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Resumo
As bromélias sdo plantas tipicas do Neotropico, com distribuicdo geografica desde os Estados Unidos
da América (limite norte), até o norte da Patagdnia, na Argentina (limite sul). Bromelia hieronymi
Mez é uma bromélia estolonifera e fibrosa, que ocorre desde o Paraguai, Bolivia e nordeste da
Argentina, em campos de vegetagdo xerofitica do Chaco semiarido, e em &reas de solo arenoso com
pouca drenagem na regido do Chaco umido brasileiro, em Porto Murtinho, Mato Grosso do Sul, local
onde foi desenvolvido este estudo. As caracteristicas ambientais desta regido impdem as plantas
severas condicOes de suprimento de agua devido a pequena profundidade do substrato que, por sua
vez, condiciona temperaturas elevadas e rapida evaporacdo. Neste trabalho nos tivemos como
objetivo geral realizar um estudo sobre a diversidade genética, o fluxo génico e o sistema reprodutivo
de B. hieronymi. Para isso, foi amostrado e estudado um total de 109 individuos de duas populac¢des
naturais, distantes 30 km uma da outra. Para descrever a diversidade genética nos utilizamos
marcadores de microssatélites nucleares e plastidiais descritos para outras espécies de Bromeliaceae,
sendo cinco locos de microssateélites nuclear, e dois locos de microssatélites plastidial. Para o estudo
do sistema reprodutivo foi avaliada a fertilidade natural e caracterizado o sistema de reproducéo
(sexuado e assexuado) preferencial da espécie, através de observacGes e de experimentos de
polinizacdo. Os resultados de diversidade genética revelaram indices de heterozigosidade
semelhantes aos encontrados para outras espécies de bromeélias. Estes altos indices de diversidade
genética foram observados nas duas populacGes de B. hieronymi, tanto com marcadores de
microssatélite nuclear (Ho = 0,585 e Ho = 0,423) como, também, plastidial (He= 0,833 e HE=0,781;
e nove haplétipos). As populacdes de B. hieronymi apresentaram uma estruturacdo moderada (Fst=
0,075), com um numero de migrantes de 1,519 individuos por geracdo, com maior propor¢do da
variacdo genética devido a diferencas dentro das populacdes (92,47%), e a menor entre populacoes
(7,52%), demostrando um moderado fluxo génico entre as duas populacdes. A andlise bayesiana
revelou a presenca de dois grupos genéticos (K = 2). As populagdes apresentaram desvios

significativos do Equilibrio de Hardy-Weinberg, com o coeficiente de endocruzamento (Fis) de 0,152.
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A taxa de fluxo de pélen em relagdo ao fluxo de semente mostrou um fluxo génico mais eficiente via
sementes, apresentando um valor de -0,52. Os resultados de fertilidade natural mostraram que B.
hieronymi possui um alto investimento na formacdo de flores (44 = 16) e frutos (55 = 9), mas
moderada formacdo de sementes (11 + 4). Bromelia hieronymi é alogadmica, auto-incompativel e
partenocarpica. A espécie forma sementes férteis apenas por meio da xenogamia, necessitando
obrigatoriamente de agentes externos para obter sucesso nos processos de polinizacdo. A
partenocarpia foi observada em taxas entre 13,5% e 100%, o que pode estar relacionado a estratégias
de dispersdo e a protecdo contra predacao das sementes. O sistema de cruzamento aldgamo pode estar
contribuindo, em longo prazo, para o fluxo génico via sementes, observado entre as duas populacdes
de B. hieronymi. A espécie € clonal e pode emitir por planta de um a trés estolGes aéreos ao mesmo
tempo, que sao responsaveis pela estratégia de crescimento e de ocupacdo do ambiente pela espécie.
A combinacdo dos sistemas assexuado e sexuado poderia estar contribuindo, a curto e longo prazo,
respectivamente, com os altos indices de diversidade genética observados. A alta diversidade genética
observada em B. hieronymi é importante para a sobrevivéncia e manutencao das popula¢cfes naturais
da espécie em longo prazo, porém sdo necessarias estratégias de conservacao para evitar o aumento

da diferenciacdo genética e conservar os altos indices de diversidade genética encontrados.

Palavras-chave: Genética de populacbes, microssatélites, fluxo génico, auto-incompatibilidade e

partenocarpia.
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Abstract
Bromeliads are typical plants from Neotropics, with geographic distribution from the United States
of America (northern boundary) to the north of Patagonia, Argentina (southern boundary). Bromelia
hieronymi Mez is a stolonifera and fibrous bromeliad, which occurs from Paraguay, Bolivia and
northern Argentina, in xerophytic vegetation fields of semi-arid Chaco, and in sandy soil areas with
poor drainage in the Brazilian humid Chaco region in Porto Murtinho, Mato Grosso do Sul State,
where this study was developed. The environmental characteristics of this region impose to plants
severe conditions of water supply due to the narrow depth of the substrate, which in turn, determines
high temperatures and rapid water evaporation. In this study we analyzed the genetic diversity, gene
flow and the reproductive system of B. hieronymi. To this, we sampled and analyzed in total 109
individuals from two natural populations of B. hieronymi, which are 30 km distant from each other.
To describe the genetic diversity we use nuclear and plastid microsatellite markers described for other
species of bromeliads, five loci of nuclear microsatellite and two of plastid microsatellite. To study
the reproductive system, we evaluated and characterized natural fertility and the preferred
reproductive system (sexual and asexual) of the species by observations and pollination experiments.
The results of genetic diversity revealed levels of heterozygosities similar to those found in other
species of bromeliads. These high levels of genetic diversity were observed in both populations of B.
hieronymi in nuclear microsatellite markers (Ho = 0.585 and Ho = 0.423), as well as in plastid
microsatellites (He = 0.833 and He = 0.781; nine haplotypes). The populations of B. hieronymi
showed a moderate genetic structure (Fst = 0.075), with a number of migrants per generation of
1.519, with a higher proportion of genetic variation due to differences within populations (92.47%),
and lower among populations (7.52%), representing a moderate gene flow between the two
populations. Bayesian analysis revealed the presence of two genetic groups (K = 2). Populations
showed significant deviations from Hardy-Weinberg equilibrium, with the inbreeding coefficient
(Fis) of 0.152. The relationship between pollen flow and seed flow rates showed that gene flow via

seeds were more efficient, having a value of -0.52. The natural fertility results showed that B.
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hieronymi has a high investment in flower (44 + 16) and fruit (55 £ 9) production, but moderate
production of seeds (11 = 4). Bromelia hieronymi is allogamous, self-incompatible and partenocarpic.
The species yielded fertile seeds only through outcrossing, necessarily requiring external agents to
achieve success in the processes of pollination. The parthenocarpy was observed at rates between
13.5% and 100%, which may be related to dispersal strategies and to the protection of seeds against
predation. The outcrossing mating system may contribute to long-term gene flow via seeds, observed
between the two populations of B. hieronymi. The species is clonal and may emit one to three air
stolons by each individual at the same time, growth strategy and occupation of the species
environment is by production of long air stolons. The combination of asexual (short-term) and sexual
(long-term) systems could be contributing to the high levels of genetic diversity observed. The high
genetic diversity observed in B. hieronymi is important for the survival and maintenance of natural
populations of the species in the long term. However, conservation strategies are necessary to avoid

the increase of genetic differentiation and to maintain the high levels of genetic diversity found.

Keywords: Gene flow, microsatellites, parthenocarpy, population genetics, and self-incompatibility.
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1. Introducéo geral

1.1. Diversidade e estrutura genética em populac6es naturais

Caracterizar a diversidade genética dentro das populacdes é de importancia primaria
para estudos evolutivos, de conservacdo, melhoramento e manejo de plantas. A estrutura
genética das populacdes reflete a interagdo entre diferentes processos, incluindo a sua histéria
evolutiva (distribuicdo, fragmentacdo de habitat, isolamento da populagédo), mutacdes, deriva
genética, sistema de cruzamento, fluxo génico e selecdo (Sales et al. 2001), as quais podem
ajudar a compreender os processos de adaptacdo a circunstancias ecoldgicas particulares
(Parker et al. 1998).

O advento dos marcadores moleculares de DNA, principalmente aqueles baseados na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), oportunizou a caracterizacdo genética de diferentes
espécies em fina escala e sem a influéncia do ambiente (Reif et al. 2004). Além disso, analises
utilizando marcadores moleculares fornecem informagdes sobre alguns fatores que determinam
a estrutura genética populacional, tais como estimativas de padrdes de dispersdo do polen,
distancia de dispersdo e fluxo génico, que séo particularmente importantes para a otimizacéo
de programas de conservacdo in situ (Dawson et al. 1997, He & Smouse 2002, He et al. 2004).

Os marcadores moleculares do tipo microssatélites ou SSR (“simple sequence repeats”)
sdo marcadores codominantes, normalmente isolados de regiGes ndo codificantes e espécie-
especificos. Deste modo, estes marcadores podem ser utilizados para ajudar a resolver
problemas que variam desde a taxonomia, questdes relacionadas a paternidade, a estrutura
genética de populagdes, comparagdo entre espécies, sistema de cruzamento, especializacdo
ecologica e capacidade de colonizacdo de populac6es (Parker et al. 1998, Boneh et al. 2003).

Como os locos de microssatélites sdo espécie-especificos, € necessario isola-los para
cada espécie. Porém, a presenca de regides flanqueadoras conservadas permite a amplificacdo

desses locos em espécies proximas (Barbara et al. 2007a). O alto grau de polimorfismo
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observado na espécie para a qual os locos foram descritos pode ocasionalmente ndo ser
observado em espécies relacionadas, especialmente quando aumenta a distancia evolutiva entre
as mesmas (Rubinsztein et al. 1995). No caso da familia Bromeliaceae, para a qual existem
relatos de ampla radiacdo adaptativa acarretando em baixos niveis de divergéncia nas
sequéncias de DNA, os marcadores sdo transferiveis entre espécies da mesma subfamilia e até
entre as subfamilias (Barbara et al. 2007b, 2009, Palma-Silva et al. 2007, Paggi et al. 2008,
Wohrmann & Weising 2011, Wéhrmann et al. 2012, Zanella et al. 2012a, Goetze et al. 2013,
Neri et al. 2015).

Os trabalhos publicados sobre a diversidade genética de populacdes da familia
Bromeliaceae ainda sdo poucos em comparac¢do ao numero de espécies conhecidas, pois dos 58
géneros e aproximadamente 3.350 espécies conhecidas (Luther 2012), apenas 20 espécies de
dez géneros foram estudas: Aechmea Ruiz & Pav., Alcantarea (E.Morren ex Mez) Harms.,
Ananas Mill., Bromelia L., Dyckia Schult. & Schult. f., Encholirium Mart. ex Schult.f.,
Pitcairnia L'Hér., Puya Molina, Tillandsia L. e Vriesea Lindl. (revisado por Zanella et al.
2012b). Marcadores codominantes foram os mais utilizados, com dez trabalhos utilizando
microssatelites em treze espécies (Barbara et al. 2007a, 2009, Palma-Silva et al. 2009, 2011,
Boisselier-Dubayle et al. 2010, Zanella et al. 2011, Carlier et al. 2012, Lavor et al. 2014, Goetze
et al. 2015, Hmeljevski et al. 2015) e sete com aloenzimas (Soltis et al. 1987, Murawski &
Hamrick 1990, Izquierdo & Pifiero 2000, Sarthou et al. 2003, Alves et al. 2004, Gonzélez-
Astorga et al. 2004, Hmeljevski et al. 2011). H& apenas um estudo de diversidade genética com
0 género Bromelia, com a espécie B. antiacantha Bertol. (Zanella et al. 2011), a qual é uma
espécie de ampla distribuicdo geografica, ocorrendo em restingas e vegetacdo secundaria da
Mata Atlantica. Os resultados indicaram um alto e significativo coeficiente de endogamia (Fis
=0,431), e altos niveis de diferenciacdo genética entre as populagdes de B. antiacantha (Fst =

0,224), o que torna extremamente importante a conservacao de suas populacdes.
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1.2. Sistema reprodutivo

A polinizacéo das flores aliada a formacé&o e dispersao dos didsporos (frutos e sementes)
s80 processos chave no sucesso reprodutivo de muitas espécies de plantas (Richards 1997). A
producdo de sementes é essencial para se determinar a sobrevivéncia das espécies em seu
habitat, e o estudo desse processo € fundamental para o melhor entendimento de uma
comunidade vegetal (Kress 1983, Bertin 1989).

Em plantas com flores, encontra-se grande flexibilidade nos processos reprodutivos,
variando desde a alogamia (polinizagcdo cruzada), autogamia (autocompatibilidade), até a
apomixia (producdo de sementes sem fecundagdo), com muitas espécies apresentando
diferentes combinagdes de um ou mais sistemas de polinizagéo (sistemas mistos) (Kress 1983,
Richards 1997). As espécies mistas, como sdo chamadas, apresentam taxas de cruzamento que
variam de 5 até 95%, dependendo das condi¢gdes ambientais e da frequéncia de polinizadores
(Karasawa 2009). O sucesso de sistemas mistos sobre restricdes ambientais tem sido relatado
para espécies da familia Bromeliaceae, onde tais sistemas demonstram que a capacidade de
autofertilizacdo aumenta a possibilidade do sucesso reprodutivo destas espécies, como
observado em Aechmea lindenii var. lindenii Backer (Lenzi et al. 2006), Dyckia tuberosa (Vell.)
Beer (Vosgueritchian & Buzato 2006), D. ibiramensis Reitz (Hmeljevski 2007), D. brevefolia
Baker (Rogalski et al. 2009) e Vriesea gigantea Gaudich (Paggi et al. 2015).

O modo de reproducdo de uma espécie esta diretamente relacionado com a composicéo
e estrutura genética de suas populacgdes (Richards 1997, Luna et al. 2005). A compreenséo deste
aspecto, desconhecido para a maioria das bromélias, € fundamental para entender como as
populaces estdo estruturadas, podendo-se emitir subsidios para a sua conservacao (Hamrick &
Lovelless 1986, Paggi et al. 2015). Desta maneira, 0s estudos sobre estruturacdo genética

evidenciam como o0 sucesso reprodutivo das plantas e de sua descendéncia sao fundamentais
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no estabelecimento de estratégias de conservacao, uma vez que apontam o potencial adaptativo
destas populagdes (Richards 1997).

A combinacao dos sistemas de reproducéo sexuada (sementes) e assexuado (propagagao
clonal), comum na maioria das espécies de bromélias (Benzing 2000), € considerado vantajoso
em diferentes situacdes, em especial na ocupacgéo e permanéncia de novos ambientes (Karasawa
2009, Liu et al. 2010). Desta forma, avaliar e relacionar as estratégias reprodutivas das
bromélias é fundamental para a compreensdo da dindmica de reproducdo, perpetuacdo e

manutencéo de suas populagdes tanto a curto quanto a longo prazo.

1.3. Bromeliaceae

A familia Bromeliaceae Juss. é representada por ervas perenes com ampla variedade de
formas, cores e tamanhos, ocupando 0s mais diversos tipos de habitats sendo reconhecidas pela
habilidade de florescer em ambientes aridos e com deficiéncia nutricional (Benzing 2000),
podendo ser terrestres, rupiculas, epifitas ou redfitas (Reitz 1983). As bromélias sdo plantas
tipicas do Novo Mundo, com distribuicdo geogréfica que vai desde os estados da Virginia,
Texas e California, nos Estados Unidos (limite norte), e no norte da Patagbnia, na Argentina
(limite sul). A Unica excecdo é Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbr localizada no
oeste da Africa, na regido da Guiné (Porembski & Barthlott 1999), o que parece ter sido um
evento de recente dispersdo a longa distancia (Givnish et al. 2004).

Informacbes oriundas de macro e microfdsseis (p6len) 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 cerca de 100 milhGes de anos atras
(Ma) durante o Periodo Cretaceo e as subfamilias existentes atualmente comecaram a divergir
apenas ha cerca de 19 Ma. Estes autores também sugeriram que ha 15,4 Ma as bromélias

chegaram a regibes da America tropical e subtropical. Sdo considerados trés centros de
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diversidade para a familia: do norte dos Andes até o México e as Antilhas, o Planalto das
Guianas e o leste do Brasil (Smith & Downs 1974). Bromeliaceae é uma das familias de maior
riqueza e diversidade da Mata Atlantica (Martinelli et al. 2008), apresentando mais de 3.350
espécies, que sofreram uma extensa radiagdo adaptativa (Luther 2012).

Bromeliaceae era, tradicionalmente, dividida em trés subfamilias: Bromelioideae,
Pitcairnioideae e Tillandsioideae (Smith & Downs 1974). Porém, um estudo recente baseado
em oito regides plastidiais, demonstrou que Pitcairnioideae é uma subfamilia parafilética e
propde uma subdivisdo da mesma, e uma nova classificacdo baseada em oito subfamilias:
Brocchinioideae, Lindmanioideae, Tillandsioideae, Hechtioideae, Navioideae, Pitcairnioideae,
Puyoideae, Bromelioideae (Givnish et al. 2011).

O Brasil é um dos centros de diversidade da familia Bromeliaceae, onde pode-se
encontrar cerca de 50% das espécies conhecidas, representando um contingente significativo
de espécies e tornando o pais 0 mais importante centro de diversidade desse grupo (Leme &
Marigo 1993). Bromeliaceae contém espécies que sdo economicamente importantes, como o
Ananas comosus (L.) Merr. (abacaxi), a quarta fruta tropical mais importante para a producéo
comercial, atrds da melancia, banana e manga (Chwee & Ahmad 2008), assim como muitas
outras espécies valiosas localmente como fonte de fibras, como por exemplo, Bromelia
hieronymi Mez, B. serra Griseb. e B. urbaniana (Mez) L.B. Sm., usadas pelos nativos do Chaco
sul-americano (Suarez & Montani 2010). Ecologicamente, as bromélias sdo importantes fontes
de frutos carnosos, fundamentais como alimento da fauna, néctar, agua (fitotelmata) e abrigo
para animais associados (mamiferos, anfibios, passaros e insetos; Benzing 2000).

Bromelia hieronymi (nome popular “caraguata ou gravata”) (Figura 1) é uma planta
estolonifera e fibrosa, usada por nativos do Chaco sul-americano, as populagdes “Wichi”, na
fabricacdo de artesanato (Smith & Downs 1979, Suarez & Arenas 2012). A espécie ocorre desde

o Paraguai, Bolivia e nordeste da Argentina, em campos de vegetacdo xerofitica do Chaco
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semiarido (Natalucci et al. 1985).

No Brasil, B. hieronymi é encontrada exclusivamente na regido de Porto Murtinho,
estado de Mato Grosso do Sul, sub-regido do Pantanal, no Chaco Umido brasileiro (Figura 2)
(Smith & Downs 1979, Natalucci et al. 1985, Abdon & Silva 2006). As caracteristicas
ambientais desta regido impdem as plantas severas condi¢des de suprimento de agua devido a
pequena profundidade do substrato, que por sua vez, condiciona temperaturas elevadas e rapida

evaporacgédo (Prado & Gibbs 1993).

Figura 1. Bromelia hieronymi. (A) planta com a inflorescéncia, (B) detalhe da flor na

inflorescéncia, (C) planta emitindo o estoldo aéreo.
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Figura 2. Mapa do municipio de Porto Murtinho, estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. Regido
do Chaco umido brasileiro, em (A) local de coleta das populagdes de Bromelia hieronymi, (B)
populacdo natural da espécie no Chaco imido brasileiro, (C) agrupamento da espécie durante

0 periodo de seca no Chaco imido brasileiro, (D) e durante o periodo chuvoso.

1.4. Chaco umido brasileiro

O Chaco esta localizado em uma planicie horizontal em aproximadamente todo o seu
territério, com algumas poucas elevacgdes no seu limite oeste (Paraguai e Bolivia), devido a sua
origem, que consiste de um acumulo massivo de sedimentos Quaternarios, resultado da eroséo

do recente soerguimento dos Andes (Prado 1993). O Chaco se divide em uma area central
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extremamente seca (considerada o verdadeiro Chaco), e uma porcao oriental que é mais Umida
(Hueck 1972).

A regido do Chaco inclui aproximadamente 800.000 km?, e representa a maior area de
matas secas da América do Sul abrangendo quatro paises: Argentina, Paraguai, Bolivia e Brasil
(Hueck 1972). A Caatinga, o Cerrado, e 0 Chaco formam uma “diagonal seca”, a qual abrange
uma larga faixa de vegetacdo seca que atravessa 0 Brasil em uma direcdo norte-leste para o sul-
oeste (Prado & Gibbs 1993), separando a Floresta Amazonica da Mata Atlantica, formando
uma barreira ao fluxo génico para um grande nimero de espécies (p. ex. Cardoso et al. 2000,
Lira et al. 2003, Salgueiro et al. 2004, Ledru et al. 2007, Turchetto-Zolet et al. 2012).

Na fisionomia chaquenha, geralmente associada com solos salinos, hd& uma grande
diversidade de Leguminosae, Cactaceae e Bromeliaceae (Pennington et al. 2000, Pott & Pott
2003, Silva Jr et al. 2009). A formacao chaquenha do Chaco umido brasileiro é caracterizada
como Savana Estépica Arborea cuja fitofisionomia caracteriza-se pela ocorréncia de espécies
espinescentes, caducifolias, e microfilas, comumente associada aos solos salinos (Silva et al.

2000).

2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

Realizar estudo sobre a diversidade genética e o sistema reprodutivo de B. hieronymi
(Bromeliaceae) em duas populagdes naturais que ocorrem no Chaco Umido brasileiro, Porto
Murtinho-MS, buscando suprir a caréncia de conhecimento cientifico sobre os aspectos
reprodutivos e genéticos da espécie, e subsidiar o estabelecimento de estratégias

conservacionistas para a familia Bromeliaceae.
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2.2. Objetivos especificos

e Estimar a diversidade genética e inferir sobre a estruturacdo genética de populacdes
naturais de B. hieronymi;

e Determinar a contribuicéo relativa do fluxo de polen em relacdo as sementes para o fluxo
génico da espécie;

e Auvaliar a fertilidade natural da espécie;

e Caracterizar o sistema reprodutivo de B. hieronymi.
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4. Artigo

Biologia reprodutiva, diversidade genética e fluxo génico em Bromelia hieronymi Mez

(Bromeliaceae): uma espeécie autoincompativel do Chaco umido brasileiro

Artigo a ser submetido para Botanical Journal of the Linnean Society

Dissertacao de Mestrado — Fernanda Maria de Russo Godoy 28



Diversidade genética e sistema reprodutivo de Bromelia hieronymi

Biologia reprodutiva, diversidade genética e fluxo génico em Bromelia hieronymi Mez

(Bromeliaceae): uma espécie auto-incompativel do Chaco amido brasileiro

FERNANDA MARIA DE RUSSO GODOY?'?, MAURICIO LENZI?, CAMILA MARTINI

ZANELLA®* GECELE MATOS PAGGI***

!Programa de Pés-Graduacéo em Biologia Vegetal, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Salde,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS, CEP 79070-900 Campo Grande, MS,
Brasil.

2Ciéncias Bioldgicas, Laboratorio de Genética e Laboratério de Ecologia, Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, Campus do Pantanal - UFMS/CPAN, CEP 79304-902, Corumba, MS,
Brasil.

3Museu Nacional, Quinta da Boa Vista, Sdo Cristdvéo, Universidade Federal do Rio de Janeiro
- UFRJ, CEP 20940-040, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

*Departamento de Genética, Instituto de Biociéncias, Universidade Federal do Rio Grande do

Sul - UFRGS, CEP 91501-970, Porto Alegre, RS, Brasil.

Titulo Resumido: Biologia reprodutiva e fluxo génico em B. hieronymi

*E-mail para correspondéncia: gecele.paggi@ufms.br

Dissertacao de Mestrado — Fernanda Maria de Russo Godoy 29



Diversidade genética e sistema reprodutivo de Bromelia hieronymi

RESUMO
Os estudos que envolvem o sucesso reprodutivo e a estruturacdo genética das plantas e de sua
descendéncia sdo fundamentais no estabelecimento de estratégias de conservagéo, pois podem
estimar o potencial adaptativo das populac¢Ges. Esse estudo examinou o sistema reprodutivo e
a diversidade genética em populacGes naturais de Bromelia hieronymi Mez, que ocorrem no
Chaco Umido brasileiro. Os experimentos de polinizagdo mostraram que B. hieronymi é
alogamica, auto-incompativel e partenocérpica. Para a diversidade genética nos utilizamos
cinco marcadores de microssatélites nucleares e dois plastidiais. As duas populacdes de B.
hieronymi apresentaram altos indices de diversidade genética, tanto para os marcadores
nucleares (Ho = 0,585 e Ho = 0,423) como para 0s plastidiais (He = 0,833 e He=0,781; e nove
haplotipos), estruturacdo genética nuclear moderada (Fst= 0,075) e moderado fluxo génico
entre as duas popula¢des com um numero de migrantes de 1,519 individuos por geracao. O
fluxo génico via sementes foi mais eficiente que o fluxo génico via polen. O sistema de
cruzamento alégamo pode possuir uma forte relagdo com os indices de fluxo génico
apresentado entre as duas populacGes de B. hieronymi. A alogamia associada a reproducéo
assexuada via estolBes aereos pode, também, ser responsavel pelos altos indices de
diversidade genética encontrados para a espécie, 0 que também pode ser devido a manutencgéo

dos genotipos via clonagem.

Palavras-chave: Bromeliaceae — genética de populacdes — microssatélites — partenocarpia —

sistema reprodutivo.
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ABSTRACT
Reproductive biology, genetic diversity and gene flow in Bromelia hieronymi Mez
(Bromeliaceae): a self-incompatible species from brazilian humid Chaco. Studies
involving the reproductive success and genetic structure of plants and their offspring are
fundamental to the establishment of conservation strategies, since they may estimate the
adaptive potential of populations. This study examined the reproductive system and genetic
diversity in natural populations of Bromelia hieronymi, which occurs in the Brazilian humid
Chaco. Pollination experiments showed that B. hieronymi is allogamous, self-incompatible
and partenocarpic. For the genetic diversity estimates, we used five markers of nuclear
microsatellites and two of plastid microsatellites. The two populations of B. hieronymi
showed high genetic diversity, considering nuclear (Ho = 0.585 and Ho = 0.423) and plastid
markers (He = 0.833 and He = 0.781; and nine haplotypes). The populations also showed
moderate genetic structure (Fst = 0.075) and moderate gene flow between them, with a
number of migrants of 1,519 individuals per generation. Gene flow via seeds was more
efficient than gene flow via pollen. The outcrossing mating system may have a strong
relationship with the gene flow rates observed between the two populations. Outcrossing
associated with asexual reproduction via air stolons may also be responsible for the high
levels of genetic diversity found for the species, which can be also responsible of the

maintenance of genotypes via cloning.

Keywords: Bromeliaceae —microsatellites — parthenocarpy — population genetics —

reproductive system.
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INTRODUCAO

Em plantas com flores, é observado grande flexibilidade nos processos reprodutivos,
variando desde a alogamia (polinizacao cruzada), autogamia (autocompatibilidade), até a
apomixia (producao de sementes sem fecundacdo), com muitas espécies apresentando
diferentes combinagdes de um ou mais sistemas de polinizacao (sistemas mistos) (Kress,
1983; Richards, 1997). O sucesso de sistemas mistos sobre restricdes ambientais tem sido
relatado para algumas espécies de bromélias, onde tais sistemas demonstram que a capacidade
de autofertilizacdo aumenta a possibilidade do sucesso reprodutivo destas espécies, como em
Aechmea lindenii var. lindenii Backer (Lenzi et al., 2006), Dyckia tuberosa (Vell.) Beer
(Vosgueritchian & Buzato, 2006), D. ibiramensis Reitz (Hmeljevski, 2007), D. brevefolia
Baker (Rogalski et al., 2009) e Vriesea gigantea Gaudich (Paggi et al., 2015).

Como resultado dos processos reprodutivos por via sexuada pode ocorrer a
partenocarpia, que é a producdo de frutos sem sementes (Verdu & Garcia-Fayos, 1998). Sua
ocorréncia pode estar relacionada a problemas fisioldgicos das plantas e a ineficiéncia dos
polinizadores (Zangerl et al., 1991, Lenzi et al., 2006), bem como a atracéo dos dispersores e
defesa dos frutos férteis contra predadores (Werpachowski et al., 2004; Lenzi et al., 2006).

Os estudos de diversidade genética em populag¢des naturais consistem em descrever 0s
niveis de variacdo genética mantida dentro das populacGes, bem como a forma em que a
variacdo genética é dividida entre elas (Hamrick, 1983; Loveless & Hamrick, 1987). A
estrutura genética das populacdes reflete a interacdo entre diferentes processos, incluindo a
sua historia evolutiva (distribuicdo, fragmentacao de habitat, isolamento da populacao),
mutacOes, deriva genética, sistema de cruzamento, fluxo génico e selecdo (Sales et al., 2001).
Os marcadores moleculares tém sido frequentemente utilizados para esses estudos,
fornecendo informac6es sobre alguns fatores que determinam a estrutura genética

populacional, tais como estimativas de padrées de dispersdo do polen, distancia de disperséo e
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fluxo génico, que séo particularmente importantes para a otimizagédo de programas de
conservacao in situ (Dawson et al., 1997; He & Smouse, 2002; He et al., 2004).

O fluxo génico é importante por suas implicacOes sobre a estrutura genética das
populacdes, podendo ocorrer, no caso das plantas, por meio da dispersdo do pélen e da
semente (Martins, 1987). Assim como o fluxo génico, o0 modo de reproducdo de uma espécie
também esté diretamente relacionado com a composic¢do e estrutura genética de suas
populacdes (Richards, 1997). A compreensao destes aspectos é fundamental para entender
como as populagdes estdo estruturadas, o que contribui para a emisséo de pareceres
relacionados a sua conservacdo (Hamrick & Lovelless, 1986; Paggi et al., 2015). A
combinacgéo dos sistemas de reproducdo sexuada (sementes) e assexuado (propagacéo clonal)
é considerada vantajosa a curto e longo prazos, em diferentes situacdes, em especial na
ocupacdo e permanéncia em novos ambientes (Karasawa, 2009; Liu et al., 2010).

O género Bromelia € um dos mais diversos dentro da subfamilia Bromelioideae e
inclui 60 espécies (Luther, 2012), que se distribuem da regido central do México até a Bacia
do Prata, na Argentina. Dois centros de diversidade podem ser reconhecidos para o género, 0
primeiro na América Central, estendendo-se aos Andes; e 0 segundo no Escudo Brasileiro,
principalmente no Dominio do Cerrado (Benzing, 2000).

Buscando suprir a caréncia de conhecimento cientifico sobre os aspectos reprodutivos
e genéticos de uma espeécie pertencente ao género Bromelia, o objetivo geral deste trabalho foi
estimar a diversidade genética e o fluxo génico, e caracterizar o sistema reprodutivo de B.
hieronymi (Bromeliaceae), em duas populacdes naturais que ocorrem no Chaco umido
brasileiro. Nossos objetivos especificos foram: (a) Caracterizar o sistema reprodutivo de B.
hieronymi; (b) avaliar a fertilidade natural da espécie; (c) estimar a diversidade genética e
inferir sobre a estruturacdo genética de populacdes naturais de B. hieronymi; e (d) determinar

a contribuicdo relativa do fluxo de polen em relacdo as sementes para o fluxo génico da
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espécie. Os resultados encontrados poderdo auxiliar na elaboracéo de estratégias de

conservacao para B. hieronymi.

MATERIAIS E METODOS

ESPECIE E AREA DE ESTUDO

Bromelia hieronymi Mez é uma planta estolonifera e fibrosa, usada por nativos do
Chaco sul-americano, as populagdes “Wichi”, na fabricagao de artesanato (Suarez & Arenas,
2012). A espécie ocorre no Paraguai, Bolivia e nordeste da Argentina, em campos de
vegetacdo xerofitica do Chaco semiarido (Natalucci et al., 1985). No Brasil, B. hieronymi é
encontrada na regido de Porto Murtinho, estado de Mato Grosso do Sul (MS), sub-regido do
Pantanal, no Chaco Umido brasileiro (Smith & Downs, 1979; Natalucci et al., 1985; Abdon &
Silva, 2006). As caracteristicas ambientais desta regido impdem as plantas severas condicGes
de suprimento de agua devido a pequena profundidade do substrato, que por sua vez,
condiciona temperaturas elevadas e rapida evaporacdo (Prado & Gibbs, 1993).

As coletas foram realizadas nos meses de julho e novembro de 2014, em remanescente
de vegetacdo chaquenha na Fazenda Retiro Conceicado, e na Fazenda Tereré (21°42°04”’S,
57°53°06”W e 21°24°724”S, 57°47°105”W, respectivamente) (Figura 1). Na fisionomia
chaquenha, geralmente associada com solos salinos, ha uma grande diversidade de
Leguminosae, Cactaceae e Bromeliaceae (Pennington et al., 2000; Pott & Pott, 2003; Silva Jr
et al., 2009). A formacdo chaquenha do Chaco umido brasileiro é caracterizada como Savana
Estépica Arborea cuja fitofisionomia caracteriza-se pela ocorréncia de espécies espinescentes,

caducifolias e micréfilas, comumente associada aos solos salinos (Silva et al., 2000).

SISTEMA REPRODUTIVO
Fertilidade Natural - Em novembro de 2014 foi avaliada a fertilidade natural de B.

hieronymi através de quantificacao da producéo de flores, dvulos\flor, frutos e nimero,
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presenca ou auséncia de sementes (partenocarpia). Os experimentos foram desenvolvidos em
cinco escapos florais e cinco infrutescéncias de plantas distintas, coletadas na populagéo da
Fazenda Tereré. Foram calculadas, a partir dos resultados obtidos, a razéo fruto\flor,
partenocarpia\fruto e semente\ovulo.

Experimentos de polinizagdo - O sistema reprodutivo sexual de B. hieronymi foi
caracterizado por meio de testes de polinizacdo manual, utilizando-se de 33 a 37 flores por
teste, de plantas distintas (n= 30) distantes a pelo menos 10 m entre si e nas duas populagdes
naturais estudadas: 1) Para a polinizacdo natural as flores foram acompanhadas sob condicGes
naturais de polinizacdo, sem manipulacédo; 2) no tratamento de polinizagdo cruzada manual, as
flores foram emasculadas e os graos de p6len provenientes de flores de plantas distintas
depositado sobre os estigmas; 3) o tratamento de autopolinizacdo espontéanea foi desenvolvido
em flores ensacadas no dia que antecedeu a antese; 4) para o tratamento de autopolinizacdo
manual foi seguido o mesmo método da polinizacdo cruzada manual, porém, com graos de
polen provenientes de flores da mesma planta; 5) para o tratamento de apomixia
(agamospermia) as flores foram ensacadas na pré-antese e em seguida emasculadas.

Ap0s 90 dias, os frutos gerados dos diversos testes de polinizacdo foram avaliados e
qguando maduros o numero de sementes foi contado. A formacéo de frutos partenocéarpicos foi
acompanhada e determinada nos frutos gerados dos diferentes experimentos de polinizacéo.
Dessa forma, foram estabelecidas para cada teste de polinizacao as proporc¢oes fruto/flor,
semente/fruto e a sua relacdo com a formacéo de frutos partenocarpicos. A partir dos frutos
formados foram quantificados o comprimento (mm), diametro (mm) e peso (g) dos frutos
férteis. Os dados obtidos foram analisados através dos testes de Kruskal-Wallis (Siegel &
Castellani Junior, 1988) e t-Student (Sokal & Rohlf, 1995), ambos ao nivel de 5% de

significancia.
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Reproducéo assexuada - A reproducdo assexuada (propagacéo clonal) via estoldes foi
registrada e avaliada em campo, por meio de observacdes e contagens do nimero de perfilhos

emitidos por planta (n= 30) e de sua relagdo entre a fase vegetativa e sexuada.

AMOSTRAGEM POPULACIONAL E EXTRACAO DE DNA

Foi coletado um total de 109 individuos, amostrados nas duas populagdes conhecidas
de B. hieronymi encontradas no Chaco Umido, sendo 28 da Fazenda Retiro Conceicéo, e 81 da
Fazenda Tereré. As populacGes estdo distantes cerca de 30 km uma da outra. Uma folha
jovem de cada individuo foi coletada, as quais foram armazenadas em silica gel até o
momento da extracdo de DNA.

Bromelia hieronymi tem reproducdo clonal (Smith & Downs, 1979), de forma que as
amostras dos individuos foram coletadas com no minimo 10 m de distancia entre si, para se
evitar a amostragem de clones. O DNA genémico foi extraido a partir de folhas segundo o
protocolo de extragédo descrito por Doyle & Doyle (1990). As extrages de DNA foram
quantificadas em gel de agarose 1%, corados com Syber Green (Invitrogen), em comparagédo

com DNA de fago A.

MARCADORES MOLECULARES E GENOTIPAGEM
Para a caracterizacdo da diversidade genética das duas populagdes de B. hieronymi,

foram usados cinco locos de microssatélite nucleares (nrSSR) descritos para outras espécies
de bromélias. Os locos utilizados foram: Ac25 e Ac55 (Aechmea caudata, Bromelioideae -
Goetze et al., 2013); VgA04 e VVgCO01 (Vriesea gigantea, Tillandsioideae - Palma-Silva et al.,
2007); e PaDO7 (Pitcairnia albiflos, Pitcairnioideae - Paggi et al., 2008). As reag0es em
cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas em um volume final de 10 uL, contendo: 10 ng
de DNA, 1X de tampdo da enzima, 2,0 mM de MgCl», 0,2 mM de dNTP mix, 1 pmol de
“primer forward”, 4 pmol de “primer reverse”, 0,4 pmol de “primer” M13 marcado com

diferentes fluorescéncias (FAM, VIC ou NED), e 0,5 U de Tag DNA polimerase (GoTaq,
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Promega). As amplificacGes foram realizadas em termociclador Veriti 96-pocos (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) utilizando o programa de ciclos do tipo “touchdown”
conforme descrito por Palma-Silva et al. (2007). Os fragmentos amplificados foram
genotipados em sequenciador automatico (ABI 3700 Applied Biosystems) pela empresa
Macrogen Inc (Coréia do Sul), e comparados com padrdo de tamanho molecular LIZ 500
(Applied Biosystems), usando o programa GeneMarker versdo Demo 1.97 (SoftGenetics).
Foram feitos testes de amplificacdo heteréloga em B. hieronymi com 12 locos de
microssatélites de cloroplasto (cpSSR) descritos para o género Dyckia (Krapp et al., 2012),
onde somente dois amplificaram e foram utilizados no presente estudo: DSSR-L04 e DSSR-
NO7. As andlises utilizando cpSSRs foram feitas com 97 individuos, amostrados nas duas
populacdes de B. hieronymi do Chaco Umido, sendo 16 individuos coletados na Fazenda
Retiro Conceigéo, e 57 na Fazenda Tereré. Os PCRs foram realizados em um volume final de
10 pL contendo: 10 ng de DNA, 1X de tampdo da enzima, 1,5mM de MgCly, 0,2mM de
dNTP mix, 0,04 pmol de “primer forward”, 0,16 pmol de “primer reverse”, 0,16 pmol de
“primer” M13 também marcado com diferentes fluorescéncias (VIC ou NED) e 0,5 U de Taq
DNA polimerase (GoTaq, Promega). As amplificacGes foram realizadas em termociclador
Veriti 96-pocos (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Foi utilizado o protocolo de
amplificacdo descrito por Krapp et al. (2012). Os fragmentos amplificados foram genotipados
em sequenciador automatico pela empresa Macrogen Inc (Coréia do Sul), e comparados com
padrdo molecular LIZ 500 (Applied Biosystems) usando o programa GeneMarker versao

Demo 1.97 (SoftGenetics).

ANALISE DOS DADOS DE DIVERSIDADE GENETICA
nrSSR - Para as andlises de diversidade genética foram estimados: o numero de alelos
por locos (A); o nimero de alelos privados (AP); a riqueza alélica (Rs); a heterozigosidade

observada (Ho); a heterozigosidade esperada (He); o Fir — coeficiente total de endogamia; o
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Fis — coeficiente de endocruzamento e o Fst — indice de fixacdo. Todos estes pardmetros
foram estimados por meio dos programas MSA 4.00 (Dieringer & Schlétterer, 2003) e
FSTAT 1.2 (Goudet, 1995). Cada loco e as populag¢des foram testadas para desvios do
Equilibrio de Hardy-Weinberg usando o programa FSTAT 1.2 (Goudet, 1995). Para a anélise
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 usando o
software Arlequin 3.5(Excoffier & Lischer, 2010). Foram realizadas anélises de variancia
molecular (AMOVA) para identificar os padrGes de estruturacdo genética hierarquica no
programa Arlequin 3.5. Também foi realizada uma analise Bayesiana para estimar o nimero
de grupos genéticos (K) com o programa Structure 2.3.2 (Pritchard et al., 2000). A propor¢édo
de associacdo em cada agrupamento foi calculada sem considerar as localidades amostradas.
A analise foi realizada sob 0 modelo de mistura, assumindo frequéncias alélicas
independentes e utilizando um periodo de “burn-in” de 50.000, corridas de 300.000
comprimentos e 10 interacdes para cada K, que variou de um a seis, para confirmar a
estabilizacéo das estatisticas (Pritchard et al., 2000). Para determinar o nimero de grupos
geneticos utilizou-se o critério proposto por Evanno et al. (2005), utilizando o programa
Structure Harvester v 0.6.93 (Earl & VonHold, 2012).

cpDNA - Os tamanhos dos fragmentos obtidos com a amplificacdo das regides de
cloroplasto definiram o hapl6tipo para cada individuo. Uma rede de haplétipos foi construida,
utilizando o programa Network 4.5 (disponivel em www.fluxus-engineering.com), por meio
do método median-joining (Bandelt et al., 1999). As populagdes foram caracterizadas quanto
aos niveis de diversidade considerando-se: o numero de haplétipos encontrados; a
diversidade génica (He) (Nei, 1978) e a riqueza alélica (EI Mousadik & Petit, 1996),

estimados através do programa Rarefac v. 3.5 (Petit et al., 1998). A analise da variancia
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molecular (AMOVA) foi realizada no programa Arlequin 3.5, para avaliar a distribuicdo da

variacdo genética intraespecifica.

FLUXO GENICO VIA DISPERSAO DE POLEN E SEMENTE

Para estimar a contribuicéo relativa do pdlen versus fluxo de semente para o fluxo
génico, foi aplicada a férmula de Ennos (1994):

Fluxo de pdlen/ fluxo por sementes = [(1/Fst(b) -1) - 2 (1/Fst(m) -1)}/(1/Fst(m) -1),
onde Fst(b) e Fst(m) sdo os niveis de diferenciacdo populacional calculados para marcadores
herdados biparentalmente (nrDNA) e maternalmente (cpDNA) respectivamente. Esse célculo
foi baseado no pressuposto da heranca maternal de cpDNA em B. hieronymi como é na
maioria das angiospermas (Ennos et al., 1999) e como foi observado em espécies do género

Fosterella (Bromeliaceae) (Wagner et al., 2015).

RESULTADOS

SISTEMA REPRODUTIVO

Fertilidade natural - Os resultados de fertilidade natural revelaram um alto
investimento por parte de B. hieronymi na formacao de flores (44 + 16) e frutos (55 = 9),
porém a média de formacéo de sementes (11 + 4) e a taxa de producéo de frutos
partenocarpicos (33%) podem ser consideradas moderadas (Tabela 1). A relacdo do nimero
de sementes por fruto e do nimero de 6vulos por flor foi da ordem de 11\55, de maneira que a
taxa de producéo efetiva de sementes foi de 20% (Tabela 1). A radicula do embrido iniciou a
emergéncia apos 20 dias do inicio do experimento de germinacédo das sementes e aos 60 dias a
taxa de germinacao foi de 72%.

Experimentos de polinizacdo - Os resultados dos experimentos de polinizacdo (Tabela
2) revelaram que B. hieronymi é alogdmica, auto-incompativel e ndo é apomitica. A espécie se

utiliza da xenogamia para obter sucesso reprodutivo uma vez que apenas os testes de
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polinizac&o livre e polinizacdo cruzada manual resultaram na formacéo de frutos férteis (com
sementes) (Tabela 2). O teste de polinizacéo livre apresentou uma maior taxa de producdo de
frutos (86%) em comparagdo com a polinizagao cruzada manual (46%), diferindo
significativamente (t= 4,02; P<0,5). J4 com relagdo ao numero de sementes por fruto, a
espécie produziu no teste de polinizacdo livre em média 33,2 £ 22,7 sementes e no teste de
polinizacdo cruzada manual, em média 29 + 17,6 (Tabela 2), ndo diferindo estatisticamente
entre si (t= -0.76; P>0,05).

Bromelia hieronymi é partenocarpica, apresentando taxas que variam de 13,5 a 100%
de formacdo de frutos sem sementes, presentes no experimento de fertilidade natural e em
todos os testes de polinizagdo (Tabela 2).

Embora tenha ocorrido diferencas estatisticas significativas entre o nimero de frutos
formados e o comprimento dos frutos (t = 5,73; p < 0,05) para alguns testes, ndo houve
diferengas significativas nos demais critérios morfologicos analisados, como didametro e peso
(Tabela 2).

Reproducgéo assexuada - Bromelia hieronymi é heliofita, terrestre e ocorre sobre solo
arenoso, podendo permanecer parcialmente submersa durante o periodo de alagamento do
Pantanal (Figura 2). A espécie pode emitir de um a trés estoldes aéreos a0 mesmo tempo por
planta (n = 30), entre outubro e dezembro, periodo concomitante ao reprodutivo sexual. A
estratégia de crescimento clonal e da ocupacdo do ambiente pela espécie ¢ do tipo “guerrilha”
(guerilla, producdes de longos estoldes que permitem maior espacamento entre os perfilhos),

conforme classificacdo proposta por Lovett Doust (1981).

DIVERSIDADE E ESTRUTURAQAO GENETICA NUCLEAR
Os cinco locos de microssatélites foram polimdrficos em B. hieronymi, com uma
média de 8 alelos por loco e um total de 40 alelos, variando de 4 a 13 alelos por locos (Tabela

3). As heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He) por loco variaram de 0,173 a 0,868
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e, 0,382 a 0,832, respectivamente. Em média, Ho e He foram 0,504 e 0, 0,600. O coeficiente
total de endogamia (Fit) variou de -0,003 a 0,665, com valor médio de 0,244, e o indice de
fixacdo (Fst) variou de 0,013 a 0,159, com valor médio de 0,070, representando uma
moderada diferenciacdo genética entre as popula¢des. Em média, o coeficiente de
endocruzamento (Fs) apresentou o valor de 0,152, e variou de -0,424 a 0,551. Os locos Ac25,
Ac55, VgA04 e VgCO01 mostraram desvios significativos do HWE (P < 0,005; Tabela 3).

As duas populacdes de B. hieronymi apresentaram altos indices de diversidade
genética (Tabela 4). A populacdo da Fazenda Tereré apresentou 10 alelos a mais que a
populacdo da Fazenda Retiro Concei¢do. A populacdo da Fazenda Tereré também apresentou
maior nimero de alelos privados (12 alelos) em relacdo a populacéo da Fazenda Retiro
Conceicdo (seis alelos). Os resultados obtidos também mostraram um alto valor de riqueza
alélica nas duas populac@es de B. hieronymi (5,09 e 6,20). Os valores de heterozigosidade
observada e esperada foram de 0,585 e 0,665 na populacdo da Fazenda Retiro Conceicéo, e de
0,423 e 0,535 na populacao da Fazenda Tereré, respectivamente. O coeficiente de
endocruzamento apresentou valores de 0,131 e 0,186 sendo significativo para ambas as
populacdes (Tabela 4). O numero de migrantes foi 1,519, demonstrando um moderado fluxo
génico entre as populacdes.

A andlise bayesiana do STRCTURE identificou dois agrupamentos genéticos (K = 2;
Figura 3) em que os individuos da populacdo da Fazenda Retiro Conceic¢do formaram um
grupo genético, enquanto outro grupo genético foi formado pelos individuos da populacéo da
Fazenda Tereré (Figura 4), nota-se que 0s grupos genéticos se sobrepdem sutilmente, o que
pode ser atribuido aos migrantes entre as populacdes.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) das populac@es de B. hieronymi (Tabela

5) mostrou uma estruturagao genética moderada (Fst= 0,075), e que a maior proporcao da
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variacdo genética ocorre devido a diferencas dentro das populagtes (92,47%), e a menor entre

populagdes (7,52%).

DIVERSIDADE GENETICA PLASTIDIAL

Nove haplétipos foram encontrados nas populagdes amostradas de B. hieronymi. A
populacdo da Fazenda Tereré foi mais diversa com oito haplotipos, enquanto a populagéo da
Fazenda Retiro Conceicdo apresentou seis haplotipos. As populagdes apresentaram niveis
altos de diversidade génica (He), 0,833 e 0,781. A riqueza alélica foi 4,598 na populacdo da
Fazenda Retiro Conceicéo e 4,093 na Fazenda Tereré (Tabela 4).

Dos nove haplotipos encontrados nas populagc@es de B. hieronymi, cinco séo
compartilhados entre elas: H1, H3, H4, H7 e H9 (Tabela 6). Destes, dois sdo mais frequentes
na populagéo Fazenda Retiro Conceigédo (H4 e H9) e outros dois s&o mais frequentes na
populacdo da Fazenda Tereré (H3 e H7) (Figura 5; Tabela 6). Os haplétipos H2, H6 e H8
ocorrem somente na populacdo da Fazenda Tereré, ja o H5 ocorre somente na populagéo da
Fazenda Retiro Conceicdo. A analise de variancia molecular (AMOVA) mostrou que a menor
proporcdo da variagdo genética (10,91%) pode ser atribuia a variacdo entre populacdes,

enquanto que a maior variacdo ocorre dentro das populacées (89,09%), (Tabela 5).

FLUXO GENICO VIA DISPERSAO DE POLEN E SEMENTE
Com base nos valores estimados do Fst da anélise de variancia molecular entre as
populacdes para marcadores de microssatélites nucleares (0,07) e plastidial (0,10) foi
estimada a taxa de fluxo de pdlen em relacdo ao fluxo de semente, a qual foi de -0,52,

mostrando um fluxo génico mais eficiente via sementes.
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DISCUSSAO

FERTILIDADE E SISTEMA REPRODUTIVO

A alta taxa de formacdo de frutos em relacdo ao numero de flores (Tabela 1) foi uma
caracteristica marcante constatada na reproducéo sexuada de B. hieronymi, devido em grande
parte a partenocarpia existente. A taxas de producao de sementes ndo foram altas quando
comparadas ao numero de 6vulos existentes nas flores. Porém, as sementes produzidas
naturalmente, ou seja, em flores sem nenhuma manipulagéo, obtiveram uma alta taxa de
germinacao (72%). Uma menor producéo de sementes pode estar relacionada ao tipo de
polinizador, padrdo forrageiro e até mesmo a auséncia ou ineficiéncia dos polinizadores
(Endress, 1994; Brunet & Holmquist, 2009), ou ainda a algum mecanismo de
autoincompatibilidade reprodutiva intensificada pela presenca de clones nos agrupamentos e
do isolamento de individuos (Richards, 1997). Espécies autoincompativeis sdo dependentes
de polinizadores (Endress, 1994), and in bromeliads, self-incompatibility occurs broadly in
the Tillandsioideae and Bromelioideae subfamilies (Canela & Sazima, 2003, 2005; Hietz et
al., 2006; Vosgueritchian & Buzato, 2006; Mantallana et al., 2010; Kamke et al., 2011; Paggi
etal., 2012).

Os frutos de B. hieronymi s&o carnosos e em forma de baga armada. As taxas de
producéo de frutos partenocarpicos, tanto no experimento de fertilidade natural quanto no
teste de polinizacao controle (livre), foram as menores entre 0s experimentos, ou seja,
naquelas que ndo sofreram ensacamento e manipulagéo artificial. Este fato reforca a ideia de
que estas plantas ndo estariam com problemas nos processos naturais de polinizagao ou
fertilizagdo (Werpachowski et al., 2004; Lenzi et al., 2006). A ocorréncia de partenocarpia
indica uma possivel estratégia de dispersdo e, também, uma estratégia de prevencgdo a

predacdo dos frutos (Werpachowski et al., 2004; Lenzi et al., 2006; Zangerl et al., 1991).
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As sementes de B. hieronymi tiveram sua dorméncia quebrada artificialmente com
escarificardo em &cido sulfarico, fato semelhante ao relatado por Coelho et al., (2011) para
sementes de B. balansae que possuem dorméncia tegumentar. Frutos carnosos das bromélias
possuem grande importancia na reproducao sexual e manutengédo da fauna dispersora
(Benzing, 2000) que, por sua vez, é fundamental para a quebra da dorméncia de sementes e
sua posterior germinacao (Reitz, 1983; Benzing & Kaelyn, 1998).

Bromelia hieronymi apresenta propagacao vegetativa via estoldes langados sobre a
superficie do substrato, diferindo do descrito por Smith & Downs (1974) que classificaram os
estoldes como subterraneos. A emissao dos estoldes ocorre concomitantemente ao periodo
reprodutivo sexual, evento comum em Bromeliaceae (Reitz, 1983; Benzing, 2000; Siqueira
Filho & Machado, 2001; Canela & Sazima, 2005). A combinacgéo da reproducao sexuada com
a assexuada é considerada vantajosa, quando comparada a existéncia de apenas um modo de
propagacao, pois ambas as formas de reproducéo sdo importantes sob condigdes adversas e
competitivas (Richards, 1997; Benzing, 2000; Rogalski et al., 2009). Somado a isso, a
reprodugdo assexuada do tipo “guerilla” € caracterizada pela producéo de longos estoldes que
permitem maior espacamento entre os perfilhos (Lovett Doust, 1981), o que poderia diminuir
a visitacdo dos polinizadores entre flores de uma mesma inflorescéncia e inflorescéncias
proximas, aumentando assim a possibilidade de xenogamia e incremento no fluxo génico.
Moreover, the floral structure of bromeliads is generally specialized in a manner that prevents
spontaneous self-fertilization and that facilitates animal-mediated outcrossing (Benzing,

2000).

DIVERSIDADE GENETICA E FLUXO GENICO
Os resultados de diversidade genética mostraram que B. hieronymi apresenta alta
diversidade genética, sendo que as duas populacdes estudadas apresentaram indices de

diversidade genética (Ho= 0,585 e 0,423) maiores que 0s observados em estudos feitos com
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outras espécies da familia Bromeliaceae, como Alcantarea geniculata (Ho = 0,357; Barbara et
al., 2007), A. imperialis (Ho =0,362; Barbara et al., 2007), B. antiacantha (Ho =0,335;
Zanella et al., 2011), e proximo ao observado em Aechmea caudata (Ho = 0,467; Goetze et
al., 2013). O baixo coeficiente de endocruzamento observado indicou um excesso de
heterozigotos, 0 que pode ser devido a auto-incompatibilidade detectada na espécie, a qual
geraria uma producdo de sementes com alta variabilidade e, também, ao fato da planta ser
clonal (Klimes et al., 1997), em ambos os casos poderia haver um incremento, tanto a longo
quanto a curto prazo, respectivamente, na manutencdo dos genotipos.

Foi observada, entre as duas populagdes de B. hieronymi, uma moderada diferenciagdo
genética (Fst = 0,075), corroborando com os resultados obtidos na analise Bayesiana, onde
foram observados dois grupos genéticos, com alto grau de mistura na populagédo da Fazenda
Tereré. Varios individuos migrantes foram observados pela analise Bayesiana, demonstrando
ocorrer fluxo génico entre as populacdes, 0 que também esta de acordo com os valores
moderados de estruturagdo genética e com o numero observado de migrantes por geragéo.
Segundo Fischer et al. (2000) espécies alogamas, ao contrario das autdgamas, tendem a
apresentar altos indices de variabilidade genética e baixa diferenciacéo genética entre as
populacgdes.

A maior variacdo molecular foi observada dentro das populagdes de B. hieronymi. Em
estudo com populagdes de Aechmea winkleri também foi observada a ocorréncia de alta
porcentagem de variacdo molecular dentro das populactes (96,64%), e apesar de as
populacdes de A. winkleri ndo estarem bem estruturadas, houve a formacéo de dois grupos
genéticos na andlise bayesiana (Goetze et al., 2015). Aechmea winkleri apresentou elevados
niveis de fluxo génico (Nm = 1,19- 4,09) entre as localidades, ja nas populacdes de B.

hieronymi o fluxo génico foi moderado. Esta diferenca pode estar relacionada aos diferentes
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padrdes de forrageio dos polinizadores, bem como no comportamento dos agentes de
dispersdo de frutos e sementes.

Bromelia hieronymi também apresentou altos indices de diversidade genética nas
analises com cpDNA, com o nimero de hapl6tipos nas populagdes maiores do que 0s
encontrados para V. gigantea (NH = 9), assim como os valores de diversidade génica, que nas
populacdes de V. gigantea foi moderado (He = 0,486), enquanto que nas populagdes de B.
hieronymi a média foi de 0,807. Este resultado mostra que ambas as populacbes apresentam
um alto grau de polimorfismo, cujos gendtipos provavelmente estdo sendo mantidos através
da reproducao clonal (Klimes et al., 1997; Vallejo-Marin & O’Brien, 2007).

Através da rede de hapl6tipos, pode-se observar que a maior diversidade e frequéncia
de hapl6tipos ocorrem na populagdo da Fazenda Tereré, isso pode estar relacionado ao
tamanho da populacéo, ja que esta populagdo é maior do que a da Fazenda Retiro Conceicéo.
Porém, ndo foram observadas barreiras ao fluxo génico entre as populagfes, uma vez que na
rede de haplotipos ndo foram observadas separacdes claras entre os haplétipos ou formacdes
de grupos.

O fluxo de gréos de polen em relacdo ao fluxo de sementes mostrou que o fluxo
génico via sementes € mais eficiente (-0,52). Bromelia hieronymi forma frutos carnosos em
forma de baga (Smith & Downs, 1979), com indicios de que estes frutos possivelmente estdo
sendo consumidos por mamiferos e aves, 0s quais sao 0s possiveis dispersores das sementes
(observacdo pessoal). Existem muitos fatores que atuam na determinacdo dos padrdes de
dispersdo das plantas e neste processo, os frugivoros sdao um elemento importante,
contribuindo nos estagios sucessionais e na manutencao da heterogeneidade de diversos
habitats (Dominguez -Dominguez et al., 2006; Lenzi et al., 2012). E notéavel que cerca de
70% dos frutos carnosos estdo adaptados a dispersdo por vertebrados no Pantanal (Donatti et

al., 2007).
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CONCLUSOES

Nossos resultados mostraram que as populag¢des de B. hieronymi ainda conservam
altos niveis de diversidade genética, e possuem moderado fluxo génico. O fato de ser uma
espécie auto-incompativel provavelmente contribui para a manutencdo dessa diversidade. Ja
0s niveis moderados de estruturacdo genética permitem inferir que as populag6es foram
fundadas por individuos geneticamente diversos e que foram capazes de manter a diversidade
ao longo do tempo. O fluxo génico via semente foi maior do que via pélen, mostrando um
importante papel dos dispersores de sementes em manter a conectividade genética das
populacdes, bem como a acdo dos polinizadores que provavelmente também contribuem de
forma significativa, uma vez que a espécie é alogamica. A propagacao vegetativa via estoldes
também pode ser responsavel pela manutencdo dos gen6tipos nas populagdes. Bromelia
hieronymi tem sua ocorréncia restrita ao bioma Chaco, ocorrendo em areas de solo arenoso
com pouca drenagem, que impde condi¢Ges ambientais severas a especie, e apesar de ainda
ter consideravel diversidade genética, a fragmentacao de seu habitat no Chaco imido, devido
a atividades de pecuéria, queimadas, e do constante extrativismo nessa regido, colocam em
risco sua permanéncia no ambiente, ja que suas populacdes ndo estdo protegidas em unidades
de conservacdo. Dessa forma, seria de grande importancia para a manutencao da espécie, 0
monitoramento e a conservacao das duas populag6es avaliadas, principalmente para

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

Figura 1. Municipio de Porto Murtinho, estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. Regido do
Chaco Umido brasileiro, local de coleta das popula¢fes de Bromelia hieronymi.

Figura 2. Bromelia hieronymi; (A) Agrupamento em solo arenoso, (B) planta parcialmente
submersa na época da chuva e (C) emissao do estoldo.

Figura 3. Estruturagdo das popula¢es de Bromelia hieronymi usando a anélise bayesiana de
agrupamentos para o modelo populacional de K = 2, baseado em cinco microssatélites
nucleares.

Figura 4. Magnitude de AK da andlise de estruturacdo como uma funcdo de K (média + d.p.
das dez interacdes), calculado de acordo com o0 método proposto por Evanno et al., (2005), para
os dados de microssatélites nucleares em Bromelia hieronymi. O valor modal da distribuicao
indica o verdadeiro K ou o maior nivel de estruturagdo, neste caso foram identificados dois
grupos genéticos.

Figura 5. Analise de Median-joining da relacdo entre haplotipos de cpDNA de 73 individuos
de Bromelia hieronymi das populacgdes da Fazenda Retiro Conceicao e Fazenda Tereré, baseado
em dois locos de microssatélites plastidiais. O tamanho de cada circulo é proporcional a

frequéncia observada de cada hapldtipo. Cada barra representa um passo mutacional.
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Tabela 1. Numero (N) de estruturas avaliadas, razdo (R) entre o nimero de frutos formados pelo niumero de flores, taxas de sucesso de frutificacdo

(%), média (X) e desvio padrdo (SD) das caracteristicas reprodutivas naturais de Bromelia hieronymi em Porto Murtinho, MS.

Caracteristicas reprodutivas N R (%) X+SD
Flores por inflorescéncia 5 - 44 + 16 (max = 61, min = 20)
Ovulos/flor 5 - 55 + 9 (méax = 69, min = 45)
Frutos férteis 138 - 41 £ 17 (méx =53, min = 17)
Frutos partenocarpicos 69 - 14 + 9 (méax = 27, min = 3)
Razéo fruto/flor - 207/219 (94,5%) -
Razdo partenocarpia/fruto - 69/207 (33%) -
Sementes por fruto 138 - 11 +4 (max =48, min=1)
Razdo semente/6vulo - 11/55 (20%) -
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Tabela 2. Testes de polinizagdo, razdo entre o nimero de frutos formados pelo nimero de flores por teste, taxas (%) de sucesso de frutificacéo,

média (X) e desvio padrdo (SD) da morfologia de frutos e do numero de sementes, razao entre 0 nimero de frutos formados pelo nimero de frutos

partenocarpicos por teste e taxa (%) de sucesso efetivo de frutificacdo de Bromelia hieronymi em Porto Murtinho, MS. Letras minusculas diferentes

na mesma coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste “t” (P< 0,05).

Razao

Razao

Fruto/Flor Comprimento/fruto Diametro/Fruto Peso/Fruto Sementes/Fruto Partenocarpia/Frutos

Tratamentos (%) X = SD (mm) X+SD(mm) X £SD(g) (%)
Polinizacéo livre 32/37 (86) a 505+£3,7a 165+25a 6x2a 29+176a 5/37 (13,5%)
Polinizagdo cruzada
manual 17/37 (46) b 43,7+4,4Db 192+42a 66+28a 332+227a 20/37 (54%)
Autopolinizagcdo manual 0/34 - - - 34/34 (100%)
Autopolinizacéo
espontanea 0/34 - - - 29/34 (85%)
Apomixia 0/33 - - - 33/33 (100%)
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Tabela 3. indices de diversidade genética e estimativas da estatistica F de Wright de cinco locos de microssatélites em duas populacdes naturais

de Bromelia hieronymi.

Locos A Ho He Fir Fst Fis
Ac25 5 0,258 0,436 0,369 0,159 0,291*
Ac55 13 0,445 0,832 0,665 0,123 0,447*
PaDO07 7 0,775 0,552 -0,392 0,013 -0,424
VgA04 11 0,868 0,798 -0,003 0,027 -0,105*
VgCo01 4 0,173 0,382 0,582 0,030 0,551*
Total/Média 40 0,504 0,600 0,244 0,070 0,152

Abreviagdes: A= numero de alelos por loco; Ho= heterozigosidade observada; He= heterozigosidade esperada; Fir = coeficiente total de
endogamia; Fst = indice de fixacdo; Fis = coeficiente de endocruzamento.
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Tabela 4. Diversidade genética nuclear e plastidial nas populag¢6es de B. hieronymi incluindo o nimero de alelos (A), alelos privados (AP), riqueza
alélica (Rs), heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He), coeficiente de endocruzamento (Fis), numero de haplétipos (NH), diversidade

génica (He) e riqueza alélica.

nrDNA cpDNA
He Riqueza
Populacdes A Ap Rs Ho He Fis NH (desvio padréo) Alélica
Fazenda Retiro
Conceicédo 29 6 5,09 0,585 0,665 0,131* 6 0,833 (0,056) 4,598
Fazenda Tereré 39 12 6,20 0,423 0,535 0,186* 8 0,781(0,030) 4,093

*Valores estatisticamente significativos para P < 0,001, indicando que as popula¢des ndo estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabela 5. Andlise da variancia molecular (AMOVA) para Bromelia hieronymi, baseado em dados de microssatélites nucleares e plastidiais.

Fonte de Variacéo g.l. Componentes de Variagdo Porcentagem de Variacao Fer Valor de P

Microssatélites nucleares
Entre populacGes 1 0,11448 7,53 0,075 P<0,001

Dentro das populac6es 216 1.40611 92,47 P<0,001

Microssatélites de cloroplasto

Entre populac6es P<0,001

1 0,07894 10,91 0,109

Dentro das populac6es P<0,001

71 0,64460 89,09
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Tabela 6. Frequéncia de haplétipos de cpDNA em duas populacdes analisadas de Bromelia hieronymi. (N) = nimero de individuos amostrados

por populagao.

Haplotipos
ID H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9
FRC (16) 2 1 4 3 1 5
FT (57) 2 20 11 1 3 14 5 1
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Figura 1.
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Figura 2.
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Figura 3.
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Figura 4.
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Figura 5.
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5. Considerac0es finais

Este trabalho descreve a diversidade genética e o sistema reprodutivo de Bromelia
hieronymi, que é uma espécie de ocorréncia restrita ao bioma Chaco, ocorrendo em &reas de
solo arenoso com pouca drenagem, que impde condi¢cdes ambientais severas a espécie. Este
estudo é o primeiro estudo sobre aspectos genéticos e reprodutivos de uma espécie de
Bromeliaceae do Chaco umido brasileiro.

Para descrever a diversidade genética utilizou-se marcadores de microssatélites
nucleares e plastidiais que foram descritos para outras espécies de Bromeliaceae. Através das
analises genéticas, este estudo demonstrou que a espécie ainda conserva altos niveis de
diversidade genética em comparagdo com 0s encontrados em outras espécies de bromélias
(Barbaraetal., 2007; Barbara et al., 2007; Palma-Silva et al., 2009; Zanella et al., 2011; Goetze
et al., 2013). Além disso, foram observados baixa estruturacdo genetica e alto fluxo génico
entre as duas populagdes de B. hieronymi, sendo que dois grupos geneticos foram formados, o
que pode estar relacionado a alogamia e a reproducéo clonal apresentada pela espécie.

A alta diversidade genética observada em B. hieronymi é importante para a
sobrevivéncia e manutencdo das populacdes naturais em longo prazo, porem ainda séo
necessarias estratégias de conservacdo para evitar o aumento da diferenciacdo genética e
conservar os altos indices de diversidade genética encontrados.

A taxa de fluxo de pélen em relacdo ao fluxo de semente mostrou um fluxo génico mais
eficiente via sementes em B. hieronymi, o que se justificaria pelo fato da espécie formar frutos
carnosos e estes possivelmente estarem sendo consumidos por mamiferos e aves, atuando como
possiveis dispersores de suas sementes.

A andlise da fertilidade natural e a caracteriza¢do do sistema reprodutivo (sexuado e
assexuado) preferencial da espécie foi avaliada através de observacdes e de experimentos de

polinizacdo. O estudo revelou que B. hieronymi € alogamica, auto-incompativel, partenocarpica
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e clonal. Observou-se que B. hieronymi forma sementes férteis apenas por meio da xenogamia,
necessitando obrigatoriamente de agentes externos para obter sucesso nos processos de
polinizacdo. A partenocarpia pode estar relacionada a estratégias de dispersdo e a protecdo
contra predacdo das sementes. O sistema de cruzamento alégamo pode estar contribuindo, em
longo prazo, para o fluxo génico via sementes, observado entre as duas populagdes de B.
hieronymi. Foi observado que a espécie emite por planta de um a trés estoldes aéreos a0 mesmo
tempo, e que a estratégia de crescimento e de ocupacdo do ambiente pela espécie se da pela
producdo destes longos estolGes aéreos. A combinagdo dos sistemas assexuado e sexuado
poderia estar contribuindo, a curto e longo prazo, respectivamente, com os altos indices de
diversidade genética observados.

Apesar dos altos indices de diversidade genética apresentados e de seu sistema de
cruzamento estar contribuindo para isto, a fragmentacéo de seu habitat no Chaco imido, devido
a atividades de pecuaria, queimadas, e também do constante extrativismo nessa regiao, colocam
em risco sua permanéncia no ambiente, ja que suas populacGes ndo estdo protegidas em
unidades de conservacdo. Desta forma, os resultados acima citados sdo importantes por
fornecerem informacBes sobre a manutencdo da variabilidade genética de uma espécie
representativa da fitofisionomia chaquenha da regido sul-mato-grossense, e também por

subsidiar o estabelecimento de planos de manejo e conservacao de B. hieronymi.
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