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RESUMO

O género Cryptanthus Otto & A.Dietr. (Bromeliaceae - Bromelioideae) é endémico do Brasil,
e inclui 68 espécies distribuidas ao longo da costa leste do pais. Cryptanthus pickelii L.B.Sm.,
C. alagoanus Leme & J.A. Siqueira e C. pirambuensis D.M.C. Ferreira & Louzada estdo
restritas a Floresta Atlantica do Nordeste brasileiro e apresentam sobreposicdo de caracteres
morfolégicos que contribuem para que os limites interespecificos ndo sejam bem definidos,
classificando-as em um complexo de espécies. Diante disso, o presente estudo tem como
objetivo realizar a delimitacdo das espécies, por meio de parametros morfométricos, e da analise
e caracterizacdo da estrutura e diversidade genética. Para isso, foram realizados teste de
amplificagédo cruzada em C. pickelii, C. alagoanus e C. pirambuensis, utilizando 17 locos de
microssatélites nucleares desenvolvidos originalmente para espécies de diferentes subfamilias
de Bromeliaceae. Dos 17 locos testados, nove foram polimorficos, e quatro foram selecionados
para amplificacdo e genotipagem em seis populacdes do complexo. Anéalises morfométricas
multivariadas de 24 caracteres vegetativos e reprodutivos foram realizadas em 82 individuos.
Os resultados morfométricos mostraram quatro morfotipos, evidenciando que atualmente
existem trés entidades bioldgicas sendo tratadas sob um mesmo nome (C. alagoanus). A analise
bayesiana dos SSR apresentou trés grupos mais provaveis. C. alagoanus e C. pirambuensis sao
dois nomes dados a mesma espécie. Foi detectado uma estruturacdo genética distinta em duas
populagdes de C. alagoanus, onde uma populacgdo passa a ser considerada como C. pickelii, e
outra estd em processo de especiacdo hibrida com C. zonatus. Esses resultados mostram a
importancia da hibridacdo para entendimento das relagbes evolutivas responsaveis pela
diversificacdo e especiacdo em Bromeliaceae. Onde a integracdo das técnicas morfométricas e
moleculares teve implicagdes significativas sobre a taxonomia e conservacao dessas espécies,

indicando populac@es prioritarias para o estabelecimento de unidades de conservacao.

Palavras-chave: Amplificagdo cruzada, Cryptanthus pickelii, Diversidade biologica, Floresta

Atlantica, Genética de populacdes, Microssatélites nucleares, Morfometria.



ABSTRACT
The genus Cryptanthus Otto & A.Dietr. (Bromeliaceae - Bromelioideae) is endemic to Brazil,
and includes 68 species distributed along the east coast of the country. Cryptanthus pickelii
L.B.Sm., C. alagoanus Leme & J.A. Siqueira and C. pirambuensis D.M.C. Ferreira & Louzada
are restricted to the Atlantic Forest of Northeastern Brazil and have overlapping morphological
characters that contribute to the interspecific boundaries not being well defined, classifying
them into a species complex. In view of this, the present study aims to carry out the delimitation
of the species, through morphometric parameters, and analysis and characterization of genetic
structure and diversity. For this, cross amplification tests were carried out in C. alagoanus, C.
pickelii and C. pirambuensis, using 17 nuclear microsatellite loci originally developed for
species from different subfamilies of Bromeliaceae. From 17 loci tested, nine were
polymorphic, and four were selected for amplification and genotyping in six populations of the
complex. Multivariate morphometric analyses of 24 vegetative and reproductive characters
were performed on 82 individuals. The morphometric results revealed four morphotypes,
indicating that currently three biological entities are being treated under the same name (C.
alagoanus). The Bayesian analysis of SSRs presented three most likely groups. C. alagoanus
and C. pirambuensis were identified as two names given to the same species. Distinct genetic
structuring was detected in two populations of C. alagoanus, with one population being
classified as C. pickelii, and the other undergoing hybrid speciation with C. zonatus. These
results highlight the importance of hybridization in understanding the evolutionary
relationships responsible for diversification and speciation in Bromeliaceae. The integration of
morphometric and molecular techniques had significant implications for the taxonomy and
conservation of these species, identifying priority populations for the establishment of

conservation units.

Keywords: Atlantic Forest, Cross-amplification, Cryptanthus pickelii, Biological diversity,
Population genetics, Nuclear microsatellites, Morphometry.
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1. APRESENTACAO

O género Cryptanthus Otto & A.Dietr. (Bromeliaceae - Bromelioideae) € endémico do
Brasil, e inclui 68 espécies distribuidas ao longo da costa leste do pais, com centro de
diversidade na Floresta Atlantica. Cryptanthus pickelii L.B.Sm., Cryptanthus alagoanus Leme
& J.A. Siqueira e Cryptanthus pirambuensis D.M.C. Ferreira & Louzada estdo restritas a
Floresta Atlantica do Nordeste brasileiro e apresentam sobreposicao de caracteres morfologicos
que contribuem para que os limites interespecificos ndo sejam bem definidos, classificando-as
assim, em um complexo de espécies. Frente a dificuldade de delimitacdo taxonémica das
espécies supracitadas, o presente estudo tem como objetivo contribuir com uma nova proposta
de delimitacdo das espécies que compdem o complexo Cryptanthus pickelii L.B.Sm, por meio
de técnicas morfométricas e moleculares.

Dessa forma, a dissertacdo estd dividida em trés partes: Fundamentacdo Tedrica,
Capitulo 1 e Capitulo Il. Especificamente na Fundamentacdo Tedrica, serdo apresentados
topicos com informacdes acerca da familia Bromeliaceae, do género Cryptanthus e do
complexo Cryptanthus pickelii, além uma abordagem sobre o papel da taxonomia integrativa
na delimitagdo de espécies, com um enfoque maior para os estudos morfométricos e
moleculares.

O capitulo I, referente ao manuscrito “Transferibilidade de marcadores SSR nucleares
para trés espécies de Cryptanthus Otto & A. Dietr. (Bromeliaceae)”, apresenta os resultados do
teste de amplificacdo heterdloga utilizando 17 locos de marcadores microssatélites nucleares
desenvolvidos originalmente para diferentes espécies de Bromeliaceae, e analisados em
Cryptanthus pickelli, C. alagoanus e C. pirambuensis.

Para o capitulo II, intitulado como “Delimitacdo de espécies e estrutura genética do
complexo Cryptanthus pickelii L.B.Sm. (Bromeliaceae)”, foram agrupados dados sobre as
analises morfométricas, estrutura e diversidade genética de seis popula¢fes do complexo de
espécies estudado, com o objetivo de testar a hipotese de que Cryptanthus pickelii, C. alagoanus
e C. pirambuensis fazem parte de uma mesma espécie, apresentando restri¢cdo no fluxo génico
populacional, interferindo na variacdo dos caracteres morfologicos de acordo com as
adaptacdes ao ambiente.

O manuscrito referente ao capitulo | serd submetido para publicacdo no periddico
Brazilian Journal of Botany, e o capitulo Il sera submetido no Botanical Journal of the Linnean
Society. As normas para publicacdo destes dois periddicos estdo disponiveis no final da
dissertacdo (Anexos).
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. CARACTERIZAQAO GERAL DA FAMILIA BROMELIACEAE
Bromeliaceae Juss., incluida na ordem Poales (APG IV 2016), é uma das maiores

familias de monocotiledéneas, sendo monofilética e altamente diversa em termos de
morfologia, fisiologia, habito, habitat e interacdo animal-planta (Givnish et al. 2011).
Compreende 79 géneros, com aproximadamente 3680 espécies (Gouda et al. cont. upd).
Tradicionalmente, com base em caracteres morfologicos, Smith & Downs (1974; 1977; 1979)
haviam dividido Bromeliaceae em apenas trés subfamilias: Pitcairnioideae (frutos secos com
sementes aladas), Bromelioideae (frutos carnosos com sementes inapendiculadas), e
Tillandsioideae (frutos secos com sementes plumosas). Entretanto, estudos filogenéticos de
Givnish et al. 2007, apontaram o antigo grupo Pitcairnioideae como parafilético. Essas
evidéncias filogenéticas indicaram que a familia esta organizada em oito subfamilias, sendo
elas: Brocchinioideae, Lindmanioideae, Tillandsioideae, Hechtioideae, Navioideae,

Pitcairnioideae, Puyoideae e Bromelioideae.

Bromeliaceae surgiu como plantas terrestre C3 ha cerca de 100 milhdes de anos (Ma.),
no Escudo das Guianas, onde se diversificaram (19Ma.) e colonizaram as demais areas do
continente por volta de 15.4Ma., alcancando a Africa Ocidental por meio de disperséo de longa
distancia (9.3Ma.) (Givnish et al. 2007; Givnish et al. 2011). Como apontado por Givnish
(2007; 2011), dois tercos das bromélias existentes pertencem a dois grandes eventos de radiacéo
adaptativa, que ocorreu em torno de 14,2 e 9,1Ma., favorecendo, principalmente, a evolucao do
epifitismo e da fotossintese CAM. H&a aproximadamente 10Ma., surgiu o grupo das
Bromelioideae. Ja Cryptanthus, género alvo deste estudo, é ainda mais recente, com cerca de
5,5 Ma. (Givnish et al. 2007; Givnish et al. 2011).

Bromeliaceae apresenta distribuicdo essencialmente neotropical, com excecdo da
espécie Pitcairnia feliciana (A.Chev.) Harms & Mildbr., que ocorre no litoral leste do
continente africano (Smith & Downs 1974; Jaques-Felix 2000; Benzing 2000; Givnish et al.
2007). Ecologicamente, ao longo da evolucéo, as Bromeliaceae desenvolveram adaptacdes aos
mais diferentes tipos de ambientes, sendo encontradas em uma grande variedade de habitats,
ocupados por um conjunto de espécies terrestres, rupicolas e epifitas (Smith & Till 1998;
Benzing 2000).

O Brasil, considerado como um hotspot da biodiversidade, com um forte potencial

endémico, abriga cerca de 1390 espécies de bromélias (Forzza et al., 2015). Do total de espécies
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registradas no pais, cerca de 86% sdo de ocorréncia restrita. Bromeliaceae encontra-se
amplamente distribuida em todos os dominios brasileiros, com destaque para a Floresta
Atlantica (939 sp.), Cerrado (253 sp.) e Amazonia (157 sp.), por apresentarem um maior
numero de tdxons. Além disso, as regifes Sudeste e Nordeste sdo as que exibem a maior
diversidade de bromélias no pais, com 778 e 429 espécies, respectivamente (Forzza et al.,
2015).

Em geral, Bromeliaceae é caracterizada por plantas herbaceas, rizomatosas, com caules
reduzidos e encobertos por bainhas foliares, apresentam folhas simples, alternas, organizadas
em espiral e revestidas por tricomas especializados, e na maioria dos casos, com inflorescéncia
simples ou composta na por¢do central da roseta foliar, geralmente vistosas pela presenca de
bracteas coloridas. As flores sdo sesseis ou pediceladas, actinomorfas ou levemente zigomorfas,
os frutos podem ser cdpsulas ou bagas, com sementes aladas, plumosas ou desprovida de
apéndices (Smith & Downs 1974, 1977, 1979; Proenga & Sajo 2008; Cruz et al. 2017).

Considerado como um dos grupos taxondmicos mais relevantes, por apresentar um alto
grau de endemismo e expressivo valor ecologico (Martinelli et al. 2008), estas plantas estdo
diretamente relacionadas com a complexidade estrutural do ambiente e com a sustentagédo da
biodiversidade (Benzing 2000; Da-Rocha et al. 2016; Laviski et al. 2021). Leme & Siqueira-
Filho (2007), destacam que a familia é constituida predominantemente por ervas com
fitotelmos, formado por um espiral de rosetas foliares que gera um micro-habitat, responsavel
por favorecer as interagcfes interespecificas. Os mesmos autores ainda enfatizam que uma
grande variedade de polinizadores, consumidores de frutas e dispersores de sementes dependem

das bromélias.

Do ponto de vista econdmico, este grupo de plantas destaca-se por seu valor ornamental,
sendo muito cultivado em vasos e utilizado em decoragdes de projetos paisagisticos (Rodrigues
et al. 2007). Outras espécies sdo fortemente usadas pela inddstria alimenticia e farmacéutica,
como é o caso do Ananas comosus (L.) Merril (Manetti & Delaporte 2009; Ali et al. 2020;
Garcia et al. 2021; Kumar et al. 2023). Além disso, muitas Bromeliaceae sdo potencialmente
citadas em estudos etnobotanicos, reafirmando a importancia sociocultural da familia
(Nascimento et al. 2012; Tribess et al. 2015; Pedrollo et al. 2016; Ribeiro et al. 2017).

Apesar de serem consideradas primordiais para a manutencdo da biodiversidade, alem
da importancia econémica e cultural, as Bromeliaceae tém sido drasticamente reduzidas ou
mesmo erradicadas em varios ecossistemas, em razdo da destruicdo de habitats e do

extrativismo seletivo (Rocha et al. 2004). De acordo com Martinelli & Moraes (2013),



19

Bromeliaceae é a segunda familia de plantas com o maior nimero de tdxons ameacados de
extingdo no Brasil, sendo a primeira com mais espécies na categoria criticamente em perigo
(CR).

Diante disso, sdo necessarios reforcos em estudos taxondmicos, biogeogréaficos e de
delimitacdo de espécies, j& que foi indicada a presenca de inimeros complexos de espécies
dentro da familia, podendo destacar o complexo Cryptanthus pickelii L.B.Sm., apontado por
Ferreira & Louzada (2020). Além disso, embora tenha ocorrido avancos significativos acerca
do entendimento das relacdes evolutivas em Bromeliaceae, ainda existem inimeras questdes
sobre a delimitacdo de taxons problematicos e descri¢cbes conflitantes dentro da familia
(Givnish et al. 2011; Maciel 2020).

2.2. O GENERO Cryptanthus
O género Cryptanthus Otto & A.Dietr estd classificado dentro de Bromelioideae, a

subfamilia mais diversa de Bromeliaceae, situada no clado ‘Eu-Bromelioids’. Cryptanthus é
considerado como um género derivado em Bromelioideae por apresentar tendéncia a
andromonoicia (flores perfeitas e estaminadas em uma mesma planta) e nimero cromossémico
caracteristico (x=17), diferindo-se do restante da subfamilia (x=25) (Ramirez-Morillo 1996;
Gitai et al. 2014).

Em uma analise de carater ancestral realizada Cruz et al. (2017), é possivel observar a
importancia das flores andromonoicas na diversificacdo do género, especificamente ligado a
colonizacdo da Floresta Atlantica, onde o grupo pode ter se beneficiado de algumas vantagens,
como a realocagdo de recurso e maior eficiéncia em atrair polinizadores por apresentar uma

efetiva producao de polen.

Considerado como um dos maiores géneros de Bromelioideae, Cryptanthus tem
distribuicdo geogréfica estreita, ocorrendo exclusivamente na costa leste do Brasil (Nordeste e
Sudeste). O género é composto por 68 espécies com ocorréncia confirmada em uma grande
variedade de habitats, como o dominio fitogeografico Caatinga, Cerrado, e com centro de
diversidade na Floresta Atlantica, onde agrupa 50 espécies endémicas (Gouda et al. cont.
updated; Forzza et al. 2015; Cruz et al. 2017; Maciel 2020). As plantas deste género sao
encontradas geralmente em bosques e sub-bosques, apresentando um maior nimero de espécies
entre a Bahia (24 spp.), Espirito Santo (23 spp.), Alagoas (7 spp.) e Pernambuco (7 spp.),
distribuidas do nivel do mar até 2.000 m de altitude (Ramirez-Morillo 1996; Ramirez-Morillo
& Brown 2001; Maciel 2020).
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Cryptanthus (do grego “cryptos” = oculto e “anthos” = flor) refere-se as plantas com
inflorescéncia nidular e flores com pedicelo curto, deixando-as ndo muito visiveis por estarem
inseridas no centro da roseta foliar (Ramirez-Morillo 1996). Estudos mais recentes ressaltam
que os representantes do género sdo ervas terricolas, com folhas eretas, patentes ou prostradas,
com lamina foliar coridcea e margens retas ou onduladas, formando uma roseta foliar sem
fitotelmo (Siqueira-Filho & Machado 2008; Alves & Marcucci 2015; Maciel 2020). Com
sistema radicular bem desenvolvido, onde a reproducédo assexuada ocorre facilmente através da
formacéo de estoldes, brotos basais ou axiais. Apresentam inflorescéncia composta, séssil, com
ovario infero, estigma ereto, flores sem odor e frutos do tipo baga. (Ramirez-Morillo 1996;
Maciel 2020). De acordo com Ramirez-Morillo (1996), morfologicamente, o género possui
numerosas autapomorfias, incluindo flores andromondicas, com estigma de erecdo simples e

auséncia de vistosas bracteas florais coloridas.

Levando em consideracgdo as caracteristicas morfoldgicas, ecoldgicas e biogeograficas,
Mez (1896) propds a divisdo de Cryptanthus em dois subgéneros, Cryptanthus Mez e
Hoplocryptanthus Mez, aceito por Smith & Downs (1979) e Ramirez-Morillo (1996). Em uma
andlise filogenética, Cruz et al. (2017) apontaram o ndo monofiletismo de Cryptanthus subg.
Hoplocryptanhus, apresentando inimeros caracteres homoplasicos. Posteriormente, Leme et
al. (2017) propuseram uma nova circunscricdo do género, onde espécies do subgénero
Hoplocryptanthus ndo fazem mais parte do género Cryptanthus, passando a ser incluidas em
trés novos géneros (Hoplocryptanthus (Mez) Leme, S. Heller, Rokautskyia Leme, S.Heller &
Zizka e Forzzaea Leme).

Conforme discutido por Silva & Andrade (2005), a drastica reducdo em areas de Floresta
Atlantica impacta diretamente no nimero de espécies ameacadas de extingdo. Em Cryptanthus,
esse cenario é ainda mais preocupante, visto que de acordo com Cruz et al. (2017), o género
possui em torno de 25 espécies em diferentes categorias das listas de extincdo, fora aquelas que
ainda ndo foram avaliadas devido ao conhecimento incipiente sobre o género. Além disso, a
Floresta Atlantica e considerada como centro de especiacao e diversificagcdo Cryptanthus, onde
cerca de 87% das espécies do género sdo endémicas deste dominio, que esta historicamente
sujeito a forte exploracdo econdmica (Martinelli et al. 2008). Diante da crescente ameaca a
biodiversidade, surge a necessidade da rapida ampliacdo em estudos que busquem solucionar
problemas taxondmicos existentes no género, a fim contribuir no delineamento de futuras

estratégias sobre a conservagdo dessas espécies.
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2.3.0 COMPLEXO Cryptanthus pickelii
Complexos de espécies sao grupos onde os limites entre as espécies ndo sdo claros e,

portanto, 0 nimero de espécies € incerto. Em muitos casos, os limites morfoldgicos observados
podem n&o corresponder a linhagens naturais (Mallet 1995; Grube & Kroken 2000). Esse fator
é gerado pela sobreposicdo de caracteres morfologicos entre as espécies, que dificulta a
taxonomia e torna as classificagdes artificiais e com posicionamento duvidoso. De forma geral,
esses complexos podem ser resultados de varios eventos, como a especiacdo recente,
convergéncia evolutiva ou paralelismo, diretamente ligados ao baixo nimero amostral
associado a distribuicdo geografica do tdxon (Grube & Kroken 2000; Prata et al. 2018; Pinheiro
et al. 2018).

Em Cryptanthus a delimitacdo de espécies € frequentemente problemaética, devido,
principalmente, as espécies mal tipificadas, a variacdo dos caracteres morfologicos, e ao
historico de hibridacdo natural, tornando a separacdo entre espécie bastante confusa (Cruz et al.
2017). Atualmente, ha trés espécies neste género que ndo possuem delimitacdo taxondmica bem
definida e constituem o complexo Cryptanthus pickelii L.B.Sm. (Ferreira & Louzada 2020).

Descrita por Smith (1955), Cryptanthus pickelii L.B.Sm. é uma espécie de planta
terrestre endémica da Floresta Atlantica do Nordeste brasileiro, com ocorréncia confirmada em
Pernambuco (Forzza et al. 2015). Devido a distribuicdo geogréfica restrita e ao baixo tamanho
populacional da espécie, Leme & Siqueira-Filho (2007), sugeriram incluir este tdxon na
categoria “em perigo”, entretanto, C. pickelii ainda ndo foi avaliada quanto ao seu status de

conservacao pelas listas de espécies ameacadas de extingdo (Forzza et al. 2015; IUCN 2019).

Ja Cryptanthus alagoanus Leme & J.A. Siqueira, descrita por Leme & Siqueira-Filho
(2001), apresenta uma distribuicdo mais ampla, sendo encontrada na Floresta Atlantica de
Alagoas, Paraiba e Pernambuco. A espécie ainda ndo foi avaliada quanto a ameaca pelo Centro
Nacional de Conservagéao da Flora (Forzza et al. 2015).

Ferreira & Louzada (2022) descreveram a populacdo encontrada no municipio de
Pirambu, em Sergipe, como uma nova espécie (Cryptanthus pirambuensis D.M.C. Ferreira &
Louzada), anteriormente descrita por Leme & Siqueira-Filho (2007) como C. alagoanus.
Considerando a distribuicdo geogréfica restrita de C. pirambuensis, com somente duas
populacbes reconhecidas, os autores sugerem classifica-la como criticamente em perigo (CR)

com base nos critérios da Unido Internacional para Conservagéo da Natureza - [JUCN (2019).
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Leme & Siqueira-Filho (2001; 2007), haviam descrito que Cryptanthus alagoanus esta
um tanto relacionada com C. pickelii. Para esses autores, C. alagoanus distingue-se de C.
pickelii por apresentar estoldes longos e delgados (vs. propagacdo por brotos axilares), com
laminas foliares mais largas (3,2-5 cm vs. 2-4 cm) e mais longas (50-60 cm vs. 25-50 cm), e

com os l6bulos da sépala mais longos e mais largos (9 x 5 mmvs. 7 x 3,5 mm).

Ferreira & Louzada (2022), diferem Cryptanthus pirambuensis de C. alagoanus,
principalmente, pelo nimero de flores na porcdo central da inflorescéncia (17-23 vs. ca. 8),
ndmero de flores na porcdo lateral da inflorescéncia (9-10 vs. 5-6) e I6bulos da sépala
estreitamente elipticos (vs. lanceolada ou ovada). Além disso, para esses autores, C.
pirambuensis difere-se de C. pickelli pelo niamero de flores na porcéao central da inflorescéncia

(17-23 vs. ca. 5-11) e numero de flores na porcdo lateral da inflorescéncia (9-10 vs. 3-6).

Apesar das pequenas variagOes descritas, o reconhecimento de Cryptanthus pickelli, C.
alagoanus e C. pirambuensis como trés espécies distintas é frequentemente problematico,
apresentando muitos caracteres morfoldgicos que se sobrepdem, como, lamina foliar de base
estreitada, estrias transversais ausentes, com face abaxial ndo nervado, apice flexivel e margens
onduladas. Com inflorescéncia séssil. As bréacteas primarias de ambas as espécies sdo verdes,
com sépalas agudas, pétalas alvas, com margens imbricadas, anteras sagitadas, tubo epigino
presente, e flores ndo aromaticas (Smith 1955; Leme & Siqueira-Filho 2001, 2007; Forzza
2015). Além de apresentar sobreposicéo quanto ao comprimento (21,8 — 70,1 cm) e largura (0,9
—5cm) das folhas (Leme & Siqueira-Filho 2001; 2007; Ferreira & Louzada 2022)

E importante ressaltar, que de acordo com Leme & Siqueira-Filho (2007), Cryptanthus
pickelii cresce nas planicies da Floresta Atlantica, em areas imidas e sombreadas, as vezes até
em solos permanentemente alagados, o que pode contribuir para que o habito caulescente e
reproducdo por brotos alongados seja uma adaptacdo ao ambiente. JA que 0s rizomas
subterraneos e estol6es encontrados em C. alagoanus e C. pirambuensis apodreceriam em

contato com a alta umidade.

Visto que na maioria dos casos, os caracteres utilizados para diferenciar Cryptanthus
pickelli, C. alagoanus e C. pirambuensis se sobrepdem, Ferreira & Louzada (2020) indicaram
que as espécies ndo possuem limites bem definidos, agrupando-as assim, em um complexo de
especies denominado de Cryptanthus pickelii. Diante da dificuldade na delimitagdo taxondmica
do complexo supracitado, tornam-se necessarios estudos de carater morfométrico e molecular

para definir os limites que existem entre as espécies com maior precisao.
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24 TAXONOMIA INTEGRATIVA NA DELIMITAQAO DE ESPECIES
A diversidade bioldgica pode ser observada do ponto de vista fenotipico e genotipico,

levando em consideracdo os critérios de distribuicdo geografica e as condigdes ambientais
encontradas por cada espécie ou grupo populacional. Em um sentido mais amplo, a
biodiversidade é definida como uma variedade de formas de vida existentes no planeta,
associado aos papéis ecoldgicos que desempenha e a diversidade genética que contém (Ehrlich
1998; Wilson 1997; Odum & Barret 2007; De-Queiroz 2007; Medeiros & Albuquerque 2015;
Hausdorf & Hennig 2010).

A necessidade de conservar e preservar integralmente a diversidade bioldgica em nivel
global, se tornou, nos ultimos anos, um dos principais alvos das pesquisas cientificas. Ainda
nesse contexto, 0 primeiro passo para promover a conservagao e manejo de uma espécie é
resolver suas incertezas taxonémicas. No entanto, em alguns casos, a delimitagdo de espécies
necessita de uma série de estudos que contribuam para a obtencédo de dados mais congruentes
acerca dos limites existentes entre os taxons (Frankham et al. 2004).

Sabendo que espécies sdo unidades bioldgicas fundamentais (Hausdorf & Henning
2010), e consideradas como hipdteses cientificas (Pante et al. 2015), a sua delimitacdo é um
importante ponto dentro da taxonomia integrativa, podendo ser complexa, devido ao
conhecimento taxonémico ser resumido, na maioria dos casos, as variacbes macromorfologicas
e informacdes limitadas sobre sua distribuicdo geografica (Frankham et al. 2004).

Além disso, variagbes em caracteres vegetativos em diferentes habitats levam a
morfologia sobreposta e complicam o entendimento dos taxonomistas, fazendo com que uma
Unica espécie seja descrita varias vezes com muitos sinénimos ou impossibilitando a descoberta
de novos taxons (Buger et al. 2016). Diante disso, um dos principais temas abordados pela
taxonomia integrativa é resolucdo de incerteza taxondmicas, utilizando-se de multiplas fontes
de dados que surgiram ao longo dos avancos cientificos e tecnoldgicos para delimitar e reduzir
a subjetividade que existem entre as espécies com maior precisdo (Wiens 2007; Fujita et al.
2012; Blger et al., 2016).

Dessa forma, De-Queiroz (2007), propds um conceito integrado de espécie, levando em
consideracdo o isolamento reprodutivo, os caracteres morfoldgicos, ecoldgico e biogeograficos
para sua delimitacdo, onde estudos morfométricos e moleculares merecem destaque (Wiens
2007; Fujita et al. 2012; Buger et al. 2016). Visto que os avancos na metodologia de obtencdo
das variaveis morfologicas para estudos morfométricos apontaram bons resultados (Bueno-
Silva 2012; Buger et al. 2016; Belo et al. 2023), principalmente quando associados a analises

moleculares (Martinez-Dominguez et al. 2022; Azizi et al. 2023).
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2.4.1. ESTUDOS MORFOMETRICOS
Desde muito tempo, 0 reconhecimento de espécies vegetais tem sido baseado em

caracteres morfoldgicos (Duminil & Di-Michele 2009). No entanto, a variacdo fenotipica,
ligada a critérios ambientais, contribui para uma variedade de formas, nimero e tamanho de
estruturas vegetativas e reprodutivas em muitas espécies de plantas (Temponi et al. 2005). Esta
variabilidade morfologica associada a caréncia em estudos taxondmicos de determinados
grupos, contribui para a descri¢do duvidosa dos taxons, podendo influenciar no nimero real de
espécies em determinados tratamentos taxondmicos, influenciado pela sobreposicdo de
caracteres diagndsticos, resultando em identificacGes artificiais e imprecisas (Temponi et al.
2005; Henderson 2006).

Diante dessa problemética, os avan¢os na metodologia de obtencdo das varidveis
morfologicas através de estudos morfométricos, fortemente amparados por analises estatisticas,
apontaram bons resultados (Jensen et al. 2002). Nos ultimos anos houve um aumento
consideravel em estudos desse tipo, abordados a partir de diferentes perspectivas (Neffa 2010;
Buger et al. 2016; Wahlsteen 2019; Martinez-Dominguez et al. 2022; Murphy et al. 2022; Belo
et al. 2023; Christ et al. 2023). Onde, através de analises multivariadas, a morfometria fornece
uma maior precisdo para a delimitacdo de espécies morfologicamente préximas e que possuem

poucos caracteres diagnésticos (Pinheiro & Barros 2007).

Dessa forma, a morfometria pode ser definida como a analise quantitativa das formas
biolégicas, onde na maioria dos casos, 0os métodos utilizados nesses estudos resolveram
problemas que se mostravam intrataveis quando se utilizava somente os métodos da taxonomia
tradicional (Henderson 2006). Especificamente, a morfometria linear é baseada em um conjunto
de andlises estatisticas utilizadas em medidas de distancias lineares (como comprimento,
largura e razdo) calculadas a partir de estruturas ou partes de organismos, buscando avaliar a
variacdo morfoldgica entre as populacdes analisadas (Rohlf & Marcus 1993; Pinheiro & Barros
2007). Devido a complexidade taxonomica de alguns grupos, essa técnica vem sendo
amplamente utilizada na delimitacdo de espécies, como € o caso dos estudos de Gage & Wilkin
(2008); Buger et al. (2016); Neffa (2010); Wahlsteen (2019); Martinez-Dominguez et al.
(2022), onde é possivel diferenciar, até mesmo espécies cripticas, com alto grau de confianca
(Dujardin 2008).

Apesar de sua eficiéncia na delimitagdo de taxons, ainda ndo foram publicados estudos
que abordem analises morfometricas dentro de Cryptanthus, mesmo diante de indmeras

contradicbes e imprecisdes taxondmicas, diretamente associadas aos frageis caracteres
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diagndsticos, resultando em diferentes complexos de espécies dentro do género, como o
apontado por Ferreira & Louzada (2020).

24.2. ESTUDOS MOLECULARES
Para Bueno-Silva (2012), o uso integrado de dados genéticos e morfolégicos fornecem

subsidios mais consistentes na delimitacdo de espécies, visto que existe uma ligacao direta entre
genotipo, fendtipo e caracteres ambientais. Esses fatores impulsionaram o desenvolvimento dos
marcadores moleculares em estudos de genética de populacées, sendo responsaveis por detectar
e explorar os polimorfismos do DNA que surgem como resultado de mutagbes (Zolete et al.
2017).

A genética de populacGes é uma das abordagens mais indicadas diante da necessidade em
compreender, delimitar e fornecer rigor as hipoteses cientificas sobre as espécies (Rieseberg &
Willis 2007; Padial et al. 2010). Essa abordagem fornece informacdes sobre os tipos de
mudancas genéticas acerca de barreiras reprodutivas e forgas evolutivas responsaveis por sua
origem (Rieseberg & Willis 2007).

De acordo com Hartl (2008), os avancos dos métodos moleculares no estudo exploratério
do polimorfismo genético permitiu que populacdes sejam estudadas independentemente da
espécie ou do habitat, sem necessidade de cruzamentos controlados, genes mutantes ou
quaisquer estudos anteriores. Em um sentido mais amplo, a genética de populagdes busca
entender as causas das diferencas genéticas existentes dentro (polimorfismo) e entre espécies
(divergéncia genética), onde técnicas moleculares favorecem na identificacdo dessas

diferencas, contribuindo para que hipdteses evolutivas sejam testadas (Hartl 2008).

Existem diversas classes de marcadores moleculares, que se distinguem em seus principios
e metodologias. As técnicas moleculares podem ser desenvolvidas por marcadores dominantes
(AFLP, PCR-RFLP e RAPD) ou codominantes (marcadores microssatélites SSR - single
sequence repetitions) que permitem diferenciar individuos homozigotos e heterozigotos
(Hausdorf & Hennig 2010). Os microssatélites (SSRs) s@o geralmente utilizados na genética
vegetal, principalmente em estudos de populacdes naturais, por serem tipicamente co-
dominantes, multialélicos, altamente polimorficos, uniformemente dispersos e abundantes no
genoma, além de serem analisados de forma eficiente por ensaios de Polymerase Chain
Reaction - PCR (Brondani et al. 1998).
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Os SSRs sdo pequenas sequéncias de DNA, constituidas de unidades repetidas de
nucleotideos em tandem, encontrados em todos os genomas de eucariotos e procariotos,
geralmente muito polimorfico devido ao alto nivel de variagdo no nimero de repeti¢bes (Zane
et al. 2002). S&o divididos de acordo com localizagdo no genoma, como é o caso dos
microssatélites nucleares (nuSSR), que foram utilizados neste trabalho, por apresentar
codominancia, abundancia, cobertura extensiva nos genomas e alto nivel de polimorfismo
(Salles et al. 2003; Kalia et al. 2011).

Os locos de SSRs precisam ser desenvolvidos para cada espécie (espécie-especifico). No
entanto, a presenca de regides flaqueadoras conservadas contribui para a amplificacdo desses
locos em espécies proximas (Zanella et al. 2011). Tendo sucesso, principalmente, em taxons
com tempo de divergéncia recente e baixa estruturacdo genética, como é o caso da familia
Bromeliaceae, evidenciado pelos trabalhos de Boneh et al. (2003), Barbara et al. (2007), Palma-
Silva et al. (2007), Paggi et al. (2008), Zanella et al. (2011), Goetze et al. (2013), Aoki-
Gongcalves et al. (2014), Ferreira et al. (2017) e Chaves et al. (2018).

A descoberta dos microssatélites aliado ao desenvolvimento das andlises estatisticas
contribuiu na aplicacdo dessa pratica em inimeros estudos de delimitacdo de espécies, podendo
destacar os trabalhos de Ferreira et al. 2017 e Ferreira et al. (2020), por terem sido
desenvolvidos dentro de Cryptanthus. Esses trabalhos descreveram que os SSRs sao eficientes
em demonstrar o nivel de diversidade e estrutura genética influenciada por diferentes pressées
evolutivas. Onde, de acordo com Sales et al. (2001), analisar e classificar a diversidade genética
nas populac6es naturais contribui no entendimento dos processos evolutivos que ocorreram ao
longo do tempo de vida de cada taxon, fornecendo informacgdes importantes sobre ecologia,

biologia evolutiva e conservacdo das espécies.
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3. OBJETIVOS

O presente estudo visa contribuir para o conhecimento taxondmico e evolutivo da
familia Bromeliaceae no Brasil, através de estudos de delimitacdo de espécies entre trés tdxons
pertencentes ao complexo Cryptanthus pickelii L.B.Sm. (Cryptanthus pickelii, C. alagoanus e
C. pirambuensis), por meio de dados genéticos e morfoldgicos. Especificamente, propde-se:

1. Analisar e caracterizar a diversidade e estrutura genética entre e dentro das

populagdes de Cryptanthus pickelii, C. alagoanus e C. pirambuensis;

2. Investigar a variacdo morfologica entre populacdes de C. pickelii, C. alagoanus e C.
pirambuensis;

3. Rever a atual delimitacéo entre C. pickelii, C. alagoanus e C. pirambuensis.
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RESUMO

Dezessete locos de microssatélites nucleares, originalmente desenvolvidos para Aechmea
caudata Lindm., Orthophytum ophiuroides Louzada & Wand., Pitcairnia albiflos Herb. e
Vriesea gigantea (Gaud.) foram testados através de amplificagdo heter6loga em um complexo
de espécies composto por Cryptanthus pickelii L.B.Sm, C. alagoanus Leme & J.A. Siqueira e
C. pirambuensis D.M.C. Ferreira & Louzada. Dos 17 locos testados, nove foram polimorficos,
e seis foram selecionados para serem amplificados e genotipados em C. pickelii, C. alagoanus
e C. pirambuensis. A heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) por locus entre as
populagbes amostradas do complexo C. pickelii variou de 0.038 a 1.000 e 0.191 a 0.784,
respectivamente. Foram estimados demais valores de diversidade genética, como o nimero de
alelos (A=2 a 5), riqueza alélica (AR=2.000 a 5.000) e coeficiente de endogamia (Fis=-0.945 a
0.521). Este estudo comprovou que os locos de SSR originalmente desenvolvidos para espécies
de trés subfamilias de Bromeliaceae séo eficientes para amplificacdo cruzada realizada em C.
pickelii, C. alagoanus e C. pirambuensis. Tais resultados contribuirdo diretamente para a
andlise da estrutura e diversidade genética em seis populacBes naturais das trés espécies de

Cryptanthus, favorecendo a delimitacdo e conservacgdo bioldgica das espécies estudadas.

Palavras-chave: Amplificacdo cruzada; Conservacdo; Diversidade genética; Microssatélites.
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INTRODUCAO

Os marcadores microssatélites nucleares (single sequence repetitions - SSR) sdo
amplamente utilizados na genética vegetal, principalmente em estudos de populacdes naturais,
por serem tipicamente co-dominantes, multialélicos, altamente polimorficos, uniformemente
dispersos e abundantes no genoma, além de serem analisados de forma eficiente por ensaios de
Polymerase Chain Reaction - PCR, podendo descrever padrbes de fluxo génico, estrutura e

diversidade genética (Brondani et al. 1998; Hausdorf & Hennig 2010).

A descoberta dos SSR contribuiu para inumeros estudos de genética de populagdes,
facilitando e assegurando a compreensdo taxondmica e conservacdo de diversos grupos de
plantas, podendo citar os trabalhos de Sarthou et. al (2003), Gonzélez-Astorga et. al (2004),
Barbara et. al (2007), Barbara et. al (2008), Zanella et. al (2011), Lavor et. al (2013) e Ferreira
et al. (2020). Apesar disso, o desenvolvimento de primers especificos ainda é limitado por
tempo e recurso disponivel (Miranda et al. 2012; Chaves et al. 2018). De forma alternativa, 0s
SSR podem ser transferidos entre espécies de grupos filogeneticamente relacionados
(amplificacdo cruzada), diminuindo significativamente o0s custos e otimizando o

tempo (Ferreira & Grattapaglia 1998).

De acordo com diversos estudos moleculares publicados nos dltimos anos,
principalmente para tdxons com tempo de divergéncia recente e baixa estruturacdo genética,
como é o caso da familia Bromeliaceae, a amplificacdo cruzada dos SSR foi satisfatoria, como
mostram os trabalhos de Boneh et al. (2003), Palma-Silva et al. (2007), Paggi et al. (2008),

Goetze et al. (2013), Aoki-Gongalves et al. (2014), Ferreira et al. (2017) e Chaves et al. (2018).

Cryptanthus Otto & A. Dietr. (Bromeliaceae) € um género endémico do Brasil, e inclui
68 espécies distribuidas exclusivamente ao longo da costa leste do pais, com centro de

diversidade na Floresta Atlantica (Gouda et al. cont. updated; Maciel, 2022). Considerado como
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um dos maiores géneros de Bromelioideae, Cryptanthus apresenta um maior nimero de
espécies entre Bahia (24 spp.), Espirito Santo (23 spp.), Alagoas (7 spp.) e Pernambuco (7 spp.),

distribuidas do nivel do mar até 2.000 m de altitude (Maciel, 2020; Ramirez-Morillo, 1996).

A delimitacdo de espécies em Cryptanthus é frequentemente problemaética, devido,
principalmente, as espécies mal tipificadas e a variagdo dos caracteres morfoldgicos (Cruz et
al. 2017). Cryptanthus pickelii L.B.Sm., Cryptanthus alagoanus Leme & J.A. Siqueira e
Cryptanthus pirambuensis D.M.C. Ferreira & Louzada estdo restritas a Floresta Atlantica do
Nordeste brasileiro. Cryptanthus pickelii possui ocorréncia confirmada em &reas Umidas e
sombreadas do estado de Pernambuco, C. alagoanus encontra-se restrita a Floresta Atlantica
dos estados de Alagoas, Paraiba e Pernambuco, e C. pirambuensis é endémica de Sergipe (Leme

& Siqueira-Filho 2001; Forzza et al. 2015; Maciel 2020; Ferreira & Louzada 2022).

Apesar das pequenas variacbes morfoldgicas descritas por Leme & Siqueira-Filho
(2001; 2007) e Ferreira & Louzada (2022), essas trés espécies apresentam muitos caracteres
morfoldgicos que se sobrepdem. Diante da dificuldade em estabelecer os limites taxonémicos
de Cryptanthus pickelii, C. alagoanus e C. pirambuensis, Ferreira & Louzada (2020) agrupou-
as em um complexo de espécies, sugerindo que seja melhor investigado, sendo necessario

estudos moleculares para definir com maior precisdo os limites que existem entre as espécies.

No entanto, até o0 momento, ndo foram publicados SSR desenvolvidos especificamente
para Cryptanthus (Ferreira et al. 2017). Neste trabalho, 17 marcadores microssatélites
nucleares, previamente desenvolvidos para Aechmea caudata Lindm. (desenvolvido por Goetze
et al. 2013), Orthophytum ophiuroides Louzada & Wand. (Aoki-Gongalves et al. 2014),
Pitcairnia albiflos Herb. (Paggi et al. 2008) e Vriesea gigantea (Gaud.) (Palma-Silva et al.
2007) foram usados em testes de amplificagdo cruzada em Cryptanthus pickelii, C. alagoanus

e C. pirambuensis. Esses dados contribuirdo para a analise da estrutura e diversidade genética
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em seis populac6es naturais do complexo estudado, favorecendo a delimitacdo e conservacao

bioldgica das espécies-alvo.

MATERIAIS E METODOS

Coleta de amostras e extracdo de DNA

Foram coletadas amostras de folhas jovens e livres de patdgenos de 64 espécimes do
complexo Cryptanthus pickelii, distribuidos na Floresta Atlantica do Nordeste do Brasil
(estados de Alagoas -AL, Pernambuco - PE e Sergipe - SE) (Figura 1). Em S&o Lourenco da
Mata — PE (C. pickelii), Paripueira — AL (C. alagoanus) e Pirambu — SE (C. pirambuensis)
foram coletados 20 individuos por populacdo. Para abranger a distribui¢cdo do complexo, foram
adicionados dois individuos de Mamanguape — PB (C. alagoanus), um de Aldeia - PE (C.
pickelii), e um de Ipojuca - PE (C. alagoanus) (Tabela 1). O material coletado foi armazenado
em placas de Petri com silica gel até a etapa de extracdo do DNA (Ferreira & Grattapaglia
1998). A coleta das folhas foi realizada respeitando uma distancia de 1 a 2 m entre individuos,

para evitar a ocorréncia de possiveis clones.

O procedimento de extracdo do DNA gendmico foi realizado de acordo com o protocolo
proposto por Ferreira & Grattapaglia (1998) com algumas modificacfes de Weising et al.
(2005). Depois de extraido, o DNA foi submetido a eletroforese em gel de agarose (1%), corado
com GelRed (Biotum, Hayward, California, USA) para checagem da integridade obtida em
cada amostra. Um Espectrofotdbmetro Thermo Scientific NanoDrop Lite (Waltham,

Massachusetts, EUA) foi utilizado para a obtengdo de uma quantificacdo mais precisa do DNA.

Para cada populacdo amostrada, foram coletados espécimes férteis, posteriormente
secos e herborizados, conforme as técnicas propostas por Fidalgo & Bononi (1989). Um
voucher por populagéo (acesso n® ALMO01, ALM02, ALMO03, ALM04, ALMO05 e ALMO06) foi

depositado no Herbario Geraldo Mariz - UFP da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
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Os especimes foram identificados seguindo os pardmetros descritos por Leme & Siqueira-Filho

(2001; 2007) e Ferreira & Louzada (2022).

Teste de amplificagéo cruzada de nSSR

Foram testados em Cryptanthus alagoanus, C. pickelii e C. pirambuensis, através da
amplificacdo cruzada, 17 marcadores microssatélites nucleares previamente desenvolvidos para
quatro espécies pertencentes a trés subfamilias de Bromeliaceae, sendo, Aechmea caudata
(Goetze et al. 2013), Orthophytum ophiuroides (Aoki-Gongalves et al. 2014), Pitcairnia

albiflos (Paggi et al. 2008) e Vriesea gigantea (Palma-Silva et al. 2007) (Tabela 2).

Oito individuos do complexo foram selecionados para o teste inicial de amplificacdo
cruzada (quatro de Cryptanthus alagoanus, dois de C. pickelii, e dois de C. pirambuensis). Para
as amplificacdes dos locos de microssatélites por PCR, foi utilizado um volume de reacdo de
12 pl, contendo 5 ng de DNA template, 5 X GoTaq Master Mix (Promega Corporation), 5 pmol
de primer forward, 10 pmol de primer reverse, e 1 pmol de primer universal M13, marcado
com fluorocromo (FAM, VIC, NED ou PET) com 19 pares de base (5’-

CACGACGTTGTAAAACGAC-3’).

A PCR foi realizada em um termociclador Veriti 96-Well (Applied Biosystems), usando
um programa de ciclos “touchdown” descrito detalhadamente no trabalho de Palma-Silva et al.
(2007). Para seis locos (Opl3, Opl7, Op25, Op52, Op77A e PaC05) além do programa de
ciclos “touchdown”, também foi testado um programa de ciclos “padrdo”, apresentado por

Palma-Silva et al. (2007), com modificacdes na temperatura de anelamento para 56°C.

Posteriormente, os fragmentos amplificados foram checados em eletroforese em gel de
agarose (1%), contendo, em cada poco, 3 pl do produto da PCR, 1 ul de tampé&o de corrida, 2
ul de GelRed (Biotum, Hayward, California, USA) e 2 pl de mili-Q. A corrida foi realizada a

75 volts, por cerca de 40 minutos. Em seguida, os géis foram fotografados sobre a luz
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ultravioleta (UV) de um transiluminador. Uma escada de DNA (Ladder RTU - 100 bp) foi
usada para observar o tamanho molecular dos fragmentos amplificados, comparando com o que
estava descrito na literatura. O primer foi considerado como amplificado, quando pelo menos

uma banda de tamanho esperado foi observada.

De acordo com os resultados do teste inicial de amplificagdo cruzada para os oito
individuos das seis populacdes, os primers que obtiveram sucesso na amplificacdo foram
genotipados. A genotipagem foi realizada em sequenciador automético ABI 3500 DNA
sequencer Analyzer (Applied Biosystems) com tamanho padrdo 600 L1Z GeneScan (Applied

Biosystems).

Apbs o teste inicial de amplificacdo cruzada para os oito individuos de Cryptanthus
alagoanus, C. pickelii e C. pirambuensis, os locos polimorficos com melhor padrdo de
genotipagem foram selecionados para serem amplificados e genotipados em 60 individuos de
trés populacdes diferentes, igualmente divididos entre as populacdes de Paripueira — AL (C.
alagoanus), Sado Lourenco da Mata — PE (C. pickelii) e Pirambu — SE (C. pirambuensis)

seguindo 0s mesmos protocolos descritos anteriormente.
Anélise de dados

A faixa de tamanho dos alelos foi determinada no software GeneMarker, verséo 2.6.4
(Applied Biosystems). Para identificar a presenca de alelos nulos por loco nas trés espécies de
Cryptanthus foi utilizado o software Micro-Checker, versdo 2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004).
Dentro da diversidade genética, foram analisados parametros como: riqueza alélica (Ar),
numero de alelos (A), heterozigosidade observada (Ho) e esperada (HE), coeficiente de
endogamia (Fis), indice de fixag&o (Fst). Esses calculos foram feitos no software MSA, verséo
4.05 (Dieringer & Schlétterer, 2003). O equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foi testado por

locos e por populacéo usando 0 GENEPOP, versdo 3.5 (Raymond & Rousset, 1995).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 17 locos de microssatélites avaliados, 13 obtiveram sucesso na amplificacdo, e
foram selecionados para a genotipagem (Tabela 3). Nos loci Op38, Op62, Op73 e Op92 de
Orthophytum ophiuroides néo foi possivel identificar ao menos uma banda de tamanho pré-
estabelecido, sendo classificados como locos de amplificacdo sem sucesso para Cryptanthus
pickelii, C. alagoanus e C. pirambuensis. Dos 13 locos amplificados, nove foram polimérficos
(Op13, Opl7, Op25, Op52, Op69, Op77A, Op78, PaC05 e VgCO01) (Tabela 3), onde seis locos
com melhor padrdo de genotipagem foram selecionados para analise populacional (Opl3,

Op1l7, Op25, Op69, Op78 e VgA04) (Tabela 2).

De forma geral, a heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) por I6cus entre as
populagcdes amostradas do complexo C. pickelii variou de 0.038 a 1.000 e 0.191 a 0.784,
respectivamente. Foram estimados demais valores de diversidade genética, como o nimero de
alelos (A=2 a 5), riqueza alélica (AR=2.000 a 5.000) e coeficiente de endogamia (Fis=-0.945 a
0.521). Na populacédo de Cryptanthus pickelii, o namero de alelos (A) variou de dois a quatro
por locus e a riqueza alélica (AR) variou de 2.000 a 3.639. A heterozigosidade observada (Ho)
e esperada (He) variou de 0.150 a 1.000 e 0.191 a 0.619 por lécus, respectivamente (Tabela 3).
Na populacdo de C. alagoanus, o nimero de alelos (A) variou de dois a cinco por lécus e a
riqueza alélica foi de 2.000 a 5.000. A heterozigosidade observada (Ho) foi de 0.333 a 1.000 e
a heterozigosidade esperada (He) variou de 0.450 a 0.784 por l6cus (Tabela 3). Enquanto na
populacdo de C. pirambuensis, 0 nimero de alelos (A) variou de dois a cinco por lécus e a
riqueza alélica variou de 2.000 a 5.000 (Tabela 3). A heterozigosidade observada (Ho) e
esperada (He) variou de 0.038 a 0.615 e 0.388 a 0.747 por l6cus, respectivamente (Tabela 3).
Na populacéo de C. pickelli, o coeficiente de endogamia (Fis) por locus variou de -0.941 a
0.511, enquanto em C. alagoanus foi de -0.313 a 0.358, e em C. pirambuensis variou de -0.945

a 0.447 (Tabela 3).
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A transferibilidade e amplificacdo de nSSR nas trés espécies de Cryptanthus foi
considerada como moderada a alta, onde 76% dos locos testados foram amplificados. A
amplificacdo cruzada dos nSSR originalmente desenvolvidos para quatro espécies de trés
subfamilias de Bromeliaceae, confirma que os primers podem ser transferidos entre espécies
relacionadas de subfamilias distintas, corroborando os resultados obtidos por Ferreira et al.

(2017) para outras espécies de Cryptanthus.

Os valores estimados obtidos para nimero de alelos (A) e riqueza alélica (AR) por I6cus
ndo apresentaram grande amplitude entre as trés especies analisadas, assemelhando-se aos
resultados obtidos por Ferreira et al. (2017). Ao comparar o nimero de alelos obtidos em cada
I6cus entre as populagfes do complexo Cryptanthus pickelii e 0 nimero de alelos das espécies
para as quais 0s l6cus foram originalmente desenvolvidos, foi observado que em Cryptanthus
os locos apresentaram um nimero menor de alelos do que os relatados por Goetze et al. (2013),

Aoki-Gongalves et al. (2014), Paggi et al. (2008) e Palma-Silva et al. (2007).

Tais resultados contribuirdo diretamente para a analise da estrutura e diversidade
genética das populacdes naturais de Cryptanthus pickelli, C. alagoanus e C. pirambuensis,
fornecendo subsidios para entender a histdria evolutiva desse complexo de espécies, buscando
entender processos evolutivos que explicam a sobreposic¢do de muitos caracteres morfoldgicos.
Além de poder testar a hipdtese de que C. pickelii, C. alagoanus e C. pirambuensis, agrupadas
no complexo Cryptanthus pickelii, fazem parte de uma mesma espécie, onde apresentam
restricdo no fluxo génico populacional, que contribui para a variagdo em caracteres

morfoldgicos de acordo com as adaptacfes ao ambiente.
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Figura 1. Distribuicdo geogréafica das populacdes amostradas no complexo de espécies Cryptanthus pickelii ao
longo da Floresta Atlantica do Nordeste brasileiro.
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TABELAS

Tabela 1. Localizacdo e coordenadas geograficas das seis populagdes amostradas do complexo de espécies
Cryptanthus pickelii.

Espécie Estado Municipio Localidade Latitude Longitude N
C. pickelii PE Séo Lourenco da Mata Reserva Ecol6gica Tapacura 08"0200" 35°1X\(g0" 20
C. pickelii PE Aldeia Mata do Torquato Castro 07°56'38"  35°02'09" 1
C. alagoanus AL Paripueira RPPN Sabia 09°26'17"  35°36'07" 20
C. alagoanus PB Mamanguape Estagdo Ecolégica do Pau Brasil 06°36'16"  35°07'45" 2
C. alagoanus PE Ipojuca Mata do Cupe 08°26°28”  34°59°33” 1
C. pirambuensis  SE Pirambu Mata de Sambaiba 10°39'19"  36°51'53" 20

Estados: Alagoas (AL), Paraiba (PB), Pernambuco (PE), Sergipe (SE). Reserva Permanente de Protecdo Ambiental
(RPPN). Numero de individuos amostrados por populagdo no teste de amplificagdo cruzada (N).
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Tabela 2. Amplificacdo cruzada de 17 marcadores microssatélites nucleares originalmente desenvolvidos para

trés subfamilias de Bromeliaceae e testados em Cryptanthus pickelii, C. alagoanus e C. pirambuensis.

Locus Espécie Subfamilia Referéncia Amplificacd  Polimérfico
Ac01 Aechmea caudata Bromeliodeae Goetze et al. (2013). i =
Opl3*/  Orthophytum ophiuroides Bromeliodeae Aoki-Gongalves et al. (2014). + +”
Opl7*/  Orthophytum ophiuroides Bromeliodeae Aoki-Gongalves et al. (2014). + +”
Op25*/  Orthophytum ophiuroides  Bromeliodeae Aoki-Gongalves et al. (2014). + +”
Op30 Orthophytum ophiuroides  Bromeliodeae Aoki-Gongalves et al. (2014). + +
Op38 Orthophytum ophiuroides  Bromeliodeae Aoki-Gongalves et al. (2014). - -
Op52* Orthophytum ophiuroides  Bromeliodeae Aoki-Gongalves et al. (2014). + +
Op62 Orthophytum ophiuroides  Bromeliodeae Aoki-Gongalves et al. (2014). - -
Op69/ Orthophytum ophiuroides  Bromeliodeae Aoki-Gongalves et al. (2014). + +
Op73 Orthophytum ophiuroides  Bromeliodeae Aoki-Gongalves et al. (2014). - -
Op77A*  Orthophytum ophiuroides  Bromeliodeae Aoki-Gongcalves et al. (2014). + +”
Op78/ Orthophytum ophiuroides  Bromeliodeae Aoki-Gongalves et al. (2014). + +
Op92 Orthophytum ophiuroides  Bromeliodeae Aoki-Gongalves et al. (2014). - -
Op93 Orthophytum ophiuroides  Bromeliodeae Aoki-Gongalves et al. (2014). + -
PaC05*  Pitcairnia albiflos Pitcairnioideae Paggi et al. (2008). + +”
VgCO1  Vriesea gigantea Tillandsioideae Palma-Silva et al. (2007). + +
VgAO04/  Vriesea gigantea Tillandsioideae Palma-Silva et al. (2007). + +

* = programa de ciclos touchdown e programa de ciclo padrdo foram usados; + = loco amplificado/polimorfico; -
= loco ndo amplificado/ndo polimérfico; * = padréo de genotipagem néo analisavel; » = padrdo de genotipagem
n&o analisavel com o programa de ciclos e polimérfico com o programa de ciclos padréo; /= loco selecionado para
genotipagem populacional.
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Tabela 3. Estimativa da diversidade genética para seis locos polimérficos de nuSSR desenvolvidos para outras
espécies de Bromeliaceae e transferidos para Cryptanthus pickelii, C. alagoanus e C. pirambuensis.

Locus Faixa de tamanho A AR Ho He Fis
Cryptanthus pickelii (n= 20)
Op13 205-207 2 2.000 1.000 0.509 -0.941
Op17 167-180 2 2.000 0.296 0.257 -0.164
Op25 176-182 4 3.639 1.000 0.619 -0.641
Op69 112-126 3 2914 0.150 0.308 0.521
Op78 221-224 4 3.183 0.150 0.191 0.219
VgA04 173-175 2 2.000 0.947 0.512 -0.895
Cryptanthus alagoanus (n= 20)
Op13 205-216 3 3.000 0.647 0.497 -0.313
Op17 167-177 5 5.000 1.000 0.784 -0.285
Op25 168-178 2 2.000 0.600 0.466 -0.295
Op69 116-124 2 2.000 0.333 0.514 0.358
Op78 223-228 4 3.927 0.944 0.661 -0.445
VgAO04 173-175 2 2.000 0.650 0.450 -0.462
Cryptanthus pirambuensis (n= 20)
Op13 210-215 2 2.000 0.500 0.388 -0.317
Opl7 167-177 2 2.000 0.038 0.423 -0.945
Op25 162-190 4 4.000 0.615 0.747 0.183
Op69 116-120 2 2.000 0.285 0.507 0.447
Op78 220-226 5 5.000 0.461 0.513 0.106
VgA04 173-175 2 2.000 0.357 0.388 0.085

Namero de alelos (A), riqueza alélica (AR), heterozigosidade observada (H,), esperada heterozigosidade (Hg),
coeficiente de endogamia (Fis).



56

CAPITULO Il — A ser submetido ao periddico Botanical Journal of the Linnean Society

Delimitacéo de espécies e estrutura genética do complexo

Cryptanthus pickelii L.B.Sm. (Bromeliaceae)

Artigo redigido seguindo as normas do periodico Botanical Journal of the Linnean Society.



57

Titulo: Delimitacdo de espécies e estrutura genética do complexo Cryptanthus pickelii
L.B.Sm. (Bromeliaceae)

Autores: Antonia Larissa da Silva Maial*, Débora Maria Cavalcanti Ferreira? & Rafael Batista

Louzada®

Instituicdes:

Programa de Pés-Graduacio em Biologia Vegetal, Universidade Federal de Pernambuco,

Recife, PE 50670-901, Brasil, antonia.lImaia@ufpe.br

?Departamento de Boténica, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE 50670-901,

Brasil, deboracavalcantif@hotmail.com

SDepartamento de Boténica, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE 50670-901,

Brasil, rafael.louzada@ufpe.br

“Autor para correspondéncia: Antonia Larissa da Silva Maia. Telefone: +55 85988352289.

E-mail: antonia.lmaia@ufpe.br



58

RESUMO

O género Cryptanthus Otto & A. Dietr. (Bromeliaceae — Bromelioideae) é endémico do Brasil
e compreende 68 especies, com centro de diversidade na Floresta Atlantica. Cryptanthus
pickelii, C. alagoanus e C. pirambuensis ndo apresentam delimitacdo taxonémica bem definida
e constituem o complexo Cryptanthus pickelii. Neste trabalho, foram realizadas abordagens
morfométricas e moleculares para delimitar o complexo e caracterizar a estrutura e a
diversidade genética de seis populacdes estudadas. Analises morfométricas multivariadas de 24
caracteres vegetativos e reprodutivos foram realizadas em 82 espécimes. Seis locos de
microssatélites nucleares foram genotipados em 120 individuos do complexo. Os resultados
morfométricos mostraram quatro morfotipos. A analise bayesiana revelou trés grupos mais
provaveis, indicando que C. alagoanus e C. pirambuensis sdo dois nomes dados a mesma
espécie. Foi detectado uma estruturacdo genética distinta em duas populacdes de C. alagoanus.
Apresentamos o primeiro registro de C. pickelii para o estado da Paraiba. Também reforcamos
a hipotese de especiacdo hibrida em uma populacdo de C. alagoanus com C. zonatus. Foi
proposto a sinonimizacao de C. pirambuensis a C. alagoanus, indicando areas prioritarias para
0 estabelecimento de unidades de conservacao, onde reavaliamos o status de conservacao de C.

pickelii para ameacado e de C. alagoanus para criticamente ameacado.

Palavras-chave: Bromeliaceae — diversidade genética — estrutura genética — Floresta Atlantica

—genética de popula¢des — marcadores moleculares — morfometria.
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INTRODUCAO

Espécies representam unidades biologicas fundamentais (Hausdorf & Henning 2010),
consideradas como hipoéteses cientificas (Pante et al., 2015), na qual sua delimitacdo ¢ um
importante ponto dentro da taxonomia integrativa, podendo ser complexa, devido ao
conhecimento taxonémico ser resumido, na maioria dos casos, as variacbes macromorfologicas
e informac6es limitadas sobre a distribuicdo geogréafica dos taxons (Duminil & Di-Michele
2009). Esses fatores, associados a caréncia em estudos taxonémicos de determinados grupos,
contribui para uma descricdo duvidosa das espécies (Temponi et al., 2005; Buger et al., 2016).

Um dos principais temas abordados pela taxonomia integrativa € resolucdo de incerteza
taxonémicas, utilizando-se de multiplas fontes de dados (morfologia, biogeografia, ecologia e
genética) que surgiram ao longo dos avancos cientificos e tecnoldgicos para delimitar e reduzir
a subjetividade que existem entre as espécies com maior precisdo (Wiens 2007; Fujita et al.
2012; Buger et al. 2016). Nos ultimos anos, uso integrado de dados genéticos e morfométricos
forneceram subsidios mais consistentes na delimitacdo de espécies, contribuindo para a
resolucdo de incertezas taxonémicas de muitos grupos complexos, fornecendo rigor para que
hipbteses cientificas sobre as espécies fossem propostas e/ou testadas (Mallet 1995; Grube &
Kroken 2000; Rieseberg & Willis 2007; Bueno-Silva 2012; Padial et al. 2010; Zolete et al.
2017). Como evidenciado nos trabalhos de Gage & Wilkin (2008); Biiger et al. (2016) e Ferreira
et al. (2020), onde ¢é possivel diferenciar, até mesmo espécies cripticas, com alto grau de
confianca.

Cryptanthus Otto & A.Diettr. (Bromeliaceae — Bromelioideae) é um género endémico
do Brasil e compreende 68 espécies distribuidas no dominio fitogeografico Caatinga, Cerrado
e com centro de diversidade na Floresta Atlantica (Gouda et al. cont. updated; Forzza et al.
2015; Cruz et al. 2017; Maciel 2020). E predominantemente composto por ervas terricolas, com

folhas eretas, patentes ou prostradas, com lamina foliar coriacea e margens retas ou onduladas,
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formando uma roseta foliar sem fitotelmo (Siqueira-Filho & Machado 2008; Maciel 2020).
Com flores andromonoicas, estigma de erecdo simples e auséncia de vistosas bracteas florais
coloridas (Ramirez-Morillo 1996).

Em Cryptanthus, a delimitacdo de espécies é frequentemente problemaética, devido
principalmente as espécies mal tipificadas e as varia¢des dos caracteres morfoldgicos, tornando
a separacao entre espécie bastante confusa (Cruz et al. 2017). Atualmente, ha trés espécies em
Cryptanthus que ndo possuem delimitacdo taxonémica bem definida e constituem o complexo
Cryptanthus pickelii L.B.Sm. (Ferreira & Louzada 2020).

Cryptanthus pickelii L.B.Sm., descrita por Smith (1955), é endémica da Floresta
Atléantica de Pernambuco (Forzza et al. 2015). C. alagoanus Leme & J.A. Siqueira, descrita
Leme & Siqueira-Filho (2001), apresenta uma distribuicdo mais ampla, sendo encontrada na
Floresta Atlantica de Alagoas, Paraiba e Pernambuco. C. pirambuensis D.M.C. Ferreira &
Louzada, descrita por Ferreira & Louzada (2022), encontra-se restrita a Floresta Atlantica de
Sergipe, onde foi anteriormente considerada como C. alagoanus por Leme & Siqueira-Filho
(2001). Devido a estreita distribuicdo geografica e ao baixo tamanho populacional das espécies,
Leme & Siqueira-Filho (2007) e Ferreira & Louzada (2022), sugeriram incluir estes tdxons na
categoria Criticamente em Perigo (CR) com base na Unido Internacional para Conservacdo da
Natureza - [IUCN (2019).

Para Leme & Siqueira-Filho (2001; 2007) Cryptanthus alagoanus distingue-se de C.
pickelii por apresentar estoldes longos e delgados (vs. propagacdo por brotos axilares), com
laminas foliares mais largas (3,2-5 cm vs. 2-4 cm) e mais longas (50-60 cm vs. 25-50 cm), e
com os lébulos da sépala mais longos e mais largos (9 x 5 mm vs. 7 x 3,5 mm). Ferreira &
Louzada (2022), diferem Cryptanthus pirambuensis de C. alagoanus, principalmente, pelo
namero de flores na parte apical da inflorescéncia (17-23 vs. ca. 8), nimero de flores na parte

lateral da inflorescéncia (9-10 vs. 5-6) e I6bulos da sépala estreitamente elipticos (vs. lanceolada
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ou ovada). Além disso, para esses autores, C. pirambuensis difere-se de C. pickelii pelo nimero
de flores na parte apical da inflorescéncia (17-23 vs. ca. 5-11) e numero de flores de

inflorescéncia lateral (9-10 vs. 3-6).

Apesar das pequenas variagOes descritas, o reconhecimento de Cryptanthus pickelii, C.
alagoanus e C. pirambuensis como trés espécies distintas é frequentemente problemaético,
apresentando sobreposicdo nas medidas de muitos caracteres diagnosticos. Diante da
dificuldade na delimitacdo taxonémica do complexo Cryptanthus pickelii, no presente estudo,
usamos uma abordagem integrativa, combinando dados morfoldgicos e moleculares, através de
marcadores microssatélites nucleares (SSR) e morfometria linear, para testar a hipdtese de que
Cryptanthus pickelii, C. alagoanus e C. pirambuensis, agrupadas no complexo Cryptanthus
pickelii, fazem parte de uma mesma espécie, onde apresentam restricdo no fluxo génico
populacional, que contribui para a variagdo em caracteres morfoldgicos de acordo com as

adaptacdes ao ambiente.

MATERIAIS E METODOS

AMOSTRAGEM E IDENTIFICACAO DE POPULACOES

As amostras foram coletadas de fevereiro a setembro de 2022, em seis populacbes
naturais do complexo Cryptanthus pickelii (Figura 1). Para esse estudo, toda a distribuicdo
geografica do complexo foi incluida, abrangendo as populacdes da Floresta Atlantica dos
estados de Alagoas, Paraiba, Pernambuco e Sergipe, localizadas especificamente nos
municipios de Paripueira - AL, Mamanguape - PB, Aldeia -PE, Ipojuca - PE, S&o Lourenco da
Mata - PE e Pirambu — SE (Figura 2), com distancia geogréafica entre popula¢des variando de
25 a 495 km (Tabela 1.)

Para extragdo de DNA, foram coletadas folhas jovens e livre de patdgenos de 120

individuos pertencentes a seis populacdes do complexo. Foram amostrados 20 individuos para
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cada populacédo. Foi estabelecida uma distancia de 1 a 2 metros entre individuos para evitar a
ocorréncia de possiveis clones. Assim como descrito por Ferreira & Grattapaglia (1998), as
folhas foram armazenadas em silica gel até a etapa de extragcdo de DNA.

Para a analise morfométrica, foram coletados individuos férteis, posteriormente secos e
herborizados, conforme as normas propostas por Fidalgo & Bononi (1989), e depositadas no
Herbario Geraldo Mariz (UFP). As estruturas reprodutivas das plantas foram fixadas em
solucdo de alcool 70% para realizacdo das analises morfométricas. Para avaliar a variagao
morfolégica do complexo, foram coletados de 10 a 20 individuos por populagéo. Os espécimes
foram identificados seguindo os caracteres diagnosticos descritos por Leme & Siqueira-Filho

(2007) e Ferreira & Louzada (2022), evidenciados na Tabela 2.

COLETA E ANALISE DE DADOS MORFOMETRICOS

A coleta e analise de dados morfométricos foi baseada na metodologia adotada por
Bunger et al. (2015) e Belo et al. (2023). As analises macromorfolédgicas foram realizadas em
82 individuos de seis populacBes do complexo Cryptanthus pickelii, sendo 18 individuos da
populacdo de Paripueira — AL, 10 de Mamanguape — PB, 11 de Aldeia — PE, 16 de Ipojuca —
PE, 14 de Sao Lourenco da Mata — PE e 13 da populacdo de Pirambu — SE (Figura 1; Tabela
1). Assim como Biinger et al. (2015), os espécimes representativos para analise multivariada
foram selecionados de acordo com dois critérios principais: presenca de flores e informacdes

precisas sobre o local de coleta.

As medidas morfométricas vegetativas foram coletadas usando um paquimetro digital
com resolucdo de 0,1 mm e exatiddo de +/- 0,3 mm. Para as medidas de componentes
reprodutivos foi utilizado um papel milimetrado em estereomicroscopio. Posteriormente, as
medidas foram transformadas em centimetro (cm). A variagdo morfologica presente no

complexo de espécie estudado foi analisada através de uma matriz de dados com 24 caracteres
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vegetativos e florais, sendo eles: comprimento da folha menor (CFME), comprimento da folha
maior (CFMA), largura da folha menor (LFME), largura da folha maior (LFMA), comprimento
da base da folha menor (CBME), comprimento da base da folha maior (CBMA), largura da
base da folha menor (LBME), largura da base da folha maior (LBMA), largura do &pice da
folha menor (LAME), largura do &pice da folha maior (LAMA), comprimento da bainha da
folha menor (CBFME), comprimento da bainha da folha maior (CBFMA), largura da bainha
da folha menor (LBFME), largura da bainha da folha maior (LBFMA), comprimento da flor
menor (CFLME), comprimento da flor maior (CFLMA), largura da flor menor (LFLME),
largura da flor maior (LFLMA), comprimento da sépala menor (CSME), comprimento sépala
maior (CSMA), comprimento da pétala menor (CPME), comprimento da pétala maior (CPMA),
namero de flores na parte apical da inflorescéncia (NFCA) e nimero de flores na parte lateral
da inflorescéncia (NFCL). A escolha dos caracteres foi realizada com base nas descrigdes de
Leme & Siqueira-Filho (2007) e Ferreira & Louzada (2022), usadas para diferenciar

Cryptanthus pickelii, C. alagoanus e C. pirambuensis (Tabela 1).

Foi realizada uma analise de componentes principais (PCA) para classificar a matriz de
dados morfologicos. Além da PCA, foi usado uma analise de agrupamento em cluster para
visualizacdo inicial sobre a similaridade das populacBes amostradas, usando 0s pacotes
“factoextra” (Kassambara & Mundt 2016), “dendextend” (Galili 2015) e “igraph” (Csardi

2019).

A distribuicdo e normalidade dos dados foi verificada usando o teste Shapiro-Wilk, com
o pacote “nortest” (Gross & Ligges 2015). Os dados morfoldgicos foram submetidos a anélise
por meio do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, utilizando o pacote “dply” (Wickham et
al. 2021). Foi utilizado o teste Wilcoxon para analisar e identificar as diferencas estatisticas
(p<0,05) entre os caracteres selecionados e as popula¢fes, comparando as duas varidveis

pareadas. A PERMANOVA (Permutation Multivariate Analysis of Variance), foi usada para
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comparar grupos através do método de permutacdo de Bray-Curtis, assumindo 9999
permutacdes. Todas as analises estatisticas foram realizadas no software R Core Team V.4.2.3

(2021).

EXTRAQAO DE DNA, AMPLIFICAC,‘AO E GENOTIPAGEM

A extracdo de DNA das amostras coletadas seguiu o protocolo proposto por Ferreira &
Grattapaglia (1998) com algumas modificacdes de Weising et al. (2005). Ap6s a extracdo, o
DNA foi quantificado em um espectrofotdmetro Thermo Scientific NanoDrop Lite (Waltham,
Massachusetts, EUA). A qualidade do DNA obtida em cada amostras foi analisada em gel de
agarose (1%), corado com GelRed (Biotum, Hayward, California, USA).

Seis locos de marcadores microssatélites nucleares desenvolvidos originalmente para
Orthophytum ophiuroides Louzada & Wand. (Aoki-Gongalves et al. 2014 —locos: Op13, Opl7,
Op25, Op69 e Op78), e Vriesea gigantea (Gaud.) (Palma-Silva et al. 2007 — I6cus: VgA04)
foram utilizados neste estudo. Todos os locos selecionados foram previamente analisados em
Cryptanthus pickelii, C. alagoanus e C. pirambuensis, através de teste de amplificacdo cruzada
realizado por Maia et al. (Capitulo I).

Para as amplificacGes dos seis locos de microssatélites nucleares por PCR (polymerase
chain reaction) foi utilizado um volume de reacdo de 12 pl, contendo 5 ng de DNA template,
5 X GoTag Master Mix (Promega Corporation), 5 pmol de primer forward, 10 pmol de primer
reverse. Para cada SSR, 1 pmol de primer universal foi sintetizado com uma cauda M13 (FAM,
VIC, NED ou PET) de 19 pares de base (pb) (5'-CACGACGTTGTAAAAC-GA C-3'). A
reagdo foi realizada usando dois programas de ciclos (“touchdown” e padrdo) descritos
detalhadamente no trabalho de Palma-Silva et al. (2007). Os produtos da PCR foram checados
em eletroforese em gel de agarose (1%), corado com GelRed (Biotum, Hayward, California,

USA). Os locos amplificados foram genotipados em um sequenciador automatico 3500 DNA
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Analyzer (Applied Biosystems) com tamanho padréo 600 L1Z GeneScan (Applied Biosystems).
A faixa de tamanho dos alelos em pares de base foi determinada no software GeneMarker

V.2.6.4 (Applied Biosystems).

ANALISE DOS DADOS MOLECULARES
Diversidade e estrutura genética das populacdes

O software GIMLET versdo 1.3.3 (Valiére 2002) foi utilizado para detectar o nimero
total de clones em cada populacdo. As andlises de diversidade genética das populacfes e dos
locos foram realizadas pelo software MSA (Dieringer & Schlétterer 2003), por meio do nimero
de alelos (A), riqueza alélica (AR), variancia no tamanho dos alelos (Var), heterozigosidade
observada (Ho) e heterozigosidade esperada (He). O coeficiente de endocruzamento (Fis) foi
calculado no FSTAT versédo 2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004). O coeficiente de endogamia
(Fit), indice de fixacdo (Fst) e nimero de alelos privados (PA) foram analisados no programa
GENEALEX. O software GENEPOP V.4.2 (Raymond & Rousset 1995) foi utilizado para
analisar os principios do equilibrio de Hardy-Weinberg.

O software STRUCTURE V.2.3.4 (Hubisz et al., 2009) foi usado para investigar a
estrutura genética das populacdes através de uma andlise bayesiana, atribuindo individuos a
grupos genéticos (K) e estimando as proporc6es de mistura (Q) para cada um deles (Pritchard,
Stephens & Donnelly 2000). As analises foram realizadas sob um modelo de mistura assumindo
frequéncias alélicas correlacionadas. Foi utilizado um periodo de burn-in de 500.000, e nimero
de repeticbes em Cadeia de Markov Monte Carlo - MCMC de 1.000.000. Foram assumidas 20
interacbes por K (K1 & K10), para confirmar a estabilizacdo da estatistica. Os dados
provenientes dessa etapa foram usados no software STRUCTURE HARVESTER V.0.6.94 para

determinar o nimero de agrupamentos mais provavel (K) com base no método proposto por
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Evanno et al. (2005). O gréafico com as proporcbes de mistura (Q) foi gerado no Clumpak

(Kopelman et al. 2015).

Isolamento por distancia

Para testar a hipoOtese de diferenciacdo populacional por isolamento a distancia entre as
populagdes amostradas no complexo Cryptanthus pickelii, foi empregado o teste de Mantel para
avaliar a correlacdo entre duas matrizes de dados, uma com distancia geografica e uma de
distancia genética. A matriz de distancia geografica (km) foi criada manualmente com o auxilio
do software QGIS v.3.26.3. O MSA foi utilizado para criar a matriz de distancia genética (Fsr).
Foi utilizado o software GENEPOP V.4.2 (Raymond & Rousset 1995) para calcular o valor de
P para o teste de Mantel. O valor do coeficiente de correlagéo (r?) foi calculado a partir dos

dados gerados pelo GENEPOP.

Diferenciacéo genética

No software ARLEQUIN V.3.5 (Excoffier et al. 2005), através da andlise de variancia
molecular (AMOVA), foi avaliado a distribuicdo da variacdo genética em trés niveis
hierarquicos: entre grupos (Fct), entre subpopulagbes dentro de grupos (Fsc) e dentro de
subpopulacdes (Fst) (Excoffier & Lischer 2010). Os grupos foram definidos de acordo com os
agrupamentos mais provaveis (K) gerados pelo software STRUCTURE HARVESTER, com

base no método definido por Evanno et al. (2005).

Tamanho efetivo das populacdes e taxa de migracéo
Com base na metodologia adotada por Barbara et al. (2007), o nimero efetivo de
migrantes (NeM) e o valor de Theta entre as populagdes pareadas foram estimadas atraves do

software MIGRATE v.2.0.6 (Beerli & Felsenstein, 1999). O tamanho efetivo populacional
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(Ne) foi estimado utilizando a féormula Ne=Theta/4p, onde p representa a taxa de mutagdo.
Neste estudo, o valor utilizado para a taxa de mutagio foi de 10~ por gameta por geracéo,

conforme mencionado por Zhang e Hewitt (2003) e adotado por Ferreira et al. (2020).

Reavaliagdo do status de conservacao

O status de conservacgdo foi das espécies foi definido de acordos com os critérios e
categorias propostos pela Unido Internacional para a Conservacao da Natureza — IUCN (2019).
Uma ferramenta de avaliagdo de conservacdo geoespacial — GeoCAT (Bachman et al., 2011)
foi utilizada para determinar a extensdo de ocorréncia (EOO) e area de ocupagdo das espécies
(AOOQ). Os pontos de ocorréncia para a analise foram das seis populac6es coletadas (Tabela 1),

incluindo informac@es adicionais disponiveis no material examinado.

RESULTADOS

ANALISE MORFOMETRICA DOS CARACTERES SELECIONADOS

Todos os 24 caracteres vegetativos e reprodutivos selecionados foram informativos para
a analise morfométrica, sendo utilizados para construcdo da PCA (Figura 3) e do agrupamento
por similaridade (Figura 4). Desses, 12 caracteres merecem destaque por apresentar variacao
substancial em relacdo ao tamanho das estruturas nas populacdes amostradas (CFME, CFMA,
CBME, CBMA, LBME, LBMA, CFLME, CFLMA, CSME, CSMA, CPME e CPMA). Esses
caracteres foram importantes para identificar a descontinuidade e semelhanca entre as
populagdes (Figura 5 e 6; Tabela 3), onde a ANOVA indicou um efeito significativo (p<0,05)
das populacdes analisadas sobre os caracteres selecionados.

Os dois principais eixos da PCA sobre os 24 caracteres selecionados sumarizam cerca
de 55% de variacdo. O primeiro eixo indicou 37,1% de variancia e o segundo eixo concentrou
17,8% da variagéo, separando as populagdes em quatro grupos (ALD + SLM, PIR, IPO e MAM

+ PAR) (Figura 3). O agrupamento por similaridade, evidenciou um dendrograma com cinco
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grupos (ALD + SLM, PIR, IPO, MAM e PAR) (Figura 4). O teste de Kruskal-Wallis indicou
que todos os caracteres analisados tiveram valor de p estatisticamente significativo (<0,05)
(Tabela 4).

Essas analises exploratorias indicaram que as populacfes de Aldeia (ALD) e S&o
Lourenco da Mata (SLM) tém valores relativamente sobrepostos que as agruparam. Onde, em
comparacdo com as demais populacGes, apresentam medidas de comprimento e largura
menores para todas as variaveis analisadas. Quanto aos caracteres vegetativos dos individuos
das populacbes de ALD e SLM, a média do CFME abrangeu os intervalos de 12,68 e 14, 56
cm, o CFMA foi de 32, 12 e 38,99 cm, a LFME de 1,36 e 2,29 cm, 0o CBME de 1,96 e 2,03 cm,
0 CBMA de 2,11 e 2.36 cm, e a LBMA de 1,06 e 1,11 cm (Tabela 3). Além disso, foi
evidenciado similaridades de ALD e SLM entre a média de comprimento dos seguintes
caracteres reprodutivos: CFLME (1,85 e 1,92 cm), CFLMA (2,39 e 2,87 cm), CSME (0,51 e 0,
53 cm), CSMA (0.61 e 0.63 cm), CPME (1,32 e 1,78 cm), CPMA (1,78 e 2,23 cm), NFCA
(9,36 — 9,42) e NFCL (6,45 — 6,28) (Tabela 3). As medidas vegetativas e florais mostraram
dependéncias em alguns casos. Por exemplo, as populacdes de ALD e SLM apresentaram
tendéncia para folhas menores e produzem flores menores quando comparadas as demais
populacdes.

Apesar dos individuos de Mamanguape (MAM) e Paripueira (PAR) apresentarem
semelhancas para alguns caracteres, diferem-se quanto ao CFLME (2,90 e 3,16 cm), CFLMA
(4,12 e 5,11 cm) e LBME (3,07 e 2,02 cm). Além disso, MAM compartilha algumas
caracteristicas morfolégicas com as populagdes de ALD e SLM (LFME, LFMA, CBME,
CBMA, LBMA, LAME, LAMA, LBFME, LBFMA, LFLME, LFLMA) (Tabela 3).

Embora apresente sobreposi¢do quanto aos extremos das medidas analisadas, a
populagéo de Ipojuca (IPO) difere-se das demais pelo CFME (17, 92 cm), CFMA (39,60 cm),

LFME (3,33 cm), LFMA (3,68 cm), CFME (3,94 cm), CFMA (4,40 cm), CSME (0,89 cm),
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CSMA (0,97 cm), CPME (3k,05 cm), CPMA (3,37 cm), NFCA (4,62) e NFCL (3,31), estando
morfologicamente mais relacionada com MAM e PAR (Figura 2 e 3; Tabela 3).

As amostras coletadas na populacdo de Pirambu (PIR) sdo morfologicamente mais
semelhantes a populacdo de PAR, no entanto, apresenta descontinuidade, principalmente, nas
medidas dos caracteres reprodutivos (Figura 3 e 4). De forma geral, os individuos de PIR
apresentaram uma média de tamanho maior para: CFLME (5,09 cm) CFLMA (5,88 cm), CSME
(1,17 cm), CSMA (1,34 cm), CPME (3,92 cm), CPMA (4,57 cm) e uma quantidade maior de
NFCA (10,61) e NFCL (7,46), diferindo-se dos valores encontrados nas outras populagdes do
complexo (Tabela 3).

Os resultados do teste Wilcoxon sobre as comparagdes das variaveis pareadas indicou
que as populagdes ALD e SLM néo diferiram estatisticamente entre si para a maioria dos
caracteres analisados, com p>0,05 para CFME, CFMA, CBME, CBMA, LBME, LBMA,
LAME, LAMA, LBFME, LBFMA, CFLME, LFLME, LFLMA, CSME, CSMA, NFCA e
NFCL. Em geral, a populacdo de PIR diferenciou-se estatisticamente (p<0,05) de ALD, SLM,
IPO, MAM e PAR, principalmente, quanto aos caracteres reprodutivos. IPO diferenciou-se
estatisticamente de ALD, PAR, PIR e MAM. Para 15 dos 24 caracteres analisados (CFME,
LFME, CBME, CBMA, CBFME, CBFMA, LBFME, LBFMA, CFLME, LFLME, LFLMA,
CSME, CSMA, CPME e NFCA), o teste de Wilcoxon ndo mostrou uma diferenca estatistica
significativa entre MAM e PAR (Tabela 5 e 6), explicando a formacéo inicial de quatro grupos
observado na analise exploratoria (Figura 3).

N&o houve diferenca estatistica quando comparadas as popula¢des de ALD e SLM na
PERMANOVA e MANOVAs (p>0,05). No entanto, quando IPO, MAM, PAR e PIR foram
comparadas, houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) (Tabela 7), corroborando em

parte com os resultados das analises exploratorias realizadas (Figura 3 e 4).
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DIVERSIDADE GENETICA DAS POPULAQ@ES AMOSTRADAS

Dentre os 120 individuos amostrados, 26 foram detectados como clones e, portanto,
foram excluidos das analises populacionais (Tabela 8). A riqueza alélica (AR) das populacGes
do complexo Cryptanthus pickelii apresentou variacéo de 2,293 a 2,863, com media de 2,822.
A variancia no tamanho do alelo (Var) foi de 1,660 a 20,225, com média de 15,524. As
populagdes de ALD e MAM foram as Unicas que ndo apresentaram alelos privados (Tabela 8).
A heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) variou de 0,369 a 0,737 (média=0,613) e
0,440 a 0,543 (média=0,489), respectivamente. O coeficiente de endocruzamento (Fis) foi baixo
em todas as populag¢fes amostradas (-0,729 a 0,260, média = -0,348). Cinco populacdes (PAR,

SLM, IPO, ALD e MAM) apresentaram desvio no equilibrio de Hardy-Weinberg (P<0,05).

ESTRUTURA GENETICA DAS POPULACOES AMOSTRADAS

O método proposto por Evanno et al. (2005) identificou K=3 como sendo o nimero de
agrupamentos mais provavel (Figura 7). A analise de agrupamento bayesiano implementada no
software STRUCTURE para as propor¢des de mistura (Q) nas seis populacGes do complexo
Cryptanthus pickelii de acordo com K=3 esta disponivel na Figura 8.

Grande parte dos individuos das populac@es localizadas em Sergipe (C. pirambuensis)
e Alagoas (C. alagoanus) (PIR-SE e PAR-AL) mostraram propor¢ao de mistura associadas ao
agrupamento I. Uma populacdo de Pernambuco (C. pickelii) (SLM-PE) e uma de Paraiba (C.
alagoanus) (MAM-PB) apresentaram proporc¢do de mistura associada ao agrupamento I1. Além
disso, a populagéo de Ipojuca (C. alagoanus) (IPO-PE), localizada em Pernambuco, apresentou
uma estruturacdo genética bem definida e distinta das demais, sendo associada ao agrupamento
I11. J& a populacdo de Aldeia (C. pickelii) (ALD-PE) apresentou uma propor¢do de mistura

significativa entre o agrupamento Il e 1ll.
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DISTANCIA E DIFERENCIACAO GENETICA

A andlise do teste de Mantel revelou que ndo houve relacdo entre as distancias
geogréficas e as divergéncias genéticas obtidas entre as popula¢des amostradas no complexo
Cryptanthus pickelii (p>0,05) (Figura 9). O coeficiente de determinag&o (r2) foi baixo (0,0479),
indicando que a distancia espacial entre as populagdes explica apenas 4,79% da divergéncia
genética entre as populacdes.

Em termos hierarquicos, a AMOVA revelou que 11,8% da variacdo genética ocorreu
entre grupos (FcT). A variagao genética dentro das populagdes representou 24,1% (Fsc). A maior
parte da variacdo genética, 64%, foi observada dentro das proprias populacdes (Fst) (Tabela
10). No geral, a diferenciacdo genética foi maior dentro das populagdes (Fst = 0,35989) do que
entre populagdes dentro dos grupos (Fsc = 0,27366) e ainda mais do que entre os grupos (Fct =

0,11872).

TAMANHO EFETIVO POPULACIONAL E TAXA DE MIGRACAO

De acordo com o método proposto por Beerli & Felsenstein (1999), todas as
subpopulacdes apresentaram um baixo namero efetivo de migrantes (Nem), com menos de um
migrante por geracdo. Os valores variam de 0,006 a 0,399. Os demais valores obtidos para as

diferentes subpopulactes do complexo Cryptanthus pickelii estdo disponiveis na Tabela 10.

DISCUSSAO

Em geral, os dados da morfometria e estrutura genética indicaram uma variacao
morfolégica significativa no complexo C. pickelii. Apontando que as diferenciacdes
morfolégicas encontradas entre as populagdes tipos de C. alagoanus (PAR-AL) e C.
pirambuensis (PIR-SE) ndo sdo congruentes com 0s agrupamentos genéticos formados. Assim,

C. alagoanus e C. pirambuensis sdo consideradas uma unica espécie. Nossos dados também
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mostraram um novo registro de C. pickelii para o estado da Paraiba. Além disso, uma forte
estruturacdo genética e diferenciacdo morfoldgica encontrada na populagéo de Ipojuca-PE, nos
fez levantar a hipotese de uma possivel especiacdo hibrida com C. zonatus. As espécies
continuam ameacadas, e o status de conservacao de C. pickelii foi reavaliado como em perigo

(EN) e de C. alagoanus como criticamente em perigo (CR).

DADOS MORFOMETRICOS E MOLECULARES NA DELIMITAQAO DO COMPLEXO
Cryptanthus pickelii

Como descrito por Ferreira & Louzada (2020), Cryptanthus pickelii, C. alagoanus e C.
pirambuensis constituem um complexo de espécies. A hipdtese de que esses tdxons representam
uma Unica espécie foi testada utilizando o conceito unificado de espécies proposto por De-
Queiroz (2007), levando em consideragdo aspectos morfologicos e moleculares.

A anélise morfométrica resultou em quatro grupos separados pela morfologia foliar e
reprodutiva, evidenciado pela PCA e confirmado com os testes estatisticos realizados. O
histérico taxonémico das espécies analisadas, com inimeras sobreposi¢cdes e morfo-lacunas,
contribuiu para a dificil diferenciacdo morfolégica do complexo Cryptanthus pickelii. No
entanto, com a morfometria, foi possivel detectar algumas descontinuidades e semelhancas
suficientes para formacao de agrupamentos morfoldgicos.

Nesta analise, o numero de espécimes coletados para cada populacdo foi desigual pela
interferéncia de fatores como o pequeno tamanho populacional e o baixo nimero de amostras
em estagio reprodutivo. De modo geral, com os padrGes morfométricos obtidos nessa
abordagem, foi possivel distinguir morfotipos a partir das variaveis morfoldgicas analisadas.
De fato, muitos caracteres citados como Uteis nas descri¢es taxondmicas de Leme & Siqueira-
Filho (2001) e Ferreira & Louzada (2022) para diferenciar as espécies de complexo Cryptanthus

pickelii (CPFME, CPFMA, LFME, LFMA, CSME, CSMA, CPME, CPMA, NFCA e NFCL)
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foram corroborados neste estudo, apresentando diferengas ou semelhancas pontuais entre as
populacbes. Onde, os caracteres reprodutivos foram os mais consistentes e Uteis na delimitacdo
das espécies, revelando descontinuidades morfoldgicas significativas. Trabalhos semelhantes
também indicaram que caracteres florais foram os mais importantes na delimitagdo de outras
espécies de Bromeliaceae (Costa et al. 2009; Pinzén et al. 2011; Neves et al. 2018).

Através da morfometria, constatou-se que os individuos das popula¢des ALD e SLM,
originalmente descritas por Smith (1955) como Cryptanthus pickelii se agruparam e fazem parte
de uma mesma unidade biol6gica, corroborando com as descri¢des de Leme & Siqueira-Filho
(2007). A populagdo de PIR, descrita por Ferreira & Louzada (2022) como uma nova espécie
(C. pirambuensis), apresentou diferenca morfoldgica significativa em relacdo a alguns
caracteres encontrados em C. alagoanus (PAR) e C. pickelii (SLM).

Apesar de apresentar semelhangas em alguns caracteres analisados, as populagdes de
MAM e IPO diferiram estatisticamente de PAR nas analises, ndo podendo ser confirmada a
atual circunscricdo de Leme & Siqueira-Filho (2007) como C. alagoanus. Além disso, MAM
compartilha algumas caracteristicas morfoldgicas com ALD e SLM, indicando uma relacdo
mais proxima de C. pickelii.

Nossos resultados morfométricos confirmam que atualmente existe mais de uma
entidade bioldgica sendo tratada como C. alagoanus. Através da morfometria, foram
identificadas trés populacdes morfologicamente distintas (PAR, IPO e MAM) descrita
inicialmente por Leme Siqueira-filho (2007) como C. alagoanus. No entanto, IPO difere
estatisticamente de PAR (populagdo tipo de C. alagoanus) em todos os testes estatisticos

realizados, ndo podendo ser tratada como C. alagoanus.

Através da analise bayesiana, foram identificados trés agrupamentos genéticos (K=3).

A diferenciacdo genética entre os agrupamentos foi superior (Fct=0,118, P=0,0381) aos valores
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encontrados em Cryptanthus zonatus (Fct=0,054 P=0.005; Ferreira et al. 2020), e semelhante
ao encontrado em Vriesea simplex (Vell.) Beer e V. scalaris E. Morren (Fcr=0,109, P<0,001;
Neri, Wendt & Palma-Silva, 2018). Portanto, os resultados da estrutura genética revelaram que
ndo h& diferenciacdo entre as populagdes de C. alagoanus (PAR-AL) e C. pirambuensis (PIR-
SE), indicando que pertencem a uma mesma unidade taxonémica dentro do agrupamento I.
Dessa forma, os caracteres diagndsticos utilizados na morfometria e indicados por Leme &
Siqueira-Filho (2007) e Ferreira & Louzada (2022) para diferenciar as espécies, devem ser
interpretados apenas como uma variabilidade morfoldgica intraespecifica.

Embora as populagdes de C. alagoanus e C. pickelii mostrem diferenciagdo na estrutura
genética, o que sustenta sua classificacdo como espécies distintas, é importante ressaltar que a
distribuicdo das espécies ndo esta de acordo com o apresentado por Leme & Siqueira-Filho
(2007). Neste trabalho, foi identificado que a morfologia e a estrutura genética da populacgéo de
Mamanguape, localizada em Paraiba, € mais semelhante com as populagdes de C. pickelii
(ALD-PE e SLM-PE) do que C. alagoanus (PAR-AL), sendo classificadas no agrupamento 11
(Figura 8), essa relacdo também foi evidenciada na filogenia do género proposta por Ferreira et
al. (2021), onde a linhagem de Paraiba (MAM) passou a ser incluida no clado pickelii.

Além disso, a populacdo de Ipojuca, localizada em Pernambuco, previamente
identificada por Leme & Siqueira-Filho (2007) como C. alagoanus, apresentou uma estrutura
genética diferente das demais populacdes, sendo classificada no agrupamento Ill. Esse
resultado, integrado com as analises morfométricas, fortalece a hipdtese de que essa populagédo
se encontra em processo de especiacdo hibrida com C. zonatus, ambos sido simpatricos na “Mata
do Cupe”, em Ipojuca - PE. Oliveira-Janior (2015) observou que os espécimes compartilham
aspectos fenoldgicos e os mesmos polinizadores. Em um experimento de cruzamento in situ,
ele registrou a formacdo de frutos em cerca de 30% das amostras analisadas, sugerindo a

possiblidade de hibridacao entre as espécies. Os dados da filogenia apresentados por Ferreira
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et al. (2021), também corroboram com essa hipotese, onde esperava-se que IPO fosse
classificado no clado pickelii, mas emergiu como irmé&o de C. zonatus, no clado zonatus. Esses
mesmos autores afirmam que IPO possui morfologia discordante de C. pickelii, C. alagoanus
e C. zonatus, podendo estar em processo de especiagdo hibrida, corroborando com os dados
morfométrico e moleculares apresentado neste trabalho.

De acordo com Ellstrand et al. (1996), a hibridag&o natural foi responsavel por grande
parte da diversificacdo em angiospermas. No entanto, a dificuldade em reconhecer hibridos
naturais resultou em uma série de problemas taxonémicos encontrados em Bromeliaceae, sendo
documentadas pelos trabalhos de Rdgas et al. (2004) e Palma-Silva et al. (2011). Estudos
realizados por Zanella et al. (2016) em espécies de Vriesea Lindl., também destacaram a
dificuldade de classificar os hibridos com base em uma Unica abordagem. Além disso, Schulte
et al. (2010) j& haviam concluido que a deteccdo de hibridos em Bromeliaceae € dificil quando
se utiliza apenas caracteres morfoldgicos. Para identificar hibridos naturais, varias técnicas tém
sido utilizadas, comumente combinando anélises morfométricas e estudos moleculares
(Blackstock & Ashton, 2010; Snow et al. 2010; Geiger et al. 2016).

Assim como encontrado neste estudo, espécies estreitamente relacionadas tém uma
maior tendéncia de hibridizar (Abbott et al. 2013). Casos de hibridizacao natural entre espécies
de Bromeliaceae tem sido documentada na literatura pelos trabalhos de Schulte et al. 2010;
Palma-Silva et al. 2011; Versieux et al. 2012; Neri et al. 2018 e Mota et al. 2019. Embora a
hibridacdo possa resultar na reducdo ou perda da diferenciagdo genética, ela também pode
desempenhar um papel importante como uma fonte de variagéo adaptativa, contribuindo para
0 processo de especiagdo (Tavares et al. 2022). Assim como mencionado por Ferreira et al.
(2021), a populacdo de IPO pode estar acumulando variagdes genéticas, diferindo-se de C.
alagoanus e C. zonatus. No entanto, sdo necessarios estudos para confirmar o achado, visto que

a populacédo simpatrica de C. zonatus nao foi amostrada neste trabalho.
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DIVERSIDADE GENETICA DO COMPLEXO CRYPTANTHUS PICKELIl E
IMPLICAGCOES PARA CONSERVAGCAO DAS ESPECIES

A diversidade genética dada pela heterozigosidade esperada (He) nas populacGes
estudadas do complexo Cryptanthus pickelii mostrou-se moderada em relagdo a outras espécies
de Bromeliaceae que ocorrem na Floresta Atlantica, como Vriesea gigantea Gaudich. (Palma-
Silva et al. 2009) e Bromelia antiacantha Bertoloni (Zanella et al. 2011). Sendo similar ou
superior aos valores encontrados por Ferreira et al. (2020) para o complexo Cryptanthus
zonatus baseados em dados de microssatélites nucleares.

Os resultados obtidos neste estudo mostram que Cryptanthus alagoanus e C.
pirambuensis sdo dois nomes dados a mesma espécie. Apesar das diferencas morfoldgicas
identificadas pela morfometria, ndo houve diferenciacdo na estrutura genética dessas duas
populacbes (PAR e PIR). Neste caso, a diferenciacdo morfolégica dos morfotipos esta
relacionada as adaptacGes ao ambiente, frequentemente encontrada dentro de Bromeliaceae
(Cavallero et al. 2009; Castello & Galetto, 2013; Uribbe et al. 2020; Silva et al. 2020), e
documentada em Cryptanthus pelo trabalho de Ferreira et al. (2020), onde Cryptanthus burle-
marxii Leme foi sinonimizado a C. zonatus com base em dados filogeograficos. Diante disso,
sugere-se que C. pirambuensis seja sinonimizado a C. alagoanus, que € nome mais antigo, e
tem prioridade de acordo com o Cddigo Internacional de Nomenclatura para Algas, Fungos e
Plantas.

Os dados morfométricos e moleculares, mostraram que a populagdo de Mamanguape -
Paraiba, considerada por Leme & Siqueira-Filho (2007) como C. alagoanus, apresentou uma
semelhanga morfoldgica e maior estruturacdo genética ligada as populages de ALD e SLM,
passando a ser considerada como C. pickelii. Dessa forma, este trabalho apresenta o primeiro

registro de C. pickelii para o estado da Paraiba. Além disso, reforcamos a hipotese de que a
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populacdo de Ipojuca, localizada em Pernambuco, esta em processo de especiacdo hibrida com
C. zonatus, ndo podendo ser tratada como C. alagoanus, como era descrita por Leme &
Siqueira-Filho (2001).

Atraveés desse trabalho, foi identificado que existem poucas populagdes de C. alagoanus
e C. pickelii, onde algumas possuem um baixo tamanho populacional, com um numero
consideravel de clones, como observado em SLM-PE (9) e PAR-AL (7). De acordo com De-
Salle & Amato (2004) o tamanho populacional € um dos fatores mais importantes ao identificar
populacdes prioritarias para a conservacdo. Onde, a reducdo do tamanho efetivo populacional
ocasiona a diminuicao da diversidade genética, interferindo no potencial adaptativo da espécie
frente as mudancgas ambientais devido a perda de alelos (Lande, 1993; Ouborg, 2010).

Neste caso, a populacdo de IPO-PE apresentou um numero consideravel de alelos
(A=14), riqueza alélica (AR=2,293) e heterozigosidade esperada (He=0,730) e observada
(HO=0,440). Das seis populacbes amostradas, a populagdo de IPO-PE encontra-se
completamente fora de unidades de conservacao. Ferreira et al. (2020), também indicaram essa
area como prioritaria para o estabelecimento de uma unidade de conservacao.

Como estamos sinonimizando C. pirambuensis a C. alagoanus e identificamos um novo
registro de C. pickelii para o estado da Paraiba, reavaliamos o status de conservacdo das
espécies, onde C. pickelii foi reavaliado como em perigo (EN) (EOO=4,585.022km?;
A00=28.000km,) e de C. alagoanus como criticamente em perigo (CR) (EOO=84.695km?;
AO0O=12.000kmy). Ambas as espécies possuem &reas de ocorréncia bastante fragmentadas.

Com base nos resultados obtidos, fica evidente a necessidade de priorizar a conservagao
in situ dessas populacdes. Além de fortalecer a fiscalizacdo nas unidades de conservacao ja
existentes, como ALD-PE, SLM-PE, MAM-PB e PAR-AL, é necessario estabelecer duas novas
unidade de conservacdo, na Mata do Cupe em Ipojuca (Pernambuco) e na Mata da Sambaiba

em Pirambu (Sergipe). A perda de qualquer uma dessas populacdes resultaria em uma redugéo
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significativa da variabilidade genética, uma vez que a diferenciacdo genética entre as
populacgdes é considerada alta (Fst=0.35989). Por tanto, a criacdo dessas novas unidades de
conservacao é fundamental para garantir a protecdo e preservacdo da diversidade genética
dessas populacgdes. Adicionalmente, conforme indicado por Ferreira et al. (2020), é importante
intensificar o trabalho de campo em busca de novas areas de ocorréncia para realizar aces de

conservacao antes que subpopulagdes sejam perdidas.

CONCLUSOES

No geral, as relagOes de similaridade e descontinuidade de caracteres encontradas dentro
do grupo estudado levaram a ambiguidades taxonémicas, incluindo descri¢cbes taxonémicas
inconsistentes em Cryptanthus, podendo ser atribuido aos eventos historicos de hibridacdo. Os
resultados obtidos mostram que Cryptanthus alagoanus e C. pirambuensis sdo dois nomes
dados a mesma espécie. Dessa forma, sugere-se que C. pirambuensis seja sinonimizado a C.
alagoanus. Além disso, foi registrado a ocorréncia de C. pickelii no estado da Paraiba, onde era
anteriormente considerada como C. alagoanus. Também foi levantado a hipoOtese de que a
populacdo de Ipojuca, em Pernambuco, estd em processo de especiacao hibrida com C. zonatus,
necessitando de estudos futuros. Para conservacao das espécies, sugere-se a implementacao de
uma fiscalizacdo mais efetiva nas unidades de conservacdo ja existentes, bem como o

estabelecimento e ampliacdo de outras unidades de conservacao.
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ANEXOS
FIGURAS

Figura 1. Distribuigdo geografica do complexo Cryptanthus pickelii ao longo da Floresta Atlantica do Nordeste do Brasil.

Populagdes coletadas: Mamanguape — PB (MAM) — Cryptanthus alagoanus, Aldeia - PE (ALD) — C. pickelii, Sdo Lourenco
da Mata — PE (SLM) — C. pickelii, Ipojuca — PE (IPO) — C. alagoanus, Paripueira — AL (PAR) — C. alagoanus e Pirambu — SE
(PIR) C. pirambuensis.
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Figura 2. Seis populacdes amostradas no complexo Cryptanthus pickelii. A - C. pickelii em Aldeia - PE. B - C. pickelii em
Sdo Lourengo da Mata - PE. C - C. alagoanus em Paripueira - AL. D - C. alagoanus em Mamanguape - PB. E - C. alagoanus
em Ipojuca - PE. F - C. pirambuensis em Pirambu - SE
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Figura 3. Gréafico Box plot representando as descontinuidades e semelhancas para cada estrutura vegetativa medida nas seis
populagdes do complexo Cryptanthus pickelii.
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Figura 4. Gréafico Box plot representando as descontinuidades e semelhancgas para cada estrutura reprodutiva medida nas seis
populagdes do complexo Cryptanthus pickelii.
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Figura 5. Analise de componentes principais (PCA), baseada em 24 caracteres morfoldgicos de individuos de seis populacoes
(ALD — Aldeia, IPO — Ipojuca, MAM — Mamanguape, PAR — Paripueira, PIR — Pirambu e SLM — S&o Lourenco da Mata) do
complexo de espécie Cryptanthus pickelii (Bromeliaceae).
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Figura 6. Dendrograma demonstrando a analise de cluster baseada em 24 caracteres morfoldgicos de individuos de seis
populacdes do complexo de espécies Cryptanthus pickelii (Bromeliaceae).
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Figura 7. Magnitude do Delta K da analise de estrutura genética para os dados de microssatélites nucleares em
seis populagdes do complexo Cryptanthus pickelli. O melhor valor de K foi calculado pelo método proposto por

Evanno et al. (2005). O valor dessas distribuigdes indica o K mais provavel, sendo o K=3 (trés agrupamentos
genéticos).
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Figura 8. Propor¢do de mistura (Q) para cada individuo do complexo Cryptanthus pickelii, com base no nimero
de agrupamentos mais provavel K=3 (trés agrupamentos genéticos). Os trés agrupamentos genéticos identificados

pelo STRUCTURE estdo indicados em cores diferentes. As seis populagdes estdo separadas por barras verticais.
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Populagdes: Pirambu - Sergipe (PIR-SE); Paripueira - Alagoas (PAR-AL); S&o Lourenco da Mata - Pernambuco
(SLM-PE); Ipojuca - Pernambuco (IPO-PE); Mamanguape - Paraiba (MAM-PB).



97

Figura 9. Grafico de dispersdo representando a correlacdo do teste de Mantel para a distancia genética e distancia

geogréfica (p-value=0.267; r2=0.0479).
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TABELAS

Tabela 1. Cddigo da Populagéo (POP), estados (UF), municipio, localidade, coordenadas geogréficas, nimero amostral (N) e
comprovante de espécimes coletados nas seis populagdes amostradas do complexo de espécies Cryptanthus pickelii (Voucher).

POP Espécie UF Municipio Localidade Coordenadas N (mol/mof) Voucher - UFP
SLM* C. pickelii PE Séo Lourengo da Mata Reserva Ecol6gica Tapacura 08°04'00"S, 35°14'00"W 20-14 ALMO01-14
ALD C. pickelii PE Aldeia Mata do Torquato Castro 07°56'38"S, 35°02'09"W 20-11 ALM 15 - 25
PAR* C. alagoanus AL Paripueira RPPN Sabia 09°26'17"S, 35°36'07"W 20-18 ALM 26 - 43
MAM C. alagoanus PB Mamanguape Estagdo Ecolégica Pau Brasil ~ 06°36'16"S, 35°07'45"W 20-10 ALM 44 -53
IPO C. alagoanus PE Ipojuca Mata do Cupe 08°26'28" S, 34°59'33"W 20-16 ALM 54 - 69
PIR*  C.pirambuensis  SE Pirambu Mata de Sambaiba 10°39'19"S, 36°51'53"W 20-13 ALM 67 - 82

POP - Populagdo: Séo Lourenco da Mata (SLM — C. pickelii), Aldeia (ALD — C. pickelii), Paripueira (PAR — C. alagoanus),
Mamanguape (MAM - C. alagoanus), Ipojuca (IPO — C. alagoanus), Pirambu (PIR — C. pirambuensis). Estados: Alagoas
(AL), Paraiba (PB), Pernambuco (PE), Sergipe (SE). Reserva Permanente de Protecdo Ambiental (RPPN). NiUmero amostral
de individuos incluidos nas analises moleculares e morfométricas, separados por / (N mol/mof), com um total de 120 individuos
para analise molecular e 82 para morfometria. Os vouchers foram depositados no Herbario UFP. *Indica a populacéo tipo.
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Tabela 2. Comparacéo de caracteres diagndsticos e distribuicdo geografica que diferencia Cryptanthus pickelii, C. alagoanus

e C. pirambuensis.

Caracteres diagndsticos e distribuicdo geografica C. pickelii C. alagoanus C. pirambuensis
Propagacéo vegetativa Gema axilar Rizoma Rizoma
Comprimento das folhas 25-50 cm 50-60 cm 21,8-70,1 cm
Largura das folhas 2-4 cm 3,2-5cm 0,9-3,4cm
Numero de flores na inflorescéncia (apical) 5-11 ca. 8 17-23
Numero de flores na inflorescéncia (lateral) 3-6 5-6 9-10
Comprimento das sépalas 0,5cm 0,9 cm 1,36-1.8
Largura das sépalas 0,35cm 0,5cm -
Habitat Brejo de altitude Restinga Restinga
Distribuicdo geogréfica Pernambuco Paraiba e Pernambuco Sergipe

Fonte: Leme & Siqueira-Filho (2001; 2007); Ferreira & Louzada (2022).
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Tabela 3. Medidas morfométricas de individuos de seis populagdes do complexo Cryptanthus pickelli. Centimetro (cm), média
(%), desvio padréo (DS), minimo (min) e maximo (max) para os espécimes examinados das populagdes de Aldeia (ALD),

Ipojuca (IPO), Mamanguape (MAM), Paripueira (PAR), Pirambu (PIR) e Sdo Lourengo da Mata (SLM).

Populagéo
ALD IPO MAM PAR PIR SLM
Medidas x+SD (cm) x+SD (cm) x+SD (cm) x+SD (cm) x+SD (cm) x+SD (cm)
(min-max) (min-max) (min-max) (min-max) (min-max) (min-max)
Caracteres N=11 N=16 N=10 N=18 N=13 N=14
CFME 12.68+3.63 17.92+3.96 25.5645.35 25.1446.39 21.80£3.10 14.56+3.90
(8.87-18.96) (10.71-26.16)  (17.21-33.85)  (16.79-38.35)  (13.44-25.60)  (7.5-19-85)
CFMA 38.99+11.59 39.6045.32 57.23+8.84 41.59+8.98 35.60+6.30 32.12+6.78
(27.9-55.26) (31.11-49.19)  (43.65-70.16) (23.74-56.84) (24.66-48.97) (20.81-41.57)
LFME 1.36+0.40 3.33+0.50 2.60+0.43 2.49+0.66 2.34+0.42 2.29+0.68
(0.69-2.11) (2.70-4.47) (1.64-3.25) (1.77-4.25) (1.20-3.22) (1.21-3.41)
LFMA 2.05+0.46 3.68+0.39 2.50+0.49 3.30+0.81 4.55+0.32 3.13+0.79
(1.45-2.81) (2.98-4.35) (1.79-3.42) (1.92-4.66) (4.23-5.04) (1.89-4.19)
CBME 2.03+0.59 2.62+0.38 3.21+0.46 2.92-+0.42 2.90+0.33 1.96+0.46
(1.13-3.14) (2.04-3.50) (2.49-3.85) 2.18-3.92 (2.04-3.61) (1.29-2.74)
CBMA 2.36+0.54 2.94+0.30 2.97+0.44 2.65+0.59 2.74+0.45 2.11+0.30
(1.85-3.34) (2.2-3.47) (2.52-3.88) (1.78-3.84) (2.17-3.50) (1.69-2.81)
LBME 1.49+0.44 2.1740.34 3.07+0.45 2.02+0.47 2.16+0.45 2.02+0.64
(0.79-1.98) (1.78-2.92) (2.48-3.92) (1.14-2.85) (1.71-3.27) (1.06-3.21)
LBMA 1.06+0.26 2.13+0.33 1.34+0.27 1.79+0.50 2.05+0.42 1.11+0.21
(0.80-1.75) (1.7-2.97) (0.91-1.71) (0.96-2.79) (1.47-2.98) (0.77-1.49)
LAME 0.40+0.06 1.09+0.16 0.41+0.06 0.78+0.22 0.38+0.13 0.38+0.15
(0.30-0.50) (0.55-1.28) (0.31-0.49) (0.26-1.19) (0.21-0.60) (0.11-0.65)
LAMA 0.43+0.06 1.28+0.30 0.47+0.09 0.98+0.19 0.32+0.08 0.49+0.16
(0.32-0.53) (0.57-1.89) (0.28-0.64) (0.68-1.38) (0.20-0.48) (0.22-0.76)
CBFME 1.49+0.08 2.17+0.55 2.46+0.29 2.62+0.22 1.85+0.05 2.20+0.60
(1.38-1.60) (1.54-3.10) (1.89-2.85) (1.99-2.90) (1.78-1.92) (1.48-3.10)
CBFMA 1.87+0.15 2.55+0.62 3.09+0.29 3.1540.19 5.16+0.07 2.53+0.69
(1.48-1.98) (1.74-4.24) (2.59-3.48) (2.80-3.41) (4.98-5.25) (1.87-4.24)
LBFME 0.69+0.05 0.48+0.22 0.60+0.12 0.63+0.09 0.42+0.07 0.63+0.10
(0.62-0.76) (0.33-1.27) (0.38-0.75) (0.45-0.76) (0.35-0.58) (0.47-0.78)
LBFMA 0.96+0.17 0.92+0.37 0.89+0.16 0.87+0.12 2.06+0.07 0.87+0.12
(0.79-1.23) (0.40-2.10) (0.75-1.22) (0.76-1.22) (2.00-2.25) (0.68-1.02).
CFLME 1.92+0.11 3.94+0.56 2.90+0.34 3.16+0.57 5.09+0.32 1.85+0.11
(1.79-2.12) (2.38-4.60) (2.48-3.45) (2.50-4.56) (4.40-5.49) (1.71-2.12)
CFLMA 2.39+0.41 4.40+0.34 4.12+0.54 5.11+0.70 5.88+0.17 2.87+0.24
(2.04-2.99) (3.54-4.77) (3.72-5.55) (3.63-6.02) (5.45-6.01) (2.14-3.16)
LFLME 0.34+0.03 0.43+0.11 0.27+0.07 0.28+0.06 0.31+0.06 0.35+0.03
(0.29-0.39) (0.27-0.62) (0.14-0.36) (0.14-0.38) (0.21-0.39) (0.29-0.39)
LFLMA 0.42+0.02 0.55+0.14 0.40+0.03 0.41+0.02 0.62+0.08 0.41+0.02
(0.38-0.48) (0.34-0.80) (0.34-0.46) (0.35-0.46) (0.48-0.73) (0.38-0.48)
CSME 0.51+0.02 0.89+0.05 0.93+0.06 0.87+0.10 1.1740.12 0.53+0.05
(0.47-0.57) (0.79-0.99) (0.85-1.02) (0.76-1.08) (0.97-1.32) (0.47-0.67)
CSMA 0.61+0.04 0.97+0.05 1.02+0.05 1.13+0.11 1.34+0.19 0.63+0.04
(0.55-0.68) (0.87-1.06) (0.98-1.13) (0.92-1.30) (1.12-1.90) (0.58-0.72)
CPME 1.78+0.39 3.05+0.52 2.14+0.63 2.34+0.60 3.92+0.31 1.32+0.06
(1.28-1.55) (1.59-3.68) (1.59-3.74) (1.54-3.62) (3.15-4.25) (1.22-1.45)
CPMA 1.78+0.39 3.37+0.33 3.09+0.54 4.00£0.64 4.57+0.10 2.23+0.25
(1.46-2.31) (2.67-3.75) (2.70-5.57) (2.64-4.77) (4.33-4.71) (1.46-2.49)
NFCA* 9.36+0.67 4.62+0.61 7.70+0.94 7.88+1.18 10.61+1.38 9.42+0.75
(9-11) (4-6) (6-9) (6-10) (9-14) (9-11)
NFCL* 6.45+0.52 3.31+0.60 6.00+0.66 5.38+0.60 7.46-1.19 6.28+0.82
(6-7) (2-4) (5-7) (4-6) (6-9) (5-7)

Numero de espécimes examinados (N). Caracteres: comprimento da folha menor (CFME), comprimento da folha maior
(CFMA), largura da folha menor (LFME), largura da folha maior (LFMA), comprimento da base da folha menor (CBME),
comprimento da folha maior (CBMA\), largura da base da folha menor (LFME), largura da base da folha maior (LFMA), largura
do apice da folha menor (LAME), largura do apice da folha maior (LAMA), comprimento da bainha da folha menor (CBFME),
comprimento da bainha da folha maior (CBFMA), largura da bainha da folha menor (LBFME), largura da bainha da folha
maior (LBFMA), comprimento da flor menor (CFLME), comprimento da flor maior (CFLMA), largura da flor menor
(LFLME), largura da flor maior (LFLMA), comprimento da sépala menor (CSME), comprimento sépala maior (CSMA),
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comprimento da pétala menor (CPME), comprimento da pétala maior (CPMA), nimero de flores na parte apical da
inflorescéncia (NFCA) e nimero de flores na parte lateral da inflorescéncia (NFCL). *Indica medida de quantidade.



102

Tabela 4. Teste de Kruskal-Wallis para 24 caracteres morfoldgicos utilizados na analise morfométrica para individuos de seis
populacdes do complexo de espécie Cryptanthus pickelii (Bromeliaceae).

Caracteres Chi-squared p-value Df
CFME 48.361 2.998¢%° 5
CFMA 30.295 1.29¢°% 5
LFME 35.685 1.098¢06 5
LFMA 51.909 5.631e10 5
CBME 40.158 1.388e07 5
CBMA 25.392 0.000117 5
LBME 31.452 7.626¢06 5
LBMA 52.311 4.658e10 5
LAME 55.114 1.237¢10 5
LAMA 64.553 1.387¢ 12 5

CBFME 41.746 6.63e08 5
CBFMA 58.303 2.724e11 5
LBFME 39.95 1.529¢07 5
LBFMA 33.456 3.059¢% 5
CFLME 70.632 7.568e14 5
CFLMA 68.419 2.185e13 5
LFLME 24.882 0.0001468 5
LFLMA 46.205 8.25e¢°%° 5
CSME 64.328 1.545¢1? 5
CSMA 68.332 2.278e13 5
CPME 68.706 1.904e13 5
CPMA 67.695 3.091e18 5
NFCA 63.375 2.434¢12 5
NFCL 57.942 3.233¢t 5

Caracteres analisados: comprimento da folha menor (CFME), comprimento da folha maior (CFMA), largura da folha menor
(LFME), largura da folha maior (LFMA), comprimento da base da folha menor (CBME), comprimento da folha maior
(CBMA), largura da base da folha menor (LFME), largura da base da folha maior (LFMA), largura do apice da folha menor
(LAME), largura do &pice da folha maior (LAMA), comprimento da bainha da folha menor (CBFME), comprimento da bainha
da folha maior (CBFMA), largura da bainha da folha menor (LBFME), largura da bainha da folha maior (LBFMA),
comprimento da flor menor (CFLME), comprimento da flor maior (CFLMA), largura da flor menor (LFLME), largura da flor
maior (LFLMA), comprimento da sépala menor (CSME), comprimento sépala maior (CSMA), comprimento da pétala menor
(CPME), comprimento da pétala maior (CPMA), nimero de flores na parte apical da inflorescéncia (NFCA) e nimero de flores
na parte lateral da inflorescéncia (NFCL).
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Tabela 5. Comparag@es pareadas usando o teste de Wilcoxon para os caracteres vegetativos de seis popula¢des do complexo

Cryptanthus pickelii.

Caracteres  Populagdo ALD IPO MAM PAR PIR
CFME IPO 0.00754 - - - -
MAM 3.8e% 0.00268 - - -
PAR 6.1e706 0.00076 0.79564 - -
PIR 3.8e% 0.01049 0.12626 0.39982 -
SLM 0.25668 0.06585 3.8e% 8.7¢706 3.8
CFMA IPO 0.55800 - - - -
MAM 0.00236 0.00013 - - -
PAR 0.55800 0.39623 0.00208 - -
PIR 0.90773 0.14192  0.000087  0.14807 -
SLM 0.33368 0.00828 1.5e% 0.00509 0.39623
LFME IPO 0.0015 - - - -
MAM 0.0041 0.0015 - - -
PAR 0.0015 0.0013 0.2897 - -
PIR 0.0015 0.0015 0.2726 0.5343 -
SLM 0.0132 0.0015 0.4207 0.4207 0.4207
LFMA IPO 9.4e05 - - - -
MAM 0.07002 0.00023 - - -
PAR 0.00039 0.13797 0.01895 - -
PIR 0.00014 9.4e0 0.00016 0.00014 -
SLM 0.00186 0.07028 0.07028 0.54325 9.4e05
CBME IPO 0.00710 - - - -
MAM 0.00142 0.00799 - - -
PAR 0.00238 0.0480 0.15811 - -
PIR 0.00799 0.03186 0.14211 100.000 -
SLM 0.72992 0.00238 0.00019 0.00019 0.00019
CBMA IPO 0.04999 - - - -
MAM 0.09412 0.61635 - - -
PAR 0.29543 0.17662 0.29543 - -
PIR 0.17584 0.29543 0.29543 0.61635 -
SLM 0.47424 2,00e"% 0.00015 0.03284 0.00483
LBME IPO 0.00107 - - - -
MAM 8.5e°05 0.00074 - - -
PAR 0.06492 0.28467 0.00011 - -
PIR 0.00306 0.57745 0.00282 0.43203 -
SLM 0.08645 0.45033 .00282 0.84935 0.55553
LBMA IPO 0.00011 - - - -
MAM 0.04355 0.00013 - - -
PAR 0.00044 0.02347 0.02347 - -
PIR 0.00031 0.70927 0.00068 0.17236 -
SLM 0.39215 5.3e% 0.04355 0.00036 0.00010
LAME IPO 7.8e°% - - - -
MAM 0.80467 8.8e’% - - -
PAR 0.00018 0.00037 0.00026 - -
PIR 0.78600 6.4e°0 0.78600 9.2¢'%5 -
SLM 0.78600 6.4e°0 0.78600 8.8e’% 0.92265
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LAMA IPO 3.8e% - - - -
MAM 0.4078 6.5e%° - - -
PAR 2.8e% 0.0013 3.8e% - -
PIR 0.0048 2.8e-05 0.0048 2.8e%® -
SLM 0.4078 2.8e%® 0.7033 2.8e® 0.0048

Populagdo: ALD —Aldeia; IPO — Ipojuca; MAM — Mamanguape; PAR — Paripueira; PIR —Pirambu; SLM — S&o Lourenco da
mata. Caracteres: CFME — Comprimento da folha menor; CFMA — Comprimento da folha maior; LFME — Largura da folha
menor; LFMA — Largura da folha maior; CBME - Comprimento da base da folha menor; CBMA - Comprimento da base da
folha maior; LBME — Largura da base da folha menor; LBMA - Largura da folha maior; LAME — Largura do apice menor;
LAMA - Largura do apice maior. ALD — Populagdo de Aldeia; IPO — Populagdo de Ipojuca; MAM — Populacdo de
Mamanguape; PAR — Populagao de Paripueira; PIR — Populagéo de Pirambu; SLM — Populacéo de S&o Lourengo da mata.



Tabela 6. Comparacdes pareadas usando o teste de Wilcoxon para os caracteres reprodutivos de seis populagdes do

complexo Cryptanthus pickelii.

Caracteres  Populagdo ALD IPO MAM PAR PIR
CBFME IPO 0.00029 - - - -
MAM 0.00036 0.16285 - - -
PAR 7.0e% 0.03699 0.16285 - -
PIR 0.00019 0.28146 0.00043 4.5¢05 -
SLM 0.00117 0.98335 0.26515 0.09983 0.26515
CBFMA IPO 0.00082 - - - -
MAM 0.00026 0.01047 - - -
PAR 4.1 0.00082 0.71863 - -
PIR 0.00011 4.1e% 0.00016 4.1e0% -
SLM 0.00528 0.67739 0.02197 0.00141 4.1e%
LBFME IPO 0.00059 - - - -
MAM 0.12926 0.01806 - - -
PAR 0.15699 0.00098 0.76161 - -
PIR 0.00025 0.96965 0.00490 0.00025 -
SLM 0.18861 0.00127 0.76161 0.96965 0.00025
LBFMA IPO 0.84732 - - - -
MAM 0.27462 0.84732 - - -
PAR 0.24971 0.77943 0.98477 - -
PIR 0.00014 0.00014 0.00018 4.5¢0 -
SLM 0.30282 0.98477 0.98477 0.98477 8.1e%
CFLME IPO 3.3e% - - - -
MAM 0.00017 0.00047 - - -
PAR 2.9e’% 0.00162 0.26888 - -
PIR 7.2e°% 2.9¢’% 9.4 1.8e'% -
SLM 0.11855 1.8e% 7.5e°05 1.8e'% 2.9e%
CFLMA IPO 3.8e% - - - -
MAM 0.00018 0.02007 - - -
PAR 3.3e% 0.00228 0.00528 - -
PIR 8.0e°% 2.7¢% 0.00013 0.00235 -
SLM 0.01063 2.6e05 8.8e’% 2.6e% 3.3e%
LFLME IPO 0.1177 - - - -
MAM 0.0420 0.0089 - - -
PAR 0.0443 0.0083 0.5859 - -
PIR 0.1748 0.0215 0.2017 0.4347 -
SLM 0.9767 0.0860 0.0234 0.0234 0.1575
LFLMA IPO 0.00132 - - - -
MAM 0.32089 0.00096 - - -
PAR 0.80768 0.00030 0.47974 - -
PIR 0.00021 0.13136 0.00023 4.4¢% -
SLM 0.85683 0.00062 0.33037 0.92322 9.0e%
CSME IPO 3.8e% - - - -
MAM 0.00018 0.14413 - - -
PAR 3.4e% 0.38471 0.11452 - -
PIR 7.8e°% 3.4e% 0.00168 7.8e% -
SLM 0.48855 2.6e% 7.8e°% 2.6e% 3.4e%
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CSMA

CPME

CPMA

NFCA

NFCL

IPO
MAM
PAR
PIR
SLM
IPO
MAM
PAR
PIR
SLM
IPO
MAM
PAR
PIR
SLM
IPO
MAM
PAR
PIR
SLM
IPO
MAM
PAR
PIR
SLM

3.8¢%
0.00018
3.3¢%
8.0e%
0.16093
3.9¢%
0.00018
3.5¢%
7.3¢%
0.0263
3.8e’%
0.0002
3.3e%
8.2e%
0.0135
2.9e%
0.00074
0.00192
0.01199
0.97707
3.0e%
0.13771
0.00062
0.04036
0.76314

0.05353
0.00093
2.7¢%
2.6
0.00509
0.00228
7.3¢%
2.5
0.0287
3.3e%
2.8e%
2.6e05
5.6e0%
8.8e706
1.8e%
1.2¢05
3.6e%
8.8e706
1.7¢05
1.5e%

0.06528
0.00017
8.5e05

0.34961
0.00018
7.8e05

0.0071
0.0002
8.7¢°%5

0.81949
0.00023
0.00035

0.04036
0.00628
0.35337
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0.00022 -
2.6e0° 3.3e%

2.5e05 -
2.5e05 3.5e05
0.0041 -
2.6e05 3.3e%
7.3e%5 -

0.00074 0.01199

3.6e05 -
0.00628 0.02709

PopulacGes: ALD —Aldeia; IPO — Ipojuca; MAM — Mamanguape; PAR — Paripueira; PIR —Pirambu; SLM — S&o Lourenco da
mata. Caracteres: CBFME — Comprimento da bréctea floral menor; CBFMA — Comprimento da bractea floral maior; LBFME
— Largura da bractea floral menor; LBFMA — Largura da bractea floral maior; CFLME — Comprimento da flor menor; CFLMA
— Comprimento da flor maior; LFLME — Largura da flor menor; LFLMA — Largura da flor maior; CSME — Comprimento da
sépala menor; CSMA — Comprimento da sépala maior; CPME — Comprimento da pétala menor; CPMA — Comprimento da
pétala maior, NFCA — Numero de flores na parte apical da inflorescéncia; NFCL — NUmero de flores na parte lateral da

inflorescéncia.
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Tabela 7. ComparagBes pareadas usando andlise de variancia multivariada (MANOVASs) com 9999 permutagdes em uma
matriz de distancia sobre os caracteres analisados em seis populaces do complexo Cryptanthus pickelii.

Populagao ALD IPO MAM PAR PIR
IPO 0.00964 - - - —
MAM 0.00050 0.00030 - - -
PAR 0.00164 0.00262 0.00075 - —
PIR 0.00050 0.00030 0.00050 0.00854 —
SLM 0.07910 0.00030 0.00030 0.00050 0.00030

Populagdes: ALD (Aldeia); IPO (Ipojuca); MAM (Mamanguape); PAR (Paripueira); PIR (PIRAMBU) e SLM (S&o Lourengo

da Mata).
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Tabela 8. Caracterizacdo de seis populacdes do Complexo Cryptanthus pickelii através de seis microssatélites
nucleares, incluindo o tamanho das amostras (N), nimero de clones (NC), nimero de alelos (A), nimero de alelos
privados (PA), riqueza alélica (AR), variancia no tamanho do alelo (Var), heterozigosidade observada (Ho),
heterozigosidade esperada (He) e coeficiente de endocruzamento (Fis). Populagdes: Pirambu — Sergipe (PIR-SE);
Paripueira — Alagoas (PAR-AL); Séo Lourengo da Mata — Pernambuco (SLM-PE); Ipojuca — Pernambuco (IPO-
PE); Aldeia — Pernambuco (ALD-PE); Mamanguape — Paraiba (MAM-PB).

Populactes N NC A PA AR Var Ho He Fis

PIR-SE 20 3 17 1 2,799 20,225 0,369 0,495 0.260
PAR-AL 20 5 14 1 2,663 14,346 0,684 0,513 -0.355*
SLM-PE 20 9 17 1 2,833 9,078 0,657 0,498 -0.352*
IPO-PE 20 7 14 1 2,293 9,932 0,730 0,440 -0.729*
ALD-PE 20 1 19 0 2,863 37,904 0,506 0,446 -0.233*
MAM-PB 20 1 14 0 2,484 1,660 0,737 0,543 -0.381*

Total/Média 120 26 11,5 0,666 2,822 15,524 0,613 0,489 -0,348

*Desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (P < 0.05, = 0.00139).
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Tabela 9. Estimativa de fluxo génico com base no nimero efetivo de migrantes (Nem) para pares de subpopulacéo
do complexo Cryptanthus pickelii, estimado conforme Beerli & Felsenstein (1999) no software MIGRATE v.3.0.3.

Par de subpopulacéo 4Nm_21 4Nm_12 Nem 21 Nem_12
PIR-SE1/PAR-AL2 0.392 1.224 0.098 0. 306
PIR-SE1 / SLM-PE2 0.257 1.122 0.064 0.280
PIR-SE1/ IPO-PE2 0.066 0.026 0.016 0.006
PIR-SE1 / ALD-PE2 0.221 0.793 0.055 0.198
PIR-SE1/ MAM-PB2 0.125 0.503 0.031 0.125
PAR-AL1/SLM-PE2 0.146 0.313 0.036 0.078
PAR-AL1/IPO-PE2 0.163 0.031 0.040 0.007
PAR-AL1/ALD-PE2 0.120 0.255 0.030 0.063
PAR-AL1/ MAM-PB2 0.245 9.36e-014 0.061 2.34e-014
SLM-PE1/ IPO-PE2 0.525 0.073 0.131 0.018
SLM-PE1/ ALD-PE2 0.025 0.181 0.006 0.045
SLM-PE1/ MAM-PB2 1.127 1.597 0.281 0.399
IPO-PE1/ ALD-PE2 0.129 0.169 0.032 0.042
IPO-PE1/ MAM-PB2 0.772 0.530 0.193 0.132
ALD-PE1/MAM-PB2 0.974 0.166 0.243 0.060

Populagdes: Pirambu — Sergipe (PIR-SE), Paripueira — Alagoas (PAR-AL), S&o Lourenco da Mata - Pernambuco
(SLM-PE), Ipojuca — Pernambuco (IPO-PE), Aldeia — Pernambuco (ALD-PE), Mamanguape — Paraiba (MAM-
PB).
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Tabela 10. Analise de variancia molecular (AMOVA) para microssatélites nucleares usados no complexo

Cryptanthus pickelii.

Fonte de variagéo Soma dos Componentes de Porcentagem de Estatistica Valor de
quadrados variacao variacéo F P
Entre grupos - Fcr 32.640 0.19707 11.87159 0.11872 0.03812
Entre populac@es dentro dos 27.403 0.40036 24.11725 0.27366 0.00000
grupos - Fsc
Dentro das populagdes - Fst 124.615 1.06262 64.01116 0.35989 0.00000
Total 184.658 1.66005 100.000 - -




MATERIAL COMPLEMENTAR

Tabela 11. Valor de K estimado para 20 repeticdes em analise de estrutura genética de microssatélites nucleares
para seis populacdes do complexo Cryptanthus pickelii, de acordo com o método proposto por Evanno et al.
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2005).

: K )Reps Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) |ILn""(K)| Delta K
1 20 -825.800000 0.472396 — — —
2 20 -697.640000 1.008595 128.160000 41.375000 41.022427
3 20 -60.855000 0.361976 86.785000 57.625000  159.195825*
4 20 -581.695000 2.242760 29.160000 2.105000 0.938576
5 20 -550.430000 8.686778 31.265000 20.770000 2.390990
6 20 -539.935000 3.779623 10.495000 43.425000 11.489240
7 20 -572.865000 8.365108 -32.930000 14.145000 1.690953
8 20 -619.940000 35.354616 -47.075000 23.955000 0.677564
9 20 -690.970000 34.084324 -71.030000 39.138095 1.148273

10 21 -722.861905 46.060574 -31.891905 — —

NUmero de agrupamentos (K). Nimero de repeticdes realizadas para cada valor de K (Reps). *Indica melhor valor
de K (K=3). Média dos valores de log-verossimilhanga natural para cada valor de K (Mean LnP(K)). Desvio padrao
dos valores de log-verossimilhanga natural para cada valor de K (Stdev LnP(K)). Derivada do log-verossimilhanga
natural em relacdo a K (Ln'(K)). Valor absoluto da segunda derivada do log-verossimilhanga natural em relagéo a
K (Ln"(K)|). Valor do Delta K, calculado como a diferenca entre os valores de Ln'(K) ponderados pelo desvio
padréo Stdev LnP(K) (Delta K). *Indica melhor valor de K (K=3).
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Tabela 12. Média das proporcdes dos grupos genéticos (coeficiente de membership) para as seis populacfes do
complexo Cryptanthus pickelii.

Populacdes K1 K2 K3
PIR-SE 0.388 0.262 0.350
PAR-AL 0.395 0.255 0.350
SLM-PE 0.348 0.301 0.258
IPO-PE 0.397 0.301 0.300
ALD-PE 0.343 0.340 0.316
MAM-PE 0.212 0.438 0.348

Populagdes: Pirambu - Sergipe (PIR-SE); Paripueira - Alagoas (PAR-AL); Sdo Lourengo da Mata - Pernambuco
(SLM-PE); Ipojuca - Pernambuco (IPO-PE); Mamanguape - Paraiba (MAM-PB).
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CONCLUSOES

Este estudo demonstrou a eficiéncia da amplificacdo cruzada dos marcadores
microssatélites nucleares (SSR) desenvolvidos originalmente para outras espécies de
Bromeliaceae e testadas no complexo Cryptanthus pickelii.

As variaveis vegetativas e reprodutivas selecionadas neste trabalho foram Uteis para
identificar as similaridades e diferencas entre as populagdes amostradas.

A andlise multivariada indicou quatro morfotipos distintos, apresentando
descontinuidades entre as populacdes que eram consideradas como Cryptanthus
alagoanus.

A estrutura genética do complexo foi dividida em trés agrupamentos mais provaveis.
Os resultados obtidos confirmam que Cryptanthus alagoanus e C. pirambuensis séo
sindnimos, representando uma mesma espécie.

Este estudo apresentou o primeiro registro de ocorréncia de C. pickelii no estado da
Paraiba.

Foi observado que a populacdo de Ipojuca, em Pernambuco, estd em processo de
especiacdo hibrida com C. zonatus.

Com base nessas descobertas, é recomendado que medidas sejam tomadas para garantir
a conservacdo dessas espécies. Isso inclui a implementacdo de uma fiscalizacao efetiva
nas unidades de conservacdo ja existentes, bem como a implantacdo de duas unidades
de conservacdo na populacdo de Ipojuca - Pernambuco, e na populacdo de Pirambu -

Sergipe.
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