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INTRODUÇÃO: 

Ambientes insulares são laboratórios naturais para o desenvolvimento de estudos que envolvam 

os processos evolutivos, apresentando um microcosmos temporal e espacial para o estudo (Crawford & 

Stuessy, 1997; Emerson, 2002). Entre os fatores que tornam ilhas e arquipélagos ideais para o estudo 

de microevolução estão suas barreiras bem definidas e seu tamanho reduzido, além de serem 

relativamente mais jovens que o continente, permitindo que a biota desenvolva uma história evolutiva 

única, com interações ecológicas e pressões seletivas próprias (Losos & Ricklefs, 2009).  

A Ilha de Alcatrazes, localizada a 35km da costa do litoral 

norte de São Paulo, é a maior de cinco ilhas que formam o 

Arquipélago de Alcatrazes e destaca-se por sua vegetação 

rupícola, associada a afloramentos graníticos e por manchas de 

Floresta Atlântica, que se desenvolvem em áreas onde há acúmulo 

de solo (Visnadi & Vital, 2001). O isolamento da ilha desde o 

Pleistoceno tem favorecido o acúmulo de grande diversidade de 

espécies endêmicas, sejam elas vegetais como Anthurium 

alcatrazense (Coelho et. al, 2008) ou animais como Bothropoides 

alcatraz (Marques et. al, 2002).  

Figura 1- Ilha de Alcatrazes 
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Dentre a flora da Ilha de Alcatrazes, destacam-se espécies epífitas e rupícolas de Bromeliaceae 

da subfamília Tillandsioideae, mais especificamente às pertencentes ao gênero Tillandsia que, uma vez 

separadas das populações do continente, estão inclusas no microcosmos evolutivo da ilha e suscetíveis 

a processos de isolamento reprodutivo. As espécies da subfamília Tillandsioideae possuem grande 

diversidade morfológica, grande abrangência ecológica (Chaves et al., 2018) e alta variedade de 

sistemas de reprodução, incluindo desde espécies auto-incompatíveis e parcialmente auto-compatíveis, 

a espécies exclusivamente endogâmicas (Orozco-Ibarrola, 2015). Sabe-se, ainda, que os diferentes 

sistemas de reprodução possuem ligação direta com os níveis de 

variabilidade genética e fluxo gênico de uma espécie, impactando 

na variação genética intra- e interpopulacional (Orozco-Ibarrola, 

2015; Chaves et al., 2018). Neste projeto, a espécie recém-descrita 

Tillandsia sp. nov. (Sabino et al. 2023), endêmica da Ilha de 

Alcatrazes, é utilizada como modelo de estudo para investigação da 

diversidade e estrutura genética e melhor entendimento dos 

processos evolutivos e ecológicos estabelecidos na ilha. 

Dentre alguns marcadores moleculares possíveis para esse estudo, as Sequências Simples 

Repetitivas, ou SSRs (também conhecidas como microssatélites) são extremamente valiosas no 

estabelecimento de relações genéticas e evolutivas. Por definição, as SSRs são repetições em tandem 

de um a seis nucleotídeos espalhadas pelo genoma de organismos eucariotos; características pelo seu 

alto grau de polimorfismo (diferentes alelos para um mesmo locus) e sua natureza codominante, além 

de ampla distribuição e cobertura genômica. (Powell 1996; Chaves et al. 2018, Parida 2008). As SSRs 

são, ainda, flanqueadas por sequências únicas de nucleotídeos (Parida 2008), permitindo o 

desenvolvimento de iniciadores específicos para a replicação da região. Vários iniciadores de SSRs vem 

sendo desenvolvidos com sucesso para a família Bromeliaceae de maneira geral (e.g., Boneh et al. 

2003; Palma-Silva et al. 2007; Neri et al. 2015), e, embora haja determinada escassez de iniciadores 

específicos para o gênero Tillandsia, muitos dos primers já desenvolvidos exibiram sucesso em 

amplificações cruzadas entre gêneros diferentes (e.g., Wöhrmann and Weising 2011; Goetze et al. 

2013).  

Objetivos: Desta forma, considerando a escassez de marcadores específicos para o gênero 

Tillandsia, e o sucesso prévio de amplificações cruzadas, nós objetivamos testar a transferência desses 

iniciadores e otimizar um conjunto de loci para estudos de diversidade e estruturação genética 

populacional de Tillandsia sp. nov., permitindo a futura análise genética comparativa entre populações, 

bem como a maior compreensão da flora da Ilha de Alcatrazes. 

 

METODOLOGIA: 

Figura 2 - Tillandsia alcatrazensis em 
afloramento rochoso da Ilha de 
Alcatrazes. 
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(1) Foi realizada a coleta de 40 indivíduos de duas subpopulações da Ilha de Alcatrazes (uma 

mais ao norte e uma mais ao sul) seguida da manutenção desses indivíduos na casa de vegetação do 

Departamento de Biologia Vegetal da Unicamp.  

(2) Em seguida, foi realizada a extração do DNA genômico total dos 40 indivíduos através do 

método CTAB, a partir de folhas frescas e jovens (protocolo de Tel-Zur et al. 1999). A qualidade e 

quantificação dos DNAs extraídos foram avaliadas em gel de agarose 2% corados com GelRed (Biotium, 

Hayward, Califórnia, EUA). 

(3) Oito amostras com melhor qualidade foram selecionadas e submetidas a Reações em Cadeia 

da Polimerase (PCR) para a amplificação de loci de SSR nucleares previamente desenvolvidos para 

outras espécies de Bromeliaceae (Tabela 1 - Cacossi et al. 2019; Palma-Silva et al. 2007; Chaves et al. 

2018). 

 

Tabela 1 - Loci selecionados para amplificação de oito amostras de DNA das Tillandsias. 

Autor Espécie Subfamília Loci Tamanho 
(pb) 

Aoki-Gonçalves et al. 
(2014) 

Orthophytum ophiuroides Louzada 
& Wand. 

Bromelioideae Op77 151-168 

Op13 208-216 

Boneh et al. (2003) Tillandsia fasciculata Sw. Tillandsioideae E6 148 

E6B 151 

E19 137 

P2P19 204 

Guzmania monostachya Sw. Tillandsioideae CT5 189 

Neri et al. (2015) Vriesea simplex (Vell.) Beer Tillandsioideae Vs2 239–258 

Vs8 203–229 

Vs10 187–196 

Paggi et al. (2008) Pitcairnia albifos Herb. Pitcairnioideae PaA10 146–149 

PaD07 233–239 

Palma-Silva et al. (2007) Vriesea gigantea Mart. ex Schult. 
f. 

Tillandsioideae VgC01 208–218 

VgA04 200–225 

VgB01 156-162 

VgB06 201–223 

VgF02 176–204 

VgG05 152–204 

Wöhrmann and Weising 
(2011) 

Ananas comosus (L.) Merr. Bromelioideae Acom12.12 196 

Acom78.4 193–205 

Wörhmann et al. (2012) Fosterella rusbyi (Mez) L.B.Sm. Pitcairnioideae NgFos12 178 

NgFos11 162 

 

(4) Sendo confirmada a amplificação dos loci testados, foi realizada genotipagem no 

equipamento ABI 3500  DNA Analyzer Sequencer (Applied Biosystem) com a escala de tamanho de 
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fragmento GeneScan 500 LIZ (Applied Biosystem). Os alelos então foram inspecionados manualmente 

utilizando o software Genious 10.2.6 (Dotmatics, Bishop's Stortford, Reino Unido). 

(5) As análises de variabilidade genética intrapopulacional foram realizadas com o pacote do R 

v4.1.0 (R Core Team, 2021) “diveRsity” 1.9.90 (Keenan et. al, 2013), gerando os dados de alelos 

observados por locus (A), heterozigosidade esperada (HE), heterozigosidade observada (HO), coeficiente 

de endogamia (FIS), além do desvio do Equilíbrio de Hardy-Weinberg. Futuramente os programas 

Genepop v3.5 (Raymond & Rousset, 1995) e FSTAT v2.9.3.2 (Goudet, 1995) serão utilizados para 

análises do equilíbrio de Hardy-Weinberg e desequilíbrio de ligação. A estrutura genética da população 

ainda será analisada com o programa Structure v2.3.4 (Pritchard et. al, 2000). 

RESULTADOS PRÉVIOS E DISCUSSÃO: 

Após a terceira etapa da metodologia, 82% dos loci pré-selecionados com base na literatura para 

Bromeliaceae (Cacossi et al. 2019; Palma-Silva et al. 2007; Chaves et al. 2018) mostraram sucesso de 

transferibilidade durante a etapa de PCR, totalizando 18 loci. É, portanto, possível depreender uma alta 

taxa de sucesso na transferibilidade de marcadores microssatélite entre diferentes gêneros dentro da 

família Bromeliaceae. 

Desses 18 loci, até o momento 12 foram genotipados e tiveram seus alelos manualmente 

inspecionados, sendo 50% deles altamente polimórficos. A partir desses, foi possível realizar as análises 

de variabilidade genética da população, obtendo os parâmetros descritos na Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Resultados da análise de variabilidade genética intrapopulacional. Número de indivíduos 

amostrados(N), número de alelos observados por locus (A), heterozigosidade esperada (HE), heterozigosidade 

observada (HO), coeficiente de endogamia (Fis). *Desvio do Equilíbrio de Hardy-Weinberg (P<0,05). 

 

O número de alelos observados nos mostra as altas taxas de polimorfismo nos loci selecionados. 

Os dados preliminares de heterozigosidade também revelam grande variabilidade genética entre os 

indivíduos de Tillandsia sp. nov. Essa variabilidade genética dificulta, por exemplo, a extinção dessa 

população única e endêmica, quando colocada sob alguma pressão seletiva desfavorável. Entretanto, 

os coeficientes de endogamia (Fis) por locus variaram de médios a elevados, o que sugere altas taxas 

de cruzamentos entre indivíduos aparentados e/ou de endocruzamentos nesta espécie. Desvios 

 N A HE HO FIS 

ACOM12.12 8 4 0,700 0,620 0,101* 

ACOM78.4 8 5 0,770 0,500 0,354* 

NGFOS12 6 4 0,620 0,830 -0,333* 

VGA04 8 4 0,660 0,250 0,619* 

VGB06 8 3 0,480 0,380 0,213* 

VS10 8 6 0,770 0,750 0,020 
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significativos do Equilibrio de Hardy-Weinberg foram evidenciados em todos loci amostrados, com 

exceção do locus VS10. 

CONCLUSÕES: 

Com a observação dos polimorfismos e da consequente variabilidade genética intrapopulacional 

bem como os níveis de heterozigosidade e endocruzamento, podemos entender com mais clareza como 

funcionam as dinâmicas dessa população específica de Tillandsia sp. nov.. Por ser mais uma espécie 

endêmica da Ilha de Alcatrazes, a coleta e análise desses dados colabora para a construção de um 

panorama mais completo sobre a composição e conservação da flora da ilha. Há ainda a possibilidade 

e intenção futura de articular esses dados com outras espécies de Tillandsia filogeneticamente próximas, 

encontradas no continente, servindo de base para novos estudos evolutivos. 
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