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RESUMO

MOURA, Mariana Neves, M.ScUniversidade Federal de Vigosa, Fevereiro de 28igbteses
filogenéticas baseadas em caracteres moleculares e estudostatnanho do genoma em
Dyckia Schult. & Schult.f. e Encholirium Mart. ex Schult. & Schult.f. (Bromeliaceae).
Orientador: Karla Suemy Clemente Yotoko. CoorientadoraadafCampostrini Forzza.

O géneroDyckia Schult. & Schult. f. contém espécies exclusivas na A@éilo Sul, cujos
centros de diversidade encontram-se no sul do Beasis areas de Cerrado. Das 132 spp.
reconhecidas, 129 ocorrem no Brasil e 112 sdo endémicas dalgBischolirium Mart. ex
Schult. & Schult. f. apresenta distribuicdo maigrites que se extende do sul do Mato Grosso do
Sul ao norte do Piaui, com uma alta diversidade nopa@sunupestres da Cadeia do Espinhaco
de Minas Gerais. Hoje sdo aceitas 27 espécidsndholirium das quais 13 sdo endémicas a
porcédo mineira da cadeia do Espinhaco. Esses dois gémenmsn® majoritariamente ambientes
de clima estacional na diagonal seca, formada pel@guda Caatinga, Cerrado e Chaés
espécies de ambos 0s géneros sao rupicolas, adagtadaesse hidrice possuem morfologia
externa caracteristica, com folhas suculentas enferite aculeada#\ delimitacdo dos géneros
Dyckiae Encholiriumtem sido alvo de controvérsias ao longo do histéricont@axico, o que se
deve a similaridade morfologica entre elapesar de existirem caracteres que os distinguem
(principalmente a posicdo do escapo floral). O principaltiwbjedesse trabalho foi testar o
monofiletismo deEncholirium através de inferéncias filogenéticas baseadas em duwes g
cloroplasto Vinte e duas espécies Bacholiriume sete d®yckiaforam coletadas nas cercanias
de 11 municipios ao longo da Diagonal Secaadquiridas da colecdo do Jardim Botanico do
Rio de Janeiro. As inferéncias filogenéticas geradas naensaism o monofiletismo de
Encholirium O segundo objetivo do trabalho foi obter os tamanhos dosrgendas espécies
em estudo para tentar encontrar evidéncias de separac@oosrdois géneros e verificar se
existe correlacao entre o tamanho do genoma e medidatuteras morfoldgicas. Nao foram
encontradas diferencas significativas do tamanho dos gendasaespécies classificadas nos
génerosDyckia e Encholirium (p = 0,9) e ndo foram detectadas relacdes entre medidas de
caracteres morfolégicos e tamanhos de genoma. Otakstibesse trabalho, somados a outros
ja publicados, sugerem a necessidade de revisdo taxondmicgéme®s para verificar se

trata-se ou ndo de um Unico taxon.
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ABSTRACT

MOURA, Mariana Neves, M.Sc., Universidade Federal de \dco&ebruary 2014
Phylogenetic hypotheses based on molecular characters and stsl of genome size in
Dyckia Schult. & Schult.f. and Encholirium Mart. ex Schult. & Schult.f. (Bromeliaceae).
Adviser. Karla Suemy Clemente Yotok@o-adviser: Rafaela Campostrini Forzza.

Dyckia Schult. & Schult. f. has 132 described species and is@uastxe South America genus,
whose species occur in diversity centers of southernilBaad in areas of Brazilian Savanna
(Cerrado). 129 species occur in Brazil and 112 are endemirs twotimtry.EncholiriumMart. ex
Schult. & Schult. f. has 27 species and presents a restacted distribution, which extends
from Southern Mato Grosso do Sul to North Piaui, with & lliyersity in Brazilian rocky fields
(Campos Rupestres) of the Espinhaco Range (Minas GeFhigeen species dincholirium
are endemic to this Range. These two genera occupy meadgrsal environments along the dry
diagonal, formed by the junction of Caatinga, Cerradd @haco. Species of both genera are
rupicolous adapted to water stress and have charactexstima morphology, with succulent
and strongly aculeate leaves. The delimitatio®wkia andEncholiriumhas been controversial
over their taxonomic history due to morphological sintilas, although there are characteristics
that distinguish them (mainly the position of the floredyse). The main objective of this study
was to test the monophyly dEncholirium through phylogenetic inferences based on two
chloroplast genes. Twenty-two speciesoicholiiumand seven oDyckia were collected near
of 11 municipalities along the dry diagonal or acquirexht the collection of the Botanical
Garden of Rio de Janeiro. The phylogenetic inferences giededid not support the monophyly
of Encholirium The second aim was to measure the genome sizes ofithedsspecies in order
to detect evidence of separation between the two generghaokl whether there is a correlation
between genome size and measures of morphological sasicNw significant differences in the
genome sizes obDyckia or Encholirium (p = 0.9) were found and no relationship between
measures of morphology and genome sizes were detetiededults of this study, together with
others already published, suggest that a new taxonomic rev¥idwe genera is needed to verify

whetherDyckiaandEncholiriumshould be classified into a unique taxon.
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INTRODUCAO GERAL

A regidao conhecida como “diagonal seca” abrange o cinturdo de florestas secas na
América do Sul, que se caracteriza pela baixa precipitagdta sazonalidade se estende por
trés dominios: Caatinga, Cerrado e Chaco, e ocupa unigd@antre a Amazbnia e Mata
Atlantica (Prado e Gibbs, 1993). A parte norte do cinturdorgéinada pela Caatinga, composta
de vegetacdo xerofila (resistente ao estresse hidric@art® central e ao sul da diagonal é
coberta pelo Cerrado, o segundo maior bioma brasileifongithdes de krf), que apresenta, nas
regides de maior altitude (platds com aflorament@tiasos), os Campos Rupestres (Silva &
Bates, 2002). Como essas regides tém solo raso comdagaaidade de retencédo da agua das
chuvas, contém espécies adaptadas ao estresse hidites, das quais sdo endémicas da regido
(Fiaschi & Pirani, 2009). A por¢cdo mais ao Sul da diagonal € daupelo Chaco, que se
estende pela Argentina, Bolivia e Paraguai até a pateedes Andes (Prado & Gibbs, 1993).

Ao longo da Mata Atlantica, existem remanescentes giet&geao xerica que tiveram uma
extensdo mais longa durante as glaciagdes do Pleistoceno (Ab’Saber, 1982; Bigarella &
Andrade-Lima, 1982; Prado & Gibbs, 1993; Pennington et al., 2000; Behling, &0ar),
guando um clima mais seco favoreceu a expansao das egulpéadas a tal condicdo no leste
do Brasil (Behling, 2002; Ledru et al., 2006; Werneck & Colli, 2006hliBg et al., 2007;
Safford, 2007; Caetano et al., 2008; Carnaval & Moritz, 2008).0Rtro lado, durante os
periodos interglaciais, ocorreram expansdes das fieréshidas e retracdo da vegetacao seca,
gue permaneceu em topos de morros de elevadas altitudesasondadicdes edafoclimaticas
nao eram propicias para o desenvolvimento de fisionoroigestiais, formando os campos de

altitude e os chamadasselbergs

O termoinselbergfoi introduzido pelo gedlogo aleméao Friedrich Bornhardtl&00 para
caracterizar montanhas pré-cambrianas, geralmente mwamlide gnaisse e granito (Guerra,
2001). Sao afloramentos rochosos tipicos do dominio ciorfatico semi-arido, que emergem
abruptamente acima das planicies que os cercam, formiindanscroclimatica e edaficamente
secos, sustentando uma vegetacdo altamente especi@dRoadmbski, 2007). Estes ambientes
contém um grande numero de espécies endémicas e a vegsaiEla (que se desenvolve

sobre fendas e cavidades onde ha acumulo de solo) aestissél extremamente rica em plantas



perenes resistentes as secas como bromélias, cactoguiEleas xerodfitas e suculentas
(Porembski, 2007).

A intensificacdo do esforco de coleta maselbergsbrasileios vem trazendo a luz novas
espécies de Bromeliaceae, endémicas desses ambientes rgec(lliame et al 2010).
Bromeliaceae é a maior das 37 familias de angiospermamnteadas principalmente ou
exclusivamente na Regido Neotropical, contendo 58 génexrsa® de 3.140 espécies (Stevens,
2013). Aproximadamente 44 géneros e 1305 espécies ocorrem sib @xa quais 1.180 sao
endémicas do territorio brasileiro (Forzza et al. 3201

Trabalhos sobre a biogeografia historica de Bromelkaoszstraram que suas linhagens
modernas comecaram a divergir ha cerca de 19 milhdesiate @ grupo teria surgido no
Escudo das Guianas, ao norte da Ameérica do Sul, e posterierseeespalhado centripetamente
pelo Novo Mundo (Givnish et al., 2007).

Bromeliaceae sempre foi reconhecida como um taxon abatar que vem sendo
confirmado nas hipoteses filogenéticas construidas a paetirdados morfoldégicos e
macromoleculares (Stevenson & Loconte, 1995; Chase, 41986, 2000). No entanto, existem
discordancias a respeito de seu posicionamento dentro dasctiledoneas nos diferentes
sistemas de classificacdo (e.g. Dahigren et al., 1985; CronG988) e hoje a familia se
posiciona como uma linhagem basal na ordem Poales (Chakg2900; Givnish et al., 2006;
Graham et al., 2006; APG, 2009). Estudos citogenéticos marstrgue a grande maioria das
espécies de Bromeliaceae apresenta n=25, com uma exoesg@EmeroCryptanthus(n=17)
(Benzing, 2000; Cotias-de-Oliveira et al., 2000; Palma-Sihal. e2004; Bellintani et al., 2005;
Ceita et al., 2008). Além disso, alguns estudos mostrameoraéncia de poliploidia (n=50 ou
75) nos género®rthophytum(Bellintani et al., 2005; Louzada et al., 201Dginacanthone
DeuterocohnigGitai et al., 2005).

Nas ultimas décadas, diversos autores vém questionandimitagélo das categorias
infrafamiliares em Bromeliacea, especialmente das subfesngildos géneros (e.g. Grant, 1992,
1993, 1996; Gouda, 1994; Leme, 1997; Givnish et al., 2004, 2007). Os grupos foram
inicialmente estabelecidos com base em caractesistiwafolégicas como posi¢cdo do ovario,

tipos de frutos e morfologia das sementes, delimitanés subfamilias: Pitcairnioideae,



Tillandsioideae e Bromelioideae (Smith & Downs, 1974, 1977, 1979%thS&niTill, 1998).
Porém, os primeiros trabalhos baseados nos principiossctsla filogenética (Gilmartin &
Brown, 1987; Terry et al.,, 1997; Horres et al., 2000) sugerirantifecialidade da divigo
proposta por Smith & Downs (1974).

Givnish et al. (2007, 2011) propuseram uma nova divisdo paemdiaf onde os
diferentes clados das antigas Pitcairnioideae foramadivat separadamente, e Bromeliaceae
passu a ser subdividida em oito subfamilias: Brewcarioideae, Brodciieae, Bromelioideae,
Hechtioideae, Lindmanioideae, Pitcairnioideae, Puyoiddakaadsioideae.

Com esta nova classificacdo, Pitcairnioideae passabrigar os géneroRitcairnia
L'Hér. (390 spp.)Dyckia Schult. & Schult.f. (ca. 160 sppfEncholirium Mart. ex Schult. &
Schult.f. (27 spp.)FosterellaL.B.Sm. (31 spp.) ®euterocohniaMez (incluindoAbromeitiella,
24 spp.) (Forzza et al., 2013pentro de Pitcairnioideas.s, Givnish et al. (2007, 2011)
sugeriram um grupo formado exclusivamente pelos géneros camegrhversificacdo nos
ambientes xéricos da América do Sul, denoaisrinformalmente de “clado xérico” e composto

por Encholirium, Dyckia e Deuterocohn{&igura J.

Ainda segundo as hipoteses obtidas por Givnish €2@0.7, 2011), os dois géneros com
caracteristicas morfolégicas e anatbmicas mésiedsa(rnia e Fosterellg diversificaram-se
anteriormente ddcladoxérico” (Dyckia Encholiriume Deuterocohniq Esses ultimos ocupam
majoritariamente ambientes de clima estacional ndsedgnominada arco-seco, que é formada
pela juncdo dos trés dominios fitogeograficos Caatingaia@e e ChacosgnsuPrado & Gibbs
1993). Incluem espécies rupicolas (sobre rocha), adaptaaalientes de estresse hidrico, que
possuem uma morfologia externa caracterisgoan folhas suculentas e fortemente aculeadas
(Benzing, 2000; Givnish et al, 2007, 2011; Smith e Downs, 1974yost&rellae Pitcairnia,
apesar de também ocorrerem em ambientes rochmsgsam areas mais Umidas e sombreadas
e sdo caracterizadas pela presenca de folhas finagieifte(Benzing, 2000; Givnish et al.,
2007, 2011; Smith e Downs, 1974).
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Figura 1. Distribuicdo dos cinco géneros de Pitcairniaielea regido Neotropical.
Fonte: Modificado de Givnish et al., 2004.

Dentro desse claddistoricamente houve muita controvérsia quanto a circigascde
Encholirium uma vez que varias das espécies atualmente classficarlagénero foram
originalmente descritas conyckia (Mez 1896, Smith 1987, Rauh 1987, Forzza & Wanderley
1998). Este problema permaneceu em aberto até 2001, quando EBetandpu 0 género

Encholiriumcom 27 espécies reconheciveis morfologicamente.

O géneroDyckia Schult. & Schult. f. contém espécies exclusivas na Amaéto Sul,
cujos centros de diversidade encontram-se no sul dadl Brams areas de Cerrado (Forzza,
2001). Das 132 spp. reconhecidas (Luther, 2008; Leme et al., 201@cdr2®m no Brasil e 112
sdo endémicas do pais (Forzza et al., 2013). Com exceg@antimal, h& registros de espécies
de Dyckia em todos os demais dominios fitogeograficos brasildiFoszza et al., 2013). Ja

EncholiriumMart. ex Schult. & Schult. f. apresenta distribuic@manestrita, que se extende do
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sul do Mato Grosso do Sul ao norte do Piaui. Com excaée&o horridume E. gracile que
foram registradas nosiselbergsda Floresta Atlantica, €. spectabile que tem algumas
populacdegm areas de transicdo da Caatinga para a Florestaidst/andas as demais espécies
de Encholirium sdo encontradas nos afloramentos rochosos nos identia Caatinga e do
Cerrado, com uma alta diversidade nos campos rupestreadtga@o Espinhago de Minas
Gerais (Forzza, 2001, 2005).

Dyckia apresenta folhas coriaceas; inflorescéncia axilaredlononoclinas de coloracéo
dourada, laranja, vinacea ou vermelha; pétalas imbricadasatas na base, formando um tubo
juntamente com os filetes; sépalas menores que asagpétgiéndices petalineos ausentes,
estames geralmente inclusos na corola, estilete certo Wtrapassar as anteras; sementes
achatadas com uma ala dorsal (Smith & Downs, 1974; Forzzaggvley, 1998)Encholirium
também apresenta folhas coriaceas, fortemente daslem maioria das espécies; inflorescéncia
terminal com bracteas muito desenvolvidas e semelhastdslhas; flores monoclinas, com
coloracdo variando do verde ao amarelo ou, mais ratam@&seas ou vinaceas; pétalas livres,
apéndices petalineos ausentes e estames e estigméessexsa maior parte das espécies;
sementes com superficie celular homogénea e o emlwiépletamente circundado por uma

Unica ala (Forzza, 2005).
O Problema de delimitacdo dos géneros

De acordo com a hipotese filogenética, baseada emeamenorfoldgicos, inferida por
Forzza (2001), o géneidyckia € monofilético (ndo era monofilético até o reposicioeato de
D. biflora Mez em Encholirium biflorum(Mez) Forzza; Forzza, 2005), suportado por quatro
sinapomorfias: escapo axilar, bracteas do escapo difeagdolhas desde a base, presenca de

nectarios extranupciais nas sépalas e presenca de taletgstaminico.

O histoérico da taxonomia do grupo, no entanto, sugere que atdefimidos géneras
mais complexa do que parece em uma primeira andlise. &ipineferéncia dencholiriumfoi
apresentada por Spix & Martius (1828). Schultes & Schultes (J@8tljcaram varios novos
géneros em Bromeliaceae, dentre el&scholirium, com apenas uma espécke, spectabile
Baker (1889) posicionotEncholirium como subgénero d®yckia, juntamente com outros

géneros descritos por Schultes & Schultes (1830). Mez (18&tpbeleceu o género



Encholirium, reconhecendo as espécieés spectabilee E. glaziovii Logo em seguida, Mez
(1896) adicionouE. subsecundumanteriormente descrita conid. subsecundunpor Baker
(1889)e em 1908, UIE&. rupestree E. densiflorumDesta forma, até o inicio do século passado

0 género somava cinco espécies

Ja no século XX, L. B. Smith (Smith, 1955; Smith & Downs, 1&Mith & Read, 1989)
elevou consideravelmente o nimero de taxons desenitosncholirium Rauh (1987) prop6s
para género um complexo informal denominado “longipedicellaturfi. Seguindo 0 conceito deste
autor estariam posicionadas neste compexeeflexum E. biflorum E. heloisagE. vogelii E.
scrutor e E. pedicellatumtodas endémicas da Cadeia do Espinhaco de Minas Geraws. Esta
espécies foram descritas, na grande maioria, originédémem Dyckia e, posteriormente,
transferidos par&ncholirium (Mez 1896, Smith 1987, Rauh 1987, Forzza & Wanderley 1998).
Outros autores (Mez, 1896; Smith, 1955, 1987; Smith & Downs, 1974; FA&9& Forzza &
Wanderley, 1998) discutiram o posicionamento incerto desteogeugpropuseram que 0

complexo “longipedicellatum” poderia constituir um género a parte.

No entanto, a hipotese filogenética apresentada por Forzza (@2GEada apenas em
dados morfolégicos) sugere queEncholirium é parafilético e que o complex®yckia-
Encholirium constitui um clado. Vale destacar que nesta hipotesalmesnde sustentacdo dos
ramos sao extremamente baixos e néo fica clarosgualo melhor posicionamento das espécies
hoje mantidas enktncholirium. Finalmente, Forzza (2005) publicou a revisdo completa do
grupo, de modo que hoje sdo aceitas 27 espécieaawlirium (Forzza et al., 2013), das quais

13 sdo endémicas a porcdo mineira da Cadeia do Espinhaco (€oazz2012
Objetivos

Um dos objetivos deste trabalho foi inferir hipétesegéiftéticas baseadas na analise da
variacdo molecular de sequéncias génicas de cloroplgsaosa, testar o monofiletismo de
Encholirium (capitulo 1). O esforco amostral foi de 22 espécieErd#olirium coletadas nas
cercanias de 11 municipios ao longo da Diagonal Seca driddguda colecdo do Jardim
Botanico do Rio de Janeiro, incluindo representantes desgdapos potencialmente distintos
Durante as expedicfes de coleta, também foram amostaadaspécies dByckia que co-

ocorrem com as populacdes BEecholirium num total de sete espécies. O segundo objetivo foi



testar hipéteses a respeito das consequéncias morfald@gcpossiveis alteracbes no tamanho
dos genomas (capitulo 2). Para isso, o tamanho do gengrespicies coletadas foi estimado
dados de descricdes das mesmas foram retomados da BEeemtubusca de medidas de
estruturas morfolégicas que pudessem ser avaliadas conjntgacoen os tamanhos de genoma.
Além dos dados gerados no laboratério, os dados depositadoaneos publicos de dados (o
GenBank para as sequéncias nucleotidicas e o0 Kew Royal &dt&airdens, para os tamanhos

de genoma) também foram utilizados
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CAPITULO |

Hipodtese filogenética molecular do géner&ncholirium e suas relacbes com espécies do
géneroDyckia (Bromeliaceae)

Mariana Neves Moura, Karla S. C. Yotoko, Rafaela Cz&aor

RESUMO - A delimitagdo dos génerddyckiae Encholiriumtem sido alvo de controvérsias ao
longo do histérico taxondmico, o0 que se deve a fatore® @grande semelhanca morfolégica
entre eles, principalmente considerando os caracteres taggta sobreposicdo das areas de
ocorréncia; e ao fato de que muitas espécies desdat&ncholirium foram originalmente
descritas como sendo espéciesekia Esse trabalho objetivou testar o monofiletismo de
Encholirium através da andlisela variacdo molecular de duas sequéncias génicas de
cloroplastos matke ndhf. O esforgo amostral foi de 22 espécies=thcholirium coletadas nas
cercanias de 11 municipios ao longo da Diagonal Seca eriddguda colecdo do Jardim
Botanico do Rio de Janeir®urante as expedicdes de coleta, também foram amostaadas
espécies déyckia que co-ocorrem com as populacdes Ehcholirium num total de sete
espéciesAs hipoteses moleculares geradas, no entanto, ndo refistdiferencas morfologicas
gue existem entr®yckia e Encholirium o que pode ser explicado por trés causas: a primeira,
relativa & auséncia de resolucéo filogenética dos gatedaeos; a segunda, evolutiva, de que
Dyckia e Encholirium tenham divergido muito recentemente; e a terceirantaxica, ou seja,
gueDyckiae Encholiriumsejam um unico taxon ao invés de dois. Os resultados ttabslho,
somados a outras evidéncias ja publicadas, sugerem a nadesd@ revisdo taxondmica dos
géneros para verificar se a subdivisdo dos mesmasterafbis grupos naturais ou se eles

deveriam passar a constituir um Unico taxon.

Palavras-chave:matk ndhf, analise Bayesiana, politomia basal.
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INTRODUCAO

A partir de estudos baseados em caracteres morfolo@aath & Dows (1974, 1977,
1979) e Smith & Till (1998) reconheceram trés subfamilias em &raceae (Pitcairnioideae,
Tillandsioideae e Bromelioideae), que mais tarde a pdetiinferéncias filogenéticas foram
contestadas (Gilmartin & Brown, 1987; Terry et al., 1997b; é®at al., 2000)Recentemente,
os estudos taxonOmicos ganharam o apoio de ferramembéeculares, que vém sendo
amplamente utilizados para fundamentar a juncdo efpnegacdo de grupos taxondmicos a
partir de critérios de homologia. Baseado nesse tipo ateaator, Givnish et al. (2007, 2011)
reestruturou as relacdes infrafamiliares e propds &egis de oito subfamilias.

Com esta nova classificacéo, Pitcairnioideae passdwigar os génerdgitcairnia (390
spp.), Dyckia (ca. 160 spp.)Encholirium (27 spp.),Fosterella (31 spp.) eDeuterocohnia
(incluindo Abromeitiella,24 spp.) (Forzza et al., 2013). As hipoteses apresentad@svmish et
al. (2007, 2011) também demonstraram a existéncia de um oladadb exclusivamente pelos
géneros com grande diversificacdo nos ambientes xéricdsmdaica do Sul Encholirium,

Dyckia e Deuterocohnja

Dentro desse grupo, a delimitacdo dos génd@wgeskia e Encholirium foi alvo de
controvérsias ao longo do histérico taxondmico, o quedeee a fatores como: grande
sanelhanca morfolégica entre ele, principalmente considerams caracteres vegetatiyos
sobreposicdo das areas de ocorréncia (Figura 1, Intodbeéad) e ao fato de que muitas
espécies descritas @mcholiriumforam originalmente descritas como sendo espéci€ydea
(Mez 1896, Smith 1987, Rauh 1987, Forzza & Wanderley 1998

Nas décadas de 1980 e 1990 alguns botanicos (Rauh, 1987; Leme, 19951@9Dss
Forzza & Wanderley, 1998) publicaram espécies novas ou propuseteanséeréncias de
espécies ddyckia paraEncholirium. Em 2001, Forzza construiu uma hipétese filogenética
(Figura 3 baseada em caracteres morfoldgicos e sugeriu que asespeizyckiacompdem um
grupo monofilético (ndo era monofilético até o reposiaimento deD. biflora Mez em
Encholirium biflorum(Mez) Forzza; Forzza, 2005), o que é suportado por quatmosnaafias:
escapo axilar, bracteas do escapo diferentes das folede debase, presenca de nectarios

extranupciais nas sépalas e presenca de anel pétattrésta
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Brocchinia

[ Dyckia macedoi

Dyckia rariflora

Dyckia ursina

— Dvyckia sordida
— E. biflorum
E. scrutor

E. heloisae

E. pedicellatum

E. irwinii

E. magalhaesii
Deuterocohnia

Pitcairnia

Figura 2. Hipotese filogenética obtida através de caracteres morfolagis. Arvore de consens
estrito, baseada em caracteres morfoldgicos, mostrando o iletisob deDyckia e o parafiletismc
Encholirium(modificado de Forzza 2001) em Pitcairnioideae.

Porém, segundo essa hipotese filogenética, baseada emndado®gicos, o género
Encholiriumseria parafilético, por cont®&euterocohniae Piticairinia. Vale destacar que nesta
hipotese os indices de sustentacédo dos ramos samaxteaite baixos e ndo fica claro qual seria
o melhor posicionamento das espécies hoje mantidaSnetmolirium Posteriormente, Forzza
(2005) publicou a revisdo completa do grupo, de modo que hojecediasa?27 espécies de
Encholirium (Forzza et al., 2013), das quais 13 sdo endémicas a puoigéma da cadeia do

Espinhaco (Forzza et al., 2012

Hipoteses filogenéticas mais recentes e baseadaaranteres moleculares, corasde
Givinish et al. (2011, 2013) e Rex et al. (2009), demonstraranolgdepna na resolucdo da
filogenia deDyckiae Encholirium.No entanto, pouco se pdde afirmar sobre a relacdoesses
dois géneros visto que apenas dois terminai€eholirium foram utilizados no primeiro
trabalho e um no segundo. Nenhum gene utilizado manifestalufifogenético para a relacao

interespecifica dByckiae a arvore apresentou uma grande politomia.

O objetivo do presente trabalho foi construir hipéteskegyeinéticas baseadas em
caracteres moleculares (especificamente dois genescaddifes do DNA do cloroplasto) para
testar o monofiletismo dencholirium O esforco amostral foi de 22 espécieEteholiriume

oito deDyckia, coletadas nas cercanias de 11 municipios ao longo da Digguaae adquiridas
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da colecdo do Jardim Botanico do Rio de Janeiro (JBE3pécies dePitcairnia e
Deuterocohniaforam incluidas na andlise comatgroup (provenientes da colecédo de plantas
vivas do JBRJ e da utilizagdo de sequéncias disponiveis na@enB

MATERIAL E METODOS

Obtencéo dos espécimesxtracdo do DNA

As amostras foram coletadas durante cinco expedicoeandgo em trés localidades no
estado de Goias: Niquelandia, Vila Procopio e Piren6potifoeno estado de Minas Gerais:
Grao Mogol, Cristalia, Diamantina, Datas, Serro, Predieléfubischek, Concei¢cdo do Mato
Dentro e Santana do Riacho (FiguraTabela 1). As coletas foram feitas preferencialmente
durante o periodo de floragéo das espécies e as localdiadeseta foram escolhidas de modo a
incluir o maior namero possivel de espécies do géaaoholirium além de pontos onde héa co-
ocorréncia dos génerd3yckia e Encholirium Além disso, foram amostrados os espécimes
depositados no Bromeliario do Jardim Botanico do Rio derdamenforme mostrado na Tabela
2.

A amostragem consistiu na retirada de pequenos fragmeetdscido foliar jovem,
armazenados em silica gel até a volta ao laboratériodquaram congeladas em freezer’@0
Alguns individuos foram coletados inte&r e estdo em cultivo no Bromeliario do Jardim
Botanico do Rio de Janeiro. De cada espécime em est@garugivo, foi feita uma exsicata,

ser tombada no Herbario do Jardim Botanico do Rio de daceimo material testemunho.
Escolha dos marcadores moleculares

Antes do inicio do trabalho, realiz@euma busca na literatura por sequéncias utilizadas
em estudos anteriores conteridgckia e Encholirium cujo resultado sugerisse variacdo dentro
de pelo menos um desses géneros. Nessa primeira busaa,sefpiéncias nucleares e do DNA
do cloroplasto (cpDNA) foram encontradas. Dessas, duas resgsiédo cpDNA foram
selecionadas pelo seu uso tradicional em problemas dgorelmento interespecifico, onde
frequentemente revelam alta resolucao filogenéticapagocionando a inferéncia de hipoteses

filogenéticas confidveis (Freitas e Bered, 2003). As duas se@séescolhidas foram o gene
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ndhf, que codifica para uma das subunidades da enzima NADH desidsegdo cloroplasto, e o

genematk que codifica para uma maturase.

Mapa de Biomas

A Pontos de Coleta Biomas

[2]
Limites Estaduai oni =
mites Estaduais - Amazobnia 7—;8
Caatinga &
- Cerrado

[ Mata Atiantica

°0'0"W 40°00"W
Notas: Projecdo CGS/WGS84
Fonte: IBGE 0 145 290 58& "
I

Figura 3. Mapa dos pontos de coletaPrincipais localidades amostradas nos estadc
Goias e Minas Gerais (Biomas do Brasil. Fonte: Adaptado de IRGE,). As espécie:
coletadas por municipio demarcado estéo listadas na Tabela 1.
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Tabela 1.Lista das espécies @yckiae Encholiriumcoletadas com data, localizacdo geografica e Municipio d&cole

Identificacao Data Latitude Longitude Municipio
Dyckia mello-barretoL.B.Sm. 02/06/12 19°20'15" S 43°25'31"W  Conceicdo do Mato dentro, MG
Dyckia saxatilisMez 20/01/13 18°20'58.4" S 43°33'06.3" W Diamantina, MG
Dyckiasp.1 14/08/13 16°44'10.0" S 42°58'34.4" W  Cristalia, MG
Dyckiasp.2 17/08/13 - - Diamantina, MG
Dyckiasp.3 21/01/13 18°40'45.9" S 43°36'08.9" W Presidente Kubitschek, MG
Dyckiasp.4 25/01/13 14°09'56.4" S 48°22'00.4" W Niguelandia, GO
Dyckiasp.5 19/04/13 19°21'49.7" S 43°20'01.8" W Santana do Riacho, MG
Dyckia ursinaL.B.Sm. 18/01/13 - - Santana do Riacho, MG
Encholirium diamantinunfrorzza 20/01/13 18°22'27.4" S 43°32'58.5" W Diamantina, MG
Encholirium biflorum(Mez) Forzza 21/01/13 18°11'26.8" S 43°37'39.8" W Diamantina, MG

08/05/13 18°11'26.8" S 43°37'39.8" W Diamantina, MG
Encholirium heloisae(L.B.Sm.) Forzza & Wand. 19/04/13 19°15'37.0" S 43°33'06.4" W Santana do Riacho, MG
Encholirium irwinii L.B.Sm. 14/08/13 16°35'29.1" S 42°54'44.3" W  Grao Mogol, MG

15/08/13 18°11'26.8" S 43°37'39.8" W  Grao Mogol, MG
Encholirium luxorL.B.Sm. & R.W.Read 24/01/13 - - Vila Propicio, GO
Encholirium magalhaesli.B.Sm. 19/01/13 18°18'39" S 43°52'44" W  Diamantina, MG

21/01/13 18°18'39" S 43°52'44" W  Diamantina, MG

16/08/13 - - Diamantina, MG

17/08/13 - - Diamantina, MG
Encholirium pedicellatum(Mez) Rauh 08/05/13 18°11'26.8" S 43°37'39.8" W Diamantina, MG
Encholirium pulchruntorzza et al. 19/04/13 19°21'57.7" S 43°19'58.8" W Santana do Riacho, MG
Encholirium scrutorL.B.Sm.) Rauh 21/01/13 - - Datas, MG
Encholirium subsecundu(@aker) Mez 02/06/12 19°20'15" S 43°25'31"W  Conceigdo do Mato dentro, MG

18/01/13 19°14'51.0"S 43°30'35.9"W  Santana do Riacho, MG

18/01/13 - - Santana do Riacho, MG

20/01/13 18°21'02.3" S 43°33'07.1"W Diamantina, MG

20/01/13 18°22'27.4" S 43°32'58.5" W Diamantina, MG

21/01/13 18°39'14.1" S 43°33'26.6" W Presidente Kubitschek, MG

18/01/13 19°14'51.0"S 43°30'35.9"W  Santana do Riacho, MG
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Tabela 2.Lista das espécies de Pitcairni@debtidas da colecdo do Jardim Botanico do Rio de Janeiro,

com respectivos nimero de registro (RB), nome do coletdmeno de coleta (# coleta).

Espécie RB Coletor # Coleta
Dyckia choristaminedlez - Detteke 79
Dyckia distachyaiassl. - G. Martinelli 14907
Dyckia pseudococcindaB.Sm. - P. Ormindo 613
Encholirium agavoided~orzza & Zappi 504154 R.C. Forzza 5475
Encholirium ctenophyllurrorzza & Zappi 504157 R.C. Forzza 5455
Encholirium eddestevedieme & Forzza 485542 G. Martinelli 16387
Encholirium erectiflorunL.B.Sm. - Bromeliario 1577
Encholirium gracileL.B.Sm. 459950 R.C. Forzza 5762
Encholirium horridumL.B.Sm. 462618 R.C. Forzza 5793
Encholirium scrutor(L.B.Sm.) Rauh 58333 R.C. Forzza 4856
Encholirium spectabiléart. ex Schult. & Schult.f. 331722 G. Martinelli 15058
Encholirium subsecundu(Baker) Mez - R.C. Forzza 4890
Pitcairnia barbatostigmd.eme & A.P.Fontana 462404 D. P. saraiva 17
Pitcairnia bradeiMarkgr. 558381 R.C. Forzza 4892
Pitcairnia burchelliiMez 547243 D. P. saraiva 271

Obtencao das sequéncias

O DNA total foi extraido a partir de tecidos foliares deg@hios em silica-gel, utilizando

o Kit de extracdo de DNA (Nucleo Spin PLant-lIMacherey NAgel). Os fragmentos foram

amplificados utilizando a PCR (reacdo em cadeia da pokegekéullis et al., 1986) com volume

final de 25 ul e as seguintes concentracfes: 0,05 U/ul dag@@NA Polimerase (Promega),
dNTPs 200 pm, MgGl 2,5 mM, Tampao de reacdo 1X, 0,3 um de cada prifoenvdrd e

reversg e 2 il de DNA. As condi¢des do termociclador durardaenplificagcdo foram: 5 min de

desnaturacao a 95 °C, seguida de 50 seapdealinga 55 - 45 °C e 1 min de extensédo a 72 °C.

Depois dessa fase tieuch downforam feitas mais 40 ciclos com temperaturaadeealingde

45 °C (50 seg) e 2 min de extenséo (72 °Ok primers especificos das duas regides de DNA

plastidial (cpDNA) escolhidas foram utilizados paramplificacdo do material extraido, em

termociclador BIOER (Tabela 3).
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Tabela 3.Sequénciaés’- 3”) dos primers utilizados na amplificacdo pelo PCR.

Ref. Primer Sequéncia

Crayn et al. 2004 Matk 909 (F) GGGGTTGCTAACTCAACGG
Matk 2 (R) AACATAATGCATGAAAGGATCC

Terry et al. 1997a Ndhf32 (F) TACCTTTTCTTCCACTTCCAGTT
Ndhf745(F) TGGTTACCTGATGCTATGGAAGG

Ndhf1318 R) GAAACATATAAAATGCGGTTAATCC
Ndhf2110 (R) CCCCCTATATATTTGATACCTTCTCC

Os produtos de PCR obtidos foram purificados no laboratonoac&it Wizard SV Gel
and PCR Clean-UP System (Promega) seguindo o protocolo e feraados para
sequenciamentma enpresa Macrogen (http://dna.macrogen.com), localizada o@ia; de
acordo com as especificacdes sugeridas pelo laboratorio (volume minimo de 20 pl por amostra

numa concentracao de 100 ng/pul).

As sequéncias nucleotidicas dostgroups neste estudo foram obtidas a partir do

National Center Informacdo de Biotecnologi - GenBankp(ttvww.ncbi.nlm.nih.goy, assim

como sequéncias de outras espécieSmoliriume Dyckiaque também foram encontradas no

banco de dados e incluidas na analise.
Alinhamento e Andlise Filogenética

As sequéncias foram avaliadas com o auxilio dos programasgHpnae (Ewing &
Green, 1998, Ewingt al., 1998) eConsed(Gordon et al., 1998), que permitem a obtencdo de
contigs (juncéo das sequénckmwvard e Reversg para cada espécime e o alinhamento foi feito

com o auxilio do programa MEGA 6.5 (Tamura et al., 2011).

As andlises filogenéticas foram realizaddsavés da Inferéncia Bayesiana)(l&m o
programaMr Bayes 3.12 (Huelsenbeck & Ronquist2001). O programa MrModelTest 2.3
(Nylander 2004) foi utilizado para delimitar quais parametrosraeveser inferidos através da

analise bayesiana para cada conjunto de sequéncias.

Para inferira arvore através dd, foram realizadas duas corridas independentes, cada
uma com quatro cadeias simultdneas (uma cadeia frigs gqientes)comecando com quatro
diferentes arvores aleatérias modificadas atrded®® geracdes de MCMC (Metropolis-coupled

Markov Chan Mont Carlo) (Ronquist & Huelsenbeck 20@3) corridas foram monitoradas para
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garantir que o desvio padrao entre as cadeias frias (agioev@rossimilnanga) ndo fosse maior

qgue 0,01 no finalApGs a corrida, todas as arvores que apresentaram weitbasga menor que

a do plat6 (arvores gelas durante o “aquecimento da cadeia”) foram retiradas para a construgéo

de uma topologia consenso. A topologia consenso temcarpagem de vezes que cada ramo
apareceu em todas as topologias, e isso € tradicionalimtetpretado como a probabilidade

posterior de cada n6 da filogenia.

RESULTADOS

A partir do alinhamento das sequéncias dos gemsk e ndhf, foram inferidas duas
hipéteses filogenéticas que estdo mostradas nas Figura 4 Figura 5

O alinhamento de 12 sequéncias do gerak de Encholirium e quatro deDyckia
resultou em 834 sitios dos quais 17 sdo variaveis. Uma haséanBank pelos outgroups mais
apropriados (géneros proximos) resultou em duas espéxiesuderocohnia (D. brevispicata
Rauh & L. Hrom e D. scapigeraRauh & L. Hrom.) M.A. Spencer & L.B. Sm.) e uma espéci
de Pitcairnia (P. feliciana(A. Chev.) Harms & Mildbraed). No entanto, o alinhanosemiostrou
gue a sequéncia de. feliciana € duvidosa, pela grande quantidade de sitios polimérficos
exclusivos dessa sequéncia (dados ndo mostrados). Romeswo, utilizamos apenas as

sequéncias dBeuterocohniacomo outgroups.

O alinhamento de 18 sequéncias do gate de Encholiriume oito deDyckia resultou
em 1209 sitios dos quais 32 sao variaveis. Foram utilizadog oatgroups sequéncias &e

burchellii, P. bradei(obtidas no laboratéria Pitcairnia felicianae P. carinataMez (GenBank).

A Tabela 4mostra os numeros de acesso das sequéncias utilizadasrabsdio que
foram obtidas do GenBank. Os outgroups utilizados nas duares diferiram em funcédo da
disponibilidade de sequéncias de qualidade desse banco de dados.

Tabela 4.Numero de acesso das sequéncias utilizadas na analisedtiogeno presente trabalho, para
0s genesnatk e ndhfobtidos no NCBI.

Sequéncia  Espécie # GenBank
Mat k Deuterocohnia brevispicata EU681889.1
Deuterocohnia scapigera EU681888.1
Dyckia encholirioides EU681883.1
Dyckia estevesii EU681886.1
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Dyckia goehringii EU681884.1

Encholirium horridum EU681887.1
Ndfh Dyckia dawsonii HQ895744.1
Dyckia aff. marnier-lapostollei FJ861137.1
Encholirium inerme HQ895747.1
Encholirium irwinii HQ895748.1
Encholiriumsp. L75862.1
Pitcairnia feliciana AY438609.1
Pitcairnia carinata L75902.1

Ambas as hipoteses filogenéticas mostram que, depois da Sepdas; outgroups, as
espéciesDyckia e Encholirium ndo formaram grupos monofiléticos. De fato, as arveees
apresentam muito mal resolvidas, com uma grande politoanizase do ramo e poucos ramos

contendo pares de espécies agrupados.
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E. spectabile

E. scrutor

E. vogelli

E. pulchrum

Encholirium sp.

0,51

E. horridum

0,62

E. agavoides

0,56 D. estevesii

D. goehringii

D. encholirioides

E. biflorum
E. scrutor

E. irwinii

E. diamantinum

0,75
Dyckia sp.

Deuterocohnia brevispicata

Deuterocohnia scapigera

0,006

Figura 4. Hipotese filogenética obtida com o genmatk Arvore obtida pela inferéncia bayesiana con
sequéncias do gemeatk para os génerddyckia e Encholirium Os valores dos nés da arvore indicar
probabilidade posterior de cada né e duas sequéncias foraradatdi comautgroup Deuterocohnia
brevispicata(Gen Bank EU681889) E Deuterocohnia scapiger@GenBank EU681888)1

23



E. irwinii
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E. inerme

E. sp
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D. ursina
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Figura 5. Hipotese filogenética obtida com o genedhf. Arvore obtida pela inferéncia bayesiana com as sequénciasndmdjg para os
géneroDyckia e Encholirium Os valores dos nés da arvore indicam a probabilidade postamsequéncias das espébBigsairnia feliciana
(GenBank AY438609.1)P. carinata(GenBank L75902.1)P. burchelliie P. bradeiforam utilizada comoutgroup
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DISCUSSAO

Em estudos de delimitacdo de tdxons, os pesquisadores mmabthiwote tém se baseado
em caracteres morfologicos. Mais recentemente, femtamsemoleculares tém sido amplamente
utilizadas, o que se justifica pela busca de linhagens evolutitandéstintas. Idealmente, as
duas abordagens devem convergir, mas esse nem sempreutarioe(Schlick-Steineet al.,
2010). Os motivos pelos quais as abordageorfolégicas sadlistintas das moleculessao os
mais variados, mas em geral estdo relacionados a mddsréorcas evolutivas atuando nos

caracteres moleculares e morfoldgicos.

Caracteres morfolégicos geralmente estdo sujeitoslexd® direcional, o que pode
resultar em convergéncias em funcdo do ambiente, alépodiErem apresentar plasticidade
fenotipica. Ja os caracteres moleculares, normaémetilizados em estudos de reconstrucao
filogenética, apresentam variacdo neutra (sequénciaBcaddras costumam estar sujeitas a
selecéo purificadora, e sequéncias nao codificadorasaemite ndo sdo afetadas pela selecao
natural). Além disso, 0os genes utilizados podem ndo apaeseariacdo compativel com os
taxons em estudo (falta de sinal filogenético) (Frankha®®5; Hard 1995; Waldman e
Andersson, 1998-utuyma, 1998; Rundle et al., 20®eed e Frankham, 2001).

No presente trabalho, as hipoteses moleculares tambémefiétem as diferencas
morfologicas que existem entByckia e Encholirium o que pode ter duas causas: a primeira,
metodoldgica, da auséncia de resolucéo filogenéticgeattess estudados; e a segunda, evolutiva,

de queDyckiae Encholiriumtenham divergido muito recentemente.

A escolha dos genematke ndhf (do cloroplasto), foi feita apés uma busca na literatura
por sequéncias utilizadas em estudos anteriores, conymdtia e Encholirium, cujo resultado
sugerisse variacdo dentro de pelo menos um desses géngr@vnish et al. 2007, 2011). No
entanto, genes do cloroplasto evoluem lentamente, omugerl € compativel com hipoteses
filogenéticas interespecificas, mas pode ndo ser compatbm a evolucdo dentro de
Encholiriume ndo vaar o suficiente para apresentar sinal filogenético da sepaideste com
Dyckia De fato, Givnish et al. (2011), também através de métoddscuiares (sequéncias

nucleares e de cloroplasto), sugeriram Baeholiriumteria divergido déyckia ha apenas 2,4
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milhdes de anos. Nesse sentido, trata-se de um grupo eceiate, e sequéncias que apresentam
maior variacdo podem ser mais apropriadas para testarosediletismo.

Além dissq Dyckiae Encholiriumdivergem principalmente pela posi¢céo do escapo floral
(ver descricdo das espécies na Introducdo Geral). Comfastudos recentes sobre o
desenvolvimentoem plantas, caracteres florais podem surgir ou desaparesergé€nes
relacionados a formacdo destes caracteres podem sdosligai desligados) por mutacfes
pontuais em genes de regulacég(Segato et al., 201.3Com isso, mesmo considerando uma
diversificacdo muito recente dencholiriume Dyckia é possivel separar morfologicamente os
géneros 0 que nao precisa, necessariamente, ser acompdehaddificacdes moleculares nos

genes utilizados.

Outra possibilidadegque ndo pode ser descartada, € a de que ndo exista a sepana;ao
Dyckiae Encholiriume que estes dois taxons sejam melhor classificadopenasum género.
De fato, os trabalhos de Givnish et al. (2007), utilizandmcteres foliares externos e
anatdémicos, sugerem a subdivisdo deaPiioiodeae em dois clados monofiléticos: meésico
(Pitcairnia + Fosterelld e xérico Deuterocohniat+ Dyckia + Encholirium). Dentro do clado
xérico, eles também apontaram a existéncia de algumaposiorfias enDeuterocohniae
outras emDyckia + Encholirium sem contudo especificar sinapomorfias dentro desses dois
géneros. Este mesmo resultado foi encontrado recemtierper Santos-Silva et al. (2013), em

um estudo mais refinado, baseado exclusivamente em casaatmtomicos foliares.

Outro argumento em favor da juncaol@gckiae Encholiriumem um mesmo género € a
dificuldade de diagnostica-los no campo na ausénciasdapo floral. Nesse sentido, tratar
Dyckia e Encholirium como um género sé traria consequéncias positivas sodos

fitogeograficos.

Diante disso, os resultados apresentados no presenadhdrabnde nao foi possivel
distinguir molecularmente os dois géneros, apresentaism mm argumento para a juncdo dos
mesmos. No entanto, a auséncia de evidéncia nao signifi@neia de auséncia. Com isso, a
juncéo dos géneros deve levar em conta a auséncia gdersmrdias dentro de cada taxon e estar

em acordo com o0s taxonomistas da area, que devem resisa-4e for o caso, propor a juncao.
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CAPITULO I

Comparacao do contetdo de DNA nuclear entre espécies dos génddgskiae Encholirium
(Bromeliaceae)

Mariana Neves Moura, Karla S. C. Yotoko, Rafaela CzZarLyderson Facio Viccini

RESUMO - Em casos de diversificagdo recente de géneros, a adafissequéncias
usualmente utilizadas em estudos filogenéticos pode nadilseomo ferramenta taxonémcia
porque essas podem ndao ter tido tempo suficiente para acaifedancas detectaveis. Por outro
lado, modifica¢des bruscas no tamanho do DNA, como avidigd ou poliploidias, ocorrem em
curtos periodos de tempo (de uma geracdo para a outra)comsequéncia de rearranjos ou
duplicagbes cromossdémicas, muito comuns em plantatddisso, o objetivo do presente
trabalho foi testar hipoteses a respeito das conseqgémnoirfolégicas de possiveis alteracées no
tamanho dos genomas de espéciesDgekia e Encholirium que apresentam diferencas
morfologicas (principalmente a posicdo do escapo Jjlorgue no entanto ndo foram
acompanhadas por diferengcas moleculares, uma vez que aséfpbibgenéticas que incluem
os dois géneros obtidas até entdo nao sustentam diletisrTao deDyckiaou Encholirium Para
isso, o tamanho do genoma das espécies coletadas foadste dados de descricbes das
mesmas foram retomados da literatura em busca de mathdastruturas morfolégicas que
pudessem ser avaliadas conjuntamente com os tamanhos degéitém dos dados gerados no
laboratorio, tamanhos de genoma depositados no Kew RotabiBal Gardens, também foram
utilizados. Nao foram encontradas diferencas significatida tamanho dos genomas das
espécies classificadas nos génddgskia e Encholirium (p = 0,9). Também, néo foi detectada
gualquer relacdo entre medidas de caracteres morfoldgiesse caso altura da planta, diametro
da roseta e comprimento do escapo floral) e o tamardigelmmas das diferentes espécies. Em
suma, os valores estimados de tamanho de genomayekia e Encholirium ndo fornecem
pistas de uma possivel separacdo entre os génerdsntativa de correlacdo com medidas

morfoldgicas néo fornece evidéncias de evolucédo adegtati tamanho do genoma.

Palavras-chave: Evolu¢do adaptativa x evolucdo neutra; tamanho do genoma; citometria de
fluxo;
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INTRODUCAO

A compreensao de padrdes e processos envolvidos na especiagiubientes tropicais
€ uma questdo amplamente debatida em diversos foruns,mdgi@judar a compor as teorias
relacionadas a diversificacdo nos tropicos e a comgeegrorque estes ambientes abrigam um
namero tdo maior de espécies que ambientes temperadosirfsla@®01; Diniz-Filho et al.,
2009)

Estudos que envolvem a diversificacdo de animais utilizagnéseias mitocondriais
como ferramenta basica, que na maioria dos casos earnniferéncias de padrdes e processos
historicos de diversificagdo (Moraes et al., 2009; Resenale 010). Em plantas, no entanto, o
problema é quase sempre encontrar um marcador adequado, zim@aevas mitocondrias
presentes nas plantas apresentam muito menos vagaeaas mitocondrias animais (Freitas e
Bered, 2003; Cristiano et al., 2012). Neste sentido, divegenss nucleares e de cloroplastos
vém sendo utilizados para inferir hipéteses filogenéticagpkamias, mas, em se tratando de
taxons tropicais, a variacdo detectada nestes genese sprapre muito menor que a esperada

para espécies morfologicamente distintas (FreitasedB2003.

Conforme demostrado no Capitulo 1, a delimitacdo do gé&fmeboliriumainda € uma
guestdo em aberto: as 27 espécies hoje posicionadas no g@mesentam caracteres
morfologicos (principalmente a posicdo do escapo flaqga§ as distinguem das espécies de
Dyckia (Forzza, 2001), mas que nado foram acompanhadas por dienedeculares detectaveis
pelos genes de cloroplastomdtk e nadhf) utilizados no trabalho, uma vez que a hipbtese
filogenética gerada sugere que 0s géneros se relacionavésatte uma grande politomia. A
recente diversificacdo desses géneros (Givetisdl. 2011; Palma-Silvaet al. 2011; Versieuxet

al. 2012) ajuda a explicar esses resultados.

Em casos de diversificacdo recente, a analise das seapi@iscialmente utilizadas em
estudos filogenéticos ndo € util para a taxonomia porquenpaéde ter tido tempo suficiente
para acumular diferencas detectaveis. Por outro laddificagdes bruscas no tamanho do DNA,
como aneuploidias ou poliploidias, ocorrem em curto®@des de tempo (de uma geracdo para a
outra) como consequéncia de rearranjos ou duplicaco@ossdémicas, muito comuns em

plantas, e considerados fatores chave na evolucaondongede diversas espécies (Soltis &
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Sadltis, 2009; Campos et al., 2011; Lee et al., 2011; Szadkowsk et al., ZjErs-AndrzejewsKi
et al., 2011; Chester et al., 2012).

O Kew Royal Botanical Gardens disponibiliza uma base de dados
(http://data.kew.org/cvalues/) contendo grande parte dos tamdalgesoma ja publicados para
diferentes espécies de plantas. No entanto, o bancémaggistros de apenas 2,3 % de todas as
espécies descritas na familia Bromeliaceae. Apesar deralamomossdmico variar muito pouco
na familia (n=25 para a maioria das espécies), 0 genomaweaas espécies chega a ser 4,2
vezes maior que o de outras. Dentro da subfamilia PitcairngiB@earnia apresenta o maior
namero de espécies no banco (30 spp.), cujos genomas \dgid,6 pg a 1,44 pg (conteudo
2C); ou seja, ha espécies que contém o dobro da quantel&eAdapresentado por outras. Ha
também duas espécies dpckia com 1,58e 1,6 pg de DNA cada, e uma espécie de
Encholirium com 1,74 pg de DNA.

Um dos métodos utilizados para estimar o tamanho do genoplardas € a citometria
de fluxo (Moscone et al., 2003), que pode ser caracterizada® uma microfotometria
fluorescente dinamica (Greilhuber, 2008), que envolve a anddisepropriedades Opticas
(disperséo da luz e fluorescéncia) de particulas (sélptatoplastos, nucleos e cromossomos)

em suspenséao (Dolezel et al., 2007).

A citometria de fluxo, utilizada para quantificar o DNAaha a intensidade relativa de
fluorescéncia dos nucleos isolados, corados com flummax especifico, e apresenta os dados
em um histograma tipico, com um pico maior, relatas ndcleos na fase GO/G1 do ciclo
celular, e um pico menor, relativo aos nucleos sa fa2 (Price et al., 2000; Dolezel e Bartos,
2005). A posicdo do pico GO/G1 no histograma da amostra em estoolmp&rada com a
posicdo do pico de uma amostra padrdo, que teve o contelidNAdestabelecido de forma
independente, sendo possivel, portanto, determinar o tamanhoadoageuclear em picogramas
(pg) de DNA (Dolezel, 2007).

Diversos estudos tém demonstrado que o tamanho do genoradg@mas espécies
correlaciona-se positiva e significativamente com oatdm de determinadas estruturas das
plantas, o que levou os autores a sugerir que o0 tamanho almaeeria um carater adaptativo
nessas espécies (e.g. Wakamiya et al., 1993; Chung et al., 1888hé&1 e Costich, 2008). Por
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outro lado, outros autores sugeriram que a evolucdo do gessiaaneutra (Ohno, 1972; Orgel
& Crick, 1980; Petrov, 2002; Oliver et al., 2007). Um estudo eevamlo métodos filogenéticos
comparativos em 50 espécies Rassiflora (subgénerofassiflorae Decalobg (Yotoko et al.,

2011) sugeriu que a evolugdo do tamanho do genoma pode seretainég como foi observado
em Decaloba cujas espécies apresentam tamanhos de genoma sigrificathe menores que
Passiflorg ou adaptativa, como foi observado no subgéRassiflorg e que existiria um limite

minimo para o tamanho do genoma a partir do qual é possivelegaej& uma caracteristica
adaptativa (genomas muito pequenos variam muito pouco reant@, uma vez que qualquer

alteracdo em genomas enxutos pode acarretar problent#picos).

O objetivo do presente trabalho foi estimar os tamaml@mgenoma de espécies de
Dyckia e Encholirium para tentar detectar se as diferencas morfologicae estes géneros
podem ter surgido em funcéo de alteracGes bruscas no mmamgenoma. Além de estimar os
valores dos tamanhos de genoma, foram utilizadas as metkdaaracteres morfoldgicos
disponiveis nas descricbes das espécies para tentatadetecelacdes entre o tamanho do

genoma e o tamanho dos caracteres morfoldgicos em estudo.
MATERIAL E METODOS
Coleta dos espécimes e extracao do DNA

Foram coletadas amostras foliares de 46 de individuos dos géneros Encholirium e Dyckia
em cultivo no bromelidrio do Jardim Botanico do Rio de Janeiro. O material foi embebido em
algodao umido e mantido sob baixas temperaturas e transportado para o Laboratorio de Genética
da Universidade Federal de Juiz de Fora, onde foi analisado. Para a medi¢do do tamanho do
genoma, ¢ essencial que as amostras estejam frescas (células vivas) visto que o fluorocromo
intercalante de DNA (Iodeto de Propideo) € sensivel ao estado de condensagdo da cromatina e,

caso as amostras estejam fixadas, pode haver ruido na analise (Dolezel e Bartos, 2005)

A extragdo dos nucleos das espécies alvo e do padrao interno Pisum sativum (ervilha) foi
realizada simultaneamente de acordo com as recomendagdes de Galbraith et al. (1983).
Aproximadamente 1 cm? de tecido foliar das amostras alvo e do tecido foliar do padrdo interno

de referéncia foram macerados com auxilio de uma lamina cortante em uma placa de Petri
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contendo 1 ml do tampéo LBO1 (Tabela 5) gelado, para libedggalcleos celulares (Dolezel
et al. 1989).

Tabela 5.Lista de reagentes necessarios para o preparo de 200 ml do tBOpao

Reagente Quantidadae
TRIS BASE 0,3634 g
Na2EDTA 0,1489 g
Spermina 0,0348 g

KCI 1,193 g
NaCl 0,2338 g
B-Mercaptoetanol 220 pl
Triton X-100 200 pl

O tecido macerado foi aspirado com uma pipeta plastica coberta por duas camadas de
gaze para filtrar fragmentos grandes e posteriormente filtrado em uma malha de 50 pm e inserido
em um tubo de poliestireno, proprio para ser utilizado no citdmetro. Os nucleos foram
posteriormente tratados com 5,0 pul de RNAse (100 pg/ml) (para eliminar o RNA e garantir a
quantificacdo exclusiva do DNA nuclear) e corados com 50 pl de uma solugao de 1,0 mg/ml de
iodeto de propideo, um agente intercalante do DNA. As amostras foram armazenadas no escuro e

analisadas em até uma hora ap6s preparo.

De cada amostra, 10.000 nucleos foram avaliados quanto ao conteido de DNA, inferido
através da andlise da intensidade relativa da fluorescéncia dos nucleos corados com o iodeto de
propideo quando excitados por uma fonte de laser de 488 nm. As medidas de fluorescéncia dos
10.000 nucleos foram plotadas em um histograma que tem como eixo X uma escala arbitraria e
como eixo Y a quantidade de nucleos que resultaram exatamente na mesma intensidade de
fluorescéncia. Como as medidas podem variar de acordo com a fase do ciclo celular de cada
nacleo e outros fatores estocasticos (como a interferéncia de metabolitos secundarios), os
resultados tém de ser avaliados pelos picos mais altos, tanto do padrdo quanto do espécime em
estudo, que ndo devem apresentar coeficiente de variagdo acima de 5,0 % (caso em que devem

ser rejeitados, seguindo as recomendagdes de Praca-Fontes et al., 2011).

No presente estudo, assim como no de Madail (2011), foeakilizomo padréo interno a
ervilha (Pisum sativury que possui um contetdo de 2 C de DNA de 9,09 pg (Dolezel et al.
1998)
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O tamanho do genoma de cada amostra foi calculado utilizando o tamanho médio do
genoma (2C) de P. sativum e os valores obtidos nos histogramas de acordo com a seguinte
equacdo (adaptada de Dolezel e Bartos, 2005) utilizando até trés amostras por espécie:

_ valor _observado_no__canal _do_ pico_G,/ G,
2C(amostra) - =

: amesra) 2C( padréo)
Valor _observado_no_canal _do_pico_G,! G, .y,

A andlise foi realizada com o citometro de fluxo FacsCalibur (Becton Dickinson),
equipado com uma fonte de laser (488 nm), e os histogramas foram gerados pelo sofware Cell
Quest. A andlise dos histogramas foi feita por meio do software WinMDI 2.8

(http://facs.scripps.edu/software.html) e aqueles com coeficiente de variagao (CV) acima de 5%

foram descartados.
Medidas dos caracteres morfoldgicos

Os caracteres morfologicos utilizados na analise de correlagdo com o tamanho do genoma
foram aqueles considerados mais uteis para diferenciacdo das espécies. Portanto, medidas da
altura das plantas, didmetro da roseta e comprimento do escapo floral foram obtidos da descrigao
das espécies na literatura. Todos os dados utilizados e os respectivos autores encontram-se na

Tabela 5.
Comparacao dos tamanhos de genomas de Dyckia e Encholirium

Para verificar se existe diferenca significativa entre as médias dos valores dos tamanhos
de genoma das espécies de Dyckia e de Encholirium, os resultados obtidos foram primeiramente
testados quanto a normalidade e posteriormente avaliados com um teste de comparagdao de
médias (paramétrico ou nao paramétrico de acordo com o teste de normalidade). As analises

foram feitas utilizando o software R (R Development Core Team, 2011).
Deteccédo de correlacéo entre os valores 2C e as medidas de caracteres morfologicos

A comparacédo dos valores médios do tamanho do genordéa(de2C) com as medidas
dos caracteres morfoldégicos obtidas na literaturaeflizada através de uma abordagem visual.
Isso foi feito porque todos os dados de morfologia sacampados na forma de amplitude nas

descri¢cdes das espécies (valores maximos e minimos),diteque on amostral e os valores de
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média sdo desconhecidos, o que impossibilitou o uso de anédisassticas. A figura foi
elaborada com o auxilio do softwaereDRAWX6.
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Tabela 6 Caracteres morfoldgicos resportados na literatura reéerastespécies utilizadas na andlise.

Espécie Altura da planta  Roseta Escapo Floral Referéncia
Dyckia ursina L.B.Sm. 40 - 100 cm 30 - 80 cm 40 - 70 cm Forzza & Wanderley, 1998
Dyckia saxatilis Mez 30-85cm 15-30cm 12 -50 cm Forzza & Wanderley, 1998
Encholirium agavoides Forzza & Zappi 30 -44 cm 6-10cm 12-22cm Forzza e Zappi, 2011
Encholirium biflorum (Mez) Forzza 11 -32cm 4-11cm 0,7 -22 cm Forzza, 2005
Encholirium ctenophyllum Forzza & Zappi 50 - 70 cm 15-28 cm 35-45cm Forzza e Zappi, 2011
Encholirium diamantinum Forzza 80 - 130 cm 15-30cm 45-62 cm Forzza et al. 2012
Encholirium gracile L.B.Sm. 80 - 100 cm 30 -40 cm 33-72c¢m Forzza, 2005
Encholirium horridum L.B.Sm. 180 -210 cm 60 - 100 cm 40 - 80 cm Forzza, 2005
Encholirium heloisae (L.B.Sm.) Forzza & Wand 25-50cm 6-18cm 13-30cm Forzza, 2005
Encholirium irwinii L.B.Sm. 80 - 100 cm 20 -30 cm 43 -72 cm Forzza, 2005
Encholirium luxor L.B.Sm. & Read 160 - 220 cm 80-110cm 70 - 120 cm Forzza, 2005
Encholirium maximum Forzza & Leme 150 - 180 cm 70 - 120 cm 60 - 130 cm Forzza, 2005
Encholirium magalhaesii L.B.Sm. 45 -100 cm 8-10cm 28 - 70 cm Forzza, 2005
Encholirium pedicellatum (Mez) Rauh 65-70 cm 9-16cm 27 - 40 cm Forzza, 2005
Encholirium pulchrum Forzza, Leme & O.B.C. Ribeiro 70 - 78 cm Até 40 cm 30-35cm Forzza et al. 2012
Encholirium reflexum Forzza & Wand 60 - 100 cm 15-30cm 45 - 62 cm Forzza, 2005
Encholirium scrutor (L.B.Sm.) Rauh 19 -56 cm 4-8cm 12-28 cm Forzza, 2005
Encholirium spectabile Mart. ex Schult. & Schult. f. 120 - 150 cm 50-110 cm 80 - 150 cm Forzza, 2005
Encholirium subsecundum (Baker) Mez 150 - 200 cm 60 - 100 cm 70 - 150 cm Forzza, 2005
Encholirium vogelii Rauh 140 - 150 cm 80 - 100 cm 70 - 80 cm Forzza, 2005
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RESULTADOS

Foram amostrados 46 individuos correspondentes a 23 espao@s pertencentes ao
géneroDyckiae 18 aEncholirium Além disso, foram incluidos dados do tamanho do genoma de
duas espécies dgyckia (D. estevesie D. floribundg que estdo disponiveis na base de dados do

Kew Royal Botanical Gardens (http://data.kew.org/cvalues/) (Tabela

Os histogramas da quantidade de DNA nuclear mostram apenas®s@respondentes
a intensidade de fluorescéncia dos nucleos em G0/G1 (quantidBiNAJRC) nas espécies alvo
e dos nucleos GO/G1 e G2 do padréo intefhasétivun (

Figura6). Os coeficientes de variacdo (CV) da fase GO/G1, utilizadagagdculo do
tamanho do genoma, foram menores que 5% (valor considedadpiado para procedimentos

de citometria de fluxo em plantas) (Praca-Fontes,e2@11).

Encholirium scrutor A ses— Dvckia choristaminea B

GO0/G1

GO0/G1

Ewventos

G0/G1 oo G0/G1 G2

10! 10° 107

10° 10°
PE-&,

PE-&

Figura 6. Histogramas do conteido de DNAHistogramas da intensidade de fluorescéncia obt
em (AEncholiriumscrutor e (B) Dyckia choristaminegpico mais a esquerda em ambos os graficc
partir das suspensdes nucleares coradas com iodeto de propidedmetrac FACS Calibur. O pict
mais a esquerda corresponde aos nlcleos GO/G1 da espéciedanmeasduoutros dois picos em ca
gréafico correspondem aos picos GO/G1 e GPidam sativumutilizado como padréo interno. O ei;
X corresponde a uma escala arbitraria da intensidade dedbénrcia (proporcional ao tamanho
genoma) e o eixo Y representa a frequéncia de cadaidatdagie fluorescéncia.
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Os valores médios do tamanho de genoma (Tabela 7) na®rgprasn normalidade,
portanto foi feito o teste ndo paramétrico de Wilcoxon, mwelou que ndo ha diferencas
significativas p = 0,9) no tamanho do genoma desses géneros (Figura 7).

24

22
|

20
|

N=34

14 16

1.2

T T
Dyckia_spp. Encholirium_spp.

Figura 7. Comparacdo dos tamanhos de genoma di&yckia e Encholirium. Comparacéo dos valore
médios dos tamanhos de genomaDgekia e Encholirium através do teste de Wilcoxop £ 0,9). O
eixo Y representa os valores de tamanho de genoma.

Tabela 7.Conteudo de DNA (2C) de espéciesjekiae Encholirium obtidas da andlise em Citdmetro
de Fluxo.

Individuos 2C (pg) Média
Dyckia estevesii Rauh* 1,6 1,6
Dyckia floribunda Griseb. * 1,58 1,58
Dyckia choristaminea Mez 1,91
1,77
1,65
1,74
Dyckia distachya Hassl. 1,73
1.94 1,86
1,91
Dyckia pseudococcinea L.B.Sm. 2,06
2,01
1,95
2,00
Dyckia saxatilis Mez 2,10 2,10
Dyckia ursina L.B.Sm. 2,04 2,08
2,12
Encholirium agavoides Forzza & Zappi 2,09
2,17
2,07
2,36
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Individuos 2C (p) Média

Encholirium biflorum (Mez) Forzza 1,94
1,66
1,77
1,72
Encholirium ctenophyllum Forzza & Zappi 1,96 1,96
Encholirium diamantinum Forzza 2,17 2,17
Encholirium gracile L.B.Sm. 1,17 1,40
1,64
Encholirium horridum L.B.Sm. 1,55
1,59
1,67
1,55
Encholirium heloisae (L.B.Sm.) Forzza & Wand 1,55
1,56
1,31
1,81
Encholirium irwinii L.B.Sm. 1,95 1,95
Encholirium luxor L.B.Sm. & Read 2,18 2,17
2,17
Encholirium maximum Forzza & Leme 1,97 1,97
Encholirium magalhaesii L.B.Sm. 1,84 1,90
1,96
Encholirium pedicellatum (Mez) Rauh 2,12 2,12
Encholirium pulchrum Forzza et al. 2,01
1,89
1,67
1,98
Encholirium reflexum Forzza & Wand 2,04 2,04
Encholirium scrutor (L.B.Sm.) Rauh 1,86
1,81
1,87
1,71
Encholirium spectabile Mart. ex Schult. & Schult. f. 2,30 2,30
Encholirium subsecundum (Baker) Mez 1,84 1,88
1,91
Encholirium vogelii Rauh 1,81 1,81

* Valores disponiveis no Kew Royal Botanical Gardens database

A Figura 8 mostra a analise visual construida para avdtemragbes nas medidas de
estruturas morfolégicas em funcdo do tamanho do genomalifdmentes espécies estudadas
Nessa figura fica claro que ndo ha qualquer correlacdo esges parametros e que, portanto,
ndo € possivel estabelecer relacdes causais enuldicagbes no tamanho do genoma e

modificagdes no tamanho das estruturas estudadas.
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Figura 8. Estruturas morfolégicas e tamanho do genomaRepresentacdo visual do tamanho
estruturas morfolégicas (em cm, escala inferior) e valodstian dos tamanhos de genoma (valores
em pg, escala superior). Barra Verde: altura da plamteraBazul: diametro da roseta; Barra verme
comprimento do escapo floral; Circulos pretos: média dosregmlde 2C. Em cada linha fora
representados todos os valores de cada espécie, listadasrdeestgiespécies foram ordenadas de b
para cima em ordem crescente do tamanho do genoma.

DISCUSSAO

O valor 2C estimado varia entre 1,77 e 2,1 pdosrekiae 1,4 a 2,3 pg efdncholirium
Esses valores sdo muito préoximos daqueles publicadosoameente e disponiveis no Kew
Royal Botanical Garden&. estevesie D. floribundg com 1,60 e 1,58 pg, respectivamentE; e

[rwinii, com 1,74 pg (Ebert e Till, 1997). Em contrapartida, se diteésen bastante do outro

género do “clado xérico” (sensuGivnish et al., 2007) da subfamilia Pitcairnioideae, visto que
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Deuterocohniaapresenta o valor médio de 2C = 0,77, sendo que apenas hoes \@stdo
disponiveis no bando de dad@s (ongipetala(Baker) Mez = 0,74 pg B. schreiteriCastellanos
= 0,8 pg) (Ebert e Till, 1997No “clado mésico” (sensuGivnish et al., 2007) da subfamilia,
Pitcairnia apresenta o valor médio de 2C = 1,17 pg (numa amostraidedm30 espécies, 2C
varia de 0,6 pg emR. feliciana(A. Chevalier) Harms & Mildbraed a 1,44 pg émflammedgL.

B. Smith) L. B. Smith) (Ebert e Till, 1997; Nunes, 2013jasterellaapresenta o valor de 2C =
1,86 em duas espécids:penduliflorae F. villosula (Ebert & Till, 1997).

Neste trabalho ndo foram encontradas diferencas sigtivas do tamanho dos genomas
das espécies classificadas nos gén&ypskia e Encholirium (p = 0,9). Isso por si s6 ndo
constitui uma evidéncia de que os dois géneros constittamesmo taxomentro do “clado
xérico”, ja que tamanhos de genoma similares podem ser compartifp@despécies em grupos
taxondmicos distintos. A expectativa de deteccdo dis@nca estava na suposicédo de que 0s
caracteres morfologicos que diferenciam os géneék@essem evoluido rapidamente, a partir de
algum evento de modificacdo brusca do tamanho do genama aeuploidias ou duplicacbes
cromossOmicas. De fato, apesar da pequena amostragem \disgonmDeuterocohniaparece
ter havido modificacbes do tamanho do genoma ao longo pdaagéo entréeuterocohnia
(média = 0,77pg) eDyckia+ Encholirium(média = 1,89)Santos-Silva et al. (2013) apontaram
apomorfias anatbmicas foliares ebDeuterocohniae outras emDyckia + Encholirium As
moficacbes no tamanho do genoma podem ter sido abruptaspagado 0S grupos
anatomicamente logo da separacao entre eles ou podeenaenmulado lentamente em ambos
os grupos. No “clado mésico” parece ter havido um processo semelhantgja que a média de 2C
em Pitcairnia foi estimada em 1,17 pg e efosterella 1,86 pg e foram identificadas

autoapomorfias em cada um desses géneros (Santos-SilvaG:t3).

A auséncia de relacdo visual entre medidas de caracterieddgicos (nesse caso altura
da planta, diametro da roseta e comprimento do escafad) f&e 0 tamanho dos genomas das
diferentes espécies pode ser devida a metodologia deabtdas medidas morfologicas. Isso se
justifica pelo fato de que as medidas foram obtidas eigoartie descricdo de espécies, que
apresentam apenas valores de amplitude (minimo e maxinmyésde médias, varianciase
amostral, parametros essenciais para a utilizacdo dos dadtestes estatisticos. Ainda assim, é

possivel que essa auséncia de correlacdo seja reghaldeer forma, ndo ha evidéncias de que a
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evolugdo do tamanho do genoma dbyckia e Encholirium seja adaptativa por estar
correlacionada aos caracteres morfoldégicos estudado® anteriormente sugerido em outros
trabalhos em angiospermas (e.g. Wakamiya et al., 1993 gGuwal., 1998; Meagher e Costich,
2008).

Em suma, os valores estimados de tamanho de genomy@aa e Encholirium ndo
fornecem pistas de uma possivel separacdo entre o®gérea tentativa de correlacdo com
medidas morfoldgicas ndo fornece evidéncias de evolugdiotativa no tamanho do genama
Estudos posteriores devem focar a evolucdo do tangmbenoma em Pitcairnioideae em busca

de pistas mais concretas do papel das modificagdes do tardangpenoma na evolugdo do
grupo.
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CONCLUSAO GERAL

1. N&o foram encontradas evidéncias de separacdo entgenesosDyckia e
Encholiriumnas hipoteses filogenéticas moleculares obtidas nedssdio.

2. N&do h& diferenciacdo no tamanho do genoma das espéciddyakia e
Encholirium apesar de haver diferencas sensiveis estgéneros de Pitcairnioideae.

3. Os resultados desse trabalho, somados a outros resyéiguldsicados, sugerem
a necessidade de revisdo dos géneros no sentido deaves#fitrata-se de um unico taxon.
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