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SHEU, Yumi. A influéncia de fatores histéricos na distribuicdo e
diversificagao de Pitcairnia azouryi (Bromeliaceae) restrita a inselbergs da
Floresta Atlantica. 2020. 105p. Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento/

Biotecnologia). Universidade Federal do Espirito Santo, ES.

RESUMO

A Filogeografia investiga os processos evolutivos que governam a distribuicdo
das espécies em escala espacial e temporal. Inumeros estudos utilizam
abordagens filogeograficas para entender a diversificagcdo das espécies no
contexto de regides com elevada diversidade genética. A regido Neotropical
abriga diferentes dominios fitogeograficos, como a Floresta Atlantica. Nesse
contexto, os inselbergs destacam-se pela heterogeneidade vegetacional e
estrutural que apresentam na Floresta Atlantica. Devido a sua natureza
geografica disjunta, os inselbergs sao comparados as ilhas oceanicas e exibem
elevado grau de isolamento ecolégico e grande endemismo de espécies.
Realizamos uma analise baseada em dados filogeograficos e populacionais
integrados para investigar a diversificagcdo de sete populagdes naturais de
Pitcairnia azouryi (Bromeliaceae) restrita aos inselbergs da Floresta Atlantica e
como estas se relacionam a fatores historicos evolutivos. Estimou-se uma arvore
coalescente utilizando cinco marcadores cloroplastidiais (cpDNA) e recuperou-
se a populacao Pedra Lisa (Rio de Janeiro) como a mais basal no Pleistoceno
do Quaternario. Sugerimos um papel importante das flutuagdes climaticas no
inicio do Pleistoceno na diversificagdo dos dois agrupamentos de P. azouryi.
Nossos resultados mostraram baixa diversidade genética dentro das populagdes
de P. azouryi e alta estrutura genética populacional, indicando fluxo génico
limitado entre afloramentos rochosos. Todas as populagdes sao prioritarias a
conservar o patriménio genético, uma vez que conferiram haplétipos singulares.
Este estudo apontou o papel dos eventos histéricos e de deriva genética via
stepping stones nas trajetorias evolutivas desta espécie ameagada e de
ocorréncia restrita a sete inselbergs da Floresta Atlantica.

Palavras-chave: bromélias, Pitcarnioideae, Pitcarnia, especiagao, deriva
genética



SHEU, Yumi. The influence of historical factors on the distribution and
diversification of Pitcairnia azouryi (Bromeliaceae) restricts inselbergs in
the Atlantic Forest. 2020. 105p. Thesis (Doctorate in Genetics and
Breeding/Biotechnology). Federal University of Espirito Santo, ES.

ABSTRACT

Phylogeography investigates the evolutionary processes that govern the
distribution of species on a spatial and temporal scale. Countless studies use
phylogeographic approaches to understand the diversification of species in the
context of regions with high genetic diversity. The Neotropical region is home to
different phytogeographic domains, such as the Atlantic Forest. In this context,
inselbergs stand out for their structural and structural heterogeneity in the Atlantic
Forest. Due to their disjunct geographic nature, inselbergs are compared to
oceanic islands and exhibit a high degree of ecological isolation and great
endemism of species. We conducted an analysis based on integrated
phylogeographic and population data to investigate the diversification of seven
natural populations of Pitcairnia azouryi (Bromeliaceae) restricted to the
inselbergs of the Atlantic Forest and how they relate to evolutionary historical
factors. A coalescing tree was estimated using five chloroplast markers (CcpDNA)
and the Pedra Lisa population (Rio de Janeiro) was recovered as the most basal
in the Quaternary Pleistocene. We suggest an important role for climatic
fluctuations at the beginning of the Pleistocene in the diversification of the two
groups of P. azouryi. Our results showed low genetic diversity within the
populations of P. azouryi and high population genetic structure, indicating limited
gene flow between rocky outcrops. All populations are a priority to conserve
genetic heritage, since they have conferred unique haplotypes. This study
pointed out the role of historical events and genetic drift via stepping stones in
the evolutionary trajectories of this threatened species and restricted to seven
inselbergs in the Atlantic Forest.

Keywords: bromeliads, Pitcarnioideae, Pitcarnia, speciation, genetic drift
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1. INTRODUGAO

Os inselbergs sédo afloramentos rochosos caracterizados muitas vezes
como ilhas biogeograficas que conferem graus de isolamento geografico
diferenciados as espécies de plantas que os habitam (POREMBSKI et al., 2000;
BARBARA et al., 2007; PALMA-SILVA et al., 2011). O grau desse isolamento
pode afetar de maneira significativa a diversidade genética das espécies
(WRIGHT, 1943), impactando principalmente as espécies de ocorréncia restrita
a estas ambientes.

Pitcairnia azouryi Martinelli & Forzza é uma espécie de Bromeliaceae
restrita a inselbergs da regido sudeste do Brasil (MANHAES et al., 2016). Um
estudo genético realizado com a totalidade de populagdes conhecidas a época
para a espécie (MANHAES et al., 2019) revelou que a populagédo de um dos
extremos da distribuicdo geografica da espécie era a mais divergente segundo
as estimativas de estruturacao populacional. No entanto, como os autores nao
abordaram aspectos evolutivos em uma escala historica temporal, o
entendimento sobre quais processos evolutivos poderiam estar atuantes e como
as forgas evolutivas dirigiram os padrbes de diversidade genética encontrados
nao foram respondidos.

Este trabalho faz uso de uma abordagem evolutiva integrativa para
investigar o papel dos fatores histéricos e populacionais de P. azouryi.
Inicialmente é apresentada a contextualizagao tedrica com aspectos basicos do
tema através de uma revisdo bibliografica meticulosa. Em um segundo
momento, é apresentado o estudo que buscou investigar a dindmica histérica
evolutiva de P. zouryi, com base na estimativa dos tempos de divergéncia entre

as populagdes e analises populacionais, esperamos responder as seguintes



questdes: 1) Quais os mecanismos evolutivos envolvidos na diversificagdo de P.
azouryi com base nos padrdes filogeograficos das populagdes encontrados?, 2)
Os padrbes estdo em consonancia com os trabalhos anteriores com plantas
residentes de inselbergs? e por fim, ¢) Qual a relagao das flutuagdes climaticas

do Quaternario na diversificagdo das populag¢des de P. azouryi?

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Filogeografia - um ramo da Biogeografia

Um dos propdsitos mais elementares da biogeografia é estudar os
padroes de distribuicdo das espécies. Esses padroes podem ser observados em
multiplas escalas temporais em relagdo aos parametros geograficos e processos
ecologicos que podem ter impulsionado ao padrédo atual de distribuicdo dos
mesmos (LOMOLINO, 2005).

A Filogeografia € um ramo da biogeografia que estuda os principios e os
processos que governam a distribuicdo de espécies geneticamente relacionadas
em uma escala espacial e temporal (AVISE, 2000). Os estudos filogeograficos
utilizam atualmente uma abordagem multilocos que associa os dados de
filogenia aos padrdes de distribuicdo das espécies, a fim de reconstruir a histéria
evolutiva de linhagens genealégicas no tempo e espaco (AVISE, 2009;
HICKERSON et al., 2011). Este tipo de estudo € importante, pois torna possivel
avaliar processos evolutivos que possam ter resultado na estruturacio
populacional das espécies estudadas (AVISE, 2009).

Em contextos evolutivos, modelos de nicho ecoldgico (ENMs - Ecological

niche models) também tém sido aliados com sucesso a filogeografia, permitindo



identificar areas de estabilidade ambiental e potenciais implicagcdes para a
diversidade de espécies e diversidade genética (CARNAVAL et al., 2009;
GRAHAM et al., 2010; WERNECK et al., 2012a), contribuindo para delimitagdes
de espécies (RAXWORTHY et al., 2007; RISSLER, APODACA 2007), para
suportar cenarios demograficos. Outras implicagdes praticas desses estudos
estdo dentro de contextos ecoldgicos e evolutivos, principalmente fornecendo

informacdes valorosas sobre os diferentes processos de diversificacdo da biota.

2.2.Floresta Atlantica: aspectos gerais e de biodiversidade

O continente sul-americano abriga uma das regides de maior
megadiversidade do planeta, a Floresta Atlantica, a qual originalmente cobria
uma area de 1.315.460 km? e, atualmente, esta reduzida em aproximadamente
7-33% de sua area original (MYERS et al.,, 2000; RIBEIRO et al., 2009;
REZENDE et al., 2018). Estende-se continuamente na porg¢ao leste do territorio
brasileiro, incluindo ainda Misiones na Argentina e o leste do Paraguai
(GALINDO-LEAL, CAMARA 2005). Além disso, é circundada pela diagonal seca
da América do Sul (composta pelas areas abertas da Caatinga, Cerrado e
Chaco) configurando uma ilha florestal isolada na porgéo leste do continente sul
Americano (AB’SABER, 1977).

A biota da Floresta Atlantica engloba entre 1 a 8% de toda biodiversidade
do planeta (SILVA, CASTELETI, 2005). O elevado numero de espécies
endémicas e a diversidade de plantas vasculares indica que este dominio
fitogeografico figura dentre aqueles que apresentam as mais altas do mundo
(MARTINELLI et al., 2008). Entre os géneros de angiospermas, 159 séao

endémicos da Floresta Atlantica e aproximadamente metade desses séao



monotipicos (STEHMANN et al., 2009). Ademais, alguns grupos de
angiospermas apresentam grande representatividade neste dominio, como por
exemplo a familia Bromeliaceae (MARTINELLI et al., 2008; BFG, 2020).

A Floresta Atlantica € composta por diferentes formacgdes florestais, tais
como: Floresta Ombrdfila Densa, Floresta Ombrdfila Aberta, Floresta Ombrofila
Mista, Floresta Estacional Decidual, Floresta Estacional Semidecidual, além de
ecossistemas associados tais como as Formagdes Pioneiras (restingas),
manguezais e os reflugios vegetacionais ou Campos de Altitudes (IBGE, 2012).

As diferentes fitofisionomias conferem ampla heterogeneidade, a qual é
traduzida em uma alta biodiversidade (CNRBMA, 2020). E constituida por
regides arenosas ao nivel do mar, assim como por areas emersas em manchas
de campos de altitude, sendo frequentemente encontrados acima de 2000 m
(SAFFORD 1999, 2007).

No entanto, a despeito da conservagéo, esse dominio fitogeografico tem
sido drasticamente reduzido a fragmentos cada vez mais esparsos, uma vez que
a pecuaria e agricultura atingiram toda a extensao florestal (MARTINELLI et al.,
2008; MITTERMEIER et al., 2011). O avango antropico sobre a area florestal
ocorre conforme interesses econdémicos e devido a expansao urbana, o que pode
acarretar maior pressao sobre fitofisionomias especificas que se encontram
nestas areas. Por ser uma das florestas mais ameacadas do mundo, a perda da
biodiversidade pode trazer consequéncias diretas, tais como erosao genética,
perda de ecossistemas, de populagdes e processos evolutivos fundamentais que
fazem a manutencdo da biodiversidade (GALINDO-LEAL, CAMARA 2005).

Assim, € de suma importancia a delimitacdo de areas prioritarias para a



conservagao (MARTINELLI et al., 2008; MYERS et al., 2000; MITTERMEIER et
al., 2011).

A grande heterogeneidade observada pode ser explicada pelas variagdes
dos gradientes latitudinal (de 5°S a 30°S) e altitudinal (ao nivel do mar a cerca
de 1700m) presentes (D’HORTA et al., 2011). Dessa forma, a heterogeneidade
ambiental e o isolamento podem ter sido fatores preponderantes para a grande
variedade de espécies endémicas encontradas dentro do cenario de regides
megadiversas (MYERS et al., 2000).

O entendimento da megadiversidade na regido tropical difere na eleicéo
do mecanismo causador dos processos de especiagdo (COX, MOORE, 2010;
PIANKA, 1966). Alguns autores defendem que a instabilidade dessa regido (na
qual incluem-se as Florestas tropicais pluviais) € a principal causa da
megadiversidade, como por exemplo, a ocorréncia de importantes eventos
tectdnicos (RIBEIRO, 2006; SAADI, 1993). Acredita-se, ainda, que constantes
disturbios locais nas comunidades e ecossistemas (CONNELL, 1978) possam
ter levado a separacéo e diferenciagdo das linhagens e do nicho ecoldgico,
resultando em especiagao. Por outro lado, outros autores argumentam que a
estabilidade da regido tropical associada a um clima tropical caracteristico com
regimes de precipitacdo anual alta e poucas variagbes sazonais influenciou no
surgimento de regides megadiversas (D’HORTA et al., 2011). Um dos fatores
preponderantes para este cenario pode ser devido as flutuagcdes climaticas no
Quaternario, no qual as regides tropicais podem ter sofrido perturbagcées em
menores escalas quando comparadas as regides temperadas e menores

variagbes de temperatura e precipitagdo anuais (MONTAGNINI, JORDAN,



2005), ou seja, tanto a flora quanto a fauna teriam mais tempo para se
diversificarem.

Por serem regides geologicamente mais antigas, as espécies tropicais
foram acumulando pequenas adaptacdes que levaram aos inUmeros processos
de especiagdo apds determinado periodo (PIANKA, 1966) resultando no
crescimento das taxas de mutacéao e selegao, provocando o surgimento de novas
espécies de forma mais acelerada.

Em suma, o fenbmeno da megadiversidade nas florestas tropicais
impulsionou a criagdo de inumeras hipoteses que tentam explicar a
diversificagdo e riqueza das linhagens, seja relacionada a estabilidade ou a
instabilidade. No entanto, Huggett (2004) explica que apenas um Unico processo
nao é capaz de explicar a origem da megadiversidade dos trépicos, pois os
organismos podem responder de forma diferenciada. Para tanto, abordagens
utilizadas em ecologia evolutiva e biogeografia molecular podem auxiliar na
compreensao dos diferentes processos de diversificagao responsaveis por gerar
variagoes de riqueza de espécies em multiplas escalas espaciais e temporais

(RABOSKY, 2013).

2.3.Inselbergs: aspectos gerais e evolutivos

Os inselbergs sao definidos como afloramentos rochosos graniticos ou
gnaissico, isolados, originados de elementos da paisagem do pré-crambiano
sobre escudos continentais cristalinos (POREMBSKI et al., 2010). Estas
formagdes rochosas destacam-se pela heterogeneidade vegetacional e

estrutural que apresentam na Floresta Atlantica. Apresentam condi¢des



ambientais extremas, como altas temperaturas, solos pouco desenvolvidos ou
ausentes e baixa retengcédo de agua e exposigéo a ventos fortes (POREMBSKI,
BARTHLOTT, 2000; DE PAULA et al., 2016; COUTO et al., 2017). Esses filtros
ambientais condicionaram a formacdo de uma flora rica e endémica, muito
distinta da vegetagdo circundante com predominancia de espécies xéricas
(POREMBSKI, 2007). Por causa de sua natureza geografica disjunta, os
inselbergs sao frequentemente comparados as ilhas oceanicas, ja que a maioria
deles exibe um forte isolamento ecolégico marcado por area circundante
(POREMBSKI et al., 2000; BURKE, 2003).

De acordo com Safford e Martinelli (2000), os inselbergs englobam toda a
costa leste do Brasil, inseridos desde o semiarido nordestino até os altiplanos
nebulares do Rio Grande do Sul. Muito embora esses afloramentos em sua
maioria graniticos sejam comuns nas paisagens brasileiras, estudos acerca da
flora e seus aspectos histéricos sdo ainda incipientes diante de sua importancia
(PALMA-SILVA et al., 2011; HMELJEVSKI et al., 2017; DE PAULA et al., 2017).
Desta forma, investiga¢des sobre a historia evolutiva, sistematica e ecologia séo
fundamentais para auxiliar no entendimento da diversificagao frente a respostas
a flutuagdes climaticas pretéritas.

No territério brasileiro, a maior concentragéo de inselbergs esta na regiao
nordeste, no dominio da Caatinga (AB'SABER, 1967), ainda que exista uma
grande concentragdo desses afloramentos rochosos comtemplada dentro da
Mata Atlantica, na regido sudeste, principalmente nos estados do Espirito Santo,
Minas Gerais e Rio de Janeiro (DE PAULA et al., 2016). A regido sudeste, no

entanto, € considerada um dos trés hotspots mundiais de diversidade de plantas



em inselberg, juntamente com Madagascar e sudoeste da Australia
(POREMBSKI, 2007).

A grande maioria dos inselbergs que emergem no sudeste do Brasil,
localizam-se entre os Estados do Rio de Janeiro (RJ), Espirito Santo (ES), em
partes do sul da Bahia, sudeste de Minas Gerais (MG) e em algumas regides do
estado de Sao Paulo (SP) (referéncia). O conjunto de caracteristicas unicas,
associados a uma biota dindmica e variavel resultou nas grandes diferencas
observadas nos inselbergs do sudeste brasileiro (SAFFORD, MARTINELLI,
2000). Essa regiao central compreende uma fitogeografia especifica da Floresta
Atlantica e, recentemente, baseada na flora amplamente diversificada da familia
Bromeliaceae foi denominada como “Sugar Loaf Land” (DE PAULA et al., 2016;
2020). Para estes inselbergs, foram listados registradas 548 espécies de plantas
vasculares, atribuidas a 69 familias e 212 géneros, com predominio das familias
Bromeliaceae, Orchidaceae e Asteraceae (DE PAULA et al., 2020). Entre as
Bromeliaceae, os géneros Alcantarea, Orthophytum, Pitcairnia, Stigmatodon e
Tillandsia dominam a paisagem de inselbergs no Brasil (de PAULA et al., 2016;
2020).

Entre os levantamentos floristicos realizados por Porembski e Barthlott
(2000), foram contabilizadas 57 familias e 3.500 espécies de angiospermas nos
inselbergs. Destas familias, destacam-se pelas caracteristicas epifitas e de
adaptacao, Orchidaceae e Bromeliaceae, sendo essa ultima contendo géneros
(Alcantarea, Encholirium, Orthophytum, Pitcairnia, Tillandsia e Vriesea) que
dominam a paisagem de inselbergs no Brasil (DE PAULA et al., 2016).

Algumas investigacdes sobre a histdria evolutiva de algumas espécies de

bromélias demonstraram um reduzido fluxo génico intraespecifico entre



inselbergs, caracterizando-as como ilhas e elevado grau de isolamento ecolégico
(BARBARA et al., 2007; PALMA-SILVA et al., 2011; HMELJEVSKI et al., 2017;
MOTA et al., 2020). Sabe-se que a interrupg¢ao ao fluxo génico esta associada,
entre outros fatores, ao tamanho de area habitada por espécie em comparacao
com a distancia de migragao dos individuos, promovendo um isolamento por
distancia ou geografico (WRIGHT, 1943). O modelo stepping stone (isolamento
por distancia), considera que o grau de isolamento pode interferir de maneira
significativa na diferenciagcao genética, uma vez que populagdes conferem uma
reducdo gradual na similaridade genética devido ao aumento da distancia
geografica e restricdo da dispersao (KIMURA, WEISS, 1964; HELLBERG et al.,
2002). Dessa forma, as estimativas de fluxo génico para populagbes sofrendo
processos de stepping stone, serdo altas em populagdes mais proximas e
reduzidas nas mais distantes (HELLBERG et al., 2002).

O endemismo registrado nos inselbergs reflete uma evolugdo mais antiga e
longa, com evidéncias paleobotanicas, sugerindo que afloramentos rochosos
cobriram os cumes das montanhas do sudeste do Brasil desde o Pleistoceno
(BEHLING, 1997; SAFFORD, 1999). Alguns autores também defendem que
inselbergs podem ter atuado como refugio para espécies xerofilas ou adaptadas
ao frio durante ciclos glaciais, no Pleistoceno do Quaternario (SPEZIALE,
EZCURRA, 2012; SCARANO, 2002). Quando um clima mais seco favoreceu a
expansao das espécies adaptadas a tal condigdo no leste do Brasil (BEHLING,
2002; LEDRU et al., 2007; CARNAVAL, MORITZ, 2008). Por outro lado, durante
os periodos interglaciais, no Pleistoceno do Quaternario, ocorreram expansdes
das florestas umidas e retracéo da vegetacgao xérica, que permaneceu em topos

de morros de elevadas altitudes, onde as condi¢gdes edafoclimaticas ndo eram



propicias para o desenvolvimento de fisionomias florestais, formando os campos
de altitude e os chamados inselbergs (BEHLING, 2002).

Safford e Martinelli (2000) listam quatro razdes que podem refletir no grande
numero de espécies registradas nos inselbergs do Brasil: 1) sucessivos ciclos de
expansao e contragao vegetacional (e consequentemente a sua flora rupicola)
em resposta a flutuagbes climaticas glaciais durante o Pleistoceno, no
Quaternario, que favoreceu a diversificacdo por especiacdo alopatrica. Somado
aisso, as savanas Sul-Americanas teriam atingido sua extensdo maxima durante
o Ultimo Méaximo Glacial (UMG), com conexdes entre blocos savanicos
localizados ao norte e ao sul da Amazénia (WEBB, 1991); 2) a variagdo do
gradiente altitudinal do Sudeste Brasileiro levando a uma heterogeneidade
ambiental entre inselbergs préximos, cujas diferengas unicas pode acarretar
divergéncia genética dentro de espécies; 3) prevaléncia das familias
Bromeliaceae e Velloziaceae, as quais sdo formadas em parte por taxons
capazes de alterar facultativamente de habitats epifitos para rupicolas e
saxicolas; e por fim 4) a predominéancia de encostas estéreis, favorecendo assim,

uma multiplicidade de locais para colonizacio e evolucéao local.

2.4. Explicando a diversificagdo da biota por hipoteses biogeograficas

A elevada diversidade biolégica no contexto da biogeografia, observada
em regides tropicais, € um fator atuante para investigagdes sobre quais os
processos historicos e evolutivos podem estar envolvidos em originar e manter
a diversidade da biota. Estudos filogeograficos, paleoclimaticos e geoldgicos
abarcam multiplas metodologias que, até entdo, ndo possibilitavam quantificar

de maneira satisfatéria e robusta essa diversidade. Existem diferentes hipoteses
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debatidas na literatura (a exemplo, barreiras riverinas, hipoteses de refugios,
gradientes ecoldgicos) capazes de explicar 0s possiveis processos responsaveis
por gerar padrdes de diversidade vistos atualmente. Porém, destaca-se ainda,
que a diversificacdo das espécies no Neotropico ndo pode ser explicada por
apenas um unico modelo de vicariancia ou de mudangas ambientais (HOORN et
al., 2010). E a biodiversidade da Floresta Atlantica parece ser moldada em uma
histéria complexa envolvendo ndo somente uma hipétese de diversificacao
(CARNAVAL et al., 2009; D’ HORTA et al., 2011). Todas as hipoteses sugeridas
foram revisadas dentro de um contexto coalescente por Leite e Rogers (2013),
onde estes sugerem novas perspectivas filogenéticas, através de padrdes

genéticos para a analise das hipéteses de diversificagao.

2.4.1. Barreiras riverinas

Uma hipotese bastante conhecida € a “barreiras de rios”, proposta
inicialmente por Wallace (1852), sugerindo que a geracao da diversidade das
espécies ocorreu apds surgimento dos grandes rios como barreiras vicariantes
(barreiras geograficas primarias) durante o Mioceno tardio (Figura 2). Muitos
estudos tém confirmado essa hipotese para uma gama de grupos taxonémicos,
a exemplo da diversificagdo de primatas do género Callithrix (ROOSMALEN et
al., 1998) e Saguinus (PERES et al., 1996), além de aves de diversas familias
(CLUTTON-BROCK, 1992; HAFFER, 1992; RIBAS et al., 2012; FERNANDES et
al., 2012; FERNANDES et al., 2014). Ribas et al. (2012), revelaram através de
modelos biogeograficos e datacdo molecular a influéncia do surgimento dos
grandes rios Amazbnicos na especiagdo no género de aves Psophia,

destacando a importancia de estimativas de tempos de divergéncia genética
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para estudos que envolvem biogeografia e especiacdo. Além disso,
morfoestruturas como cadeias montanhosas (CHAPMAN, 1917; KATTAN et al.,
2016) podem atuar também como barreiras primarias, impedido o fluxo génico
entre as populagdes, permitindo a diferenciagdo e, consequentemente,
diversificagao da biota (PATTON et al., 1994; CABANNE et al., 2008).

Dentro do contexto da Floresta Atlantica, foram verificadas evidéncias de
contribuicdo dos rios atuando como barreiras ao fluxo génico entre linhagens
geneticamente diferentes, a exemplo do rio Doce (MARTINS, 2011), o rio S&o
Francisco (CABANNE et al., 2008), o rio Paranapanema (PIRES et al., 2011) e
o rio Jequitinhonha (BATALHA-FILHO, 2012). Ribeiro (2006) utilizou analises
biogeograficas e inferiu uma datagdo mais antiga para o rio Doce, em relagao as
divergéncias encontradas, sendo um possivel caso de barreira secundaria e,
ainda, é considerado um local de quebra genética em diversos organismos que
ocorrem do norte ao sul das margens (COSTA, 2003, FOUQUET et al., 2012).
Ademais, as regides norte e sul diferenciam quanto a sua composigao floristicas

em relacdo a taxons restritos a cada margem oposta (CARNAVAL et al., 2014).

2.4.2. Hipdtese de refugios

Hipoteses como a dos refugios Pleistocénicos proposta por Haffer (1969)
implicam que as espécies se diversificaram por especiacao alopatrica, devido a
sucessivos ciclos de expansao e contragcédo vegetacional em resposta aos ciclos
climaticos glaciais durante o Pleistoceno, nos quais as savanas Sul-Americanas
teriam atingido sua extensdao maxima durante o UMG, com conexdes entre
blocos savanicos localizados ao norte e ao sul da Amazénia (WEBB, 1991)
(Figura 1).
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Essencialmente, a floresta se contraiu em fragmentos (refugios), em
periodos muito secos e frios do UMG, ocasionando uma reducdo e a
fragmentagao das populagcbes das espécies associadas com a vegetagcédo por
isolamento genético. Contrariamente, as savanas se expandiam nesse mesmo
periodo. Ja no periodo Ultimo Maximo Interglacial (UMI), quando o clima era
mais umido, as florestas se expandiam através de um contato secundario entre

as populagoes.

Figura 1. Teoria de Refugios Pleistocenos proposto por Haffer (1969) ao longo das
flutuagdes climaticas. Regibes cinzas significam as areas ocupadas por florestas tropicais;
regides brancas marcam a ocupacao dos blocos savanicos. Seta azul: demonstra a escala
temporal de redugéo da Floresta Atlantica em refugios quando o clima estava mais seco e frio
do Pleistoceno; Seta vermelha: demonstra a escala temporal de expansao dos refugios florestais

quando o clima retornou como mais quente e umido no mesmo periodo.

Além disso, Carnaval e Moritz (2008), reconhecem regides de alta
adequabilidade (a regido norte, ao norte do Rio Sao Francisco e a regiao central,
entre os Rios Sdo Francisco e o Doce), ou seja, as florestas mantiveram-se
umidas e estaveis, constituindo-se refugios florestais no UMI. Porém, muito se
tem debatido sobre a validacido dessa teoria, pois uma série de trabalhos
(COLINVAUX et al., 2000; MAYLE et al., 2004; WERNECK et al., 2012b) n&o

indicam que o UGM foi caracterizado por ampla distribuicdo de savanas.
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2.4.3. Hipdtese de gradientes ecoldgicos

A hipétese de gradientes ecoldgicos propde que espécies teriam se
diferenciado ao longo de mudangas ambientais, em um gradiente ecoldgico na
qual promove selegcdo divergente, mesmo na presenga de fluxo génico
(ENDLER, 1977).

Segundo essa hipétese, as areas de transigdo ecoldgica seriam pontos
de encontro entre taxons irmaos ou outros grupos genéticos (LARA et al., 2005).
Apesar de, nesse contexto, ndo haver isolamento fisico (vicaridncia) ao fluxo
génico, as populagdes teriam se adaptado as caracteristicas seletivas de um
ambiente razoavelmente uniforme, que varia em clina, levando a especiacao

parapatrica (ENDLER, 1982).

2.5.A familia Bromeliaceae

Dentre as familias de plantas com grande representatividade nos
inselbergs, destaca-se a Bromeliaceae (De PAULA et al., 2016, 2020; FRAGA et
al., 2019; COUTO et al., 2017). Essa familia configura entre as dez familias de
angiospermas com maior riqueza de taxons para a flora brasileira (MARTINELLI
et al., 2008; FRAGA et al., 2019; BFG 2020), abrigando aproximadamente 77
géneros e 3630 espécies (GOUDA, BUTCHER & GOUDA, continuamente
atualizado) distribuidas quase que exclusivamente no Neotropico (SMITH,
DOWNS 1974; GIVNISH et al., 2011). Sdo reconhecidos para a familia trés
grandes centros de diversidade: a Floresta Atlantica Brasileira; as encostas
andinas do Peru, Coldbmbia e Equador; México e América Central (SMITH,

DOWNS, 1974; ZIZKA et al., 2009). A unica excegao ao padrao de distribuicao
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exclusivamente americana € a espécie Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms &
Mildbr, localizada na regido da costa da Guiné, na Africa Ocidental (BEZING,
2000, COSTA, 2002; BFG, 2020).

Os representantes de Bromeliaceae apresentam uma plasticidade
fenotipica das mais variadas formas, desenvolvendo-se bem nos mais diferentes
ambientes, e em quase todos os ecossistemas americanos. Isso engloba desde
areas ao nivel do mar até locais com grandes altitudes (com cerca de 4.000 m),
regides com temperaturas elevadas e lugares com a temperatura proxima de
zero, como 0s cumes das serras (SMITH, DOWNS, 1974; 1979). Por exemplo,
as bromélias xeromorficas do género Tillandsia detém caracteristicas
particulares resistentes a seca, tais como, densa camada de tricomas peltados
nas folhas (MALES, GRIFFTHS, 2017).

Estima-se que cerca de 50% das espécies e 73% dos géneros de
bromélias ocorram em todo o territério brasileiro (BFG, 2020) englobando
diferentes dominios fitogeograficos como a Caatinga, a Restinga, a Floresta
Amazdnica, a Floresta Atlantica, o Cerrado e até os Campos Rupestres (LEME,
1993; BFG, 2020). Somente no dominio da Mata Atlantica, s&o registradas 943
espécies de bromélias, distribuidas em 35 géneros (BFG, 2020)

Com o avango do processo de extrativismo ilegal para fins comerciais,
queimadas, exploracdo de rochas ornamentais, dentre outros, tém contribuido
para a destruicdo da vegetagdo natural desses ambientes unicos (COFFANI-
NUNES, 2002; MARTINELLI et al., 2008; FRAGA et al., 2019). Somado a isso,
em diversas regides do Brasil, esses afloramentos rochosos ndo sao
considerados areas prioritarias para conservagdo e nao possui legislagcédo

especifica que garantam legalmente sua preservagcdo. Além disso, com a
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promulgagao do novo Codigo Florestal (Lei 12.651 de 25 de maio de 2012) corre-
se o risco de uma redugao ainda maior do tamanho das populagdes naturais
sendo sujeitas a erosao genética. Dessa forma, investigar as for¢cas que dirigem
0s processos evolutivos e de estruturagao populacional ao longo do tempo e
obter estimativas de diversidade genética em populagcdes naturais tornam-se
fundamentais para endossar estratégias de conservagao in situ.

Fraga et al. (2019) identificaram o estado do Espirito Santo como o segundo
maior em riqueza de espécies e endemismos para a familia na Floresta Atlantica,
e listaram a ocorréncia de 323 espécies neste dominio fitogeografico, sendo 143
exclusivas desta formacgéo. Para a regidao Sul do Espirito Santo, novos taxons
vém sendo descritos tais como Pitcairnia azouryi Martinelli & Forzza registrada
para o municipio de Cachoeiro de Itapemirim (MARTINELLI, FORZZA 2006), ;
Pitcairnia abyssicola Leme & L. Kollmann, Neoregelia dayvidiana Leme & A. P.
Fontana e Vriesea mimosoensis D.R. Couto, Kessous & A.F. Costa, descritas
para a regido de Pedra dos Pontbes, no municipio de Mimoso do Sul (LEME et
al.,, 2009; COUTO et al., 2010); Alcantarea patriae Versieux & Wand.
(VERSIEUX, WANDERLEY, 2007) para o municipio de Jerénimo Monteiro;
Nidularium alegrense Leme & Kollmann, para o municipio de Alegre (LEME et
al., 2010a) e Neoregelia dactyloflammans Leme & L. Kollmann, para a regido de
Muqui (LEME, KOLLMANN, 2011).

Apesar da grande diversidade encontrada no estado do Espirito Santo,
Fraga et al. (2019) apontaram Bromeliaceae como a segunda familia com maior
numero de taxons ameacados no estado. A expansao urbana é um dos fatores
que mais exerce pressao sobre as areas cobertas por vegetagao, levando a

degradacéao das florestas e a perda de habitats, resultando em remanescentes
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florestais fragmentados. Os processos de migragdo e colonizagdo de novas
areas essenciais para a manutengcdo das populagdes em longo prazo séo
também prejudicados, podendo acarretar em alteragbes nas mudangas na
composic¢ao e abundancia de espécies, ou mesmo a perda de processos naturais

das comunidades (TABARELLI et al., 2005).

2.5.1. Sistematica e evolucido de Bromeliaceae

Tradicionalmente, a familia foi dividida em trés subfamilias: Bromelioideae,
Pitcairnioideae e Tillandsioideae (SMITH, DOWNS 1974; 1979). No entanto,
Givinish et al. (2011) utilizando oito marcadores cloroplastidiais confirmaram
filogeneticamente uma nova classificacdo e o reconhecimento dos antigos
grupos parafiléticos de Pitcarnioideae em novas subfamilias, totalizando oito
subfamilias: Brochinioideae, Lindmanioideae, Tillandsioideae, Hechtioideae,
Navioideae, Bromelioideae, Puyoideae e Pitcairnioideae. Ademais, a
diversificagcdo mais recente das linhagens modernas de Bromeliaceae se
configurou a 19 Ma no Escudo das Guianas ao norte da América do Sul
(GIVNISH et al., 2007; GIVNISH et al., 2011).

Dentro das subfamilias, destaca-se Pitcairnioideae, que abriga géneros
como Dyckia Schult. & Schult.f. (ca. 168 spp.), Encholirium Mart. ex Schult. &
Schult.f. (29 spp.), Fosterella L.B.Sm. (31 spp.), Deuterocohnia Mez (incluindo
Abromeitiella, (27 spp.) e Pitcairnia L'Hér. (~405 spp.) (GOUDA, BUTCHER &
GOUDA, continuamente atualizado). A subfamilia Pitcarnioideae se distingue
das demais subfamilias por apresentar morfologia com folhas com margens

quase sempre espinescentes, ovario supero ou semi-infero, frutos do tipo
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capsulas deiscentes e as sementes apresentam geralmente apéndices né&o
plumosos (SMITH, DOWNS, 1974).

Ainda, de acordo com as hipdteses evolutivas obtidas por Givnish et al.
(2007, 2011), os géneros Pitcairnia e Fosterella compartiham algumas
caracteristicas anatémicos foliares e morfologia mais mésica e de fotossintese
C3 (SANTOS-SILVA et al., 2013). Divergiram-se anteriormente do “clado xérico”
com metabolismo acido das crassulaceas (CAM), Dyckia, Encholirium e
Deuterocohnia, esses ultimos, invadiram novos ambientes, como florestas
pluviais, topo de arvores e ambientes xéricos ocupando majoritariamente
ambientes de clima estacional na regido denominada arco-seco (Caatinga,
Cerrado e Chaco) (PRADO, GIBBS ,1993). Além disso, Pitcairnioideae data do
surgimento mais basal a 13,4 Ma nos Escudos das Guianas em dire¢do ao Norte
dos Andes (GIVNISH et al., 2011) sendo Pitcairnia irma do restante da subfamilia
do clado xérido, e irma de Fosterella (CRAYN et al., 2004, REX et al., 2009,

GIVNISH et al., 2011, SCHUBERT, 2017) (Figura 2).
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bromélias com base na filogenia de maxima verossimilhanga dos oito marcadores. Cada barra
indica o desvio padrao em torno dos tempos de divergéncia estimada de cada n6 correspondente
(GIVNISH et al., 2011).

2.5.2. O género Pitcairnia L'Her

O maior género de Pitcairnioideae e o mais amplamente distribuido é

Pitcairnia com cerca de 410 espécies (GOUDA, BUTCHER & GOUDA,
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continuamente atualizado), distribuidas desde o México, América Central,
Antilhas e quase toda a América do Sul totaliza a maior riqueza de espécies na
regiao dos Andes (LUTHER, 2008; FORZZA, 2015). De acordo com a sua
historia evolutiva tem seu surgimento a aproximadamente 13.4 Ma e origem
ancestral nos Escudos das Guianas da Venezuela (GIVNISH et al. 2007, 2011).

O género Pitcairnia caracteriza-se taxonomicamente pelas inflorescéncias
em forma de espiga, racemos ou paniculas. Flores bissexuadas, longo-
pediceladas a sésseis; sépalas do tipo livres e convolutas; pétalas livres,
vistosas, amplas gamas de cores, longas; estames geralmente exsertos; ovario
variando de supero a semi-infero; &évulos numerosos, apendiculados ou
raramente sem apéndices (SMITH, DOWNS, 1974).

No Brasil, 54 espécies de Pitcairnia sao contabilizadas (SARAIVA &
FORZZA 2020) e os estado do Rio de Janeiro e do Espirito Santo sdo
considerados como centros em diversidade de espécies do género Pitcairnia
(MARTINELLI, FORZZA, 2006, FORZZA et al., 2013). A distribuicdo geografica
das espécies de Pitcairnia geralmente esta relacionada com as caracteristicas
edaficas condicionadas por solos areno-pedregosos ou afloramentos rochosos,

pelas quais seus representantes habitam esse substrato (FORZZA et al., 2013).

2.5.3. Espécie taxonGmica alvo: P. azouryi

Pitcairnia azouryi (Figura 3) Martinelli & Forzza € uma bromélia com
distribuicdo geogréfica global disjunta e restrita em afloramentos rochosos do
tipo inselbergs localizados nos estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo
(Manhaes et al. 2016). Ademais, confere caracteristicas morfolégicas que a

diferencia das demais espécies do género no Brasil por apresentar inflorescéncia
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com pétalas reflexas apdés fecundagado, lamina foliar do tipo decidua com
persisténcia das bainhas aculeadas e formagdo de grandes bulbos na base

(MARTINELLI, FORZZA, 2006, LEME et al., 2010b) (Figura 3).

e

Figura 3. P. azouryi em seu habitat natural: (A - B) espécimes no inicio da floragao e distribuicdo

em manchas de vegetacao rupicola (Fonte: Arquivo pessoal)

Pouco se conhece sobre a biologia da planta desde a revisao taxonémica de
Martinelli e Forzza (2006). Leme et al. (2010b), realizando expedi¢bes ao longo
dos inselbergs do Rio de Janeiro e Espirito Santo descreveram um possivel
complexo natural de espécies endémicas cripticas constituido por: P. azouryi, P.
barbatostigma Leme & A. P. Fontana, P. glauca Leme & A. P. Fontana e P.
diversifolia Leme & A. P. Fontana pelo reconhecimento através de um conjunto
de diferengas sutis quanto a morfologia e ecologia.

Recentemente, Manhaes et al. (2019), pontuaram aspectos genéticos de
diversidade genética e de estruturagdo populacional para P. azouryi utilizando
marcadores SSR, e ainda, descobriram e incorporaram outras populagdes em
outras localidades, aumentando de forma significativa a amplitude de ocorréncia

dessa espécie (Figura 4).
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Figura 4. Distribuicdo geografica das sete localidades de ocorréncia de P. azouryi: (1). Pedra
Lisa-Burarama; (2) Pedra do Jacu; (3) Pedra das Andorinhas; (4) Pedra Trés Irmas; (5) Pedra
Parada Cristal; (6) Pedra do Bau e (7) Pedra Lisa-Campos. (Extraido e adaptado de Manhaes et

al., 2016).

Muito embora tenha havido um progresso recente com o estudo de genética
da conservacgao realizado por Manhées et al. (2019), é evidente que ha muito
ainda a ser entendido sobre os processos evolutivos que possam estar
envolvidos na distribuicdo restrita e disjunta em inselbergs de ocorréncia P.
azouryi. Haja vista, exemplos de padroes de distribuigao restrita a inselbergs
(PALMA-SILVA et al., 2011, BOISSELIER-DUBAYLE et al., 2010) a espécie P.

azouryi constitui um modelo biolégico excelente para se investigar forgas que
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dirigem os processos evolutivos e de estruturagcéo populacional em inselbergs

da costa leste da Floresta Atlantica.

2.6.Marcador cloroplastidial (cpDNA): implicagdes filogeograficas para a

evolugao

Um marcador molecular é definido como qualquer fendétipo molecular
oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA 1998). Conferem diversas vantagens sobre os
marcadores morfoldégicos convencionais. Exibem neutralidade fenotipica,
podendo ser herdados co-dominantemente, raramente exibem interagdes
epistaticas ou pleiotropicas, e por fim, podem ser detectados tanto em tecidos
jovens como em adultos (TANKSLEY, 1983, FERREIRA, GRATTAPAGLIA
1998, ADHIKARI et al., 2017).

Kumar et al. (2009) listaram algumas propriedades que devem ser levadas
em consideragdao na escolha de um marcador ideal: natureza altamente
polimdrfica (muito investigada em estudos de diversidade genética); heranca
codominante (diferenciagdo entre homozigotos dominantes e heterozigotos em
organismos diploides); alta cobertura do genoma (distribuigdo uniforme ao longo
do genoma); comportamento neutro e seletivo; acessivel quanto a
disponibilidade (deve ser facil, rapido e barato para detectar); ensaios faceis e
com rapidez e por fim, alta reprodutibilidade.

Nos ultimos anos, avangos em tecnologia € o0 conhecimento sobre
sequéncias genéticas contribuiram significativamente para analises do genoma
em diferentes organismos e tém sido bem documentados na literatura a

utilizacao destas analises em estudos de genética da conservagao (CAVALLARI
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et al., 2006, DOMINGUES et al., 2011, VESCO et al., 2011). Um dos requisitos
relevantes para o estudo filogeografico é a escolha do marcador molecular a ser
utilizado. Atualmente, os marcadores moleculares baseados em sequéncia de
nucleotideos de DNA detectam diferengas em regides como delegdes,
insercoes, substituicdbes em estudos intra e inter-populacional tem tido alta
popularidade, devido a caracteristicas bioldgicas e técnicas que as tornam ideais
para estudos ecoldgicos e evolutivos. Nos estudos filogeograficos de plantas, de
modo geral, os microssatélites (SSR) e as sequéncias cloroplastidiais (cpDNA)
s&do os marcadores mais utilizados.

O DNA cloroplastidial (cpDNA) possui também uma taxa de mutagdo menos
frequente que a observada para o genoma nuclear (nDNA), tanto de plantas
quanto de animais, e menos frequente ainda quando comparado com o DNA
mitocondrial de animais (taxa de evolugdo rapida) (NAHUM, 2001). Esse
marcador é ideal para detectar eventos demograficos antigos (ENNOS et al.,
1999). Dessa forma, o genoma do cloroplasto é importante para estudos de
padrdes historicos de fluxo génico, relagdes filogenéticas entre populagdes,
reconstrucdo das rotas de dispersdo e colonizagdo de espécies de plantas
(ENNOS et al., 1999, LI et al., 2002, CARVERS et al., 2003). Muito embora o
genoma mitocondrial (MtDNA) de plantas tenha caracteristicas parecidas ao do
genoma do cloroplasto (cpDNA), e por possuir uma taxa de substituicao lenta e
herancga uni-parental, ele ndo é muito utilizado devido a taxa de mutagao ser bem
menor do que o cpDNA, tanto de substituicbes quanto de insergdes e delegdes
(WOLFE et al., 1987, DUMOLIN-LAPEGUE et al., 1997). Além disso, o mtDNA

confere grande variagdo em tamanho do genoma, no rearranjo dos genes e sofre
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frequentes recombinagdes (PROVAN, 1999). Dessa forma, o mtDNA de plantas
é muito menos estudado que o cpDNA (DUMOLINLAPEGUE et al., 1997).

O cpDNA é caracterizado por ser um genoma conservado, com baixa ou
ausente taxa de recombinagao, baixos niveis de substituicdo de nucleotideos,
heranga predominantemente uniparental (0 que permite estudar o fluxo génico
via sementes, por exemplo) e tempos de coalescéncia curtos (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA 1998). Estudos filogeograficos que envolvam mais marcadores
de sequéncias (multilocos) permitem ter um maior acesso ao genoma
juntamente com metodologias coalescentes que inferem varios loci, tornando
possivel analisar um grande conjunto de dados e obter uma melhor resolugéo
filogeografica entre as populagdes (KNOWLES, MADDISON, 2002). Ademais,
estimativas com dados multilocos concatenados, conferem ainda uma elevada
acuracia na divergéncia historica interpopulacional (MADDISON, KNOWLES,
2006, EDWARDS et al., 2007, KUBATKO, DEGNAN, 2007; HELED,
DRUMMOND, 2010). Estudos de simulagdo tém mostrado que trés loci
concatenados sao suficientes para obter uma arvore de espécie com alta
acuracia e tempos de divergéncia satisfatérios (MADDISON, KNOWLES, 2006;

MCCORMACK et al., 2009; HELED, DRUMMOND, 2010).

3. CONCLUSAO

Nossa revisdo bibliografica contextualiza informagdes basicas sobre os
principais aspectos a serem abordados no capitulo |, para um melhor
entendimento e compreensdao da histéria evolutiva das populagcbes da

bromeliaceae P. azouryi na Floresta Atlantica.
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Resumo

Inselbergs sao considerados afloramentos rochosos abruptamente isolados
principalmente graniticos e gnassico. Abrigam tipicamente vegetagao rupicola
incorporada dentro de uma paisagem composta de comunidades vegetais
contrastantes, das quais espécies da familia Bromeliaceae se destacam como
elementos caracteristicos dessas comunidades. Neste estudo, apresentamos
uma analise baseada em dados filogeograficos e populacionais integrados para
investigar a diversificacdo de sete populagbes naturais de Pitcairnia azouryi
(Bromeliaceae) restrita aos inselbergs da Floresta Atlantica e como estas se
relacionam a fatores histéricos evolutivos. Estimou-se uma arvore coalescente
utilizando cinco marcadores cloroplastidiais (cpDNA) e recuperou-se a
populagdo Pedra Lisa (Rio de Janeiro) como a mais basal no Pleistoceno do
Quaternario. O cenario evolutivo sugeriu que flutuagdes climaticas no inicio do
Pleistoceno poderiam atuar no estabelecimento inicial dos dois agrupamentos
de P. azouryi. No entanto, a dispersao e colonizagdo a novos inselbergs via
stepping stones teve um papel decisivo de acordo com as nossas analises.
Verificou-se que a populagédo Pedra Lisa (RJ) e Pedra do Jacu (ES) passaram
por eventos de expansao recente e efeito bottleneck. Nos parametros genéticos
populacionais observou-se os maiores indices nas popula¢gdées do agrupamento
Rio de Janeiro. As anadlises de estruturagcdo genética resultaram em indices
elevados de Fst (Fst > 0.85) em todas as populagdes e, consequentemente
limitado fluxo génico. Os estudos com base nos locos de cpDNA demonstraram
menor diversidade genética e elevada estrutura filogeografica comparado a
estudos anteriores. Dessa forma é possivel concluir: (i) Pedra Lisa foi a
populagdo mais basal de acordo com as estimativas de datagdo molecular; (ii)
Pedra Lisa e Pedra do Bau (Rio de Janeiro) foram as que apresentaram maiores
estimativas parametros genéticos populacionais; (iii) Isolamento geografico e
deriva genética foi um fator preponderante; (iv) Todas as populagdes conferiram
alta estrutura filogeografica, contendo haplétipos singulares e com baixa
diferenciagao. No que tange a conservagao, recomenda-se medidas de protecéo
aos inselbergs para todas as populagdes de P. azouryi

Palavras-chave: cpDNA, deriva genética, filogeografia, Pitcairnioideae, regiao
Neotropical
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Introducgao

Inselbergs podem ser definidos como afloramentos rochosos graniticos
ou gnaissico abruptamente isolados (Porembski & Barthlott, 2000). Por causa de
sua natureza geografica insular, estes afloramentos sao frequentemente
comparados a ilhas oceanicas, ja que a maioria deles exibe um marcante grau
de isolamento ecolégico da area circundante (Porembski et al., 2000; Burke,
2003). Por estas caracteristicas, os inselbergs oferecem um ambiente unico para
investigacdo de processos de especiagdo, diversificagdo e isolamento
reprodutivo em plantas residentes em inselbergs (Hmeljevski et al., 2017; de
Paula et al., 2017; Mota et al., 2020). Entre as familias com grande
representatividade nos inselbergs esta Bromeliaceae (de Paula et al., 2016,
2020; Couto et al., 2017) das quais os géneros Alcantarea, Orthophytum,
Pitcairnia, Stigmatodon e Tillandsia dominam a paisagem de inselbergs no Brasil
(de Paula et al., 2016; 2020).

Evidéncias paleoboténicas sugerem que afloramentos rochosos cobriram
os cumes das montanhas do sudeste do Brasil desde o Pleistoceno (Behling
1997; Safford 1999). Alguns autores defendem que inselbergs podem ter atuado
como refugio para espécies xerofilas ou adaptadas ao frio durante ciclos glaciais
no Pleistoceno (Scarano, 2002; Speziale & Ezcurra, 2012; Tapper et al., 2014),
quando o clima mais seco favoreceu a expansao das espécies adaptadas a tal
condigao no Brasil (Behling 2002; Ledru et al., 2007; Carnaval & Moritz 2008).

Estudos prévios que se propuseram a investigar a historia evolutiva de
espécies de bromélias especialistas de inselbergs, tais como Alcantarea
imperialis (Carriere) Harmse e A. geniculata (Wawra) J.R.Grant (Barbara et al.,

2007, 2009), Encholirium horridum L.B. Sm (Hmeljevski et al., 2017) e quatro
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espécies do género Pitcairnia L'Hér (P. albiflos Herb., P. staminea G.Lodd., P.
corcovadensis Wawra e P. flammea Lindl.) com ocorréncia na Floresta Atlantica
(Palma-Silva et al., 2011), P. flammeae Lindl (Mota et al., 2020) demonstraram
um padrao constatado em populagdes localizadas em afloramentos rochosos:
reduzido fluxo génico intraespecifico entre inselbergs e niveis extensos de
diferenciagao genética entre populagdes e isolamento prolongado.

Pitcairnia azouryi Martinelli & Forzza é uma espécie de Bromeliaceae
endémica da regidao Sudeste do Brasil. Suas populagbes ocorrem
exclusivamente em inselbergs localizados nos estados do Rio de Janeiro e
Espirito Santo (Manhées et al., 2016). Por esta razdo, P. azouryi constitui um
modelo biolégico excelente para se investigar forgcas que dirigem os processos
evolutivos e de estruturagao populacional em espécies restritas a inselbergs da
Floresta Atlantica.

Um estudo prévio realizado por Manhaes et al. (2020), investigou a
diversidade a genética das populagbes de P. zouryi em sua totalidade. Este
estudo revelou que a populagéo ocorrente em um dos extremos (Pedra Lisa do
Rio de Janeiro) da distribuicdo geografica da espécie foi a mais divergente,
apresentando maior grau de estruturagao. Os autores ndo abordaram aspectos
evolutivos em uma escala histérica temporal, de forma que o0s processos que
levaram aos padrdes de diversidade genética encontrados permaneceram
desconhecidos. Entender os processos que possibilitaram a diversificacdo das
populagdes de P. azouryi requer a compreensao dos padrdes filogeograficos e
das forgas que dirigiram os processos evolutivos de diversificacdo de suas

populacdes.
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A fim de suprir esta lacuna de conhecimento, foram utilizados neste
trabalho cinco marcadores cloroplastidiais (cpDNA) para a reconstrugéo de uma
arvore coalescente com tempos de divergéncia especificos para cada
populagdo. Esperamos responder alguns questionamentos: 1) Quais os
mecanismos evolutivos envolvidos na diversificacdo de P. azouryi com base nos
padrdes filogeograficos das populagbées encontrados?, 2) Os padrbes estdo em
consonancia com os trabalhos anteriores com plantas residentes de inselbergs?
e por fim, ¢) Qual a relagcdo das flutuagdes climaticas do Quaternario na

diversificacao das populag¢des de P. azouryi?

Material e Métodos

Framework do estudo

Um conjunto de dados genéticos foi usado para investigar a influéncia de
fatores histéricos na distribuicdo e diversificagdo de P. azouryi. Primeiramente,
foram averiguadas as relagbes filogenéticas dos individuos de diferentes
populagdes em nivel de arvore génica e, posteriormente, na forma de uma arvore
coalescente com comprimento dos ramos e tempos de divergéncias respectivos,
incluindo o uso de dados multi-locus sob modelo de coalescéncia. Em seguida,
a rede de hapldtipos foi inferida, seguida das anadlises filogeograficas e

populacionais subsequentes.

Amostragem

Esse estudo representa um aumento substancial no esforco amostral para

a espécie P. azouryi, incluindo uma amostragem geografica, de individuos e
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marcadores, mais ampla do que qualquer trabalho ja feito com a espécie. O
conhecimento prévio da literatura (Martinelli & Forzza 2006; Leme et al., 2010;
Manhaes et al., 2016, 2019) juntamente com o esforgo de coleta em todas as
populagbes mapeadas por Manhdes et al. (2016), incluindo duas novas
populagdes registradas durante o desenvolvimento deste estudo, forneceram
subsidios para abrangéncia maxima da amostragem e adequacgéo a este estudo.

As amostras foram coletadas a partir de tecidos foliares armazenados em
silica gel, provenientes de 90 individuos de sete populagbes de P. azouryi.
Alguns inselbergs estdo agrupados em “complexos rochosos” e outros, isolados
em monolitos (Tabela 1).

Para as coletas individuais, foram estabelecidos no minimo cinco metros
de distancias entre cada amostra coletada (Figura 1). Os vouchers dos materiais
coletados foram depositados, um de cada populacdo, no herbario VIES da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) (acrébnimo segue Thiers —
constantemente atualizado). Todos os procedimentos de coleta de dados
genéticos foram realizados no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular

da UFES.

Ensaio laboratorial e preparacao de dados

O DNA genbmico total foi isolado e purificado usando o método de
extragdo de Doyle & Doyle (1990) modificado. Para cada amostra foram
utilizados 700 uL de tampao de extragdo com a seguinte constituigao: 2% v/v de
CTAB, 1,4 mol/L de NaClz, 20 mmol/L de EDTA, 100 mmol/L de Tris-HCI a pH

8,0; 2% p/v de Polivinilpirrolidona sélida e 0,2% v/v de B-mercaptoetanol. A partir
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da extracdo, foi realizada a quantificagdo de DNA por eletroforese em gel de
agarose 0,8% e via quantificagdo por espectrofotdmetro NanoDrop® 2000.
Selecionou-se previamente cinco marcadores cpDNA envolvendo
estudos evolutivos com a subfamilia Pitcarnioideae, tais como: o rpS16 — trnK
(Shaw et al., 2007), rpl32 — trnL (Shaw et al., 2007), psaB - psbH (Shinozaki et
al., 1986), atpB - rbcL (Manen et al., 1994) e matK (Schutle et al., 2005). Vale
ressaltar que a maioria das subfamilias e géneros, em especial Pitcairnioideae,
confere uma baixa diferenciacdo molecular (Escobedo-Sarti et al., 2013). Desta
forma, a adicdo de mais genes cloroplastidiais sera determinante no
estabelecimento das relagdes filogenéticas das populagdes de P. azouryi.
Todos os marcadores cloroplastidiais (cpDNA) foram testados e
amplificados para um subconjunto dos individuos de todas as sete populag¢des
com as condicdes especificadas com os autores da Tabela 2. As reacdes para a
amplificagdo foram obtidas em um volume final da reagédo de 15uL contendo 2
mM de MgClz, 10mM/50mM de Tris/KCI pH 8,3, 0,1mM de cada nucleotideo
(dNTP), 0,4 uM de primer (F e R), 1 unidade de Taq DNA polimerase
(PHONEUTRIA) e 30 ng de DNA. As amplificacbes foram realizadas em um
termociclador de marca Applied Biosystems, modelo Veriti® Thermal Cycler.
Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1% contendo 0,02 uLmL-" de brometo de etidio em tamp&o TBE 1x (Tris
— 0,89 M, Acido bérico — 0,89 M e EDTA — 0,02 M). Apds a corrida os géis foram
fotografados sob luz ultravioleta, e a analise dos géis foram realizadas de acordo
com o numero e tamanho de fragmentos amplificados.
A purificagao do produto de PCR amplificado foi realizada com a adi¢ao

de Polietilenoglicol (PEG, 1 g/mL) misturado, incubado a 37°C por 15 minutos,
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centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos, com descarte do sobrenadante e
lavagem em etanol gelado a 80%. Posteriormente, os produtos de PCR foram
enviados para a empresa Myleus Biotecnologia (Belo Horizonte), na qual foram
sequenciados por eletroforese capilar Thermo Scientific (ABI3730) usando POP7
polimero e BigDyev3.1.

Todas as sequéncias obtidas foram editadas no programa MEGA 6.0
(Tamura et al.,, 2013) e alinhadas no Muscle (Edgar, 2004). Além disso, as
mesmas foram verificadas e alinhadas no BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) a fim de verificar as homologias e identidades no banco de dados mundial.

Foi realizada uma busca pelo modelo evolutivo mais apropriado para
explicar a variagdo das sequéncias génicas através do programa JModeltest
2.1.7 (Darriiba et al., 2012), sob o Critério de Informagédo Bayesiana (BIC). A
saturagao das bases foi verificada através do programa Dambe v. 4.2.13 (Xia &
Xie, 2001), onde foram plotados os numeros de transi¢coes e transversdes versus

a divergéncia nucleotidica sob o modelo Tamura-Nei (1984).

Analises filogenéticas e datacao

As analises filogeograficas foram realizadas utilizando um banco de dados
concatenados no programa Geneious 7.0 (Kearse et al., 2012), contendo 93
acessos (90 acessos internos e 3 acessos externos representados por Dyckia
dawsonii L.B. Sm., Dyckia ferox Mez e Fosterella petiolata (Mez) L.B. Sm.),
incluindo cinco marcadores cloroplastidiais. As amostras ndo sequenciadas para
determinados genes foram preenchidas como missing data pelo programa.

Foram realizadas analises de Maxima Verossimilhanca (MV) e Inferéncia

Bayesiana (IB). Todas as amostras foram depositadas no Genbank (acessos e
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ID do genbank xxx-xxx). Os acessos xxx foram utilizados como outgroup para
todas as analises filogenéticas.

A IB foi estimada dentro da cadeia de Monte Carlo (MCMC) com
20.000.000 de geracodes, sendo amostradas uma arvore a cada 1000 geragdes,
implementadas no programa MrBayes 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) e
foram utilizados os mesmos modelos de substituicbes de nucleotideos
selecionados para cada gene anteriormente. O programa TRACER verséo 1.4.1
(Rambaut & Drummond, 2007) foi usado para avaliar a convergéncia das cadeias
e estacionaridade de todos os parametros amostrados pelas analises, 10% das
arvores geradas antes das cadeias de Monte Carlo convergirem foram
descartadas como burn-in. Depois de descartada a fase inicial ndo estacionaria,
a arvore consenso é gerada ao final da analise, sendo considerados bem
suportados os ramos cujos valores de probability posteriori (pp) acima de 90%
(Ronquist & Huelsenbeck, 2003).

A analise de MV foi obtida com o auxilio do programa RAXML-HPC2 on
XSEDE, disponivel no site Portal Cipres (https://www.phylo.org/) (Miller &
Schwartz, 2010) e RAXML V8 (Stamatakis, 2014). A melhor arvore de MV foi
obtida a partir de uma busca heuristica dentre 100 arvores e o suporte dos ramos
com 1000 réplicas de bootstrap (bs). Para a arvore de MV, foram considerados
bem suportados os ramos cujos valores de bs foram iguais ou superaram 70%,
seguindo a sugestao de Hillis & Bull (1993).

As linhagens a partir das arvores génicas dos multiplos locos foram
estimadas sob um modelo coalescente e datacdo molecular. Os tempos de
divergéncias foram estimados simultaneamente, usando o programa BEAST

versao 2.6 (Bouckaert et al., 2019). Os modelos evolutivos e particdes para o
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BEAST foram determinados com o PartitionFinder2 (Lanfear et al., 2016). Devido
a auséncia de fosseis devidamente posicionados em Bromeliaceae, com
excegcao de Karatophyllum bromelioides L.D.Gémez (datado do Pleistoceno
Superior) (Baresch et al., 2011), utilizamos calibragbes secundarias baseadas
em Givnish et al., (2011). A divergéncia entre Dyckia e Fosterella foi estimada
para 11,3 Ma, sendo esta data utilizada como critério de informagao para
calibragdo do ancestral comum mais recente (MRCA most recent common
ancestor) deste no, considerando uma distribuigdo normal e um desvio padréo
de 0,5 (Stdev).

Usou-se o reldégio molecular relaxado ndo correlacionado (Lognormal
relaxed clock - uncorrelated) para permitir uma heterogeneidade na taxa entre
linhagens e o modelo de especiacédo de Yule (Yule Process pure-birth). A
estacionariedade de todos os parametros foi verificada utilizando o Tracer 1.7
(Rambaut & Drummond, 2018). Posteriormente, as corridas e arvores foram
combinadas utilizando o programa LogCombiner (Drummond & Rambaut, 2007),
descartando-se 10% das primeiras arvores como burn-in. Por fim, a arvore de
credibilidade maxima de clados (maximum clade credibility tree — MCC) foi
computada usando TreeAnnotator v2.6 (Drummond & Rambaut, 2007) e o
programa Figtree v1.4.4. (Rambaut, 2008) para tracar e visualizar todas as

arvores na reconstrucao ancestral.

Analises filogeograficas e populacionais

As populagdes foram definidas com base nos ramos bem apoiados
resultantes das arvores de MV e IB e nos resultados obtidos por analises de

agrupamento bayesiano inferidas com o BAPS v6.0 (Corander et al., 2008).
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O BAPS (Corander & Tang, 2007; Corander et al., 2008) estima a
subestrutura genética agrupando populagées amostradas em grupos. Nos
assumimos que todos os linked loci (cpDNA) estao ligados, e inicialmente, foi
definida uma corrida com o numero maximo dos clusters populacionais (K) por
genetic mixture com base na otimizagao estocastica, para inferir a probabilidade
posterior (pp) do numero de populagdes. Uma vez calculado o valor de K,
realizamos 10 corridas markovianas independentes para cada um dos valores
dos clusters populacionais (K), que variaram de 4 a 6. A partir do esforgo
amostral, todas as corridas foram convergidas, sumarizando a pp do melhor K
encontrado.

O software Haploviewer v4.1 auxiliou na construcdo de redes de
haplétipos (Barrett et al., 2005), determinando o numero de haplétipos unicos e
a distribuicdo dos haplétipos compartiihados com base em calculos de
verossimilhancga, a partir de da arvore gerada no RAXML V8 (Stamatakis, 2014).

Para as inferéncias populacionais, primeiramente foi calculada a matriz de
distancia genética (sob o modelo Tamura-Nei corrigido) entre os grupos
definidos pelas inferéncias filogenéticas com o auxilio do programa MEGA 6.0
(Tamura et al., 2013). Posteriormente, na avaliagdo do nivel de influéncia da
distancia geografica pela distancia genética foram feitas comparagdes par-a-par
entre os individuos das populagdes, através do teste de Mantel, com o auxilio do
programa Alleles in Space (Miller, 2005) com 1000 randomizacgdes.

A analise de variancia molecular (AMOVA) para os genes cloroplastidiais
concatenados foi calculada entre e dentro de todos os grupos obtidos a partir
das analises filogeograficas. Foram feitas diferentes comparacdes em dois niveis

hierarquicos (grupo por grupo) obtendo uma matriz de ¢st para avaliar a estrutura
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das populagdes genéticas. Todas as analises supracitadas foram feitas com o
auxilio do programa Arlequim 3.1 (Excoffier et al., 2005).

Diversas métricas populacionais, tais como: numero de sitios polimérficos,
numero de haplétipos, diversidades haplotipica e nucleotidica, indice de fixagcao
(Fst) de cada grupo foram estimadas com auxilio dos do programa Arlequim 3.1
(Excoffier et al., 2005) e DnaSP v.5 (Rozas & Rozas, 1999).

Além disso, testou-se a ocorréncia de expansido populacional na
demografia de P. azouryi, para cada populagdo estabelecida pela arvore
filogenética, pelos indices de fixagao (¢st) de cada grupo; e os valores dos testes
D de Tajima (Tajima, 1996) e Fs de Fu (Fu, 1996) com 1000 permutagdes. O Fs
leva em consideragao o numero de hapldtipos diferentes dentro da amostra e
tende a ser negativo quando ha excesso de mutagdes recentes (Fu, 1997). O
teste D apresenta valor negativo quando ha excesso de polimorfismos de baixa
frequéncia indicando expanséo do tamanho populacional e/ou selecéo positiva,
e valor positivo quando ha baixos niveis de polimorfismos de alta e baixa
frequéncia indicando diminuicdo do tamanho populacional e/ou selegao
balanceada (Tajima, 1989). Ambos os testes sdo considerados sensiveis em
detectar a fatores como efeito gargalo ou expansao populacional. Assim, espera-
se que apresentem valores negativos se a estrutura genética for influenciada por

tais fatores (Tajima, 1996; Nei, Kumar, 2000).

Resultados

Composicao e saturacido do banco de dados
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Um total de 3537 pares de bases (pb) foi sequenciado para 90 individuos
de P. azouryi. Os cinco marcadores apresentaram os seguintes numeros de pb
separadamente: atpB-rbcL (727), matk (753), psaB-psbH (608), rpl32—trnL (671)
e rpS16 —trnK (703), respectivamente. Os modelos evolutivos mais adequados
sob o critério BIC foram: HKY + | para atpB-rbcL, HKY + | para matk e F81 para
psaB-psbH, rpl32—trnL e rpS16 —trnK. Quanto a variabilidade dos marcadores, o
gene atpB-rbcL no geral apresentou maior quantidade de sitios variaveis e
informativos. Ademais, o marcador rpS16 —trnK, conferiu a maior diversidade
haplotipica. Um panorama geral da variabilidade dos marcadores é exibido na
Tabela 3.

A analise grafica das transicbes e transversdes versus a divergéncia
nucleotidica foi calculada para o banco de dados concatenados. Observou-se
que a taxa de transigao/transversao esta aumentando linearmente com o tempo,
indicando que os dados ndao se mostraram saturados e com sinal filogenético,

podendo ser utilizado para inferéncias filogenéticas apresentadas na Figura 2.

Relagdes filogenéticas e datagao

As relagdes filogenéticas estimadas IB e VM com base nos conjuntos de
dados separados por gene e concatenado (Figura S1 e Figura 3). Entre todas as
arvores geradas, a concatenada foi a que revelou maior estruturagdo para os
grupos das linhagens/populagdes de P. azouryi. As arvores filogenéticas
resultantes das analises de IB e de MV apresentaram os mesmos agrupamentos
filogenéticos (Figura 3), haja vista o posicionamento diferente em alguns clados.
No geral, em ambas as inferéncias, a confiabilidade dos dados foi fortemente

suportada por pp e bs altos (>0,90), recuperando todas linhagens de P. azouryi.
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A topologia concatenada confirmou a dicotomia inicial das linhagens de P.
azouryi das sete populagdes em dois grandes agrupamentos: agrupamento do
Espirito Santo composto por (Pedra Lisa + Pedra Trés Irmas + Pedra Parada
Cristal + Pedra das Andorinhas e Pedra do Jacu) com pp/bs = 1.0/100 e
agrupamento do Rio de Janeiro composto por (Pedra Lisa + Pedra do Bau) e
pp/bs = 1.0/100. Somente a topologia MV recuperou Pedra do Jacu (bs=95)
como a populagao-irma das demais do agrupamento Espirito Santo. Apesar da
topologia IB ter sido estabelecida com altos suportes para as populagdes, a
relagdo entre os grupos do agrupamento Espirito Santo permanece ainda
controversa. Em ambos os casos (MV e IB), ndo foi observada introgressao de
individuos de uma populagao para outra. Em contraste, foi observado que as
arvores génicas individuais geradas, apresentaram pouca estruturagéo
intraespecifica e sinal filogenético e, portanto, as relagdes entre os individuos da
mesma populacao ficaram pouco resolvidas, gerando incertezas a respeito das
relagdes filogenéticas entre as linhagens (ver em Figura S1). Desta forma, em
todas as analises a posteriori optou-se por utilizar os dados concatenados dos
marcadores cpDNA. A arvore de linhagens multi-loci recuperou, com suportes
altos, a dicotomia dos dois agrupamentos (Espirito Santo e Rio de Janeiro)
(Figura 4). A topologia evidenciou uma primeira divergéncia (pp=1) do
agrupamento Espirito Santo (populagdes do sul do Espirito Santo) e o
agrupamento Rio de Janeiro (populagées do norte do Rio de Janeiro) ocorrendo
ha cerca de 2,46 milhdées de anos atras (Ma).

Os eventos de diversificagdo seguintes foram responsaveis pela primeira
divergéncia que ocorreu entre as populagdes de Pedra Lisa e Pedra do Bau do

agrupamento Rio de Janeiro (pp=0,99) ha aproximadamente 1,56 Ma.
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Posteriormente, seguiu-se com a divergéncia das populagdes do agrupamento
Espirito Santo, sendo: a populacdo Pedra do Jacu estimada para
aproximadamente 0,8 Ma (pp=1). Além disso, as popula¢des Pedra Lisa + Pedra
Trés Irmas e Pedra Andorinhas + Pedra Parada Cristal foram datadas mais
recentemente a 0,37 Ma (pp=0,98), sendo essa ultima (Pedra Andorinhas +
Pedra Parada Cristal) ainda ndo bem estabelecida (pp=0,49). Todos os eventos
calibrados das nossas analises ocorreram recentemente no Pleistoceno, durante

o Quaternario.

Inferéncias filogeograficas e populacionais

A analise de estruturagao populacional estimou mais de um valor K

encontrado inicialmente para o agrupamento Espirito Santo, pois quatro
populagdes do Espirito Santo estavam plotadas em uma unica particéo.
Nesses casos, foi realizada uma analise hierarquica, dentro do agrupamento
Espirito Santo e expansado do numero K para que a amostragem populacional
total fosse contemplada de acordo com Willems et al., (2012). A maior
probabilidade encontrada foi K = 7. Cada populacédo estimada pelo BAPS esta
representada por uma coloragao distinta no Barplot. As cores atribuidas aos
agrupamentos resultantes da arvore filogenética sdo equivalentes a coloragéo
dos pontos plotados no mapa (Figura 5 A-C).

As regides geograficas e suas respectivas localidades referentes a cada
grupo filogenético estdo representadas na Tabela 4. Nao foi observada mistura
dos agrupamentos genéticos dos individuos. As delimitagdes geograficas das
populagdes estdo em concordancia com as inferéncias filogenéticas (Figura 4),

nas quais o grupo F e G (grupo Rio de Janeiro) seriam os primeiros a divergirem
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dentro de P. azouryi. A maioria dos nés basais do agrupamento Espirito Santo
sdo suportados pelos valores de pp e bs das arvores concatenadas (Figura 3) e
pp da arvore coalescente (Figura 4), a excecdo de Pedra Andorinhas + Pedra
Parada Cristal (pp<90%). Além disso, dentro do mesmo agrupamento, Pedra do
Jacu foi a populagéo irma de todas as demais populag¢des (Laranja) (Figura 5A).

A rede de hapldtipos do conjunto de dados concatenados revelou 25
haplétipos unicos agrupados em sete haplogrupos concordantes com os
agrupamentos formados pelas inferéncias filogenéticas MV, IB e multi-loci
(Figura 5C), onde os haplogrupos do agrupamento Rio de Janeiro aparecem bem
definidos, com separagao das populagdes do agrupamento Espirito Santo por 37
passos mutacionais, nao apresentando haplétipos compartilhados entre eles.

Apesar da divisdao dos haplogrupos Pedra Andorinhas e Pedra Parada
Cristal, elas apresentaram separadas por apenas um passo mutacional. As
arvores filogenéticas e a datacdo molecular revelam que as relagbes entre as
duas populagbes sdo pouco resolvidas, mesmo que haja certo nivel de
estruturacdo entre elas. Ademais, o haplogrupo composto por Pedra do Jacu
conferiu quatro passos mutacionais sendo o maior numero de haplétipos unicos
dos demais do agrupamento Espirito Santo.

Na rede de haplétipos dos genes individuais (Figura S2) foi observado o
compartiihamento de haplétipos entre alguns grupos, ndo apresentando
estruturagcdo geografica evidente, com ressalvas a formagao definida para todos
0s genes entre as populagdes (do agrupamento Rio de Janeiro).

A excegao, o marcador rpS16 —trnK (com a maior diversidade haplotipica
— Tabela 1) conferiu uma estruturagao basica muito similar a rede de haplétipos

concatenada. De acordo com o numero de haplétipos, os genes individuais
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exibiram pela rede de haplétipos, respectivamente: atpB-rbcL (8 haplétipos),
matk (9 haplétipos), psaB-psbH (5 haplétipos), rpl32—trnL (8 haplétipos) e rpS16
—trnK (9 haplétipo) (ver Figura S2 A-E). O teste de Mantel, calculado baseado no
conjunto de dados dos marcadores cloroplastidiais concatenados, detectou
correlagao significativa (p<0,05) entre as distancias geograficas e genéticas das
populagdes (r=0,977) (Figura 6).

A matriz de distancia genética revelou maior variabilidade entre os clados
do que dentro deles. A matriz de distancia-p corrigida pelo modelo de Tamura-
Nei conferiu as maiores diferengas genéticas foram encontradas entre o grupo F
e G e as demais populagdes, principalmente comparado com os grupos B e C
(Tabela 5). Os valores apresentados na matriz de distancia corrigida pelo modelo
de Tamura-Nei variaram de 0,00028, quando foram comparados os grupos B
com C e D, até 0,00762, obtido ao comparar o grupo G com o grupo A.

Para os marcadores cloroplastidiais concatenados, a AMOVA conferiu
uma maior diferenciagao entre os grupos filogenéticos do que entre os individuos
dentro dos grupos, de acordo com o valor do indice de fixagcdo (¢st), nas
populagdes definidas pelas analises filogeograficas (97,75%) (Tabela 6).

A matriz de ¢st resultantes da comparacdo par-a-par entre as sete
populagdes (sete grupos filogenéticos no BAPS) apresentou todos os valores
significativos (p<0,05) de grande diferenciacdo genética. Nao foi observada
nenhuma comparagédo nao significativa. Os maiores indices foram alcangados
quando se comparou as populagdes (agrupamento Rio de Janeiro) com as
demais populagdes do agrupamento Espirito Santo, principalmente para a
populagdo Pedra Lisa (grupo F). Os menores valores de ¢st obteve-se ao

comparar o grupo D (Pedra Parada Cristal) com o grupo A (Pedra Lisa
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agrupamento Espirito Santo) e C (Pedra Andorinhas), respectivamente (Tabela
7).

Todos os calculos dos parametros populacionais genéticos restringiram-
se apenas aos marcadores cloroplastidiais concatenados, uma vez que,
individualmente, os mesmos conferem baixa variabilidade entre as populacdes.
As métricas populacionias foram calculadas de acordo com os agrupamentos
das populagdes resultantes da arvore filogenética (MV e IB) e do BAPS na
(Tabela 8). Os maiores indices de diversidade haplotipica foi observado para o
agrupamento Rio de Janeiro (Pedra Lisa +Pedra do Bau), seguido do grupo
filogenético E (Pedra Jacu) com 0,385 e B (Pedra Trés Irméas) com 0,299, sendo
essas ultimas do agrupamento Espirito Santo. Além disso, a maior diversidade
nucleotidica foi exibida pelo grupo G (Pedra do Bau). Novamente, o grupo F
obteve o maior valor de diferenciagao genética, seguido do grupo G também do
agrupamento Rio de Janeiro, e do grupo E (Pedra do Jacu, agrupamento Espirito
Santo).

No geral, todas as métricas de diversidade genética como as estimativas
de numero de haplétipos, sitios polimérficos, numero de sitios segregantes,
diversidade nucleotidica e haplotipicas foram maiores paras as populacées do
agrupamento Rio de Janeiro (Pedra Lisa e Pedra do Bau).

Os célculos de desvio de neutralidade foram significativos apenas para o
grupo F (Pedra Lisa do agrupamento Rio de Janeiro) para ambos os testes (D
de Tajima e Fs de Fu) e para a populagdo Pedra do Jacu do agrupamento
Espirito Santo (somente Fs de Fu). Todos os valores significativos resultantes
dos testes de desvio de neutralidade foram negativos, indicando expanséo

populacional para esse grupo.
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Discussao

Dinadmica historica e populacional de P. azouryi

As reconstrugdes filogenéticas utilizando métodos probabilisticos (MV e
IB) e arvore coalescente realizadas aqui detectaram a presenca das sete
populagdes de P. azouryi, com confiabilidade dos dados, no geral, alta. A adigéo
de mais genes cloroplastidiais foi determinante no estabelecimento das relagbes
filogenéticas das populagdes de P. azouryi, se mostrando uma ferramenta viavel
para estudos de filogeografia e sendo de grande valia a investigagcéo e
compreensao dos processos ecoldgicos e evolutivos mais recentes atuantes nas
populagdes (Frankham et al., 2008; Antonelli & Sanmartin, 2011).

O monofiletismo dos agrupamentos foi confirmado com a amostragem
intraespecifica mais densa que empregamos em relagao ao estudo de Manhaes
etal., (2019), no entanto, algumas das relagdes das populagdes do agrupamento
Espirito Santo ainda nao foram bem resolvidas. Por exemplo, populacbées de
Pedra Parada Cristal e Pedra Andorinhas conferiram baixo suporte de alguns
ramos sendo refletida na arvore multiloci sob modelo de coalescéncia (Figura 4).
Certamente, com a adigado de marcadores nucleares e/ou microssatélites (SSR),
poderao elucidar e resolver certos clados e ramos ainda controversos e nao
resolvidos.

De acordo com os resultados do reldégio molecular relaxado e calibragao
fossil, as datacbes da arvore coalescente foram concordantes com diversos
estudos filogenéticos (Givnish et al., 2011; Schubert, 2017; Schitz et al., 2016).
O grupo-basal da subfamilia Pitcarnioideae (que inclui os géneros Pitcairnia,
Fosterella, Deuterocohnia, Dyckia e Encholirium) surgiu no Mioceno Tardio (13,4

Ma) nos Andes, concordantes com as nossas estimativas (Figura 4), sendo tais
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resultados decorrentes provavelmente da calibragdo adotada por Givnish et al.,
(2011).

Nossos resultados indicam também a existéncia de uma dicotomia
evolutiva para as populag¢des de P. azouryi do Espirito Santo e do Rio de Janeiro,
que aparentemente divergiram a 2,46 Ma, durante o Pleistoceno inicial (pp
>0.90), indicando um papel atuante das primeiras glaciagdes na divergéncia
desses dois agrupamentos. Silva et al. (2018) indicou grandes transicées na
dindmica climatica durante a transi¢céo Plioceno-Pleistoceno ao longo de 2,5 Ma,
apontando as primeiras glaciagbes no Quaternario como um fator decisivo a
diversificagao das espécies. Mota et al. (2020) apontou um papel plausivel das
primeiras glaciagdes do Pleistoceno na divergéncia nas linhagens da bromélia
P. flammea. Ademais, algumas investigacbes apontam que a atuagdo das
flutuagdes climaticas no Ultimo Maximo Glacial no Pleistoceno Tardio foi decisiva
na diversificacdo das espécies da América do Sul (Carnaval et al., 2014;
Turchetto-Zolet et al., 2016).

Muito embora as flutuagdes climaticas no Pleistoceno foram mais
pronunciadas em regides temperadas. Nas zonas tropicais, os periodos glaciais
foram caracterizados por reducédo de chuvas e queda de temperatura (em até
58°C) em comparagao ao presente (Dynesius & Jansson, 2000). Isto pode ter
tido uma significativa contribuicdo na diversificagéo de espécies (Pennington et
al., 2000, Bonaccorso et al., 2006, Hoorn et al, 2010), resultando na
fragmentacao das populagdes em areas menores, em determinados periodos.

Nesse cenario evolutivo, a populagéo Pedra Lisa (agrupamento Rio de
Janeiro) desponta como a mais antiga na reconstrugao filogenética datada de

0,28 Ma, sendo a unica a conferir uma expansido populacional recente
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significativa (D = -1,8311 e FS=-2,44337) pelos testes de neutralidade D de
Tajima (Tajima, 1996) e Fs de Fu (Fu, 1996). Outrossim, confere os maiores
resultados na maioria dos parametros genéticos populacionais aqui investigados
(Hd =0,538; 11 = 0,00030; h=5; k=5) juntamente com a populagdo Pedra do Bau
do Rio de Janeiro (Tabela 8). Manhaes et al. (2019) avaliando a diversidade
cariotipica e genética através de microssatélites (SSR) em populagbes de P.
azouryi, concluiu que Pedra Lisa do Rio de Janeiro foi a populacdo mais
divergente. A divergéncia maior desta populacao foi justificada pelos autores
com base no maior isolamento geografico desta populagdo comparado as
demais. Nossos resultados (histéricos e populacionais) estdo em consonancia
com Manhaes et al. (2019), porém evidenciam os processos evolutivos que
explicam a maior divergéncia da populagao de P. azouryi do Rio de Janeiro.

Os teste de neutralidade D de Tajima (Tajima, 1996) e Fs de Fu (Fu, 1996)
sugerem também a atuagao do efeito gargalo na populagéo Pedra Lisa (Rio de
Janeiro), de forma que o estabelecimento inicial (0,30 Ma) e posterior
colonizagao na populagao Pedra do Bau (0,28 Ma) pode ter tido uma influéncia
significativa da deriva genética, somado as oscilagdes climaticas que estavam
ocorrendo no Pleistoceno tardio.

Concomitantemente a esses eventos, ocorreu o surgimento da populagéo
de Pedra do Jacu ha 0,17 Ma ao norte do Espirito Santo. De acordo com os
parametros genéticos populacionais investigados, exibindo os maiores
resultados (Hd =0,385; 1 = 0,00020; h=5; k=4), seguido da populagdo Pedra
Trés Irmas (0,11 Ma) (Tabela 8). Apesar da pouca informagdo genética das
outras populagdes do mesmo agrupamento, visto a natureza conservada do

marcador cpDNA (Adhikari et al., 2017), pode-se verificar com os testes de Fs
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de Fu (Fu, 1996) de que Pedra do Jacu tenha sofrido um efeito gargalo mediante
a efeitos das flutuacdes climaticas no Pleistoceno tardio, com posterior atuacao
da deriva genética nas dispersdes e expansodes de inselbergs recentes. O efeito
gargalo pode ter reduzido de forma significativa a diversidade genética,
predispondo ao aumento da endogamia (Honnay & Jacquemyn, 2007;
Templeton, 1980; Hedrick, 2005).

Em suma, ocorreu uma grande separagcdo em dois agrupamentos
populacionais (Espirito Santo e Rio de Janeiro) no inicio da historia evolutiva de
P. azouryi, sugerindo que as flutuagdes climaticas pretéritas do Quaternario
foram importantes na divergéncia entre as populag¢des. No entanto, a atuagao
via stepping stones para o estabelecimento e colonizagdo das populagbes de
Pedra Lisa, a mais antiga do Rio de Janeiro (0,28 Ma) e de Pedra do Jacu,
Espirito Santo (0,17 Ma), teve um papel mais decisivo de acordo com as nossas
analises, mesmo no Pleistoceno. Estes eventos resultaram em uma estratégia
na qual as populagdes terminariam por ocupar novos ambientes/inselbergs
(expansao recente) através de poucos individuos fundadores (efeito fundador)
nas demais populagdes, influenciado diretamente por deriva genética a
diferenciagao genética populacional.

O modelo stepping stone (ou isolamento por distancia), considera que o
grau de isolamento pode interferir de maneira significativa na diferenciagéo
genética, uma vez que populagdes conferem uma reducdo gradual na
similaridade genética devido ao aumento da distancia geografica e restricao da
disperséo (Kimura & Weiss, 1964; Hellberg et al., 2002). Desta forma, as
estimativas de fluxo génico para populagdes sofrendo processos de stepping

stone serao mais altas em populagcbes mais proximas e reduzidas nas mais
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distantes (Hellberg et al., 2002). Neste modelo, onde o isolamento geografico
influencia consideravelmente o fluxo génico (Wright, 1978; Frankham et al.,
2008), nossos resultados indicam haver alta diferenciacdo genética entre
populagdes pelo calculo da AMOVA e entre as populacdes pelo BAPS, com K=7
(Figura 5, Tabela 6 e 7).

Os valores elevados de ¢st encontrados, das populagdes Pedra Lisa
(grupo F) e Pedra do Bau (grupo G) do agrupamento Rio de Janeiro para com
as demais populagdes do Espirito Santo (>0,98), indicaram um baixissimo fluxo
génico entre elas. Além disso, o padrao espacial geografico do haplogrupos F e
G (37 passos mutacionais e distando >60 km) da Figura 5, reiteram que essas
populagdes possam ter sofrido processos de isolamento, sendo atribuida a
deriva genética como a forga evolutiva que promove a alta diferenciagao genética
vistos pelos altos valores de ¢st (Tabela 7). Boisselier-Dubayle et al. (2010),
encontrou um padrao consonante com as nossas investigagdes, uma elevada
diferenciagao genética para P. geyskesii LB.Sm e sugerindo o isolamento por
distancia entre arquipélagos de inselbergs como 0 mecanismo mais provavel.

A correlagao significativa do Teste de Mantel (Figura 6) entre a distancia
genética e geografica (km) reitera as observagdes sobre o baixo fluxo génico
entre populagbes em inselbergs distantemente relacionados. Manhaes et al.,
(2019) recuperaram também uma correlacdo positiva entre as distancias
genéticas e geograficas, considerando a populagdo Pedra Lisa (agrupamento
Rio de Janeiro) mais divergente de acordo com estimativas de estruturagcéo
populacional.

Ainda que as populagbes do agrupamento do Espirito Santo estejam

separadas por alguns quildbmetros e exibam diferenciacéo alta, pode-se verificar
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que foram os menores valores de ¢st encontrados, sugerindo um maior fluxo
génico intercambiaveis entre elas (populagdes C e A, distam a 9,5 km de
distancia, com ¢st = 0,852 e populagdes D e C, distam a 1,3 km de distancia,
com ¢st = 0,850). Esta ultima comparagao (D e C) foi a que apresentou as
menores distancias genéticas corrigida sob o modelo Tamura-Nei (0,0028)
(Tabela 5), e corroborada com a reconstrugao filogenética na qual se observa
que sao populagao irmas (Figura 5), mesmo com suportes moderados.

A deriva genética pode ser a forga predominante que governa as
frequéncias alélicas de locais neutros em populagdes finitas localmente
agregadas em inselbergs (Macarthur & Wilson, 1967; Hutchinson & Templenton,
1999), como as de P. azouryi. A fixagdo dos haplétipos de cpDNA € um padrao
constatado nas angiospermas, incluindo as bromélias, devido a heranga
uniparental do cpDNA (Wagner et al., 2015), genoma conservado, taxa ausente
ou baixa de recombinacdo, baixos niveis de substituicdo de nucleotideos e
tempos de coalescéncia curtos (Adhikari et al., 2017). Logo, espera-se que um
tamanho efetivo da populacdo de organelas herdadas maternalmente seja de
uma escala de magnitude inferior comparado a dos genes nucleares (como visto
em nosso estudo). Assim, sugere-se que a deriva genética desempenhe um
papel mais atuante na modelagem das frequéncias dos alelos das organelas
(Birky, 1983).

Portanto, devido a sua natureza disjunta dos inselbergs, somado ao fluxo
génico intercambiavel reduzido entre populag¢des e atuagado da deriva genética,
contribuiu para uma elevada diferenciagdo genética das populag¢des. Mota et al.
(2020) demonstrou resultados consonantes para P. flammea como diversidade

genética baixa a moderada dentro das populagdes, alta estruturagcéo
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populacional, fluxo génico limitado, deriva genética e isolamento de longo prazo
com persisténcia de populagbes de afloramentos rochosos ao longo das
oscilagdes climaticas do Quaternario.

Forgas historicas (flutuagdes climaticas no Pleistoceno) e populacionais
(isolamento por distancia e deriva genética) moldaram, de forma dindmica, uma
forte estruturacdo genética nas populagbes de P. azouryi, de acordo com as
nossas estimativas. Ademais, populacbes Pedra Lisa e Pedra do Bau
(agrupamento Rio de Janeiro) demonstraram as populagdes com as maiores
métricas de diversidade genética. Todas as populagbes foram geneticamente

unicas para endossar medidas de conservacao da espécie.

Implicagbes para a conservagao

Pitcairnia azouryi € uma espécie que ocorre em sete populagdes
localizadas em inselbergs que distam no maximo cerca de 70 km entre elas.
Segundo Manhaes et al. (2016) classificaram P. azouryi como espécie em perigo
(EN), levando em consideracao os critérios da IUCN (2014), como extenséo de
ocorréncia, area de ocupacgao e numero de populacdes conhecidas.

A ocorréncia em ambientes fragmentados (inselbergs), com influéncia da
acao antrépica, merece elevada atengcao por apresentarem riscos iminentes a
diminuicado das populag¢des, uma vez que sob tais condi¢des, eventos genéticos
como deriva génica e endocruzamento podem se tornar mais extremos (Franklin
et al., 2008).

Diversos fatores em larga escala sdo comumente associados, tais como
0 desaparecimento e a degradagcao dos ambientes naturais causados pela

transformacao da vegetagéo nativa em areas para mineragao, desenvolvimento
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de infraestrutura, extrativismo ilegal, incéndios e sobre-exploragao de espécies
de interesse econdmico (Martinelli et al., 2008, Martinelli & Moraes, 2013; Loyola
etal., 2014).

Apesar do agrupamento Rio de Janeiro (Pedra Lisa e Pedra do Bau)
conferir os maiores indices de diversidade genética para P. azouryi., todas as
populagdes sdo prioritarias a conservar o patrimonio genético, uma vez que cada
uma possui haplétipos unicos. Além disso, nenhuma das areas de ocorréncia de
P. azouryi é protegida por unidade de conservagéo. Este cenario justifica a
necessidade de endossar acdes prioritarias de conservacao para todas as areas

de ocorréncia da espécie.

Conclusao

Nossos resultados reiteram na escala temporal histérica de que o
agrupamento populacional do Rio de Janeiro (Pedra Lisa e Bau) é o mais antigo,
recuperando Pedra Lisa como a mais basal das populagdes. Encontramos
evidéncias populacionais de que a populagdo Pedra Lisa (Rio de Janeiro) e
Pedra do Jacu (Espirito Santo) passaram por eventos de expansao recente e
efeito gargalo em algum momento no tempo evolutivo. A atuagdo da deriva
genética via stepping stones teve um papel decisivo no estabelecimento e
colonizagéo, influenciando a diferenciagao genética dessas populagoes.

Nos parametros genéticos populacionais observou-se os maiores indices
nas populagdes do agrupamento Rio de Janeiro. As analises de estruturacéo
genética resultaram em indices elevados de ¢st (¢st > 0,85) em todas as

populagdes e, consequentemente limitado fluxo génico. As metodologias
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analiticas empregadas esclareceram as trajetorias evolutivas desta espécie
ameacgada e de ocorréncia restrita a sete inselbergs da Floresta Atlantica, e
apontaram o papel de eventos histéricos e de deriva genética via stepping stones

nos padroes de estruturagao populacional da espécie.
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Lista de Tabela

Tabela 1. Nomero de amostras totais das populacionais da espécie P.
azouryi.
De acordo com a localidade, formagdes rochosas, coordenada geografica e

numero de individuos coletados respectivamente.

Tabela 2. Primers foram testados e utilizados para a amplificagdo e
sequenciamento neste estudo.
Cada primer apresentado contém a fonte de origem e a temperatura de

anelamento (°C).

Tabela 3. Panorama geral dos dados genéticos dos marcadores
cloroplastidiais.

pb = quantidade de pares de base; N = numero de amostras amplificadas; h =
numero de haplétipos; Hd = diversidade haplotipica; ™ = diversidade

nucleotidica; k = proporcao de sitios polimorficos.

Tabela 4. Regioes geograficas referentes a cada grupo filogenético obtida
pela analise do BAPS.

Foram plotadas cores referentes a cada agrupamento e regido geografica

Tabela 5. Matriz de distancia genética (distancia-p) par-a-par calculada para
os grupos filogenéticos.
Calculo é feito baseado na distancia genética corrigida pelo modelo Tamura-Nei

dentro dos grupos, respectivamente.
Tabela 6. Analise de varidncia molecular (AMOVA), comparando as
diferentes variagoes entre e dentro dos grupos filogeograficos.

¢st: estimador do indice de fixagao total dos grupos

Tabela 7. Valores do indice de fixagao (¢st ).

Estimados par-a-par entre os grupos filogenéticos ao nivel p> (0,05)
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Tabela 8. Parametros genéticos calculados para cada grupo populacional,
sendo: n = numero de individuos.

S = numero de sitios segregantes; h = numero de haplétipos; Hd = diversidade
haplotipica; 1 = diversidade nucleotidica; k = numero de sitios polimorficos; D de
Tajima e Fs de Fu = testes de desvio de neutralidade,os numeros em negrito
representam os valores estatisticos significantes (p<0,05 para D de Tajima e
p<0,02 para FS de Fu).
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Tabela 1

Formacoes Coordenada Numero
Populagées Localidades ¢ e de
rochosas geografica T
individuos
] Pedra Lisa, monolito 20°42’04” S 15
Burarama/ES 41°1834” W
) Pedra do Jacu, monolito 20°43'19”’S »
Burarama/ES 41°20'20" W
Complexo
Pedra das 20°46’19”S
3 Pedra das 12
Andorinhas/ES 41°21'12" W
Andorinhas
Complexo
Pedra Trés 20°47°'26”S
4 Pedra das 13
Irmas/ES 41°21'34" W
Andorinhas
Complexo
Pedra Parada 20°47°39"S
5 Pedra das 13
Cristal/ES 41°22'20" W
Andorinhas
5 Pedra do Bau Complexo 21°20'32"S 13
/RJ Pedra do Bau 41°22'26" W
. Pedra Lisa, Complexo 21°20'36”S 13
Campos/ RJ Pedra do Bau 41°24° 09" W
Total - - 90
Tabela 2
Locus Primers T® Fonte
5'GAAGTAGTAGGATTGATTCTC 3'
atpB-rbcL 56 Manen et al., (1994)
5TACAGTTGTCCATGTACCAG 3
5ATACCCTGTTCTGACCATATTG 3
matk 54 Schutle et al., (2005)
5GGTTCCAGAAGATGTTAATCG 3
5AGATGTTTTTGCTGGTATTGA 3’ _ .
psaB-psbH 56  Shinozaki et al., (1986)
5TTCAACAGTTTGTGTAGCCA 3
5CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC 3
rpl32—trnL 58 Shaw et al., (2007)

5’CTACTTCCTAAGAGCAGCGT &
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rpS16 — 5AAAGTGGGTTTTTATGATCC 3
58 Shaw et al., (2007)

trnK 5TTAAAAGCCGAGTACTCTACC 3’
Tabela 3
Gene pb N h Hd ™%
atpB-rbcL 727 90 9 0,617 0,42% 11
matk 753 90 9 0,744 0,17%
psaB-psbH 608 90 4 0,461 0,30% 7
rpl32—trnL 671 90 7 0,651 0,32% 11
rpS16 —trnK 703 90 7 0,829 0,33% 6
Tabela 4
Cor Grupos Localidades e Regidao Geografica
filogenéticos
Vermelho A Pedra Lisa, Burarama, Cachoeiro de Itapemirim, ES
Amarelo B Pedra Trés Irméas, Jeronimo Monteiro, ES
Rosa C Pedra das Andorinhas, Cachoeiro de Iltapemirim, ES
Cinza D Pedra Parada Cristal, Jeronimo Monteiro, ES
Pedra do Jacu, Burarama, Cachoeiro de Itapemirim,
Laranja E
ES
Azul F Pedra Lisa, Campos de Goytacazes, RJ
Roxo G Pedra do Bau, Campos de Goytacazes, RJ
Tabela 5
A B C D E F G
A *
B 0,00061 *
C 0,00057 0,00061 *
D 0,00086 0,00090 0,00028 *
E 0,00266 0,00271 0,00209 0,00238 *
F 0,00670 0,00675 0,00612 0,00641 0,00697 *
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G 0,00762 0,00702 0,00703 0,00733 0,00676 0,00505 *

Tabela 6

Fonte de variagao

dos grupos filogenéticos Entre os grupos  Dentro dos grupos

cpDNA (Fst =0,97746)

Variagao dos componentes 14,19520 Va 0,32740Vb
Percentual de variacéo (%) 97,75% 2,25%
Tabela 7
A B C D E F G
A *
B 0,90282 *
C 0,85078 0,90261 *
D 0,91568 0,94033 0,85253 *
E 0,93056 0,94185 0,91350 0,93889 *
F 0,98696 0,98801 0,98790 0,98974 0,98301 *
G 0,98452 0,98526 0,98555 0,98751 0,97937 0,95551 *
Tabela 8
Grupos n S h Hd Ll k Dde Tajima Fsde Fu
A 15 0 3 0 0 0 0 -0,6433
B 13 2 4 0,299 0,00009 2 -1,46801 -2,20607
C 12 0 2 0 0 0 0 0,73482
D 13 0 2 0 0 0 0 0,24043
E 11 3 5 0,38 0,00020 4 -1,79996 -2,22932
F 13 5 5 0,538 0,00030 5 -1,86311 -2,44337
G 13 6 4 0,423 0,00033 6 -1,78488 -0,40627
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Lista de Figura

Figura 1. Distribuicdo geografica das sete localidades de ocorréncia de P. azouryi.
(1) Pedra Lisa-Burarama; (2) Pedra do Jacu; (3) Pedra das Andorinhas; (4) Pedra Trés Irmas; (5)
Pedra Parada Cristal; (6) Pedra do Bau e (7) Pedra Lisa-Campos.

Figura 2. Grafico das transi¢cdes e transversdoes (eixo y) em funcao da diversidade
nucleotidica (eixo x), calculada sob o modelo Tamura-Nei (1984).
As transi¢des sao representadas pelas linhas de coloragdo azul e a transversdes pelas linhas de

cor verde.

Figura 3. Arvore génica concatenada (cpDNA) por maxima verossimilhanga (MV) e inferéncia
bayesiana (IB).
Em cada ramo das arvores, € exibido os valores de boostrap (bs)e probabilidade posteriori (pp),

respectivamente.

Figura 5. Panorama integrativo da dinamica evolutiva de P. azouryi.

(A) Arvore de linhagens resultante das analises filogenéticas. Os valores de pp estdo
representados com bolinhas vermelhas (pp<90%) e pretas (pp>90%) conforme indicado na figura.
Cada agrupamento esta identificado e associada ao resultado do Barplot gerado pela analise do
BAPS representada na figura pela coluna a direita. B) Distribuicdo geografica das amostras
utilizadas neste trabalho. Os pontos representam as populagdes amostradas e as cores dos
circulos correspondem a coloragao atribuida de acordo com o BAPS e a filogenia. C) Rede de

haplétipos dos marcadores cloroplastidiais concatenados

Figura 6. Correlagao entre a distancia genética no eixo Y e a distancia geografica no eixo X.

Ha evidéncias de alguma relacao estatistica significativa (p>0,05).
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Figura 1
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Figura 4
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Figura 5
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Material Suplementar

Figura S1. Arvores génicas individuais geradas por inferéncia Bayesiana (IB) e Maxima
Verossimilhanga (MV). A partir das sequéncias concatenadas dos marcadores nucleares: atpB-

rbcL, matk, psaB — psbH, rpl32 — trnL e rpS16 — trnkK, respectivamente.
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Figura S2. Redes de hapldtipos construidas para os cinco marcadores utilizados no estudo: (A) atpB-rbcL; (B) matk; (C) psaB-psbH; (D) rpl32—
trnL e (E) rpS16 —trnK. As cores correspondem a coloragao dos grupos expostos na figura 5. O tamanho dos circulos € proporcional ao numero
de individuos de cada haplétipo. Os pontos intermediarios (circulos cinza) referem-se ao numero de passos mutacionais entre as populagdes.

Para facilitar a visualizagao foi indicado, em alguns segmentos, o numero total de mutagdes.
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