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RESUMO

Cryptanthus Otto & A.Dietr. (Bromeliaceae, Bromelioideae) é um género endémico do Brasil.
Cryptanthus burle-marxii Leme e C. zonatus (Vis.) Vis. s@o restritas ao norte da Floresta
Atlantica nordestina e ndo apresentam delimitacdo taxonémica bem definida, pois muitos de
seus caracteres morfologicos se sobrepdem. Ambas as espécies compdem o complexo C.
zonatus (Vis.) Vis.. O objetivo do presente estudo foi realizar a delimitacdo de espécies e
descrever os padr@es filogeogréficos do complexo C. zonatus, utilizando dados morfoldgicos,
moleculares e de modelagem de nicho ecoldgico. Para o estudo foram feitos testes de
amplificacdo heterloga em C. burle-marxii e C. zonatus, utilizando 38 locos de
microssatélites nucleares de cinco espécies de Bromeliaceae. Dos 38 locos testados, 24
apresentaram amplificacdo positiva e 13 foram polimérficos. Dez locos polimérficos foram
selecionados para serem amplificados e genotipados em 147 individuos de oito populacdes do
complexo C. zonatus. O resultado da analise morfoldgica e de estrutura genética mostrou que
C. burle-marxii e C. zonatus sdo dois nomes dados a mesma espécie. A analise filogeografica
mostrou que a distribuicdo geografica e estrutura genética do complexo C. zonatus pode ter
sofrido modificagdes no quaternario. No altimo méximo glacial a distribuicdo geogréfica
potencial do complexo era continua e maior em algumas areas que atualmente é mar, o que
deve ter ocorrido provavelmente devido a regressdo marinha neste local. No Holoceno médio
houve a potencial separacdo da distribuicdo possivelmente devido a uma barreira ecoldgica
que perdurou até o presente formando dois grupos geneticamente estruturados, um ao norte e
outro ao sul. Para a conservacdo da espécie foram indicadas populacdes prioritarias para o

estabelecimento de unidades de conservacéo.

Palavras-chave: Amplificagdo heter6loga, Cryptanthus burle-marxii, diversidade genética,

estrutura genetica, Floresta Atlantica, genética de populacGes, microssatélites, SSR.



ABSTRACT

Cryptanthus Otto & A.Dietr. (Bromeliaceae, Bromelioideae) is an endemic genus from Brazil.
Cryptanthus burle-marxii Leme and C. zonatus (Vis.) Vis. are species restricted to the north
of the northeastern Atlantic Forest and have no well-defined taxonomic delimitation due to
overlaping of some morphological characters. Both species are included in the Cryptanthus
zonatus complex. The main goal of this study was to delimit species boudaries and to describe
the phylogeographic patterns of the complex C. zonatus using morphological, molecular and
ecological niche modeling data. For this study were carried out cross-amplification tests in C.
burle-marxii and C. zonatus using 38 loci of nuclear microsatellite of five species of
Bromeliaceae. Of the 38 loci tested, 24 showed positive amplification and 13 were
polymorphic. Ten polymorphic loci were selected to be amplified and genotypes in 147
individuals from eight populations of the complex C. zonatus. The results of the
morphological and genetic structure analyses showed that C. burle-marxii and C. zonatus are
two names given to the same species. The phylogeographic analysis showed that the
geographic distribution and genetic structure of the complex C. zonatus may have been
modified in the Quaternary. The potential geographic distribution of the complex in the last
glacial maximum was continuous and larger in some areas which are sea in present, what
have probably occurred due to marine regression at this location. In the middle Holocene,
there was the potential separation of distribution, possibly due to an ecological barrier that
lasted until the present, forming two genetically structured groups, one in the north and other
in the south. For conservation of the species priority populations were indicated for the

establishment of protected areas.

Keywords: Atlantic Forest, cross-amplification, Cryptanthus burle-marxii, genetic diversity,

genetic structure, population genetics, microsatellite, SSR.
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1. APRESENTACAO

O género Cryptanthus (Bromeliaceae) é endémico do Brasil e ocorre em areas de
Floresta Atlantica, campos rupestres e Caatinga. Dentre as espécies do género, duas
espécies (Cryptanthus burle-marxii Leme e Cryptanthus zonatus (Vis.) Vis.) restritas ao
norte da Floresta Atlantica do Nordeste, compdem o complexo Cryptanthus zonatus e sao
dificeis de serem identificadas pois 0s seus caracteres morfologicos se sobrepbem. O
objetivo do presente estudo foi realizar a delimitacdo de espécies e descrever 0s padrdes
filogeograficos do complexo C. zonatus, utilizando dados morfoldgicos, moleculares e de

modelagem de nicho ecoldgico.

A dissertacdo esta dividida em trés partes: fundamentacdo teorica, capitulo | e
capitulo 1. Na fundamentacdo tedrica sdo apresentados tdpicos que abordam aspectos
sobre a familia Bromeliaceae, 0 género Cryptanthus, o complexo Cryptanthus zonatus,

estudos moleculares para a delimitacdo de espécies e filogeografia.

No capitulo I, referente ao manuscrito intitulado “Cross-amplification of nuclear
microsatellite markers in two species of Cryptanthus Otto & A. Dietr. (Bromeliaceae)”,
sdo mostrados testes de amplificacdo heter6loga utilizando 38 locos de microssatélites
nucleares de cinco espécies do Bromeliaceae, realizados em duas espécies do género

Cryptanthus (C. burle-marxii e C. zonatus).

No capitulo I, intitulado “Delimitacdo de espécies e filogeografia do complexo
Cryptanthus zonatus (Vis.) Vis. (Bromeliaceae)”, foram reunidos dados de morfologia,
diversidade e estrutura genética de oito populacdes usando marcadores microssatélites
nucleares, e modelagem de nicho ecoldgico do complexo C. zonatus, com o objetivo de
responder a trés questdes: 1) Cryptanthus burle-marxii e C. zonatus sdo dois nomes
atribuidos a mesma espécie? 2) Como as mudancas climaticas do quaternario modificaram
a distribuicdo geogréafica e estrutura genética do complexo C. zonatus? 3) Quais sdo as

implicacgdes do estudo integrativo para a conservacao do complexo C. zonatus?

No final da dissertacdo sdo apresentadas as normas para a publicagdo no periodico
Brazilian Journal of Botany, referente ao manuscrito | e as normas do periddico Botanical

Journal of the Linnean Society, referente ao manuscrito I1.



2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1. BROMELIACEAE

Bromeliaceae (Poales, de acordo com o APG IlI (2009)) apresenta 3.489 espécies,
pertencentes a 56 géneros (Butcher & Gouda 2016), e esta distribuida nas regides tropicais
e subtropicais do novo mundo (Givnish et al. 2011), com exce¢do da espécie Pitcairnia
feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbr., que ocorre na costa oeste do continente africano
(Smith & Downs 1974; Jaques-Felix 2000; Givnish et al. 2004). Segundo Wanderley et al.
(2007), os dois maiores centros de diversidade da familia sdo o leste do Brasil e a regido
dos Tepuis na Venezuela. No Brasil, Bromeliaceae esta representada por 1.343 espécies
distribuidas em 44 géneros, ocorrendo nos dominios da Amazonia, Caatinga, Cerrado,
Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (Forzza et al. 2016a).

Quanto a morfologia, as espécies da familia sdo ervas perenes, terricolas, epifitas
ou rupicolas, de poucos centimetros de altura até lenhosas de grande porte, podendo
ultrapassar 10 m de altura em Puya Molina (Wanderley et al. 2007). O caule geralmente é
curto, encoberto pelas bainhas foliares que estdo dispostas em roseta ou, mais raramente, o
caule é desenvolvido e alongado (Wanderley et al. 2007). As folhas sdo alternas,
espiraladas, polisticas, raramente disticas, formando ou ndo um reservatorio de agua e
detritos organicos (Wanderley et al. 2007). As inflorescéncias sdo simples ou compostas.
As flores sdo sésseis ou pediceladas, bissexuadas ou raramente funcionalmente
unissexuadas, trimeras (Wanderley et al. 2007). O ovario € supero, semi-infero ou infero, o
fruto é baga, algumas vezes bem desenvolvido (Bromelia L.), ou cépsula, em geral
septicida, no género Ananas Mill. hd a presenca de fruto composto (Wanderley et al.
2007).

Do ponto de vista econémico, Bromeliaceae apresenta uma longa histéria de uso
etnobotanico como fonte de fibras, alimentos, forragens, medicamentos, além do uso
mistico e ornamental (Bennett 2000; Manetti et al. 2009). O uso ornamental vem causando
0 declinio das populacbes naturais de algumas espécies da familia, varios géneros séo
cultivados como ornamentais e conhecidos popularmente como bromélias, gravatas ou
caraguatas, tais como Aechmea Ruiz & Pav., Alcantarea (E. Morren ex Mez) Harms,
Billbergia Thunb., Guzmania Ruiz & Pav., Neoregelia L. B. Sm., Pitcairnia L'Hér.,
Vriesea Lindl. e muitos outros (Souza & Lorenzi 2008).



Bromeliaceae é tradicionalmente dividida em trés subfamilias: Pitcairnioideae,
Tillandsioideae e Bromelioideae (Smith & Downs 1974). Porém, os estudos filogenéticos
de Givnish et al. (2007), mostram que Tillandsioideae e Bromelioideae sdo monofiléticas e
podem ser mantidas, mas Pitcairnioideae € parafilética, requerendo a divisdo desta
tradicional subfamilia em Puyoideae, Hechtioideae, Lindmanioideae, Brocchinioideae,
Pitcairnioideae e Navioideae. Portanto, o nimero de subfamilias foi ampliado para oito.

Quantos aos estudos taxondmicos, importantes trabalhos foram publicados para a
familia, tais como a Flora Brasiliensis (Mez 1892), a Monographiae Phanerogamarum
(Mez 1896), Das Pflanzenreich (Mez 1934-1935), e a Flora Neotropica, que é o trabalho

mais completo da familia, dividido em trés volumes (Smith & Downs 1974, 1977, 1979).

2.2. O GENERO Cryptanthus

O género Cryptanthus pertence a subfamilia Bromelioideae (Ramirez-Morillo
1996) e ao clado Eu-bromelioids, sendo a primeira linhagem divergente deste clado
(Schulte et al. 2009). E um género endémico do Brasil que ocorre em areas de Floresta
Atlantica, campos rupestres e Caatinga, desde o nivel do mar até 2000 m de elevacgdo
(Ramirez-Morillo 1996). Apresenta 78 espécies que estdo distribuidas nas regides Nordeste
(Alagoas, Bahia, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Sergipe) e Sudeste (Espirito

Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro) do Brasil (Forzza et al. 2016b).

Os representantes do género sdo plantas terricolas ou saxicolas, em geral escitfilas,
com exemplos de helidfilas (Leme & Siqueira-Filho 2006). Apresentam folhas em rosetas,
geralmente liguladas ou ocasionalmente com peciolos bem definidos (Ramirez-Morillo
1996). As margens das folhas podem ser uniformemente onduladas ou inteiras, ou algumas
vezes serreadas apenas na base, e ter aculeos de até 5 mm de comprimento em algumas
espécies. As inflorescéncias sdo compostas e geralmente possuem 2-3 flores, ou mais
raramente simples. O ovério é infero e os frutos sdo bagas (Ramirez-Morillo 1996).
Cryptanthus apresenta algumas caracteristicas distintas da familia Bromeliaceae,
caracteristicas autapomorficas incluem a tendéncia para andromonoicia e 0S numeros
cromossdmicos relatados de 2n = 34, 36, 54 sdo diferentes dos encontrados para a maioria

dos membros da familia 2n = 50 (Ramirez-Morillo & Brown 2001).



Cryptanthus esta organizado em dois subgéneros, proposto por Mez (1896) e aceito
por Ramirez-Morillo (1996). Cryptanthus subg. Cryptanthus € caracterizado
principalmente por possuir flores com tendéncia a andromonoicia e Cryptanthus subg.
Hoplocryptanthus possui flores hermafroditas (Ramirez-Morillo 1996). As espécies do
subgénero Cryptanthus ocorrem desde o Rio de Janeiro (limite sul), passando por Minas
Gerais e Espirito Santo, atingindo o Nordeste até o Rio Grande do Norte, preferindo faixas
de elevacdo proximas ao nivel do mar até cotas em torno de 700 m (Leme & Siqueira-Filho
2006). Ja as espécies de Hoplocryptanthus estdo concentradas no Espirito Santo e em
Minas Gerais, prevalecendo em sitios muito imidos com elevagdo superior a 600 m (Leme
& Siqueira-Filho 2006).

Do ponto de vista econdmico, as espécies do género sdo utilizadas como
ornamental, como exemplo tem Cryptanthus zonatus (Vis.) Vis., que € uma das espécies
mais ornamentais e populares do género, encontrando-se amplamente difundida em cultivo
h& mais de 150 anos (Leme & Siqueira-Filho 2006), e Cryptanthus burle-marxii Leme
(Fundacéo biodiversitas 2005).

Algumas espécies do género estdo presentes em listas de espécies ameacadas de
extin¢do, sendo cinco espécies encontradas na lista da Fundagdo Biodiversitas (2005), duas
espécies na lista do Ministério do Meio Ambiente (2008), e 12 espécies no Livro Vermelho
da Flora do Brasil (Forzza et al. 2013).

Alguns tratamentos taxonémicos foram feitos para o género, Mez (1896),
apresentou a descricdo de oito espécies, Smith & Downs (1979), 20 espécies e Ramirez-
Morillo (1996), 38 especies. Em uma flora local para as espécies do género da Floresta
Atlantica do estado de Alagoas e Pernambuco, o tratamento taxondmico incluiu oito

espeécies (Leme & Siqueira-Filho 2006).

Segundo Ramirez-Morillo (1996), Cryptanthus tem como grupo irmdo o género
Orthophytum Beer. Porém, os estudos de Louzada et al. (2014) apontam que Cryptanthus é
polifilético, embora, a amostragem ainda seja considerada insuficiente (8 spp.) para
determinar as relacdes filogenéticas de Cryptanthus e definir qual grupo representa a
linhagem irm&. Cruz (2013) em uma filogenia de Cryptanthus com base em marcadores
AFLP, corrobora o monofiletismo de Cryptanthus subg. Cryptanthus, e refuta o
monofiletismo do subgénero Hoplocryptanthus, que emerge como parafilético

apresentando pelo menos trés linhagens distintas. No entanto, em decorréncia da limitagdo
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do método de AFLP nédo foi possivel identificar os géneros filogeneticamente relacionados
as linhagens de Cryptanthus.

2.3. COMPLEXO Cryptanhus zonatus

Complexos de espécies sdo constituidos por espécies relacionadas e que possuem
limites morfologicos de dificil interpretacdo ou sobreposicdo de caracteres. No género
Cryptanthus ha duas espécies que ndo apresentam delimitacdo taxonémica bem definida e
constituem o complexo Cryptanthus zonatus (Vis.) Vis. (Ramirez-Morillo 1996; Versieux
et al. 2013). Anteriormente, C. fosterianus era considerada uma espécie do complexo que
era apontada como possivelmente extinta na natureza pelo MMA (2008) e pelo Livro
Vermelho da Flora do Brasil (Forzza et al. 2013). Porém, através da analise morfoldgica de
colecGes de herbarios, Alves & Marcucci (2015) propuseram a sinonimia de C. fosterianus

a C. zonatus.

As duas espécies remanescentes do complexo C. zonatus (C. burle-marxii Leme e
C. zonatus (Vis.) Vis.) sdo morfologicamente relacionadas por possuirem laminas foliares
com faixas transversais de tricomas lepidotos, que podem estar ausentes em individuos da
mesma populacdo. Além das caracteristicas foliares, atributos reprodutivos também se
sobrepdem dificultando sua identificacdo (Ramirez-Morillo 1996; Leme & Siqueira-Filho
2006; Versieux et al. 2013).

Ambas sdo ervas terricolas, restritas ao norte da Floresta Atlantica do Nordeste do
Brasil (Forzza et al., 2016b). C. burle-marxii estad distribuida no estado de Pernambuco
(Forzza et al., 2016b) em areas de restinga (Leme & Siqueira-Filho, 2006) enquanto que C.
zonatus ocorre nos estados do Rio Grande do Norte, Pernambuco, Alagoas e Sergipe
(Forzza et al., 2016b) em éareas localizadas no interior incluindo os brejos de altitude
(Leme & Siqueira-Filho, 2006). Ambas as espécies estdo presentes em listas de espécies
ameacadas, C. burle-marxii é considerada como Vulneravel pelo Livro Vermelho da Flora
do Brasil (Forzza et al. 2013) e pela Fundacdo Biodiversitas (2005) e C. zonatus €
classificada como vulneravel (Forzza et al. 2013) e criticamente em perigo pela Fundagéo
Biodiversitas (2005).



Quanto a biologia reprodutiva, Cryptanthus burle-marxii é uma espécie
considerada andromondica parcial, pois apresentam uma separacdo temporal da abertura
das flores masculinas e hermafroditas (Oliveira-Janior 2015). Primeiro sdo produzidas
flores masculinas e na metade final da floracdo sdo produzidas flores hermafroditas no
mesmo individuo (Oliveira-Junior 2015). As flores de C. burle-marxii tém caracteristicas
mistas de polinizacdo, néctar proprio de ornitofilia e morfologia de melitofilia (h&
evidéncia de presenca de osmoforos através da analise de coloracdo com vermelho neutro
que podem explicar o comportamento das abelhas de raspar as pétalas evidenciando
biologicamente a presenca de odores florais) (Oliveira-Junior 2015). Phaetornis ruber
(beija-flor) e Eulaema nigrita (abelha) sdo os polinizadores mais frequentes (Oliveira-
Junior 2015).

As duas espécies sdo diferenciadas por caracteres vegetativos e reprodutivos (Leme
1990; Leme & Siqueira-Filho 2006). No protélogo de Cryptanthus burle-marxii (Leme
1990) e no estudo de Leme & Siqueira-Filho (2006), C. burle-marxii é diferenciada de C.
zonatus pela propagacdo vegetativa (rizomas vs. gemas axilares), tamanho das folhas
(menores 8-20 x 2-4 cm vs. maiores 20-40 x 4-5 cm), comprimento das sépalas (13 mm vs.
15-19 mm) e conacdo das pétalas (1/3 conadas vs. 1/2 conadas) respectivamente. Além
dessas caracteristicas, Leme & Siqueira-Filho (2006) diferencia C. burle-marxii de C.
zonatus pelo nimero de flores nos fasciculos basais (cerca de 2 vs. cerca de 4) e pelo
tamanho das flores (35-40 mm vs. 39-45 mm compr.) respectivamente.

O primeiro registro do complexo foi feito por Ramirez-Morillo (1996), através de
analise morfologica de colecBes de herbarios. A autora indica que trabalhos de campo sédo
necessarios para verificar se C. burle-marxii e C. zonatus sdo uma unica espécie. Na chave
de identificacdo, Ramirez-Morillo (1996) separa C. burle-marxii de C. zonatus pelo
comprimento das sépalas (35 mm vs. 19 mm) e pelo comprimento da bractea floral em
relacdo ao comprimento da sepala (bracteas com metade do comprimento das sépalas vs.
bracteas com 0 mesmo tamanho das sépalas) respectivamente. A autora ainda indica que 0s

caracteres de reproducéo vegetativa ndo sdo recomendados para a separacdo das especies.

Posteriormente, Versieux et al. (2013) analisando um novo registro do complexo
para o estado do Rio Grande do Norte, mostram a dificuldade que se tem de para
identificar as espécies do complexo e sugerem que um trabalho de genética de populagdes

seja realizado para a resolucdo taxondmica das espécies do complexo. Além do problema



relacionado a identificacdo de C. burle-marxii e C. zonatus, Magalhédes (2013) relatou o
problema que havia dentro da espécie C. zonatus. A espécie apresenta diferentes tipos de
coloracgdes nas folhas que ja foram considerados como variedades dentro da espécie (Baker
1889) ou como formas (Smith & Downs 1979; Ramirez-Morillo 1996). Porem, Magalhdes
(2013) comprovou anatomicamente que ndo havia variacdo na organizacdo interna dos
tecidos das trés formas de cor (forma fuscus, com folhas vermelhas; forma viridis, com
folhas verdes e glabras e forma zonatus, com faixas de tricomas transversais) e subsidia

que todas as trés formas sejam tratadas como uma so entidade bioldgica.

2.4. ESTUDOS MOLECULARES PARA DELIMITACAO DE ESPECIES

A delimitacdo de espécies é de fundamental importancia, pois espécies sao as
unidades bioldgicas basicas (Hausdorf & Henning 2010). Espécies sdo consideradas
hipoteses cientificas que podem ser corroboradas ou refutadas com a aquisicdo de novas
evidéncias (Pante el al. 2015). Neste contexto, surge a taxonomia integrativa, que utiliza
diferentes atributos bioldgicos (morfologia, genética, distribuicdo geogréafica, habitat ou
comportamento) que sdo analisados através com variados métodos para propor e/ou testar
hipGteses de espécies (Pante el al. 2015) de modo a reduzir a subjetividade e delimitar
taxons especificos de forma mais estavel e transparente, estabilizando as inferéncias

taxonémicas (Fujita et al. 2012).

Os caracteres moleculares utilizados na taxonomia tém historicamente sido
aloenzimas ou cromossomos (numero e estrutura de cromossomos), mas hoje, a maioria
dos estudos esta utilizando principalmente sequéncias de DNA (Padial et al. 2010). Nas
ultimas duas décadas, o uso de marcadores moleculares como ferramentas para a
delimitacdo de espécies aumentou muito (Duminil & Di Michele 2009). Diversas técnicas
tém sido empregadas na delimitacdo espécies, tanto com marcadores dominantes, tais
como ISSR, RAPD (e.g. Passos 2007) e AFLP (e.g. Meudt et al. 2009), quanto com
codominantes, como exemplo os microssatélites (e.g. Caddah et al. 2015; Shao & Xiang
2015).

Dentre os marcadores moleculares, um que merece destaque sdo os microssatélites,
gue também sdo conhecidos como SSRs (Simple Sequence Repeat) ou STRs (Single

Tandem Repeat) (Turchetto-Zolet et al. 2013). Eles sdo compostos de unidades curtas (de



dois a seis pares de bases), repetidas uma apds a outra (Turchetto-Zolet et al. 2013). Nos
organismos eucariotos podem ser encontrados tanto nos genomas nucleares como nos
organelares (Turchetto-Zolet et al. 2013) e sdo Uteis para uma variedade de aplicacdes em
genética de plantas devido a sua natureza multialélica, abundancia relativa e boa cobertura

no genoma (Powell et al. 1996; Varshney et al. 2005).

2.5. FILOGEOGRAFIA

A filogeografia é uma disciplina relativamente recente cujo termo foi introduzido
ha quase trés décadas atras por Avise et al. (1987). A filogeografia se refere ao estudo dos
principios e processos que regem as distribui¢es geograficas de linhagens genealdgicas,
especialmente as que estdo no nivel intra-especifico (Avise 1998). A filogeografia é como
uma ponte de ligagdo entre os estudos dos processos microevolutivos e macroevolutivos
(Bermingham & Moritz 1998). O campo de estudo da filogeografia abrange aspectos
espaciais (distribuicdo geografica) e temporais (relacbes evolutivas) e possibilita inferir
como os fatores histéricos influenciaram a distribuicdo atual da biodiversidade (Turchetto-
Zolet et al. 2013).

A filogeografia integra dados de diferentes areas como genética molecular, genética
de populagdes, filogenia, demografia, etologia e geografia histdrica, para interpretar e
analisar as distribuicdes geograficas das linhagens (Avise 1998) e é uma importante
abordagem para a investigacdo de varias questdes relacionadas com a biogeografia,
incluindo os papéis relativos do fluxo génico, gargalos genéticos, expansdo populacional e
eventos de vicaridncia que moldaram os padrGes geograficos da variacdo genética
(Arbogast & Kenagy 2001).

E crescente o nimero de estudos filogeograficos publicados com espécies tropicais
e neotropicais, porém, 0 numero ainda permanece menor em comparagdo com o0
Hemisfério Norte (Turchetto-Zolet et al. 2013). Alguns trabalhos tém sido publicados
sobre a filogeografia de espécies da Floresta Atlantica, tanto com plantas (e.g. Lorenz-
Lemke et al. 2005, Ledru et al. 2007, Palma-Silva et al. 2009, Ribeiro et al. 2011 e
Pinheiro et al. 2011), como com animais (e.g. Cabanne et al. 2008, Batalha-Filho et al.

2012). A compreensdo da filogeografia nesse dominio pode ajudar a entender a historia



evolutiva da biota e auxiliar na identificacdo de &reas prioritarias para a conservagao
(Turchetto-Zolet et al. 2013).
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Abstract

Thirty-eight nuclear microsatellite loci originally developed for Aechmea caudata Lindm., Orthophytum
ophiuroides Louzada & Wand., Pitcairnia albiflos Herb., Vriesea gigantea (Gaud.) and Vriesea simplex
(Vell.) Beer were tested in Cryptanthus burle-marxii Leme and Cryptanthus zonatus (Vis.) Vis.. Of the 38
loci tested, 13 were polymorphic. Ten polymorphic microsatellite loci were selected to be amplified and
genotyped in one population each of C. burle-marxii and C. zonatus. The observed and expected
heterozygosity per locus in the C. burle-marxii population ranged from 0.050 to 0.850 and 0.050 to 0.770,
respectively. In C. zonatus the observed and expected heterozygosity per locus ranged from 0.167 to 0.846
and 0.290 to 0.692, respectively. The two populations were in Hardy-Weinberg equilibrium. However, the
Orthophytum ophiuroides locus (Op52) for the C. zonatus and Pitcairnia albiflos locus (PaC05) for the two
populations showed significant departure from HWE. These ten polymorphic loci tested will be used to

assess the genetic diversity and structure of the two species of Cryptanthus.

Keywords: Bromeliad, Cryptanthus burle-marxii, Cryptanthus zonatus, transferability, microsatellite.
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Introduction

The genus Cryptanthus Otto & A. Dietr. (Bromeliaceae) comprises 78 species restricted to Brazil,
where they occur in the Atlantic Forest, Caatinga and Cerrado (Forzza et al. 2016). These species belong to
the Bromelioideae subfamily and are terrestrial and/or saxicolous herbs occurring from sea level to 2,000
meters of elevation (Ramirez-Morillo 1996). Traditionally Cryptanthus has been recognized as sister group to
the genus Orthophytum (Ramirez-Morillo 1996) but there is recent evidence that both genera are not
monophyletic (Louzada et al. 2014).

Cryptanthus burle-marxii Leme and C. zonatus (Vis.) Vis. are terrestrial plants restricted to the
northern portion of the Atlantic Forest in the Brazilian Northeast region (Forzza et al. 2016). Cryptanthus
burle-marxii is distributed in areas of coastal forest known as restinga, while C. zonatus can be found within
wet forests some kilometers from the coast. Cryptanthus zonatus also occurs in elevated islands of wet forest
surrounded by Caatinga, which are called Brejos de Altitude in Brazil (Leme and Siqueira-Filho 2006). The
two species are classified as threatened, specifically as Vulnerable (VU: Vulnerable category of the IUCN)
by the Livro Vermelho da Flora do Brasil (Forzza et al. 2013).

Both species are considered part of a species-complex due to the overlapping morphological
characters used to separate them (Ramirez-Morillo 1996; Versieux et al. 2013). Currently, this complex
harbors two accepted species since Cryptanthus fosterianus was synonymized under C. zonatus (Alves &
Marcucci 2015), based on a comparison of morphological characters. A strictly morphological approach is
insufficient for accurate species delimitation of C. burle-marxii and C. zonatus. To complement such an
approach, molecular markers can also be used, including microsatellites (simple sequence repeats, SSRs)
(Caddah et al. 2012). Microsatellites can be obtained by PCR (polymerase chain reaction) amplification using
specific primers (Faleiro 2007). However, the development of specific primers is costly (Oliveira et al. 2006).
Actually, a low-cost alternative is to use cross-species amplification, also known as transferability, because
you will not going to develop any new microsatellite locus (Oliveira et al. 2006).

Most of the publications involving the development and cross-amplification of SSR markers in
Bromeliaceae were done with species of the Tillandsioideae (Boneh et al. 2003; Palma-Silva et al. 2007;
Lavor et al. 2013; Neri et al. 2015) and Pitcairnioideae subfamilies (Sarthou et al. 2003; Paggi et al. 2008;
Krapp et al. 2012; Miranda et al. 2012; Woéhrmann et al. 2012, 2013; Zanella et al. 2012; Hmeljevski et al.

2013). Few studies have been developed with a focus on the species of the subfamily Bromelioideae (Goetze
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et al. 2013; Krapp et al. 2013; Aoki-Gongalves et al. 2014). For the genus Cryptanthus, there has been no
publication reporting the development of SSR markers, only studies with cross-amplification of chloroplast
microsatellite markers (Krapp et al. 2013). Cryptanthus species have never before been tested by cross-
amplification using nuclear microsatellite markers.

Here we report the cross-amplification of nuclear microsatellite markers of Aechmea caudata
Lindm. (Bromelioideae subfamily), Orthophytum ophiuroides Louzada & Wand. (Bromelioideae), Pitcairnia
albiflos Herb. (Pitcairnioideae), Vriesea gigantea (Gaud.) (Tillandsioideae) and V. simplex (Vell.) Beer

(Tillandsioideae) in two species of the genus Cryptanthus (C. burle-marxii and C. zonatus).

Materials and methods

Sample collection and DNA extraction

We sampled fresh leaves from 38 specimens (Table 1), distributed in the Atlantic Forest of
northeastern Brazil (Brazilian states of Pernambuco and Rio Grande do Norte). Additionally, we stored the
samples in a sodium chloride-saturated aqueous solution of cetyltrimethylammonium bromide (2%) until
DNA extraction, as described by Rogstad (1992). We collected specimens belong to C. burle-marxii (one
population of 20 individuals in addition to four specimens from selected collections in different locations)
and C. zonatus (one population of 13 individuals and one specimen from other locality) (Table 1). We
identified the specimens according to criteria of Leme and Siqueira-Filho (2006). Genomic DNA was
extracted from leaves following the protocol of Doyle & Doyle (1987), with modifications described by
Weising et al. (2005).
Cross-amplification tests of nuclear microsatellite markers

We tested in Cryptanthus burle-marxii and Cryptanthus zonatus a total of 38 nuclear microsatellite
markers previously developed for different Bromeliaceae species belonging to three subfamilies (Table 2).
The 38 loci tested were originally developed by Aoki-Gongalves et al. (2014), Goetze et al. (2013) Paggi et
al. (2008), Palma-Silva et al. (2007) and Neri et al. (2015).

We performed initial cross-amplification tests using seven individuals (two individuals of C. zonatus
and five of C. burle-marxii), one individual of each population (Table 1). The loci were amplified by PCR
and the amplifications were carried out using a Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) in 12

uL reactions containing: ~5 ng DNA template, 5 x GoTaq Master Mix (Promega Corporation), 5 pmol
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forward primer, 10 pmol reverse primer, 1 pmol universal M13 primer tagged with fluorochromes (NED,
FAM, VIC or PET). The forward primers contained a M13 tail with 19 base-pairs (5’-
CACGACGTTGTAAAACGAC-3’) at the 5 end to permit labeling with a fluorescent M13 primer during
PCR amplification and genotyping.

We used the touchdown cycling program for all loci as described in detail by Palma-Silva et al.
(2007). For three loci (Op 34, Op 82 and Op 87), in addition to the touchdown cycling program, we also used
the standard cycling program as described in Palma-Silva et al. (2007), with the modification of an annealing
temperature of 56°C. We checked the PCR products on a 1% agarose gel stained with GelRed (Biotum,
Hayward, California, USA). We used the 100bp DNA ladder (Promega) as a molecular size marker. We
considered the loci with successfully amplified when at least one band of the expected size was observed.

The loci that successfully amplified were genotyped. The genotyping was performed using the 3500
DNA Analyzer automated sequencer (Applied Biosystems) with a standard size GeneScan 500 L1Z (Applied
Biosystems). We used the GeneMaker software, version 4.1 (Applied Biosystems) to determine the size
range of alleles.

After of the test using seven individuals, we choose the polymorphic loci with best genotyping
pattern to be amplified and genotyped in 33 individuals (20 of C. burle-marxii from a single population in
Parque Estadual das Dunas de Natal, Voucher = D. Cavalcanti 757, UFP herbarium; and 13 of C. zonatus
from a population in the RPPN Serra do Contente, Voucher = D. Cavalcanti 728, UFP herbarium), following
the protocols described above.

Data analysis

We used the Micro-Checker program version 2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004) to detect the
presence of null alleles per locus in the two species of Cryptanthus. The genetic diversity per locus of the two
species was described by calculating: allelic richness (AR), number of alleles (A), observed (Hp) and
expected (Hg) heterozygosity, and inbreeding coefficient (Fs). These calculations were done using the MSA
program version 4.05 (Dieringer and Schlétterer, 2003). We tested the Hardy-Weinberg equilibrium (HWE)

per locus using GENEPOP, version 3.5 (Raymond and Rousset 1995).

Results and discussion
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From the 38 loci tested, 24 presented successful amplification and were subsequently genotyped
(Table 2). Of these, 13 were polymorphic (Table 2), and the 10 loci with best genotyping pattern were chosen
for population analysis (Table 3).

In the C. burle-marxii population, the number of alleles ranged from two to seven per locus and the
allelic richness varied from 1.650 to 6.126 per locus (Table 3). The observed and expected heterozygosity
ranged from 0.050 to 0.850, and 0.050 to 0.770 per locus, respectively. While in the C. zonatus population,
the number of alleles per locus and the allelic richness varied from two to five per locus (Table 3). The
observed and expected heterozygosity ranged from 0.167 to 0.846, and 0.290 to 0.692 per locus, respectively
(Table 3). Therefore, the estimated values for number of alleles, allelic richness and heterozygosity per locus
did not have a large amplitude between the two populations of species.

The inbreeding coefficient per locus in the C. burle-marxii population varied from -0.198 to 0.240
while in the C. zonatus population varied from -0.256 to 0.483. The two populations (C. burle-marxii and C.
zonatus) were shown to be in Hardy-Weinberg equilibrium (HWE). The Orthophytum ophiuroides locus
(Op52) in C. zonatus population and Pitcairnia albiflos locus (PaC05) of the two populations showed
significant departure from HWE (Table 3). The possible presence of null alleles only was detected for
Pitcairnia albiflos locus (PaC05) in the C. zonatus population. The significant departure from HWE in the

PaC 05 locus in the C. zonatus population may have been due to the possible presence of null.

Comparing the number of alleles observed in each locus in Cryptanthus populations with the species
for which the loci were previously developed (Goetze et al. 2013 [A. caudata]; Aoki-Gongalves et al. 2014
[O. ophiuroides]; Paggi et al. [P. albiflos]; and Palma-Silva et al. 2007 [V. gigantea]), it can be seen that the
majority of the loci (Ac01, Op30, Op69, Op77A, Op78, VgA04) in Cryptanthus showed less alleles than
those reported by the authors who had developed the loci. Only the Pitcairnia albiflos locus (PaC05)
presented higher number of alleles (C. burle-marxii: 7 alleles and C. zonatus: 5 alleles) than the number
reported (P. albiflos: 3 alleles) by Paggi et al. (2008).

The genetic diversity based on expected heterozygosity (Hg) in two populations (Cryptanthus burle-
marxii and C. zonatus) was considered low to moderate compared with other bromeliad species which occur
in forested areas, such as Vriesea gigantea Gaudich. (Palma-Silva et al. 2009) and Bromelia antiacantha
Bertoloni (Zanella et al. 2011). And it was considered more similar to that found in some bromeliads which
occur on rocky outcrops, such as Alcantarea regina (Vell.) Harms (Barbara et al. 2008) and Pitcairnia

staminea Lodd. (Palma-Silva et al. 2011). However, the genetic diversity in two species was considered
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higher than found in other species which occur on rocky outcrops, such as Alcantarea geniculata (Wawra)
J.R. Grant (Barbara et al. 2007), Alcantarea imperialis (Carriere) Harms (Barbara et al. 2007), Alcantarea

glaziouana (Leme) J.R.Grant (Barbara et al. 2008) and Pitcairnia albiflos Herb (Palma-Silva et al. 2011).

The cross-amplification was modarate in both species Cryptanthus, about 64% of the loci tested
were amplified and about 35% of the loci tested were polymorphic. The cross-amplification in three
subfamilies tested, confirms that the loci can be transferred between the different species from different
subfamilies of Bromeliaceae (Palma-Silva et al. 2007; Paggi et al. 2008; Krapp et al. 2012; Zanella et al.
2012; Goetze et al. 2013; Lavor et al. 2013; Aoki-Gongalves et al. 2014; Neri et al. 2015).

The 10 polymorphic loci transferred to C. burle-marxii and C. zonatus will be used to assess the
genetic diversity and structure of natural populations of these species. Such studies are expected to give some
insight into the history of the populations and processes involved in the population divergence. With the data
on genetic structure, we will analyze the gene flow between populations of C. burle-marxii and C. zonatus

and test the hypothesis that C. burle-marxii and C. zonatus are, in fact, the same species.
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Tables

Table 1 - Location of the sampled populations and number of individuals collected of Cryptanthus burle-

marxii and Cryptanthus zonatus.

Species State  Municipality Location Latitude S LongitudeW N

C. burle-marxii RN Natal Parque Estadual das Dunas de Natal 05°51'39"  35°11'05" 20

C. burle-marxii RN Baia Formosa RPPN Mata Estrela 06°22'40"  35°01'22" 1
C. burle-marxii  PE Paulista Estacdo Ecoldgica de Caetés 07°55'15"  34°55'15" 1
C. burle-marxii ~ PE Ipojuca Mata do Cupe 08°26'58"  34°59'33" 1
C. burle-marxii ~ PE Ipojuca RPPN Nossa Senhora do Outeiro de Maracaipe  08°31'48"  35°01'05" 1
C. zonatus PE lgarassu Usina Séo José 07°50'18" 34°59'57" 1
C. zonatus PE Gravaté RPPN Serra do Contente 08°13'48"  35°35'10" 13

Rio Grande do Norte (RN), Pernambuco (PE).
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Table 2- Cross-amplification of 38 nuclear microsatellite markers previously developed for different
Bromeliaceae species in Cryptanthus burle-marxii and Cryptanthus zonatus.

Locus Species Subfamily Amplification ~ Polymorphic
Ac01 Aechmea caudata Bromelioideae + +
Acll Aechmea caudata Bromelioideae + -
Ac25 Aechmea caudata Bromelioideae + -
Ac55 Aechmea caudata Bromelioideae -

Ac78 Aechmea caudata Bromelioideae + -
Op08 Orthophytum ophiuroides  Bromelioideae -

Op13 Orthophytum ophiuroides ~ Bromelioideae + -
Opl7 Orthophytum ophiuroides ~ Bromelioideae + +
Op18 Orthophytum ophiuroides ~ Bromelioideae -

Op25 Orthophytum ophiuroides ~ Bromelioideae + +
Op28 Orthophytum ophiuroides  Bromelioideae -

0Op30 Orthophytum ophiuroides  Bromelioideae + +
Op34* Orthophytum ophiuroides  Bromelioideae + A
Op45 Orthophytum ophiuroides  Bromelioideae -

Op49 Orthophytum ophiuroides  Bromelioideae

Op52 Orthophytum ophiuroides  Bromelioideae + +
Op53 Orthophytum ophiuroides  Bromelioideae -

Op63 Orthophytum ophiuroides ~ Bromelioideae -

Op69 Orthophytum ophiuroides  Bromelioideae + +
Op73 Orthophytum ophiuroides ~ Bromelioideae -

Op77A  Orthophytum ophiuroides  Bromelioideae + +
Op77B  Orthophytum ophiuroides  Bromelioideae -

Op78 Orthophytum ophiuroides  Bromelioideae + +
Op82* Orthophytum ophiuroides  Bromelioideae + A
Op87* Orthophytum ophiuroides  Bromelioideae + +°
0Op92 Orthophytum ophiuroides  Bromelioideae + +
Op93 Orthophytum ophiuroides  Bromelioideae + 4
Op95 Orthophytum ophiuroides ~ Bromelioideae + 4
PaC05 Pitcairnia albiflos Pitcairnioideae + +
PaD07  Pitcairnia albiflos Pitcairnioideae + 4
Paz01 Pitcairnia albiflos Pitcairnioideae -

VgAO04  Vriesea gigantea Tillandsioideae + +
VgCO01  Vriesea gigantea Tillandsioideae + +
VgF02  Vriesea gigantea Tillandsioideae -

Vsl Vriesea simplex Tillandsioideae + A
Vs8 Vriesea simplex Tillandsioideae + 4
Vs9 Vriesea simplex Tillandsioideae -

Vs10 Vriesea simplex Tillandsioideae

* = touchdown cycling program and standard cycling program were used; ‘a’ = pattern of genotyping unanalysable; ‘b’ = pattern of
genotyping unanalysable with touchdown cycling program and polymorphic with standard cycling program.
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Table 3- Genetic diversity estimate to ten polymorphic loci of nuclear microsatellite transferred to

Cryptanthus burle-marxii and Cryptanthus zonatus.

Cryptanthus burle-marxii (n=20)

Cryptanthus zonatus (n=13)

Size range

Size range

Locus (pb) A AR Ho He Fis (pb) A AR Ho He Fis
Ac01 283-285 2 1.883 0.100 0.097 -0.040 285-287 2 2 0.385 0.409 0.042
Op17 173-177 3 2.993 0.450 0.476 0.042 173-175 2 2 0.167 0.290 0.418
Op25 171-175 3 2.993 0.450 0.476 0.042 171-173 2 2 0.167 0.290 0.418
Op30 132-138 3 3 0.778 0.660 -0.198 132-140 3 3 0.846  0.692 -0.253
Op52 265-267 2 1.836 0.200 0.185 -0.099 245-273 3 3 0.714 0.648 -0.150*
Op69 114-134 7 5.449 0.850 0.728 -0.185 122-132 4 4 0.818 0.671 -0.256
Op77A 159-161 2 1.650 0.050 0.050 -0.013 159-161 2 2 0.462  0.443 -0.064
Op78 221-233 5 4960 0.750 0.756 -0.004 227-233 3 3 0.462 0.588 0.202
PaC05 185-207 7 6.126 0.579 0.770 0.240* 165-195 5 5 0.333  0.652 0.483*
VgA04 175-177 2 1989 0.200 0.185 -0.099 175-177 2 2 0.231  0.409 0.430

*Significant departure from HWE (P < 0.05)
heterozygosity (He), inbreeding coefficient (Fs).

. Number of alleles (A), allelic richness (AR), observed heterozygosity (Ho), expected
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RESUMO

Cryptanthus burle-marxii e Cryptanthus zonatus sdo duas espécies restritas ao norte da
Floresta Atlantica brasileira e ndo apresentam delimitacdo taxondmica bem definida devido
a sobreposicdo de caracteres morfologicos. Ambas as espécies compdem o complexo
Cryptanthus zonatus. O presente estudo utilizou dados de morfologia e de genética de
populacbes, onde dez locos de microssatélites nucleares foram genotipados em oito
populacbes do complexo C. zonatus, para delimitar as duas espécies. Além disso, analises
filogeogréficas utilizarando dados moleculares e de modelagem de nicho ecoldgico, foram
realizadas para inferir como as mudancas climaticas do quaternario modificaram a
distribuicdo geogréafica e estrutura genética das populagdes deste complexo. Os resultados
indicam que C. burle-marxii e C. zonatus sdo dois nomes dados a mesma especie. A
andlise filogeografica mostra que na ultima glaciacdo a distribuicdo geogréafica potencial
do complexo era continua e maior em algumas areas localizadas ao sul, onde atualmente é
mar, 0 que deve ter ocorrido provavelmente devido a regressdo marinha neste local. No
Holoceno médio houve uma potencial separacdo da distribuicdo que perdurou até o
presente formando dois grupos geneticamente diferenciados, um ao norte e outro ao sul.
Para a conservacdo da espécie foram indicadas populacbes prioritarias para o

estabelecimento de unidades de conservacéo.

Palavras-chave: Brasil — bromélias — Cryptanthus burle-marxii — diversidade genética —
estrutura genética — Floresta Atlantica — genética de populacBes — microssatélites —

modelagem de nicho ecoldgico — quaternario.
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INTRODUCAO

A delimitacdo de espécies € de grande importancia ja que espécies sdo unidades
bioldgicas fundamentais (Hausdorf & Henning, 2010). Espécies sdo consideradas hipdteses
que podem ser corroboradas ou refutadas com a aquisicdo de novas evidéncias (Pante el
al., 2015). Neste contexto surge a taxonomia integrativa, uma abordagem que usa
diferentes atributos bioldgicos (morfologia, DNA, distribuicdo geogréafica, habitat ou
comportamento) que sdo analisados através de variados métodos para propor e/ou testar
hipGteses de espécies (Pante el al., 2015) de modo a reduzir a subjetividade e delimitar
espéecies de forma mais estavel e transparente, estabilizando as inferéncias taxonémicas
(Fujita et al., 2012).

Nas ultimas duas décadas, o uso de marcadores moleculares como ferramentas para
a delimitacdo espécies tém aumentado (Duminil & Di Michele, 2009), e uma abordagem
em genética de populacBes tem sido utilizada para a delimitacdo de espécies (e.g. Caddah
et al., 2015; Shao & Xiang, 2015). O estudo da genética de populacdes permite inferir os
processos evolutivos responsaveis pela formacdo e manutencdo das espécies. A
International Union for Conservation of Nature and Natural Resources (IUCN) afirma que
“0 objetivo de conservacdo € a manutencdo da diversidade genética e das populagdes
viaveis de todos os taxons na natureza, de modo a manter as interacdes bioldgicas, e 0s
processos e funcbes ecoldgicas” (IUCN, 2002). A manutencédo da diversidade genética em
uma espécie é vital para a sua adaptagdo as mudancas ambientais, tais como as mudancas
climaticas, doencas, perda de habitat e/ou fragmentacéo (Kramer & Havens, 2009; Miao et
al., 2015).

As inferéncias dos processos evolutivos baseadas nos eventos historicos e
demogréaficos que moldaram a atual estrutura genética e distribui¢cdo dos organismos é o
campo de estudo da filogeografia (Buckley, 2009). Para a Floresta Atlantica brasileira
alguns estudos de filogeografia foram desenvolvidos com plantas, tais como os estudos de
Lorenz-Lemke et al. (2005), Ledru et al. (2007), Palma-Silva et al. (2009), Ribeiro et al.
(2011), Pinheiro et al. (2011) e Pinheiro et al. (2013) que abordam como a distribuicdo

geogréfica das espécies foi modificada pelas oscilagdes climaticas do quaternario.

O género Cryptanthus Otto & A.Dietr. apresenta 78 espécies aceitas, restritas a
regido nordeste e sudeste do Brasil ocorrendo nos dominios fitogeograficos da Floresta
Atlantica, Caatinga e Cerrado (Ramirez-Morillo, 1996; Forzza et al., 2016). Dentre as
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espécies do género, duas espécies que sdo morfologicamente relacionadas (Cryptanthus
burle-marxii Leme e Cryptanthus zonatus (Vis.) Vis.) sdo ervas terricolas, escidfilas (Leme
& Siqueira-Filho, 2006), restritas ao norte da Floresta Atlantica do Nordeste do Brasil
(Forzza et al., 2015), e ndo apresentam delimitacdo taxondmica bem definida devido a
sobreposicdo de seus caracteres morfologicos (Ramirez-Morillo, 1996; Versieux et al.,
2013).

Ambas as espécies compdem o complexo Cryptanthus zonatus (Ramirez-Morillo,
1996, Versieux et al., 2013). Anteriormente, Cryptanthus fosterianus L.B. Smith. também
era considerada uma espécie do complexo C. zonatus (Ramirez-Morillo, 1996; Versieux et
al., 2013) e era apontada como possivelmente extinta na natureza (MMA, 2008; Forzza et
al., 2013). Porém, recentemente, Alves & Marcucci (2015), sinonimizaram C. fosterianus a
C. zonatus baseado na compacdo de caracteres morfoldgicos. Alguns estudos ja tem
enfatizado a importancia de trabalhos de campo (Ramirez-Morillo, 1996) e de genética de

populacdes (Versieux et al., 2013) para a resolugdo taxondmica das espécies do complexo.

Cryptanthus burle-marxii e C. zonatus estdo presentes em listas de espécies
ameacadas, C. burle-marxii é considerada como Vulneravel pela Fundacdo Biodiversitas
(2005) e pelo Livro Vermelho da Flora do Brasil (Forzza et al., 2013), enquanto que C.
zonatus é classificado como criticamente em perigo pela Fundagdo Biodiversitas (2005) e
como vulnerdvel pelo Livro Vermelho da Flora do Brasil (Forzza et al., 2013).
Cryptanthus burle-marxii é considerada vulneravel pela mais recente lista (Forzza et al.,
2013) devido a sua restrita extensdo de ocorréncia (11.276,51 km?) e baixo nimero de
subpopulacdes conhecidas (menos de 10 localidades). A fragmentacédo e a perda de habitat
ao longo de sua distribuicdo representa uma ameaca para a sobrevivéncia da espécie na
natureza. Cryptanthus zonatus também é considerada vulneravel por Forzza et al. (2013)
devido a sua distribuicdo restrita (extensdo de ocorréncia=18.612,36 km?2) e por esta sujeita
ao declinio continuo da qualidade do habitat. A espécie esta sujeita as extin¢des locais de
subpopulacdes devido a coleta de individuos maduros para fins comerciais (Forzza et al.,
2013).

Cryptanthus burle-marxii € uma espécie considerada andromondica parcial, pois
apresentam uma separagdo temporal da abertura das flores masculinas e hermafroditas
(Oliveira-Janior, 2015). Primeiro sdo produzidas flores masculinas e na metade final da

florag&o sdo produzidas flores hermafroditas no mesmo individuo (Oliveira-Junior, 2015).
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As flores de C. burle-marxii tém caracteristicas mistas de polinizacéo, tem néctar proprio
de ornitofilia e morfologia de melitofilia (ha evidéncia de presenca de osmaforos pelo teste
de pigmentacdo com vermelho neutro que podem explicar o comportamento das abelhas de
raspar as pétalas evidenciando biologicamente a presenca de odores florais) (Oliveira-
Junior, 2015). Phaetornis ruber (beija-flor) e Eulaema nigrita (abelha) sd&o os
polinizadores mais frequentes (Oliveira-Janior, 2015). Para C. zonatus a biologia

reprodutiva ndo é conhecida.

As duas espécies sdo diferenciadas por caracteres vegetativos e reprodutivos
(Leme, 1990, Leme & Siqueira-Filho, 2006). No protologo de Cryptanthus burle-marxii
(Leme, 1990) e no estudo de Leme & Siqueira-Filho (2006), esta espécie é diferenciada de
C. zonatus pela propagagdo vegetativa (rizomas vs. gemas axilares), tamanho das folhas
(8-20 x 2-4 cm vs. 20-40 x 4-5 cm), comprimento das sépalas (13 mm vs. 15-19 mm) e
conacdo das pétalas (1/3 conadas vs. 1/2 conadas), respectivamente. Além dessas
caracteristicas, Leme & Siqueira-Filho (2006) diferenciam C. burle-marxii de C. zonatus
pelo nimero de flores nos fasciculos basais (cerca de 2 vs. cerca de 4) e comprimento das
flores (35-40 mm vs. 39-45 mm). Ramirez-Morillo (1996), na chave de identificacdo para
0 género Cryptanthus, separa C. burle-marxii de C. zonatus pelo comprimento das sépalas
(35 mm vs. 19 mm) e pela correlacdo entre o comprimento das brécteas florais e
comprimento das sépalas (bracteas com metade do comprimento das sépalas vs. bréctea
com o0 mesmo tamanho das sépalas). A autora ainda indica que os caracteres de reproducédo

vegetativa ndo sdo recomendados como caracteres diagndsticos.

Diante do exposto, o presente estudo reuniu dados de morfologia, diversidade e
estrutura genética das populacbes usando marcadores microssatélites nucleares, e
modelagem de nicho ecolégico do complexo Cryptanthus zonatus, com o objetivo de
responder as seguintes questdes: 1) Cryptanthus burle-marxii e C. zonatus sdo dois nomes
atribuidos @ mesma espécie? 2) Como as mudancas climéticas do quaternario modificaram
a distribuicdo geogréafica e a estrutura genética do complexo Cryptanthus zonatus? 3)
Quais sdo as implicagbes do estudo integrativo para a conservagdo do complexo

Cryptanthus zonatus?

MATERIAIS E METODOS
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POPULACOES AMOSTRADAS E IDENTIFICACAO DAS ESPECIES

Um total de 147 individuos pertencentes a oito populagdes de Cryptanthus burle-
marxii e Cryptanthus zonatus foram amostradas em areas localizadas no dominio da
Floresta Atlantica do Nordeste do Brasil (nos estados de Pernambuco, Paraiba e Rio
Grande do Norte) (Fig. 1 e Fig. 2). Para cada populacdo, uma media de 18.3 individuos
(variando de 12-21) foram amostrados. Os individuos das populagdes do complexo
ocorrem agrupados, o que dificulta a amostragem de diferentes individuos. Para evitar a
coleta de individuos aparentados, foram coletados individuos distantes, porém, muitas
populagdes tinham tamanho pequeno com individuos ocorrendo préximos um dos outros
(>1 metro de distancia). As abreviacOes, 0s estados, 0s municipios, as localidades e as
coordenadas geograficas das populacGes amostradas estdo mostradas na Tabela 1. A

distancia geogréafica entre as populacdes variou de 10 a 270 km.

Para a identificacdo das espécies foi coletada uma amostra de um individuo por
populacdo, exceto para as populacbes com poucos espécimes (Tabela 1). As amostras
foram processadas e depositadas no herbario Geraldo Mariz (UFP). Os espécimes foram
identificados utilizando os caracteres diagnosticos indicados por Leme & Siqueira-Filho
(2006), mostrados na Tabela 2. Para cada individuo, folhas jovens foram coletadas e
armazenadas em solucdo aquosa saturada de cloreto de sddio com 2% de brometo de
cetiltrimetilam6nio (CTAB), como descrita por Rogstad (1992) colocadas no freezer até a

extracdo do DNA.

EXTRACAO DO DNA, AMPLIFICACAO E GENOTIPAGEM

O DNA gendmico foi extraido das folhas seguindo o protocolo de Doyle & Doyle
(1987) com modificacGes descritas por Weising et al. (2005). Ap0s a extracdo, o0 DNA foi
quantificado usando o equipamento BioPhotometer plus (eppendorf) e a sua qualidade foi

analisada em gel de agarose 1% corado com GelRed (Biotum, Hayward, California, USA).

Dez locos de marcadores microssatélites nucleares previamente desenvolvidos para
as espécies Aechmea caudata Lindm. (desenvolvido por Goetze et al. 2013-16cus: Ac01),
Orthophytum ophiuroides Louzada & Wand. (Aoki-Gongalves et al. 2014-locos: Opl7,
Op25, Op30, Op52, Op69, Op77A and Op78), Pitcairnia albiflos Herb. (Paggi et al. 2008 -
I6cus: PaC05) e Vriesea gigantea (Gaud.) (Palma-Silva et al. 2007-16cus: VgA 04), foram
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utilizados neste estudo. Os locos foram previamente testados por amplificagdo heter6loga
nas espécies C. burle-marxii e C. zonatus por Ferreira et al. (Cap. 1).

As amplificagdes por PCR (polymerase chain reaction) foram feitas usando um
termociclador Veriti 96-Well (Applied Biosystems) em reacdes descritas por Ferreira et al.
(Cap. 1). Os dez locos de microssatélites nucleares foram amplificados através de PCR
usando o programa de ciclo “touchdown” descrito em detalhes em Palma-Silva et al.
(2007). Os produtos da PCR foram checados em gel de agarose 1% corado com GelRed e
genotipados em sequenciador automatico 3500 DNA Analyzer (Applied Biosystems) com
tamanho padrdo 500 L1Z GeneScan (Applied Biosystems). Os tamanhos dos alelos em
pares de base foram determinados usando o software GeneMarker version 4.1 (Applied
Biosystems).

ANALISE DOS DADOS

Diversidade genética

O numero total de clones em cada populacdo foi detectado através do software gmier
versdo 1.3.3 (Valiére, 2002). O software micro-cHecker Versdo 2.2.3 (Van Oosterhout et al.,
2004) foi utilizado para detectar a possivel presenca de alelos nulos. A diversidade
genética das populacdes e dos locos foi descrita através dos calculos de numero de alelos
(A), riqueza alélica (AR), variancia no tamanho do alelo (Var), heterozigosidade observada
(Ho), heterozigosidade esperada (Hg), usando o programa msa (Dieringer & Schldtterer,
2003). O coeficiente de endocruzamento (Fs) foi calculado no programa rstat (Goudet,
1995) e o coeficiente total de endogamia (Fyr), indice de fixacéo (Fst) e nimero de alelos
privados (PA) foram analisados no programa ceneaLex. O equilibrio de Hardy-Weinberg

(HWE) foi testado usando 0 genepop Versao 3.5 (Raymond & Rousset, 1995).

Analise de recentes reducbes no tamanho efetivo populacional

Para analisar a possibilidade de recentes reducdes dos tamanhos efetivos populacionais (e.
g. gargalos genéticos) foram realizadas analises no programa gotrieneck (Piry et al., 1999),
usando o teste Wilcoxon sign-rank. As analises foram feitas baseadas no modelo

twophased mutation model (TPM).

Analise bayesiana de estrutura genética
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A analise bayesiana foi feita no programa structure versao 2.3.3 (Hubisz et al., 2009) para
atribuir os individuos a grupos genéticos (K) e para estimar as proporcfes de mistura (Q)
para cada individuo. As andlises foram realizadas sob o modelo de mistura assumindo
frequéncias alélicas independentes e usando um periodo de burn-in de 500.000, run lengths
de 1.000.000 e 10 interagdes por K, que variou de 1 a 9 para confirmar a estabilizacdo das
estatisticas. O método proposto por Evanno et al. (2005) foi empregado para determinar o

numero de agrupamentos mais provavel (K) presentes nos dados.

Distancia genética

Uma é&rvore neighbour-joining (NJ) ndo enraizada foi construida para descrever as
relacBes entre as populacbes em uma forma grafica. A arvore de distancia foi construida de
acordo com Cavalli-Sforza & Edwards (1967). O programa wsa (Dieringer & Schlétterer,
2003) foi usado para se obter 1.000 réplicas de bootstrap de matriz de distancia, que foram

entdo analisadas no programa pnyLip 3.6 (Felsenstein, 2004) para gerar a arvore NJ.

Diferenciacdo genética

A analise de variancia molecular (amova) foi feita usando o programa ariequin Verséo 3.11
(Excoffier et al., 2005) para avaliar a particdo da diversidade genética em trés diferentes
niveis hierdrquicos: entre grupos, entre populaces dentro dos grupos e dentro das
populagdes. Os grupos foram definidos baseados nos dados obtidos no programa strucTure

usando o numero de agrupamentos mais provavel (K) do método de Evanno et al. (2005).

Tamanhos efetivos populacionais e taxas de migragao

A andlise do valor de Theta e o nimero efetivo de migrantes (Nem) entre os pares de
populacdes foram estimadas seguindo a teoria de coalescéncia e abordagem baseada em
méaxima verossimilhanca usando wgrate Versdo 2.0.6 (Beerli & Felsenstein, 1999), como
descrito por Barbara et al. (2007). O tamanho efetivo populacional (Ne) foi calculado
usando a formula Ne = Theta/4.u (1 = taxa de mutacdo). O valor da taxa de mutacdo
utilizado foi de 107 por gameta por geracdo (Zhang & Hewitt, 2003).

Modelagem de nicho ecoldgico
Para a modelagem de nicho ecologico foram utilizados 12 pontos de ocorréncia do
complexo Cryptanthus zonatus (oito pontos referentes as popula¢@es coletadas e 4 pontos

obtidos da analise de material incorporado no herbario UFP). Os modelos de distribui¢do
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do complexo Cryptanthus zonatus foram obtidos utilizando a abordagem Bioclim,
implementada no programa pa-cis versdao 7.5 (Hijmans et al., 2012). As camadas
ambientais consistiram de 19 varidveis climaticas baixadas a partir do conjunto de dados
do Worldclim (Hijmans et al., 2005). Para minimizar a redundancia entre as camadas,
foram utilizadas as camadas ndo fortemente correlacionadas (correlacéo de Pearson < 0,85)
que foram consideradas determinantes para a ocorréncia da espécie. Os modelos finais
apresentados incluiram seis variaveis climaticas com resolucéo espacial de 5 km? (2,5):
oscilacdo térmica anual-BIO7; temperatura média da estacdo Umida-B108; temperatura
média da estacdo seca-BIO9; precipitacdo do més mais imido-BIO13; precipitagdo do més
mais seco-BlO14; e sazonalidade de precipitacdo (coeficiente de variacdo)-BlO15. Os
dados ambientais abrangem trés diferentes periodos de tempo, um do periodo presente e
dois do periodo passado: o holoceno médio (HM: ~ 6.000 ma) e o ultimo maximo glacial
(UMG: ~ 22.000 ma), que foram baseados nos modelos General Circulation Models
(GCM) e Community Climate System Model (CCSM4). Os modelos foram avaliados
segundo Area Under the Curve (AUC).

RESULTADOS

IDENTIFICACAO DAS POPULACOES AMOSTRADAS

Nos espécimes analisados das populaces amostradas foram observados caracteres
diagnosticos de Cryptanthus burle-marxii e de Cryptanthus zonatus (Tabela 3). Todas as
populacdes apresentaram propagacado vegetativa por rizomas que é uma caracteristica de C.
burle-marxii, exceto a populagdo SCO-PE que apresenta a propagacdo vegetativa por
gemas axilares e seria identificada como C. zonatus. Pelo comprimento das folhas todas as
populagdes pertenceriam a C. zonatus exceto a populacdo MIC-PB que apresenta folha
com 15-20 cm de comprimento e pertenceria a C. burle-marxii. Pela dificuldade de
distinguir as espécies com base nas caracteristicas morfol6gicas foi optado a priori tratar

todas as populagfes como uma Unica espécie nas analises de estrutura genética.

DIVERSIDADE GENETICA DAS POPULACOES AMOSTRADAS
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Dos 147 espécimes amostrados, 41 foram detectados como clones e foram
removidos das analises (Tabela 4). A riqueza alélica (AR) nas populagdes do complexo
Cryptanthus zonatus variou de 1,500 a 3,200 com média de 2,420, enquanto que a
variancia no tamanho do alelo (\Var) foi de 1,760 a 31,390 com média de 11,127. Todas as
populagdes apresentaram alelos privados (PA), exceto a populacdo da EEC-PE (Tabela 4).
A heterozigosidade observada (Ho) e esperada (Hg) variou de 0,400 a 0,823 e de 0,258 a
0,543, respectivamente. O coeficiente de endocruzamento (F;s) foi baixo em todas as
populagdes. Cinco populagbes (MES-RN, MIC-PB, MOM-PE, USJ-PE e SCO-PE) nao
estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (P <0,05) e em quatro delas (MES-RN, MIC-PB,
USJ-PE e SCO-PE) sofreram gargalos genéticos.

DIVERSIDADE GENETICA DOS LOCOS DE MICROSSATELITES NUCLEARES

Todos os 10 lécus de microssatélites nucleares analisados foram polimorficos
(Tabela 5). A possivel presenca de alelos nulos ndo pode ser excluida para os locos Ac01,
Op52, Op69 e PaC05. O namero de alelos por locos variou de trés a 17, com média igual
a 7,100, enquanto que a riqueza alélica (AR) variou de 1,690 a 6,440 e teve média igual a
3,600. A heterozigosidade observada e esperada variou de 0,215 a 0,683 e 0,153 a 0,699,
respectivamente (Tabela 5). O coeficiente de endocruzamento (F;s) foi baixo em todos os
locos e os locos Ac01, Op30, Op52, Op69 e PaCO05 ndo estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg (P<0,05).

ANALISE BAYESIANA DE ESTRUTURA GENETICA

O método proposto por Evanno et al. (2005) identificou 0 K=2 como sendo o
melhor nimero de agrupamentos presente nos dados (Fig. 3). A analise do strucTure COM O
K=2 com as propor¢des de mistura (Q) para cada individuo das popula¢des do complexo
Cryptanthus zonatus é mostrada na Figura 4. Quase todos os individuos das trés
populacbes localizadas mais ao norte (PED-RN, MES-RN e MIC-PB) mostraram
proporcdes de mistura associadas ao agrupamento | e as populagdes mais ao sul (MCU-PE,
MOM-PE, CEE- PE, USJ-PE e SCO-PE) mostraram proporc¢des de mistura associadas ao

agrupamento Il (Fig. 4). Além disso, houve mistura entre as popula¢fes que ocorrem em
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areas de Restinga do agrupamento | (PED-RN, MES-RN e MIC-PB) com o agrupamento 1l
(MCU-PE e MOM-PE).

DISTANCIA E DIFERENCIACAO GENETICA

Na analise de distancia genética através do método de Neighbor-Joining dois
agrupamentos emergem (Fig. 5), um com as populac¢6es mais ao norte (PED-RN, MES-RN
e MIC-PB) e o outro com as populacdes que estdo ao sul (MCU-PE, MOM-PE, EEC-PE,
USJ-PE e SCO-PE), corroborando com os dados encontrados na analise do strucTure.

A amova mostrou que ha uma pequena variagdo genética “entre grupos” (5%), ou
seja, entre os dois agrupamentos norte e sul das populacdes do complexo Cryptanthus
zonatus (Tabela 6). No nivel hierarquico “entre populagdes dentro dos grupos” a variagdo
genética foi de 21%. E a variagdo genética encontrada “dentro das populagdes” foi de 72%
(Tabela 6). A diferenciacdo genética € maior dentro das populagbes (Fst = 0,272) do que
entre populagdes dentro dos grupos (Fsc = 0,230) e do que entre os grupos (Fcr = 0,054).

TAMANHO EFETIVO POPULACIONAL E TAXAS DE MIGRACAO

O tamanho efetivo populacional (Ne) foi menor na populacdo da EEC-PE e maior
na populacdo MOM-PE (Tabela 7). Todas as populacGes apresentaram baixo numero
efetivo de migrantes (N.m) entre os pares de populacdes com <1 migrante por geracdo,
com excec¢do da populacdo da MES-RN para a populacdo PED-RN que o nimero efetivo
de migrantes foi 1,033 (Tabela 7).

MODELAGEM DE NICHO ECOLOGICO

Os trés modelos apresentaram valores altos de AUC (>0,95). A estimativa da area
potencial de distribuicdo do complexo Cryptanthus zonatus (Fig. 6) mostrou que no Ultimo
Méaximo Glacial (UMG) havia um continuo de distribuicdo (Fig. 6a), diferente do que é
visto para 0s cenarios potenciais inferidos para o Holoceno médio (Fig. 6b) e presente que
apresentam uma disjuncdo entre as populacdes do norte e sul (Fig. 6¢). Além disso, a
distribuicdo do complexo no UMG era maior em areas localizadas no sul, que no presente

estdo submersas pelo oceano.
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DISCUSSAO

DIVERSIDADE GENETICA

A diversidade genética dada pela heterozigosidade esperada (Hg) nas populagdes do
complexo Cryptanthus zonatus foi considerada baixa a moderada quando comparada com
outras espécies de bromélias, tais como Vriesea gigantea Gaudich. (Palma-Silva et al.,
2009) e Bromelia antiacantha Bertoloni (Zanella et al., 2011), espécies que ocorrem em
areas de floresta, assim como o complexo C. zonatus. A diversidade genética do complexo
é mais semelhante com a encontrada em bromélias que ocorrem em afloramentos rochosos,
tais como Alcantarea regina (Vell.) Harms (Barbaré et al., 2008), Pitcairnia albiflos Herb.,
Pitcairnia staminea Lodd. (Palma-Silva et al., 2011), que sdo naturalmente fragmentadas
com baixo fluxo génico interpopulacional. Porém, a diversidade genética do complexo C.
zonatus é considerada maior do que a encontrada com outras espécies que ocorrem em
aflorametos rochosos, tais como Alcantarea geniculata (Wawra) J.R. Grant (Barbar et al.,
2007), Alcantarea imperialis (Carriere) Harms (Barbard et al., 2007) e Alcantarea

glaziouana (Leme) J.R.Grant (Barbara et al., 2008).

ESTRUTURA GENETICA E IMPLICACOES TAXONOMICAS

A hipoétese de que Cryptanthus burle-marxii e Cryptanthus zonatus compreendem
uma Unica espécie foi testada utilizando o conceito de espécie apresentado por de Queiroz
(2007). Dois agrupamentos genéticos (structure, K=2) foram formados. Duas popula¢des
(PED-RN e MES-RN) do agrupamento |, que é formado por trés populacbes (PED-RN,
MES-RN e MIC-PB) localizadas no norte, sdo identificadas como C. zonatus por Versieux
et al. (2013).

Todas as populagdes do agrupamento Il (MCU-PE, MOM-PE, EEC-PE, USJ-PE e
SCO-PE) localizadas no sul, ocorrem no estado de Pernambuco, local onde ha a ocorréncia
relatada para ambas as espécies do complexo segundo Leme & Siqueira-Filho (2006). Com
base na morfologia e no ambiente indicado por Leme & Siqueira-Filho (2006) para
diferenciar as duas espécies, esse agrupamento foi formado por populagdes que apresentam
propagacao vegetativa por meio de rizomas (USJ-PE, MCU-PE e MOM-PE), caracteristica
que pertence a C. burle-marxii e por uma populacdo que apresenta propagacao vegetativa

por meio de gemas axilares (SCO-PE), caracteristica de C. zonatus. Além disso, algumas
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populacbes ocorrem em &reas de restinga (MCU-PE e MOM-PE), ambiente que é indicado
como de ocorréncia para C. burle-marxii, e uma populacdo (SCO-PE) ocorre em Brejo de
altitude, area de ocorréncia de C. zonatus, segundo Leme & Siqueira-Filho (2006). Com
base no material examinado por Leme & Siqueira-Filho (2006), duas populacbes
analisadas poderiam ser identificadas como Cryptanthus burle-marxii: EEC-PE e MCU-
PE. No presente estudo, houve dificuldade de definir a espécie até mesmo na populacao
MCU-PE, pela propagacdo vegetativa e o ambiente em que a populacdo ocorre, a
populacéo seria identificada como C. burle-marxii, porém, pelo comprimento das folhas,

pétalas e sépalas seria identificada como C. zonatus.

Os dois agrupamentos formados indicam que ndo ha duas entidades diferenciadas,
pois eles ndo estdo de acordo com as diferencas morfologicas utilizadas para separar as
duas espécies. Dentro de um mesmo agrupamento ha populacGes com caracteristicas de C.
burle-marxii e de C. zonatus, comprovando que nado diferencas genéticas suficientes para a
separacgdo das duas espécies. Ao invés dos agrupamentos terem sido formados com base na
morfologia, eles foram formados com base na geografia. E apesar de haver dois
agrupamentos genéticos, a diferenciacdo entre eles é baixa. A diferenciacdo genética €
maior dentro das populagdes (Fst = 0,272) do que entre os grupos (Fct = 0,054). Além
disso, houve mistura entre as populacbes que ocorrem em d&reas de restinga do
agrupamento | (PED-RN, MES-RN e MIC-PB) com o agrupamento Il (MCU-PE e MOM-

PE), o que ndo justifica a existéncia de duas espécies também com base na geografia.

Portanto, os dados apresentados indicam que Cryptanthus burle-marxii e C. zonatus
sdo dois nomes aplicados a mesma espécie. Dessa forma, € sugerido que C. burle-marxii
seja sinonimizado em C. zonatus (que € 0 nome mais antigo - de acordo com as regras do
Cadigo Internacional de Nomenclatura para Algas, Fungos e Plantas). Daqui para frente,
guando a espécie Cryptanthus zonatus for referida, ja incluira as populacdes que

anteriormente era considerada como C. burle-marxii.

ESTRUTURA GENETICA E BIOLOGIA REPRODUTIVA

As populacbes de Cryptanthus zonatus apresentaram baixos valores de
endocruzamento (Fs), que € provavelmente explicado pela polinizacdo cruzada da espécie,

como mostrado por Oliveira-Junior (2015). Oliveira-Junior (2015) em experimentos com
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uma populacdo de C. zonatus mostrou que a espécie é auto-incompativel e os cruzamentos
sdo mais eficientes quando s&o realizados entre diferentes aglomerac6es de individuos. Os
valores de endocruzamento (Fis) foram bem menores do que o encontrado em outras
bromélias que apresentam caracteristicas semelhantes a C. zonatus, tal como Bromelia
antiacantha que ocorre em floresta (Zanella et al. 2011), apresenta propagagéo por rizomas
(Smith & Downs 1979), é considerada parcialmente auto-incompativel e é visitada por
beija-flor e abelha (Canela & Sazima 2005; Zanella et al. 2011); e Vriesea gigantea, que
ocorre em floresta (Palma-Silva et al. 2009) e é polinizada por morcegos (Sazima et al.
1999; Palma-Silva et al. 2009).

Das oito populagdes de C. zonatus analisadas, cinco populagbes estdo fora do
equilibrio de Hardy-Weinberg. Das cinco que estdo fora do equilibrio, quatro sofreram
gargalo genético. Os numeros de clones encontrados nas populacdes que sofreram gargalo
genético foram altos em relacdo as outras populacbes. O que poderia levar a uma
atenuacdo dos efeitos da deriva genética nessas populacfes que estdo sofrendo gargalo
genético com a reproducdo assexuada (clonal), assim como é encontrado para a espécie
Tillandsia achyrostachys por Gonzalez-Astorga et al. (2004). Possivelmente, as
populacBes que sofreram gargalo genético passam a produzir mais clones para tentar
manter a populagdo. Com mais individuos na populacdo, a chance posterior de reproducéo

sexuada é maior.

HIPOTESES FILOGEOGRAFICAS

As oscilagBes climaticas do quaterndrio com os periodos glaciais e interglaciais
produziram grandes mudancas nas distribuices das espécies (Hewitt, 2000). O impacto
dessas oscilacBes climaticas sobre a biodiversidade da Floresta Atlantica brasileira tem
sido amplamente discutido (Cardoso et al., 2015). O presente estudo contribui para o
conhecimento dos padrdes filogeograficos da espécie Cryptanthus zonatus, que é restrita a
Floresta Atlantica brasileira, visando entender como as mudancas climaticas do quaternario

modificaram a sua estrutura genética e distribuicdo geogréfica.

Os resultados das analises de modelagem de nicho ecolégico e de estrutura genética
indicaram que a distribuicdo geografica e estrutura genética de C. zonatus pode ter sofrido

modificagdes no quaternario. Os modelos mostram que a distribuicdo potencial da espécie
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era continua no Ultimo Méaximo Glacial (UMG; Fig. 6A), enquanto que no Holoceno
médio (Fig. 6B) e no presente (Fig. 6C) houve uma disjuncao entre as popula¢des do norte

e sul.

A distribuicdo potencial da espécie no UMG era maior nas areas localizadas mais
ao sul (Fig. 6A), onde no Holoceno médio (Fig. 6B) e no presente (Fig. 6C) é coberta pelo
oceano. Possivelmente a distribuicdo era maior devido a regressio marinha e 0
consequentemente aumento da disponibilidade de areas terrestres no UMG (Leite et al.,
2015). Com a expansao das calotas polares nesse periodo, 0 volume de gelo acumulado
reduziu o nivel do mar em cerca de 120 m (Fairbanks, 1989; Rohling et al., 1998;
Clapperton, 1993; Hewitt, 2000).

O recuo do nivel do mar pode ter disponibilizado novas areas para a colonizacéo de
florestas e consequentemente aumentado a area de ocorréncia de Cryptanthus zonatus,
como mostrado na Figura 6A. O alargamento litordneo com a disponibilidade de novas
areas devido & regressdo marinha no litoral brasileiro foi recentemente relatado para
formigas (Cardoso et al. 2015) e mamiferos (Leite et al. 2015). Leite et al. (2015) ainda
indicaram que o recuo do nivel do mar teria exposto a plataforma continental brasileira, o
que teria permitido a Floresta Atlantica e espécies adaptadas a floresta (como é o caso dos
mamiferos apresentados no estudo) a se expandirem também. Esta ideia é chamada de
hipdtese Atlantis Forest por Leite et al. (2015).

As condic¢des climaticas dos tropicos no UMG eram mais frias e secas e, neste
periodo grandes areas de florestas foram substituidas por areas de savanas e de desertos
(Hewitt, 2000). Pelos resultados da modelagem de nicho ecol6gico para UMG ndo é
possivel indicar se houve reducdo da area de distribuicdo geografica do complexo como
seria esperado ja que o complexo ocorre exclusivamente em areas de floresta. E apenas
sugerido que a distribuicdo potencial da espécie poderia ter sido maior nas areas

localizadas ao sul devido ao recuo do nivel do mar.

No Holoceno Médio (Fig. 6B) e no presente (Fig. 6C) é observada a potencial
separacgdo da distribuicdo de Cryptanthus zonatus, provavelmente devido a uma barreira
ecoldgica. Os dados do structure (Fig. 4) corroboram com os dados obtidos na modelagem
de nicho ecologico, onde hd a potencial separacdo da distribuicdo de C. zonatus no

Holoceno Médio até o presente formando dois grupos geneticamente estruturados, um ao
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norte e outro ao sul da barreira ecoldgica. A formacdo dos dois agrupamentos € de origem
recente (~6.000 anos atras) e a diferenciagdo genética ainda é baixa, porém significativa e
entre eles (Fct = 0,054; valor de P = 0.005). Provavelmente as populacbes de C. zonatus
eram mais continuas e conectadas no passado (Fig. 6A), e a separacdo em dois grupos
(Norte e Sul) ocorreu devido a um processo de vicariancia ao invés de dispersdo, pois 0s
valores de diversidade genética foram praticamente iguais nas populacoes.

IMPLICACOES PARA A CONSERVACAO

Os resultados deste estudo mostram que C. burle-marxii e C. zonatus sdo dois
nomes dados a mesma espécie. Como sdo uma Unica espécie, é sugerido que C. burle-
marxii seja sinonimizado a C. zonatus, e que seja revisado o status de conservacdo da
espécie. Este trabalho apresenta o primeiro registro da espécie para o estado da Paraiba
(populagdo MIC-PB), o material j& tinha sido coletado e depositado no herbario desde
2004, porém estava sem identificacdo. E recentemente em um guia de imagens, Pontes &
Forzza (2015) indicaram ela como sendo uma possivel espécie nova, porém, o presente

estudo mostra que é C. zonatus.

Este trabalho mostra que h& poucas populacbes da espécie e algumas tém baixo
tamanho populacional como é o caso da populacdo da EEC-PE que s6 tem 12 individuos
dos quais sete foram detectados como clones. O baixo nimero de individuos ameaca a
persisténcia desta populacéo, ja que, pequenos tamanhos populacionais tendem a reduzir a
variacdo genética, e podem levar a uma diminuicdo da capacidade das populagdes se
adaptarem aos desafios ecoldgicos (DeSalle e Amato, 2004). A populagdo da EEC-PE foi a
que apresentou o menor numero de alelos (15), riqueza alélica (1,5) e heterozigosidade
esperada (0,258). Uma estratégia que poderia ser usada para a conservacdo desta
populacéo, de modo a evitar ainda mais 0 empobrecimento genético dela seria a introducéo
manual de pdlen ou sementes de outras populacfes do mesmo grupo genético. Essa
estratégia ja foi proposta Gareca et al. (2013) para a conservacdo de uma espécie

fragmentada dos Andes.

O estudo de genetica de populacbes pode propor populagBes prioritarias para a
conservacdo com base em dados de diversidade genetica tal como riqueza alélica, como

sugerido por Petit et al. (1998) e proposto por Ribeiro et al. (2011) para a conservacao das
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populagdes de Dalbergia nigra (Vell.) Allemédo ex Benth. Das oito populagdes analisadas,
uma populacdo estd completamente fora de unidade de conservagdo (MCU-PE), e duas
populacdes (MIC-PB e MOM-PE), estdo parcialmente protegidas, pois alguns individuos
estdo dentro e outros estdo fora das unidades de conservacdo existentes. As populacbes da
MCU-PE e MOM-PE sdo de extrema importdncia para a conservagdo, pois ambas
apresentaram altos valores de diversidade genética em relacdo as demais populagdes
analisadas. A populacdo da MOM-PE foi a que apresentou o maior namero de alelos
privados (PA = 6), numero de alelos (A = 45), riqueza alélica (R = 3,20) e heterozigosidade
esperada (He = 0,543) em relacdo as demais populacdes analisadas. Em 2012, a &rea da
populacdo da MOM-PE sofreu queimadas e a area é frequentemente usada para corte de
lenha, 0 que ameaca a populacdo, ja que a espécie ocorre em areas exclusivamente

sombreadas.

Ambas as populacGes da MOM-PE e da MCU-PE estdo em areas de restinga assim
como outras populacbes da espécie (PED-RN, MES-RN, MIC-PB). As restingas séo
ambientes que sofreram intensa degradacdo e sofrem grande especulacdo imobiliaria. A
populacdo MIC-PB, apesar de estar presente em uma area de Reserva Legal, grande parte
da restinga no entorno, onde tem varios individuos da espécie ja tem autorizacdo para ser
derrubada para utilizacdo do solo para mineracdo. A conservacdo desta populacdo é
importante, pois ela representa o primeiro e Unico registro da espécie para o estado da

Paraiba.

Para a conservacdo da espécie a preservacdo in situ é importante, é necessario
estabelecer uma nova unidade de conservagédo para proteger a populacdo da MCU-PE e
ampliar a unidade de conservacdo que esta a populacdo da MOM-PE. Além disso, €
necessario que haja fiscalizacdo nas unidades de conservagdo existentes, pois a perda de
alguma populacdo poderia levar a uma grande perda na variabilidade genética, ja que a
diferenciacéo genética dentro das populacdes (Fst = 0,272) € considerada alta e a maioria

das populacdes apresentaram alelos privados.

CONCLUSOES

O estudo apresentado mostra que Cryptanthus burle-marxii e C. zonatus sdo dois

nomes dados a mesma espécie. Dessa forma, sugere-se que C. burle-marxii seja
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sinonimizado em C. zonatus (0 nome mais antigo - de acordo com as regras do Cédigo
Internacional de Nomenclatura para Algas, Fungos e Plantas) e que seja reavaliado o status
de conservacdo da espécie, ja que C. burle-marxii e C. zonatus, eram indicadas como
ameacadas de extincdo. Além disso, o estudo apresentou a filogeografia descritiva da
espécie, indicando que a distribuicdo geogréfica e estrutura genética do complexo C.
zonatus pode ter sofrido modificagdes no quaternario. No Ultimo Maximo Glacial a
distribuicdo geogréafica da espécie era continua e maior em algumas areas onde no presente
€ mar, o que pode possivelmente ter ocorrido devido a regressao do nivel do mar neste
local. A regressdo marinha pode ter possibilitado a colonizagdo dessas areas por restinga
arbdrea e consequentemente aumentado a area de ocorréncia de C. zonatus. No Holoceno
médio houve a potencial separacdo da distribuicdo formando dois grupos, um ao norte e
outro ao sul, possivelmente devido a uma barreira ecoldgica que permaneceu até o periodo
presente, corroborando com os dados de estrutura genética. Para a conservacao da espécie
a preservacdo in situ é importante, € necesséario estabelecer uma nova unidade de

conservacao e ampliar outra unidade de conservacéo.
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Figura 1 — Distribuicdo geogréafica das populacGes amostradas do complexo Cryptanthus
zonatus na Floresta Atlantica do Nordeste do Brasil. A area demarcada em cinza representa
os limites histdricos da Floresta Atlantica. Para as abreviaturas das populacfes ver a Tabela

1.
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Figura 2 — Oito populagGes amostradas do complexo Cryptanthus zonatus. A-B. Parque
Estadual das Dunas de Natal. C-E. RPPN Mata Estrela. F. Mineradora Cristal. G. Usina
Sao Jose. H. Estacdo Ecologica de Caetés. I. RPPN Serra do Contente. J-L. Mata do Cupe.
M-O. RPPN Nossa Senhora do Outeiro de Maracaipe.
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Figura 3 — Magnitude do Delta K da andlise da estrutura genética em funcdo do K
calculado com base no método Delta K proposto por Evanno et al. (2005), para os dados de
microssatélites das populacdes do complexo Cryptanthus zonatus. O valor modal dessas
distribuices indica o K verdadeiro, o melhor K é o K=2 (dois agrupamentos genéticos).
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Figura 4 — Proporcdo de mistura (Q) para cada individuo do complexo Cryptanthus
zonatus para 0 numero de agrupamentos mais provavel K=2 (dois agrupamentos
genéticos). Os dois agrupamentos genéticos identificados pelo structure S0 indicados em
cores diferentes e as populacgdes estdo separadas por barras verticais. Para as abreviaturas

das populacdes ver a Tabela 1.
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Figura 5- Arvore neighbor-joining ndo enraizada das populacdes do complexo
Cryptanthus zonatus com base em Cavalli-Sforza & Edward’s (1967), incluindo os valores
de bootstrap. A escala para a distancia genética é fornecida na parte inferior do grafico.

Para as abreviaturas das populacdes ver a Tabela 1.
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Figura 6- Modelagem de nicho ecoldgico utilizando o algoritimo Bioclim, com as
distribuicbGes potenciais e probabilidade de ocorréncia do complexo Cryptanthus zonatus
no ultimo maximo glacial (UMG: ~22.000 anos atras) (A), no Holoceno médio (HM:
~6.000 anos atrés) (B) e no presente (C).
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Tabela 1- AbreviacOes, estados, municipios, localidades, coordenadas geograficas e
espécimes testemunhos das popula¢@es amostradas do complexo Cryptanthus zonatus.

Abreviacdo

da populacdo Estado Municipio Localidade Coordenadas Voucher
PED-RN RN Natal Parque Estadual das Dunas de Natal 05°51'39"S, 35°11'05"wW  DC 757
MES-RN RN Baia Formosa RPPN Mata Estrela 06°22'40"S, 35°0122"w  DC 763
MIC-PB PB Mataraca Mineradora Cristal 06°31°04”S, 34°58°04"W DC 779
EEC-PE PE Paulista Estacdo Ecoldgica de Caetés 07°55'15"S, 34°55'15"W -
MCU-PE PE Ipojuca Mata do Cupe 08°26'58"S, 34°59'33"W  DC 764
MOM-PE PE Ipojuca RPPN Nossa Senhora do Outeiro de Maracaipe 08°31'48"S, 35°01'05"W  DC 765
USJ-PE PE Igarassu Usina S&o José 07°50'18"S, 34°59'57"W
SCO-PE PE  Gravata RPPN Serra do Contente 08°13'48"S, 35°35'10"w  DC 765

Rio Grande do Norte (RN), Paraiba (PB), Pernambuco (PE).
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Tabela 2- Caracteres indicados por Leme & Siqueira-Filho (2006), que diferencia
Cryptanthus burle-marxii de Cryptanthus zonatus.

Propagacdo Compr.das Compr.das  Compr. das

Especies vegetativa  folhas (cm) pétalas (mm) sépalas (mm) Ambiente
Cryptanthus burle-marxii rizoma 8-20 35-40 13 Floresta costeira
Cryptanthus zonatus gema axilar 20-40 39-45 15-19 Floresta interiorana/

Brejo de altitude
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Tabela 3- Caracteristicas morfologicas de seis populacdes do complexo Cryptanthus
zonatus. Para as abreviagOes das populagdes ver Tabela 1.

Propagacdo Compr.das Compr.das Compr. das

Populagdes vegetativa  folhas (cm) pétalas (mm) sépalas (mm) Ambiente

PED-RN* -- 17,5-24 -- -- Floresta costeira
MES-RN rizoma 16,5-27,7 45 19 Floresta costeira
MIC-PB* rizoma 15-20 -- -- Floresta costeira
SCO-PE gema axilar  15,8-23,6 40-45 15-18 Brejo de altitude
MCU-PE rizoma 18,9-31,3 42 17 Floresta costeira
MOM-PE rizoma 18,2-27,1 46 14,5-18 Floresta costeira

*Material estéril ou apenas com frutos.
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Tabela 4 — Caracterizagcdo das populagdes do complexo Cryptanthus zonatus com dez
microssatélites nucleares, incluindo o tamanho da amostra (N), nimero de clones (N
clones), nimero de alelos (A), nimero de alelos privados (PA), riqueza alélica (AR),
variancia do tamanho do alelo (Var), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade
esperada (Hg), coeficiente de endocruzamento (Fis) e valor do P da analise de gargalo

genético (Bo). Para as abreviacGes das populacGes ver Tabela 1.

Populacdes N NClones A PA AR Var Ho He Fis Bo
PED-RN 20 0 36 3 2,630 8980 0,440 0,438 -0,006 0,652
MES-RN 9 11 30 1 2,740 10,161 0,480 0,527 0,097* 0,004**
MIC-PB 11 10 24 1 2200 11,599 0,400 0,453 0,125* 0,002**
MCU-PE 20 0 31 1 2540 4,440 0,407 0,459 0,117 0,125
MOM-PE 19 0 45 6 3,200 10,276 0,448 0,543 0,179* 0,754
EEC-PE 5 7 15 0 1500 1,765 0,433 0,258 -0,857 0,031
USJ-PE 9 11 22 2 2,080 10,400 0,823 0,503 -0,709* 0,001**
SCO-PE 13 2 28 3 2470 31,391 0,458 0,509 0,103* 0,003**
Total/média 106 41 28.875 2.125 2,420 11,127 0,486 0,461 -0,119 0,197

*Desvio do equilibrio de Hardy—Weinberg (P < 0.05).
**Populacdes onde os gargalos genéticos foram detectados (P < 0.005).
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Tabela 5 — Caracterizacdo de dez marcadores microssatélites nucleares nas populacdes do
complexo Cryptanthus zonatus, incluindo a fonte do marcador, intervalo do tamanho
molecular em pares de base (bp), nimero de alelos (A), riqueza alélica (AR),
heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (Hg), coeficiente de
endocruzamento (Fs), coeficiente total de endogamia (Ft) e indice de fixacéo (Fst). Para
as abreviacdes dos locos ver os materiais e métodos.

Loco Tamanho (pb) A AR Ho He Fis Fir Fst
Ac01 281-295 6 2965 0602 0461 -0,270* -0,082 0,215
Op17 167-181 5 3138 0471 0450 -0,027 0,291 0,352

)

9

6

Op25 165-179 3,202 0,465 0,446 -0,024 0,303 0,359
Op30 132-154 4,679 0,683 0,609 -0,169* 0,190 0,321
Op52 245-273 2,072 0,251 0,274 0,098* 0,538 0,536
Op69 114-136 11 5,764 0,612 0,599 -0,009* 0,290 0,333
Op77A 157-161 3 1698 0215 0,153 -0,275 -0,033 0,299
Op78 221-233 6 4,457 0580 0,568 -0,063 0,250 0,299
PaC05 165-207 17 6,440 0,578 0,699 0,095* 0,348 0,250

VgA04 175-179 3 2153 0406 0,354 -0,131 0,024 0,186
*Desvio do equilibrio de Hardy—Weinberg (P < 0.05).
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Tabela 6 — Analise de variadncia molecular (amova) para microssatélites nucleares.

Soma dos Componentes  Porcentagem

Fonte de variagéo quadrados de variagao de variacdo  Estatisticas F Valor de P
Entre grupos 40,204 0,178 5,454 Fcr = 0,054 0.005
Entre populagdes dentro dos
grupos 111,207 0,711 21,788 Fsc = 0,230 0
Dentro das populagdes 447,588 2,377 72,757 Fst=0,272 0
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Tabela 7 — Tamanho efetivo populacional (N) e nimero efetivo de migrantes (N.m) entre
0s pares de populagdes, para as populacdes do complexo Cryptanthus zonatus, estimados
seqguindo Beerli & Felsenstein (1999) com o programa wmicrate 2.0.6. Para as abreviagoes
das populacdes ver Tabela 1.

Populacdes Nel Ne2 Nem1- Nem2 Nem2- Nem1
PED-RN1/ MES-RN2 289,350 377,450 0,636 1,033
PED-RN1/ MIC-PB2 504,875 115,150 0,321 0,240
PED-RN1/ MOM-PE2 374,675 119,825 0,251 0,136
MES-RN1/ MIC-PB2 417,300 111,225 0,656 0,172
MIC-PB1 /MCU-PE2 157,575 463,975 0,095 0,379
MIC-PB / MOM-PE2 130,225 147,475 0,115 0,270
MCU-PE / MOM-PE2 288,025 1068,400 0,243 0,320
MCU-PE1 / USJ-PE2 334,475 262,425 0,054 0,284
MCU-PE1/ EEC-PE2 622,250 88,425 0,232 0,322

USJ-PE1 / EEC-PE2 133,450 73,500 0,031 0,535
USJ-PE1/ SCO-PE2 321,650 221,700 0,207 0,149
EEC-PE1/ SCO-PE2 293,700 343,850 0,288 0,007
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CONCLUSOES

Cryptanthus burle-marxii e Cryptanthus zonatus sdo dois nomes aplicados a mesma
espécie.

A distribuicdo geografica e estrutura genética do complexo C. zonatus pode ter
sofrido modificagBes no quaternario. No Ultimo Maximo Glacial a distribuicdo
potencial da espécie era continua e maior nas areas ao sul, onde atualmente € mar,
possivelmente devido a regressdo do nivel do mar. No Holoceno médio houve a
potencial separacdo da distribuicdo da espécie, provavelmente devido a uma
barreira ecoldgica que permaneceu até o periodo presente, formando dois grupos
geneticamente estruturados, um ao norte e outro ao sul.

Este trabalho apresenta o primeiro registro da espécie para o estado da Paraiba.

Para a conservacdo da espécie a preservacdo in situ € importante. Além da
necessidade de fiscalizacdo das unidades de conservagdo existentes, € necessario
estabelecer uma nova unidade de conservacgdo para proteger a populacdo da Mata
do Cupe (PE) e ampliar a unidade de conservacdo onde esta a populacdo da RPPN
Mata do Outeiro de Maracaipe (PE).
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