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RESUMO
CARACTERIZACAO DO GENOMA PLASTIDIAL E DESENVOLVIMENTO DE
MARCADORES MICROSSATELITES NUCLEARES (nSSR) EM DYCKIA
BREVIFOLIA BAKER, UMA BROMELIA AMEACADA DE EXTINCAO

Dyckia brevifolia Baker € uma bromélia endémica com adaptacbes a ambientes
extremos. Atualmente pode ser encontrada em areas disjuntas numa extenséo de 80
km ao longo do Rio Itajai-Agu, em Santa Catarina. Encontra-se ameacgada de extingao
como resultado das atividades humanas que ocorrem na Bacia deste rio para
construcdo de uma usina hidrelétrica. Assim, levando em consideragéo a importancia
ecolégica e ornamental de D. brevifolia, o alarmante estado de conservagcdo da
espécie e a interferéncia humana no local de ocorréncia das populagdes, fazem-se
necessarios o conhecimento do genoma e desenvolvimento de marcadores
moleculares para posterior estudos relacionados a diversidade genética das
populagdes existentes, a fim de buscar estratégias de conservagao da espécie. Assim,
duas perguntas nortearam essa pesquisa: (1) quao conservado é o genoma plastidial
de D. brevifolia em comparagao com outras bromélias? (2) Qual o nivel de diversidade
genética identificado pelos marcadores microssatélites em populagbes naturais? O
sequenciamento do genoma parcial da espécie foi realizado por meio do sistema
Oxford Nanopore MiniON e a montagem do plastoma realizada pelo software CLC
Genomics. Para o desenvolvimento dos marcadores microssatélites nucleares foram
selecionados in silico e com a validagdo na bancada, 9 marcadores SSR
potencialmente polimdérficos e informativos. A descrigdo do genoma plastidial
completo de D. brevifolia, revelou a existéncia de semelhangas entre os plastomas de
espécies da subfamilia Pitcairnoideae, assim como Ananas. Os genes ndhE e rpl22
podem estar relacionados a adaptacao do habitat e ao crescimento e reproducao das
plantas sob presséo de selegao. A arvore filogenética construida fornece suporte para
entender a relagao de Dyckia com Puya. Este estudo surge com importantes recursos
para o aprimoramento de analises filogenbmicas baseadas em genomas
cloroplastidiais do género Dyckia, sendo a primeira espécie do género a ter o genoma
plastidial completo montado e sequenciado. Embora seja possivel a otimizagado da

amplificagdo dos marcadores desenvolvidos no presente estudo, os /loci SSR foram



capazes de amplificar o genoma de D. brevifolia, sendo Uteis na analise de diversidade
genética, conhecimento da variabilidade genética e conservacdo da espécie. As
demes estudadas possuem diversidade genética baixa, mas similar a diversidade
registrada em estudos anteriores com marcadores isoenzimaticos. Contudo, uma
amostragem maior da espécie é necessaria para determinar os fatores de diversidade
genética das populagbes existentes. Em conclusdo, os resultados deste estudo
implicam em conhecimentos importantes nas areas de genética, evolugdo e
conservagao de Dyckia brevifolia Baker. Os marcadores microssatélites e as
sequéncias de cloroplastos que foram caracterizadas neste trabalho permitirdo a
realizagao de estudos que determinem o tamanho efetivo populacional, a diversidade
genética existente e as relagdes filogenéticas entre populagdes e espécies do género

Dyckia.



ABSTRACT
CHARACTERIZATION OF THE PLASTID GENOME AND DEVELOPMENT OF
NUCLEAR MICROSATELLITE MARKERS (nSSR) IN DYCKIA BREVIFOLIA
BAKER, AN EXTINCTED BROMELIA

Dyckia brevifolia Baker is an endemic bromeliad with adaptations to extreme environments. It
can currently be found in separate areas extending 80 km along the Itajai-Acu River, in Santa
Catarina.lt is threatened with extinction as a result of human activities taking place in the basin
of this river to build a hydroelectric plant. Thus, taking into account the ecological and
ornamental importance of D. brevifolia, the alarming state of conservation of the species and
human interference in the place of occurrence of populations, knowledge of the genome and
development of molecular markers for subsequent related studies are necessary. to the genetic
diversity of existing populations, in order to seek conservation strategies for the species.Thus,
two questions guide this research: (1) how conserved is the plastid genome of D. brevifolia
compared to other bromeliads? (2) What is the level of genetic diversity identified by
microsatellite markers in natural populations?The partial genome sequence of the species was
carried out using the Oxford Nanopore MiniON system and the plastome assembly was carried
out using the CLC Genomics software. For the development of nuclear microsatellite markers,
they were selected in silico and with bench validation it was possible to prospect for 9
potentially polymorphic and informative SSR markers.The description of the complete plastid
genome of D. brevifolia revealed the existence of similarities between the plastomes of species
from the subfamily Pitcairnoideae, as well as Ananas. The ndhE and rpl22 genes may be related
to habitat adaptation and plant growth and reproduction under selection pressure. The
constructed phylogenetic tree provides support for understanding the relationship of Dyckia
with Puya.This study provides important resources for improving phylogenomic analyzes based
on chloroplast genomes of the genus Dyckia, being the first species of the genus to have a
complete plastid genome. Although it is possible to optimize the amplification of the markers
developed in the present study, the SSR loci were capable of amplifying the D. brevifolia
genome, being useful in the analysis of genetic diversity, knowledge of genetic variability and
conservation of the species.The studied demes have low genetic diversity, but similar to the
diversity recorded in previous studies with isoenzymatic markers. However, a larger sample of
the species is necessary to determine the genetic diversity factors of existing populations. In
conclusion, the results of this study imply important knowledge in the areas of genetics,

evolution and conservation of Dyckia brevifolia Baker. The microsatellite markers and



chloroplast sequences that were characterized in this work will allow studies to be carried out
to determine the effective population size, the existing genetic diversity and the phylogenetic

relationships between populations and species of the genus Dyckia.
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1. INTRODUCAO

Bromeliaceae ¢ uma familia neotropical, composta por 78 géneros e 3791 espécies
conhecidas (Gouda e Butcher, 2024). Ocupa a posi¢do basal na ordem Poales juntamente
com Typhaceae e Rapateaceae e ¢ organizada em oito subfamilias: Bromelioideae,
Tilandsioideae, Pitcairnioideae, Navioideae, Puyoideae, Brocchinioideae, Hechtioideae e
Lindmanioideae (Givnish et al., 2011)

Adaptagdes funcionais e ecoldgicas permitiram que as bromélias ocupassem uma
gama de habitats extremos, desde o norte da Patagénia at¢ o Sul dos Estados Unidos
(Christenhusz & Chase, 2013). Se destacam pela capacidade de armazenamento de agua,
sendo esta caracteristica resultado da distribuicdo espiralada de suas folhas, que formam
pequenos tanques e na rapidez na absor¢do de nutrientes. Tais caracteristicas
possibilitaram a vida em ambientes diversos e extremos, como habitats rupicolas, que
vivem sobre rochedos, epifitos, que vivem sobre outras plantas sem que ocorra o
parasitismo e aéreos, capazes de crescer longe da terra ou em cima de outras superficies,
sem prejudica-las, onde o aspecto principal ¢ a restri¢ao hidrica (Martinelli ez al., 2008).
Espécies desta familia sdo bons modelos para o entendimento de como a interagao entre
processos microevolutivos, como fluxo génico e selecdo natural, influenciam nas taxas
de especiacdo e extingdo em nivel de espécie nos Neotropicos.

No Brasil, sdo encontrados 44 géneros e aproximadamente 1700 espécies. Destas,
mais de 60% sao consideradas endémicas (BFG, 2018) e muitos destes taxons sao
encontrados exclusivamente na Mata Atlantica. Trés subfamilias ganham destaque na
regido brasileira, especialmente na Mata Atlantica, sendo elas: Tillandsioideae,
Bromelioideae e Pitcairnoideae (Oliveira, 2018). Esta ultima ¢ caracterizada por margem
foliar espinescente, ovario sipero ou semi-infero, fruto tipo capsula e sementes aladas
(Smith; Downs 1974)

Dyckia Schult. & Schult.f. ¢ um género que inclui 181 espécies (Gouda et al.,
2024.) (plantas perenes terrestres ou saxicolas), apresenta espécies reofitas, que sdo
espécies vegetais confinadas ao leito de rios e riachos, crescendo acima do nivel das
inundagdes, mas ndo além do alcance da ocorréncia regular das rapidas enchentes e ¢ um
dos géneros mais ricos em espécies da subfamilia Pitcairnioideae (Krapp et al. 2014;
Antar et al. 2021). Este género inclui espécies nativas € que prosperam em ambientes com
solo pobre, suprimento limitado de dgua, e alta exposicdo a luz solar. As espécies deste
género podem ser encontradas como individuos Unicos, formados por dispersdo de

sementes ou densos aglomerados formados por propagacao clonal (Leme et al. 2012).



Espécies desse género podem ser encontradas na Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e
Uruguai (Givnish et al., 2007). No Brasil, ocorrem um total de 164 espécies aceitas

(Buneker et al., 2020)

Dyckia brevifolia Baker ¢ uma helidfita que tolera pleno sol, mas também pode
se adaptar ao fluxo de um rio, seja essa adaptacao sua submersao durante as cheias e/ou
sua desidratagdo durante os periodos de seca (Santos-Silva et al. 2013). Além disso, seus
aspectos morfoanatdmicos carregam caracteristicas tanto xeromorficas quanto
hidromorficas que, em um ambiente reofitico, dao origem a adaptagdes durante periodos

de cheia e seca (Lobo et al. 2013).

Atualmente, D. brevifolia pode ser encontrada em areas disjuntas na extensao de
80 km ao longo do Rio Itajai-Acu, estando em estado critico para extingdo como resultado
das atividades humanas que ocorrem na Bacia deste rio para constru¢ao de uma usina
hidrelétrica (Rogalski ef al. 2017). Além do seu potencial ornamental, hd significativa
importancia ecologica, a medida que fornece grande variedade de recursos para outros

organismos, como agua, abrigo e alimento (Islair et al. 2015).

Considerada “Em perigo” (EN) pela Lista de Espécies Ameacadas do Rio Grande
do Sul (CONSEMA-RS, 2002). A redu¢do dos micro-habitats especificos da espécie,
principalmente devido a implantacgao de hidrelétricas, implica na redug¢ao proporcional da

espécie (Rogalski, 2007).

Na tentativa de reduzir problemas relacionados a extin¢do de espécies, estudos a
respeito da diversidade genética das espécies a serem preservadas e o conhecimento de
suas sequéncias genOmicas ¢ um importante elemento para justificar agdes de
conservagao. Além disso, o conhecimento da variagdo genético do plastoma dentro e entre
populacdes fornece informagdes importantes que podem ser usadas para conservar
espécies e populagdes, auxiliando a se adaptarem as mudancas climaticas e de habitat

(Daniell et al., 2016).

Além disso, marcadores microssatélites sdao importantes ferramentas
biotecnoldgicas para estudos de diversidade genética por serem altamente polimorficos e
informativos (Faleiro, 2007). Avangos nas variedades de marcadores e técnicas
moleculares geraram diminui¢do no seu custo, a0 mesmo tempo, o conhecimento e

abrangéncia de andlises que podem ser feitas cresceram. Dessa forma, tem se



desenvolvido marcadores microssatélites para diversas espécies nativas da Mata
Atlantica, como a pitangueira (Sarzi et al. 2019), a aroreira-periquita (Lemos et al. 2018),
a guabiroba (Petri et al. 2019) e uma espécie de bromélia, a Vriesea carinata Wawra

(Todeschini, 2016).

Os genomas de cloroplasto possuem processos evolutivos mais lentos e ocorrem
em taxas distintas das regioes nucleares e apresentam reduzido tamanho, com presenca
de regides altamente conservadas intercaladas a regides com elevadas taxas evolutivas
(Daniell et al., 2016). As mutacdes sao menos frequentes neste genoma, as mudangas
geralmente ocorrem devido a alteragdes como delecgdes e inser¢des de sequéncias de DNA
e perda de regides invertidas (Xiao-Ming et al., 2017), Por esses motivos, os estudos
desenvolvidos com genomas cloroplastidiais tém sido amplamente utilizados com o
intuito de conhecer a origem, as relagdes entre as espécies e evolucao, como nos trabalhos
de sequenciamento do genoma cloroplastidial de arroz (Wambugu et al., 2015), de bambu

(Zappelini, 2022) e Plinia (Machado et al, 2021).

Levando em considerag¢do a importancia ecologica e ornamental de D. brevifolia,
seu estado de conservagao da espécie e a interferéncia humana no local de ocorréncia das
populagdes, fazem-se necessarios desenvolvimento de marcadores moleculares para
posterior estudos relacionados a diversidade genética das populagdes existentes, a fim de
buscar estratégias de conservacao da espécie. Devido a seu alto nivel de polimorfismo e
analise direta das sequéncias do DNA e marcadores moleculares microssatélites poderao
gerar uma importante contribui¢do para a caracterizagdo genética das subpopulagdes de

D. brevifolia.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Dyckia
Espécies do género sdo caracterizadas por folhas coridceas e suculentas, espinhos

bem desenvolvidos ao longo das margens das folhas e inflorescéncia lateral racemosa,



além de nao apresentarem tanque. O perianto pode ser amarelo, laranja ou avermelhado,

os frutos sdo capsulas que liberam sementes aladas e anemocoricas (Leme et al. 1993).

Figura 1. Detalhes dos individuos pertencentes ao género Dyckia A) Dyckia distachya; B) Dyckia
brevifolia e C) Dyckia encholirioides. Fonte: Cole¢do de Bromélias do CCA — UFSC

Krapp e colaboradores (2014) desenvolveram o primeiro estudo acerca de analises

filogenéticas de Dyckia e géneros relacionados, com base em seis regidoes de DNA
plastidial e sequéncias nucleares. Foi demonstrada a riqueza de espécies de Dyckia
comparada com seus parentes mais proximos como o género Encholirium (27 espécies)
e Deuterocohnia (17 espécies) formando um grupo xérico. Quanto a distribui¢ao, Dyckia
¢ enquadrada como monofilético surgindo de Encholirium, mas o fato de apresentar um
grupo maior nao foi resolvido. Além disso, nesse mesmo estudo, foi constatado que para
inferir os limites das espécies seria necessario a utilizacdo de marcadores mais sensiveis,

como os microssatélites (SSR).

Estudos mais recentes a respeito da filogenia de Dyckia, com ampla amostragem
morfoldgica, biogeografica e molecular também corroboram a monofilia do clado xérico,
como um unico grupo (Pinangé et al., 2016; Schutz et al., 2016; Gomes-da-Silva et al.,
2019). Mostrando que os trés géneros do clado xérico ndo sdo sustentados como
monofiléticos, apoiando a combinacdo de todas as espécies de Encholirium e
Deterocohnia em Dyckia e o reconhecimento apenas deste género no clado. Concluindo
que a classificacdo mais correta ¢ aquela que reflete a historia evolutiva do grupo e nao
ha mérito em adotar tdxons parafiléticos e polifiléticos, sendo apenas grupos
monofiléticos formalmente nomeados, pois refletem os resultados dos processos

evolutivos (Gomes-da-Silva et al., 2019).



Entre as 164 espécies encontradas no Brasil, 154 espécies sao endémicas (Buneker
et al., 2020). Essas distribuicdes restritas colocam a maioria dessas espécies em algum
nivel de ameaga, como evidenciado para Dyckia distachya (Pompelli; Guerra, 2004),
Dyckia pseudococcinea (Mendes et al., 2010), Dyckia excelsa (Ruas et al., 2020) e Dyckia
ibiramensis (Rogalski et al., 2021).

2.2 Dyckia brevifolia Baker

Considerada uma espécie rara e endémica, se dividindo em apenas doze
agrupamentos, de tamanhos distintos, nas margens do Rio Itajai-Acu, desde a cidade de
Lontras, indo em direcdo a cidade de Blumenau, no Estado de Santa Catarina, Brasil
(Rogalski e Reis, 2009), ocupando ao longo de 80 km do rio, uma 4rea menor que dois
hectares (Fig. 2). Se caracteriza pela ocupacdo de micro-habitat, com escassez de
nutrientes, intensa luminosidade e inundacdes periddicas (Rogalski, 2007). Como redfita,

possui alta seletividade e adaptacdo a ambientes adversos e variaveis.
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Figura 2. Localizacdo das populagdes identificadas de Dyckia brevifolia Baker, Rio
Itajai-Acu, SC. 1 Ressacada; 2. Subida/Apiuna I; 3. Subida/Ibirama I; 4. Subida/Apitna



IT; 5. Subida/Apiuna III; 6. Subida/Ibirama II; 7. Morro Santa Cruz; 8. Ascurra; 9. Encano
Baixo; 10. Encano; 11. Salto Waissbach I; 12. Salto Waissbach II. Fonte: Rogalski, 2007

Segundo Rogalski (2007), a bromélia D. brevifolia apresenta propagagao clonal,
um fator que contribui para sua persisténcia. Além de apresentar iteropariedade (a mesma
roseta floresce varias vezes), ¢ autocompativel e a agamospermia pode ocorrer. A partir
de estudos sobre o fluxo génico das populagdes de D. brevifolia, foi apresentado que a
espécie ¢ influenciada pelo fluxo unidirecional do rio, tendo maior diversidade nas

populagdes a jusante (Rogalski et al., 2017)

Rogalski e colaboradores avaliaram as mesmas populacdes de D. brevifolia em
um segundo estudo, confirmando que as populacdes da espécie apresentaram distribui¢ao
disjunta e nas 12 populacdes estudadas sua area de ocupacdo foi de 9.185m?, ou seja,

menos de um hectare (Rogalski et al. 2022)

Alguns estudos envolvendo germinagdo e propagagdo in vitro de D. brevifolia
foram efetivos com pequena quantidade de material vegetal (Bertsouklis et al. 2022)

indicando uma alternativa para propagacao desta espécie.

A espécie Dyckia brevifolia vem sofrendo consequéncias devido a fatores
antropicos, sendo considerada “Criticamente em perigo’” pelo Conselho Estadual do
Meio Ambiente de Santa Catarina (CONSEMA, 2015) e sendo considerada “Deficiente
de Dados’’ pelo Ministério do Meio Ambiente. Com a instalacdo da Hidrelétrica Salto
Pilao ameaga o desenvolvimento e a conservagdo da espécie, pois as mesmas formam
lagos que inundam populacdes e os trechos de vazdo reduzida provocam alteracdo no

nivel de 4gua, modificando o ambiente no qual a espécie ocorre.

Os marcadores microssatélites sdo importantes ferramentas para o estudos de
determinagdo da diversidade genética existente, tamanho efetivo populacional, taxas de
fluxo génico sendo utilizado na biologia da conserva¢do da espécie. Além disso, as
sequéncias cloroplastidias ajudam a determinar com mais clareza as relagdes filogenéticas
entre Dyckia brevifolia com as demais espécies proximas. Assim, existe a necessidade de
gerar essas informacgdes utilizando estratégias de genOmica estrutural e funcional,
contribuindo para o desenvolvimento de ferramentas moleculares como marcadores SSR
nucleares e plastidiais, além da caracterizacdo da composicdo geral de seu genoma,

auxiliando em estudos sobre evolugao e adaptacao da espécie.



2.3 Marcadores moleculares microssatélites

Com o uso de métodos biotecnologicos € possivel se ter compreensdo mais rapida
e profunda da diversidade genética de espécies e dos mecanismos responsaveis por essa
variacdo na natureza, assim como a importancia dessa variacdo para a adaptacao das
plantas ao seu ambiente (Callow et al., 1997). Ademais, a evolugdao dessas técnicas
promove estratégias de conservacdo mais efetivas ao facilitar a defini¢do da dimensao de
diversidade genética de uma espécie, auxiliando na tomada de decisdo sobre o manejo de
recursos vegetais para que seja mais esclarecida e consciente (Barrandeguy; Garcia,

2016).

A prospeccdo e o uso de marcadores moleculares para detectar e estudar os
polimorfismos de DNA foram grandes avangos para a genética molecular, uma vez que a
utilizagdo de marcadores localizados no DNA fornece uma grande gama de informacdes
sobre o genoma (Turchetto-Zolet et al. 2017). Assim, os marcadores moleculares sdo
altamente valorizados e utilizados em areas da genética e biologia molecular e se tornaram
componentes fundamentais de maior parte dos estudos da distribuicao de diversidade

genética e da andlise dos fatores que afetam essa diversidade.

Diferentes estudos, usam diferentes técnicas moleculares, como RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified
Polymorphism DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), ISSR (Inter-
simple sequence repeats), SNP (Single Nucleotide Polymorphism) e SSR (Simple
Sequence Repeats). Cada um desses marcadores moleculares tem propriedades
diferentes, refletindo diferentes aspectos da diversidade genética e possuem suas
vantagens e limitacdes (Rao & Hodgkin, 2002). Assim, a escolha do marcador depende
das questoes a serem abordadas, dos organismos alvo do experimento, da quantidade de
DNA disponivel, das questdes monetarias € das condigdes do laboratorio (Hodgkin et al.,

2001)

No genoma dos seres vivos, hd presenca de varias sequéncias simples repetidas,
que derivam de um a seis nucleotideos em continuidade nos genomas eucariotos. Essas
regides sdo denominadas de microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat). Os SSRs

sdo em maior nimero em regides ndo codificantes do genoma nuclear, também sendo



encontrados em alguns genomas organelares e cada microssatélite constitui um locus
genético altamente variavel, multialélico e de grande contetido informativo (Caixeta et

al., 2016).

Os marcadores SSRs sdo obtidos com o uso de oligonucleotideos iniciadores
(primers) especificos para essas sequéncias adjacentes ao SSR, e por meio da PCR ¢
possivel amplificar um determinado loco e identificar os polimorfismos individuais

relacionados ao nimero de repeti¢ao do SSR para aquele individuo (Oliveira et al., 2021)

Por serem codominantes, os microssatélites possibilitam a distin¢cdo entre
individuos heterozigotos e homozigotos, tornando-os tuteis em estudos de diversidade
genética (Caixeta ef al., 2016). Além de apresentarem distribui¢do aleatdria e abundante,
apresentam um alto nivel de diversidade alélica, possibilitando a analise de polimorfismo
entre populacdes e individuos. Os dados de diversidade genética gerados por esses
marcadores possibilitam mapeamento de genomas, identificagdo e caracterizagdao de
genes, identificagdo e estimativa de parentesco entre individuos, conservacdo, entre
outras ferramentas importantes (Mohan et al., 1997). Segundo Zanella et al. (2012), os
SSRs demonstram valores mais realistas das heterozigosidade observada (Ho) e esperada
(He) em bromélias do que os demais marcadores. De modo geral, os SSRs sdo os
marcadores mais utilizados para a genotipagem de plantas nos ultimos 20 anos, sendo

mais informativos do que outras classes de marcadores (Azevedo et al., 2019).

Para analise dos principais pardmetros de diversidade genética, como nimero
médio de alelos por loco, riqueza alélica, heterozigosidade observada e esperada sdo
calculados a partir da matriz dos gendtipos de SSR. Levando em consideragdo as
estimativas das frequéncias alélicas, utilizando programas que foram desenvolvidos para
estimar esses indices, como por exemplo: GENEPOP, GENALEX, FSTAT, entre outros
(Excoffier & Heckel, 2006)

2.4 O genoma plastidial de plantas

O genoma de cloroplasto constitui uma importante organela que atua como centro
metabolico para biossintese de compostos essenciais para a fisiologia e desenvolvimento
de plantas (Daniell et al. 2016). Também conhecido por cpDNA, plastoma ou plastideo,
¢ uma das principais caracteristicas distintivas das células vegetais de outras eucarioticas,
cujos diferentes tipos (protoplastos, amiloplastos, cromoplastos, cloroplastos) apresentam

fungdes metabolicas especificas essenciais para a viabilidade celular (Rogalski et al.



2015). A fungdo central dos cloroplastos ¢ a realizacdo da fotossintese, processo de
fixagdo de CO> em carboidratos elaborados por mecanismos fotoquimicos, € com

liberagdo de oxigénio atmosférico (Green 2011).

Comparado ao genoma nuclear, o genoma plastidial apresenta algumas vantagens
em andlises evolutivas moleculares e sistematicas: o genoma cloroplastidial € pequeno e
haploéide, facilitando sua obtengdo; os genes do plastoma sao relativamente conservados
em sequéncia e bem caracterizados em fungao e as taxas de mutacdes sao lentas (Fu et

al., 2022).

O DNA do cloroplasto (cpDNA) ¢ o 4cido nucleico mais amplamente utilizado na
filogenia de plantas, pois oferece diversas vantagens para a sistematica. O cpDNA ¢
composto por uma cédpsula extranuclear e contém informagdes genéticas que sdo
codificadas nas proteinas enzimaticas e estruturais. Essa organela sofreu especiacao e as
sequéncias nucleotidicas de seu DNA podem ser consideradas conservadas e importantes
fontes de evidéncia sobre as relacdes evolutivas entre taxas fotossintéticas (DHINGRA;

FOLTA, 2005).

O genoma plastidial ¢ dividido em quatro regides: regido longa de copia Unica
(LSC), regido curta de copia Unica (SSC) e duas regides repetidas invertidas (IR)
(Yukawa et al. 2005). As duas IRs sdo idénticas na composi¢do, com duas copias por

genoma, porém em sentido contrario.

O sequenciamento de nova geragdo (NGS) tem permitido muitos avangos nos
estudos de gendmica estrutural e funcional. O sequenciamento do genoma plastidial pode
ser considerado uma importante fonte de dados que permite realizar diversas analises
comparativas relacionadas com estudos baseados em filogenia e evolugdo de plantas. Por
exemplo, Carbonell-Caballero et al. (2015) analisaram 34 plastomas de espécies de Citrus
e elucidaram a diversidade, relacao filogenética e processos evolutivos do género. Li et
al.(2021) reuniram mais de 4.000 sequéncias plastidias e forneceram a arvore mais
abrangente para angiospermas. Além disso, o genoma plastidial também foi usado como
barcoding para discriminagdo de espécies em géneros filogeneticamente e
taxonomicamente complexos, como Dracaena, Panax e Rhododendron (Lee etl al., 2017;

Nguyen et al., 2017; Ji et al., 2019)

As sequéncias de cpDNAs também servem como excelentes fontes de dados para

estudar eventos de transferéncia horizontal de genes e rearranjos ocorridos nestes



compartimentos genéticos durante o processo de evolugao da célula vegetal (Lin et al.

2010).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Desenvolver marcadores microssatélites nucleares, plastidiais e mitocondriais a
partir do genoma de Dickya brevifolia, visando fornecer ferramentas para o estudo e

conservagao da espécie.

3.2 Objetivos especificos
- Prospectar e caracterizar marcadores microssatélites no genoma total de Dyckia

brevifolia;
- Validar os marcadores microssatélites nucleares desenvolvidos em D. brevifolia;

- Sequenciar, montar e anotar o genoma plastidial de D. brevifolia

4 PERGUNTAS NORTEADORAS
Quao conservado ¢ o genoma plastidial de Dyckia brevifolia em comparacio

com outras bromélias?

Qual o nivel de diversidade genética identificado pelos marcadores

microssatélites em populagdes naturais?
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Capitulo 1

Caracteristicas Estruturais, Evolutivas e Filogenomicas do Genoma Plastidial de
Dyckia brevifolia Baker



Resumo

Nos ultimos anos as sequéncias de DNA plastidial forneceram informagdes importantes
sobre ecologia e evolugao das plantas, esse continuo uso de sequenciamento de plastidios
se deve, principalmente, por ser um genoma mais acessivel para a biologia molecular.
Dyckia brevifolia Baker ¢ uma espécie da familia Bromeliaceae endémica do Sul do
Brasil. A espécie D. brevifolia ¢ uma redfita e estd restrita as regides rochosas as margens
do rio Itajai-Acu, em Santa Catarina. Estudos de filogenia da subfamilia Pitcairnioideae,
a qual pertence o género Dyckia, baseados em genes plastidiais tém sido realizados com
o objetivo de entender as relagdes evolutivas desse grupo de plantas. Considerando a
escassez de estudos genomicos disponiveis para a espécie e seu género e com objetivo de
fornecer novos recursos genomicos para Dyckia brevifolia Baker, o presente estudo
objetivou realizar uma andlise evolutiva comparativa dos cpDNAs entre D. brevifolia e
outras espécies de bromélias usando conjuntos de dados gendmicos publicamente
disponiveis. Foi realizado o sequenciamento, montagem e caracterizagdo do plastoma
completo da espécie. Além disso, sitios de edicdo de RNAs foram preditos. Foi realizada
uma analise filogenomica usando as sequéncias completas dos plastomas de D. brevifolia
e mais 9 espécies da familia Bromeliaceae. A sequéncia do genoma plastidial de
Tillandsia cyanea foi usada como grupo externo. Além disso, espécies do género Hechtia
(Bromeliaceae) foram utilizadas nas analises a fim de comparagdo entre representantes
das bromélias. O genoma plastidial completo de D. brevifolia revelou a existéncia de
semelhancas entre os plastomas de espécies da subfamilia Puyoideae, assim como
Ananas. Os genes ndhE e rpl22 podem estar relacionados a adaptagdo do habitat, ao
crescimento e reproducdo das plantas sob pressdo de selecdo. A arvore filogenética
construida fornece suporte para entender a relacdo de Dyckia com Puya.

Introducio

Em angiospermas os genomas cloroplastidiais (aqui definidos como plastomas ou
cpDNA) podem existir em formas circulares variando de 120 a 160KB de comprimento
(Greiner et al., 2014). Na sua maioria, os plastomas tém organizag¢do quadripartida, com
duas copias de Repeticdes Invertidas (IRs) separando o restante do genoma em uma
regido de copia Unica grande (LSC) e uma de copia pequena (SSC). Com os avangos nas
tecnologias de sequenciamento de nova geracdo houve um rapido aumento de plastomas
completos sequenciados (Poczai & Hyvonen., 2017). Os plastomas sequenciados contém
de 100 a 120 genes, dos quais aproximadamente 70 a 88 sdo genes codificadores de

proteinas, 33 a 35 sao tRNAS e quatro sdo rRNAS (Wicke et al. 2011).

Nos ultimos anos as sequéncias de DNA plastidial forneceram informacdes
importantes sobre ecologia e evolucao das plantas, esse continuo uso de sequenciamento
de plastidios se deve principalmente por ser um genoma mais acessivel para a biologia
molecular, com sequéncias altamente conservadas e quase sem recombinagao (Twyford,

& Ness, 2017). Algumas caracteristicas biologicas dos plastidios os tornam ideais para



varios tipos de estudos, como por exemplo, a heranga uniparental faz com que as
sequéncias sejam informativas para estudos de genética populacional, podendo investigar
até o fluxo de sementes e tamanho populacional (Wu & Chaw 2014). Em linhas gerais,
os plastidios sdo constituidos por genes para fotossintese e sintese de proteinas, sendo
assim, um alvo importante para estudos de vias bioquimicas e funcdes celulares (Zhou et
al., 2023). Tais rearranjos gendmicos também podem ser Uteis para entender tendéncias

filogenéticas e evolutivas dentro e entre grupos de plantas (Lopes et al. 2017)

Dyckia brevifolia Baker é uma espécie da familia Bromeliaceae endémica do Sul
do Brasil. A espécie D. brevifolia ¢ uma reofita e estd restrita as regides rochosas as
margens do rio Itajai-Ag¢u, em Santa Catarina, formando aglomerados e caracterizado pela

forma triangular de suas folhas em tom verde claro (Rogalski, 2007)

Estudos de filogenia da subfamilia Pitcairnioideae, a qual pertence o género
Dyckia, baseados em genes plastidiais t€ém sido realizados com o objetivo de entender as
relacdes evolutivas desse grupo de plantas (Gomes-da-Silva et al, 2019; Krapp et al, 2014;
Pinangé et al, 2016). Contudo, ndo ha genoma plastidial completo publicado para o
género Dyckia. Considerando a escassez de estudos gendmicos disponiveis para a espécie
e seu género e com objetivo de fornecer novos recursos gendmicos para Dyckia brevifolia
Baker, o presente estudo objetivou caracterizar o genoma plastidial da espécie usando a
tecnologia de Sequenciamento de Nova Geracdo (SNG). Além disso, foi possivel
comparar as sequencias de cpDNA entre outras espécies de bromélias usando conjuntos
de dados gendmicos publicamente disponiveis, a fim de estudar algumas caracteristicas

da evolucao da espécie.

Material e métodos

Sequenciamento e montagem do plastoma

O DNA total de uma planta adulta de D. brevifolia cultivada no herbario da UFSC
foi isolado de folhas saudaveis através do método CTAB (Doyle & Doyle, 1987), tratado
com RNase e diluido em &gua ultrapura. A quantidade e a qualidade do DNA isolados
foram verificadas através do espectrofotometro NanoDrop 1000® em relagio a
concentracdo e razoes de absorbancia 260/280 e 260/230. A integridade (auséncia de
degradacao) das amostras de DNA foi verificada em eletroforese em gel de agarose 0,8%,
corado com GelRed e visualizado sob luz ultravioleta. A quantificagdo do DNA para o

preparo da biblioteca gendmica foi realizada com auxilio de um fluorimetro Qubit®.



O sequenciamento do genoma foi realizado por meio do sistema Oxford Nanopore
Technologies MinlON® Mk1B. Para o preparo da biblioteca gendmica da espécie foram
utilizados o Ligation Sequencing Kit SQK-LSK109 (Oxford Nanopore®), Ultra II End
Repair/dA- Tailing Module (NEB®), Quick Ligation Module (NEB®) ¢ FFPE DNA
Repair Mix (NEB®). O sequenciamento foi realizado em uma flowcell R9.0 ¢ a
plataforma Guppy foi utilizada para realizar o basecalling de cada sequenciamento,

enquanto a limpeza das reads foi realizada com o software Porechop.

As reads limpas foram aplicadas em uma montagem referenciada do plastoma
usando o software CLC Genomics (Quiagen, Hilden, Alemanha) ¢ os plastomas de
Ananas comosus e Puya ferruginea como referéncias. As espécies utilizadas como
referéncia foram selecionadas devido a relagdo filogenética com as espécies de Dyckia. O
mesmo software foi utilizado para estimar as estatisticas de cobertura da montagem
referenciada (comprimento total do consenso, %GC, fracdo da referéncia coberta e
cobertura média do cpDNA).

A anotacdo foi realizada na plataforma GeSeq (Tilich et al.,, 2017;
https://chlorobox.mpimp-golm.mpg.de/geseq.html). A representacdo grafica do mapa
circular do plastoma sequenciado foi reconstruida usando a ferramenta
OrganellarGenomeDRAW (OGDRAW) (Greiner et al., 2019), utilizando os géneros
Puya e Ananas como referéncia, j4 que esses sdo os géneros mais proximos de Dyckia

com sequéncias de plastomas disponiveis no GenBank.

Caracterizacdo do genoma plastidial de D. brevifolia e relacoes filogenéticas com

espécies da familia Bromeliaceae

Sitios de edicdo de RNAs foram preditos usando PREPACT 3.0
(http://www.prepact.de/prepact-main.php; Lenz et al., 2018), com Oryza sativa, Zea mays
e Cocos nucifera como espécies referéncia.

Foram realizadas diferentes comparagdes entre o plastoma de D. brevifolia ¢ 9
espécies da familia Bromeliaceae (Puya goudotiana, Puya macrura, Puya macropoda,
Puya raimondii, Puya santosi, Puya hutchisonii, Puya nitida, Puya ferruginea e Ananas
comosus), cujas sequéncias de genoma plastidial foram obtidas no Genbank e listadas na

tabela 1. A nomenclatura das espécies neste estudo segue o Indice Internacional de Nomes


https://chlorobox.mpimp-golm.mpg.de/geseq.html

de Plantas (www.ipni.org). Uma comparagao inicial par-a-par da ordem dos genes dos
cpDNAs foi realizada por meio de uma anélise de graficos de pontos usando o software
online Mafft (Katoh et al. 2017). Translocagdes, inversdes ou indels que ocorrem em
conjunto de genes sao visualizados na comparagdo par-a-par como deslocamentos das
inclinagdes positivas e/ou negativas representando as regides LSC, SSC (inclinagao

positiva) e IR (inclinagdo negativa) dos genomas plastidiais comparados.

Tabela 1. Genomas de referéncia usados na analise comparativa de plastomas de Dyckia

brevifolia
Espécies Numero de acesso | Tamanho do LSC SSC IR

Genbank! plastoma (pb) | (pb) (pb) (pb)
Puya ferruginea NC 062151.1 159713 18580 | 87642 |53488
Puya guodotiana NC_062150.1 159757 87669 | 18587 | 53498
Puya hutchisonii NC _062152.1 159839 87742 | 18596 | 53498
Puya macropoda NC 062153.1 159828 87733 | 18594 | 53498
Puya macrura NC 062147.1 159826 87732 | 18593 | 53498
Puya santosii NC _062149.1 159752 87665 | 18586 | 53498
Puya nitida NC 062146.1 159799 87712 | 18586 | 53498
Tillandsia cyanea NC 064985.1 157602 88218 | 18064 | 53320
Ananas comosus 159983 87787 | 18605 | 53590
cultivar erectifolius

MZ457322.1

Legenda: LSC: Regidio Longa de Copia Unica; SSC: Regido Curta de Copia Unica; IR: Regido Invertida. pb


http://www.ipni.org/

Foi realizada uma andlise filogenomica usando as sequéncias completas dos
plastomas de D. brevifolia e mais 9 espécies da familia Bromeliaceae. A sequéncia do
genoma plastidial de Tillandsia cyanea foi usada como grupo externo. Além disso,
espécies do género Hechtia (Bromeliaceae) foram utilizadas nas analises a fim de
comparagao entre representantes das bromélias. As sequéncias foram alinhadas usando a
plataforma online Mafft (Katoh et al. 2017), e a arvore filogenética foi construida com o
algoritmo Neighbor-Joining. O suporte da andlise foi determinado por meio de 500
réplicas de bootstrap usando o mesmo software.

Rearranjos e inversdes nos plastomas de Bromeliaceae foram visualizados usando
os parametros padrdes do software de Alinhamento Multiplo de Genomas MAUVE 2.4.0
(Darling, 2004). Regides de divergéncias de sequéncia foram determinadas usando a
analise de janelas deslizantes com os genomas plastidiais completos das 11 espécies de
bromelidceas, com um comprimento de janela de 400pb e um tamanho de passo de 100pb,

usando o software DnaSP v.5 (Librado e Rozas 2009).

Resultados e discussao

Caracteristicas gerais do plastoma de D. brevifolia

O genoma plastidial de Dyckia brevifolia (ID GenBank 2774730) tem um
comprimento de 159552 pb e a estrutura quadripartida tradicional dos plastomas (Figura
1) com um teor de GC de 37%. A regido longa de cépia tnica (LSC) é composta por
87413 pb, e a regido pequena de copia tnica (SSC) contém 18672 pb. As regides LSC e
SSC sdo separadas por duas regides de repeticao invertida (IRs) de 26728 pb cada. Um
total de 95 genes, incluindo 59 genes codificadores de tRNA (RNA de transferéncia) e 8



genes codificadores de rRNA (RNA ribossomico) foram  previstos.
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Figura 1. Mapa circular do genoma plastidial de Dyckia brevifolia. Genes de diferentes

grupos funcionais estdo coloridos diversamente. Genes dentro do circulo sdo transcritos
em sentido anti-horario, e aqueles fora do circulo sdo transcritos em sentido horério. O

circulo interno cinza escuro representa o contetido GC, e o cinza claro o conteudo AT.

Analise comparativa entre os genomas de cloroplasto de espécies de Bromeliaceae
Em relagdo as espécies aqui comparadas, o tamanho de plastoma de D. brevifolia
¢ muito semelhante tanto a Ananas como a Puya, mostrando que hd uma relagdo entre

esses trés géneros (Figura 2) e uma desconexao com o género Hetchia da mesma familia.
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Figura 2. Relacdo entre os genomas plastidias de Dyckia brevifolia e espécies de
Bromeliaceae. A analise de grafico de pontos do genoma de Dyckia brevifolia contra trés
espécies de Bromeliaceae. A inclinacdo vermelha positiva significa que o par de
sequéncias comparadas ¢ na mesma orientagdo. A inclinacdo azul negativa denota que o
par de sequéncias comparadas podem ser alinhadas, mas sua orientagdo ¢ oposta. No
grafico de pontos em (D); (E) e (F) destacam lacunas e diferenca de posicdo entre os
genomas de D. brevifolia, Puya ferruginea ( subfamilia Puyoideae) e Ananas comosus

(subfamilia Bromelioideae) contra Hetchia myriantha (subfamilia Hetchioideae).

Plastomas completos sdo uma fonte de dados valiosa para resolver relagdes
filogenéticas. Tradicionalmente, Bromeliaceae foi dividida em trés subfamilias com base
em caracteres florais, de frutos e de sementes: Pitcairnoideae, Bromelioideae e
Tillandsioideae (Smith & Till, 1998). A maioria dos estudos filogenéticos confirmaram a
monofilia de Tillandsioideae e Bromelioideae, enquanto Pitcairnoideae foi dado como
parafilético (Horres et al, 2007; Winter & Smith, 2004). Assim, Givnish e colaboradores
(2007) sugeriram uma classificacdo de oito subfamilias para bromélias, dividindo
Pitcairnioideae em Brocchinoideae, Lindmanioideae, Hetchioideae, Navioideae,
Pitcairnoideae ss. e Puyoideae. Em estudos posteriores, Givnish (2011) confirmaram esta
classifica¢do, com maiores niveis de suporte para a monofilia de cada subfamilia, exceto

para Puyoideae e Bromelioideae, com uma posi¢do acirrada de Puyoideae em



Pitcairnoideae (Schutz et al, 2016). Assim, ainda ha incerteza nas relacdes filogenéticas

das bromélias e ainda é necessario mais estudos com amostragem maior de espécies.
Aqui, montamos uma filogenia limitada entre representantes do género Puya

(Puyoideae), um representante de Ananas (Bromelioideae) e Hetchia (Hetchioideae) de

Bromeliaceae de acordo com o genoma plastidial (Figura 3.)
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Figura 3. Arvore filogenética de representantes de Bromeliaeceae. 0os nimeros em cima

de cada ramificacdo representam os nimeros de bootstrap.

De acordo com a proximidade de Dyckia com todos os membros aqui relatados
de Puya, percebe-se a relacdo de proximidade entre esses géneros. Uma maior
amostragem de representantes do género Dyckia € necessaria para entender as relacdes
filogendmicas presentes.

As andlises de janela deslizante utilizando o software DnaSP revelaram regides
varidveis entre o plastoma de D. brevifolia e outras 8 espécies de Puya (Figura 4). Quando
esses 9 plastomas foram comparados, a diversidade genética (valor ) em todo o plastoma
foi de = = 0,00130; com 544 regides de polimorfismo. A regido mais variavel ¢ o
espacador codificante trnM-CAU — trnG-GCC com ©t = 0,04944, um gene nomeado como
iniciador Met tRNA e Gly tRNA. A segunda maior regido codificadora com diversidade
genética foi #rnS-UGA, com valor de m = 0,04, seguido por rp/22, com © = 0,02444 ¢
ndhE, com nt = 0,022222 (Zheng et al., 2020).
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Figura 4. Andlise de janela deslizante. O eixo X representa a posicdo no genoma,
enquanto o eixo Y representa os valores Pi correspondentes. O comprimento da janela foi
definido para 400 pb com um tamanho de passo de 100pb. A linha pontilhada representa
o ponto de corte considerado para determinacdo de regides de alto polimorfismo (20x o

valor médio de diversidade 7).

Os genes ndh estdo relacionados com a integragdo funcional no transporte
fotossintético de elétrons. Assim, o papel funcional do gene ndhE ¢ relacionado a
adaptacao da fotossintese a terra. Martin (2010) sugere que esse gene poderia fornecer
uma ferramenta util para investigar fatores ambientais significativos que influenciaram a
evolucdo das plantas, devido a descoberta de locais de edigdo ndh com corregoes C para
T ao nivel do genoma podem fornecer ferramentas para resolver relagdes filogenéticas
entre géneros e espécies intimamente relacionados.

Em geral, perdas significativas do gene ndh tém sido comumente relatadas para
plantas parasitas, micoheterotroficos e plantas carnivoras, associadas a reducdo ou
auséncia de atividade fotossintética (Ruhlman et al, 2015; Baret et al, 2019; Yao et al,
2019). No entanto, multiplas perdas foram relatadas em linhagens de plantas totalmente
fotossintéticas, como gimnospermas, plantas aquaticas e espécies xerofitas (Strand et al,
2019; Mower et a, 2021; Yao et al, 2019). Estudos anteriores descobriram que esses genes

foram, em alguns casos, translocados para outros compartimentos do genoma, como



genoma mitocondrial em algumas linhagens de Orchidaceae (Lin et al, 2015) ou genoma
nuclear (Sanderson et al, 2015), embora provavelmente nao sejam funcionais.

A diversidade genética nas regides intergénicas entre os genomas também se
destacou, com 7w variando de 0,02222 a 0,04333. Além das mutagdes de nucleotideos,
insercoes/delecdes (indels) sdo outro tipo comum de variacdo genética nos genomas
plastidiais. Oitenta e trés indels foram detectados entre os genomas, com © = 0,00020.

O alinhamento do genoma plastidial de D. brevifolia com as espécies de Puya
demonstrou forte correlagdo entre as posigoes de genes dentro do genoma plastidial
(Figura 5). Isso corrobora a proximidade aqui destacada entre a espécie Dyckia brevifolia

e espécies do género Puya.
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Figura 5. Alinhamento dos genomas plastidiais gerado pelo software Mauve para as
espécies Dyckia brevifolia; Puya ferruginea; Puya goudotiana; Puya hutchisonii; Puya

macropoda; Puya macrura; Puya santosii; Puya raimondi; Puya nitida e Ananas comosus

Um total de 279 sitios de edigdo foram preditos em 40 genes do plastoma de D.
brevifolia (Tabela 1). A edicdo de RNA permite alteracdes na informagdo genética nas
transcri¢cdes primarias nos plastidios em muitos organismos vivos. Essas modificagdes
geralmente resultam em alteragdes de aminoacidos e afetam a funcionalidade dos

produtos proteicos (Tillich et al., 2006). A edicdo mais comum ocorre em citocinas



especificas, onde através de uma reacdo de deaminagdo, elas siao modificadas para
uracilas (C-para-U) (Guo et al., 2015). Este processo foi proposto como um meio
evolutivo para restaurar a sequéncia original de aminoacidos em genes que possuem

mutacoes (Castandet and Araya, 2011).

Tabela 2. Predi¢do de genes e valores de sitios editados no plastoma de Dyckia
breviofolia Baker, utilizando C. nucifera, O. sativa e Z. mays como referéncias. Cada (+)

indica a presenca de edicdo em uma das espécies referéncia.

Gene Edicao Sitios
rpoC2 +++ 15
rpoCl +++ 20

rpoB +++ 16
rpsl4 +++ 6
psaB +++ 3

yef3 +++ 12

ndhJ +++ 3
ndhK ++ 1

ndh3 +++ 6

atpB +++ 3

rbcL +++ 3
accD ++ 5

psal +++ 6

vef4 +++ 3
yef10 +++ 3
psbF +++ 3
rpl20 ++ 2




clpP e 3
petB +++ 6
petD - 3
rpoA +++ 8
rpl36 +++ 3
rps8 +++ 3
rps3 +++ 6
psbA +++ 3
matK ++ 3
aptA - 6
atpF e 6
atpl +++ 6
rps2 +++ 12
rpl22 +++ 3

rl2 4+ 6
rpl23 +++ 8
ndhB 4+ 54
ndhF 4+ 9
ccsA +++ 3
ndhD +++ 12
ndhG +++ 6

Dentre os genes que apresentaram sitios de edicdo de RNA, o gene ndhB
apresentou o maior numero de sitios (54) e o menor numero de sitios para o gene ndhK

(Tabela 1). A quantidade de sitios de edicdo em cloroplastos varia entre as espécies.



Foram identificados 2 sitios de edicdo em Physcomitrela patens e 509 em Anthoceros
formorsae (Kugita 2003; Miyata and Sugita, 2004), ambas pteridofitas e 43 sitios em
Arabidopsis thaliana (Ruwe et al., 2013). Essa expressiva diferenca no numero de sitios
de edicao entre espécies tem sido alvo de pesquisas que visam compreender o papel da
edicdo de RNA na evolugdo do genoma plastidial (Takenaka et al., 2013; Vu &
Tsukahara, 2017).

O alto numero de sitios de edicdo no gene ndhB foi estudado em tabaco, quando
sob uma temperatura de 42°C o bloqueio de edi¢ao ocorre especificamente em 19 sitios e
o processamento através de splicing neste gene € comprometido (Karcher & Bock, 2002).

Portanto, é possivel visualizar através dos resultados aqui obtidos, que os géneros
Puya, Dyckia e Ananas possuem semelhangas na configuracio de suas sequéncias. Além
disso, os resultados sugerem que os altos nimeros de sitios de edi¢do de RNA em genes
relacionados ao complexo ndh podem estar relacionados a adaptagdo ao estresse abidtico

vivenciado pelo género Dyckia.

Conclusao

Este estudo apresenta importantes recursos para o aprimoramento de analises
filogenomicas baseadas em genomas cloroplastidiais do género Dyckia, sendo este o
primeiro genoma plastidial a ser sequenciado, montado e anotado para uma espécie deste
género. Os resultados deste estudo implicam em conhecimentos importantes nas areas de
genética, evolugdo e conservagao de Dyckia brevifolia Baker. Aqui foi descrito o genoma
plastidial completo de D. brevifolia, uma bromélia re6fita endémica do Sul do Brasil, esta
descricdo revelou a existéncia de semelhancas entre os plastomas de espécies da
subfamilia Puyoideae, assim como Ananas. Os genes ndhE e rpl22 podem estar
relacionados a adaptacao do habitat e ao crescimento e reproducao das plantas sob pressao
de sele¢do, embora estudos mais conclusivos sejam necessarios para confirmagao desta
hipotése. A arvore filogenética construida fornece suporte para entender a relagdo de

Dyckia com Puya.
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CAPITULO 2

Identificacio e Desenvolvimento de Marcadores moleculares Microssatélites (SSR)
para Dyckia brevifolia Baker

RESUMO



Dyckia ¢ um género que inclui 170 espécies classificadas como plantas perenes sem
tanques, terrestres ou saxicolas e ¢ um dos géneros mais ricos em espécies da subfamilia
Pitcairnioideae. Dyckia brevifolia Baker ¢ uma bromélia endémica do Sul do Brasil e sua
ocorréncia natural encontra-se ameagada. conexao Como os /oci de microssatélites sao
espécie-especificos ¢ necessario isola-los para cada espécie. Devido a escassez de
conhecimentos genéticos acerca da espécie estudada, esse estudo teve como objetivo o
desenvolvimento de marcadores moleculares SSR para Dyckia brevifolia Baker
contribuindo com a conservacao e estudos de diversidade dessa espécie. O DNA total
(nuclear, plastidial e mitocondrial) da espécie foi sequenciado utilizando-se uma
plataforma de sequenciamento de nova geragdo MinlON® Oxford Nanopore. O DNA
gendmico foi extraido em quantidade superior a 150 ng.ul-1 para todas as 10 amostras
das 3 populagoes definidas. 15 loci microssatélites previamente selecionados in silico,
seis nao participaram para a genotipagem devido a problemas na amplificagdo. Para a
genotipagem foram utilizados 30 individuos. Os parametros gerais de diversidade
genética de D. brevifolia mostraram-se baixos. Os marcadores microssatélite
desenvolvidos neste estudo apresentaram, em média, moderado a alto nimero de alelos,
com exce¢ao do marcador MK206. Também demonstraram alta capacidade de diferenciar
corretamente individuos coletados ao acaso dentro de uma populagcdo, com baixa
probabilidade de erro. Além disso, os marcadores demonstraram potencial para o estudo
de fluxo génico ao caracterizar coerentemente a relagdo entre os individuos provenientes
das trés diferentes demes estudadas.

1. Introducio

A Mata Atlantica ¢ considerada um dos mais importantes hotspot de biodiversidade
mundial (Aleixo et al. 2010) com uma grande diversidade de espécies vegetais nativas e
endémicas. Bromeliaceae ¢ uma importante familia botdnica com distribuigdo ampla nas
Américas, sendo representativa na composicao floristica da Mata Atlantica. Esta familia

possui inimeras espécies com potencial no mercado de frutas e de plantas ornamentais

(Stenmann et al. 2009).

Dyckia ¢ um género que inclui 170 espécies classificadas como plantas perenes sem
tanques, terrestres ou saxicolas e ¢ um dos géneros mais ricos em espécies da subfamilia
Pitcairnioideae., o género Dyckia € um dos trés géneros de Bromeliaceae que formam um
clado xerofitico bem suportado (Givnish et al. 2011) e inclui espécies nativas e que
prosperam em ambientes com solo pobre e abastecimento de dgua limitado e alta

exposicao solar (Santos-Silva et al. 2013).

Dyckia brevifolia Baker ¢ uma bromélia endémica do Sul do Brasil e sua ocorréncia

natural encontra-se ameacada (Rogalski et al., 2017). D. brevifolia ¢ uma heliofita, que



tolera plena luz solar, mas também se adapta ao fluxo de um rio, podendo essa adaptacao
ser na submersao durante as enchentes ou na sua desidratacdo durante os periodos de seca
(Lobo et al. 2013). A espécie faz parte das plantas ornamentais consolidadas brasileiras
(Silva Souza et al. 2012) e suas subpopulagdes (demes) encontram-se em areas disjuntas

do rio Itajai-Ac¢u em uma area nao superior a um hectare (Rogalski et al. 2022).

A conservagdo da diversidade genética tornou-se objetivo de muitos programas de
conservagdo ¢ o conhecimento da distribui¢do desta diversidade dentro e entre as
populagdes naturais € o primeiro passo nesse processo (Soldrzano et al. 2010). A pesquisa
sobre a diversidade genética populacional também ¢ essencial para fornecer informagdes
para o desenho de estratégias de conservagao em espécies com risco de extingdo e, neste
contexto, marcadores moleculares em DNA sdo ferramentas importantes para estudar a

variabilidade genética (Peng et al. 2018)

Viarios marcadores moleculares foram utilizados em estudos genéticos em
Bromeliaceaes: Aloenzimas para Aechmea tuitensis, Dyckia brevifolia, Dyckia
ibiramensis (Izquierdo e Pifiero, 2000; Rogalski et al. 2017; Hmeljevski et al. 2011);
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) para Encholirium biflorum e Encholirium
pedicellatum (Cavallari et al. 2006); microssatélites (SSR) para Alcantarea brasiliana, A.

nevaresii, entre outras (Lexer et al. 2016).

Microssatélites ou SSR (“Sequéncias Simples Repetidas™) sdo sequéncias de 1 a 6
nucleotideos, repetidas lado a lado, normalmente isoladas de regides nao codificantes.
Deste modo, estes marcadores podem ser utilizados para ajudar a resolver problemas que
variam desde a taxonomia, questdes relacionadas a paternidade, a estrutura genética de
populacdes, comparagdo entre espécies, sistema de cruzamento e capacidade de

colonizagdo de populagdes (Boneh et al. 2003).

Como os loci de microssatélites sdo espécie-especificos € necessario isola-los para
cada espécie. Devido a escassez de conhecimentos genéticos acerca da espécie estudada,
esse estudo teve como objetivo o desenvolvimento de marcadores moleculares SSR para
Dyckia brevifolia Baker contribuindo com a conservacao e estudos de diversidade dessa

espécie.



2. MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta e extraciao de DNA

Foram coletadas folhas de plantas saudaveis em 3 demes (definidas como Salto W2,
Salto W3) da espécie no municipio de Apiuna, Santa Catarina, totalizando 30 amostras
(10 em cada populacdo). As amostras foliares foram armazenadas em tubos Falcon
contendo uma solucdo aquosa de PVP 1% e armazenadas em freezer até o momento da
extracdo do DNA. Uma planta foi selecionada para o sequenciamento parcial do genoma

total. Uma exsicata desta planta foi depositada no Herbario Flor da UFSC

O DNA total foi isolado de folhas saudaveis através do método CTAB (DOYLE
& DOYLE, 1987). Foram maceradas aproximadamente 200mg de folhas com auxilio de
almofariz e pistilo. Logo apos, foi acrescentado 2,0ml do tampao de lise (CTAB 2%;
EDTA 20mM; NaCl 1,4M; Trus-HCI ph 8,0 100mM; PVP-40 2%; 2-mercaptoetanol
0,1%). O material foi homogeneizado e dividido em dois microtubos de 2,0ml. Os tubos
foram mantidos em banho-maria a 65 °C durante 30 minutos, homogeneizados por
inversdo a cada 10min. Apos esse tempo, foram armazenados na bancada até alcancar a
temperatura ambiente, e entdo foi acrescentado 600pul de cloroférmio-alcool isoamilico-
CIA (24:1; v/v) em cada tubo, e homogeneizados por inversdo durante 3min.
Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 14000 RPM por 5 min. Depois da
centrifugacgdo para a separagdo da parte organica e aquosa, foram transferidos 600ul do
sobrenadante para novos tubos e foi repetida a extracdo organica com CIA. Apds a
centrifugacdo, o sobrenandante foi transferido para novo microtubo de 1,5ml,
adicionando 400ul de 4lcool isopropilico a -20°C e incubado por l1h a -20 °C.
Posteriormente, foram centrifugados a 14000 RPM por 10 min, e logo apos o alcool foi
descartado, e acrescentado 1ml de etanol 70% a -20°C, sendo mantido por 3 min para
lavagem do DNA precipitado. Depois, o etanol 70% foi descartado, e adicionado 1ml de
etanol absoluto a -20°C, mantido por 1 min. Apds o descarte do etanol absoluto, o
precipitado foi mantido em temperatura ambiente para a secagem total. Em seguida, o
DNA foi diluido em 50pul de tampao low-TE (10 mM Tris, 0.01 mM EDTA pH 8,0) com
RNAse, e mantido por 1h em temperatura ambiente. Para avaliar a quantidade e qualidade
do DNA isolado foram verificadas através do espectrofotometro NanoDrop 1000® em
relacdo a concentracdo e razdes de absorbancia 260/280 e 260/230. As amostras foram

armazenadas a -20°C até o uso.



2.2 Sequenciamento do genoma total

O DNA total (nuclear, plastidial e mitocondrial) da espécie foi sequenciado
utilizando-se uma plataforma de sequenciamento de nova geragdo MinlON® Oxford
Nanopore, flow cells R.9 e o Ligation Sequencing Kit SQK-LSK 109 para preparagao da

biblioteca gendmica.

O software Guppy foi utilizado para realizar o basecalling, o Medaka para a limpeza
das sequéncias e o Canu para montagem dos contigs, além de pipelines disponibilizados

pela empresa Oxford Nanopore Technologies.

2.3 Identificacio de regioes microssatélites (SSR) e desenho de primers

O software GMATA (Wang, 2016) foi usado para prospectar motivos de repeticao
di, tri, tetra e penta-nucleotideos nos contigs obtidos. Os primers para os loci SSR
identificados foram projetados visando a obtencao de alelos com tamanho variando de 90

a 280pb utilizando o mesmo software.

2.4 Validacao e caracterizaciao dos marcadores microssatélites
Loci SSR identificados foram testados para amplificacdo in silico no software
SPCR (Cao et al. 2015), utilizando como DNA-alvo todos os contigs obtidos a partir do

presente sequenciamento e montagem do genoma parcial.

Usando essa estratégia foi possivel identificar pares de primers que amplificaram
um unico locus dentro do genoma, no intervalo de tamanho esperado, e descartar pares
de primers gerando amplificagdes multi-loci e padroes de banda inviaveis. A origem
genomica dos loci SSR prospectados foi determinada a partir da comparacao da sequéncia
dos contigs correspondentes a cada locus SSR selecionado com sequéncias depositadas

no GenBank, utilizando a ferramenta BLAST.

A caracterizacdo final dos loci SSR selecionados foi realizada a partir da
amplificacdao via PCR do DNA de 30 amostras coletadas em demes da espécie. O mix de
PCR foi composto por aproximadamente 30 ng de DNA, 1X tampao de PCR, 0,5 uM
MgClz, 1U Taq DNA polimerase, 0,05 uM de dNTPs, 0,125 uM de cada primer e 0,2 uL
de BSA, em um volume final de 15 pL. O ciclo de PCR constou de uma etapa inicial de
desnaturagdo a 95°C por 5 min, seguido de 30 ciclos com temperatura de desnaturagdo a
95°C por 1 min, anelamento (temperatura conforme cada par de primers) por 1 min e
extensdo a 72°C por 1 min, com uma etapa final de extensdo a 72°C por 20 min. Os

produtos de PCR foram avaliados inicialmente em eletroforese horizontal em gel de



agarose 2,5%, corados com GelRed e visualizados através de luz UV. A visualizagdo do
resultado obtido nas PCRs foi preparada em uma solugdo contendo 3ul do DNA
amplificado, 2 ul de Gel Red. Esta mistura foi aplicada em um gel de agarose 2,5% em
tampdo TBE 1X.

Para os loci que geraram produtos viaveis na amplificacdo e eletroforese, foi
realizada a validagdo com a andlise das 30 amostras coletadas, utilizando primers
marcados com fluorescéncia e separados em eletroforese capilar em um equipamento ABI
3500xL. A estratégia de amplificacao e genotipagem adotada no estudo baseou-se
na utilizagao de primers complexados a moléculas fluorescentes. Em cada reagao, foi
utilizado um primer Foward acrescido com uma extensao ou “cauda” M13 e primer ndo
modificado do tipo Reverse conforme descrito por Schuelke (2000). Dessa forma, para a
genotipagem utilizando o ABI 3500xL, os mesmos individuos puderam ser sobrepostos
em uma unica placa de 96 pocos, sem comprometer a informagdo individual de cada
amostra, uma vez que os picos de luminescéncia gerados pelas moléculas fluorescentes
emitem luz em comprimentos de ondas diferentes. Os marcadores fluorescentes utilizados
no método foram o 6-FAM e NED constituinte do conjunto de corantes (Dye Set) DS-33
(Applied Biosystems).

Para a analise dos resultados da genotipagem foram observados manualmente os
picos de luminescéncia, retratados nos eletroferogramas e visualizados através do
programa GeneMapper, cuja presenca de um Unico pico pronunciado indica homozigose,
enquanto a presenca de dois picos indica heterozigose. Os alelos de cada individuo para
cada locus foram registrados em uma planilha de Excel de acordo com o tamanho (em

pb) de cada fragmento.

2.5 Analise de dados

A diversidade genética das demes foi analisada por meio dos seguintes parametros
para os conjuntos de marcadores microssatélites: nuimero médio de alelo (4); nimero
efetivo de alelos (4e); heterozigosidade observada (Ho); heterozigosidade esperada ndo-
viesada (uHe) e Coeficiente de endogamia (F) utilizando o software GenAlEx versao
6.5.

O mesmo software foi utilizado para calcular a probabilidade de identidade do
conjunto de marcadores (probabilidade de que dois individuos coletados ao acaso em uma
populagdo sejam erroneamente identificados como diferentes, apesar de serem iguais)

avaliando a capacidade informativa de » marcadores de forma cumulativa, de 1 a »



incluindo-se um novo marcador em cada ciclo da andlise. Visando avaliar a capacidade
dos marcadores em identificar individuos de diferentes populagdes e propiciar evidéncias
de fluxo génico, uma Analise de Coordenadas Principais (PCoA) foi realizada baseada na

distancia genética par-a-par entre os individuos das trés demes estudadas.

3. Resultados e discussio

O DNA genomico foi extraido em quantidade superior a 150 ng.uL-1 para todas
as 10 amostras das 3 populacdes definidas (Figura 1). Essa etapa de quantificacdo em gel
de agarose ¢ importante para verificar a presenca de RNA, compostos secundarios e
degradagdo do DNA. Bandas bem definidas, com grande quantidade de DNA sem bandas
secundarias (RNA) depois da banda principal indicando uma boa qualidade do DNA

extraido.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose de DNA de plantas de Dyckia brevifolia Baker.

Foram mapeados no genoma de Dyckia, um total de 17.115 lociSSR com motivos
di, tri, tetra e penta-nucleotideos nos contigs obtidos, com maior nimero de marcadores
os obtidos com motivos AT (23,59%), seguido de TA (22,13%) e AG (8,64%). Destes,
15 loci microssatélites foram previamente selecionados in silico, seis ndo concorreram
para a genotipagem devido a problemas na amplificacdo. Para a genotipagem foram
utilizados 30 individuos. Foram utilizados em anélise de dados os marcadores que

atingiram um pico minimo dentro da regido do tamanho esperado do marcador, como



ilustrado na figura 2. Entdo, foram selecionados e validados nove marcadores que estdo
listados na tabela 1, de acordo com as caracteristicas definidas.
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Figura 2. Exemplo de eletroferograma gerado para o locus MK263, utilizando a

fluorescéncia 6-FAM.

Tabela 1. Descricdo dos 9 loci microssatélite de Dyckia brevifolia Baker, incluindo as
sequéncias dos primers (F-foward) e (R-reverse), temperatura de anelamento, tamanho
alélico esperado de cada locus, motivo de repeticdo da regido microssatélite e
cromossomo no qual foi encontrada essa regido no genoma de Ananas comosus na etapa

de caracterizacdo dos marcadores.

Marcado | Sequéncia de primers Tm Tamanho | Motivo Cromos
r esperado SOmo
°C)
(pb)
MKI105 |F: 60.05 | 154 CTT(6) 17
CACACGCCTGCTCTACAAA 0
A
60.68
R:GGCCAATGGTGCAATTAA
AA
MKI123 |F: 59.98 [ 380 GA(7) 18
TGTGCATGCGTCGGTATATT 3
R: 59609
CGAACGTTGGTTACTCCAC
A




MK146

F:
CCACCATCCCAAACAAAGA
T

R:
TCGAAGATCCAACATCGAA
A

59.64

59.20

227

GA(5)

MK196

F:
GTTCTCATGGCGAACGATCT

R:AACCTAGAGTTGGCGACG
AA

60.22

59.87

155

TA(9)

24

MK20

F:
TTACTCGGGCAATCCTTGTT

R:
ACCGTACCGTGCCAGATAA
A

59.56

60.38

392

TC(5)

MK206

F:
ATTCCTCTCCCTCTCCCTCA

R:
GATGTTGCTTCAGCCTCTCC

60.14

59.95

127

TA(22)

MK?243

F:
AAGGCTAAGCTCTAGACCA
ACAAA

R:
ATATAGGCTCCAGCCGGTT
C

59.97

60.43

323

GA(5)

MK263

F:
CGGAACTTCTTCACATGCA
A

59.84

234

AT(5)




R:
GTGGTGGTGGATTTCCATTC

60.03
4
MK209 |[F: 59.02 [ 400 GA(5) 16
TGGCCTCTATGGAATGATG 7
A
R: 59.02

Os parametros gerais de diversidade genética de D. brevifolia mostraram-se
baixos (Tabela 2). Este resultado esta de acordo com descobertas anteriores para outras

espécies endémicas restritas de Dyckia, D. divaricata Leme & H. Buneker, D. excerta

TTTAATGTGGTGGTGGAGC 7

A

L.B.Sm (Melo, 2016). discusaio ANANAS - CROMOSSOMO

Foi detectado um total de 86 alelos entre os individuos amostrados, com o niimero
de alelos por locus (A) variando entre um (MK206) e dez (MK263) com média de
detecgdo de A = 4,5 alelos por locus. A heterozigosidade observada (Ho) foi baixa,
variando de 0,000 a 0,600, com média de 0,214. O baixo polimorfismo encontrado pode

ser causado pelo fato da espécie apresentar propagacao clonal, de acordo com dados de

estudos com marcadores aloenzimaticos para a mesma espécie (Rogalski, 2007).

Tabela 2. Estimativa de diversidade genética dos 9 loci SSR em 3 demes de D. brevifolia.

SSR locus A Ae Ho uHE F
MK123 4,000 1,736 0,529 0,437 -0,249
MK206 1,000 1,000 0,000 0,000 0
MK20 D4,000 2,246 0,375 0,555 0,324
MK243 5,000 4,571 0,250 0,893 0,680




MK263 10,000 8,696 0,600 0,932 0,322
MK105 5,000 3,646 0,083 0,757 0,885
MK146 5,000 3,315 0,091 0,732 0,870
MK196 4,000 3,267 0,000 0,747 1,000
MK209 3,000 1,815 0,000 0,484 1,000

A = Numero de alelos; 4e = Numero efetivo de Alelos; Ho = Heterozigosidade

Observada; uHe = Heterozigosidade Esperada Nao-viesada; F' = indice de fixagdo

Os valores de heterozigosidade com base em marcadores de aloenzimas sdo bem
reduzidos em comparacao aos obtidos por meio de marcadores microssatélites. Essa
constatagdo ¢ reforcada comparando-se dois estudos, cuja finalidade era estudar a
diversidade genética da espécie Pitcairnia geykessi, realizados por Sarthou et al. (2001)
e por Boisselier et al. (2010), nas quais distinguem-se pelo tipo de marcador molecular
empregado. O estudo de Sarthou et al. (2001) fez uso de marcadores aloenzimaticos, o
que resultou valores reduzidos de heterozigosidade (Ho = 0,185), enquanto o estudo
desenvolvido por Boisselier et al. (2010) fez uso de marcadores microssatélites e obteve
valores moderados de heterozigosidade (Ho = 0,293). Embora ja tenha sido realizado
estudo de diversidade genética da espécie com marcadores aloenzimaticos, torna-se
dificil realizar comparagdes de parametros de diversidade entre esse tipo de marcadores
e SSR, uma vez que marcadores microssatélites, além de apresentarem valores moderados
de heterozigosidade, tém gerado alto polimorfismo nas espécies as quais sdo empregados

(Zanella et al., 2012).
INDICE DE FIXACAO

A perda da diversidade genética, que ¢ a variacao de alelos e genotipos presentes
em populagdes, espécies ou grupos de espécies, acarreta a redugdo do potencial evolutivo
das espécies, o que influencia no sucesso reprodutivo das mesmas (Primack et al., 2001;
Frankham et al., 2004). Espécies que apresentam populagdes com numero reduzido de
individuos, de ocorréncia em ambientes fragmentados, com forte influéncia da agdo
antropica, merecem elevada atencdo por apresentarem riscos iminentes de extingdo, uma

vez que, sob tais condi¢des, eventos genéticos como deriva génica e endocruzamentos



podem se tornar mais extremos (Franklin et al., 2008). Dyckia brevifolia ¢ uma espécie
com reduzido nimero de representantes, composta por 12 populacdes ao longo de 80km.
E possivel que essa espécie apresente baixos indices de diversidade genética e altos
coeficientes de endocruzamentos, devido a forte influéncia da deriva génica e ao lime

aitado fluxo génico entre as suas populagoes.

A partir de um levantamento com base na literatura, em estudos que fizeram uso
de marcadores microssatélites nucleares foram obtidos dados provenientes de espécies
pertencentes a diferentes géneros de Bromeliaceae: Alcanterea, Pitcairnia e Vriesea,
cujos valores de heterozigosidade apresentaram-se, em sua maior parte, reduzidos a
moderados. Estudos realizados por Barbara et al. (2007; 2009) resultaram em valores
moderados de heterozigosidade para as espécies Alcanterea geniculata (Ho = 0,356),
Alcanterea glaziouna (Ho = 0,259), Alcanterea imperialis (Ho = 0,357), com exce¢do da
espécie Alcanterea regina que apresentou valores elevados (Ho = 0,458). Os estudos de
diversidade genética realizados por Palma-Silva et al. (2009; 2011) também identificaram
valores moderados para as espécies Pitcairnia albiflos (Ho = 0,383), Pitcairnia staminea
(Ho = 0,347), com excecdo da espécie Vriesea gigantea que apresentou valores mais
elevados (Ho = 0,431). Dessa forma, ¢ possivel observar valores intermediarios de Ho na
maior parte dos estudos realizado para a familia Bromeliaceae, condizente com valores

encontrados por este estudo.

A medida mais importante na avaliagdo da diversidade genética ¢ a
heterozigosidade esperada, também chamada de diversidade de genes ou alélica (Nei,
1987), que corresponde a quantidade de heterozigosidade presente na subpopulacao, ou
seja, a propor¢ao média de loci hetetozigotos esperada em uma populagdo, quando ocorre
predominancia de cruzamento ao acaso (Hedrick, 2005). Neste estudo optou-se pela
heterozigosidade esperada ndo viesada para reduzir efeitos de erros, sabendo que a
heterozigosidade esperada nao viesada € uma corre¢do praticamente obrigatoria para
subpopulagdes com tamanho amostral (n) menor que 50 (Nei; Roychoudhury, 1974). O
menor valor para heterozigosidade esperada ndo viesada (uHe) por locus microssatélite
foi observado para MK206 (0,000) e o maior valor foi de 0,932 para o locus MK263
(Tabela 2). As heterozigosidades esperadas ndo viesadas foram baixas e apresentaram

valores que refletem uma baixa diversidade.



O indice de fixagdo ¢ calculado com base nas frequéncias observadas (Ho) e
esperadas (He) de heterozigotos. Em grupos onde o tamanho populacional ja ¢ pequeno,
os efeitos do gargalo genético causam sérias perdas na diversidade génica
(heterozigosidade esperada). Os valores médios de F nas populagdes foram positivos e
altos (0,536) sugerindo que as demes nao se comportam como uma unica populagao
panmitica. A endogamia estéd associada a depressdo endogamica, que reduz a capacidade
de uma populagdo de sobreviver e reproduzir como consequéncia da correlagdo de alelos

por descendéncia e diminui¢do da variagcdo genética (Charlesworth & Willis, 2009).

Os nove marcadores validados mostraram-se com alto poder de discriminacao de
gendtipos, como evidenciados pelas probabilidades de identidade e de exclussdo
encontrados para os locos estudados (Figura 2). Esta analise mostra que com o uso dos
nove marcadores, a probabilidade de se identificar erroneamente dois individuos como

sendo diferentes € de 0,000000000013.
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Figura 3. Descritores da probabilidade de identidade de oito marcadores SSR

polimérficos na amostra total de 29 individuos.

A anélise de coordenadas principais (PCoA) das amostragens organizadas nos trés
grupos populacionais confirma a relacdo existente entre dois grupos populacionais (JUS

e W2) e uma maior distancia entre W3 (figura 3).
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Figura 4. Analise de coordenadas principais de 29 individuos de Dyckia brevifolia
adultos de 3 demes do Rio Itajai-Acu, Salto Weibach, baseados em genétipos obtidos

com nove marcadores microssatélite desenvolvidos neste estudo.

A deme JUS esta geograficamente localizada abaixo das demais demes com
relacdo ao fluxo do rio e, portanto, deve possuir uma maior probabilidade de receber
propagulos reprodutivos provenientes das demes W2 e W3. Nesse sentido, a analise
PCoA demonstra que varios individuos das demes W2 e W3 sdo geneticamente
semelhantes aos individuos da deme JUS. Considerando a dispersdo de plantas devido a
corrente do rio, esses individuos podem ser geneticamente relacionados aos genitores dos

propagulos reprodutivos que atingiram a deme JUS.
4. Conclusao

Os marcadores microssatélite desenvolvidos neste estudo apresentaram, em
média, moderado a alto numero de alelos, com exce¢ao do marcador MK206. Também
demonstraram alta capacidade de diferenciar corretamente individuos coletados ao acaso
dentro de uma populagdo, com baixa probabilidade de erro. Além disso, os marcadores
demonstraram potencial para o estudo de fluxo génico ao caracterizar coerentemente a

relagdo entre os individuos provenientes das trés diferentes demes estudadas.
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Consideracoes Finais e Perspectivas

Os resultados do presente trabalho representam avangos expressivos na area de
sequenciamento de genomas plastidiais em bromélias. Primeiramente, foi sequenciado,
montado e anotado pela primeira vez o genoma plastidial de uma espécie do género
Dyckia. A partir disso, possibilitou-se o conhecimento da configuracdo dos genes
revelando a existéncia de semelhancas entre os plastomas de espécies da subfamilia
Puyoideae, assim como do género Ananas. O plastideo de D. brevifolia tem um
comprimento de 159552 pb, com um teor de GC de 37% com um total de 95 genes,
incluindo 59 genes codificadores de tRNA e 8 genes codificadores de rRNA previstos.
Além disso, um total de 279 sitios de edicdo de RNA foram preditos em 40 genes do
plastoma de D. brevifolia Baker.

A arvore filogenética construida a partir dos dados obtidos e comparados neste
estudo fornece suporte para entender a relagdo entre os géneros Dyckia com Puya. Visto
que este ultimo ndo estd mais entre a subfamilia Pitcairnoideae, os dados aqui indicam
que o género Dyckia pode estar relacionado a nova subfamilia Puyoideae. Embora dados
filogendmicos de uma amostragem maior de espécies do género Dyckia seja necessario

para corroborar essa hipotese.

Adicionalmente, a partir dos dados obtidos com o sequenciamento foram
desenvolvidos 9 marcadores microssatélites que, em média, apresentaram moderado a
alto namero de alelos, com exce¢do do marcador MK206. Além disso, os marcadores
desenvolvidos aqui demonstraram alta capacidade de diferenciar corretamente individuos
coletados ao acaso dentro de uma populagao, com baixa probabilidade de erro. Contudo,
a necessidade de prospeccdo de mais marcadores foi destacada, uma vez que existem

ainda muitas regides SSR que foram prospectadas, mas nao foram validadas.

Este trabalho possui uma fragilidade em questdo de andlise da diversidade
genética das populagdes, uma vez que o baixo niumero de individuos utilizados na
validagdo na bancada foram reduzidos devido as enchentes que ocorreram no local onde
se encontram as populagdes. Entretanto, o objetivo final deste estudo foi validar os

marcadores microssatélites.

Com relagdo as perspectivas futuras, os marcadores genéticos aqui desenvolvidos

precisam ser otimizados e ampliados para um nimero amostral maior de individuos.



Assim como realizar os testes de transferibilidade para espécies proximas da familia

Bromeliaceae.
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