema importancia para adequagéo taxondmica.

A hibridizacdo pode ter impacto na delimitacdo de espécies e na filogenia da familia,



como apresentado por Schulte et al (2010). Por isso aprofundar a compreenséo nessa

questdo é fundamental para classificar e entender a evolucéo deste grupo.

REVISAO BIBLIOGRAFIA

Isolamento reprodutivo e Hibridagéo

O processo de especiacdo se da pela divisdo, dentro de populacfes, em unidades
evolutivas independentes, envolvendo a separacdo genética e diferenciagdo fenotipica
(Coyne & Orr, 2004; Savolainen et al., 2006). Este processo pode ser desencadeado por
alteracbes geograficas, ecoldgicas, morfolégicas ou comportamentais tendo 0s
mecanismos de selecdo natural e deriva génica fortemente atuantes (Petit & Excoffier,
2009; Stearns & Hoekstra, 2000). Assim, 0 processo de especia¢do, em organismos de
reproducdo sexual, resulta da evolugdo de mecanismos de isolamento reprodutivo entre
populacbes naturais. Estes mecanismos devem ser mantidos para que as espécies
incipientes permanegam como entidades evolutivas distintas. O isolamento reprodutivo
é mantido por barreiras que impedem as trocas génicas (Coyne & Orr, 2004).

O isolamento reprodutivo na maior parte das plantas é consequéncia de um
grande namero de barreiras pré e pos-zigoticas (Rieserberg & Willis, 2007). Os
mecanismos pré-zigdticos impedem o cruzamento e a fecundacéo, podendo incluir:
barreiras temporais e espaciais (ex. diferentes épocas de floragéo), sistemas genéticos de
incompatibilidade, competicdo gamética e modificagdes na estrutura floral que alteram
o comportamento do polinizador (Judd et al., 2009). Os mecanismos p6s-zigoticos sdo
aqueles que diminuem o sucesso e a viabilidade do hibrido formado, podendo incluir:
inviabilidade, esterilidade e degeneragéo do hibrido (Levin, 1971).

Os mecanismos de isolamento reprodutivo nem sempre sdo completos (Wu,
2001), a forca e a permeabilidade das barreiras pds e pré-cruzamento sdo altamente
varigveis entre as espécies, e 0 cruzamento interespecifico € comum, o que gera a
ocorréncia de hibridacdo (Coyne & Orr, 2004). A hibridac&o é um fendmeno importante
na evolugdo de plantas como fonte de novas combinagfes genéticas e como mecanismo
para especiacdo (Judd et al., 2009; Rieserberg et al., 2000). Algumas das consequéncias
potenciais deste mecanismo sdo: reforco de mecanismos de isolamento reprodutivo;
formacdo de um complexo hibrido; introgressdo (incorporacdo permanente de genes de
uma espécie em outra espécie); criacdo de diversidade genética e adaptacdo (Levin,

1993). O problema central da especiacdo é entender a origem das barreiras de
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isolamento que atuam ou potencialmente previnem o fluxo génico em simpatria
(Widmer et al., 2009). A presenca de fluxo génico inter-especifico (introgresséo) indica
que as barreiras do isolamento reprodutivo sdo incompletas (Mayr, 1942). Neste
contexto a filogeografia permite detectar eventos de fluxo génico histérico, podendo
discriminar padrfes genéticos causados por eventos de fluxo génico atual ou ancestral.
Tais informagOes sdo essenciais para distinguir processos populacionais, tais como a
fragmentacdo e isolamento reprodutivo, colonizacdo e expansdo populacional, de
processos contemporaneos, como a restricdo espacial do fluxo génico (Schaal et al.,
1998).

Filogeografia

As oscilagbes climéticas do Quaternério causaram profundos efeitos sobre a
distribuicdo de habitats e espécies (Jansson & Dynesius 2002). Para muitos organismos
isto resultou em contracdo das populacdes e disjungdo de refugios durante os periodos
glaciais que dominaram grande parte dos Ultimos dois milhGes de anos, com expansdes
durante os periodos interglaciais (Hewitt 2004). Um potencial resultado deste processo
é a formacdo de zonas de contato, regibes onde conjuntos inteiros de espécies
estabelecem contato secundério entre linhagens isoladas, em alguns casos hibridizam e
em outros formam apertados limites parapatricos (Swenson & Howard 2005). Essas
zonas oferecem uma oportunidade para comparar niveis e padrfes de isolamento
reprodutivo em relacéo a divergéncia histdrica e evolucdo fenotipica dos tdxons

Sendo assim, o método filogeografico permite detectar linhagens evolutivas
morfologicamente cripticas e pode distinguir entre contato secundario de linhagens
anteriormente isoladas, e de diferenciacdo paraprétrica, ou seja, estabelecimento de
diferentes fenotipos dentro de uma populagdo atraves de um gradiente ambiental
acentuado (Hewitt 2001).

Marcadores moleculares sdo importantes no estudo de padres filogeograficos e
de hibridacdo natural, pois sdo capazes de detectar até mesmo baixos niveis de fluxo
génico interespecifico (introgressdo). Os marcadores moleculares sdo Uteis porque
disponibilizam claras descricbes da estrutura das zonas hibridas, as quais sdo
frequentemente misturas de individuos com padrdes ancestrais complexos e porque
também podem ser utilizados para inferir trocas génicas, recombinacéo e selegdo (Petit
& Excoffier, 2009).



Atualmente existem vérias técnicas em biologia molecular que permitem a
deteccdo da variacdo genética ao nivel do DNA. Marcadores moleculares do tipo
microssatélites nucleares (nuSSR) e o sequenciamento direto de regibes do genoma
(cloroplasto) sdo exemplos de técnicas moleculares bastante usadas para estudos
filogeograficos e para a relacéo entre a genética de populacdes e isolamento reprodutivo

em plantas.

A familia Bromeliaceae

A familia Bromeliaceae apresenta cerca de 60 géneros e 3000 espécies (Smith &
Till, 1998) com distribuicdo geografica restrita as Américas. Seu limite norte de
ocorréncia sdo nos estados da Virginia, Texas, Califérnia e nos Estados Unidos; e o
limite sul no norte da Patagbnia e na Argentina, com excegdo para Pitcairnia feliciana
(A. Chev.) Harms & Mildbr. que ocorre no Oeste da Africa, na regido da Guiné
(Porembski & Barthlott, 1999).

Bromeliaceae € composta por espécies que sofreram uma extensa radiacdo
adaptativa e esta entre as familias de maior riqueza e diversidade na Floresta Atlantica.
(Martinelli et al., 2008; Amorin et al., 2005). A regido sudeste do Brasil € um dos
importantes centros de diversificagdo e endemismo desta familia (Fontoura et al., 1991;
Benzing, 2000; Versieux & Wendt, 2006, 2007). O extenso potencial de radiacdo
adaptativa da familia se reflete na grande diversidade de suas espécies. Além disso, a
circunscricdo de géneros e espécies muitas vezes falha em definir grupos naturais,
sugerindo processos de especiacdo recente com espécies incipientes, ainda ndo
completamente definidas (Canela et al., 2003; Faria et al., 2004; De Souza et al., 2007).
Devido a alta diversidade encontrada nesta familia, é frequente a atribuicdo de varios
nomes ao mesmo morfotipo (Wendt et al., 2010).

O padréo de florescimento em épocas sobrepostas para espécies congenéricas é
comum na familia Bromeliaceae (Machado & Semir, 2006; Costa & Wendt, 2007;
Wendt et al., 2008; Matallana et al., 2010) e, de certa forma, esta ocorréncia simpétrica
pode estar envolvida com a manutencéo e abundancia de polinizadores. Entretanto, este
aumento de polinizadores em popula¢fes mistas de espécies simpatricas pode levar &
troca interespecifica de pdlen. No entanto, mesmo havendo troca interespecifica de
pblen, se espera a ocorréncia de barreiras de isolamento efetivas entre espécies de
bromélias simpatricas (Wendt et al., 2008). Poucos ainda s&o os estudos que verificam o

isolamento reprodutivo e hibridacdo em espécies congenéricas de Bromeliaceae (Wendt



et al., 2001; 2002; 2008; Matallana et al., 2010; Schulte et al 2010; Palma-Silva et al.,
2011).

A caracterizacdo da hibridagdo interespecifica e avaliagdo do isolamento
reprodutivo em espécies de plantas tem sido o foco de estudos recentes (Wendt et al.,
2001; 2002; Cozzolino et. al., 2006; Minder et al., 2007; Lexer & Widmer, 2008;
Wendt et al., 2008; Matallana et al., 2010; Pinheiro et al., 2010; Schulte et al 2010;
Palma-Silva et al., 2011). Varios métodos tém sido usados para entender a importancia
das barreiras de isolamento reprodutivo e possiveis eventos de hibridizagdo, incluindo a
morfologia dos hibridos, testes de hibridizagéo artificial, caracterizacdo de mecanismos
pos e pré zigdticos (Motley & Carr, 1998; Wendt et al., 2000 Wendt et al., 2001) e mais
recentemente 0os métodos baseados no uso de marcadores moleculares do DNA, como
‘revisdo por Mallet (2005), Baack & Rieseberg (2007) e estudos feitos por Pinheiro et
al. (2010) e Palma-Silva et al.:(2011).

Vérios estudos moleculares, tanto de espécies animais como vegetais, ja foram
realizados, com objetivo de resolver problemas de delimitacdo de espécies e
compreender o papel das diferentes barreiras de isolamento reprodutivo (Lorenz—Lemke
et al., 2005; Koehler-Santos et al., 2006; Grazziotin et al., 2006; Pellegrino et al., 2008;
Pinheiro et al., 2010; Palma-Silva et al., 2011, entre outros). Estudo molecular
envolvendo espécies simpatricas de Pitcairnia (P. albifos, P. staminea, P.
corcovadensis e P. flammea) foi conduzido por Palma-Silva et al. (2011), com objetivo
de avaliar qual o papel das diferentes barreiras do isolamento reprodutivo na
manutencdo da integridade entre as espécies e qual o papel do fluxo génico na
especiacao destas bromélias. Neste estudo os resultados de marcadores do genoma
nuclear e do cloroplasto detectaram a ocorréncia de hibridacdo e introgresséo entre
pares de espécies (P. albifos e P. staminea) e que barreiras reprodutivas sdo fortes,
apesar de permeaveis ao fluxo génico. Os resultados cruzados dos marcadores
moleculares, indicando baixo fluxo génico interespecifico e testes de biologia
reprodutiva indicaram que a integridade das espécies é mantida pela acdo simultanea de
barreiras pré-zigéticas, incluindo periodos de floragdo, incompatibilidade e sistema

reprodutivo diferenciado (autofertilizagdo versus fertilizagéo cruzada).

1.4 Espécies selecionadas: Vriesea simplex e Vriesea scalaris

O género Vriesea Lindl. pertence a subfamilia Tillandsioideae sendo composto

aproximadamente por 256 espécies (Luther, 2006). Este género apresenta ampla



distribuicdo, podendo ser encontradas espécies desde a América Central até ao Sul da
América do Sul (Smith & Downs, 1977).

Vriesea scalaris E. Morren é uma espécie epifita endémica da floresta Atlantica
no Brasil (Forzza et al., 2010). Sua distribuicdo geografica contempla o Nordeste
(Pernambuco e Bahia), Sudeste (Minas gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Séo
Paulo) e o Sul (Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul) (Forzza et al., 2010).
Vriesea simplex (Vell.) Beer é uma espécie epifita nativa da Floresta Atlantica, com
distribuicdo restrita ao estados da Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo
(Forzza et al., 2010).

A identificacdo destas duas bromélias requer extremo cuidado, devido alta
semelhanga morfoldgica, 0 que pode causar inadequagdo taxonémica na identificagéo.
Estas duas espécies de bromélias possuem a maior parte de suas flores visitadas por
beija-flores e apresentam extensa sobreposicdo nos periodos de floracdo (de Margo a
Agosto em V. scalaris e Janeiro & Dezembro em V. simplex) (Wendt et al., 2008), o que
pode levar a troca interespecifica de polen. A ocorréncia de hibridos putativos entre
esses dois taxons foi observada, mas nenhum estudo aprofundado sobre fluxo génico
interespecifico (hibridacdo e introgressdo) foi realizado até o momento (Wendt,

informacdo pessoal).

MATERIAL E METODOS

Pelo fato do trabalho ter também uma abordagem filogeografica (anélise da
estrutura genética ao longo da distribuicdo geogréfica), serdo coletadas populagdes de
Vriesea simplex e Vriesea scalaris ao longo de toda a sua distribuicdo que
compreendem os seguintes estados:

Vriesea simplex: BA, ES, RJ, SP;

Vriesea scalaris: PE, PR, ES, MG, RJ, SC;

Para a identificacdo de populagdes destas espécies no estado de Parand serdo feitas
expedicBes na seguinte area (a qual apresenta a ocorréncia da espécie, pela consulta
prévia de herbarios):

e Estacdo Ecoldgica da Ilha do Mel

Trabalho de campo: serdo feitas expedi¢Oes de coleta de material botanico em trilhas

na area do parque, com énfase em regides que ja tenham registro das espécies para
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melhor identificacdo das populacbes; As expedicdes de coleta terdo duragdo de
aproximadamente cinco dias; Como as espécies estudadas séo epifitas, e caso estejam
acima de 2 metros de altura, as mesmas serdo coletadas com auxilio de tesoura de poda
alta; Exemplares do material boténico serdo herborizados por técnicas usuais de
herborizacdo e depositados no herbario do Museu Nacional (R). Serdo também feitos

registros fotograficos do material coletado;

Material coletado: Em cada &rea amostrada serdo coletadas 20-30 individuos para
caracterizacdo das populacdes; Havera o cuidado de coletar apenas 3 folhas da roseta e a
inflorescéncia da mesma para as anélises morfométricas e para as analises moleculares
referentes a filogeografia, por isso a coleta ndo afetara a sobrevivéncia da planta; Os
individuos seréo georeferenciados com GPS para posteriores analises de isolamento por
distancia. As folhas de diferentes individuos serdo coletadas para extracdo do DNA,
para isso pedacos da folha serdo armazenados em silica gel para protecdo do material, a
fim de evitar a degradagdo do DNA.
Anélises morfométricas

As informacbes morfoldgicas serdo tabuladas em uma matriz de tdxons por
caracteres com auxilio do editor de arquivos em formato Nexus NDE 0.5.0 (Page 2001).
Para o tratamento estatistico, serdo realizadas analise de variancia univariada (ANOVA)
e analise discriminante. Todas as variaveis serdo testadas quanto a normalidade com o
teste Kolmogorov-Smirnov. Ser realizado o teste Tukey HSD para tamanhos amostrais
diferentes (Spjotvoll-Stolin, p<0.005) afim de comparagédo a posteriori de cada par de
medias. Todas as analises serdo realizadas com o auxilio do software STATISTICA 4.2
(StatSoft Inc., 1993).

Marcadores moleculares para o estudo Filogeografico

Marcadores universais do genoma do cloroplasto (cpDNA) seréo testados quanto
aos indices de polimorfismos através de seqlienciamento direto (Taberlet et al., 1991;
Hamilton, 1999; Weising & Gardner, 1999; Grivet et al., 2001; Shaw et al., 2007,
Scarcelli et al., 2011). Marcadores microssatélites nucleares previamente caracterizados
para especies de bromélias dos géneros, Tillandsia e Guzmania (Boneh et al., 2003),
Alcantarea e Vriesea gigantea (Palma-Silva et. al., 2007) serdo utilizados para o estudo

da estrutura e diversidade genética.
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As andlises estatisticas do estudo de hibridacéo e introgressdo entre as espécies
de V. scalaris e V. simplex serdo feitas considerando o conjunto de dados de nuSSR
(microssatélites do genoma nuclear) e sequenciamento do cpDNA (genoma do

cloroplasto).

Anélises para os marcadores do cloroplasto (cpDNA)

Os hapldtipos do cpDNA serdo definidos utilizando o software DNASP5. Os
pardmetros de diversidade também serdo estimados no DNASP5. As relacdes
genealdgicas entre os haplétipos serdo determinadas por meio de uma andlise de rede
“Network”, com uso do algoritmo median-joing (Bandelt et al., 1999) implementado no
programa NETWORKA4.1 (Fluxus Technology Ltd. At www. Fluxus-engineering.com).

Para os dados de cpDNA serdo calculados os seguintes pardmetros: nimero
efetivo de alelos (Ag), e o coeficiente de diversidade genética de Nei (Hg, Nei, 1987)
utilizando o programa ARLEQUIN (Excoffier et al., 2005).

Os padroes de distribuicdo da variabilidade genética e diferenciagdo entre
populacbes e entre os grupos de populagbes serdo analizados através da Analise de
variancia molecular (AMOVA) utilizando-se o programa ARLEQUIN (Excoffier et al.,
2005). Os pardmetros Gst e Nst, baseados no genoma cloroplastico, serdo calculados
utilizando-se o programa PERMUT (Pons & Petit, 1996).

Analises para marcadores microssatélites nuclear (nuSSR)

Os niveis de diversidade genética nuclear serdo estimados para cada populacéo
de ambas as espécies através: do nimero de alelos (Ag), da Heterozigozidade observada
(Ho) e da Heterozigozidade esperada (Hg) utilizando o software Fstat 1.2 (Goudet,
1995). Também serdo estimados os coeficientes de endocruzamento Fis (Weir &
Cockerham, 1984) para cada populagéo.

Como para 0 cpDNA, a AMOVA sera usada para calcular a estruturacdo
genética intraespecifica do DNA nuclear. Além disso, a AMOVA sera usada para
analise de diferenciagdo gendmica em modelos hierarquicos incluindo as duas espécies.
A hipotese de isolamento por distancia serd feita pelo célculo de correlagdo entre
estrutura genética e distancia geogréfica através do Teste de Mantel (Sokal & Rohlf,
1995).

Para os dados de nuSSR seréo calculados as estimativas da taxa de fluxo génico

pelo calculo do nimero de migrantes, utilizando a teoria da coalescéncia e método de
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maxima verossimilhanca, através do programa MIGRATE 3.0 (Beerli & Felsenstein,
1999). A estrutura genética das populagdes de ambas as morfoespécies serdo analisadas,
para um conjunto de dados de nuSSR por meio de anélises no Programa STRUCTURE
2.3.2 (Pritchard et al., 2000) a fim de classificar os individuos em diferentes grupos (K)

e para identificacdo hibridos.

Teste de Desequilibrio Citonuclear

Para testar um possivel papel da incompatibilidade cito-nuclear e para explorar
0s padrdes e conseqiiéncias do fluxo génico inter-especifico entre as espécies V. simplex
e V. scalaris, os desvios das associacdes cito-nucleares (Arnold, 1993) serdo testados
através do programa CNDm (Basten & Asmussen, 1997). As analises serdo realizadas
através da codificagdo de marcadores nucleares na forma de alelos sintéticos (S, alelos
tipicos para V. simplex e A, alelos tipicos para V. scalaris) e de marcadores do
cloroplasto como hapldtipos sintéticos (Hs, haplétipos tipicos para V. simplex e Ha,
hapl6tipos tipicos para V. scalaris). Valores significativamente positivos e negativos de
CND indicam associagdes positivas e negativas entre 0 genoma nuclear e
citoplasmético, respectivamente. Desequilibrio significativo envolvendo locos
heterozigotos nuclear (AS) — representado por D2(AS/Hs) — aponta para acasalamento
ndo aleatorio em zonas hibridas e hibridizagdo unidirecional, enquanto desequilibrio
significativos envolvendo gendétipos homozigotos D1 e D3 (envolvendo genotipo
nuclear SS e AA, respectivamente) apontam para barreiras & introgresséo, garantindo

que a integridade das espécies é efetivamente mantida.
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CRONOGRAMA DE EXECUGAO PARA AS UNIDADES DO PARANA

Para execucdo do trabalho de campo, necessito do periodo de um ano de licenca de coleta para Estacdo Bioldgica da llha do Mel

A primeira excursdo de campo - 18-28/02 de 2013

Demais datas serdo ajustadas entre o prazo de um ano, a partir da liberagéo da licenga.

Obs: datas podem sofre ajustes.
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