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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Diversidade genética em populac¢des naturais e conservagao

Na auséncia de pressdes seletivas, o fluxo génico reduzido entre populacoes,
pode resultar em padrdes evidentes de estruturagdo genética intraespecifica, ao ponto de
que efeitos homogeneizantes ndo sdo suficientes para neutralizar a divergéncia pela
deriva genética aleatoria (Wright, 1951). Além disso, fatores como o cruzamento entre
individuos aparentados, comumente observado em popula¢fes de tamanho reduzido,
leva a perda da diversidade genética , ou seja, a divergéncia genética ocorre mais
rapidamente (Nei et al., 1975). Em curto prazo, populacfes nas condi¢des acima citadas,
podem reduzir a reproducao e a sobrevivéncia e, em longo prazo, diminuir a capacidade
de evoluirem em resposta as mudancas ambientais, aumentando o risco de extingao
(Frankham et al., 2008).

Fatores relacionados a acdo antropica frequentemente reduzem as populacfes a
tamanhos nos quais as espécies ficam suscetiveis a efeitos acidentais ou estocasticos.
Por isso, a investigacdo desses aspectos em populacBes naturais é de extrema
importancia para o desenvolvimento de estratégias de conservacdo e manejo,
especialmente para espécies raras, em perigo de extingdo, com poucas e/ou pequenas
populacdes e com sistemas reprodutivos que dificultam o manejo (Frankham et al.,
2008; Gitzendanner et al., 2012).

A genética da conservacdo é 0 uso da teoria e técnicas da genética para reduzir o
risco de extincdo das espécies ameacadas. Seu objetivo é preservar espécies como
entidades dindmicas capazes de se adaptarem as mudancas ambientais, através da
elucidacdo de aspectos da biologia das espécies, relevantes para seu manejo e
conservacao, como, por exemplo, avaliar a existéncia de fluxo génico entre populagdes
e determinar se elas diferem suficientemente, do ponto de vista genético, para justificar
um manejo separado. Essas informagdes contribuem para o estabelecimento de
estratégias de conservacao, visando maximizar a retencdo da diversidade genética e
minimizar o endocruzamento (Barbieri, 2003; Frankham et al., 2003). Estudos
filogeogréficos tém sido utilizados para investigar os efeitos de mudancas climaticas do
passado na estrutura genética de espécies animais e vegetais permitindo a inferéncia

sobre a evolucgdo de espécies dentro de biomas, 0 que também pode ser utilizado como



subsidio para estratégias de conservacdo (Bermingham e Moritz, 1998; Ramos et al.,
2007).

1.2. A Mata Atlantica e a Familia Bromeliaceae

A Mata Atlantica € um dos mais ricos conjuntos de ecossistemas em termos de
diversidade bioldgica do Planeta. Apesar disso, restam apenas cerca de 7,3% de sua
cobertura florestal original, tendo sido inclusive identificada como a quinta &rea mais
ameacada e rica em espécies endémicas do mundo. Nesta floresta, Bromeliaceae é um
dos grupos taxondmicos mais relevantes, devido ao alto grau de endemismo e
expressivo valor ecoldgico decorrente principalmente de sua interacdo com a fauna
(Martinelli et al., 2008).

A familia Bromeliaceae compreende aproximadamente 3.100 espécies
distribuidas em 58 géneros (Luther, 2008; Givnish et al., 2011), e est4 entre as familias
de maior riqueza e diversidade da Mata Atlantica (Martinelli et al., 2008). Podem ser
encontradas em praticamente todos 0s ecossistemas neotropicais, desde o nivel do mar,
em praias, mangues e restingas, até altitudes de 5.000m, nos Andes. Podem ser
terrestres, epifiticas ou rupiculas (Medina, 1990; Leme & Marigo, 1993).

As bromélias sdo ervas perenes que combinam uma grande variacdo de formas,
cores e tamanhos. Sdo de extrema relevancia para as florestas tropicais por sua distinta
disposicdo de folhas em forma de rosetas que retém agua da chuva e outros detritos que
se tornam fonte de nutrientes tanto para elas quanto para micro- € macro-organismos
(Benzing, 1970; Rocha et al., 1997; Goffredi et al., 2011). Essa caracteristica também
permite que diversas espécies animais possam utilizar a agua contida nos seus tanques
para forrageamento, reproducdo e reflgio contra predadores (Rocha et al., 1997). As
bromélias, na Mata Atlantica, também apresentam papel significativo na ciclagem e
incorporagdo de nutrientes atmosféricos apesar de sua reduzida biomassa (Oliveira,
2004), e fornecem importantes habitats para micro-organismos envolvidos no ciclo
bioldgico do carbono e nitrogénio em florestas tropicais (Goffredi et al., 2011).

Por serem plantas de apelo ornamental, muitas populacdes de espécies oriundas
principalmente da Mata Atlantica, vem reduzindo drasticamente em tamanho, em
decorréncia do extrativismo ilegal (Coffani-Nunes, 2002). Apesar da crescente demanda
na utilizacdo de bromélias como plantas ornamentais, atualmente sdo poucos 0s

produtores efetivos que atendem ao mercado consumidor (Bered, 2008).



Cerca de 40% das especies de Bromeliaceae registradas na Mata Atlantica
encontram-se sob alguma categoria de ameaca e é provavel que este nimero esteja
subestimado devido ao pouco conhecimento do real estado de conservacdo das
populacdes em ambientes naturais (Martinelli et al., 2008). De fato, poucos trabalhos
tém sido realizados para avaliar a diversidade genética de populacBGes naturais dessa
familia, onde a maioria das espécies estudadas é endémica da Mata Atlantica no sudeste
do Brasil (Zanella et al., in press). Dos 58 géneros, e por volta de 3.100 espécies de
bromélias, somente 20 espécies dos seguintes géneros ja foram avaliados: Aechmea,
Alcantarea, Bromelia, Dyckia, Encholirium, Pitcairnia, Puya, Tillandsia, e Vriesea.
Muitas espécies estdo atualmente distribuidas em biomas ameagados, ou sdo endémicas,
ameacando a sobrevivéncia de muitos membros dessa familia. Ainda, percebe-se uma
significante reducdo na distribuicdo de espécies brasileiras em relacdo aos primeiros
registros na literatura (Zanella et al., in press).

Consideracgdes de reproducdo clonal e sexual, demografia, estruturacdo genética
dentro e entre populagdes, fluxo génico, e sistemas de cruzamento de Bromeliaceae séo
de grande importancia no desenvolvimento de estratégias de conservacdo (Bizoux &
Mahy, 2007). Apesar disso, poucos trabalhos nesse grupo de fato relacionam os dados

genéticos com planejamento de conservagdo e manejo (Zanella et al., in press).

1.3. O Género Aechmea e Aechmea kertsziae (Reitz)

O género Aechmea Ruiz & Pav., com cerca de 240 espécies (Luther, 2008),
ocorre desde o México e Antilhas até o Uruguai e Norte da Argentina (Reitz, 1983;
Benzing, 2000). Cerca de 70% das espécies do género estdo distribuidas no Brasil
(Smith & Downs, 1979), e das 136 que ocorrem na Mata Atlantica 120 s&o endémicas
(Martinelli et al., 2008), sendo entdo a Mata Atlantica considerada o centro de
diversidade para Aechmea assim como para a maioria dos géneros da subfamilia
Bromelioideae (Smith, 1934) (Figura 1).

As espécies do subgénero Ortgiesia (Aechmea) sdo morfologicamente muito
semelhantes ocorrendo sérios problemas de delimitagdo taxondmica no grupo. Fazem
parte desse subgénero em torno de 20 espécies, sendo sete endémicas de Santa Catarina
e/ou do Rio Grande do Sul (Smith & Downs, 1979; Reitz, 1983). S&o plantas com alto
apelo ornamental, entretanto pouco se conhece sobre aspectos basicos, como sistema de

cruzamento, estrutura genética, padrbes filogeograficos, fluxo génico entre as



populacdes, fenologia e até mesmo dados sobre a distribuicdo geografica das espécies

S80 escassos.

Figura 1. Exemplos de espécies do género Aechmea. a) inflorescéncia de Aechmea cylindrata;
b) inflorescéncia de Aechmea calyculata; c) inflorescéncia de Aechmea kertesziae; d) Aechema
calyculata; e) Aechmea comata; f) Aechmea organensis; g) Aechmea winkleri; h) Aechmea
nudicaulis.

Aechmea kertesziae (Figura 2) é caracteristica e exclusiva da zona da floresta
Pluvial Atlantica. E pouco exigente quanto a umidade do ar, ocorrendo principalmente
na vegetagdo arbustiva da restinga como rupicula ou epifita. E uma planta sem caule,
com presenca de estoldes, inflorescéncia simples, fruto do tipo baga, florescendo nos
meses de abril, e de julho a novembro (Reitz, 1983). Atualmente existe discordancia em
relacdo a distribuicdo geografica atual da espécie, segundo Reitz (1983) ela é endémica
do estado de Santa Catarina, mas alguns autores afirmam que a sua distribuicdo vai
desde o Rio Grande do Sul até o Parana (Martinelli et al., 2008; Forzza et al., 2012).
Entretanto, a auséncia de informacdo referente a localizagdo dessas supostas
populacdes, e também auséncia de individuos referenciais (depositados em herbarios),
ndo nos permite confirmar se essas populacdes realmente se tratam da A. kertesziae.

Miyamoto (2012), ao fazer um levantamento das espécies do género Aechmea no



Parana, determinou que a A. kertesziae ndo ocorre nesse Estado, o que nos leva a
acreditar que outras espécies tenham sido identificadas equivocadamente como A.
kertesziae, especialmente em funcdo da morfologia muito semelhante entre as espécies
do grupo. Além disso, nas expedicGes a campo realizadas pelo nosso grupo de pesquisa
(Nucleo Genética e Conservacdo de Plantas - NGCP), em busca de espécies do
subgénero Ortgiesia, do Rio Grande do Sul ao Espirito Santo, a espécie nao foi
encontrada fora do Estado de Santa Catarina. Em func&o disso, a distribui¢do geografica
considerada foi a proposta por Reitz (1983), que seria desde o Vale do Itajai até Laguna

em Santa Catarina, onde apenas cinco pequenas populagdes sdo conhecidas.

Figura 2. Aechmea kerteszia; a) inflorescéncia e b) planta com inflorescéncia.

1.4. Objetivo

O trabalho tem como objetivo geral contribuir para os estudos genéticos e
bioldgicos da familia Bromeliaceae, principalmente de espécies do género Aechmea,
endémicas da regido Sul da Mata Atlantica. A diversidade e estruturacdo genética de
populacbes naturais de A. kertesziae foram abordados através da utilizacdo de
marcadores moleculares nucleares e plastidias. Tais informacfes serdo de extrema

relevancia para a conservagao e manutencdo de A. kertesziae e espécie relacionadas.
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Titulo Resumido: Diversidade genética na bromélia Aechmea kertesziae

Resumo

Estudos visando compreender os processos que levaram a diversificacdo das espécies
na Mata Atlantica envolvem, principalmente, espécies de ampla distribuicdo geografica,
possivelmente deixando de discutir fatores relevantes para espécies de restrita
distribuicdo. Esse estudo examinou a diversidade genética em Aechmea kertesziae, uma
bromélia endémica do sul da Mata Atlantica, utilizando marcadores nucleares e
plastidiais. A. kertesziae apresentou altos indices de diversidade genética, tanto nuclear
(Rs=6,19; Ho=0,618; Hg=0,709) como plastidial (h=0,796; 7= 0,0029 e 7 haplétipos).
Uma estruturacéo genética moderada foi observada com marcadores nucleares,
(Fst=0,091), e a partir da rede de haplotipos, dois grupos (centro-norte e sul) foram
identificados. Nenhuma reducédo ou expansao populacional foi detectada com os

marcadores utilizados. Esses resultados demonstram que as populacdes de A. kertesziae
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permaneceram estaveis ao longo do tempo, ndo tendo sofrido fragmentacgéo devido as
oscilagBes climaticas do Pleistoceno, resultado ndo esperado, uma vez que estudos
anteriores com outras espécies encontraram expansdo recente na porcdo sul da Mata
Atlantica. A alta diversidade genética observada é importante para a manutencao da
espécie em longo prazo, entretanto, estratégias de conservacgao precisam ser
implementadas para evitar o aumento da diferenciagdo genética e conservar os altos
indices de diversidade encontrados para A. kertesziae.

Palavras-chave: conservacao, filogeografia, fluxo génico, genética de populacgdes,

microssatélites, Bromeliaceae.

Introducéo

E esperado pela teoria da genética de populagdes, que espécies endémicas de
distribuicdo geografica restrita, com populagdes pequenas e isoladas, tenham indices de
diversidade genética inferiores aquelas de ampla distribuicdo geogréfica e populacdes
ndo isoladas (Frankham et al. 2003). Apesar disso, altos indices de diversidade genética
vém sendo relatados para varias espécies de plantas endémicas (p. e., £gisdottir et al.
2009; Eliades et al. 2011; Gitzendanner e Soltis 2000). A diversidade genética em
plantas é influenciada principalmente por caracteristicas relacionadas ao modo de vida
(p. e., Hamrick e Godt 1996; Nybom 2004; Thiel-Egenter et al. 2009), e também por
eventos historicos, como as oscilagdes climaticas do Pleistoceno. Em geral, areas que
permaneceram estaveis durante o Pleistoceno sao reconhecidas por abrigar maior
diversidade genética e endemismo (Hewit 2000).

A Mata Atlantica (MA) é considerada um dos hotspots de biodiversidade
mundiais, por abrigar, por exemplo, aproximadamente 20.000 espécies de plantas,

sendo uma porcéo consideravel da biodiversidade da América do Sul (Myers et al.
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2000). Apesar disso, a América do Sul é o continente com 0 menor nimero de estudos
filogeogréficos sobre plantas terrestres (Beheregaray 2008), ndo sendo diferente para a
MA. Os poucos estudos filogeograficos com plantas existentes para MA avaliaram
principalmente espécies de ampla distribuicéo geogréfica (p. e., Palma-Silva et al. 2009;
Pinheiro et al. 2011; Turchetto-Zolet et al. 2012) limitando o entendimento do impacto
dos eventos climéticos do Pleistoceno em espécies com uma distribuicdo geogréfica
mais restrita a por¢ao Sul do bioma. Em todos esses trabalhos foi observada uma
recente expansao demogréafica nas populacdes do Sul e areas mais ao norte parecem ter
permanecido estaveis durante as oscilagdes climaticas do Pleistoceno. Estudos recentes
de modelagem de nicho com espécies animais tém tentado encontrar os reflgios
responsaveis por abrigar populagdes naturais durante os ciclos glaciais-interglaciais do
Quaternario na MA (Amaro et al. 2012; Carnaval et al. 2009; Porto et al. 2012; Thomé
et al. 2010). Porém, ainda ndo existe um consenso sobre as areas de provavel refagio,
sendo a principal discordancia sobre a existéncia de reflgios mais ao sul da MA. Porto
et al. (2012) sugerem que o poder dos modelos de refligios para espécies restritas ao sul
é mais fraco do que para espécies de distribuicdo geografica mais ampla, ressaltando a
importancia dos estudos de espécies de distribuicdo restrita. Entretanto, espécies nao
associadas a areas de florestas, como aquelas que ocorrem na restinga, por exemplo,
podem apresentar padrdes distintos dos descritos acima, ndo tendo sofrido reducbes
significativas na distribuicdo geografica e tamanho populacional devido a fragmentacao
em refugios durante a retragdo da MA (p. e., Behling 2002; King et al. 2009; Pinheiro et
al. 2011).

Bromeliaceae é uma das familias de maior riqueza e diversidade da MA, e de
maior relevancia, devido ao alto grau de endemismos e expressivo valor ecologico

decorrente principalmente de sua interacdo com a fauna (Martinelli et al. 2008),
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apresentando mais de 3.100 espécies, que sofreram uma extensa radiacao adaptativa
(Luther, 2008). Por serem, na grande maioria, plantas de apelo ornamental, muitas
populagdes vem reduzindo drasticamente em tamanho, em decorréncia do extrativismo
ilegal (Coffani-Nunes 2002). Dentre as espécies de Bromeliaceae registradas na MA,
cerca de 40% encontram-se sob alguma categoria de ameaca e € provavel que este
namero esteja subestimado devido ao pouco conhecimento do real estado de
conservacdo das populagées em ambientes naturais (Martinelli et al. 2008). De fato,
poucos trabalhos tém sido realizados para avaliar a diversidade genética de populacGes
naturais dessa familia, onde a maioria das espécies estudadas é endémica do sudeste do
Brasil (Zanella et al. 2012a).

Aechmea kertesziae é uma espécie do subgénero Ortgiesia, que apresenta um
complexo de espécies, cujos limites taxondmicos ndo sdo bem delineados (Faria et al.
2004; Horres et al. 2007; Smith e Downs 1979). Ela é caracteristica e exclusiva da zona
da floresta Pluvial Atlantica (MA), onde apresenta restrita distribuicdo geografica,
encontrada desde o Vale do Itajai até Laguna em Santa Catarina. E pouco exigente
quanto a umidade do ar, ocorrendo principalmente na vegetacao arbustiva da restinga
como rupicula ou epifita (Reitz 1983). Atualmente apenas cinco pequenas populacdes
dessa espécie sdo conhecidas.

Usando uma espécie de distribuicdo geografica restrita ao sul da MA (A.
kertesziae), visamos contribuir para um maior entendimento dos processos que atuaram
na diversificacdo de espécies do subgénero Ortgiesia e da porcao sul da MA como um
todo. Especificamente, esse trabalho teve como objetivos: (i) avaliar a diversidade e
estruturacdo genetica em populacOes naturais de A. kertesziae; (ii) determinar o sistema
de cruzamento de A. kertesziae e discutir se ele pode estar influenciando os niveis de

diversidade genética observados; (iii) verificar se as oscilacfes climéticas do
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Quaternério afetaram a distribuicdo geografica da espécie, e se sim, se € possivel
identificar algum refugio; (iv) determinar a contribuicéo relativa do fluxo de pdlen em
relacdo as sementes para o fluxo génico da espécie. Os resultados encontrados poderdo

auxiliar na elaboracédo de estratégias de conservagao para a espécie A. kertesziae.

Materiais e Métodos
Area de estudo e amostragem

Um total de 108 individuos foi amostrado nas cinco populagdes atualmente
conhecidas de A. kertesziae (Figura 1a e Tabela 1). Devido ao tamanho amostral da
populacdo de Camboriu (5), esses individuos foram incluidos somente nas analises com
marcadores plastidiais. As populacdes de Itajai e Floriandpolis atualmente se encontram
em Unidades de Conservacao (UCs), enquanto as de Cambori, Bombinhas e Laguna
estdo desprotegidas. Para evitar erros de identificacdo taxondmica e a amostragem de
clones, somente individuos reprodutivos foram coletados a uma distancia minima de 5
metros. Uma folha de cada individuo foi coletada e armazenada em silica gel para a
desidratacédo e posteriormente 0 DNA total foi extraido de acordo com o protocolo de

Doyle e Doyle (1990).

Marcadores moleculares, genotipagem e sequencimento

Nove marcadores nucleares de microssatélite (nrDNA) foram usados nesse
estudo para caracterizacao da diversidade genética em A. kertesziae: quatro isolados de
A. caudata (Ac01, Acll, Ac25 e Ac55; dados ndo publicados), quatro isolados de
Ananas comosus (Acom_71.3, Acom_78.4, Acom_82.8 e Acom_91.2; Wéhrmann e
Weising, 2011) e um isolado para Dyckia distachya (Dd10; Zanella et al. 2012b). Todas

as reacdes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas em um volume de 10 uL
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contendo: 10 ng de DNA, 1 x de tampéo da enzima, 2,0 mM de MgCl2, 10 mM de
dNTP mix, 1 pmol de “primer forward”, 4 pmol de “primer reverse”, 0,4 pmol de
“primer” M 13 marcado com diferentes fluorescéncias (FAM, VIC, PET ou NED), e 0,5
U de Taq DNA polimerase (Go Taq, Promega) e amplificadas em termociclador TC-
412 (Techne, Burlington, New Jersey, USA) com as condicOes de amplificacao
conforme descrito por Palma-Silva et al. (2007). Os locos foram genotipados em um
sequenciador automatico ABI 3730 DNA Analyzer Sequencer (Applied Biosystems) e
comparados com tamanho molecular padréo L1Z (Applied Biosystems) usando o
programa GeneMarker (SoftGenetics).

O espacador intergénico rpl32-trnL (cpDNA), foi amplificado e sequenciado
usando os "primers" descritos por Shaw et al. (2007). As reacdes de PCR foram
realizadas em um volume de 20 uL contendo: 10 ng de DNA, 1 x de tampé&o da enzima,
2,5 mM de MgCl,, 0,25 mM dNTP mix, 5 pmol de “primer forward” e “reverse”, ¢ 0,5
U de Taq DNA polimerase (Go Taq, Promega). As reacdes de PCR foram realizadas em
termociclador TC-412 e o programa de amplificacdo foi como segue: desnaturacdo a 94
°C por 3 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 54 °C por um 1 min, 72°C por 1
min, e uma extensdo final de 72°C por 10 min. Os produtos de PCR foram sequenciados
usando um sequenciador automatico ABI 3730 (Applied Biosystems). As sequéncias
foram alinhadas no programa MUSCLE (Edgar 2004), implementado no MEGA 5.05
(Tamura et al. 2011) e corrigidas manualmente quando necessario. Pesos iguais foram
dados a todas as variacgdes, e cada "indel" foi considerado como um unico evento

mutacional.

Analise dos dados
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nrDNA: A diversidade genética das populacOes de A. kertesziae foi
caracterizada usando o nimero de alelos (A), nimero de alelos privados (Ap), riqueza
alélica (Rs), heterozigosidade observada (Ho) e esperada (Hg) e o coeficiente de
endocruzamento (Fs), utilizando os programas FSTAT 2.9.3 (Goudet 1995) e MSA
4.00 (Dieringer e Schlétterer 2003). Os desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) para cada populagéo foram identificados usando o GENEPOP ON THE WEB
(Raymond e Rousset 1995).

A particdo da diversidade genética dentro e entre as populagdes foi examinada
pela anélise de variancia molecular (AMOVA) e o grau de diferenciacdo entre as
populagdes foi estimado pelas medidas de Fsr par-a-par, no programa ARLEQUIN
3.1.1 (Excoffier et al. 2005) de acordo com Weir e Cockerham (1984).

Uma andlise bayesiana de agrupamentos foi realizada com o programa
STRUCTRE 2.3.4 (Pritchard et al. 2000) para atribuir individuos a agrupamentos
genéticos (K). A proporcéao de associacdo em cada agrupamento foi calculada sem
considerar as localidades amostradas. Para determinar o nimero de agrupamentos mais
provavel os dados foram condicionados a diferentes valores de K variando de 1 a 6. As
analises foram efetuadas sob 0 modelo de mistura assumindo frequéncias alélicas
independentes e usando um periodo de "burn-in" de 50.000, com a duracgéo de corrida
de 300.000, e 10 iteracdes por K. O método de Evanno et al. (2005), que € baseado
numa medida pontual "ad hoc™ de AK que avalia a taxa de mudanca de segunda ordem
da funcéo de probabilidade relativo ao K, foi usado para determinar o melhor valor de
K.

Reducdes recentes no tamanho populacional foram testadas baseando-se no
excesso de heterozigosidade relativo ao nimero de alelos usando o método de

coalescéncia implementado no programa BOTTLENECK 1.2.02 (Cornuet e Luikart
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1996). A analise foi realizada sob o “two-phase model” (TPM) e o “stepwise mutation
model” (SMM), com 95% de contribuicdo de mutagdes passo a passo € 5% de
contribuicdo de mutagdes de multiplos passos, para qual a variancia foi estabelecida em
12, como sugerido pelo manual do programa. A significancia do excesso de
heterozigotos foi testada usando “one-tailed Wilcoxon signed-rank test”, como
recomendado por Piry et al. (1999), para amostras com menos de 20 locos polimorficos.

cpDNA: O relacionamento genealdgico entre os haplotipos foi estimado pelo
método "median-joining™ (Bandelt et al. 1999) usando o programa NETWORK 4.6
(http://www.fluxus-engineering.com). As populacgdes foram caracterizadas para 0s
niveis de diversidade através do numero de haplétipos detectados (NH), diversidade
haplotipica (h) e nucleotidica (z), calculados usando o programa ARLEQUIN e DNAsp
5.1 (Librado e Rozas 2009). A andlise de variancia molecular (AMOVA) foi usada para
estimar a particdo da diversidade genética dentro e entre as popula¢des no programa
ARLEQUIN de acordo com Weir e Cockerham (1984). E depois uma nova AMOVA
foi realizada baseada nos resultados encontrados na network (ver o item Fluxo génico
por dispersao de pdlen e semente).

Uma anélise espacial de variancia molecular (SAMOVA) foi calculada usando o
programa SAMOVA (http://web.unife.it/progetti/genetica/ Isabelle/samova/html)
(Dupanloup et al. 2002) para identificar limites espaciais ao longo das cinco localidades.
Cem “annealing processes” foram empregados para otimizar a distribuicdo das amostras
em grupos (K variando de 2 a 4). O numero otimo de grupos foi selecionado de acordo
com o mais alto valor de Fc (diferenciacéo entre grupos). A hipétese de expanséo
populacional foi testada pelos testes de neutralidade D de Tajima (1989) e Fs de Fu

(1997) usando o programa ARLEQUIN.
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Fluxo génico por dispersao de pdlen e semente
A contribuicdo relativa do pdlen versus fluxo de semente para o fluxo génico
total foi estimada de acordo com a férmula de Ennos (1994):

Fluxo de pdlen / fluxo de semente =

(- - = /- )

Onde Fsty, € Fstm S80 0s nhiveis de diferenciacdo populacional calculado para

marcadores herdados biparentalmente (nfDNA) e maternalmente (cpDNA)
respectivamente. Esse calculo foi baseado no pressuposto da heranca maternal de
cpDNA em A. kertesziae como é na maioria das angiospermas (Ennos et al. 1999).
Esse modelo pode ser inapropriado de aplicar se as populacdes amostradas
compreendem diferentes unidades evolutivas com pouco ou nenhum fluxo génico entre
elas (Zhai et al. 2012). Como essa situacéo provavelmente se aplica a A. kertesziae (ver
Resultados), os calculos foram feitos com o indice Fsty, incluindo a populacédo LA e

excluindo LA.

Sistema de cruzamento

Os experimentos de sistema de cruzamento foram realizados in situ, na
populacdo de Floriandpolis (FL) por ser a maior populacdo de A. kertesziae e por
ocorrer em uma UC. Os experimentos requerem que as plantas sejam marcadas e 0s
frutos precisam ser coletados seis meses apds 0s cruzamentos terem sido realizados, o
que torna o experimento de dificil execugdo em areas ndo protegidas e de facil acesso.
Cinco tratamentos foram aplicados: (1) polinizagdo cruzada manual: flores emasculadas
foram polinizadas com uma mistura de polen coletado de plantas distintas e ensacadas;
(2) polinizagéo aberta (controle): as flores foram marcadas e ndo manipuladas; (3) auto-
polinizacdo manual: as flores foram polinizadas com seu proprio pélen e ensacadas; (4)
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auto-polinizacdo espontanea: as flores foram ensacadas para evitar a visitagdo de
insetos; e (5) agamospermia: flores emasculadas foram ensacadas. Apos seis meses, 0s
frutos dos tratamentos foram coletados e a produgéo de frutos e sementes por fruto foi
avaliada. Os tratamentos que produziram frutos foram comparados usando o teste de 2

(0. =0,05). O nimero de flores usadas por tratamento esta na Tabela 2.

Resultados
Diversidade e estruturacdo genética nuclear

As quatro populagfes amostradas de A. kertesziae mostraram altos indices de
diversidade genética para os nove marcadores de microssatélite utilizados (Tabela 3). O
namero de alelos por populacdo variou de 57 a 73 e a riqueza alélica de 5,64 a 7,22. Os
valores de heterozigosidade observada e esperada variaram de 0,550 a 0,691 e de 0,661
a 0,746, respectivamente. Dois a oito alelos privados foram encontrados em todas as
populacbes. As quatro populacBes desviaram significativamente do Equilibrio de
Hardy-Weinberg, mostrando excesso de homozigotos, com o coeficiente de
endocruzamento variando de 0,075 a 0,221 (Tabela 3). A populagdo com 0s maiores
indices de diversidade (Rs e Ho) foi LA, seguida de FL e IT e por ultimo BO.

Moderada estruturacdo genética foi observada entre as populacgdes, indicada por
um valor de Fst de 0,091, demonstrando que 90,85% da variacdo € encontrada dentro
das populacdes (P < 0,001; Tabela 4). Os valores de divergéncia genética entre as
populagdes (Fst par a par) variaram de 0,070 a 0,112 sendo todos estatisticamente
significativos (P < 0,001; Tabela).

A andlise bayesiana do STRCTURE revelou como os dois mais provaveis
numeros de agrupamentos, K =2 e K = 4 (Figura 2), com as probabilidades atribuidas

de cada individuo indicadas na Figura 3 para os dois valores. Para um K = 2, a maioria
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dos individuos das populacdes de LA e FL formou um grupo genético, enquanto outro
grupo genético foi formado pelos individuos de BO e IT. Para K = 4 observou-se um
grupo genético principal para cada populacdo. Alguns individuos mostraram
probabilidades muito altas de pertencerem a um grupo que néo é o representado pela sua
localidade, o que provavelmente pode ser atribuido a migrantes entre elas (Figura 3).
Né&o foi encontrado aumento significativo de heterozigosidade nos testes de
Wilcoxon (Bottleneck), de acordo com os modelos TPM e SMM, indicando que as

populagdes ndo passaram por um recente ou forte evento de gargalo de garrafa.

Diversidade e estruturacdo genética plastidial

A amplificacdo do espacador intergénico rpl32-trnL resultou em um fragmento
de 876 pb com oito sitios variaveis e com 26,5% contetdo de CG. Sete haplétipos
foram observados nas populacdes de A. kertesziae, com dois a trés por populacéo
(Tabela 3).

A andlise de relacionamento haplotipico resultou em uma rede de haplétipos
bem resolvida, podendo ser dividida entre os hapldtipos que ocorrem nas populacdes do
centro ao norte da distribuicdo geogréfica da espécie (FL, BO, CA, IT) e os hapl6tipos
que ocorrem no sul, na populagdo LA (Figura 1). Esses dois grupos estdo separados por
cinco passos mutacionais (Figura 1b). O haplotipo H2 foi o mais frequente ocorrendo
em 15 individuos em trés populac@es, seguido pelo H3 que ocorreu em 13 individuos
também em trés populagdes. O hapldtipo H7 foi o terceiro mais frequente sendo
registrado em cinco individuos, mas todos pertencentes a populacdo LA. Todos 0s
outros haplétipos tiveram a mesma frequéncia (trés individuos) aparecendo em

diferentes populacdes. Com excec¢do de CA, todas as populacdes apresentaram um a
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dois haplétipos exclusivos, sendo LA a unica que ndo compartilha haplétipos com as
outras (Figura 1b).

A diversidade haplotipica variou de 0,3429 até 0,7500 e a nucleotidica de 0,0004
a 0,0012 (Tabela 3). As diversidades haplotipica e nucleotidica totais foram de 0,7960 e
0,0029, respectivamente. A populagdo com os maiores indices de diversidade foi BO
seguida por FL, LA depois CA e por fim IT, com os menores indices.

A analise de AMOVA revelou que 82,22% da variagdo genética ocorreu por
diferencas entre as populagdes (P < 0,001; Tabela 4) indicando uma estruturacéo
genética muito alta (Fst = 0,822). A analise espacial de variancia molecular
(SAMOVA) nédo encontrou formacao de grupos ou barreiras ao fluxo génico para
nenhum dos valores de K testados (Fct = 0,819 para dois grupos; P > 0,208, dados ndo
mostrados). Apesar disso uma nova AMOVA foi realizada baseada nos resultados da
network de relacionamento de hapl6tipos, excluindo a populacgéo de LA (que ficou
isolada das demais por cinco passos mutacionais; Figura 1b). Essa nova analise indicou
que 51,09% da variacdo € devido a diferencas entre as populacgdes (Fst = 0,510; P <
0,001; Tabela 4).

N&o houve significancia nos testes de neutralidade D de Tajima e Fs Fu para as

populagdes, indicando que todas elas se mantiveram estaveis ao longo do tempo.

Fluxo de polen versus semente

Usando os valores de Fst da analise de variancia molecular entre as populagdes
para marcadores nucleares (0,09) e plastidial (0,82) a taxa de fluxo de polen em relacéo
ao fluxo de semente foi estimada em 44,06. Um novo valor foi estimado usando 0 Fst
que excluiu a populacéo LA, pois é possivel que a estruturacdo extremamente alta esteja

desviando essa estimativa. Com esse novo Fsty, (0,51) obtivemos uma taxa de fluxo de
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polen/semente de 8,52, sugerindo que o fluxo génico via pélen em A kertesziae seja

pelo menos 8,52 vezes mais eficiente do que via semente.

Sistema de cruzamento

O resultado dos cruzamentos manuais realizados indicaram que A. kertesziae é
uma espécie auto-incompativel. Dos cinco tratamentos realizados apenas o de
polinizacdo aberta (PA) e polinizacdo cruzada manual (PCM) apresentaram producéo de

sementes, ocorrendo diferenca estatistica entre eles (Tabela 2).

Discusséo

Espécies que apresentam restrita distribuicdo geogréfica, com poucas e pequenas
populacbes e que ocorrem em ambientes fragmentados, requerem atencdo devido a
maior probabilidade de extin¢cdo em funcdo da acdo da deriva genética e cruzamento
entre aparentados (Frankham et al. 2003). Aechmea kertesziae é uma espécie que
apresenta populagdes pequenas e em reduzido nimero (apenas cinco), dessa forma
hipotetizou-se que a espécie apresentaria baixos indices de diversidade genética e alto
coeficiente de endocruzamento como proposto por Frankham et al (2003).

Apesar disso, a especie apresentou altos indices de diversidade genética (Tabela
3), substancialmente mais altos do que aqueles encontrados em outras espécies de
bromélias, tanto auto-compativeis (Palma-Silva et al. 2009; Zanella et al. 2011), quanto
auto-incompativeis (Goetze 2010), utilizando microssatelites nucleares. A investigacao
do sistema de cruzamento de A. kertesziae revelou que essa é uma especie auto-
incompativel (Tabela 2), o que pode explicar os altos indices de diversidade observados

(Glémin et al. 2006). Desta forma, o excesso de homozigotos identificado nas
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populagdes (Tabela 3), deve se dar devido ao cruzamento de individuos aparentados e
néo por auto-fecundacdo.

A populacdo de BO apresentou os menores indices de diversidade genética,
provavelmente por ser a populagdo mais afetada pelo desenvolvimento urbano do
litoral. Essa populagéo ocorre em uma trilha entre praias e casas, largamente utilizada
pelos veranistas. Em contrapartida, a populacdo LA, localizada numa regido quase sem
interferéncia antrépica, apresentou a maior riqueza alélica (Rs = 7,22), demonstrando a
provavel influéncia da atividade humana na diversidade genética das populacdes
naturais. Porém, quando avaliado o nimero de alelos (A) e alelos privados (Ag), a
populacdo de BO € mais diversa que IT e FL, questionando a influéncia antropica na
diversidade genética de A. kertesziae.

Poucos trabalhos foram encontrados na literatura sobre diversidade plastidial
para espécies de bromélias. Além disso, é amplamente reconhecido que pouca ou
nenhuma variagdo ocorre no genoma de cloroplasto para Bromeliaceae (p. e., Maia et al.
2012). Apesar disso, a diversidade haplotipica e nucleotidica observada para A.
kertesziae (Tabela 2) pode ser considerada alta, quando comparada a outras bromélias
do mesmo subgénero, usando a mesma regido plastidial, que variaram de 0,000 a 0,762
para a diversidade haplotipica total, e de 0,0000 a 0,0025 para a nucleotidica total
(Goetze, dados nédo publicados). Além disso, quatro das cinco populagdes de A.
kerteszaie apresentaram haplétipos exclusivos (LA, FL, BO e IT; Figura 1a).

A maior diversidade nuclear foi encontrada na populacao de Laguna, enquanto a
maior diversidade plastidial foi em Bombinhas, e nenhuma delas se encontra protegida
por Unidades de Conservacdo. Laguna ainda apresenta dois haplotipos exclusivos, o
maior numero de alelos, seguida por Bombinhas, e as duas apresentam oito alelos

privados cada uma (Figura 1a; Tabela 3). Esses dados ressaltam a importancia dessas
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populagbes na manutencdo da diversidade da espécie, sendo estratégias de conservagdo
In situ e ex situ de particular importancia. Primeiramente recomendamos que as
populacdes de BO e LA sejam protegidas in situ, por lei, para prevenir possiveis
decréscimos no tamanho populacional. Em relacdo a medidas de conservacao ex situ, a
coleta de sementes, tecidos para cultura e alguns ramets de cada populagdo conhecida
seriam (teis para o sucesso de qualquer a¢do conservacionista.

Foi observada uma estruturacao genética moderada entre as populacdes de A.
kertesziae (Fst = 0,091) para marcadores nucleares, o que concorda com o K = 2 grupos
genéticos encontrado com a andlise Bayesiana (Figura 3). Entretanto, levando em
consideracdo os valores de diferenciacdo genética observado nas analises par a par das
populagdes (Tabela 5), ou seja, valores similares de estruturacdo entre si, um K =4
também ndo pode ser descartado (Figura 3). Porém, varios individuos migrantes foram
observados, tanto com K =2 como com K =4 (Figura 3), demonstrando ocorrer fluxo
génico entre as populacGes, sendo esse resultado consistente com os valores moderados
de estruturacdo genética. O que pode estar contribuindo para que haja essa estruturacao
moderada é o aumento da fragmentacdo de habitat, provavelmente associado a expansao
do litoral que, ha cerca de pouco mais de duas décadas, vem sofrendo forte
descaracterizacdo das formacdes vegetais proximas a praia, principalmente pela
crescente expansao de ocupagOes urbanas, com adensamento populacional e impactos
ambientais (Brack 2006).

A estruturacdo genética moderada entre as populages, a auséncia de gargalo de
garrafa recente, aliado aos altos indices de diversidade genética encontrados para A.
kertesziae sugerem que as populac6es tenham sido fundadas por individuos
geneticamente diversos, sendo que a maior parte dessa diversidade foi mantida ao longo

das oscilacGes climéticas do Quaternario, e que as populacées foram grandes o
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suficiente no passado para limitar a perda de alelos por deriva genética. Outros fatores
que indicam a estabilidade da espécie ao longo do tempo séo os testes de neutralidade D
de Tajima e Fs de Fu que ndo identificaram sinais de reducdo ou expansao
populacional, e a presenca de hapl6tipos exclusivos em algumas populacdes (Figura 1a)
sugerindo a permanéncia das mesmas em longo prazo na regido, e ndo recolonizacdes a
partir de populacGes adjacentes.

Esses resultados sugerem que A. kertesziae ndo foi fortemente afetada pelas
oscilacBes climaticas do Pleistoceno, sugerindo que uma proporc¢ao significativa da
espécie ndo teve a distribuicdo geografica fragmentada em reflgios durante o Gltimo
maximo glacial. A grande maioria das espécies do subgénero Ortgiesia ¢ epifita,
associadas a espécies arboreas da Mata Atlantica. Entretanto, A. kertesziae é um espécie
saxicola, encontrada somente na regido costeira do estado de Santa Catarina, podendo
ser considerada uma espécie nao florestal. Isso poderia explicar esse padréo encontrado.
Outros trabalhos com espécies costeiras encontraram resultados similares, indicando
estabilidade em relacdo as oscilag@es climaticas do Pleistoceno (King et al. 2009;
Pinheiro et al. 2011). Entretanto, para a espécie Vriesea gigantea, endémica da Mata
Atlantica e associada a floresta, foi observado um padrdo distinto, com evidéncias de
fragmentacéo no passado devido a contracdo da floresta em fungdo do clima frio e seco
durante o Pleistoceno (Palma-Silva et al. 2009). Porém, precisa ser levado em
consideracdo que no presente trabalho somente uma regido de cpDNA foi analisada e
que para a confirmacao dos resultados encontrados seria necessario a utilizagdo de mais
marcadores.

As anélises realizadas pelo SAMOVA com cpDNA, ndo encontraram barreiras
ao fluxo génico (veja resultados). Entretanto, a analise de variancia molecular

identificou que 82,2 % da variagdo no cpDNA ¢ devido a diferencas entre as populacfes
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(Tabela 4), ou seja, indicando alta estruturacdo genética. Além disso, a rede de
hapl6tipos mostra dois grupos, centro-norte e sul (Figura 1), separados por cinco passos
mutacionais. Quando a populacéo de Laguna foi retirada das analises de AMOVA, o
percentual de variagdo foi reduzido para 0,51, indicando que essa populacdo pode ser
responsavel pelos altos valores de estruturacdo genética observados. O fato da
SAMOVA né&o ter encontrado barreiras ao fluxo génico, pode ser um artefato da analise,
pelo fato de somente uma regido plastidial ter sido incluida nas analises até 0 momento.
Essa provavel separagdo da populacéo de Laguna das demais, pode ser devido as
transgressdes marinhas que ocorreram durante o Holoceno, e que ocasionaram a
formacé&o de diversos complexos "ilha-lagoa™ ao longo da costa de Santa Catarina
(Caruso 2000), isolando a populacao. Pinheiro et al. (2011) também relataram
influéncias das transgressdes marinhas do Holoceno para uma espécie de orquidea
caracteristica de restinga no litoral brasileiro, observando valores distintos de
diversidade genética para as populagdes dessa regiao.

O fluxo génico via polen mostrou-se cerca de 44 vezes maior do que via semente
para as populacdes de A. kertesziae. Entretanto, utilizando para esse calculo os valores
da AMOVA obtidos retirando-se a populacdo de Laguna das analises, o fluxo via pélen
foi 8,5 vezes maior do que via sementes. Petit et al. (2005) determinaram que a média
da taxa de fluxo génico entre plantas com semente é de fluxo génico via pdlen 17 vezes
maior que via semente, mostrando que o fluxo génico via polen € muito mais
significativo em geral. Porém, o autor reporta ainda que 27% dessas plantas apresentam
taxas abaixo de cinco, indicando uma representacgéo significativa da semente no fluxo
génico total (20% do total, caracteristica de plantas polinizadas por insetos e com frutos
carnosos dispersos por vertebrados). A. kertesziae é de fato polinizada por insetos

(Buttow, dados néo publicados) e suas sementes sdo dispersas por aves. Pelo fato da
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dispersdo das sementes ser realizada por animais, acredita-se que o fluxo génico cerca
de oito vezes maior via pélen seja um valor mais confiavel para a espécie. Os resultados
mostram que os polinizadores de A. kertesziae desempenham um papel importante na
manutenc¢do da conectividade genética das populagdes, mas ndo podendo ser descartado
a acdo dos dispersores. Esse padrdo pode ser observado no resultado da analise
Bayesiana (Figura 3) onde pode ser identificado a presenca de varios individuos
migrantes, provavelmente oriundos de eventos de dispersao de sementes. Sendo assim,
a interacdo entre esses organismos e a A. kertesziae ndo pode ser rompida, em especial

por se tratar de uma espécie auto-incompativel.

CONCLUSOES

Observando os resultados obtidos para A. kertesziae podemos concluir que
apesar de ter somente cinco pequenas populagdes conhecidas, elas ainda conservam
altos niveis de diversidade genética. O fato de ser uma espécie auto-incompativel
provavelmente contribui com a manutencédo dessa diversidade. J& os niveis moderados
de estruturacgdo atual e a auséncia de gargalos de garrafa contribuem para a hipotese de
que as populacbes foram fundadas por individuos geneticamente diversos e que foram
capazes de manter a diversidade ao longo do tempo. Os nossos resultados determinaram
que a espécie nio ficou restrita a areas de refigio durante o Ultimo Méaximo Glacial,
muito provavelmente porque A. kertesziae é saxicola, restrita a regido costeira que deve
ter permanecido estavel durante as oscilagdes climaticas. Os eventos de transgressao
marinha durante o Holoceno possivelmente afetaram o fluxo génico entre as populacées
de A. kertesziae no passado, resultando no isolamento da populacédo de Laguna das
demais por cinco passos mutacionais. O fluxo génico via polen € cerca de oito vezes

maior do que via semente, mostrando um importante papel dos polinizadores em manter
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a conectividade genética das populacdes, mas ndo podendo ser descartada a agdo dos
dispersores de semente que provavelmente também contribuam de forma significativa.

Apesar da espécie ainda ter consideravel diversidade genética, o
desenvolvimento do litoral pde em risco sua permanéncia no ambiente, j& que as duas
populagdes que abrigam a maior diversidade ndo estdo protegidas em UCs e a
antropizacéo local demonstra estar aumentando o cruzamento entre individuos
aparentados, como observado na populacéo de BO, levando a uma diminuicdo da
diversidade genética. Dessa forma, seria de grande importancia para a manutencao da
espécie, 0 monitoramento e a conservacao das duas populagbes (BO e LA) que estdo
fora de UC, principalmente por possibilitar a manutencao do fluxo génico entre elas.
No entanto, apesar da notavel influéncia da fragmentacéao e do impacto humano na
distribuicdo da diversidade atual em populagdes naturais, os eventos historicos tem se
mostrado de grande importancia para a distribuicdo dessa diversidade nas espécies.

O estudo de espécies de distribuicdo geogréfica restrita, principalmente aquelas
que ocorrem no Sul da Mata Atlantica é importante por aumentar o conhecimento dos
processos e eventos que moldaram a distribuicdo da diversidade genética, contribuindo

para um maior entendimento a cerca da evolugdo do bioma como um todo.
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Tabela 1 Populagdes amostradas com seu cédigo (ID), coordenadas geogréaficas e tamanho amostral, para
marcadores nucleares e plastidiais de Aechmea kertesziae no sul do Brasil.

Tamanho amostral

Populacao ID Latitude S Longitude W Nuclear Cloroplasto
Itajai IT 26°55.447"  48°38.131" 22 15
Camboriu CA  27°00.055"  48°34.592’ - 5
Bombinhas BO  28°30.428'"  48°45.266' 36 8
Florianépolis  FL 27°31.745"  48°30.617' 20 8
Laguna LA  27°08.731'  48°29.957' 25 8
Total 103 44

Tabela 2 Experimento de sistema de cruzamento em Aechmea kertesziae: producdo de sementes de acordo com
os tratamentos: polinizacdo aberta (controle) (PA), polinizacdo cruzada manual (PCM), auto-polinizacdo
manual (APM), auto-polinizacdo espontanea (APE) e apomixia (agamospermia) (AG).

Numero de flores Frutos com producéo de .
Producéo de sementes

Tratamento ;Jr;ig?nse%?cg n sementg;o (média + erro padrao)
PA 37 29 78,38 61,19+ 1152 a
PCM 19 11 57,89 98,68 +24,47b
APM 18 0 0 0

APE 15 0 0 0

AG 12 0 0 0

Diferentes letras na mesma coluna indicam diferencas estatisticas para o teste 2 (a = 0,05). CHI-SQUARE =
66,89, d.f. = 36, P = 0,001.

Tabela 3 Diversidade genética nuclear e plastidial nas popula¢des de Aechmea kertesziae incluindo nimero de
alelos (A), alelos privados (Ap), riqueza alélica (Rs), heterezigosidades observada (Ho) e esperada (Hg),
coeficiente de endocruzameto (F;s), nimero de hapldtipos (NH), diversidade haplotipica (h) e diversidade
nucleotidica (7).

ID nrDNA cpDNA

A Ap Rs HO HE F|s NH h T
IT 57 2 591 0,592 0,702 0,191** 2 0,3429 0,0004
CA - - - - - - 20,4000 0,0005
BO 61 8 564 0550 0,661 0,221** 3 0,7500 0,0012
FL 57 3 597 0,639 0,728 0,131** 20,5357 0,0006

LA 73 8 722 0,691 0,746 0,075** 20,5357 0,0006

** Valores estatisticamente significativos para P < 0,001, indicando que as popula¢Bes ndo estdo em Equilibrio
de Hardy-Weinberg.

Tabela 4 Andlise da variancia molecular (AMOVA) para dados de marcadores microssatélites nucleares (nfDNA) e
regido rpl32 plastidial (cpDNA).

Componentes Porcentagem

Fonte de variacéo .l da Variancia da variacio Fsr Valor-P
nrDNA

Entre as populagdes 3 0,142 9,15 0,091 P < 0,001

Dentro das populacdes 202 1,416 90,85 P < 0,001

37



cpDNA com LA
Entre as populacdes 4
Dentro das populacdes 39

cpDNA sem LA
Entre as populacdes 3
Dentro das populacdes 32

1,269
0,274

0,288
0,275

82,22
17,78

51,10
48,90

0,822

0,510

P <0,001
P <0,001

P <0,001
P <0,001

Tabela 5 Divergéncia genética (FST) par a
par para as populagdes de Aechmea
kertesziae.

LA FL IT

FL 0,100
IT 0112 0,090
BO 0,082 0,103 0,070

Todos os valores foram estatisticamente
significativos para P < 0,001.
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Figura 3 Mapa mostrando a distribuicdo atual da Aechmea kertesziae no litoral do
Estado de Santa Catarina (SC), Brasil, incluindo popula¢des amostradas e
relacionamento dos sete haplétipos encontrados. (a) Localizagdo geogréafica da area de
estudo e propor¢do da ocorréncia de cada haplotipo nas populagdes amostradas. (b)
Rede dos haplotipos encontrados. Os haplotipos estdo identificados por nimeros e 0
tamanho dos circulos é proporcional a frequéncia dos mesmos. O nimero de mutacdes
necessario para explicar as transi¢oes entre haplétipos esta indicado pelo nimero de
barras de um haplétipo para outro.

Figura 2 Magnitude de AK da anélise de estruturacdo como uma funcgéo de K (média £
d.p. das dez intera¢des), calculado de acordo com o método proposto por Evanno et al.
(2005) para os dados de microssatélites em Aechmea kertesziae. O valor modal da
distribuicédo indica o verdadeiro K ou o maior nivel de estruturacdo, aqui dois "grupos
genéticos".

Figura 3 Estruturacdo das populac6es em Aechmea kertesziae no litoral de Santa
Catarina usando a analise bayesiana de agrupamentos para 0 modelo populacional de K

=2 (em cima) e K = 4 (abaixo). Ver Tabela 1 para a identificacdo das populagdes.
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3. PERSPECITVAS

Para maior suporte dos resultados encontrados, mais uma regido de cpDNA,
rpS16-trnK, seré sequenciada e incluida nas analises.
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