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Resumo

Dyckia ferruginea é uma bromélia de distribuicdo restrita aos estados de Mato Grosso e
Mato Grosso do Sul e, até 0 momento, ndo ha registros que ela esteja inserida em alguma
Unidade de Conservacdo. Desse modo, caracterizar os niveis de diversidade genética
dentro de suas populac6es é de importancia primaria para futuros estudos evolutivos, de
conservacao, melhoramento e manejo dessas plantas. O objetivo geral deste estudo foi
avaliar a diversidade genética e fluxo génico em populacdes naturais de Dyckia ferruginea
(Bromeliaceae) no estado do Mato Grosso do Sul. Para isso, foram amostrados 107
individuos de cinco populacbes. Foram testados 19 marcadores de microssatélites
nucleares descritos para outras espécies de Bromeliaceae e 12 marcadores de
microssatélites plastidiais desenvolvidos para o género Dyckia. No final, foram utilizados
seis marcadores polimdrficos nucleares e seis marcadores plastidiais. Os indices de
diversidade genética foram observados nas cinco populacdes de D. ferruginea, variando
de Ho= 0,442 a Ho= 0,665 para os marcadores nucleares e He= 0,917 a He=1; e 39
haplo6tipos para os marcadores plastidiais. Baixos a moderados niveis de diferenciacao
genética entre populacGes foram encontrados com comparacdes de Fst par a par variando
de 0,046 a 0,110 com um numero de migrantes por geracao variando entre 0,299 e 1,308,
com propor¢do da variacdo genética devido a diferencas dentro das populag6es tanto para
0s marcadores nucleares (88,39%), quanto para os plastidiais (91,87%) demostrando
haver um baixo fluxo génico entre as cinco populagfes. A analise bayesiana revelou a
presenca de apenas dois grupos genéticos (K = 2). As populacfes apresentaram desvios
significativos do Equilibrio de Hardy Weinberg, com o coeficiente de endocruzamento
(F1s=0,760). A taxa de fluxo de polen em relacdo ao fluxo de semente mostrou um fluxo
génico mais eficiente via sementes. Dyckia ferruginea apresentou baixos indices de

diversidade genética e baixo fluxo génico. N&o ha registros que D. ferruginea esteja



inclusa em Unidades de Conservacdo e que se encontra na lista de espécies ameacadas,
portanto, sdo necessarias estratégias de conservacao da espécie para que possa garantir
ao maximo a permanéncia dessas populac¢des naturais em longo prazo, bem como a

biodiversidade do ecossistema a qual ela pertence.

Palavras-chave: Diversidade, genética de populac¢des, microssatélites, Cerrado.
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Abstract

Dyckia ferruginea is a bromeliad restricts to the states of Mato Grosso and Mato Grosso
do Sul. To date, there are no records that the species is included in any conservation
unit. Characterizing the levels of genetic diversity within populations is of primary
importance for any evolutionary, conservation, or breeding study and management of
plants. The general objective of this study was to study the genetic diversity and gene
flow in natural populations of Dyckia ferruginea (Bromeliaceae) in areas that are
influenced by the Cerrado in the state of Mato Grosso do Sul State. For this, 107
individuals from five populations were sampled. Nineteen microsatellite markers
described for other species of Bromeliaceae and twelve plastid microsatellite markers
developed for the genus Dyckia were tested in D. ferruginea. Six polymorphic nuclear
markers and six plastidial markers were used to infer the diversity and genetic structure
of D. ferruginea populations. High genetic diversity indexes were observed in the five
populations of D. ferruginea, ranging from (Ho = 0,442 to Ho = 0,665) for the nuclear
markers and (He = 0.917 to He = 1,000 and 39 haplotypes) for the plastid markers. Low
to moderate levels of genetic differentiation among populations were found with
pairwise Fst comparisons ranging from 0.046 to 0.110 with a number of migrants per
generation ranging from 0.299 to 1.308, and a proportion of genetic variation due to
differences within populations for nuclear (88.39%), and for plastids (91.87%) markers,
showing a low gene flow among the five populations. Bayesian analysis revealed the
presence of only two genetic groups (K = 2). Populations showed significant deviations
from the Hardy-Weinberg Equilibrium, with the inbreeding coefficient of 0.760. The
flow rate of pollen in relation to seed flow showed a more efficient gene flow via seeds.
Dyckia ferruginea showed low rates of genetic diversity and low gene flow. There are

no records that D. ferruginea is included in Conservation Units and is on the list of



endangered species, therefore, conservation strategies of the species are necessary in
order to guarantee the long-term permanence of these natural populations to the

maximum, as well as Biodiversity of the ecosystem to which it belongs.

Keywords: Diversity, population genetics, microsatellites, Cerrado.
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1 Introducédo Geral

1.1 Bromeliaceae

As bromélias sdo plantas tipicas do Novo Mundo, com distribuicdo geografica
desde os Estados Unidos, nos estados da Virginia, Texas e Califérnia (limite norte), até o
norte da Patagdnia, na Argentina (limite sul). A Unica exce¢do é Pitcairnia feliciana
(A. Chev.) Harms e Mildbr., localizada no oeste da Africa, na regido da Guiné (Porembski
e Barthlott, 1999), o que parece ter sido um evento de recente dispersdo a longa distancia
(Givnish et al., 2011). Informacdes oriundas de macro e microfésseis (pdlen) indicam a
existéncia de representantes de Bromeliaceae a partir do médio Terciario (Benzing, 2000).
Segundo Givnish et al. (2011) as Bromélias surgiram no Escudo das Guianas ha cerca de
100 Milhdes de anos durante o Periodo Cretaceo e as subfamilias existentes atualmente
comecaram a divergir apenas acerca de 19 Ma. Estes autores também sugeriram que ha
15,4 Ma as Bromélias chegaram as regides da América Tropical e subtropical.

Bromeliaceae é uma das familias de maior riqueza e diversidade do Neotrdpico
(Martinelli et al., 2008), apresentando mais de 3140 espécies que passaram por uma
extensa radiacdo adaptativa (Luther, 2008). Com base em estudos morfologicos, a familia
Bromeliaceae era dividida em trés subfamilias: Bromelioideae com aproximadamente 650
espécies, Pitcairnioideae composta por cerca de 890 espécies e Tillandsioideae com cerca
de 1000 espécies (Smith e Downs, 1979). Porém, um estudo baseado em oito regides
plastidiais, demonstrou que Pitcairnioideae ¢ uma subfamilia parafilética e propde uma
subdivisdo da mesma e uma nova classificacdo baseada em oito subfamilias:
Brocchinioideae, Lindmanioideae, Tillandsioideae, Hechtioideae, Navioideae,

Pitcairnioideae, Puyoideae e Bromelioideae (Givnish et al., 2011).
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Em diversos ambientes as bromeélias atuam como um subsistema ecoldgico
contribuindo na estabilidade dos ecossistemas (Benzing, 2000). Esses vegetais sdo 15
conhecidos como fitotelmata, pois abrigam em suas cisternas desde algas unicelulares,
algas filamentosas, protistas, invertebrados e vertebrados, constituindo um micro-habitat
importante para esses organismos (Matos, 2000). Outros animais, por exemplo, aves,
crustaceos, formigas e abelhas, utilizam essas plantas como local para nidificacdo, abrigo
ou alimentacdo (Sazima et al., 1996; Sazima et al., 2000; Lenzi et al., 2006). Atualmente,
mais de 90 espécies de bromélias sao utilizadas no mundo como fonte de fibras, forragem,
medicinais, rituais misticos, alimentacdo humana, entre outros (Bennet et al., 2001).
Entretanto, hd uma caréncia de bromélias cultivadas, favorecendo o extrativismo ilegal e
dessa maneira causando uma reducdo no nimero de individuos, levando a perda da

diversidade genética nas suas populag¢6es (Coffani Nunes, 2002).

1.2 O género Dyckia Schult. & Schult.f.

E composto por cerca de 150 espécies (Smith e Downs, 1974; Luther, 2008), tendo
o0 Cerrado como seu centro de diversidade, principalmente na regido do estado de Minas
Gerais (Versieux e Wendt, 2007). A maior parte das espécies apresenta distribuicdo
restrita (Smith e Downs, 1974; Versieux et al., 2015). Encontrado na Argentina, Bolivia,
Brasil, Paraguai e Uruguai. No Brasil sdo encontradas 93% das espécies (140 espécies),
com distribui¢do que vai do nivel do mar até 1000 m de altitude, em ambientes expostos
ao sol nos dominios Mata Atlantica, Caatinga, Campos Rupestres, Restinga e Cerrado
(Smith e Downs, 1974; Kromer e Kessler, 1999; Forzza et al., 2017).

Espécies de Dyckia séo usualmente terrestres, xerofiticas, crescendo em solos bem

drenados, ou podem ser rupicolas, sendo encontradas em diversos afloramentos rochosos,
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em ambientes secos e algumas vezes umidos (Leme et al., 2012). Sdo plantas
caracterizadas por formar rosetas com folhas coridceas ou suculentas, com espinhos
marginais bem desenvolvidos, sem a formacéo do tanque que acumula dgua (carater tipico
de Bromeliaceae - Crayn et al., 2004) (figura 1A). Apresentam inflorescéncia racemosa
com escapo lateral, simples ou ramificado, flores predominantemente amarelas, cores
alaranjadas, ou vermelhas, mas as cores vinhoacastanhadas ou esverdeadas sao relatadas
em poucas espécies (figura 1B). As flores sdo ligeiramente perfumadas, quase sésseis para
pedicelo, tubulares (por vezes convergentes no apice), ou corolas campanuladas (Leme et
al., 2012). As plantas propagam-se vegetativamente por meio de rizomas subterraneos
curtos ou longos (Smith e Downs, 1974; Leme et al., 2012).

O género Dyckia Schult é monofilético e junto com Encholirium forma um
grupo irmdo com Deuterocohnia Mez., e aparentemente, se espalhou para o escudo
brasileiro a partir do Andes em torno de 8,5 Ma (Givnish et al, 2011; Krapp et al.,
2014). No entanto, estudos especificos sobre a filogenia de Dyckia e géneros
relacionados com base em cinco loci de DNA do cloroplasto, fornecem evidéncias de
que a maioria das espécies de Dyckia teve uma radiacdo muito mais recente (a partir de
2,9 Ma). A hipotese de uma radiagdo explosiva recente para Dyckia pode explicar a
dificuldade de discernir caracteristicas morfologicas consistentes e taxonomicamente
Uteis para distinguir espécies deste género, mesmo com espécimes completos e

plenamente documentados em méos (Leme et al., 2012).
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Figura 1. Detalhe da base foliar em formato de roseta com folhas suculentas e
espinhos marginais bem desenvolvidos (A). Detalhe do escapo floral saindo do meristema

lateral da base foliar da planta e coloracdo da flor (B).

1.3 Fluxo Génico e Conservacao Bioldgica

Nas plantas que se reproduzem sexuadamente, o pdlen e a semente sdo 0s
principais componentes do fluxo génico, sendo que a capacidade de dispersao deles esta
relacionada com a habilidade das espécies em manter a diversidade genética e colonizar
novos locais (Nathan et al., 2008; Chybicki e Burczyk, 2010). A dispersao do pélen e das
sementes pode ocorrer a curtas distancias, influenciando principalmente os padrdes de
recrutamento e a utilizacdo de recursos locais e também a longas distancias, afetando a
disseminacéo e as taxas de colonizacao (Nathan et al., 2008).

Caracterizar os niveis de diversidade genetica dentro das populagdes é de
importancia primaria para qualquer estudo evolutivo, de conservacdo, melhoramento e
manejo de plantas (Sales et al., 2001). Fatores como: sistema reprodutivo, mecanismos
de disperséo de sementes, a reducdo no tamanho da populacgdo pode influenciar a estrutura
genética da populacdo (Cavallari et al., 2006). Podem interferir em varios fenémenos

genéticos como endogamia, gargalos populacionais, efeito fundador, fluxo génico,
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selecdo natural, deriva genética e mutacdo (Hartl et al., 1997). Populacdes pequenas e
isoladas sd@o mais sujeitas aos efeitos da endogamia e da deriva genética, revelando menor
variabilidade genética populacional (Bouzart, 2001).

A conservagdo dos recursos genéticos pode ocorrer através da preservacao de
amostras fora do seu habitat natural, conhecido como conservacdo ex situ, e/ou através da
protecdo das populagdes em seus locais de ocorréncia, chamado de conservagéo in situ
(Frankham et al., 2009). As espécies também podem ser preservadas em condigdes
ambientais semelhantes ao seu habitat, quando seu ambiente natural estiver ameagado ou
for destruido, denominada de conservacao inter situ (Guerrant et al., 2004). As diferentes
formas de conservacao devem manter populagdes geneticamente distintas na tentativa de
evitar a perda da diversidade genética de uma espécie (Thornton et al., 2008).

Cavallari et al., (2006) ao analisar a diversidade genética em trés espécies do
género Encholirium (Bromeliaceae), definiu que Encholirium biflorum e Encholirium
pedicellatum, sdo espécies criticamente ameacadas de extin¢do, a retirada de um dnico
individuo do habitat implica em perda significativa da diversidade genética na natureza,
e, portanto, deve ser evitada.

Até 0 momento, ndo héa registros que a espécie D. ferruginea esteja inserida em
alguma Unidade de Conservacao (Forzzaetal., 2017; IUCN). No entanto, ela se concentra
em areas de Cerrado. A expansao das atividades agropecuarias transformou o Cerrado em
um dos ecossistemas mais ameagados do mundo, pois boa parte da sua vegetacéo ja foi
devastada (Myers, 1988; Myers et al., 2000). Portanto, estudos genéticos se fazem
necessarios afim de se preservar o potencial evolutivo de Dyckia ferruginea e também
para contribuir com informacgdes relevantes que podem ser U(teis para estratégias

conservacionistas da espécie e da biodiversidade do ecossistema ao qual ela pertence.
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1.4 Marcadores Moleculares do tipo microssatélite

Microssatélites (SSRs, do inglés Simple Sequence Repeat, ou STRs, do inglés
Single Tanden Repeat) sdo muito variaveis e abundantemente distribuidos no genoma de
eucariotos. Sdo unidades curtas (de dois a seis pares de bases), repetidas uma apos a outra.
O alto polimorfismo caracteristico desse tipo de marcador leva a possibilidade de
identificar perfis caracteristicos de cada individuo de uma mesma espécie, de acordo com
a variacdo no numero das repeti¢des. Os polimorfismos individuais séo identificados a
partir da amplificacdo por PCR da regido contendo a repeticdo, usando iniciadores
ancorados em regides que flanqueiam o microssatélite. As regides flanqueadoras séo
conservadas dentro e entre espécies e muitas vezes entre géneros ou até em niveis
taxonémicos mais elevados (Turchetto-Zolet et al., 2013).

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

Andlises utilizando marcadores moleculares de microssatélites fornecem
informagdes sobre alguns fatores que determinam a estrutura genética populacional, tais

como estimativas de padrdes de dispersdo do pélen, distancia de disperséo e fluxo génico,
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que sédo particularmente importantes para a otimizacdo de programas de conservagéo in
situ(Dawson et al., 1997; He e Smouse, 2002, He et al., 2004; Turchetto-Zolet et al.,

2013).

15 Cerrado

O Estado de Mato Grosso do Sul, situado na regido Centro-Oeste do Brasil,
possui uma superficie de 358.159 km2 e limita-se a oeste com a Bolivia e Paraguai, a
Norte com o Mato Grosso, a Sul com o Paraguai e o Parang, e a leste com S&o Paulo,
Minas Gerais e Goias. A vegetacdo do Mato Grosso do Sul é composta pelas provincias
fitogeograficas do Cerrado, Pantanal e Mata Atléantica, sendo que 60,14% da area do
estado € ocupada pelo Cerrado (Silva et al., 2011). No Estado o uso predominante da terra
€ a pecuéria bovina extensiva de corte. A revolucdo da agricultura anual (soja, milho,
algoddo e cana de aglcar por exemplo) dependente de insumos e grande consumo de
recursos ndao renovaveis para aumentar a produtividade € a principal responsavel pela
perda de biodiversidade no MS (Paschoal, 1995).

O Cerrado € o segundo maior dominio fitogeografico do Brasil, ocupando mais de
2 milhdes de Km?, e um dos 34 “hotspots” de biodiversidade do mundo (Mittermeier et
al., 2005). O cerrado lato sensu é formado por trés biomas: o campo tropical, a savana e
a floresta estacional (Woodward, 2008). Campos tropicais sdo formagdes tropicais em que
0 estrato herbaceo é continuo, com pequenos arbustos em baixas densidades (Woodward,
2008). J& as savanas sdo formacdes tropicais em que o estrato herbaceo é quase continuo,
interrompido apenas por arbustos e arvores em densidades varidveis, e em que 0S
principais padrdes de crescimento estdo associados as estacdes Umidas e secas alternantes

(Bourliére e Hadley 1983). Em savana, portanto, inclui-se 0 campo sujo, o0 campo cerrado
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e o cerrado stricto sensu que € composto por um estrato arboreo-arbustivo e outro
herbaceo-graminoso (Eiten, 1994; Silva, 2002). Normalmente, ocorre sobre latossolos e
neossolos quartzarénicos profundos, bem drenados, distréficos, acidos e raramente sobre
solos mesotréficos (Haridasan, 1992). Estes habitats sdo limitados a pequenas manchas
nos planaltos ou topos de montanhas, e contém muitas espécies de plantas adaptadas a
seca e queimadas sazonais, com uma flora altamente endémica (Giulietti et al., 1997).

A Caatinga, o Cerrado e o Chaco formam uma “diagonal seca”, a qual abrange
uma larga faixa de vegetagéo seca que atravessa o Brasil em uma direcé@o norte-leste para
0 sul-oeste (Prado e Gibbs, 1993), separando a Floresta Amazonica da Mata Atlantica,
formando uma barreira ao fluxo génico para um grande nimero de espécies (Cardoso et
al., 2000, Lira et al., 2003, Ledru et al., 2007, Turchetto-Zolet et al., 2012).

Nas ultimas décadas, o Cerrado tem sofrido um aumento demografico expressivo
e a vegetacdo nativa vem sendo substituida por monoculturas como a soja e a cana-de-
acucar, milho, arroz, algoddo assim como pastagens. A ocupacdo humana e a rapida
expansdo das atividades agropecuarias transformaram o Cerrado em um dos ecossistemas
mais ameacados do mundo (Myers et al., 1988, Myers et al., 2000). Um total de mais de
80% da area do Cerrado ja sofreu modificacOes providas pela acdo antropica (Alho et al.,
1995, Myers et al., 2000), enquanto apenas 1,6% esta em area de preservacdo permanente

(Oliveiraet al., 2002).
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2 Objetivo

Realizar estudo sobre diversidade genética e fluxo génico em populacdes
naturais de Dyckia ferruginea (Bromeliaceae) em areas de Cerrado no estado do Mato

Grosso do Sul.

2.1 Objetivos Especificos

» Descrever a diversidade genética dentro e entre populacdes;

» Determinar a contribuicdo relativa de polen em relacdo as sementes para o fluxo
génico da espécie.

» Identificar se ha evidéncias genéticas de recente reducao no tamanho
populacional em Dyckia ferruginea.

»  Contribuir com informacdes relevantes para auxiliar estudos relacionados a

conservacao de bromélias.
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Resumo

Os dados gerados por pesquisas em genética de populagdes podem ser utilizados
para definir unidades de conservacdo, indicando areas de populagcdes de maior ou menor
importancia para a preservacdo dos taxons em questdo. O presente estudo descreveu 0s
padrdes de estrutura e diversidade genética populacional e fluxo génico para D.
ferruginea, que ocorre em areas de Cerrado no Mato Grosso do Sul. Foram utilizados
seis marcadores de microssatélites tanto para os nucleares (Ho=0,218 e He= 0,787)
quanto para os plastidiais (He= 0,917 a He=1; e 39 haplotipos). Foi observada grande
variacdo genética dentro das populages tanto para os microssatélites nucleares
(88,39%) quanto para os plastidiais (91,87%) com estruturacdo genética moderada
(Fst=0,116. Moderados niveis de diferenciacdo genética entre populagdes foram
encontrados com comparagdes de Fst par a par variando de 0.046 a 0,110. O nimero de
migrantes por geracdo foi de 0,299 a 1,308, o que mantém a coesédo das popula¢bes com
baixo fluxo de génico. D. ferruginea é composta por apenas dois grupos genéticos. O
fluxo génico via sementes foi mais eficiente que o fluxo génico via pélen (-1,33).
Dyckia ferruginea apresentou baixos indices de diversidade genética e baixo fluxo
génico. N&o ha registros que D. ferruginea esteja inclusa em Unidades de Conservacéo
e que se encontra na lista de espécies ameacadas, portanto, sdo necessarias estratégias de
conservacao da espécie para que possa garantir a0 maximo a permanéncia dessas

populagdes, bem como a biodiversidade do ecossistema a qual ela pertence.

Palavras-chave: Bromeliaceae, conservacao, fluxo génico, genética de populagoes,

microssatélites.
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Abstract

Data generated by research on population genetics can be used to define conservation
units and properties for the management of genetic resources, indicating areas of
populations of greater or lesser importance for the conservation of the taxa in question.
The present study described the patterns of population structure and genetic diversity
and gene flow for D. ferruginea, which occurs in Cerrado areas in Mato Grosso do
Sul.Six microsatellite markers were used for both nuclear (Ho = 0.218 and He = 0.787)
and plastidial (He = 0.917 to He = 1.000 and 39 haplotypes). There were significant
deviations of the Hardy-Weinberg Equilibrium, with an inbreeding coefficient of 0,760.
A large genetic variation was observed within the populations for both the microsatellite
(88.39%) and the plastidial (91.87%) with moderate genetic structure (Fst = 0.116).
Moderate levels of genetic differentiation between populations were found with Fst
comparisons The number of migrants per generation was from 0.299 to 1.308, which
maintains the cohesion of populations with low gene flow. There is no record that D.
ferruginea is included in Conservation Units and is in the list of Therefore, species
conservation strategies are necessary to ensure that these populations remain as

Biodiversity of the ecosystem to which it belongs.

Keywords: Bromeliaceae, conservation, gene flow, microsatellites, population genetics.
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5 Introducéo

A familia Bromeliaceae apresenta plantas epifitas, saxicolas ou terrestres que podem
habitar desde ambientes extremamente secos até matas densas, sendo considerada uma
das familias ecologica e morfologicamente mais diversas. As inovagdes apresentadas
pelas bromélias ao longo do tempo, tais como o epifitismo, a formacéo de um tanque
através da disposicao das folhas servindo como habitat para muitos organismos, a
capacidade dos tricomas foliares de absorver 4gua e nutrientes, a polinizacao pelas aves
e o surgimento do sistema CAM de fotossintese (metabolismo acido das crassulaceas),
permitiram a essas plantas invadirem novos ambientes, como florestas pluviais, topo de
arvores e ambientes xéricos, além de ocasionarem uma extensiva especiacdo (Givinish
et al., 2014). Sdo considerados quatro centros de diversidade para a familia, os Andes, a
América Central, o Planalto das Guianas, e o0 Escudo Brasileiro (Smith e Downs, 1974;
Givinish et al., 2014). Estima-se que cerca de 50% do total de espécies da familia possa
ser encontrado no Brasil, colocando o pais como um dos mais importantes em termos de
diversidade de bromélias (Leme e Marigo, 1993).

O género Dyckia Schult. & Schult. f. composto por aproximadamente 160
espécies, juntamente com os géneros Encholirium Mart. ex Schult. & Schult. f.,
Deuterocohnia Mez, Fosterella L.B Smith e Pitcairnia L'Hér pertencem a subfamilia
Pitcairnioideae (Krapp et al., 2014). As espécies de Dyckia sdo plantas perenes, de
habito terrestre ou saxicola, nas quais ndo se observa a formacéo de um tanque para o
acumulo de agua (particularidade observada na maioria das espécies de Bromeliaceae),
caracteristica essa que possibilitou ao género sobreviver em ambientes xeromorficos.

O conhecimento da estrutura genética de populagdes é entendido como etapa
fundamental para a realizacdo de programas conservacionistas. Os dados gerados por

pesquisas em genéticas de popula¢fes podem ser utilizados para definir unidades de
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conservacao e propriedades para 0 manejo de recursos genéticos, indicando areas de
populacdes de maior ou menor importancia para a preservacao dos taxos em questdo e
permitindo o desenvolvimento de estratégias efetivas de conservacdo (Cavallari et al.,
2006). Portanto, a manutencédo do padrédo de diversidade genética para cada espécie é
essencial para a preservacao do potencial evolutivo (Fleishmam et al., 2001).

Em vista da importancia ecoldgica, econémica e cultural da familia

Bromeliaceae, estudos sobre genética populacional tém buscado entender os padrdes de
variabilidade genética que levaram a processos evolutivos e tém sido fundamental para
inferir estratégias de conservacgdo, principalmente na Mata Atlantica, o centro de
diversidade das bromélias (Alves et al., 2004; Barbara et al., 2007, 2009; Palma-Silva et
al., 2007, 2009; Hmeljevski et al., 2011; Zanella et al., 2011, 2012; Goetze et al., 2013;

Goetze et al., 2015).

A espécie Dyckia ferruginea MEZ é uma espécie de distribuicdo restrita aos
estado de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (Smith eDowns, 1974; Kromer e Kessler,
1999; Versieux et al., 2015; Forzza et al., 2017; IUCN) e esta inserida nos dominios do
Cerrado, este complexo vem sofrendo ao longo dos anos uma forte pressao antrépica.
As espécies de distribuicdo restrita e seus congéneres de ampla distribuicdo tém sido
motivo de muitos estudos ao longo dos anos, pois espera-se, dado ao isolamento
geografico e pelo seu tamanho populacional reduzido que sofram abruptamente os
efeitos das forcas evolutivas, como endogamia, gargalo de garrafa e deriva genética,
resultando em baixa diversidade genética (Gitzendanner e Soltis, 2000; Lavergne et al.,
2004; Gibson et al.,2008; Ravikanth et al., 2010).

Buscando compreender os padrées de diversidade genética, estrutura genética e

fluxo génico a fim de complementar os estudos ja realizados com bromélias, o objetivo
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deste trabalho foi realizar estudo sobre diversidade genética e fluxo génico em
populagdes naturais de Dyckia ferruginea (Bromeliaceae) em areas de Cerrado no
estado do Mato Grosso do Sul. Nossos objetivos especificos foram: (a) Descrever a
diversidade genética dentro e entre populagdes; (b) Identificar se ha evidéncias genéticas
de recente reducdo no tamanho populacional em Dyckia ferruginea; (c) Contribuir com

informacdes relevantes para auxiliar estudos relacionados a conservacdo de bromélias.

6 Material e Métodos

6.1 Espécie e area de estudo

Dyckia ferruginea é uma espécie com 1 m de altura ou maior, quando com
inflorescéncia, frequentemente com folhas de 80 centimetros de comprimento; apresenta
bainha suborbicular com 5 centimetros de comprimento; suas laminas séo levemente
triangulares coberta por escamas esbranquicadas, contém espinhos densamente e
grosseiramente serrilhados. A planta apresenta inflorescéncia ramificada densa ou mais
ou menos interrompida, as flores se dispdem em pedicelos muito curtos, as sépalas sdo
ovaladas, suas pétalas possuem a coloracao amarelo-esverdeada e sao elipticas, com
estames igualando as pétalas, as anteras do verticilo sdo lineares raramente se
apresentam encurvadas. (Kromer e Kessler, 1999). Dyckia ferruginea apresenta alta taxa
de producéo vegetativa (Kromer e Kessler, 1999) e é encontrada em areas de Cerrado

em solos rochosos secos (Smith e Downs, 1974).
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E uma espécie de distribuico restrita aos estados de Mato Grosso (cidades de
Céceres e Rio Verde; Smith e Downs, 1974) e Mato Grosso do Sul (com registros na
cidade de Bonito; Aquidauana, Coxim e Corguinho), (Kromer e Kessler, 1999;
Versieux et al., 2015; Forzza et al., 2017; IUCN). O material foi coletado e depositado
no Herbario COR campus do pantanal/UFMS e CGMS/UFMS, (Kromer e Kessler,
1999, Versieux et al., 2015; Forzza et al., 2017; IUCN).

O presente estudo foi realizado em areas de Cerrado, proximo a rodovias

federais do estado do Mato Grosso do Sul.

6.2 Coleta do material vegetal e extracdo de DNA

Foi coletado o material vegetal de cinco popula¢des, sendo Coxim (CX), Rio Verde
(R.VI), Rio Verde (R.VII), Aquidauana (AQ) e Piraputanga (PT), (Fig. 1) abrangendo
um tamanho amostral de 107 individuos (Tabela 1).

O material coletado para este estudo foi uma folha jovem de cada individuo.
Segundo Kromer e Kessler (1999) Dyckia ferruginea apresenta alta reproducéo
vegetativa e para evitar a amostragem de clones os individuos foram coletados com uma
distancia de no minimo dez metros entre si. A folha coletada foi desidratada em silica
gel até o momento da extracdo do DNA gendmico. O protocolo de extra¢do usado foi o
descrito em Doyle e Dickson (1987). Para verificar a qualidade da amostra, 0 DNA foi
quantificado em gel de agarose 1% corado com Syber Green (Invitrogen) em

comparagdo com o DNA de fago A.
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6.3 Marcadores moleculares nucleares e plastidiais, PCR e genotipagem

Para a andlise de diversidade genética das cinco populagbes de D. ferruginea, foram
testados 19 primers desenvolvidos para outras espécies, tais como nrSSRs (Loci de
microssatélites): Dd03, Dd04, Dd05, Dd07, Dd11, Dd13, Dd14, Dd15, Dd18, Dd19,
Dd20, Dyckia distachya (Zanella et al., 2012); Acom_117, Acom_71.3, Acom12.2,
Acom109.6, Dyckia marnierlapostollei (Wohrmann et al., 2012); Ac01, Acll, Ac25,
Ac55, Aechmea caudata (Goetze et al., 2013).

As reacdes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas em volume de 10 pL
contendo: 10 ng de DNA, 1X de tampdo da enzima, 2,0mM de MgClz, 0,2mM de dNTP
mix, 1 pmol de “primer forward”, 4 pmol de “primer reverse”, 0,4pmol de “primer”
M13 marcado com diferentes fluorescéncias (FAM, VIC ou NED) e 0,5 U de Tag DNA
polimerase (Go Tag, Promega) e amplificadas em termociclador Veriti 96-po¢os

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) utilizando um programa de ciclos do tipo

“touchdown” com as condi¢des de amplificagdo conforme descrito por (Palma-Silva et

al., 2007).

Apobs os testes de amplificacdo dos loci de microssatélites foram selecionados seis
marcadores polimorficos (Acom_109.6; Acom_71.3; Acom_119; Ac25; Dd20 e Dd10)
para as analises de um total de 96 individuos para cada locus .Os fragmentos
amplificados com a fluorescéncia foram genotipados em sequenciador automatico (ABI
3700 Applied Biosystems) pela empresa Macrogen Inc (Coréia do Sul), e comparados
com padrao de tamanho molecular LI1Z 500 (Applied Biosystems) usando o programa
GeneMarker versdo Demo 1.97 (SoftGenetics).

Foram testados 12 loci de microssatélites de cloroplasto (cpSSRs: (DSSR-L01;
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DSSR-L04; DSSR-L06; DSSR-NO1; DSSR-N04; DSSR-NO05; DSSR-N07; DSSR-N10;

DSSR-N11; DSSR-N15; DSSR-N16; DSSR-N18), previamente caracterizados para o
género Dyckia (Krapp et al., 2012). As PCRs foram realizadas em volume de 10 pL
contendo: 10 ng de DNA, 1X de tampdo da enzima,

1,5mM de MgCI2, 0,2mM de dNTP mix, 0,04 pmol de “primer forward”, 0,16 pmol de

“primer reverse”, 0,16pmol de “primer” M13 também marcado com diferentes
fluorescéncias (VIC, FAN e NED) e 0,5 U de Tag DNA polimerase (Go Tag, Promega),
e foram amplificadas em termociclador Veriti 96-pocos (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). O protocolo de amplificacdo utilizado foi descrito por Krapp et al.,
(2012). Apds os testes, seis fragmentos amplificados foram selecionados (DSSR-L04;
DSSR-NO05; DSSR- N10; DSSR-N11; DSSR-N15 e DSSR-N18) em seguida
genotipados em sequenciador automatico pela empresa Macrogen Inc e comparados
com tamanho molecular padrdo molecular L1Z 500 (Applied Biosystems) usando o
programa GeneMarker versdo Demo 1.97 (SoftGenetics). As analises utilizando cpSSRs
foram feitas com uma amostragem total de 48 individuos amostradas nas cinco
populacdes de D. ferruginea, sendo 8 individuos em CX, 13 em R.VI, 9 em R.VII, 8 em

AQ e 10 individuos em PT.

6.4 Analises de diversidade genética

Para caracterizar os loci de nrDNA nas populagdes amostradas foram estimados: a)
namero de alelos por locus; b) heterozigosidade observada; ¢) heterozigosidade
esperada; d) Fit - coeficiente total de endogamia; e) Fis — coeficiente de

endocruzamento. Estes pardmetros foram estimados através dos programas MSA
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(Dieringer e Schlotterer, 2003) e FSTAT 1.2 (Goudet, 1995). Cada locus foi testado
para desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg usando o programa FSTAT 1.2 (Goudet,
1995). Para a analise da estrutura genética das populacdes foi utilizada a estatistica F
para estimar a diversidade genética dentro e entre as populaces e inferir o grau de
subdivisdo das mesmas no software Arlequin 3.01 (Excoffier et al., 2010). Foram
realizadas andlises de variancia molecular (AMOVA) para identificar os padrdes de
estruturacdo genética hierarquica no programa Arlequin 3.01. Também foi realizada
uma analise Bayesiana para estimar o nimero de grupos genéeticos (K) através do
programa Structure 2.3.2 (Pritchard et al., 2000). Para determinar o nimero de grupos
genéticos utilizou-se o critério proposto por Evanno et al., (2005), utilizando o programa
Structure Harvester v.06.93 (Earl e Von Hold, 2012).

A estruturacao genética das populacoes foi avaliada de acordo com as estimativas de
Fst (Weir e Cockerham, 1984) calculada no Genalex 6.5.01 (Peakall e Smouse, 2012). A
analise de diferenciacdo genética par a par entre as populacbes também foi realizada no
Genalex 6.5.01 (Peakall e Smouse, 2012). O namero efetivo de migrantes (Nem) entre as
populacgdes foi calculado com base na teoria coalescente usando a inferéncia Bayesiana
com 0 MIGRATE v3.2.1 (Beerli, 2006).

Para avaliar se houve uma recente reducdo no tamanho das populagdes de Dyckia
ferruginea, nds utilizamos o programa BOTTLENECK v1.2.02 (Piry et al., 1999). A
significancia dos resultados foi determinada através do teste de Wilcoxon onetail e 10.000
iteracOes (Cornuet e Luikart 1996). Por serem mais apropriados para marcadores de
microssatélites, foi utilizado os modelos S.M.M. (step-wise mutation) e T.P.M (two-phase
model), com 95% single-step mutations em T.P.M. e variancia entre os passos de 12 (Piry

etal., 1999).
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Cada populacéo foi caraterizada por niveis de diversidade genética em marcadores
de cpDNA utilizando: (1) o numero de haplétipos detectado em cada fragmento da
amostra, (2) diversidade de gene - He (Nei, 1978) e (3) riqueza alélica estimada (EI
Mousadik e Petit, 1996), utilizando o programa Rarefac v. 3.5 (Petit et al.,1998). A anélise
da variancia molecular (AMOVA) foi realizada no programa Arlequin 3.5 (Excoffier e
Lischer, 2010), para avaliar a distribuicdo da variacdo genética interespecifica.

Alelos nulos, grandes alelos “dropout” e erros de sequéncias sujas foram analisados

através do programa Micro-cheker (Oosterhout et al., 2004).

6.5 Fluxo génico via dispersao de polen e semente

A formula de Ennos (1994) abaixo foi aplicada para estimar a contribui¢do do fluxo de

polen versus fluxo de semente sobre o fluxo génico total.

(rzm) ~ 2(rmmm)
()

Fluxo de pélen/fluxo de sementes =

Fst (b) e Fst (m) correspondem aos niveis de diferenciacdo populacional calculados
a partir de marcadores herdados de forma biparental (nuclear) e materna (cpDNA),
respectivamente. Esse calculo foi baseado no pressuposto da heranca maternal de

cpDNA em D. ferruginea como é na maioria das angiospermas (Ennos et al., 1999).

7 Resultados

7.1 Diversidade e estrutura genetica nuclear

Foram detectados 69 alelos nos seis loci analisados em Dyckia ferruginea,
representando uma média de 15,7 alelos por locus, variando de 11 a 25 (Tabela 2). A
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heterozigosidade observada e esperada para todos os loci variou de 0,053 a 0,350 e de

0,678 a 0,886 respectivamente e uma expressiva diferenca na média de heterogozidade
observada e esperada 0,218 e 0,787 (Tabela 2). O coeficiente total de endogamia (Fi)

foi positivo para todos os loci. O indice de fixacdo (Fst) apresentou o valor médio de

0,105 e variou entre 0,055 a 0,170. O coeficiente de endocruzamento médio (Fis) foi de

0,760, (Tabela 2). Todos os loci apresentaram desvios significativos do Equilibrio de
Hardy-Weinberg (P < 0,001). Os resultados deram negativos para alelos nulos, grandes
alelos “dropout”, e erros de sequéncias sujas.

Os resultados obtidos para os indices de diversidade encontrados nas populagdes
de D. ferruginea mostraram uma riqueza alélica variando de 5,406 a 6,512. A populagdo
Rio Verde | (R.VI) apresentou o maior nimero de alelos (53), enquanto que a populagéo
com menor numero de alelos (33) foi a da Piraputanga (PT). A populacéo R.VII
apresentou o maior numero de alelos privados (11 alelos), seguido das populagdes de
Agquidauana (AQ) que apresentou 7 alelos privados, Coxim (CX) e Piraputanga (PT)
com 4 alalos privados e Rio Verde I (R.VI) com o menor nimero de alelos privados (3).
Os resultados obtidos também mostraram um alto valor de riqueza alélica nas cinco
populagdes de D. ferruginea, variando de 5,40 a 6,51 sendo que CX, R.VI e AQ
apresentaram a maior riqueza alélica entre as populagdes, respectivamente (Tabela 3).
Os valores de heterozigosidade observada variaram de 0,102 a 0,520 em CX e R.VII,
respectivamente, e de heterozigosidade esperada de 0,726 a 0,829 em R.VII e CX,
respectivamente. O coeficiente de endocruzamento apresentou valores significativos
para todas as populagdes (Tabela 3).

Os resultados da analise Bayesiana indicaram um K=2 entre as cinco populagdes

de D. ferruginea (Fig. 2,3). O grupo genético 1 predominou nas populacdes CX e PT e o
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grupo 2 predominou na populacdo R.VI e R.VII enguanto que a populacdo de AQ
apresenta uma sobreposicéo intermediaria.

As populaces de D. ferruginea de forma geral apresentaram estruturacédo
genética moderada (S Wright, 1978), com Fst=0,121 (p<0,05). Na anélise de
diferenciacdo genética par a par entre as populagdes, encontramos evidéncias de
estruturacdo genética moderada em todas as populagdes, com excecdo da comparacao

entre as populacdes de

Aquidauana e Piraputanga que ndo apresentou diferenciacdo genética entre elas (Tabela
4). As populagdes de RVI e RVII apresentaram os maiores valores de diferenciagao
quando comparada com as demais populacfes (Tabela 4). O nimero de migrantes foi
préximo de 1 (Nm=0,932), o que demonstra um baixo fluxo génico entre as populaces.
Quando comparadas umas com as outras, o resultado revelou que todas as populagdes
tiveram baixa taxa no nimero efetivo de migrantes entre as populaces, o que reflete a
estruturacdo encontrada entre as populacoes (Fig. 4).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) das populaces de D. ferruginea
para microssatélites nucleares mostrou que a maior propor¢éo da variagdo genética
ocorre devido a diferencas dentro das populacGes (88,39%) e a menor entre as
populagdes (11,61%) (Tabela 5).

Foram encontradas evidéncias de bottleneck (excesso de heterozigosidade)
apenas na populacdo de Piraputanga, p= 0,02344 e 0,03906, nos modelos T.P.M. e
S.M.M., respectivamente. As demais populacdes ndo apresentaram indicios de uma

recente reducdo do tamanho populacional.
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7.2 Diversidade e estrutura genética Plastidial e fluxo génico via dispersao de

polen e semente Seis loci de microssatélites de cloroplasto descritos para o género
Dyckia amplificaram satisfatoriamente em Dyckia ferruginea. Todas as populagdes
mostraram-se polimorficas, apresentando de 8 a 12 haplétipos cada (Tabela 3). As
populacdes R.VI e R.VII mostraram-se as mais diversas com 12 e 9 haplotipos,
enquanto que as populaces CX, AQ e PT apresentaram 0s mesmos haplétipos. D.
ferruginea apresentou altos niveis de diversidade génica (He) variando de 0,917 a 1,000.
A riqueza alélica foi 7,000 nas populagdes CX, R.VI e R.VII, enquanto que na AQ a
riqueza foi 6,222, ja em PT foi de 5,33 (Tabela 3). Trinta e nove hapl6tipos foram
encontrados nas cinco populagdes amostradas, sendo 32 deles unicos. Dos 39
haplotipos encontrados nas duas populagc6es de D. ferruginea cinco sdo compartilhados
entre elas: H1, H16, H17, H26 e H32 (Tabela 6). Os haplétipos H1, H16, H17, H18,
H32 e H36 séo os mais frequentes (Tabela 6).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) mostrou que a menor propor¢do da
variacao genética (8,121%) pode ser atribuia a variagdo entre populagdes, enquanto que
a maior variacdo ocorre dentro das populagdes (91,878%), (Tabela 5).

Com base nos valores estimados do Fst da anélise de variancia molecular entre as
populacBes para marcadores de microssatélites nucleares (0,116) e plastidial (0,081) foi

estimada a taxa de fluxo de polen em relacdo ao fluxo de semente, a qual foi de -1,33.

8 Discussao

8.1 Diversidade e estrutura genetica nuclear

Os resultados de diversidade genética obtidos para Dyckia ferruginea revelaram uma

baixa diversidade genética (Ho=0,218), com valores proximos aos observados para

41



outras espécies de bromélias, como os estudos realizados com Alcantarea glaziouana
(Ho=0,299; Barbara et al., 2009), maiores que aos encontrados em populacdes de
Alcantarea regina com valores de (Ho=0,178; Barbaré et al., 2009) e inferiores aos
observados em Aechmea caudata (Ho= 0,467; Goetze et al., 2013), Vriesea gigantea

(Ho= 0,424; Palma-Silva et al., 2009) e Alcantarea regina (Ho= 0,485; Barbara et al.,

2009), Alcantarea geniculata (Ho= 0,357; Barbaré et al., 2007), Alcantarea imperialis

(Ho= 0,362; Barbara et al., 2007) e Bromelia antiacantha (Ho= 0,335; Zanella et al.,
2011). Espécies com distribuicdo geogréafica restrita geralmente apresentam niveis mais
baixos de diversidade genética que espécies relacionadas com uma distribuicéo
geografica mais ampla (Gitzendanner et al., 2000).

Dyckia ferruginea exibiu um excesso de genétipos homozigotos em todas as
populacdes avaliadas, apresentando um coeficiente de endocruzamento alto (Fis= 0,760)
e superior ao encontrado para outras bromélias como B. antiacantha (Fis= 0,431;
Zanella et al., 2011) e Vriesea gigantea (Fis= 0,269; Palma-Silva et al., 2009). O alto
coeficiente de endocruzamento e os baixos indices de diversidade apresentados indicam
a limitacdo no deslocamento dos polinizadores e dos dispersores de sementes (Goetze et
al., 2015).

O indice de riqueza alélica foi significativo entre as populacdes de D.

ferruginea. Todas as populac6es apresentaram alelos privados, em destaque estao as
populacdes de R.VII e AQ com os maiores indices. Além dos alelos privados a

populacdo de R.VII apresentou o maior indice de diversidade genetica.

Os resultados dos indices de diferenciacdo genética sugerem niveis moderados

de diferenciacdo genética entre as populagdes de D. ferruginea (Fst = 0, 116). Proximos
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ao encontrados em D. leptostachya (Brand&o, 2017) com Fst = 0,101, em Alcantarea
geniculata (Barbara et al., 2007) com o Fst = 0,111 e Aechmea winkleri (Goetze et al.,
2015) com Fst= 0,032 indicando estruturagdo moderada.

A andlise bayesiana revelou que D. ferruginea € composta por dois grupos
genéticos (Fig. 2) e a analise apresenta individuos dos dois grupos genéticos misturados
entre as cinco populagdes, porém a populacdo de Aquidauana apresentou o maior grau
de mistura genética. A maior variacdo molecular foi observada dentro das populagdes de
D. ferruginea (88,39%), assim como estudos feitos com populaces de Aechmea
winkleri que observou ocorréncia de alta porcentagem de variacdo molecular dentro das
populacdes (96,64%), bem como em Bromelia hieronymi (96,64%; Godoy, 2016) e em
Dyckia leptostachya (91,62%; Brandao, 2017) e apesar das populac6es de A. winkleri,
B. hieronymi e D. leptostachya ndo estarem geneticamente bem estruturadas, houve a
formacéo de dois grupos genéticos na analise bayesiana (Goetze et al., 2015; Godoy,
2016; Branddo, 2017) como observado em D. ferruginea. O numero de migrantes nessas
trés espécies estudadas foi superior aos encontrados em D. ferruginea, apresentando
elevados niveis de fluxo génico enquanto que em D. ferruginea o fluxo génico foi baixo.

De acordo com os resultados do Fst para a par, a distancia euclidiana entre as
populacbes ndo pode explicar a estruturacdo genética encontrada, ja que as populacdes
de Aquidauana e Piraputanga que estdo a 72 km de distancia ndo apresentaram
estruturacdo geneética, enquanto que as populacdes de Coxim e Rio Verde I que estdo a
21 km de distancia apresentaram estruturacéo genética moderada. Além disso, as
populacdes de RVI e RVII apresentaram os maiores valores de diferenciacdo genética.
Essa diferenciacdo indica que estas duas populacdes estdo mais isoladas das demais, ndo
sO pela distancia, mas provavelmente por algum tipo de barreira como distancia

geografica e barreira biologica que esta restringindo o fluxo génico das populagdes de
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RVI e RVII para as outras populacfes. Embora as populacGes de AQ e PT nédo tenham se
estruturado, apresentaram baixa taxa de migrantes entre elas, o que pode ser justificado
pelo nimero de individuos da populacdo de PT ser menor quando comparada com as
demais, no entanto uma nova analise deve ser feita para confirmar se essas populagdes
realmente ndo estejam estruturadas.

A Unica populacdo de Dyckia ferruginea que apresentou evidéncias de bottleneck
genético esté localizada no distrito de Piraputanga e teria, portanto, experimentado uma
reducdo do nimero efetivo populacional provavelmente durante os anos de 1900 e 1950.
Durante esse periodo, a regido foi marcada por grandes mudangas como a construcao da
ferrovia que foi inaugurada em 1912 (Finger, 2014). A estacdo ferroviaria deu condicGes
para fixacdo de familias e trouxe desenvolvimento para regido. Como a populacéo de D.
ferruginea encontra-se a cerca de um quildémetro da ferrovia e cerca de trés quilébmetros
do distrito de Piraputanga, provavelmente pode ter passado por uma redugdo do tamanho

efetivo populacional durante o periodo de desenvolvimento econémico da regido.

8.2  Diversidade genética plastidial e fluxo génico via dispersao de pélen e
sementes

Embora Dyckia ferruginea tenha apresentado alta diversidade génica com média de
He=0,977, valor superior ao encontrado com outros estudos de bromélias como em V.
gigantea He=0,486 e em B. Hieronymi He=0,807, teve um baixo compartilhamento de
haplotipos entre as populacfes (Figura 6), porém se comparado com as espécies citadas
acima (V. gigantea; numero de Haplétipos= 13 e B. Hieronymi; nimero de Hapl4tipos=
19) o numero de haplétipos foi bem maior. Ja a riqueza alélica encontrada neste estudo

variou de 1,000 a 2,000, foi préxima a encontrada para V. gigantea, (0,412 a 2,810).
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A razdo entre fluxo de pdlen e de sementes através dos valores estimados do Fst
para marcadores de microssatélites nucleares (0, 116) e plastidial (0,081) foi -1,33 para
D. ferruginea, ou seja, fluxo génico mais eficiente via sementes. Normalmente observa-
se que no género Dyckia, as sementes séo dispersas pelo vento, ou pela agua no caso de
algumas especies adaptadas a ambientes periodicamente inundados, como a Dyckia
brevifolia Baker (Leme et al., 2012). Sementes dispersas pelo vento promovem o
deslocamento de alelos dentro das populacdes e eventualmente entre as populacfes
(Fischer et al., 2000) esse fator pode justificar a maior variacdo molecular dentro das
populacdes estudadas. Neste trabalho ndo foi feito estudos da frequéncia de
polinizadores nas populacdes de D. ferruginea, no entanto, o género Dyckia apresenta
geralmente como polinizadores principais os beija-flores, mas insetos como abelhas e
borboletas também ja foram relatados (Rogalscki et al., 2009; VVosgueritchian et al.,
2006). Algum tipo de barreira pode existir, isolando algumas populagdes uma das outras
como a R.VI1 e R.VII que apresentaram maior diferenciacdo genética quando comparada
com as demais, esse fator pode prejudicar a eficiéncia do fluxo génico através dos

polinizadores.

8.3 Conservacgao

As populacdes de D. ferruginea se concentram proximas a rodovias federais e cidades
do Mato Grosso do Sul. O estado apresenta como principal fonte econémica a
agropecudria. A substituicdo de grandes areas de vegetagdo natural por ecossistemas
diferentes, como pastagens e campos agricolas, leva a criacdo de fragmentos isolados,
imersos em uma matriz antropica (Forman e Godron 1986; Franklin, 1993). A criacéo

de fragmentos implica na formagéo de uma borda florestal, definida como uma regido
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de contato entre a area ocupada (matriz antropica) e o fragmento de vegetacao natural
(Williams-Linera et al., 1997; Primack e Rodriguez 2001), promovendo alteracdo nos
parametros fisicos, quimicos e biologicos do sistema, como disponibilidade energética e
fluxo de organismos entre tais ambientes (Wiens et al., 1993).

Visto a importancia de se preservar populacfes naturais que provavelmente
estejam ameacadas e considerando gque até o0 momento ndo ha registros que a espécie D.
ferruginea esteja inserida em alguma Unidade de Conservacdo, este trabalho ressalva a
priorizacdo de trés populacbes naturais para conservacao de seus genotipos. Sendo elas
a R.VII por apresentar o maior numero de alelos privados, a AQ que além de apresentar
altos indices de alelos privados, ndo apresenta estruturacdo genética quando comparada
com PT e a propria populacao de PT por apresentar reducdo populacional.

A populacéo de Piraputanga apresentou reducéo populacional provavelmente
decorrente do desenvolvimento econémico da regido e/ou devido a fragmentacao do
habitat, que representa uma ameaca para muitos ecossistemas (Young et al., 1996).
Muitas vezes vem acompanhada da reducdo do tamanho populacional, ocasionando um
gargalo genético, onde os individuos remanescentes apresentardo apenas uma amostra
do pool génico original (Young et al., 1996). Aliado a isso, quanto menor for o nimero
de individuos no local de ocorréncia de uma determinada espécie, maior é a chance dela
se tornar extinta devido a fatores estocasticos (Frankham et al., 2008; Gauthier et al.,
2010).

Estudos de diversidade genética com Dyckia distachya (Janke, 2014) uma
espeécie que foi reintroduzida na natureza e com espécies do género Encholirium, E.
biflorum e E. pedicellatum (Cavallari et al., 2006) revelaram que estas espécies estao

criticamente ameacadas de extingéo, e a retirada de um Gnico individuo do habitat
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implica em perda significativa da diversidade genética na natureza, e, portanto, deve ser
evitada.

Ao considerar os resultados discutidos neste estudo e tendo em conta que D.
ferruginea é uma bromélia rara, restrita aos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do
Sul, que apresentou baixos indices de diversidade genética e baixo fluxo Génico. A
manutencdo, portanto, de todas as populacdes existentes in situ € necessaria para a sua
conservacao e para que a diversidade genética observada nas populag¢fes nédo seja

perdida a médio e longo prazo.

9 Conclusdes

Nossos resultados mostraram que as populacdes de Dyckia ferruginea
apresentam baixos indices de diversidade genética e baixo fluxo génico. A soma dos
fatores como distribuicao restrita da espécie, distancia geografica e fragmentacédo do
habitat pode justificar os resultados dos baixos indices encontrados. Os niveis
moderados de estruturacdo genética permitem inferir que as populac6es foram fundadas
por individuos geneticamente diversos e que foram capazes de manter a diversidade ao
longo do tempo. N&o encontramos registros que D. ferruginea esteja inclusa em
Unidades de Conservacao e que se encontra na lista de espécies ameacadas (Forzza et
al., 2017; IUCN), por esse motivo sdo necessarias estratégias de conservacao da especie
para que possa garantir a0 maximo a permanéncia dessas popula¢des, bem como a

biodiversidade do ecossistema a qual ela pertence.
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11 Legenda das Figuras

Figura 1. Pontos de coletas da espécie D. ferruginea no estado do Mato Grosso do Sul,

(CX-Coxim; R.VI-Rio Verde; RVII-Rio Verde; AQ-Aquidauana e PT-Piraputanga).

Figura 2. Estruturacdo genética das populacdes de D. ferruginea através da analise

bayesiana de agrupamentos para 0 modelo populacional de K=2.

Figura 3. Magnitude de A K da a nalise da estrutura de K (média + SD mais de 10
repeticoes) calculo seguindo o método A K proposto por Evanno et al., (2005), para os
dados de D. ferruginea utilizando microssatélites nucleares. Os valores modais destas

distribui¢bes indicam o verdadeiro K ou o mais alto nivel de estrutura “2 clusters
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genéticos”.Figura 4. Namero efetivo de migrantes entre as populagdes. (A) e (B) Nimero
de emigrantes: setas saindo da populagdo. Numero de imigrantes: setas chegando. CX

(Coxim), R.VI(Rio Verde I), R.VII (Rio Verde Il) AQ (Aquidauana), PT (Piraputanga).
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Tabela 1. Localizacdo e tamanho amostral das cinco populac6es estudadas de

D. ferruginea.

Genética da conservacdo e fluxo génico de Dyckia ferruginea

Populagédo Tamanho Latitude S Longitude W
Amostral
Coxim (CX) 28 18°45° 29.7 54°49° 27.5
18°56° 19.7 54°53°17.6
Rio Verde (R.VI) 25
18° 56’ 22.8 54°53°17.5
Rio Verde (R.VII) 20 19°07° 13.5 55°02° 45.6
19° 53’ 36.5 55°17°29.5
Aguidauana (AQ) 24
19°53* 35.3 55°17° 30.5
Piraputanga (PT) 10 20°27° 274 55°29° 13.5
Total 107
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Tabela 2. Caracterizacdo genética e sumario da estatistica F, para seis loci de

microssatélites nucleares, em cinco populacdes de Dyckia ferruginea.

Loci N A Ho He Fir Fst Fis

Acom_1096 96 11 0,108 0,678 0,882 0,170 0,859 *
Ac25 9% 15 0,192 0,842 0,818 0,055 0,808 *
Acom_713 96 25 0,341 0,886 0,740 0,061 0,721*
Dd20 9% 17 0,263 0,776 0,668 0,0/8 0,640*
Acom_119.1 96 13 0,350 0,830 0,628 0,098 0,591 *

Dd10 9% 13 0,053 0,710 0,948 0,167 0,938 *
Total/Média 96 15,7 0,218 0,787 0,781 0,105 0,760

N= tamanho da amostra; A= nimero de alelos por loci; (Ho) = heterozigosidade
observada; (He) = heterozigosidade esperada; Fir = coeficiente total de endogamia; Fst
= indice de fixacdo; Fis = coeficiente de endocruzamento; (*) = Equilibrio de Hardy-

Weinberg, P<0,001.
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Tabela 3. Diversidade genética nuclear e plastidial nas populacfes de Dyckia ferruginea
incluindo nimero de individuos amostrados (N) o numero de alelos (A), alelos privados
(Ap), riqueza alélica (Rs), heterozigosidades observada (Ho) e esperada (Hg), coeficiente
de endocruzamento (Fis), tamanho da amostra (N); numero de hapldtipos (NH),

diversidade génica (He) e riqueza alélica.

nrDNA cpDNA
Populagbes N A Ar Rs Ho He Fis N NH HE Riqueza
(desvio padréo)

Alélica

CX 23 51 4 6,512 0,102 0,829 0,879* 8 8 1,000 (0,063) 7,000
RV I 25 53 3 6,102 0,241 0,786 0,699* 13 12 1,000 (0,034) 7,000
RV II 19 45 11 5559 0,520 0,726 0,662* 9 9 1,000(0,052) 7,000
AQ 19 45 7 6,144 0,176 0,801 0,786* 8 8 0,972 (0,064) 6,222
PT 10 33 4 5406 0,230 0,793 0,610* 10 8 0,917(0,092) 5,333

*Valores significativos para P < 0,001, indicando que as populacdes estdo em

Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabela 4. Estimativa de Fst par a par entre populagdes entre populagdes de D.

ferruginea (diagonal inferior) e valor de probabilidade (diagonal superior) com base em

6 loci de microssatélites.

CX RVI RVII AQ PT
CX - 0.001 0.001 0.006 0.013
RVI 0.090 - 0.001 0.001 0.001
RVII 0.089  0.057 - 0.001  0.001
AQ 0.046 0.089  0.081 - 0.086
PT 0.065 0.110 0.107  0.052 -
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Tabela 5. Analise de microssatélites nucleares e plastidiais da variancia molecular

(AMOVA) para Dyckia ferruginea.

Fonte de Variagéo g.l. Comprovante Porcentagem Fst Valor de P
de Variacdo  de Variagédo

Microssatélites Nucleares
Entre populagtes 4 0,14992 11,61 0, 116* P<0,001
Dentro das populagdes 187 1,14156 88,39 P<0,001

Microssatélites Plastidiais

Entre as populagdes 15 0,180 8,12 0,081* P<0,001
Dentro das Populagbes 89 2,041 91,87 P<0,001

*Valores estatisticamente significativos para P < 0,001.
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Tabela 6. Frequéncia de haplotipos de cpDNA em cinco populagfes analisadas de D.

ferruginea. (N) = namero de individuos amostrados, por populacéo.
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12 Consideracdes Finais

Este trabalho descreve os padrdes de diversidade genética e estrutura genética de Dyckia
ferruginea, uma espécie de distribuicdo restrita aos estados do Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul, que ocorre em afloramentos rochosos ferruginosos, areas com altos
niveis de insolagdo, grande amplitude térmica e auséncia de solo, impondo condigdes
ambientais severas a espécie.

Para descrever a diversidade genética de Dyckia ferruginea, utilizou-se
marcadores de microssatélites nucleares que foram descritos para outras espécies de
Bromeliaceae e marcadores de microssatélites plastidiais descritos para o género
Dyckia. Através das analises genéticas, este estudo demonstrou que a espécie apresenta
baixos niveis de diversidade genética em comparagdo com 0s encontrados em outras
espécies de bromélias. Dyckia ferruginea apresentou uma estruturagdo populacional
moderada, com baixa diferenciacdo genética entre a maioria das populacGes exceto em
AQ e PT, porém todas as populacdes apresentaram baixo fluxo génico incluindo AQ e
PT.O, sendo o sistema de dispersao via sementes entre as populacbes ser mais eficiente
do que o de pdlen.

Embora baixa, a diversidade genética observada em D. ferruginea € importante
para a sobrevivéncia e manutencdo das populagdes naturais, porém sdo necessarias
estratégias de conservagao para evitar o aumento da diferenciacdo genética e conservar

os indices que de diversidade genética encontrada.
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13 Anexos

Servigo Publico Federal
: Ministério da Educacéao
. Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul &

ué

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

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

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

1.Capa contendo 0 nome da instituicdo e do curso de pés-graduacdo, nome do aluno,
titulo da dissertacdo, nome do orientador e do coorientador (se houver)

2.Contracapa contendo o nome da instituicdo e do curso de pds- graduacdo, nome do
aluno, titulo da dissertacdo e o seguinte texto: “Dissertagdo apresentada como um dos
requisitos para obtencdo do grau de Mestre em Biologia Vegetal junto ao Centro de
Ciéncias

Bioldgicas e da Satude”

Dedicatoria (opcional)

Agradecimentos (obrigatoria a inclusdo das Agéncias de Fomento)

Resumo e palavras-chave (trés)

Abstract e keywords

Lista de Figuras e Tabelas (opcional)
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Sumario
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