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RESUMO

Embora as bromélias sejam muito representativas na Mata Atlantica, muitas espécies estio
ameacadas de extingdo devido a fragmentagio de seus habitats naturais ou em funcio do in-
tenso extrativismo como forma de obtencdo de espécies de interesse ornamental. Portanto,
torna-se necessdria a realizagdo de pesquisas que gerem conhecimento a cerca da diversidade
genética e a distribuicio desta diversidade entre e dentro de populacdes naturais para o estabe-
lecimento de estratégias em programas de conservagdo. Estes estudos podem ser realizados
com o emprego dos marcadores moleculares. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
diversidade genética da espécie Pitcairnia flammea, ocorrente em trés fragmentos de Mata
Atlantica localizados no sul do Espirito Santo, utilizando marcadores moleculares ISSR. As
amostras de DNA de 55 individuos foram amplificadas com 29 primers ISSR, sendo que 18
amplificaram gerando um total de 180 bandas, das quais 159 foram polimorficas. O maior
valor de [ (0,465) foi enconfrado na populagio I, indicando maior diversidade intrapopulaci-
onal em relacio as populacdes I (0,42) e IIT (0,34). A AMOVA indicou a existéncia de
88,45% de diversidade dentro dos grupos amostrados e 11,54% entre as populagdes. A maior
variagio genética foi evidenciada para individuos da populagdo 11, sendo esta area preferenci-

almente sugerida para conservagio.

Palavras chave: Bromélias, marcadores ISSR, Mata Atlantica e conservagio.
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1. INTRODUCAO

Bromeliaceae ¢ uma importante familia botdnica com distribuigdo ampla nas
Américas, sendo muito representativa na composicdo floristica da Mata Atlantica. Esta
familia possui inimeras espécies com potencial no mercado de frutas e de plantas or-
namentais, muitas sendo exploradas de forma inadequada, levando a redugiio de suas

populacdes naturais.

Pitcairnia flammea ¢ uma bromeliaceae encontrada em remanescentes de Mata
Atlantica da regido Sul do Espirito Santo. Os marcadores moleculares sdo ferrament as
importantes para estudos de diversidade genética de populacdes naturais, contribuindo
de forma significativa para programas de conservagio. Os marcadores ISSR tém gran-
de aplicagdo em espécies com pouca ou nenhuma informacio a cerca da variabilidade
genetica existente, ndo sendo necessdrio o conhecimento prévio do seu genoma, como

¢ o caso de P. flammea.

1.2 Revisiio de literatura
1.1.1 Familia Bromeliaceae

A familia Bromeliaceae possui mais de 3172 espécies e 58 géneros (LUTHER,
2008) e encontra-se distribuida na regido neotropical, com excegio de uma Gnica espé-
cie do género Pifcairnia que ocorre no continente africano. No Brasil sio particular-
mente encontradas em florestas tropicais como a Mata Atlantica, estando entre as
principais epifitas existentes. Também sdo registradas em Restinga, Caatinga ¢ Cam-
pos Rupestres, onde contribuem para constituigdo do estrato herbaceo dessas forma-

¢des (SOUZA; LORENZI, 2005).

Mo Dominio Atlantico as bromélias correspondem & quarta familia em riqueza
de espécies e juntamente com Orchidaceae, destaca-se em riqueza absoluta, em habito
epifito e indice de endemismo (STENMANN et al., 2009). Entre os géneros mais re-
presentativos estdo Friesea, dechmeae ¢ Neoregelia. Os géneros dAndrea, Canisiro-
psis, Camistrum, Edmundoa, Fernseea, Lymania, Nidularium, Portea, Quesnelia e
Wittrockia sdo endémicos. Os géneros dlcantarea, Cryptanihus, Orthophyvium e Neo-
regelio também merecem destaque por possuirem centros de diversidade neste domi-

nio. A regido Sudeste e o sul da Bahia representam o principal centro de endemismo
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na Mata Atlantica com cerca de 407 espécies, 50,7% entre os taxons catalogados
(MARTINELLI et al_,.2008).

Embora exista um grande nimero de espécies de bromélias registradas como
ocorrentes da Floresta Atlantica, cerca de 40% enguadra-se em uma ou mais cate gori-
as de espécies ameagadas, enfrefanto o niumero pode ser ainda maior em decomréncia
do pouco conhecimento sobre o estado de conservacio das populagdes in situ (MAR-
TINELLI et al, 2008).Considerando que Floresta Atlintica enquadra-se como quarto
hotspot de conservagdo no mundo, por possuir mais de trés quartos da drea original
desmatada e elevado indice de endemismo de plantas ¢ animais (MYERS et al., 2000).
Os remanescentes florestais encontram-se atualmente fragmentados, o que dificulta a
migracdo ¢ a colonizagdo de novas dreas, necessario para manutencio das populagdes
a longo prazo o que pode aumentar ainda mais o nimero de espécies ameagadas (TA-
BARELLI et al, 20035).

Estudos de levantamento floristico e taxondémico para a familia Bromeliaceae
realizado em um fragmento de Mata Atlantica localizado no Distrito de Burarama, Ca-
choeiro do Itapemirim, sul do Espirito Santo, foram registrados 21 tdxons distribuidos
eml | géneros. Os géneros com maior numero de espécies foi Vriesea ( 5 spp), dech-
mea (3spp), Bilbergia (3 spp) e Tillandsia (3spp). Os géneros Adlcaniarea, Bromelia,
Canistropsis, Neoregelia, Nidularium, Pitcairnia ¢ Pseudoananas foram representados
por apenas uma espécie cada (FAVORETO, 2010). Futuros trabalhos sdo importantes
para avaliar o estado conservacio em que esses géneros encontra-se, de modo a dispo-

nibilizar mais dados para projetos de conservagio.

O género Pircairnia possui 350 espécies (LUTHER, 2008), com 16 taxons re-
gistrados para costa leste brasileira; 13 sdo endémicos e o Rio de Janeiro ¢ o estado

com maior diversidade, apresentando 9 espécies (MARTINELLI, FORZZA, 2006).

A espécie P flammea apresenta distribuigio geogrifica nos estado da Bahia,
Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, S0 Paulo e Parana (MARTINELLI et
al, 2008), sendo predominantemente encontrada nas fommagdes Floresta Ombrofila
Densa, Floresta Ombrofila Mista, Floresta Estacional Semidecidual, formagdes Cam-
pestre & Afloramentos Rochosos (STENMANN at al., 2009). Sdo reconhecidos para
gspecie P flammeae sete variedades: P. flammea Lindley, var. roezlii (Morren) L.B.
Smith, var. glabrior L.B. Smith, var. pallidaL..B. Smith, var. floccosal B. Smith, var.
macropodal. B. Smith &Reitz, var. spinmulosa E. Pereira (LUTHER, 2008). Esse com-
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plexo envolve muitas variedades que ainda necessitam de revisdo, o que provavelmen-
te levara a alteracbes no nimero de espécies deste género (MARTINELLI; FORZZA,
2006).

A familia Bromeliaceae possui inimeras espécies com potencial econdmico,
relacionado a alimentagio, produgdo de fibras, e principalmente no mercado de plantas
ornamentais. Além disso, apresenta relevancia ecologica, pois constitui microhabitats

para diversas espécies.

Neoglaziovia variegata, conhecida popularmente como carod, constifui uma
importante fonte de renda para familias que utilizam suas fibras para produgfo artesa-
nal de chapéus e bolsas na regido Nordeste do Brasil onde € endémica (SILVEIRA et
al., 2009).

Ananas comosus conhecido, popularmente como abacaxi, ¢ a bromélia de mai-
or importancia econdmica, amplamente conhecida no mundo; o fruto ¢ consumido na
forma in mafura ou como produtos industrializados. O Brasil € segundo maior produtor
mundial desta cultura, perdendo apenas para Tailandia (PONCIANO et al, 2006). Ou-
tro produto derivado do abacaxi ¢ bromelina, uma enzima proteolitica com grandes

aplicagdes nas indistrias de alimentos e farmacéuticas (OLIVEIRA, 2001).

As bromélias vém despertando interesse no mercado nacional e internacional
de flores e plantas ornamentais, principalmente pelo excotismo, beleza, resisténcia e du-
rabilidade. Tornaram-se populares pelos belgas no século XIX. No Brasil nos Gltimos
passaram a ser importantes componentes de jardins (CASTRO et al., 2005). Entre os
anos géneros mais utilizados para fins ornamentais estio: dechmea, dlcaniarea, Bil-

bergia, Guzmania, Neorvegelia, Pitcairnia e Frissea (SOUZA; LORENZL 2003).

A disposicdo das folhas em rosetas em muitas espécies formam um tipo de tan-
que que acumula a dgua das chuvas ¢ armazena diversos nutrientes, que sdo liberados
lentamente para o ecossistema (CASTRO et al., 2005), além de representar um micro-
habitats para diversas espécies, garantindo local seguro para sobrevivéncia e reprodu-
¢do. Segundo Andrade (2008) individuos adultos do anuro Elachistocleis ovalis
(Schneider, 1799), foram encontrados associados as axilas da bromélia Portea leptan-
tha (Harms), entretanto niio foram observados girinos, o que indica que neste caso as

bromélias ndo foram utilizadas para reproducdo, apenas como abrigo. A inferagcdo
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planta-animal também pode ser evidenciada através do mutualismo existente entre bei-
ja-flores e Dvekia tuberosa (Bromeliaceae, Pitcairniodeae), onde essa ave realiza a po-
linizagdo da bromélia, facilitando a reprodugio sexuada das espécies. Também foram
registradas espécies de abelhas e formigas mais ndo foi comprovada a atuagio destas

gspécies na polinizacido (VOSGUERITCHIAN; BUZATO, 2006).

O extrativismo ainda representa o principal meio de obtencio de bromélias no
Brasil, tanto pela falta de metodologia de propagagio quanto pelo fato da produgdo
nacional ainda ser em pequena escala. Esta atividade exploratdria provoca graves pro-
blemas ecologicos, resultando em redugdo populacional e até mesmo colocando em
risco a existéncia de algumas espécies (CASTRO et al., 2005). As bromélias oriundas
do extrativismo da Floresta Atlantica, sio vendidas como se fosse produtos do cultivo
de plantas ornamentais (SANTOS et al., 2005).

A degradacdo da Floresta Atlantica leva a fragmentagdo ou destruigdo de mui-
tos habitats, ocasionando a redugio populacional de diversas espécies, o que pode
comprometer a ocorréncia e até mesmo levar a extingido de populagtes locais. Em vir-
tude das relagbes existentes entre as espécies a redugio ou desaparecimento de um ta-
xon implica diretamente na redugdo da ocorréncia das espécies relacionadas ecologi-

camente (FACHIM; GUARIM, 1995).

1.1.2 Diversidade genética

Diversidade ou variabilidade genética representa as diferencas genética dos in-
dividuos de uma populacio, sendo responsavel por parte das diferencas do fendtipo
(FALEIRO, 2007). A diversidade genética caracteriza-se por sequéncias de DNA li-
geiramente distintas. Essas diferengas podem ser expressas € resultarem em proteinas
com funcoes alteradas, o que pode ocasionar alteragdes morfologicas, bioquimicas e
comportamentais dos individuos (FRANKHAN et al | 2008); entretanto podem ocorrer
em regides ndo codificantes do genoma.

A diversidade genética ¢ base para selegdo natural atuar, possibilitando a evo-
lugdio das populagies (FRANKHAN et al., 2008). A perda ou reducédo da variabilidade
genética provavelmente reduz a capacidade dos organismos em respondem as altera-
¢Oes ambientais além de eliminar caracteristicas Oteis aos homens (CRUZ et al.,

2011).
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Segundo Viana et al (2003) o conhecimento da variabilidade genética dos aces-
sos € importante para melhoramento genético intragspecifico quanto para o interespe-
cifico, sendo que os individuos com maior diversidade sdo mais propicios para utiliza-
¢do nesses programas de melhoramento (BELLON et al., 2007). E o sucesso dessa me-
todologia se sustenta na presenga de variabilidade das caracteristicas que se deseja me-
lhorar (NICK et al, 2010).

Existem basicamente duas formas de estudar a diversidade genética das espé-
cigs, por marcadores morfologicos ou moleculares. O primeiro baseia-se em caracte-
risticas fenotipicas, apresenta nimero limitado e pode sofrer influéncia do ambiente e
estagio de desenvolvimento da planta. O segundo é um fendtipo oriundo de um gene
expresso (isoenzimas) ou seguimento especifico do DINA (regido génica ou ndo) e ofe-
recem inimeras vantagens quando comparado com marcadores morfologicos: ampla
cobertura do genoma, utilizacdo de pequenas quantidades de tecidos ou células em
qualquer fase de desenvolvimento (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Os primeiros estudos da variagdo genética em nivel molecular tiveram inicio
em meados da década de 1960 quando Lewontin, Hubby e Harris estudaram a variagéo
de aminodcidos das proteinas através de eletroforese em gel (SNUSTAD; SIMMONS,
2001). No entanto, esta técnica permitia identificar um nimero pequeno de alteragGes
no DNA, e subestimando a diversidade genética. A eletroforese separa as moléculas de
acordo com o peso molecular e carga eléfrica em um campo elétrico (FRANKHAN et
al.,, 2008). Atualmente muitas metodologias de biologia molecular estio disponiveis
para estudos de diversidade genética molecular. Todas apresentam vantagens e desvan-
tagens, entre as mais utilizadas destacam-se: Isoenzimas, RAPD (Randon Amplified
Polvmorphic), RFLP (Restriction Fragment Length Polvmorphism), microssatélites ou
SS5R (Simple Sequence Repeats), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) |
ISSE. (Inter Simple Sequence Repeats) ¢ SNP (Single Nucleotide Polvmorphism)
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; BOREM; CAIXETA, 2009).

Isoenzimas sdo as miltiplas estruturas moleculares de uma enzima. Este mar-
cador bioquimico fundamenta-se em pequenas alteragdes na sequéncia de DNA que re-
sulta em diferentes aminoacidos, o que pode alterar a conformagio das proteinas. A
técnica se resume em ftrés etapas: extragdo das enzimas do tecido vegetal, separagao
por eletroforese e a revelagio das bandas através da coloragdo histoquimica do gel. Séo
marcadores codominantes, relativamente baratos e varios locos isoenzimaticos podem

ser analisados simultaneamente no gel. Enfretanto sofrem interferéncia ambiental ¢ do
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estagio de desenvolvimento da planta e sio pouco informativos por representarem ape-
nas a parte expressa do genoma (BOREM e CAIXETA, 2009). Astorga et al {2004)
analisaram a diversidade e estrutura genética de populagdes de Nillandsia achyrosta-
chys E. Mo ex Baker var. achyrostachys, Bromeliaceae epifita endémica do México,
utilizando 16 locos de enzimas do metabolismo. Os autores também observaram que as
populages fragmentadas possuiam reduzida riqueza alélica, menor diversidade genéti-
ca ¢ maior diferenciagio entre as populagdes. Izquierdo e Pifiero (2000) estudaram
Aechmen fuitensis por meio de 6 isoenzimas. Esta Bromeliaceae ¢ endémica do Meéxi-
co com apenas uma populagdo registrada, embora tenha distribuigio restrita apresenta
alta diversidade genética. SARTHOU et al. (2001) examinaram a estrutura genética de
populagtes Pitcairnia gevskesii em trés fragmentos na Guiana Francesa através 10 lo-
cos isoenzimaticos, onde foi constatado que todas as populagdes analisadas apresenta-
vam altos niveis de variacdo genética.

Os marcadores RFLP surgiram no inicio da década de 1970, apos a descoberta
das endonucleases. O polimorfismo resulta de alteracdes nos sitios de restricdo, cau-
sados por mutagoes (insercio e delegdo) e rearranjos entre os sitios. Assim como as
isoenzimas € um marcador de expressdo co-dominante, o que possibilita a distingao de
individuos heterozigotos, gerando um maior nmimero de informagoes. Entretanto € caro
¢ laborioso, devido & necessidade de mao de obra especializada e reagente de valor
elevado, além dos cuidados em virtude do uso de sondas radioativas, que muitas vezes
limita sua utilizagio (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; BOREM; CAIXETA,
2009).

Com surgimento da técnica de PCR (Reagdo em Cadeia da DNA Polimerase)
na década de 1980 viarios marcadores foram desenvolvidos (VIANA et al., 2003). Po-
demos destacar os marcadores RAPD, SSR, ISSRE e AFLP (FEREEIRA; GRATTA-
PAGLIA, 1998; BOREM; CAIXETA, 2009).

EAPD ¢ um marcador baseado em PCR, que utiliza um tGinico primer curto, com
nomalmente 10 nucleotideos e de sequéncia aleatoria. Nio necessita do conhecimento
prévio dos fragmentos que serdo amplificados, o que resulta em maior aplicabilidade
desses marcadores em espécies onde os estudos genéticos sdo incipientes, além de ser
uma técnica relativamente facil, rapida, de custo redurido, quando comparado com ow-
tros marcadores. Entretanto ¢ um marcador de expressiao dominante, apenas um alelo
pode ser detectado por loco, sendo os outros descartados como nulo, o que resulta em

baixo conteddo de informagio por loco. Oufra desvantagem € a baixa reprodutibilidade
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dos resultados dimimuindo a confiabilidade dessa técnica (FERREIRA E GRATTAPA-
GLIA, 1998 BOREM E CAIXETA, 2009).

Algumas pesquisas foram realizado com marcadores RAPD, Cavallar et al
(2006) trabalho com trés espécies Bromeliaceae, Encholivium biflorum, Encholirium pe-
dicelfatum ¢ Encholirium  subsecundum utilizando marcadores RAPD observaram que
apesar do habito clonal dessas espécies, havia um elevado nimero de gendtipos diferen-
tes nas populagdes. Domingues et al (2011) analisaram Pitcairnia albiflos por meio de
marcadores RAPD, espécies tida como ameagada de extingio em virtude de deficiéncia
de dados. Analisando a espécie de Plaffia glomerata (Spreng.) por meio de marcador
RAPD onde foi evidenciada a distincia genética entre individuos mesmo em areas de in-
tenso extrativismo (KAMADA, 2009).

Outro marcador que pode utilizado em estudos de diversidade ¢ o AFLP, sua
analise consiste em varias etapas: clivagem do genoma, ligacio de adaptadores nas ex-
tremidades dos segmentos, amplificacio com primers especificos para os adaptadores e
por fim separagdo dos fragmentos por eletroforese. Esse marcador exige DNA de boa
qualidade para as clivagem enzimdtica, 0 que nem sempre ¢ possivel em virtude da qua-
lidade das amostras, fator que muitas vezes pode ser limitante para essa técnica (FER-
REIRA E GRATTAPAGLIA, 1998; BOREM E CAIXETA, 2009).

Disperso no genoma dos organismos existem sequéncias curtas de 1 a 6 nucleoti-
deos repetidos, microssatélites. Essas sequéncias podem ser utilizadas como marcadores
moleculares, os chamados SSRE. As regides que flanqueiam os microssatélites sdo con-
servadas entre os individuos de uma mesma espécie, ¢ podem ser utilizadas para constru-
ir primers que variam de 20 a 30 nucleotideos. O polimorfismo ¢ devido ao nimero de
unidades repetidas dentro de uma estrutura microssatélite, o que resulta em fragmentos
de diferentes tamanhos que podem ser observados em gel de agarose e poliacrilamida
(FERREIRA E GRATTAPAGLIA, 1998 BOREM E CAIXETA, 2009). Cada elemento
repetitivo corresponde a um loco genético altamente varidavel, multialélico muito infor-
mativo, o que faz do S5E um marcador com grande aplicabilidade em estudos diversos
de genética molecular (BOREM E CAIXETA, 2009). Foram realizados alguns trabalhos
com marcadores SSR para caracterizagdo genética populacional de algumas espécies de
bromélias, como Adechmen filpens (ALMEIDA, 2006) ¢ Bromelia antiacantha (ZAN-
ELLA, 2009). Barbara et al{2008) utilizaram marcadores microssatélites para avaliar o
efeito da fragmentagio natural na estrutura genética das populacdes em quatro espécies

do género Alcantarea. Zanella et al(2011) utilizaram marcadores SSR para Bromelia
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anfigeantha, e 0s resultados indicaram reprodugdo clonal e comprovaram que & uma es-
pecie poliploide.

Os IS5R sdo marcadores dominantes, baseados em PCR onde se utiliza um Onico
primer (16- 25 pb) construido a partir de sequéncia microssatélites, com a amplificacdo
ocorrendo entre duas regides microssatélites. Apresenta alta reprodutibilidade devido ao
uso de iniciadores mais longos (REDDY et al, 2002). Sio marcadores altamente poli-
morficos, por isso sdo (teis em estudos de diversidade genética, caracterizagio molecu-
lar e estudos de filogenia. Os marcadores S5 ¢ [SSR mostraram-se igualmente infor-
mativos nos estudos genéticos de populagbes de dechmen fulgens, embora a diferenga
genética enfre as populagdes fosse pequena, sugerindo um intenso fluxo génico entre
elas (ALMEIDA, 2006). Ribeiro (2009) investigou a diversidade genética e estrutura
populacional de Frissea cacuminis L. B. Smith, Neorerelia ibitipocencis (Leme) e Neo-
regelia oligantha L.B. Sm por meio de marcadores 1S5R,, mostrando-se adequado para
gsse tipo de estudo.

SMP sdo marcadores baseados no sequenciamento de DMNA onde ¢ possivel de-
tectar variagio em um fnico nucleotideo, possibilita a deteccio de grande quantidade de
polimorfismo. No entanto € necessdrio o conhecimento prévio do gene de interesse e tem
um ¢levado custo em virtude do equipamento utilizado (FALEIRO, 2007).

Os marcadores moleculares sio ferramentas uteis para analisar a diversidade
genética das populacdes. Esses dados sdo importantes para o delimitagdo de areas pri-
oritdrias para conservacio e para o estabelecimento de bancos de germoplasma, onde
as diferentes constituigdes genotipicas podem ser preservadas ocupando um menor es-

paco possivel (SHIMIZU et al., 2000).
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1. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral
Realizar estudos de diversidade genética da espécie Piticairnia flammea, familia
Bromeliaceae nativas de Mata Atlantica localizado no Distrito de Burarama, Munici-
pio de Cachoeiro de Itapemirim, ¢ Alegre, Estado do Espirito Santo, através do mar-
cador molecular ISSR.

2.2  Objetivos especificos
Selecionar primers ISSR mais polimérficos.
Avaliar a dissimilaridade genética entre individuos inter ¢ intrappopulacional.

Avaliar a diversidade genética inter e intrapopulacional de P. flammea.
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5.  CONCLUSOES

s marcadores ISSR foram eficiente para analisar a diversidade genética intra e
interpopulacional de P flammea, sendo que a maior diversidade foi em nivel intrapo-
pulacional

Os primers ISSR mais polimorficos para essas populagbes foram: UBC 813, UBC
827, UBC 834, UBC 852, UBC 859 E UBC 864, apresentando 100% de bandas poli-

morficas;

Entre as populagdes estudadas, os individuos da populacio Il apresentaram
maior dissimilaridade além de maiores valores de Indice de Shammon, sendo preferen-
cialmente sugerida para conservagio in sifu ou criagdo de bancos de germoplasma em

virtude da maior diversidade genética encontrada.



