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1 INTRODUGAO GERAL

O risco de extingdo de espécies bioldgicas torna-se cada vez mais presente e
ameacador. Dentre as espécies ameacadas de extin¢do, destacam-se as da familia
Bromeliaceae. A principal causa da extincdo dessas espécies € a destruicdo dos
habitats naturais, pois além delas apresentarem alto grau de endemismo, existe uma
intensa exploracdo extrativista, que visa suprir a grande demanda de bromélias no

mercado de plantas ornamentais.

1.1 A Familia Bromeliaceae e a Subfamilia Pitcairnoideae

As Bromélias podem ser encontradas em praticamente todos 0s ecossistemas
neotropicais, desde o nivel do mar, em praias, mangues e restingas, até altitudes de
5000 m, nos Andes, podendo ser terrestres, epifitas ou rupicolas (LEME, 1993;
MEDINA, 1990). A Unica exce¢do ao padrdo de distribuicdo exclusivamente
americano € a espécie Pitcarnia feliciana, encontrada na regido da Guiné, na Africa
(LEME, 1993).

Com ampla distribuicdo no continente americano, ocorrendo desde a regido sul dos
EUA (latitude 37° N) até a regido central da Argentina e Chile (latitude 44° S), possui
trés centros de diversidade aceitos: o norte dos Andes, com extensdes até o México e
as Antilhas, o Planalto das Guianas e o Leste do Brasil (SMITH; DOWNS, 1974).

As bromélias estdo presentes em todo o territorio brasileiro, desde a caatinga até os
campos de altitude, passando pelos campos rupestres, Floresta Amazonica, restinga
e, especialmente, na Floresta Atlantica, que merece destaque por apresentar um
grande nimero de espécies e alto grau de endemismo (LEME, 1993).

A familia Bromeliaceae compreende aproximadamente 56 géneros e 2885 espécies
(LUTHER, 2000), sendo provavelmente a maior familia botanica exclusiva do Novo
Mundo (LEME, 1993). Segundo Cronquist (1981), Bromeliaceae Juss. é a Unica

familia da ordem Bromeliales, subclacsse Zingiberidae, classe Liliopsida.



Sao reconhecidas trés subfamilias para Bromeliaceae: Bromelioideae, Pitcairnioideae
e Tillandsioideae (CRONQUIST, 1988). A diferenciacdo entre as subfamilias é
baseada em caracteristicas morfologicas, tais como tipo de frutos e sementes,
margem das folhas e posi¢éo do ovério (SMITH; DOWS, 1974).

Smith e Downs (1974) reconhecem 731 espécies e 13 géneros para Pitcairnioideae.
Atualmente, 16 géneros séo aceitos, sendo que a maioria deles esta relacionada a
areas de vegetacdo aberta da América do Sul (FORZZA, 2001). O planalto das
Guianas é considerado o centro de diversidade da subfamilia, por apresentar o maior
ndamero de géneros, muitos deles endémicos (VARADARAJAN; GILMARTIN, 1988).
No Brasil, a subfamilia € representada por onze géneros, um deles é Pitcairnia
(FORZZA, 2001).

Pitcairnia (sensu lato) com cerca de 350 espécies € o maior e o mais distribuido
género de Pitcairnioideae, ocorrendo no México, América Central, Antilhas e por
quase toda a América do Sul, com a maior riqueza de espécies na regido andina
(SMITH; DOWNS, 1974; LUTHER, 2004).

Para o Brasil, Smith e Downs (1974) citaram 28 espécies. Posteriormente a esta
obra, novas espécies foram descritas, alguns taxons foram sinonimizados e novas
ocorréncias foram registradas, principalmente na regiéo limitrofe do Brasil com a
Venezuela (WENDT; CHAMAS, 1997; HOLST, 1997; WENDT et al., 2000; LUTHER,
2004; TATAGIBA et al., 2004).

Assim, atualmente, 43 espécies podem ser contabilizadas para o territorio brasileiro.
As espécies de Pitcairnia registradas para o Brasil possuem padrdes de distribuicdo
bem definidos por provincias fitogeograficas (WENDT; CHAMAS, 1997).
Levantamentos preliminares em herbérios e literatura indicam que nos dominios da
floresta Amazdnica ocorrem 18 espécies quase exclusivas dessa regido. Nos
dominios do cerrado, podem ser encontradas cerca de 10 espécies e na costa leste
do Brasil, sdo encontradas cerca de 15 espécies (MARTINELLI; FORZZA, 2006).
Dentre os tdxons da costa leste, merece destaque o “complexo Pitcairnia flammea”,
que segundo Martinelli e Forzza (2006), envolve muitas variedades e necessita de
revisdo, o que possivelmente levara a uma modificagdo do nimero de espécies para

esta area.



1.2 Importancia Ecoldgica e Econémica da Familia Bromeliaceae

A Familia Bromeliaceae é essencial para a manutencéo da biodiversidade, sendo uma
das mais visitadas por passaros e servindo de abrigo e alimentacdo para muitas
espécies (P1Z0O, 1994; SIQUEIRA FILHO, 2001).

As bromélias sdo também bons indicadores ambientais. Espécies de Tillandsia foram
utilizadas como bioindicadores da poluicdo do ar na cidade de S&o Paulo por
Figueiredo et al. (2001, 2004) e no biomonitoramento atmosférico, por Amado e
colaboradores (2002). Elias e colaboradores (2006) ndo recomendam o uso de
Tillandsia usneoides para essa finalidade, por ser uma espécie exdética e propdem o
uso de espécies de bromélias nativas, entre as quais se destacam Aechmea coelestis,
Nidularium cf. inocentii, Nidularium krisgreeniae, Vriesea carinata, Canistropsis
billbergioides e Vriesea vagans.

Vérias bromélias apresentam grande valor econémico. O abacaxi (Ananas comosus
(L.) Murril) é utilizado na alimentacdo na forma de sucos, doces e in natura. O caroé-
verdadeiro (Neoglaziovia variegata (Arr. Cam.) Mez) é utilizado para producdo de
fibras naturais (RIBEIRO, 2007).

Outra finalidade econémica de muitas espécies é a extracdo da bromelina, uma
protease (BALLS et al., 1941; HEINICKE; GORTNER, 1957; MURACHI; NEURATH,
1960) utilizada pela industria alimenticia (HEINICKE; GORTNER, 1957; WHITAKER,
1976; DIAZ, 1988; SCHMITT, 1994) e pela medicina (SILVA, 1991; HEINICKE;
GORTNER, 1957; WHITAKER, 1976; TAUSSIG et al., 1985).

Entretanto, atualmente, o uso mais comum é a aplicacdo de bromélias em projetos
paisagisticos como espécies ornamentais, especialmente as espécies pertencentes
aos géneros Aechmea, Billbergia, Canistrum e Cryptanthus (SOUSA; WANDERLEY,
2000). As caracteristicas que explicam o interesse por essas plantas sdo o exotismo,
a beleza e a durabilidade. Suas inflorescéncias tém despertado interesse na utilizagao
como flor de corte (TERAO et al., 2005).



1.3 Ameacas a preservacao de Bromeliaceae

Processos predatorios, que geralmente ndo respeitam dindmicas naturais de
regeneracao e sustentabilidade, tém promovido severos danos ambientais incluindo
perda de diversidade bioldgica, tanto de bromélias quanto de outras espécies que com
elas coexistem (BITTENCOURT et al., 2002).

A Lista Oficial de Espécies da Flora Brasileira Ameacada de Extingdo de 1992
(IBAMA, 1992) inclui 15 espécies de bromélias. Segundo a Instrucdo Normativa de
Setembro de 2008 do Ministério do Meio Ambiente, atualmente 38 espécies de
bromélias estdo ameacadas de extingdo e 136 espécies estdo listadas com deficiéncia
de dados.

Pavan-Fruehauf (2000) destaca o Sudeste brasileiro como o maior centro de
diversidade de bromélias com grau de endemismo atingindo 74,4% dessas espécies.
Segundo Padua e Padua (2002), a destruicdo da Mata Atlantica significa que espécies
endémicas, como as bromélias, correm o risco de desaparecer para sempre.

De acordo com o Mapa da Area de Aplicagdo da Lei n° 11.428, de 2006, segundo
Decreto n° 6.660, de 21 de novembro de 2008, publicado no Diario Oficial da Unido de
24 de novembro de 2008 (IBGE, 2008), a Mata Atlantica abrangia originalmente
1.315.460 km?2 no territorio brasileiro, o que correspondia a aproximadamente 15% do
Brasil. Atualmente, esta reduzida a 7,91% de sua area original, ou seja, 102.012 km?
(FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA E INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS
ESPACIAIS - INPE, 2009).

Para destacar sua importancia no cenario nacional e internacional, alguns trechos
foram reconhecidos como Patriménio Mundial pela ONU e indicados como Sitios
Naturais do Patrimonio Mundial e Reserva da Biosfera da Mata Atlantica pela
Organizacao das Nag6es Unidas para a Educacéo, a Ciéncia e a Cultura. Além disso,
é considerada Patrimdnio Nacional na Constituicdo Federal de 1988.

No Estado do Espirito Santo, cuja area territorial € de 4.616.591 hectares, a Mata
Atlantica € composta pelos ecossistemas: Floresta, Restinga e Mangue. A é&rea
original de Mata Atlantica no Estado era de 4.614.841 hectares, entretanto 0s
remanescentes florestais totais sdo de 508.25 hectares (11,01% do original). A

Floresta que em 2005 constituia area de 476.173 hectares, em 2008 foi reduzida a



area de 475.600 hectares, contabilizando-se um total de 573 hectares desflorestados
(FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA E INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS
ESPACIAIS - INPE, 2009).

Segundo Andrade e Dematté (1999), o valor ornamental e a falta de produgéo
comercial de bromélias levam ao extrativismo em grandes quantidades para
comercializagdo no mercado interno e externo. Adicionalmente, para que essa
atividade seja sustentavel, é indispensavel que se conheca e caracterize a
biodiversidade, auxiliando na elaboracédo de estratégias de conservacdo (SALES et
al.,1998).

Com base no que foi exposto e considerando a escassez de informacdes relativas a
espécie Pitcairnia flammea, fica evidente a necessidade de estudos nas éareas de
cultura de tecidos, citogenética e diversidade genética em populacdes naturais de
espécies ornamentais, visando auxiliar no estabelecimento de estratégias para a sua

conservagao.
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2 CAPITULO 1 - DIVERSIDADE GENETICA EM POPULACOES
NATURAIS DE Pitcairnia flammea E TRANSFERABILIDADE DE
PRIMERS SSR E ISSR

2.1 Resumo

NOGUEIRA, Ester Ujiile, M.Sc., Universidade Federal do Espirito Santo, margo de
2010. Diversidade genética em populacdes naturais de Pitcairnia flammea e
transferibilidade de primers SSR e ISSR. Orientadora: Andreia Barcelos Passos
Lima.

Os marcadores moleculares RAPD sé&o Uteis para a andlise da diversidade genética
possibilitando uma amostragem mais ampla de genomas desconhecidos. Os
marcadores SSR e ISSR também sdo utilizados para esse fim, mas ainda existem
poucos desenvolvidos para Bromeliaceae, o que implica na validagdo da sua
transferibilidade entre espécies dessa familia. O objetivo deste trabalho foi estudar a
variabilidade genética de P. flammea utilizando marcadores RAPD e testar a
transposicdo de marcadores SSR e ISSR para esta espécie. Foram utilizados 8
primers RAPD no estudo de diversidade e para a validagdo da transferibilidade de
marcadores moleculares foram usados 4 primers ISSR e 1 SSR. Os 8 primers RAPD
geraram um total de 55 bandas, sendo 41 polimérficas. Do total da variancia genética
molecular encontrada, 69.18% se devem as diferencas entre individuos dentro de
cada local de coleta e 30,82% ¢é atribuida as divergéncias entre os trés locais
amostrados. A variagdo genética entre populagbes, Gst=0,2340, indicou grande
proximidade genética. As populacdes pertencentes aos locais de coleta mais proximos
geograficamente apresentaram menor distancia genética entre si (0,04) refletindo em
maior identidade genética (0,9714). A maior variacdo genética foi observada entre os
individuos amostrados no Local de coleta lll, portanto a populacdo existente nesta
localidade pode ser considerada prioritaria em trabalhos de conservag¢éo. Nos ensaios
de transposicdo, foram obtidas 17 bandas com os marcadores ISSR, sendo 6
polimorficas. Para o marcador SSR, foi produzida 1 banda monomorfica. Os
marcadores RAPD foram eficientes para analisar a diversidade genética de P.
flammea intra e interpopulacional e a transferibilidade dos marcadores SSR e ISSR foi

validada em P. flammea.
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2.2 Abstract

NOGUEIRA, Ester Ujiie, M.Sc., Universidade Federal do Espirito Santo, in march
2010. Genetic diversity in natural populations of Pitcairnia flammea and
transferability of SSR and ISSR primers. Advisor: Andreia Barcelos Passos Lima.

RAPD molecular markers are useful for analyzing genetic diversity, enabling a broader
sampling of unknown genomes. SSR and ISSR markers are also used for this
purpose, but still only a few are developed to Bromeliaceae, which implies the
validation of their transferability among species of this family. This study aims at
studying the genetic variability of P. flammea by means of RAPD markers and testing
the transposition of SSR and ISSR markers for this species. 8 RAPD primers were
used in the study of diversity, and 4 ISSR primers and 1 SSR primer were used to
validate the transferability of molecular markers. The 8 RAPD primers generated a total
of 55 bands, 41 of which polymorphic. From the total molecular genetic variance found,
69.18% are due to the differences between individuals within each collection site, and
30.82% are due to differences between the three sites sampled. The genetic variation
among populations, Gst=0.2340, has indicated great genetic proximity. The
populations belonging to the geographically closest collection sites presented a smaller
genetic distance between them (0.04), reflecting a greater genetic identity (0.9714).
The greatest genetic variation was observed among the individuals sampled in the
Collection Site I, so the existing population in this site may be considered a priority in
conservation works. In the tests of transposition, 17 bands were obtained with ISSR
markers, 6 of which being polymorphic. For the SSR marker, 1 monomorphic band
was produced. RAPD markers were efficient for analyzing the intra and inter
populational genetic diversity of P. flammea, and the transferability of SSR and ISSR

markers was validated in P. flammea.
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2.3 Introdugéo

A variabilidade genética € de importancia fundamental para o potencial evolutivo de
uma espécie e a reducdo da variabilidade genética pode conduzir uma espécie a
extingdo (BOUZAT, 2001).

Segundo Silveira et al. (2009), entre os marcadores moleculares conhecidos, o
RAPD (random amplified polymorphic DNA), técnica desenvolvida por Williams et al.
(1990), mostra-se uma ferramenta Util para a andlise da diversidade genética
molecular em popula¢des naturais de plantas. Os marcadores RAPD possibilitam a
construcdo de mapas genéticos, o estabelecimento de relacdes filogenéticas entre
diferentes taxons, a obtenc&o de fingerprints genémicos de individuos, representando
também uma ferramenta poderosa para a analise da diversidade genética molecular
em populagbes de melhoramento e bancos de germoplasma (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998), sendo largamente empregada para a caracterizacdo de
populagdes de plantas (HUFF et al.,1993).

O fato dos primers de RAPD serem construidos para anelamento aleatério no genoma
€ que torna a técnica simples e aplicavel a qualquer organismo. Isso significa que néo
€ necessario o prévio conhecimento de sequéncias de DNA da espécie a ser
estudada, tornando a técnica ideal para gerar informacdes a respeito da estrutura
genética de populagdes em tdxons pouco estudados (BROWN, 1999). Os marcadores
RAPD também sé&o eficientes para estudos de divergéncia genética, nos quais 0s
individuos analisados sdo geneticamente proximos (WADT et al, 2004). Essa
particularidade é de especial interesse para o estudo de espécies raras, com
populagbes pequenas, e, principalmente, que apresentam reprodugdo assexuada
como principal forma de propagacdo (PALACIOS; GONZALES-CANDELAS, 1997).
Em espécies com essas caracteristicas, € esperado um baixo grau de variabilidade
genética, sendo RAPD o marcador ideal por demandar pouca quantidade de DNA
para as analises (CAETANO-ANOLLES et al.,1991; JAMES; ASHBURNER, 1997;
PALACIOS; GONZALES-CANDELAS, 1997) e pela grande possibilidade de se
detectar polimorfismo genético (ROSSETTO et al.,1995; FRITSCH; RIESEBERG,
1996).
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Os marcadores RAPD podem subestimar a estrutura genética de populacdes devido a
sua caracteristica dominante; entretanto, fornecem informag&o suficiente para o
desenvolvimento de estratégias de conservacédo de plantas (JAMES; ASHBURNER,
1997).

Cavallari (2004) caracterizou a diversidade genética molecular existente nas bromélias
Encholirium biflorum, E. pedicellatum e E. subsecundum, com auxilio de marcadores
moleculares RAPD, iniciando um estudo fundamental para obteng&o do conhecimento
da distribuicdo dessa diversidade, revelando uma grande variabilidade interespecifica,
bem como entre diferentes populagBes das espécies analisadas. O estudo permitiu o
estabelecimento de relagbes entre espécies de taxonomia pouco resolvida,
fornecendo também dados para suporte do manejo e conservacdo das espécies em
exting&o do citado grupo.

Panponét et al. (2008) utilizaram marcadores RAPD para estudar a diversidade clonal
de Lymania azurea (Bromeliaceae). Esses autores afirmaram que o habito clonal
geralmente restringe a variabilidade genética de uma populagdo; entretanto, é
possivel encontrar diversidade genética semelhante a plantas de reprodugéo sexuada
entre plantas clonais, inclusive entre espécies da familia Bromeliaceae.

Além da eficiéncia dos marcadores RAPD para andlise de diversidade genética,
outros marcadores moleculares podem ser utilizados por serem mais informativos e
complementarem as andlises realizadas com RAPD. Para tal finalidade, destacam-se
as sequéncias simples repetidas (SSR) e repeticbes entre sequéncias simples
repetidas (ISSR).

Os SSR ou microssatélites sdo um dos marcadores mais polimérficos encontrado no
genoma de animais e plantas (SALLES et al, 2003). Isso se deve as suas
caracteristicas de natureza multialélica, heranca co-dominante, facilidade de detec¢éo
pela PCR, abundancia relativa e cobertura extensiva do genoma (PINTO, 2001). Os
SSRs sdo pequenas sequéncias de DNA, constituidas de unidades repetidas de
nucleotideos (1-6 nucleotideos, em tandem) encontradas em todos os genomas de
procariotos e eucariotos. Estdo presentes tanto em regides codificadoras como n&o
codificadoras e sdo geralmente muito polimérficas devido ao alto nivel de variagdo no
ndamero de repeticdes (ZANE et al.,, 2002). Essas variagdes decorrem do fato dos
microssatélites estarem localizados em regifes que sofrem taxas de mutacdo muito

maiores que nas sequéncias de cépia Unica. Os alelos diferem por apresentarem
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nameros distintos de repeticdes, oriundos de crossing over desigual durante a meiose
ou do deslizamento da DNA polimerase durante a duplicagdo da molécula (PINTO,
2001).

Embora as sequéncias de microssatélites variem, as sequéncias adjacentes podem
ser Unicas e conservadas no mesmo loco entre diferentes individuos da mesma
espécie. Assim, pode-se desenhar um oligonucleotideo especifico para as sequéncias
adjacentes a um microssatélite, de forma que, por PCR sera possivel amplificar esse
loco em diferentes gendétipos. Como o nimero de unidades repetidas em tandem em
um microssatélite pode ser variavel entre diferentes genoétipos, os produtos da
amplificacdo dos diferentes individuos mostram um polimorfismo do tamanho do
fragmento amplificado (CONTE, 2004).

Devido ao alto grau de polimorfismo, os microssatélites tém sido empregados em
diferentes situagfes da area vegetal, no entanto seu uso em espécies nativas €
limitado devido as escassas informacdes sobre sequéncias de DNA de espécies
tropicais (ALMEIDA, 2006). Além disso, os microssatélites proporcionam uma das
maneiras mais praticas e poderosas atualmente disponiveis para acessar a
diversidade genética em espécies ameacadas de extingdo (FRANKHAM et al., 2004),
sendo; portanto, ferramenta de grande auxilio em estudos de genética da
conservacao de espécies.

Por sua vez, os ISSRs representam uma técnica simples, rapida, eficiente e de alta
reprodutibilidade. Os produtos amplificados variam de 200-2000 pares de bases (pb) e
sdo sensiveis para deteccado tanto por eletroforese em gel de agarose como em gel de
poliacrilamida (REDDY, 2002).

Pelo fato dos ISSRs serem altamente polimoérficos, sdo Uteis em estudos de
diversidade genética, filogenia, caracterizacdo molecular, mapeamento e biologia
evolutiva (ALMEIDA, 2006). Nesse método, os microssatélites sdo utilizados como
primers para amplificar as regides internas dos SSRs. A técnica é baseada em PCR e
envolve a amplificagdo do segmento de DNA presente a uma distancia amplificavel
entre dois microssatélites idénticos, orientados em direcdes opostas. Séo utilizados
microssatélites de 16 a 25 pb como um oligonucleotideo iniciador Unico. Esses
oligonucleotideos podem anelar em qualquer ponto ou ser ancorados com
oligonucleotideos degenerados que anelam em pontos especificos. O ancoramento

dos oligos pode ser na regido 5 ou 3, com 1 a 4 bases degeneradas da regidao
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flanqueada pelas sequéncias SSRs. Os marcadores ISSRs apresentam alta
reprodutibilidade devido ao uso de sequéncias longas (16-25 pb), quando comparadas
ao RAPD e permite o uso de altas temperaturas de anelamento (REDDY et al., 2002).
A limitacdo do ISSR, assim como o RAPD, é que a maioria dos fragmentos € de
expressdao dominante. No entanto, recentes estudos realizados com esses
marcadores em populagdes naturais tém demonstrado sua natureza hipervariavel e
seu potencial uso em estudos de varios niveis populacionais (XIAO et al., 2004).

Para bromélias, alguns marcadores SSR e ISSR foram obtidos, permitindo seu uso
em estudos de diversidade genética, entretanto esses estudos se restringem a poucas
espécies, como Pitcairnia geyskessy (SARTHOU et al.,, 2003), Pitcairnia albiflos
(PAGGI et al., 2008) e Tillandsia fasciculata e Guzmania monostachya (BONEH et al.,
2003). O nivel de polimorfismo gerado pelos microssatélites foi Util para a comparacéao
da estrutura genética de populagfes fragmentadas dessas espécies.

Varios trabalhos tém mostrado a possibilidade de transposicdo de marcadores
moleculares. Os marcadores microssatélites podem ser transferidos entre espécies
proximas e até mesmo entre géneros proximos, reduzindo consideravelmente os
custos de sua utilizacdo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Boneh et al. (2003) sugerem que os microssatélites desenvolvidos por eles para os
géneros Tillandsia e Guzmania podem ser aplicados para outras espécies dentro do
género e até mesmo em géneros proximos. Almeida (2006) validou a transferibilidade
de marcadores microssatélites desenvolvidos para Pitcairnia geyskessi (SARTHOU et
al.,2003), Tillandsia fasciculata e Guzmania monostachya (BONEH et al., 2003) e
ISSRs selecionados para Sphagnum angermanicum e Pogonatum dentatum para a
bromélia Aechmea fulgens, obtendo resultados satisfatérios para sua caracterizagéo.
Para qualquer espécie, a estimativa do grau de variabilidade genética € um dos
fatores que mais influencia na tomada de decisdes para implementagéo de programas
de conservacédo, uma vez que muitos desses programas visam manter ou ampliar os
niveis existentes de polimorfismo genético (JAMES; ASHBURNER, 1997; BEKESSY
et al., 2002). Dessa forma, torna-se evidente a necessidade do desenvolvimento de
pesquisas sobre diversidade genética em popula¢des naturais. Além disso, até o
momento, nenhuma pesquisa foi publicada sobre a diversidade genética de P.

flammea.
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Portanto, neste trabalho, objetivou-se estudar a diversidade genética em populagcdes
naturais de P. flammea por meio de marcadores RAPD, o que podera fornecer
subsidios para posteriores estudos de conservacdo, bem como validar a
transferibilidade de marcadores SSR e ISSR em P. flammea.

2.4 Material e métodos

2.4.1 Coletas em campo

Foram identificados trés locais de coleta, sendo dois no Distrito de Burarama,
Municipio de Cachoeiro de Itapemirim e um no Municipio de Alegre, ambos no Sul do

Estado do Espirito Santo (Figura 1).
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Figura 1 — Localizacdo geografica da regido estudada: Mapa do Espirito Santo (A);
Mapa com enfoque para a Regido Sul do Espirito Santo (B); Mapa indicando os
Locais I, Il e Il (C)
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O espécime-testemunho de P. flammea Lindley foi depositado no Herbério Leopoldo

Krieger da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob o niumero CESJ 55670.

2.4.2 Critérios gerais da amostragem

Apesar das espécies contempladas neste trabalho apresentarem habito clonal,
distribuindo-se em touceiras, a reproducdo sexuada via sementes também pode ser
observada no campo. Foram estabelecidos no minimo dois metros de distancia entre
cada individuo coletado, para que individuos pertencentes & mesma touceira nédo
fossem amostrados. No total, 51 individuos foram amostrados, numerados de 1 a 21
os individuos do Local I, de 22 a 40 os individuos do Local Il e de 41 a 51 os

individuos do Local Ill (Tabela 1).

Tabela 1 — Populagbes amostradas com o0s respectivos codigos e localizagdo
geografica

Locais Cdédigo Latitude Longitude N° de individuos

Burarama 1 Local | 20°40'43.10"S 41°20’'40.59"W 21
Burarama 2 Local I 20°41'47.89"S 41°23'05.66"W 19
Alegre Local Il 20°44'41.75"S 41°25'57.94"W 11

Total 51

Conforme mapeamento realizado (comunicacéo pessoal)!, as coletas de individuos
ocorreram em expedicdes a remanescentes florestais localizados em &reas publicas.
Foram visitados locais com vegetacdo praticamente inalterada até pontos com

diferentes graus de perturbacéo antropica.

2.4.3 Estabelecimento de métodos para conservacdo de material vegetal e extracao
de DNA

Folhas de um espécime de P. flammea mantido em casa de vegetacdo no Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo foram utilizadas para
estabelecer os melhores métodos de conservacdo do material vegetal e de extracéo
de DNA.

'FARIA, A. P. G. Bromeliaceae no Sul do Espirito Santo. 2007
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As folhas foram coletadas inteiras, lavadas em agua corrente, limpas com alcool 70%,
enxaguadas em 4gua destilada e entdo segmentadas. Para verificar a influéncia do
método de conservacdo do material vegetal sob o processo de extracdo de DNA
(qualidade, concentracdo e duragdo do processo), foram realizados ensaios nas
seguintes condi¢des: material fresco ou armazenado por 24 horas, 48 horas ou 72
horas em geladeira (4 °C) ou congelador (-18 °C). Todas as combinagbes de
conservacao foram avaliadas com dois métodos de extracdo de DNA: Doyle e Doyle
(1990) — “protocolo longo: aproximadamente 60 horas” e Doyle e Doyle (1990)
modificado por Abdelnoor et al. (1995) — “protocolo curto: aproximadamente 36 horas”.
O protocolo Doyle e Doyle (1990) modificado apresenta uma etapa de precipitagdo por
uma noite (5M de NaCl, e isopropanol gelado) a menos que o original, tendo;

portanto, menor duragao.

2.4.4 Extracdo de DNA

Nas expedigbes ao campo, as folhas foram coletadas inteiras, embaladas em papel
aluminio e mantidas em caixa de isopor com gelo. No laboratério, foi realizada a
limpeza das folhas conforme mencionado anteriormente. Apds secas, a extracdo de
DNA genémico foi realizada conforme o protocolo de Doyle e Doyle (1990) modificado
(36 horas). Cerca de 200 a 300 mg de folhas foram trituradas na presenca de N;
liquido, sendo o po resultante transferido para microtubos identificados. Apds a
adicdo de 700 pL de tampé&o de extragdo constituido de 2% v/v de CTAB, 1,4 mol/L
de NaCl,, 20 mmol/L de EDTA, 100 mmol/L de Tris-HCI a pH 8,0; 2% p/v de
Polivinilpirrolidona soélido e 0,2% v/iv de B-mercaptoetanol, os tubos foram levados ao
vortex por aproximadamente 20 segundos e encubados em banho-maria a 65 °C por
aproximadamente 40 minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por
cinco minutos a 18625 g em centrifuga Heittich Zentrifugen MIKRO 200 e o
sobrenadante, transferido para novos tubos. Ao sobrenadante foi adicionado igual
volume da mistura cloroférmio:&lcool isoamilico (24:1). Os tubos foram suavemente
invertidos e centrifugados por 5 minutos a 18625 g. A fase superior foi transferida
para outros tubos e adicionou-se 5 M de NaCl, (proporcédo 1:1 de

NaCL,:sobrenadante) e isopropanol gelado (proporgéo 2:3 de
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isopropanol:sobrenadante). Os tubos foram suavemente agitados por algumas vezes
e incubados a - 20 °C por uma noite. ApOs esta etapa, os tubos foram levados a
centrifuga por 10 minutos a 18625 g, sendo o sobrenadante removido e o
precipitado lavado uma vez com etanol 70%, outra vez com etanol 95% e seco a
temperatura ambiente. Esse precipitado foi ressuspendido em 0,2 ml de TE (10
mmol/L de Tris-HCI, 1 mmol/L de EDTA a pH 8.0), contendo RNAse na concentragéo
final de 40 pg/mL e incubado em banho-maria a 37 °C por uma hora e meia, sendo
depois levados a centrifuga. Apds a remocgdo do sobrenadante, o precipitado foi
lavado uma vez em &lcool 70% e em &lcool 95%, seco a temperatura ambiente e em
seguida ressuspenso em TE.

A quantificagdo de DNA foi realizada por eletroforese em gel de agarose 0,8%,
utilizando um padréo de DNA de concentracdo conhecida para comparacao (DNA de
vetor lambda a 25, 50 e 75 ng/pL).

2.45 Andlise dos marcadores moleculares RAPD

Foram testados 96 primers RAPD da empresa Operon Technologie, dentre os quais
36 foram pré-selecionados por gerarem produto de amplificacdo em P. flammea.
Destes, oito foram utilizados na avaliacdo da diversidade entre os genoétipos por
apresentarem o maior nimero de bandas polimoérficas (Tabela 2). A pré-selegdo foi

realizada em uma amostra de oito individuos escolhidos aleatoriamente.

Tabela 2 — Sequéncias de primers RAPD utilizados para analise de diversidade
genética de P. flammea

Primer Seqiiéncias 5'-3’
OPAL 06 AAGCGTCCTC
OPW 20 TGTGGCAGCA
OPAH 13 TGAGTCCGCA
OPAL 17 CCGCAAGTGT
OPC 05 GATGACCGCC
OPE 14 TGCGGCTGAG
OPAT 14 GTGCCGCACT

OPQ 04 AGTGCGCTGA
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As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume total de 25 uL, contendo
2,8 mM de MgCl,, 10 mM/50 mM de Tris/KCI pH 8.3, 0,1 mM de cada nucleotideo
(dNTP), 0,4 uM de primer, 1 unidade de Taqg DNA polimerase e 50 ng de DNA.

As amplificagbes foram realizadas em termociclador (Thechne TC 412) nas seguintes
condic¢des: 3 minutos a 94 °C, seguido de 40 ciclos constituidos por trés etapas: a) 30
segundos a 94 °C, b) 30 segundos a 35 °C e c) 1 minuto a 72 °C, e uma etapa final de
3 minutos a 72 °C.

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose
1,2%, contendo 0,02 uL mL™ de brometo de etideo em tampé&o SB 1X (0,04% viv de
NaOH e 0,25% v/v de acido bdrico), a 110 volts por aproximadamente trés horas.
Terminada a corrida, os géis foram fotografados sob luz ultravioleta, pelo Sistema de
Fotodocumentagéo L PIX HE da Loccus Biotecnologia®.

Os resultados referentes as bandas polimorficas detectadas entre os individuos foram
transformados em dados binarios, atribuindo-se 1 para presenca e 0 para auséncia de

bandas.

2.4.6 Andlises estatisticas computacionais

Os programas PopGene versdo 1.32 (YEH; BOYLE, 1997) e GENES (CRUZ, 2008)
foram usados para estimar os parAmetros genéticos e realizar os agrupamentos inter
e intrapopulacionais.

O programa Arlequin 2.000 (SCHNEIDER et al., 2000) foi utilizado para determinar a
diferenciac@o genética por meio das estatisticas de Whright (WEIR; COCKERHAM,
1984) aplicadas na constru¢éo do dendrograma interpopulacional através do método
UPGMA (Método de Agrupamento usando Média Aritmética Ndo Ponderada) no
Programa MEGA 4.0.

Os dendrogramas intrapopulacionais foram gerados a partir da matriz de
complemento dos coeficientes de dissimilaridade genética de Jaccard e pelo método
de agrupamento UPGMA no programa GENES (CRUZ, 2008).

Para a verificagdo da estruturac@o das populagfes estudadas foi realizada a andlise
de variancia molecular (AMOVA), conforme descrito por Excoffier et al. (1992), usando
0 programa Arlequin verséo 2.000 (SCHNEIDER et al., 2000).
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A diversidade genética molecular foi avaliada através do indice de diversidade de
Shannon-Wiener (I) (LEWONTIN, 1972) e pelo indice de diversidade genética de Nei
(1973). O indice foi calculado para cada loco independente e para cada populagéo,
para que se pudesse verificar se ha relacdo entre o tamanho da amostra para cada
populacéo e a variabilidade genética molecular encontrada. O | pode variarde 0O a 1 e
quanto mais proximo o valor for de zero, mais baixas sdo as estimativas de
diversidade (SHANNON, 1948).

A variancia genética molecular foi analisada entre e dentro de populagées.

2.4.7 Transferibilidade de primers SSR e ISSR

Para a validagdo da transferabilidade de marcadores moleculares SSR e ISSR, foram
utilizados 10 gendtipos de P. flammea pertencentes ao Local de coleta Ill. Os primers
ISSR utilizados foram selecionados por Almeida (2006) de um conjunto produzido
pela University of British Columbia, Vancouver, Canada para Sphagnum
angermanicum e Pogonatum dentatum, enquanto o SSR foi desenvolvido para
Pitcairnia geyskessi por Sarthou et al. (2003). A tabela 3 apresenta as informagdes

referentes aos marcadores utilizados.

Tabela 3 — Primers SSR e ISSR utilizados para a transposi¢éo em P. flammea

Primer Marcador Referéncia Sequéncia (5’ - 3')
Pit5 SSR (SARTHOU et al, FTTGAGCCATGAACAATAGGG
2003) R:AGAATTCTAGTGGCAGTCCT
C
UBC808 ISSR (ALMEIDA, 2006) (AG)8C
UBC810 ISSR (ALMEIDA, 2006) (GA)BT
UBC890 ISSR (ALMEIDA, 2006) VHV(GT)7

As reacOes para a amplificagdo dos primers ISSR foram realizadas em um volume
total de 25 pL, contendo 2 mM de MgCl,, 10mM/50mM de Tris/KCl pH 8.3, 0,1mM de
cada nucleotideo (dNTP), 0,2 uM de primer, 1 unidade de Taq polimerase e 50 ng de
DNA (ALMEIDA, 2006).

As amplificagGes foram realizadas nas seguintes condigbes: 5 minutos a 94 °C,

seguido de 35 ciclos constituidos por trés etapas: a) 30 segundos a 94 °C, b) 30
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segundos variando de 45 a 50 °C dependendo do primer utilizado e c) 1 minuto a 72
°C, com uma etapa final de 7 minutos a 72 °C.

As reacdes para a amplificagdo dos primers SSR foram realizadas em um volume total
de 15 pL, contendo 2 mM de MgClz, 10mM/50mM de Tris/KCI pH 8.3, 0,1mM de cada
nucleotideo (dNTP), 0,2 uM de primer, 1 unidade de Tag polimerase e 50 ng de DNA,
conforme Almeida (2006), com modifica¢des.

As amplificagcbes foram realizadas nas seguintes condigbes: 15 minutos a 94 °C,
seguido de 30 ciclos constituidos por trés etapas: a) 1 minuto a 94 °C, b) 1minuto a 52
°C e ¢) 1 minuto a 72 °C, com uma etapa final de 7 minutos a 72° C.

Os fragmentos amplificados de ISSR e SSR foram separados por eletroforese em gel
de agarose 2,0% e 2,5% respectivamente, contendo 0,02 uL.mL? de brometo de
etidio em tampao SB 1X (0,04% v/iv de NaOH e 0,25% v/v de acido bdrico), a 110
Volts por aproximadamente trés horas. Apds a corrida, os géis foram fotografados sob
luz ultravioleta utilizando o Sistema de Fotodocumentacdo L PIX HE da Loccus
Biotecnologia®. Os géis foram analisados quanto ao numero e tamanho de

fragmentos amplificados e detecc¢éo de polimorfismos.

2.5 Resultados e Discussao

2.5.1 Métodos de conservacéo do material vegetal e extracdo de DNA

Os testes realizados para padronizagdo do melhor método para conservacdo das
folhas e extragdo de DNA mostraram que a utilizagéo de folhas frescas proporcionou
DNA de melhor qualidade, independente do método de extrac&o utilizado (Figura 2). A
baixa concentracdo de DNA extraido por amostra € reflexo da pequena quantidade de
DNA nuclear que P. flammea apresenta, como sera apresentado no Capitulo 3 deste
trabalho. Ficou padronizada a utilizagéo de folhas frescas para a extragdo de DNA de
P. flammea e do protocolo Doyle e Doyle (1990), com modificagbes, por ser um

protocolo (PT) de curta duragéo (36 h).
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Figura 2 — Eletroforese para padronizacdo de métodos de conservacao de folhas e
extragdo de DNA de P. flammea.

Folha fresca — PT curto; (2) folha fresca — PT longo; (3) geladeira 24h - PT curto; (4)
geladeira 24h - PT longo; (5) geladeira 48h - PT curto; (6) geladeira 48h - PT longo; (7)
geladeira 72h - PT curto; (8) geladeira 74h - PT longo; (9) congelador 24h - PT curto;
(10) congelador 24h - PT longo; (11) congelador 48h - PT curto; (12) congelador 48h -
PT longo; (13) congelador 72h - PT curto; (14) congelador 72h - PT longo; 25 ng, 50
ng e 75 ng — marcador de concentragao.

2.5.2 Diversidade genética em populagfes naturais de P. flammea

2.5.2.1 Analise do polimorfismo detectado por marcadores RAPD

Os 8 primers RAPD utilizados geraram um total de 55 bandas das quais 41 foram
polimorficas, representando um total de 74,5% de polimorfismo. Os fragmentos

amplificados variaram de 700 a 1750 pb (Tabela 4).

Tabela 4 — Primers RAPD utilizados, respectivos numero de fragmentos amplificados,
ndamero de fragmentos polimorficos e porcentagem de polimorfismo por primer
produzido nos individuos de P. flammea

Primer N° de N° fragmentos Polimorfismo (%)
fragmentos polimérficos
OPAL 06 10 8 80
OPW 20 6 6 100
OPAH 13 8 8 100
OPAL 17 10 4 40
OPC 05 5 3 60
OPE 14 5 3 60
OPAT 14 5 3 60
OPQ 04 6 6 100

Total 55 41 74,5
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Em trabalhos realizados com outras espécies da familia Bromeliaceae, foi verificada
grande variacdo em relacdo ao numero de bandas polimorficas amplificadas por
RAPD e altas taxas de polimorfismo.

Chen et al. (2002) avaliaram a similaridade genética com marcadores RAPD entre
dezoito acessos de sete géneros de Bromeliaceae, sendo seis géneros de espécies
ornamentais — Cryptanthus, Dyckia, Guzmania, Neoregelia, Tillandsia e Vriesea. Os
resultados mostraram que 30 marcadores foram Uteis para discriminagdo do género e
espécies, especialmente para espécies com alta similaridade morfolégica.

Costa et al. (2002) caracterizaram geneticamente Ananas erectifolius por meio de sete
primers RAPD, que geraram 104 bandas, das quais 76% foram polimérficas.

Pereira e Kerr (2001) analisaram 12 genétipos de abacaxizeiro por meio de 11 primers
RAPD e obtiveram 79 bandas polimorficas.

Pamponét et al. (2008) estudaram populacdes de Lymania azurea (Bromeliaceae)
com 10 primers RAPD e obtiveram 48 bandas polimérficas, demonstrando que dos 19
individuos amostrados apenas 2 representavam o mesmo gendtipo. Os autores
concluiram que a técnica permitiu verificar uma variabilidade anteriormente
subestimada por se tratar de uma espécie de hébito clonal.

Silveira et al. (2009) utilizaram 36 primers RAPD que geraram 501 bandas, sendo 467
polimorficas, para o estudo de diversidade genética de Neoglaziovia variegata
(Bromeliaceae).

Cavallari (2006) utilizou cinco primers RAPD para trés espécies do género Encholirium
(Bromeliaceae) e conseguiu 0s seguintes resultados: para E. biflorum 58 bandas,
destas 53 polimorficas, para E. pedicellatum obteve 59 bandas, destas 53 polimorficas

e para E. subsecundum obteve 60 bandas e todas foram polimorficas.

2.5.2.2 Estrutura genética entre e dentro das populacdes

Os resultados observados para a porcentagem de bandas polimérficas, bem como o
indice de Diversidade de Shannon-Wiener (I) e a Diversidade Genética de Nei (h),
indicaram que a maior diversidade genética molecular é observada entre os individuos

amostrados da populac&o na Localidade Ill (Tabela 5). Nesse caso, o indice de Nei (h)
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foi em média 0,334, o indice de Shannon 0,489 e o nimero de loci polimérficos 35,

com 85,37% de porcentagem de polimorfismo/loci.

Tabela 5 — Variagdo génica interpopulacional segundo Diversidade Genética de Nei
(1987) e Indice de Shannon-Wiener (SHANNON, 1948)

Local de Tamanho da h’ ) N° loci % loci
coleta amostra polimorficos polimorficos
| 21 0,216+0,195 0,330+0,271 30 73,17%
1 19 0,242+0,191 0,369+0,263 33 80,49%
11 11 0,334+0,170 0,489+0,236 35 85,37%

*h = Diversidade Genética de Nei: *| = Indice de Shannon-Wiener

Ao analisar isoladamente as amostras de individuos coletados das populagées de P.
flammea em cada localidade, foram observados valores de | iguais a 0,3304, 0,3691 e
0,4897, para os Locais de coleta I, Il e lll, respectivamente (Tabela 5).

Com relagdo aos resultados da AMOVA, do total da varidncia genética molecular
encontrada, 69,18% se deve as diferencas entre individuos dentro das populacdes e
30,82% é atribuida as divergéncias entre as 3 popula¢cdes amostradas (Tabela 6). Isso
nos permite afirmar que a distancia de 2 metros utilizada nas coletas dos individuos foi
suficiente para evitar que individuos geneticamente idénticos fossem amostrados,
uma vez que a porcentagem de loci polimérficos variou entre 70 e 85% nas
populagbes. Deve ser ressaltado que pelo fato de P. flammea n&o ter sido
domesticada foi possivel encontrar polimorfismos com um numero relativamente

pequeno de primers.

Tabela 6 - Resultado da AMOVA para P. flammea ocorrente nos trés locais de coleta
analisada com marcadores RAPD

Fonte de Variagéo GL SQ CV VT (%) ValordeP
Entre populagbes 2 80,648 2177 30.82 <0,000
Dentro de populagbes 48 234.607 4.888 69.18

Total 50 315.255 7.065

Valores de Grau de Liberdade (GL), Soma dos Quadrados (SQ), Componente de Variancia (CV),
Variancia Total (VT) e valor de P séo as probabilidades de ter um componente de variancia maior que
os valores observados ao acaso. As probabilidades foram calculadas por 1000 permuta¢des ao acaso.
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Silveira et al. (2009) também encontraram resultados similares em populacdes de
Neoglaziovia variegata estudadas no Estado da Bahia. Da variagéo total estimada,
56,47% foi explicada pela variagcdo entre individuos dentro de cada agrupamento
estudado nos municipios de Guanambi, Juazeiro e Valente. Entre os trés municipios,
a variacao foi de 17,41% e a variacdo entre os agrupamentos foi de 26,12%. Foi
possivel concluir que existe variabilidade genética entre e dentro das popula¢des de
N. variegata.

Cavallari et al. (2006) também encontraram resultados semelhantes em populacdes
de E. subsecundum, onde a maior variacdo percentual (84,38%) foi atribuida as
diferencas entre individuos dentro dos diferentes agrupamentos amostrados. Ao
analisar a variabilidade genética entre esses agrupamentos, obtiveram 1,10% de
variagdo. Quando analisaram a variagao total, obtiveram 14,52% de variacdo. Para E.
biflorum, a variabilidade genética foi de 16,06% entre os agrupamentos e 83,94%
dentro dos agrupamentos. Para E. pedicellatum, a variagdo entre os agrupamentos
foi de 8,44%, estando a maior parte da variagado dentro dos agrupamentos (91,56%).
A tabela 7 mostra os resultados das diferentes medidas de variabilidade genética
utilizadas para estimar o nivel de polimorfismo das populacdes e inferir sobre a sua

estrutura genética.

Tabela 7 — Diversidade genética molecular para os 51 individuos amostrados de P.
flammea segundo Nei (1987)

h | Ht Hs Gst Nm

Média 0,3169 0,4837 0,3451 0,2644 0,2340 1,6372
Desvio 0,1355 0,1704 0,0166 0,0151

padrao

N° de loci polimorficos 40

Porcentagem de loci polimérficos 97,56%

h = diversidade genética de Nei (1973); | = Indice de Shannon-Wiener; Ht = diversidade genética total;

Hs = diversidade intrapopulacional; Gst = variagédo genética entre populacdes, se igual a zero indica que
as populacfes sao idénticas; Nm = estimativa do fluxo génico a partir de Gst [Nm = 0.5 (1-Gst)/Gst]
(Nei, 1973)

Do total de 40 loci RAPD que se mostraram polimorficos, foi gerado um percentual de
polimorfismo igual a 97,56%, sugerindo que esse numero de marcas foi suficiente

para amostrar a diversidade genética molecular de P. flammea nas regifes de estudo.
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A diversidade genética total de 0,3451 (Ht), o valor médio da diversidade
intrapopulacional (Hs) de 0,2644 e a variacdo genética entre populacdes, Gst=0,2340,
indicaram que as populac¢des séo proximas geneticamente.

Durante as coletas no campo, foi observada constante presenga de plantulas e
plantas jovens, o que sugere que a reproducdo sexuada com produgdo de sementes
em P. flammea € um evento comum, como confirmado por Wendt et al. (2002).

De acordo com Hamrick e Godt (1983), plantas preferencialmente autdégamas
apresentam populagdes geneticamente mais divergentes, sendo essas diferencas
responsaveis por aproximadamente 50% da varidncia genética molecular total.
Segundo Wendt et al. (2002), P. flammea é predominantemente autopolinizada em
populagbes naturais, sendo esse 0 mecanisSmo mais importante de reproducgéo
sexuada nesta espécie. Entretanto, no Estado do Rio de Janeiro, os indices de
autofertilidade de P. flammea foram baixos, sugerindo maior dependéncia da atividade
dos polinizadores (beija-flores), que foram observados visitando suas flores
diariamente (WENDT et al., 2002).

Almeida (2006) utilizou marcadores SSR e ISSR e também obteve maior variagéo
dentro das populagbes de Aechmea fulgens Brongn. (Bromeliaceae) de trés
fragmentos de Mata Atlantica em Pernambuco e também encontrou baixa
diferenciac@o genética populacional, pois o fluxo génico (Nm) estimado para esses
marcadores foi de 2,5 e 5,7, respectivamente. Os resultados de alta diversidade
intrapopulacional encontrados para P. flammea estdo de acordo com varios estudos
em populacdes naturais de outras espécies vegetais (AULER et al., 2002; CONTE,
2003; CAVALLARI, 2004; MELO JUNIOR et al., 2004; XIAO et al., 2004; ZUCCHI,
2005; GUSSON, 2005; GALEUCHET et al., 2005).

O indice de Diversidade de Shannon-Wiener (l) para P. flammea foi de 0,4837. indices
proximos foram encontrados por Cavallari (2004), sendo 0,401 para E. subsecundum,
0,322 para E. biflorum e 0,298 para E. pedicellatum.

Tanto Silveira et al. (2009) estudando N. variegata, quanto Cavallari (2006)
estudando Encholirium, verificaram nimeros elevados de gendtipos diferentes nas
populacdes estudadas, fato ndo esperado quando se considera a existéncia de

reproducdo assexuada, formagéo de densos agrupamentos e morfologia uniforme.
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A figura 3 mostra o dendrograma das distancias entre as populagdes de P. flammea
analisadas. Podemos observar que dois grupos foram formados: Locais de coleta | e I

e Local de coleta IlI.

POPl ———
Pop2 —

Pop3

0 0.05 0.10 0.15 0.20

Figura 3 — Dendrograma obtido pelo método de agrupamento UPGMA das
populacdes de P. flammea a partir da diferenciacdo genética por meio das
estatisticas de Wrigth (WEIR; COCKERHAM, 1984)

Os locais de coleta mais proximos geograficamente (I e IlI) estdo agrupados e
possuem menor distancia genética entre si (0,04), o que poderia sugerir uma possivel
associacdo entre distancia geogréfica e distancia genética. Os dendrogramas de
Almeida (2006) também indicaram baixa divergéncia entre as popula¢des estudadas,
sugerindo que o fluxo génico historico entre as populagbes ainda é alto ou que a
fragmentagdo ndo ocorreu a tempo suficiente para resultar em uma diferenciagéo
evidente. Entretanto, neste estudo, acredita-se que a ocorréncia de ambientes
similares seja a melhor explicagdo para a selegdo dos mesmos alelos nos grupos
amostrados de P. flammea. Na tabela 8, séo apresentados os valores das estimativas

de identidade e distancia genética, segundo Nei (1978), entre as 3 populacdes.

Tabela 8 — Estimativas de identidade e distancia genética entre individuos das
populagdes de P. flammea nos diferentes locais de coleta

Locais de Identidade genética Distancia genética
coleta
lell 0,9714 0,0290
Ilelll 0,7788 0,2500
lelll 0,7829 0,2448

Foi observado que a maior identidade genética ocorreu entre os individuos dos Locais
de coleta | e 1l (0,9714) e que estes mesmos grupos apresentam identidade genética

semelhante quando comparadas ao Local de coleta Il (0,7829 e 0,7788,
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respectivamente). Portanto, os Locais de coleta | e Il apresentam individuos que sao
muito proximos geneticamente, apresentando baixa distancia genética (0,0290).

Os resultados deste trabalho mostraram que a diversidade genética foi maior dentro
das populacdes de P. flammea e que a populagéo do Local Ill estd geneticamente
mais distante em relac@o as populagfes dos Locais | e Il (Tabela 8). Assim, podemos
sugerir que a populagdo do Local Ill, que apresenta maior variagdo genética,
representaria melhor a diversidade de P. flammea, sendo; portanto, a prioritaria em
trabalhos de conservacédo dessa espécie, ja que as populagBes estudadas ndo se
encontram em Unidades de Conservagdo, tornando-se alvo constante de agbes

antropicas e de extrativismo.

2.5.2.3 Estrutura genética dentro das populacdes

A andlise simultdnea de agrupamento dos 51 individuos amostrados indicou os
genotipos que representam a maior parte da variabilidade genética dentro de cada
populagdo, o que seria essencial para o estabelecimento da conservacdo ex situ,
como a formacéo de bancos de germoplasma.

Assim, na Tabela 09 e na Figura 04 estdo apresentados 0s quatro grupos originados,
considerando a distancia de ligacdo de 68%. Os genotipos mais dissimilares foram 33
e 50 com coeficiente de dissimilaridade igual a 0,74, enquanto os menos dissimilares
foram os gendtipos 35 e 37 com dissimilaridade igual a 0,08. E possivel observar que
todos os individuos amostrados nas populagdes dos Locais | e Il foram agrupados,
enquanto os individuos do Local lll, com excec¢éo do individuo 44, mantiveram-se em
outro agrupamento. Esses resultados confirmam os agrupamentos encontrados nas

analises de Local de coleta.
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Tabela 9 — Agrupamentos dos 51 individuos de P. flammea a partir do dendrograma
obtido pelo complemento do coeficiente de dissimilaridade de Jaccard e pelo método
de agrupamento UPGMA

Agrupamentos Individuos

Grupo 1 35, 37, 30, 26, 38, 39, 1, 2, 8, 34,
36, 16, 20, 17, 21, 27, 14, 15, 19,
22, 6, 18, 29, 33, 28, 40, 44, 5, 4,

31,7,10

Grupo 2 23,24,11, 12,13

Grupo 3 3,32,9

Grupo 4 25, 51, 49, 50, 42, 43, 45, 47, 46,

41, 48
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Figura 4 — Dendrograma da analise simultdnea de agrupamento dos 51 individuos
amostrados: agrupamentos indicados por estrelas, Local de coleta | indicado por
circulos vermelhos, Local de coleta Il indicado por triangulos verdes, Local de coleta lll
indicado por quadrados amarelos, e linha tracejada representando o corte no
dendrograma em aproximadamente 68%.
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Também foi analisada a ocorréncia de variagdo genética entre individuos dentro de
cada um dos locais de coleta. Ao analisar o Local I, foi verificada a formagéo de cinco
agrupamentos (Tabela 10), considerando a distancia de ligagdo de 68%. Os
individuos mais indicados para a conservagdo ex situ seriam 13 e 8 com
dissimilaridade igual a 0,708. Os individuos com menor dissimilaridade genética foram

14 e 5 com coeficiente igual a 0,095 (Figura 5).

Tabela 10 — Agrupamentos dos 21 individuos da populacdo de P. flammea do Local
de coleta I, a partir do dendrograma obtido pelo complemento do coeficiente de
dissimilaridade de Jaccard e pelo método de agrupamento UPGMA

Agrupamentos Individuos

Grupo 1 14, 15, 19, 6, 18, 16, 20, 17,
21,1,2,8,11,12,4

Grupo 2 59

Grupo 3 3,7

Grupo 4 10

Grupo 5 13
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Figura 5 — Dendrograma da populagdo de P. flammea no Local I: agrupamentos
indicados por estrelas, e linha tracejada representando corte no dendrograma em
aproximadamente 68%.
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Para o Local de coleta I, houve a formac¢&o de cinco agrupamentos (Tabela 11), de
acordo com a distancia de ligagdo considerada (68%). A maior dissimilaridade foi
encontrada entre os individuos 25 e 28 com coeficiente igual a 0,741, enquanto 0s
menos dissimilares foram 14 e 16 com coeficiente igual a 0,105 (Figura 6).

Tabela 11 — Agrupamentos dos 19 individuos da populacdo de P. flammea do Local
de coleta Il, a partir do dendrograma obtido pelo complemento do coeficiente de
dissimilaridade de Jaccard e pelo método de agrupamento UPGMA

Agrupamentos Individuos

Grupo 1 35, 37, 30, 26, 38, 39, 40, 34, 36,
22, 29, 33, 27, 28

Grupo 2 31

Grupo 3 23,24

Grupo 4 32

Grupo 5 25
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Figura 6 — Dendrograma da populagéo de P. flammea no Local II: agrupamentos
indicados por estrelas e linha tracejada representando corte no dendrograma em
aproximadamente 64%.

Para o Local de coleta Ill, seis agrupamentos foram formados (Tabela 12),
considerando uma distancia de ligagédo de 68%. A maior dissimilaridade foi encontrada
entre os genodtipos 44 e 50 com coeficiente igual a 0,688, enquanto 0s menos

dissimilares foram 45 e 47, com coeficiente igual a 0,222 (Figura 7).
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Tabela 12 — Agrupamentos dos 11 individuos da populacdo de P. flammea do Local
de coleta lll, a partir do dendrograma obtido pelo complemento do coeficiente de
dissimilaridade de Jaccard e pelo método de agrupamento UPGMA

Agrupamentos Individuos
Grupo 1 45,47, 46
Grupo 2 41

Grupo 3 48

Grupo 4 49, 50, 51
Grupo 5 42,43
Grupo 6 44

46
41
48
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50
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Figura 7 — Dendrograma da populagdo de P. flammea no Local lll: agrupamentos
indicados por estrela, e linha tracejada representando corte no dendrograma em
aproximadamente 64%.

A distancia de 2 metros entre os individuos coletados em campo foi eficiente, ja que
considerando o agrupamento dos 51 individuos, os individuos 33 e 35, fisicamente
proximos, estdo entre 0os mais e entre os menos dissimilares, respectivamente. A
distancia fisica respeitada proporcionou a coleta tanto de individuos proximos quanto
distantes geneticamente. O mesmo aconteceu no Local de coleta Il, com os genétipos
33 e 35, e para o Local de coleta lll com os individuos 44 e 45.

Portanto, na regido amostrada neste trabalho, P. flammea apresentou tanto variagéo
inter quanto intrapopulacional, sendo a maior diferenciacdo genética encontrada

dentro da populagéo do Local de coleta lIl.
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2.5.3 Transferibilidade de primers SSR e ISSR para P.flammea

Foram utilizados 3 marcadores ISSR e 1 SSR. O numero de bandas amplificadas e

polimérficas, bem como o tamanho em pb estédo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 — Primers utilizados para a transposicédo em P. flammea com os respectivos
nameros de fragmentos amplificados, numero de fragmentos polimérficos e tamanho
dos fragmentos amplificados

Primers Marcador Bandas Bandas Tamanho
amplificadas  polimérficas (pb)

Pit 5 SSR 1 0 320

UBC808 ISSR 4 1 650 a 2000

UBC810 ISSR 6 3 600 a 950

UBC890 ISSR 7 2 400 a 1200

Todos os primers utilizados revelaram polimorfismo (Figuras 8, 9 e 10), com excecéao
de Pit 5 (Figura 11).

Figura 8 — Transposi¢ao do primer UBC808 em P. flammea: da esquerda para direita:
— marcador de peso molecular (100 pb) e individuos de 1 a 10 do Local de coleta llI;
seta indica polimorfismo.
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Figura 9 - Transposicao do primer UBC810 em P. flammea: da esquerda para direita:
marcador de peso molecular (100 pb) e individuos de 1 a 10 do Local de coleta llI;
setas indicam polimorfismos.

Figura 10 - Transposigéo do primer UBC890 em P. flammea: da esquerda para direita:
marcador de peso molecular (100 pb) e individuos de 1 a 10 do Local de coleta llI;
setas indicam polimorfismos.

Figura 11 - Transposi¢éo do primer Pit 5 em P. flammea: da esquerda para direita:
marcador de peso molecular (100 pb) e individuos de 1 a 10 do Local de coleta llI.
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Uma justificativa para auséncia de trabalhos envolvendo SSR e ISSR em bromélias
estd associada ao tempo e aos gastos para o desenvolvimento desses marcadores. A
transposicdo de primers descritos para outras espécies em bromélias é uma
estratégia para minimizar os custos relacionados ao uso desses marcadores.

A transferibilidade dos marcadores foi validada entre os géneros Guzmania, Aechmea
e Pitcairnia, bem como entre as espécies P. geyskessi e P. flammea pela amplificagéo
dos loci. Houve a transferabilidade de 100% dos primers ISSR avaliados, assim como
para o loco microssatélite avaliado.

Em P. flammea, o fragmento obtido para o marcador SSR (Pit 5) apresentou tamanho
aproximado de 320 pb. Almeida (2006) obteve fragmentos variando de 110 a 450 pb
para esse mesmo marcador. Em P. geyskessi, Sarthou et al. (2003) reportaram
fragmentos com tamanho variando entre 320 e 346 pb.

Os fragmentos amplificados com primers ISSR apresentaram tamanhos variando
entre 600 a 2000 pb em P. flammea. Almeida (2006) obteve fragmentos gerados pelos
mesmos primers ISSR com tamanhos entre 350 a 2000 pb e polimorfismo de 94%
para o primer 808 (17 bandas polimoérficas de 18 amplificadas), 90% para o primer 810
(15 fragmentos polimérficos de 17 amplificados) e 88% para o primer 890 (7 bandas
polimorficas de 8 amplificadas).

Os resultados de transposicado de marcadores SSR e ISSR mostram que marcadores
desenvolvidos para outras espécies vegetais podem ser utilizados em estudos
moleculares de P. flammea.

Assim, em estudos futuros com P. flammea, esses marcadores desenvolvidos para as
espécies Aechmea fulgens, Pitcairnia geyskessy, Sphagnum angermanicum e
Pogonatum dentatum poderdo ser utlizados para a complementagdo de sua

caracterizagdo genética.

2.6 Conclusoes

Marcadores moleculares RAPD foram eficientes para analisar a diversidade genética
de P. flammea intra e interpopulacional, sendo a maior diversidade encontrada

intrapopulacionalmente;
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A distancia genética entre os genétipos dos trés locais de coleta foi pequena,
sugerindo que a fragmentacdo ainda ndo causou consequéncias genéticas drasticas
sobre as populagdes nos fragmentos estudados;

Entre os individuos das popula¢gfes dos locais estudados, no Local Ill foi observada a
maior variacdo genética encontrada para a espécie P. flammea, sendo
preferencialmente escolhida para a realizagao de futuros trabalhos de conservagao in
Situ;

Em estratégias de conservagdo ex situ, os individuos que melhor representam a
variabilidade genética seriam: 33 e 50 considerando o agrupamento dos 51 individuos,
8 e 13 do Local de coleta I, 25 e 28 do Local de coleta Il e 44 e 50 do Local de coleta
M.

A transferibilidade dos marcadores SSR e ISSR identificados em Aechmea fulgens, P.
geyskessy, S. angermanicum e P. dentatum foi validada em P. flammea. Esses
marcadores constituem grande potencial para estudos de diversidade genética dessa
espécie, assim como estudos de variabilidade interespecifica, filogenia e mapeamento
genético moleculares, possibilitando a complementacdo do estudo de diversidade
genética em P. flammea com menor custo e informagdo de grande confiabilidade

devido a natureza desses marcadores.
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3 CAPITULO 2 — GERMINACAO IN VITRO DE SEMENTES DE

Pitcairnia flammea

3.1 Resumo

NOGUEIRA, Ester Ujiile, M.Sc., Universidade Federal do Espirito Santo, margo de
2010. Germinagao in vitro de sementes de Pitcairnia flammea. Orientadora:
Andreia Barcelos Passos Lima.

A conservacdo in vitro oferece subsidios para manter a salvo recursos genéticos
durante longo prazo e em pequeno espaco, mantendo-os livres de patdgenos e
adversidades ambientais. A conservacdo de espécies preconiza que a maior
variabilidade genética seja preservada, sendo aconselhavel a utilizacdo de sementes.
Devido a escassez de estudos basicos sobre a germinacao in vitro de P. flammea, o
objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo adequado para sua germinagao in
vitro. Frutos de individuos nativos de fragmentos de Mata Atlantica foram coletados e
armazenados até sua secagem, sendo entdo submetidos a formagéo de um bulk. As
sementes foram desinfestadas e inoculadas em quatro meios de cultivo: 4gua+éagar,
adgua+ vitaminas de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), MS total e MS %2, combinados
com 5 concentragdes de GAs: (OuM; 25 pM; 50 uM; 75 uM e 100 uM). O experimento
foi avaliado durante 30 dias e mensurados os parametros: Porcentagem de
Germinac&o (P%) e indice de Velocidade de Germinacéo (IVG). A interag&o entre os
meios de cultivo e as concentragdes de GAjs utilizadas foram estatisticamente iguais
para os parametros avaliados. A germinagao iniciou-se, em média, aos 9 dias apoés a
inoculacéo e a P% média foi de 95%, independente da constituicdo do meio de cultivo.
A alta e rapida germinabilidade podem ser consequéncias do habito terrestre de P.
flammea e sua eficiéncia em obter nutrientes de ambientes pobres. O meio agua-agar

sem GA; é o mais indicado para germinagéo da espécie.
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3.2 Abstract

NOGUEIRA, Ester Ujiie, M.Sc., Universidade Federal do Espirito Santo, In march
2010. In vitro germination of seeds of Pitcairnia flammea. Advisor: Andreia

Barcelos Passos Lima.

The in vitro conservation offers subsidies to keep genetic resources safe both in the
long or short term, keeping them free of pathogens and environmental adversities. The
species conservation advocates that the greatest genetic variability is preserved, and
the use of seeds is advisable. Given the scarcity of basic studies on the in vitro
germination of P. flammea, the objective of this study was to establish a protocol
suitable for its germination in vitro. Fruiting of individuals native of fragments of Mata
Atlantica were collected and stored until its drying, and submitted to form a bulk. The
seeds were sterilized and inoculated into four different culture media: water + agar,
water + MS vitamins (MURASHIGE; SKOOG, 1962), total MS and % MS, combined
with 5 concentrations of GAs: (OuM, 25 uM, 50 pM, 75 uyM and 100 uM). The
experiment was evaluated for 30 days and the parameters were measured:
Germination percentage (P%) and Germination Speed Index (GSI). The interaction
between culture media and concentrations of GAz used were statistically identical to
the parameters evaluated. The germination started on an average of 9 days after
inoculation, and the average P% P was 95%, regardless of the constitution of the
culture medium. The high and fast germination may be a consequence of the terrestrial
habit of P. flammea, and of its efficiency in obtaining nutrients from poor environments.
The water-agar medium without GA; is the most suitable for germination of the

species.
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3.3 Introdugéo

A conservacao de populagfes de espécies nativas depende de uma politica adequada
de protecdo ambiental, resgate e conservacdo dos recursos genéticos (RIBEIRO;
SILVA 1996). Embora a conservacao in situ seja uma das formas mais adequadas
para a preservacao génica, algumas desvantagens muitas vezes séo empecilhos para
sua aplicacdo, como o fato de necessitar de grandes areas protegidas de qualquer
distarbio e catéstrofe natural, o que pode demandar muitos recursos financeiros.
Assim, a preservagdo da diversidade genética seria mais segura se estivesse
baseada na combinacéo de alternativas de conservacao in situ e ex situ, nesta ultima,
inclui-se a conservagao in vitro.

A conservacdo in vitro oferece subsidios para manter a salvo recursos genéticos
durante longo prazo e em pequeno espaco, mantendo-os livres de patdgenos e
adversidades ambientais. Dentre as ferramentas biotecnoldgicas, a Cultivo de Tecidos
se destaca nos trabalhos de conservagéo in vitro. Segundo Roca et al. (1991) e
Engelmann (1991), para espécies propagadas vegetativamente, como bromeliaceas,
a manutencd@o de cole¢gBes de germoplasma in vitro € um método promissor e de
elevado interesse a conservagao de seus recursos genéticos.

Como as bromélias podem ser propagadas de forma sexuada ou assexuada, o cultivo
in vitro dessas espécies pode ser realizado a partir de sementes, segmentos nodais,
meristemas apicais e radiculares, e folnas (MATHEWS; RAO, 1982; CARNEIRO et al.,
1999; PICKENS et al., 2003; CARNEIRO; MANSUR, 2004). Entretanto, para fins de
conservacdo e preservacdo de especies € desejavel que a maior variabilidade
genética esteja presente na por¢do preservada. Sendo assim, o processo sexual, que
envolve a formacao de sementes e das quais podem ser obtidas grandes quantidades
de plantulas (RAUH, 1979), garante a diversidade genética da espécie ao utilizar
sementes oriundas de diferentes populagdes (MERCIER; NIEVOLA, 2003).

O cultivo in vitro de bromélias tem sido muito utilizado para fins comerciais e tem
ganhado espaco na preservacdo de espécies raras ou ameacadas de extingdo
(CARNEIRO; MANSUR, 2004; RECH FILHO et al., 2005). Essa ferramenta oferece
vantagens para a conservagdo de recursos genéticos a curto e meédio prazo,

destacando-se o estabelecimento de cole¢cdes em espacos reduzidos, menores custos
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de manutencdo, a obtencdo de material de boa qualidade fitossanitaria, protecédo
contra a variacdo de fatores climaticos e acidentes ambientais e proporciona alta taxa
de multiplicagéo de material vegetal (ENGELMANN, 1991; ZORNIG, 1996; WITHERS;
WILLIAMS, 1998; VALOIS et al.,2001). Em condi¢Bes favoraveis, o cultivo in vitro
ainda proporciona certo nivel de sincronismo de germinagdo (BEGON et al.,1990;
FERREIRA et al.,2001), além de ser de grande importancia na conservacdo de
germoplasma de bromélias ameacadas de extingdo, visto que a porcentagem de
sementes germinadas e a velocidade de germinacdo s&o superiores quando
comparadas ao processo ocorrido em ambiente natural (MERCIER; KERBAUY,
1995).

O cultivo in vitro a partir de sementes € aconselhado também por gerar um grande
ndmero de plantas-matrizes, evitando a retirada de individuos da natureza, o que
agravaria 0 grau de ameaga sobre essas espécies, assim como proporciona maior
eficiéncia na desinfestagdo de sementes quando comparadas aos demais explantes
(MERCIER; KERBAUY, 1994).

Adicionalmente, as plantulas obtidas in vitro podem funcionar como doadoras de
explantes para posterior processo de propagacdo, visando a clonagem em larga
escala, auxiliando na redugdo da atividade extrativista e no abastecimento do
mercado paisagistico e floricultor. Essas plantulas também podem ser mantidas em
meio de crescimento sendo posteriormente aclimatizadas.

A germinacdo de bromélias in vitro tem sido relatada na literatura com resultados
diferenciados para as espeécies. Segundo Pompelli et al. (2006), o conhecimento
disponivel para o0 manejo e andlise de sementes de plantas nativas € restrito, ndo
sendo conhecidos atributos fisicos e fisioloégicos, bem como informa¢des béasicas
sobre a germinag&o, o cultivo e as potencialidades dessas espécies.

Estudos abrangendo a germinac@o de espécies de Bromeliaceae tém obtido altas
taxas de germinabilidade, utilizando a forma gelificada dos meios de Knudson (1946)
ou Murashige e Skoog (1962), com sacarose e sem reguladores de crescimento. No
entanto, a concentragdo salina desses meios pode influenciar o desenvolvimento
inicial de algumas espécies de bromélias (MERCIER; KERBAUY, 1994; MERCIER;
NIEVOLA, 2003).

As respostas in vitro sdo genotipo-especificas, por isso torna-se interessante conhecer

0 hébito natural das espécies a fim de adequa-las ao cultivo in vitro. A ordem
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Pitcairnioideae € composta, principalmente de plantas terrestres, com um sistema
radicular extenso para absor¢cdo de agua e nutrientes (BSI, 2005). Destacam-se por
serem muito eficientes em termos de ciclagem de nutriente, podendo tolerar locais
pobres, absorvendo nutriente eficazmente (ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006).
Cada gendtipo também apresenta exigéncias proprias para germinagdo, havendo
frequentemente grandes esforgos na pesquisa dos fatores mais adequados para que
0 processo ocorra. E conhecido que a agua, a luz e a temperatura, bem como os
fitorreguladores podem interferir nos processos metabdlicos que desencadeiam a
germinacédo de sementes (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Dentre os reguladores vegetais, as giberelinas (GAz) controlam varios aspectos do
crescimento e desenvolvimento das plantas (YAMAGUSHI; KAMIYA, 2001).
Promovem a germinagéo de sementes, atuam na ativagado do crescimento vegetativo
do embrido, na mobilizacédo das reservas do endosperma e no enfraquecimento da
camada de endosperma que circunda o embrido, favorecendo assim o seu
crescimento (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Bellintani et al. (2007) estudaram a germinagéo in vitro das bromélias Orthophytum
mucugense Wand. e Concei¢do e Neoregelia mucugensis Leme, concluindo que O.
mucugense deve ser semeada em &agua-agar, enquanto N. mucugensis pode ser
semeada tanto em agua-agar quanto em MS com metade da concentragdo de sais
(MS v2).

Moreira et al. (2008) estudaram a germinacgéo in vitro de bromélias com alto interesse
econdmico no mercado paisagistico e/ou eminente risco de extingdo e concluiram que
Aechmea fasciata, Aechmea miniata, Vriesea sp. e Aechmea sp. germinam em meio
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) sem adicdo de GAs. Para Vriesea sp., os melhores
resultados foram obtidos em meio de cultivo suplementado com GAs, como também
relatado por Aranda-Peres e Rodrigues (2006). Isso refor¢a a necessidade de serem
obtidos protocolos especificos para as diferentes espécies que se deseja conservar.
Com base no exposto, o objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo
adequado para germinagao in vitro de P. flammea, visando obter plantas matrizes
para estudos de micropropagacao, como ferramenta a ser utilizada em programas de
preservacdo da espécie e introducdo da mesma no mercado paisagistico e floricultor

de modo sustentavel.
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3.4 Material e métodos

Frutos de P. flammea foram coletados de 20 individuos nativos pertencentes aos trés
locais de coleta objetos deste estudo. Os frutos foram armazenados em sacos de
papel e secos em estufa a 50 °C durante 48 horas, sendo entdo armazenados em
geladeira.

Para montagem do experimento, foi criado um bulk de sementes, em que um ou dois
frutos de cada individuo tiveram suas sementes extraidas manualmente e misturadas
as sementes dos demais individuos.

Primeiramente, foi realizada uma desinfestacéo por imerséo das sementes em élcool
70% durante 1 minuto, seguida de imersdo em hipoclorito comercial 2-2,5% por 5
minutos e enxadgue em agua destilada estéril. Uma segunda desinfestacdo em capela
de fluxo laminar procedeu-se com a imersdo das sementes em alcool 70% por 1
minuto, seguida de imers@o em hipoclorito de sédio comercial 2-2,5% por 5 minutos e
trés enxdgues em 4gua destilada autoclavada.

A composicéo dos meios de cultivo utilizados esté apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 — Meios de cultivo utilizados para a germinagéo in vitro de P. flammea

Meio de cultivo Composi¢cdo do meio

Agua-agar Agua destilada

Agua+vitaminas Vitaminas do meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962)

MS Sais e vitaminas do meio MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962)

MS Y2 Metade da concentragdo dos sais do meio MS

(MURASHIGE; SKOOG, 1962)

Todos os meios de cultivo, com excec¢do do meio agua-agar, foram acrescidos de 30
g.L™" de sacarose. Os meios foram solidificados com 7 g.L™* de &gar e tiveram seu pH
ajustado a 5,8, sendo autoclavados a 121 °C durante 20 minutos.

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 4x5, sendo
4 meios de cultivo e 5 concentragdes do regulador GAs (0 uM; 25 uM; 50 uM; 75 uM e
100 uM) com 3 repetigdes, sendo a unidade experimental constituida de uma placa de

Petri, contendo 25 sementes, totalizando 75 sementes por tratamento.
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O experimento foi mantido em sala de cultivo em temperatura aproximada de 251 °C,
sob fotoperiodo de 16 h.

Os parametros avaliados foram a Porcentagem de Germinacdo (P%) e o indice de
Velocidade de Germinacao (IVG).

A avaliacdo constou de contagem visual de sementes germinadas a cada dia, durante
30 dias. A semente foi considerada germinada quando houve a emissao da primeira
raiz.

Para fins de calculo do IVG foi utilizada a formula sugerida por Maguire (1962):

IVG=E;/N; + Eo/N> + ... + E//N,, onde:

Ei = nimero de sementes emergidas;

Ni = nimero de dias da semeadura até a emergéncia da primeira raiz.

Os dados foram submetidos a analise de variancia utilizando o Programa Sisvar
(2000).

3.5 Resultados e discussao

Tanto a P% quanto o IVG néo foram influenciados pela presenga ou auséncia de

nutrientes e de GAz nos meios de cultivo (Tabela 2 e 3).

Tabela 2 — Andlise de variancia para P% de sementes de P. flammea

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Meio 3 611,2000 203.733333 2.481 0.0749"
GA3 4 99,7333 24.933333 0.304 0.8739™
MeioxGA3 12 1114,1333 92.844444 1.130 0.3642™
Erro 40 3285,3333 82.133333

Total corrigido 59 5110,4000

CV (%) 9,48

Média geral 95,60 Numero de observacdes 60

"S = n&o significativo a 5% de probabilidade
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Tabela 3 — Andlise de variancia para IVG de sementes de P. flammea

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Meio 3 57.178007 19.059336 1.284 0.2930™
GA; 4 99.318527 24.829632 1.673 0.1753"™
MeioxGA3 12 332.978127 27.748177 1.869 0.0691"
Erro 40 593.706200 14.842655

Total corrigido 59 1083.180860

CV(%) 41,48

Média geral 9,2870 Numero de observacdes 60

"S = n&o significativo a 5% de probabilidade

Os resultados obtidos neste estudo mostram que a propagacao in vitro de P. flammea
por sementes é viavel, atingindo altos indices de germinacdo, em meédia 95% e
iniciando a germinacdo, em média, aos 9 dias ap6s a inoculacdo (Tabela 4),

independente do tratamento utilizado (Figura 1).

Tabela 4 — Médias das taxas de P% e IVG para as sementes de P. flammea em

funcado dos tratamentos utilizados

Meio de cultivo Concentragdo de GA3 P% VG
Agua 0 100 11,96
25 100 7,57
50 98,66 13,88
75 90,66 8,60
100 82,66 8,83
Agua+tvitaminas 0 88 12,74
25 86,66 14,23
50 94,66 7,50
75 85,33 7,09
100 100 9,19
MS 1/2 0 100 6,17
25 97,33 6,33
50 96 6,42
75 100 5,75
100 97,33 14,31
MS 0 98,66 12,04
25 98,66 5,78
50 100 9,49
75 100 7,82
100 97,33 9,96

Média 95,6 9,29
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Figura 1 — Plantulas obtidas de sementes de P. flammea germinadas in vitro: meio MS
com 75 uyM de GA;. Barra=1cm.

Provavelmente, a alta P% e o baixo IVG, mesmo em meio agua-agar, devem-se ao
hébito terrestre de P. flammea e sua eficiéncia em obter nutrientes de ambientes
pobres (ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006).

Pompelli (2006), estudando outro membro da subfamilia Pitcairnioideae, Dyckia
encholirioides var. encholirioides, ao comparar a germinagdo em meio MS com e sem
GA3, comprovou que a auséncia ou presenca do regulador proporcionaram resultados
estatisticamente iguais para P% (75,8%).

Altas taxas de P% foram obtidas em outras espécies de bromélia: 74,3% para
Neoregelia cruenta em meio MS (CARNEIRO et al, 1999), 86,7% em Tillandsia eizii
(PICKENS et al, 2003), 90% para Aechmea nudicaulis e para Streptocalyx floribundus
(PINHEIRO; BORGUETI, 2003). Somente Bellintani et al. (2007) utilizaram meio agua-
agar em seus estudos e o compararam ao meio MS %, obtendo em média 94% de
germinabilidade para Neoregelia mucugensis (Subfamilia: Bromelioideae) sendo
ambos estatisticamente iguais. Para Orthophytum mucugense (Subfamilia:
Bromelioideae), a maior porcentagem de germinacdo (58,5%) foi em &gua-agar,
sendo 14% em MS Y. O meio de cultivo utilizado n&o influenciou o IVG para nenhuma
das espécies, obtendo-se plantulas de N. mucugensis e de O. mucugense na

segunda e na quarta semana apos a inoculacdo, respectivamente.
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Moreira et al. (2008) ndo obtiveram germinacgdo das espécies Aechmea burle-marxii e
Bromelia antiacantha em meio MS, mas Aechmea sp. apresentou resultados
estatisticamente iguais, sendo 74 e 76% de germinagdo com 1 e 10 yM de GAs,
respectivamente. Para as espécies A. fasciata e A. miniata ndo houve diferenca
significativa entre as concentragbes de GAs, sendo o IVG igual a 1,0 e 5,76,
respectivamente e a P% de 100% de germinacdo para ambas as espécies.

Droste et al. (2005) obtiveram altas taxas de germinagéo com Vriesea gigantea e V.
philippocoburgii, 99 e 89%, respectivamente, em meio MS e na auséncia deste
regulador vegetal.

Aranda-Peres e Rodriguez (2006) verificaram que sementes de Aechmea bromelifolia
e A. distichantha germinaram relativamente bem em meio sem reguladores de
crescimento quando comparadas a espécies de Tillandsioideae que apresentaram
baixa taxa de germinagéo. Entretanto, Racinaea sp. (Tillandsioideae) apresentou P%

igual a 62% em meio MS ¥4 e 0 uso de GAz néo foi significativo.

3.6 Conclusédo

Os tratamentos utlizados para germinagdo in vitro de P. flammea foram
estatisticamente iguais. Assim, o meio agua-a4gar sem GAs; poderia ser o mais
indicado para germinacéo da espécie.

Os resultados obtidos neste trabalho permitem afirmar que a germinagao in vitro
dessa espécie é viavel, sendo possivel o estabelecimento de plantas-matrizes para
futuros ensaios de micropropagagdo que possam subsidiar programas de

conservacao de P. flammae e a comercializag&o sustentavel.
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4 CAPITULO 3 — MENSURAMENTO DO CONTEUDO DE DNA
NUCLEAR DE Pitcairnia flammea Lindley (Bromeliaceae) VIA
CITOMETRIA DE FLUXO

4.1 Resumo

NOGUEIRA, Ester Ujiile, M.Sc., Universidade Federal do Espirito Santo, margo de
2010. Mensuramento do conteiudo de DNA nuclear de Pitcairnia flammea
Lindley (Bromeliaceae) via citometria de fluxo. Orientadora: Andreia Barcelos

Passos Lima.

A quantidade de DNA nuclear, que expressa o tamanho do genoma de um organismo,
pode ser mensurada em picogramas (pg) e tem significado biolégico fundamental em
vérias &reas. A quantificacdo do contetdo de DNA é uma etapa importante na
caracterizagdo gendmica de qualquer espécie. Os genomas das espécies da familia
Bromeliaceae tém sido medidos, em picogramas, por citometria de fluxo (CF). Embora
as bromélias sejam estudadas sob diversos aspectos botanicos, ecoldgicos e
evolutivos, os estudos de CF ainda s&o escassos. O objetivo deste trabalho foi
mensurar o conteddo 2C de DNA nuclear de P. flammea via CF e verificar a
estabilidade do tamanho do genoma dessa espécie apos seu cultivo in vitro. Foram
utilizadas folhas jovens de plantas germinadas in vitro e de um espécime nativo
mantido em casa de vegetagdo para andlise em CF. O tampao OTTO foi usado para a
extracdo dos nucleos de P. flammea e o conteddo de DNA nuclear foi comparado ao
padrdo Raphanus sativus. Os coeficientes de variagdo mantiveram-se entre 2,04 e
4,80%. O contetdo 2C de DNA nuclear de P. flammea Lindley foi mensurado em 1,45
pg e foi constatada a estabilidade do tamanho do genoma dessa espécie apos seu

cultivo in vitro.
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4.2 Abstract

NOGUEIRA, Ester Ujiie, M.Sc., Universidade Federal do Espirito Santo, In march
2010. Measurement of nuclear DNA content of Pitcairnia flammea Lindley

(Bromeliaceae) by flow cytometry. Advisor: Andreia Barcelos Passos Lima.

The amount of nuclear DNA, which expresses the size of the genome of an organism,
can be measured in picograms (pg) and is biologically important in several areas.
Quantification of DNA content is an important step in genomic characterization of any
species. The genomes of species of Bromeliaceae have been measured in picograms,
by flow cytometry (FC). Although bromeliads are studied under various botanical,
ecological and evolutionary aspects, studies of CF are still scarce. The aim of this
study was to measure the 2C nuclear DNA content of P. flammea via CF, and verify
the stability of the genome size of this species after its cultivation in vitro. Young leaves
of plants grown in vitro, and a native specimen kept in a greenhouse for analysis in CF
were used. OTTO buffer was used for the extraction of the nuclei of P. flammea, and
nuclear DNA content was compared to standard Raphanus sativus. The coefficients of
variation remained between 2.04 and 4.80%. The 2C nuclear DNA content of P.
flammea Lindley was measured at 1.45 pg, and it was found the stability of the

genome size of this species after its cultivation in vitro.
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4.3 Introdugéo

A quantidade de DNA nuclear de um organismo, referida como valor C, expressa o
tamanho do genoma haploide n&o replicado. O conteido de DNA é mensurado em
picogramas (pg), 10%g, que pode ser convertido em pares de bases, sendo que 1 pg
corresponde a 0,978 x 10° pb (DOLEZEL; BARTOS, 2005).

O valor C de DNA tem significado biolégico fundamental por ser Util em vérios campos
(BENNET; LEITCH, 1995). Esse dado auxilia pesquisas na érea de biologia molecular,
revelando a complexidade dos genomas a serem estudados, ja que até o momento o
tamanho do genoma nuclear continua desconhecido para aproximadamente 99% das
angiospermas (BENNET; LEITCH, 2003).

A quantificagdo do conteddo de DNA é um passo importante na caracterizagdo
gendmica de qualquer espécie, com aplicabilidade em estudos evolutivos, ecoldgicos,
de biodiversidade (KNIGHT; BEAULIEU, 2008; BENNET; LEITCH, 2005), biologia
celular, ecologia, sistematica e taxonomia (DOLEZEL et al, 2007; KOLAR et al, 2009).

No que diz respeito as espécies da familia Bromeliaceae, os genomas nucleares tém
sido medidos, em picogramas (pg), por citometria de fluxo (CF).

A CF é uma técnica que envolve a andlise das propriedades Opticas (dispersédo de luz
e fluorescéncia) de particulas coradas que fluem numa suspenséo liquida. Essa é a
principal diferenca entre a CF e outras técnicas de analise quantitativa de nicleos
isolados ou cromossomos, como a citometria de imagem, que necessita da fixagcéo
das particulas em uma lamina (DOLEZEL, 1997a).

A suspensao liquida é introduzida no citbmetro de fluxo e move-se particula a
particula, em fluido laminar, no centro do fluxo (DOLEZEL 1997a). Essas particulas
intersectam um feixe de luz, com origem em uma ou mais fontes de iluminacao (laser
e/ou lampada de mercurio). Quando as particulas intersectam o feixe de luz, ocorre
um processo de dispersao fotbnica e/ou de emissao de fluorescéncia. Os fétons que
séo dispersos frontalmente vao ser recebidos e analisados por um fotodiodo (detector
da disperséo frontal) e os que sdo dispersos ortogonalmente (90°) séo recebidos por
uma série de filtros dpticos e sdo analisados em tubos fotomultiplicadores (dispersao
lateral e fluorescéncia). Os tubos fotomultiplicadores convertem e amplificam os sinais

luminosos recebidos em pulsos eletronicos que por sua vez sdo convertidos em
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pulsos analdgico-digitais processados por analisadores em varios canais. Os sinais de
cada particula v@o-se acumulando em tempo real na forma de histogramas que s&o
visualizados no monitor de um computador (CORTE-REAL et al., 2002).

Uma vez que a CF analisa as particulas individualmente a uma velocidade elevada,
populacdes numerosas de células, organelas ou cromossomos podem ser medidas
em um espago de tempo relativamente curto, e sub-populagdes desses citomas
podem ser facilmente detectadas (DOLEZEL 1997b). Além disso, a citometria
apresenta as vantagens de ndo necessitar de células em divisdo e ser uma
metodologia n&o destrutiva, pois necessita de apenas uma amostra, por exemplo, 50
mg de folha.

Entretanto, variagbes dos resultados da CF podem ocorrer e geralmente estdo
relacionadas com as metodologias de isolamento dos nudcleos, com a coloragédo do
DNA e com a leitura no citometro de fluxo (MARIE; BROWN 1993).

Diferentes pesquisadores vém desenvolvendo metodologias para isolamento de
nucleos intactos de células vegetais e 0 método classico desenvolvido por Galbraith et
al. (1983) tem sido o mais utilizado.

A composicdo dos tampdes utilizados € determinada pela necessidade de inibir a
atividade das nucleases, de preservar a integridade dos nucleos e de fornecer as
melhores condicbes para a coloragdo do DNA. Os tampbes mais utilizados
apresentam geralmente, cations Mg* (GALBRAITH et al, 1983,
ARUMUGANATHAN; EARLE 1991) ou poliaminas (DE LAAT et al., 1987, DOLEZEL
et al., 1989) para estabilizar a cromatina. Detergentes n&o i6nicos como Tween e
Triton 100-X também séo adicionados aos tampdes, além de serem acrescidos de
antioxidantes, como mercaptoetanol e poli-vinil pirrolidona (PVP), que tém como
funcdo inibir a acdo de compostos fendlicos (ENDEMANN et al., 2002, GALBRAITH
et al., 2002).

Apos o isolamento dos nudcleos, segue-se uma etapa de filtracdo para eliminar os
residuos provenientes de restos de parede celular e tecido vegetal. A etapa de
coloracdo é realizada e um fluorocromo se liga especificamente ao DNA. Os
fluorocromos mais utilizados na estimativa do conteddo de DNA nuclear séo o iodeto
de propidio (IP), o brometo de etidio (BE) e o 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI). O IP e
o BE intercalam-se na cadeia dupla do DNA (LEPECQ; PAOLETTI, 1967). Os

primeiros estudos foram efetuados utilizando BE, mas Crissman et al. (1976)
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mostraram que o IP produz histogramas de fluorescéncia com coeficientes de
variagdo (CV) ligeiramente menores aos obtidos com BE. Como ambos os corantes
também se ligam & cadeia dupla de RNA, a precisdo das determinacdes do
conteddo de DNA é dependente da destruicdo do RNA por RNases adicionadas ao
tampédo (PRICE; JOHNSTON 1996). O corante DAPI se liga a pares de base
especificos e fornece geralmente resultados com CVs mais baixos (CV < 2) que 0s
corantes intercalantes. Todavia, os corantes base especificos ndo fornecem
estimativas corretas do conteddo de DNA nuclear, quando se utilizam padrdes de
referéncia cuja composicdo em bases ndo seja idéntica & composicdo da amostra
em estudo. Dolezel (1991) descreve esse problema e sugere que 0s corantes
intercalantes sejam preferencialmente usados para efetuar estimativas exatas do
conteddo de DNA nuclear.

A estimativa do tamanho do genoma nuclear por CF em unidades absolutas (pg de
DNA ou Mpb) pode ser conseguida pela medi¢do simultanea da amostra e do padréo
de referéncia. O tamanho do genoma da amostra € calculado pela razéo das posicoes
dos picos dos nucleos em Gy/G; da amostra/padrdo multiplicado pelo conteido em
DNA da planta de referéncia.

Apesar das bromélias serem estudadas sob diversos aspectos botanicos, ecoldgicos e
evolutivos, os estudos de CF sdo escassos. As primeiras espécies de Bromeliaceae
que tiveram seu DNA nuclear quantificado foram Ananas bracteatus (Lindl.) Schult. F.
e A. comosus L. Merril (abacaxi cultivado), para as quais Bennet e Leitch (1995)
reportaram 1C = 0,45 e 0,55 pg, respectivamente. Posteriormente, Ramirez-Morillo e
Brown (2001) estimaram o conteado de DNA nuclear 2C para espécies do género
Crypanthus e relataram que os valores variaram de 0,64 a 1,45 pg. Por sua vez,
Sgobarti et al. (2004), estudando Puya raimondii, afirmaram que o contetdo de DNA
dessa espécie foi estimado em 2C=1,13 pg.

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo para mensurar o
conteudo 2C de DNA nuclear de P. flammea Lindley via CF e verificar se o tamanho

do genoma dessa espécie permanece estavel, apds seu cultivo in vitro.
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4.4 Material e métodos

4.4.1 Material biol6gico

Sementes e um espécime de P. flammea foram coletados em fragmentos de Mata
Atlantica no Sul do Estado do Espirito Santo. O espécime-testemunho de P. flammea
foi depositado no Herbario Leopoldo Krieger da Universidade Federal de Juiz de Fora,
sob o niumero CESJ 55670. As sementes foram germinadas e cultivadas in vitro e o
espécime foi mantido em casa de vegetacdo no Centro de Ciéncias Agrérias da
Universidade Federal do Espirito Santo. Sementes de Raphanus sativus L ‘Saxa’ (2C
= 1,11 pg, DOLEZEL et al., 1992) foram gentilmente cedidas pelo Dr. Jaroslav DoleZel
do Instituto Experimental de Botanica da Republica Tcheca. As analises citométricas
foram realizadas no Laboratério de Citogenética e Citometria do Departamento de

Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa.

4.4.2 Citometria de fluxo

Folhas jovens e vigorosas de P. flammea (amostra), mantidas in vitro e em casa de
vegetacdo, e de R. sativus L. (padréo) foram coletadas para mensuramento do
conteudo 2C de DNA nuclear.

As folhas da amostra e do padréo foram mantidas em 4gua destilada a 4°C e cortadas
separadamente ou simultaneamente em fragmentos de 2 cm?. O material foi retalhado
(GALBRAITH et al., 1983) com lamina de barbear em placa de Petri, contendo 0,5 mL
do tampéo de extragdo nuclear, Otto | a 4 °C, composto por 0,1 M de acido citrico e
0,5% de Tween 20 (Sigma-Aldrich CHIMIE, Gmbh Steinheim, Germany) (OTTO,
1990). Esse tampéo de extragdo nuclear foi suplementado com 2,0 mM de ditiotreitol
(Sigma-Aldrich CHIMIE, Gmbh Steinheim, Germany) e 50 yM mL' de RNase
(Sigma-Aldrich CHIMIE, Gmbh), pH 2.3 (LOUREIRO et al., 2006; CLARINDO;
CARVALHO 2009; ROSADO et al., 2009) e incubado por 3 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, a suspensao foi filtrada em telas de 30 um (Partec Gmbh,
Munster, Germany), em microtubos de 2,0 mL (Eppendorf, Hamburg, Germany),
adicionando-se 0,5 mL de Otto | na placa de Petri, para lavagem e filtragem. Apés a

centrifugacdo (microCentrifugette®, ALC International 4214 — Italy) por 5 minutos a
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1463 g o sobrenadante foi removido. O precipitado foi ressuspendido com a adigéo de
100uL de Otto | e incubado por 5 a 20 minutos. Em seguida, adicionou-se 1,5mL de
tampdo Otto Il composto por 0,4 M de Na; HPO412H,O (Merck®), 2 mM de
ditiotreitol®, 50 uL mL™ de RNAse (Sigma-Aldrich CHIMIE, Gmbh) e 75 uM de iodeto
de propidio (Sigma-Aldrich CHIMIE, Gmbh) (OTTO, 1990), pH 8.6.

A suspensdao nuclear foi passada em filtro de nylon de 20um (Partec Gmbh, Munster,
Germany) e mantida no escuro por 30 minutos (ABREU et al.,, 2008; CLARINDO;
CARVALHO, 2010; ROSADO et al., 2009). A suspenséao foi analisada em citbmetro de
fluxo Partec PAS (Partec® Gmbh, Munster, Alemanha), equipado com uma fonte de
laser (488 nm) e filtro RG 610 que permite a passagem de luz no comprimento de
onda do vermelho. O equipamento foi calibrado e alinhado conforme recomendagdes
da Partec Gmbh. Os histogramas gerados foram analisados no programa FlowMax
(Partec® Gmbh, Munster, Alemanha).

O tamanho do genoma nuclear de P. flammea foi mensurado, comparando-se 0s
picos correspondentes aos estagios de Go/G; relativos ao DNA nuclear do padréo R.

sativus e das amostras, conforme a férmula abaixo:

2C da amostra (pg) = 2C do padréao X Canal da amostra

Canal go padrao

Em que:

2Cga amostra = Contetido de DNA nuclear da amostra (pg)
2Co padrao = Conteudo de DNA nuclear do padréo (pg)
Canal ga amostra = Canal dos nucleos em Gy/G; da amostra

Canal go padrao = Canal dos nucleos em Go/G1 do padréo

O pico correspondente aos nucleos Go/G; do padré@o foi ajustado para o canal 200.
Seis repeti¢cdes, com aproximadamente 10.000 nucleos analisados, foram realizadas

independentemente e o genoma foi mensurado em picogramas (pg).
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45 Resultados e Discussao

Uma vez que a literatura relata que as bromélias possuem contetdo de DNA nuclear
variando de 0,45 a 1,45 pg (BENNET; LEITCH, 1995; RAMIREZ-MORILLO E
BROWN, 2001), Raphanus sativus L. (2C = 1,11 pg DOLEZEL et al.,1992) foi o
padrédo escolhido neste estudo, evitando problemas de linearidade nos histogramas.

A selecdo de um padréo apropriado para analises citométricas é importante para a
estimativa do tamanho do genoma nuclear (DOLEZEL et al., 2007). Alguns autores
tém documentado o uso de nlcleos de células animais como padrdo de referéncia
para espécies de plantas (GRATTAPAGLIA; BRADSHAW, 1994; AZMI et al., 1997).
No entanto, Johnston et al. (1999) afirmaram que a quantificacdo do DNA de genomas
animais tem apresentado variacdo entre diferentes amostras, além de apresentarem
problemas devido a inconstancia dos picos de fluorescéncia durante diferentes
preparacdes com a mesma amostra e por apresentar valor 2C de DNA diferente da
literatura mais citada (GALBRAITH et al., 1983). Além disso, esses padrdes animais
constituem padrbes pseudo-externos, ja que ndo podem ser preparados juntamente
com a amostra. Devido a todos esses problemas, sugere-se que em andlises de CF
de genomas vegetais sejam usados padrfes vegetais, j& que existem padrbes com
valor 2C de DNA internacionalmente utilizados (DOLEZEL et al.,1992; DOLEZEL et
al., 1998).

Em estudos de bromélias, diferentes padrdes tém sido utilizados. Ramirez-Morillo e
Brown (2001) utilizaram Glicine max (2C = 2.78 pg) como padrdo de referéncia para
Crypanthus beuckeri, enquanto Sgobarti et al. (2004) utilizaram eritrécitos de galinha
(CRBC) ao estudar Puya raimondii. No entanto, devido as divergéncias nos valores
estimados e as diferencas estruturais entre as células animais e vegetais, CRBC
constituem um padrdo de qualidade inferior (JOHNSTON et al., 1999).

A utilizacdo do padrdo externo possibilitou conhecer o canal referente ao pico dos
nucleos em Go/G: e o da amostra quando usado internamente. Além disso, também
permitiu determinar os parametros de analise do citbmetro, como o ganho, que definiu
os canais de localizacédo dos picos dos nucleos em Go/G;.

No presente estudo, os picos dos nacleos em Go/G; apresentaram CVs entre 2,04 e

4,80%, sendo; portanto, adequados, pois Dolezel e BartoS (2005) relataram que CVs
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abaixo de 5% sdo aceitaveis para as avaliagbes de andlises de CF. Em outros
estudos com bromeélias, ndo foram reportados CVs. A metodologia utilizada para P.
flammea tem fornecido picos com CVs baixos em diversas espécies como Eucaliptus
(CVs entre 1,10 e 3,8%) e Coffea (CVs entre 2,75 a 4,80%) (PRACA et al., 2009;
CLARINDO; CARVALHO, 2009).

Os tampdes Otto, segundo Dolezel e BartoS (2005) geram histogramas exibindo picos
dos nuacleos em Go/G; com resolugdo inigualdvel para a maioria das espécies
vegetais, especialmente das espécies com genoma pequeno (LOUREIRO et al.,
2006), como bromélias. O tampdo Otto-lI contém acido citrico, que aumenta a
acessibilidade da cromatina ao fluorocromo e torna a estrutura da cromatina da
amostra e do padrédo uniformes. Assim, evitam-se diferengas na intensidade de
coloragéo, resultando em histogramas com alta resolugdo e CVs baixos (DOLEZEL;
BARTOS 2005; LOUREIRO et al., 2006) como observado em nossas analises.
Também foi adicionado ao tamp&o Otto-I o antioxidante ditiotreitol, que preserva a
integridade da cromatina e minimiza erros estequiométricos na coloracdo do DNA
(DOLEZEL; BARTOS 2005). Ramirez-Morillo e Brown (2001) e Sgobarti et al. (2004)
ao aplicarem a CF em bromélias utilizaram tampdes Tris.MgCl, semelhantes ao
elaborado por Pfosser et al., (1995) (200mM Tris, 4mM MgCI2.6H20, 0,5% (v/v) Triton
X-100, pH 7.5). Loureiro et al. (2006) compararam o tampao Tris.MgCl, a outros trés
tampdes, inclusive ao tampédo Otto (1992) utilizado neste trabalho, em sete espécies
vegetais, e afirmaram que o uso do tampé&o Tris.MgClI2, em geral, forneceu resultados
inferiores aos demais tampdes. Esses autores escolheram Sedum burrito para
representar espécies com baixo conteldo de DNA nuclear (1,30 + 0.09 pg) e folhas
com grande quantidade de parénquima aquifero, duas caracteristicas semelhantes em
bromélias. Foi relatado que o tamp&o Otto forneceu CVs entre 2,55 e 3%, enquanto o
tampao Tris.MgCl, forneceu CVs entre 4,10 e 5,87%, salientando que este Ultimo pode
ocasionar CVs nédo aceitaveis, conforme DoleZel e Barto$ (2005).

Outro procedimento que proporciona a obtencdo de histogramas com baixo CV é a
realizacdo do descarte do sobrenadante apos a centrifugacdo do homogeneizado
nuclear, o que reduz interferéncias nas analises de CF (OTTO, 1990; CROS et al.,
1995), como metabdlitos secundérios e organelas autofluorescentes, como

cloroplastos, por exemplo (CROS et al., 1995).
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O genoma de P. flammea foi calculado com base nos picos dos ndcleos em Go/G; e

comparados ao contedo médio de DNA nuclear do padrédo R. sativus (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores do contetido de DNA nuclear de P. flammea

Repeticoes Valores 2C
1,43
1,42
1,46
1,48
1,45
1,47
Média 1,45
Desvio padrao 0,02

OUTh WNE

O valor médio de contetdo de DNA nuclear de P. flammea foi 1,45 pg ou 1,4181 x
10% pb. Ramirez-Morillo e Brown (2001) reportaram valor de DNA nuclear muito
proximo ao de P. flammea para a bromélia Cryptanthus beuckeri com 2C = 1,458 pg e
Sgobarti et al. (2004) encontraram valor de conteido de DNA nuclear igual a 1,13 pg
para P. raimondii. Com os resultados obtidos, € possivel afirmar que P. flammea
possui baixo conteddo de DNA nuclear em relacdo ao alto nimero de cromossomos
2n=50 reportado por Frazao (2006).

Ramirez-Morillo e Brown (2001) utilizaram a CF para investigar se o baixo namero
cromossOmico de Cryptanthus (2n = 34 ou 36) poderia ser resultado de um rearranjo,
caso o conteudo de DNA nuclear fosse proximo ao das espécies com 2n = 50
cromossomos, ou se seria resultado de aneuploidia. Esses autores puderam inferir
que Cryptanthus ndo possui origem tetraploide e que suas espécies podem ser
divididas em dois grupos, um constituido por C. acaulis e C. beuckeri com valor 2C de
DNA nuclear igual a 1,38 e 1,458 pg, respectivamente e 2n = 34 cromossomos. O
outro grupo seria formado por C. bahianus, C. schwackeanus com 2n=34
cromossomos e O. saxicola e B. nutans, com conteddo de DNA nuclear mensurado
entre 0,64 e 0,75 pg, ambas com 2n=50 cromossomos. ISso sugere que 0S grupos
possuem linhagens diferentes, sendo o primeiro originado por aneuploidias e o
segundo por rearranjos cromossomais; entretanto, seria necessario estudar todo o

histérico evolutivo da espécie para que tais hipéteses pudessem ser confirmadas.
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Para a extracdo de nucleos de P. flammea, utilizou-se folhas frescas, jovens,
saudaveis e vigorosas de mesmo padrdo e provenientes de ambiente controlado,
como recomendado por Bennett et al.,, (2008). Segundo Pinto et al. (2004), a
quantidade, tipo e complexidade dos compostos, como metabdlitos secundarios,
geralmente mudam dependendo da idade do tecido vegetal. Entretanto, Sgorbati et al.
(2004), ao estudar P. raimondii, utilizaram tecidos previamente fixados, mas essa
metodologia apresenta desvantagens, como a tendéncia para a formacdo de
aglomerados de nucleos, alteragdes na estrutura da cromatina e diminuicdo da
resolucdo dos histogramas obtidos.

O contetdo de DNA das plantas de P. flammea cultivadas in vitro foi igual ao valor 2C
do espécime-testemunha cultivado em casa de vegetacdo (Figura 1). Portanto, a CF
também permitiu verificar que o cultivo in vitro ndo ocasionou variagées no contetdo

de DNA nuclear da espécie.
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Figura 1- Histograma obtido a partir da andlise de nucleos corados com iodeto de
propideo de P. flammea: pico da esquerda correspondente aos nicleos Gy/G; de R.
sativus e pico da direita correspondente aos nucleos Go/G; de P. flammea.

Entretanto, a ocorréncia de alteracbes no genoma tem sido observada em vérias
plantas cultivadas in vitro (REZENDE et al.,2008; SANTANA et al.,2008) e esse
fendmeno é normalmente chamado variacdo somaclonal (LARKIN; SCOWCROFT,
1981).
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Segundo Clarindo et al. (2008) e Sangthong et al. (2005), a cultura de tecidos é
frequentemente associada a variagdo somaclonal, muitas vezes responséavel por gerar
variabilidade genética, o que pode ser interessante quando se deseja obter novas
fontes de germoplasma para o melhoramento genético. A poliploidia € uma das
ocorréncias mais frequentes da variagdo somaclonal (SANGTHONG et al., 2005).
Porém, quando o objetivo do cultivo in vitro é a preservacao de germoplasma vegetal,
0 patrimdnio genético da espécie em questédo deve ser mantido (LIMA et al., 2008).
Clarindo et al. (2008) utilizaram a CF para analisar o nivel de ploidia de Carica papaya
provenientes do cultivo in vitro. As andlises realizadas mostraram que o nivel de
ploidia de DNA variou nas mudas clonadas durante os sucessivos subcultivos no meio
de multiplicacéo.

Nakano et al. (2006) utilizaram a CF para avaliar a ploidia de plantas de Tricyrtis hirta,
planta ornamental usada popularmente no Jap&o, regeneradas a partir de
organogénese indireta. Plantas com um ano de idade foram submetidas & andlise de
nivel de ploidia por CF, apos trés anos de cultivo. Das 37 plantas analisadas, 28
mantiveram o nivel diploide (2n = 2x = 26), mas nove foram tetraploides (2n = 4x =
52). Os autores verificaram que as plantas tetraploides apresentaram caracteristicas
agrondmicas atraentes em comparagao com os controles diploides e que nesse caso
a variacdo somaclonal, embora néo seja desejada na propagacao in vitro, ofereceu

possibilidades de melhorar o valor agronémico de T. hirta.

46 Conclusao

O contetido 2C de DNA nuclear de P. flammea Lindley é 1,45 pg ou 1,4181 x 10%* pb.

O tamanho do genoma de P. flammea permanece estavel apos seu cultivo in vitro.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

