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RESUMO

DIVERSIDADE MORFOLOGICA E GENETICA EM STIGMATODON
(TILLANDSIOIDEAE, BROMELIACEAE)

Vitor da Cunha Manhies

Orientadores: Dra. Andrea Ferreira da Costa & Dr. Fabiano Salgueiro

Esta tese investiga a diversidade no complexo Stigmatodon goniorachis, endémico dos
inselbergs da Floresta Atlantica do estado do Rio de Janeiro, por meio do estudo das
espécies e de suas populagdes a respeito de sua variacdo morfologica, diversidade
genética, da quantidade de DNA nuclear e do nimero de cromossomos. Para as analises
morfologicas foram coletadas amostras de folhas e flores de cinco individuos em cada
uma das sete populacdes escolhidas, totalizando 35 individuos onde foram utilizadas 20
variaveis quantitativas e sete qualitativas nas analises de agrupamento e ordenagdo. A
analise de agrupamento revelou a evidente separacao das quatro espécies (S. brassicoides,
S. costae, S. goniorachis e S. francae). Além disso, nas populagdes de S. goniorachis
houve a formacao de dois grupos distintos. A andlise de PCA revelou que os principais
componentes de variacdo foram o didmetro do pedunculo, o comprimento da bractea
floral e o comprimento do receptaculo. Nas populacdes de S. goniorachis os principais
componentes de variacdo foram o comprimento da bractea floral, largura da lamina e
comprimento da sépala. Esses componentes foram capazes de explicar a separacao das
quatro espécies, além da formagdo de dois grupos distintos nas populagdes de S.
goniorachis. A analise genética foi realizada com oito microssatélites, em seis populacdes
com um total de 145 individuos. A riqueza alélica variou de 4.054 em S. costae e 7.040
em S. francae. Os valores de heterozigosidade observada variaram de 0.557 em S.
goniorachis e 0.667 em S. francae. O resultado da AMOVA revelou que 75.07% da
variagdo genética esta dentro das populacdes, e a ocorréncia de fluxo génico (N,;) variou
de 0.285-8.370 entre os pares de populagdes estudadas. A andlise bayesiana indicou que
para as espécies S. costae, S. francae ¢ S. goniorachis um modelo de k = 4 populagdes ¢
capaz de explicar melhor a variagao nos dados sobre a estrutura genética. O teste de
mantel para anélise de isolamento pela distdncia nao revelou correlagao entre distancia
genética e geografica (r = 0.044 P < 0.01). Tanto as analises morfologicas quanto as

xii



analises genéticas evidenciaram dois grupos distintos dentro das quatro populagdes de S.
goniorachis analisadas. Isso levou a proposi¢do de uma nova espécie de Stigmatodon,
que apresenta caracteristicas morfologicas peculiares em relagdo a distribuicdo de
tricomas e pela postura da lamina foliar revoluta. Para as andlises de citometria de fluxo
foram utilizadas amostras de folhas de 60 individuos, e para analise de citogenética foram
utilizadas amostras de raizes de seis individuos. Nas analises de citometria de fluxo, o
valor médio do conteido de DNA nuclear variou entre 1.485 a 1.597 pg entre todas as
espécies analisadas. As andlises citogenéticas apresentaram valores idénticos nas seis
populagdes do complexo S. goniorachis, com 2n = 50 cromossomos. As analises de
citometria de fluxo ndo evidenciaram diferencas nas seis populagdes das quatro espécies
que compdem o complexo S. goniorachis. Todas as espécies de nosso estudo estdo
enquadradas em algum grau de ameaga de acordo com a [UCN. Desta forma, estudos
morfologicos e genéticos sdo ferramentas importantes para avaliar o grau de declinio e/ou
conservagdo de populagdes destas espécies, além de auxiliar no desenvolvimento de

estratégias de conservagdo do complexo S. goniorachis.

Palavras-chave: citogenética, genética de populacdes, inselbergs, morfologia,

morfometria.

Rio de Janeiro, RJ

2021
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ABSTRACT

MORPHOLOGICAL AND GENETIC DIVERSITY IN STIGMATODON
(TILLANDSIOIDEAE, BROMELIACEAE)

Vitor da Cunha Manhies

Orientadores: Dra. Andrea Ferreira da Costa & Dr. Fabiano Salgueiro

This thesis investigates the diversity in the Stigmatodon goniorachis complex, endemic to
the inselbergs of the Atlantic Forest in the state of Rio de Janeiro, through the study of
species and their populations regarding their morphological variation, genetic diversity, the
amount of nuclear DNA and the number chromosomes. For the morphological analyzes,
samples of leaves and flowers were collected from five individuals in each of the seven
populations, totaling 35 individuals where 20 quantitative and seven qualitative variables
were used in the cluster and ordering analyzes. The cluster analysis revealed the evident
separation of the four species (S. brassicoides, S. costae, S. goniorachis and S. francae). In
addition, in the populations of S. goniorachis, two distinct groups were formed. The PCA
analysis revealed that the main variation components were the diameter of the peduncle,
the length of the floral bract and the length of the receptacle. In the populations of S.
goniorachis the main components of variation were the length of the floral bract, width of
the blade and length of the sepal. These components were able to explain the separation of
the four species, in addition to the formation of two distinct groups in the populations of S.
goniorachis. Genetic analysis was performed with eight microsatellites, in six populations
with a total of 145 individuals. The allelic wealth varied from 4.054 in S. costae and 7.040
in S. francae. The observed heterozygosity values varied from 0.557 in S. goniorachis and
0.667 in S. francae. The AMOVA result revealed that 75.07% of the genetic variation is
within populations, and the occurrence of gene flow (N,) ranged from 0.285-8.370 among
the pairs of populations studied. The Bayesian analysis indicated that for the species S.
costae, S. francae and S. goniorachis a model of k = 4 populations is able to better explain
the variation in data on the genetic structure. The mantel test for isolation analysis by
distance did not reveal any correlation between genetic and geographic distance (» = 0.044
P <0.01). Both morphological and genetic analyzes showed two distinct groups within the

four populations of S. goniorachis analyzed. This led to the proposition of a new species
Xiv



of Stigmatodon, which has peculiar morphological characteristics in relation to the
distribution of trichomes and the posture of the leaf blade revoluta. For flow cytometry
analyzes, samples of leaves from 60 individuals were used, and for cytogenetics analysis,
samples of roots from six individuals were used. In the flow cytometry analyzes, the
average value of nuclear DNA content varied between 1,485 to 1,597 pg among all
analyzed species. Cytogenetic analyzes showed identical values in the six populations of
the S. goniorachis complex, with 2n = 50 chromosomes. Flow cytometry analyzes did not
show differences in the six populations of the four species that make up the S. goniorachis
complex. All species in our study fall under some degree of threat according to the [TUCN.
Thus, morphological and genetic studies are important tools to assess the degree of decline
and/or conservation of populations of these species, in addition to assisting in the

development of conservation strategies for the S. goniorachis complex.

Keywords: cytogenetics, inselbergs, morphology, morphometry, population genetics.

Rio de Janeiro, RJ

2021
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Estrutura da Tese

A tese estd organizada da seguinte forma:

Inicialmente ¢ apresentada uma Introdu¢do Geral com informacdes sobre a
familia Bromeliaceae, do género Stigmatodon e das espécies do complexo S. goniorachis,
que ocorrem exclusivamente em inselbergs da Floresta Atlantica. Também sdo levantadas
hipoteses e consideragdes referentes as analises realizadas nos capitulos que se sucedem,

a saber:

Capitulo 1: “Transferability of nuclear microsatellite markers to Stigmatodon species,
a bromeliad genus endemic to vertical cliffs of inselbergs in Brazil”. Este capitulo teve
como objetivo avaliar a transferibilidade de marcadores microssatélites desenvolvidos
para outras espécies, e testa-los nas espécies do complexo S. goniorachis, a fim de
subsidiar as andlises genéticas desenvolvidas no capitulo 2. Como na data de publicagao
deste artigo a descri¢ao da espécie S. francae ainda ndo tinha sido oficialmente publicada,
foi respeitado o codigo de nomenclatura botanica, e ela foi denominada neste trabalho

como Stigmatodon sp. nov.

Capitulo 2: “Evidéncias morfologicas e genéticas sobre o complexo Stigmatodon
goniorachis (7illandsioideae, Bromeliaceae), revelam uma nova espécie de inselbergs
da Floresta Atlantica”. Este capitulo avaliou a variacdo morfologica e genética de quatro
espécies do complexo S. goniorachis em seis populagdes distintas, através de andlises
multivariadas e moleculares, com o objetivo de elucidar as diferengas existentes entre as
espécies deste complexo. Com os resultados destas analises foi possivel reconhecer uma

nova espécie, aqui descrita como Stigmatodon carioca sp. nov.

Capitulo 3: “Is there a variation in the content of nuclear DNA and number of
chromosomes of species occurring in isolated inselbergs? A case study of the genus

”»
.

Stigmatodon (7illandisoideae, Bromeliaceae)”. Este capitulo teve como principal

objetivo verificar se ocorre variacdo no conteudo de DNA nuclear e no niumero de



cromossosmos das espécies que compdem o complexo S. goniorachis em suas diferentes
populacdes. Aqui, a fim de respeitar o codigo de nomenclatura botanica, estamos
considerando a nova espécie S. carioca sp. nov. descrita no capitulo 2, como Stigmatodon
sp. nov. tendo em vista que a descri¢ao de S. carioca sp. nov. ainda nao foi oficialmente

publicada.

Por fim, sdo apresentadas as Consideracdes Finais, com comentarios sobre todas
as analises e sobre a utilidade destes resultados em futuros trabalhos abordando este

complexo de espécies endémico dos inselbergs da Floresta Atlantica.



Introducao Geral

Bromeliaceae Juss. ¢ uma das maiores e mais representativas familias de plantas do
Neotropico, constituindo um dos grupos com grandes variedades morfologicas e ecologicas
entre as angiospermas (Givnish et al. 2011). Acredita-se que seu surgimento foi ha cerca
de 100 milhdes de anos (Ma) no Escudo das Guianas, durante o periodo Cretaceo, e sua
diversificacdo ocorreu ha cerca de 19 Ma. Sua ampla distribui¢ao geografica em diferentes
regides e tipos de habitats desde mésicos a xéricos da América Tropical e Subtropical

transcorreu por volta dos 15,4 Ma (Givnish et al. 2007, 2011, 2014; Krapp et al. 2014).

Com excec¢do de Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbr., que ocorre na
costa oeste do continente africano, os representantes da familia Bromeliaceae distribuem-
se exclusivamente na regido neotropical (Smith & Downs 1974; Jaques-Felix 2000;
Givnish et al. 2004). No Continente Americano, a familia apresenta como limite norte de
ocorréncia os estados de Virginia, Texas e California, nos Estados Unidos, € como limite
sul o norte da Argentina (Smith & Downs 1974). Os representantes sdo encontrados
praticamente em todos os ambientes, do nivel do mar aos elevados altiplanos da cordilheira
dos Andes, em florestas pluviais como a Floresta Atlantica, ou regides aridas como a
Caatinga. Na costa leste do Brasil ocorrem principalmente os grupos associados aos
ambientes florestais, enquanto o escudo das Guianas retne os géneros relacionados a
vegetacdo aberta. Atualmente quatro regides sdo consideradas centros de diversidade
genérica da familia, sdo eles: a America Central, os Andes, o Planalto da Guianas, ¢ a
Floresta Atlantica (Forzza 2005; Zizka et al. 2020). O sucesso desta ampla distribuicao em
diferentes tipos de habitats ¢ caracterizado por caracteres morfologicos e fisiologicos, tais
como folhas dispostas em forma de roseta, propiciando o acimulo de dgua e matéria
organica, escamas absorventes de umidade atmosférica na lamina foliar, o metabolismo do
tipo CAM, e a polinizagdo por vertebrados, especialmente beija-flores € morcegos

(Tomlinson 1969; Benzing 2000; Givnish et al. 2007, 2014).

Atualmente Bromeliaceae retne aproximadamente 3.657 espécies subordinadas a
78 géneros (Gouda & Butcher 2021 [cont. upd]), distribuidas em oito subfamilias, sendo

que trés destas (Bromelioideae Harms, Pitcairnioideae Harms e Tillandsioideae Harms) ja
3



eram reconhecidas tradicionalmente desde o século passado por Smith & Downs (1974,
1977, 1979). As outras cinco subfamilias foram estabelecidas na Gltima década por Givnish
etal.(2007,2011) com auxilio de ferramentas moleculares e morfologicas (Brochinioideae
Givnish, Hecthioidae Givnish, Lindmanioideae Givnish, Navioideae Harms e Puyoideae
Givnish). Dentre todas essas subfamilias, Tillandsioideae abarca a maior diversidade com
cerca de 1.503 espécies e 23 géneros conhecidos até o momento (Gouda & Butcher 2021
[cont. upd.]). Essas espécies estdo distribuidas desde o sul da América do Norte até o sul
da América do Sul (Smith & Downs 1977; Zizka et al. 2020), onde habitam diversos tipos

de ambientes, sejam eles mésicos ou xéricos (Benzing 2000; Barfuss et al. 2016).

No Brasil a familia esta representada por 1.379 espécies inseridas em 56 géneros
distribuidos por todos os seis Dominios Fitogeograficos, sendo que 1178 espécies e 24
géneros sao endémicos do pais (Forzza et al. 2021). A Floresta Atlantica € considerada um
dos hotsposts para a conservagao devido ao seu alto grau de endemismo e diversidade de
espécies (Myers et al. 2000; Mittermeier et al. 2004), sendo um dos centros de diversidade
da familia no Brasil. Neste dominio, a familia Bromeliaceae estd representada por 934
espécies e 35 géneros (Forzza et al. 2021), sendo 85% destas espécies endémicas do pais.
Dentre esses géneros, nove sao endémicos da Floresta Atlantica (Canistropsis (Mez) Leme,
Canistrum E.Morren, Edmundoa Leme, Fernseea Baker, Lymania Read, Nidularium Lem,
Portea K. Kock, Quesnelia Gaudich. e Wittrockia Lindm.) englobando 806 espécies
(Martinelli ef al. 2008). Grande parte das espécies de Bromeliaceae ocorrentes na Floresta
Atlantica, distribuem-se na regido sudeste do Brasil e no sul do estado da Bahia (Martinelli
et al. 2008), areas que revelam alta riqueza e elevado endemismo de espécies. Além disso,
alguns desses locais apresentam espécies com distribuicdo geografica restrita e disjunta
(Versieux & Wendt 2006; De Paula et al. 2016; Couto 2017). Devido a estes aspectos,
essas regioes sao consideradas modelos para investigacdes de processos evolutivos, além
de revelarem excelentes sistemas para estudos sobre a evolucdo do isolamento reprodutivo

das espécies (Van der Niet ef al. 2006; Wendt ef al. 2008).

Espécies de Bromeliaceae com distribuigdo geografica restrita habitualmente sao

observadas, por exemplo, em inselbergs (Forzza et al. 2021), que sdao afloramentos
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rochosos de granito e gnaisse considerados “ilhas terrestres” devido ao seu alto grau de
isolamento (Porembski & Bartlhott 2000; Guerra 2001). Nesses ambientes Bromeliaceae
destaca-se pela alta riqueza de espécies (Forzza et al. 2021), estimada em 102 taxons
circunscritos em 10 géneros (De Paula ef al. 2020). A maioria dessas espécies (cerca de
80%) esta restrita ao Dominio da Floresta Atlantica. Inselbergs sdo frequentemente
encontrados na regido sudeste do Brasil e possuem floras muito distintas daquelas
observadas na vegetacdo de seu entorno (Porembski et al. 1998). Esses locais apresentam
um ambiente extremamente xérico, com formagao de paisagens muito antigas na Floresta
Atlantica (Safford & Martinelli 2000; Porembski 2007; De Paula et al. 2016; Porembski et
al. 2016), surgindo a cerca de 625 ¢ 490 Ma (Gradim et al. 2014; Varajao & Alkmim 2015).
A exposicao deste tipo de formacdo pode ter ocorrido através de processos erosivos por
volta de 20-2,6 Ma, no inicio do Neoceno, podendo ter sido moldados através de
movimentos tectonicos recentes, contribuindo para a formacao escultural atual dos
inselbergs (Varajao & Alkmim 2015). A ocupacdo e distribuicdo de linhagens de
Bromeliaceae ocorreu por volta dos 15-10 Ma (Givnish et al. 2014), principalmente através
das oscilagdes do Pleistoceno/Plioceno, que podem ter contribuido para a diversidade atual
de espécies na America do Sul (Turchetto-Zolet et al. 2013). As formagdes de inselbergs
apresentam caracteristicas ecologicas peculiares e limitantes para diversas espécies, como
por exemplo, elevada incidéncia de radiagdo solar, baixa concentracdo hidrica, elevadas
taxas de evapotranspiragdo, € pequenas ou mesmo inexistentes porgoes de solo e substrato
(Porembski 2007). Essas caracteristicas ecoldgicas encontradas nos inselbergs acabam
influenciando os processos evolutivos das espécies que ocorrem nesses locais, em contraste
com a matriz circundante dessas areas (Hopper 2009). Tais processos atuam como filtros
ambientais na selecdo e adaptagao de espécies, acarretando em uma vegetacao altamente

especializada que apresenta alto grau de endemismo (Porembski 2007).

Os inselbergs desempenham um papel importante na diversificagdo de varias
espécies rupicolas, representando excelentes modelos para compreensdo da coesdo e/ou
separacao de linhagens que se distribuem isoladamente nessas areas. A familia
Bromeliacae apresenta elevada diversidade nesses ambientes, e abordagens moleculares
com espécies desta familia sdo cada vez mais frequentes nesses locais, como observado
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nos géneros Alcantarea (Barbara et al. 2007a, 2008, 2009; Lexer et al. 2016), Encholirium
(Hmeljevski et al. 2015, 2017; Gongalves-Oliveira et al. 2017), e Pitcairnia (Palma-Silva
et al. 2011; Hmeljevski et al. 2014; Manhaes et al. 2019; Mota et al. 2019). Os resultados
desses estudos indicam que a forma de distribui¢ao isolada e disjunta em inselbergs, pode
provocar a diferenciacdo e estruturagao genética de populagdes, em consequéncia do baixo
fluxo génico entre as localidades (Barbard et al. 2007b). Essas andlises evidenciam a
grande importancia dos inselbergs em estudos que envolvem a diversidade morfologica e
molecular para o entendimento da radiagdo adaptativa de espécies em variados

ecossistemas, como observado nas diferentes espécies da familia Bromeliaceae (Barbara et

al. 2007b).

De acordo com Hopper et al. (2016) os inselbergs também podem ser reconhecidos
como paisagens de Ocbil, (do inglés old-cimatically buffered infertile landscapes) que sao
caracterizadas por locais inférteis, muito antigos, e intrinsicamente associados a
estabilidades do clima e das rochas. Em grande parte, essas localidades estdo distribuidas
em algum tipo de hotspot global de biodiversidade, como, por exemplo, a Floresta
Atlantica, e, portanto, sdo necessarias diretrizes e ateng¢do especial nos esforgcos de
conservagao dessas importantes areas (Hopper et al. 2016; Porembski ef al. 2016; De Paula
et al. 2016; Hmeljevski et al. 2017). Frequentemente estes inselbergs estdo inseridos em
propriedades particulares, fora de Unidades de Conservagao, estando vulneraveis a diversas
acoes, como extrativismo ilegal para fins comerciais, queimadas, exploragao de rochas
ornamentais, etc. (Coffani-Nunes 2002; Martinelli 2007, Porembski 2007). A invasao por
espécies exoticas € outro fator que pode ser impactante a vegetacdo destes inselbergs
(Porembski et al. 1998; Benzing. 2000; Versieux et al. 2010a; Marques et al. 2012). Devido
ao seu alto indice de endemismo sdo considerados areas prioritarias para conservagao,
porém ainda ¢ notéria a caréncia de informagdes biologicas sobre esses ambientes

(Martinelli 2007; Porembski et al. 2016; De Paula et al. 2016).

Diante da grande variedade de habitats que ocorrem nesses inselbergs (Safford &
Martinelli 2000; Porembski 2007; De Paula ef al. 2016), os ecossistemas de penhascos, que

estao localizados nas vertentes mais ingremes, apresentam grande importancia ecoldgica,



mas também grande dificuldade de acesso, o qual ocorre exclusivamente com
equipamentos de escalada (Larson ef al. 2000). Essas areas verticalizadas sao diretamente
influenciadas pela acdo da gravidade, que atua fortemente na remogao de substrato e dgua
da superficie rochosa, tornando-se um habitat xérico e pobre em nutrientes (Larson et al.
2000). Tais caracteristicas atuam como filtro na selecdo e na ocupagao de uma vegetagao
altamente especializada, comportando espécies endémicas e sensiveis a impactos e/ou
desastres naturais como o fogo, mas sobretudo antropicos, como por exemplo abertura de
vias de escalada com a remocdo de vegetagao local (Carauta & Oliveira 1984; Camp &
Knight 1998; Larson et al. 2000; Hans-Peter ef al. 2004; Kuntz & Larson 2006; Adams &
Zaniewski 2012; Clark & Hells 2015; Studlar ef al. 2015; Aximoff et al. 2016; Corréa et
al. 2019).

O Rio de Janeiro se destaca como o estado da federacdo com maior riqueza de
espécies ¢ endemismos para Bromeliaceae (Martinelli et al. 2008). Atualmente sao
encontrados 26 géneros e 330 taxons no estado (Forzza et al. 2021). Deste total, 15 géneros
e 73 espécies ocorrem exclusivamente em vegetagdo sobre afloramentos rochosos ou em
inselbergs (Forzza et al. 2021). O género Stigmatodon Leme, G.K. Br. & Barfuss distribui-
se unicamente nos penhascos verticais dos insel/bergs da Floresta Atlantica, em altitudes que
variam de 50 a 1000 metros sobre o mar e até o momento com a ocorréncia de cinco espécies

em todo estado do Rio de Janeiro (Couto 2017; Forzza et al. 2021).

O género Stigmatodon foi descrito recentemente tendo sido segregado de Vriesea
Lindl. (Tillandsioideae, Bromeliaceae) (Barfuss et al. 2016). Este género, engloba 26
espécies que ocorrem exclusivamente nas faces verticais dos inselbergs no dominio da
Floresta Atlantica no sudeste do Brasil nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro € no
Espirito Santo onde ocorre o principal centro de diversidade do género, e nos afloramentos
rochosos dos campos rupestres nos estados de Alagoas, Bahia e Pernambuco, na regiao
nordeste do Brasil (Couto et al. in prep.). Com habitat exclusivamente rupicola, suas
espécies apresentam folhas fortemente coridceas com indumento lepitodo denso, laminas
geralmente triangulares, inflorescéncias com flores secundas, estames inclusos,

organizados em trés para cada lado da corola, e geralmente apresentam estigma tubo-



laciniado, tnico entre as Tillandsioideae (Leme & Brown, 2004; Leme ef al. 2010; Leme
2012; Leme et al. 2014; Barfuss et al. 2016; Couto et al. in prep). Muitas das espécies de
Stigmatodon apresentam grande proximidade morfoldgica, o que torna dificil a delimitagdo
de certos taxons, resultando em problemas na identificacdo e circunscrigao destas espécies

(Couto 2017).

Stigmatodon possui quatro espécies de ocorréncia exclusiva nos inselbergs da
regido metropolitana do Rio de Janeiro (figura 1). Sdo elas: Stigmatodon brassicoides
(Baker) Leme, G.K.Br. & Barfuss, S. costae (B.R.Silva & Leme) Leme, G.K.Br. & Barfuss,
S. francae D.R. Couto, Manhaes & A.F. Costa, ¢ S. goniorachis (Baker) Leme, G.K.Br. &
Barfuss, a partir daqui denominado complexo Stigmatodon goniorachis. Os quatro taxons
apresentam variagdes na postura, cor ¢ indumento das laminas foliares, assim como na
forma e na cor das bracteas florais. Em geral, S. brassicoides possui menores dimensoes
em relacdo as demais. Entre as quatro, S. goniorachis ¢ a que apresenta distribuicdo um
pouco mais ampla e forma as maiores populacdes. Além disso, podem ser observados
alguns individuos com inflorescéncia composta. Stigmatodon costae ¢ conhecida apenas
para a localidade-tipo, no Morro do Tucum, em Itacoatiara, Niter6i, onde forma extensa
populagdo na face sul deste inselberg. Dentre as quatro espécies, S. francae ¢ a que possui
as maiores dimensdes, além de possuir inflorescéncia sempre composta. E conhecida
apenas para localidade-tipo, na Pedra do Hime, em Jacarepagud, Rio de Janeiro, formando

extensa populagao na face norte do inselberg.



Figura 1. Espécies foco do estudo encontradas na regido metropolitana do Rio de Janeiro.

(A) S. brassicoides, (B) S. costae, (C) S. francae, (D) S. goniorachis (Imagens: V.C.

Manhaes e Bruce Dustan).

Vale ressaltar que os dados constantes nas cole¢cdes de herbario e na literatura
indicam que as quatro espécies ndo ocorrem em simpatria em um mesmo inselberg. Porém,
este complexo ocorre em um conjunto de inselbergs litoraneos préximos uns dos outros,
com distancia minima de 1.5 km e com méxima de 49 km, e isolados do principal centro
de diversidade do género no Espirito Santo (figura 2). Uma das principais razdes pela qual
estas espécies permaneceram pouco estudadas desde as suas descricdes, deve-se a
dificuldade de acessar seus locais de ocorréncia, que geralmente demandam a necessidade

de profissionais treinados no uso de equipamentos especificos para escalada.
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Figura 2. Distribui¢do das localidades tipo das quatro espécies na regido metropolitana do
Rio de Janeiro. 1 - Brasil, 2 - Regido Sudeste, 3 - Cidades do Rio de Janeiro e Niterdi. A e
E - Pedra do Hime (PH) - S. francae; B e F - Pico da Tijuca (PT) - S. goniorachis, C e G -
Morro do Corcovado (MC) - S. brassicoides; D e H - Morro do Tucum (MT) - S. costae.
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A variag¢do morfologica associada a distribui¢do geografica apresenta um contexto
evolutivo evidente, em que as adaptagdes de um organismo estdo diretamente ligadas ao
ambiente em que vivem. Além disso, a variagdo nas caracteristicas morfoldgicas pode ser
reflexo da plasticidade fenotipica das espécies em virtude do ambiente em que se
encontram (Ricklefs 2003). Uma forma de avaliar a variagdo morfologica sao os estudos
morfométricos, pois fornecem dados informativos para a delimitagdo de taxons, além de
avaliar quais caracteristicas sdo mais conservadas e que possuem maior importancia na
identificacao de grupos (Peres-Neto 1995; Newmaster et al. 2008). Por outro lado, ¢
possivel verificar se a variagdo morfologica dentro de determinados grupos ¢ associada a
descontinuidade evidente entre as espécies propostas, ou se estd relacionada com os
gradientes populacionais ao longo de uma faixa de distribuicdo geogréfica restrita (Small

& Fawzy 1992).

Métodos estatisticos multivariados sdo amplamente utilizados quando envolvem a
delimitag¢do de espécies, auxiliando na analise dos dados morfométricos e na inferéncia
sobre a correlagdo existente entre a distribuicdo geografica e a variagao morfoldgica. As
analises multivariadas foram empregadas em varias familias de angiospermas, com o
objetivo de elucidar problemas taxondmicos (por exemplo, Hess & Stoynoff 1998; Naczi
et al. 1998; Cardim et al. 2001; Nielsen et al. 2003; Goldman et al. 2004; Henderson 2005;
Trové et al. 2008). Em Bromeliaceae, estes métodos foram usados para delimitar espécies
em Billbergia (Jacques 2015), Dyckia (Guargoni et al. 2014), Pitcairnia (Wendt et al.
2000), Tillandsia (Paixao-Souza 2012; Castello & Galetto 2013) e Vriesea (Costa et al.
2009; Neves et al. 2018; Uribbe et al. 2020).

Investigacdes referentes as espécies de Bromeliaceae em inselbergs na Floresta
Atlantica sdo cada vez mais frequentes (Barbara et al. 2007a, 2009; Palma-Silva et al. 2009,
2011; Hmeljevski et al, 2014, 2015, 2017; Lexer et al. 2016; Manhaes et al. 2019; Mota et
al.2019), mas ainda sdo poucos frente a riqueza de espécies desta familia nestes ambientes.
Uma das possiveis causas que levam a este cendrio pode ser a lacuna de coleta devido ao
dificil acesso a estes locais (Manhaes et al. 2016). No entanto, tal fato pode se dever a

distribuicdo global restrita destes taxons. E possivel que espécies de inselbergs
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consideradas endémicas de uma ou poucas localidades estejam, na realidade, com sua
distribui¢do geografica subestimada pela caréncia de coletas. Ampliar o esfor¢o de coleta
de representantes de Bromeliaceae em inselbergs e, consequentemente, ampliar a
distribuicao global de espécies ¢ prioritario ao desenvolvimento de estudos de diversidade
genética de populacdes, os quais, por sua vez, permitirdo o melhor entendimento do status

de conservacao dessas espécies.

Devido a sua maior praticidade, atualmente os marcadores moleculares mais usados
em analises de diversidade genética vegetal sao aqueles baseados na técnica de reagdo em
cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR). Entre eles destacam-se os
microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) (Litt & Luty 1989), uma categoria de
marcadores altamente informativos por apresentarem natureza multialélica, alta
reprodutibilidade, heranga co-dominante, alta abundancia e extensa cobertura do genoma.
Entretanto, a principal limitagdo ao uso de tais marcadores para analises genéticas em
diversas espécies ¢ o elevado custo para o desenvolvimento de primers especificos. Uma
alternativa para eliminar este inconveniente seria a amplificacdo heterdloga de loci SSRs
utilizando primers previamente descritos na literatura. Os marcadores SSRs podem ser
transferidos entre espécies proximas e até mesmo entre géneros proximos, reduzindo
consideravelmente os custos de sua utilizacdo (Ferreira & Grattapaglia 1998). A
transferabilidade de SSRs tem sido relatada para varias familias de plantas, incluindo
Fabaceae (Peakall et al. 1998; Kolliker ef al. 2001), Cucurbitaceae (Katzir et al. 1996),
Poaceae (Roder et al. 1995; Thiel et al. 2003), Solanaceae (Provan et al. 1996; Nagy et al.
2007; Moon et al. 2008), Euphorbiaceae (Yu et al. 2011) e Bromeliaceae (Sarthou et al.
2003; Barbara et al. 2007a; Paggi 2008; Palma-Silva et al. 2011; Worhmann & Weising
2011; Zanella et al. 2012; Goetze et al. 2013; Hmeljevski 2013; Lavor et al. 2014; Neri et
al. 2015; Ferreira et al. 2017; Chaves et al. 2018; Zenk et al. 2018; Manhaes et al. 2019;
Tumi et al. 2019).

Recentemente alguns trabalhos sobre Bromeliaceae foram desenvolvidos utilizando
marcadores moleculares microssatélites em biomas do Brasil como a Floresta Atlantica,

Floresta Amazonica, Cerrado e Caatinga, principalmente em afloramentos rochosos
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(Barbara et al. 2007a; Barbara et al. 2007b; Palma-Silva et al. 2009, 2011; Boisselier-
Dubayle et al. 2010; Zanella ef al. 2011; Miranda et al. 2012; Lavor et al. 2014; Hmeljevski
et al. 2014, 2015, 2017; Gongalves-Oliveira et al. 2017; Manhaes et al. 2019; Mota et al.
2019). Estes estudos abordam principalmente a diversidade e estrutura genética
populacional das espécies, elucidando processos evolutivos como especiacao e hibridacao,
registrados em Bromeliaceae. Esses processos genético-evolutivos podem ser
estabelecidos por distribui¢des geograficas restritas e/ou disjuntas, alteracdes ecologicas
ou morfoldgicas, sendo que nessas condigdes os mecanismos de selecao natural e deriva
genética aleatoria atuam de maneira intensa (Petit & Excoffier 2009). Tais condi¢des
podem desencadear na divisdo de populacdes em unidades evolutivas independentes,
envolvendo a separagdo genética e ampliando a diferenciacdo fenotipica (Coyne & Orr

2004; Duminil & Michele 2009; Padial et al. 2010).

Além das ferramentas morfologicas e genéticas na determinacdo da circunscri¢ao
das espécies, a quantificagdo do contetido de DNA por citometria de fluxo (Ebert & Till
1997; Ramirez-Morillo & Brown, 2001; Sgorbati et al. 2004; Favoreto et al. 2012; Bennet
& Leitch 2012; Gitai et al. 2014; Moura et al. 2018; Miiller et al. 2019) e a caracterizagdo
dos cromossomos (Cotias-de-Oliveira ef al. 2000; Ramirez-Morillo & Brown 2001; Palma-
Silva et al. 2004; Bellintani et al. 2005; Gitai et al. 2005, 2014; Ceita et al. 2008; Louzada
et al. 2010; Nunes et al. 2013; Nunes & Clarindo 2014), sdo consideradas ferramentas

importantes na abordagem evolutiva e taxondmica da familia.

A citometria de fluxo (FCM) permite estimar o conteido de DNA, ampliando as
informagdes sobre o genoma de Bromeliaceae, e tem contribuido significativamente em
estudos de taxonomia, evolugdo (Ebert & Till 1997; Ramirez-Morillo & Brown 2001,
Moura et al. 2018; Miiller et al. 2019), biologia reprodutiva e diversidade genética
(Sgorbati et al. 2004). J4 a caracterizagdo cromossdmica permite a detec¢ao de poliploides
e hibridos, comumente reportados em Bromeliaceae (Palma-Silva et al. 2011; Gitai et al.
2014; Nunes & Clarindo 2014; Lavania 2020), permitindo o melhor entendimento acerca
das relacoes de parentesco entre espécies e diversificagao de linhagens. Em Bromeliaceae,

Marchant (1967); Cotias-de-Oliveira et al. (2000); Bellintani et al. (2005); Gitai et al.
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(2014) e Nunes & Clarindo (2014) mostraram que a maioria das espécies desta familia
possuem 2n=50 cromossomos. Contudo, outros trabalhos reportam uma variagdo no
nimero de cromossomos, como no género Cryptanthus Otto & A. Dietr. com 2n=34
(Marchant 1967; Ramirez-Morillo & Brown 2001; Ceita et al. 2008) e 2n=100 para
Orthophytum amoenum (Ule) L.B. Sm. (Bellintani et al. 2005), Orthophytum albopictum
Philcox (Cotias-de-Oliveira et al. 2004; Louzada et al. 2010), Neoglaziovia variegata
(Arruda) Mez (Cotias-de-Oliveira et al. 2004) e Orthophytum burle-marxii L.B. Sm. &
R.W.Read. E em Pitcairnia sceptrigera Mez e no género Fosterella L.B. Sm. com 2n= 50,
100 e 150 (Paule et al. 2017). Esta variagdao também foi observada em P. flammea Lindl.,
na qual Nunes et al. (2013) encontraram 2n= 50 e Gitai et al. (2014) relataram a presenca
de 2n= 50 e 2n= 100 cromossomos respectivamente. No entanto, das 3.645 espécies de
Bromeliaceae existentes, apenas cerca de 2% possuem o valor de conteido de DNA
estimado, enquanto apenas cerca de 10% tiveram seu cariotipo estudado (Gitai et al. 2014).
Aliar a citometria de fluxo a caracterizagdo cromossomica das espécies estudadas neste
trabalho permitira investigar a existéncia de variagdes tanto no contetido de DNA nuclear,
como no namero de cromossomos das espécies que compodem este grupo de espécies. Este
tipo de informagdo ¢ crucial ao entendimento e interpretacao das analises de diversidade
genética. Além disso, a citometria de fluxo ¢ uma ferramenta complementar a citogenética,
por meio da qual é possivel quantificar o conteudo de DNA de grande quantidade de
individuos de uma populagdo ou linhagem, permitindo direcionar a amostragem para

realizag¢ao dos estudos citogenéticos.

O conhecimento de como a variagdo morfoldgica, genética e cromossomica de
determinada espécie esté distribuida em suas populagdes ¢ essencial para o estabelecimento
de estratégias de conservacao (Sites & Marshall 2003, 2004; Barbara et al. 2007b). O
interesse pelo desenvolvimento de estudos com espécies de Bromeliaceae em inselbergs
provavelmente ¢ devido a alta representatividade da familia nestes ambientes que apresenta
alta riqueza de espécies e altos niveis de endemismo (Porembski et al. 1998, Porembski &
Barthlott 2000; Porembski 2007; Couto et al. 2013; De Paula et al. 2016). Devido a estes
aspectos, o sudeste do Brasil ¢ considerado um dos trés hotspots de diversidade de plantas
em inselbergs no mundo (Porembski 2007). Grande parte das espécies que ocorre nesses
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locais apresenta alto grau de endemismo (Ribeiro & Freitas 2010). No entanto, essas areas
ainda carecem de estudos e protecdo. De acordo com a mais recente lista de espécies da
flora brasileira ameagadas de extingdo (Martinelli & Moraes 2013), cerca de 60 tdxons com
ocorréncia em inselbergs graniticos estdo categorizadas em algum grau de ameaca. Estes
ambientes geralmente abrigam espécies endémicas ou de distribuigdo restrita, conhecidas
por poucas ou mesmo uma unica localidade (Martinelli 2007), e entender aspectos
relacionados a biologia destes tdxons ¢ fundamental para o desenvolvimento de estratégias
de conservacdo. Além disso, espécies cuja distribuicdo € exclusiva a inselbergs sao
excelentes modelos para estudos evolutivos, pois se distribuem de forma disjunta e isolada,
apresentando elevados graus de endemismo e particularidades ecologicas Unicas

(Porembski & Barthlott 2000).

Esforcos de campo para preenchimento de lacunas de coleta, e geracao de
informacdes sobre a distribuigdo geografica, variagao morfoldgica, diversidade genética e
caracterizagdo cromossOmica, sdo de fundamental relevancia para ampliagdo do
conhecimento sobre a flora de inselbergs. Além disso, essas informa¢des podem subsidiar
de forma contundente a avaliagcdo do status de conservagao das espécies e do levantamento

de informagdes uteis a elaboracdo de estratégias de conservacao destes ambientes.

Desta forma, a presente tese busca entender se a natureza isolada dos inselbergs, o
tipo de ambiente e de habitat caracteristicos desses ecossistemas estdo influenciando e /ou
alterando os padrdes morfologicos e genéticos de espécies que compdem o complexo S.

goniorachis, utilizando-se de diferentes ferramentas para testar as seguintes hipodteses:
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HIPOTESES

A distribuicdo geografica isolada e disjunta, em conjunto com as caracteristicas
ambientais particulares de cada inselberg onde as populagdes do complexo S.
goniorachis ocorrem, podem influenciar e alterar as caracteristicas morfologicas

dessas espécies.

Os niveis de diversidade genética nessas populagdes sao baixos, ¢ hd uma alta
estruturagao genética populacional, influenciados principalmente pela distribui¢ao
geografica disjunta e isolada, e consequentemente pelos baixos niveis de fluxo

génico entre as populagdes.

O conteudo médio de DNA nuclear e o nimero cromossdmico nas populacdes das
espécies do complexo S. goniorachis pode ser variavel, provocado pelas diferencas
ambientais e pela forma e da natureza isolada dos inselbergs onde essas espécies

estdo localizadas.
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Abstract

Stigmatodon Leme, G.K.Br. & Barfuss is one of the most representative Bromeliaceae genera that grow on the steepest
slopes of the inselbergs of southeastern Brazil. Inselberg environments are characterized as islands due to their restricted,
disjunct distribution and geographical isolation. These features make these sites interesting models for evolutionary and
population genetic studies. In this study we report. the cross-species transferability of nuclear microsatellite markers. ongi-
nally developed for other Bromeliaceae, to four Stugmarodon species: Stigmatodon brassicoides, 5. costae, 8. poniorachis
and Stigmatedon sp. nov. Twenty-four microsatellite markers were tested, and 12 of these were successfully amplified in
the four studied species. In 8. brassicofdes and 8. costae, 10 markers showed amplification with polymorphism, and in
Srigmatodon sp. nov and 5. goniorachis, all 12 markers showed polymorphisms. The number of alleles ranged from two to
four in §. brassiceides; from two to three in 8. costae; from two to six in Stigmatodon sp. nov; and from two to seven in 8.
goeniorachis. Hy, values ranged from 0.05 (P2P19 locus) in 8. brassicoides to 0.689 (VgAM locus) in 8. goniorachis. The set
of amplified microsatellite markers described in this study will be a useful tool for addressing various evolutionary. ecologi-

cal and conservation aspects of Stigmatodon species.

Keywords Atlantic Forest - Bromeliaceae - Cross-amplification - S5R - Tillandsioideae

1 Introduction

Stigmatodon Leme, G.K.Br. & Barfuss belongs to the
Tillandsioideae subfamily and was recently segregated from
Vriesea Lindl. (Barfuss et al. 2016). Stigmatodon probably
arose in the Brazilian Atlantic Forest c. 2.8-6.4 Mya (Kes-
sous et al. 2019}, Today, it is endemic to this biome and

= Vitor Cunha Manhies
manhaesve @ gmail com

Programa de Pds-Graduagio em Ciéncias Bioldgicas
{Botinica), Universidade Federal do Rio de Janciro,
Museu Nacional, Quinta da Boa Vista, Sdo Cristiviio,
Rio de Janeiro, BJ 209490440, Brazl

®  Laboratino de Biodiversidade e Evolugio Molecular,
Departamento de Botdinica, Universidade Federal
do Estado do Rio de Janciro, Av, Pasteur 458,
Rio de Janciro 22290-255, Brazil

! Departamento de Botinica, Museu Nacional, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Quinta da Boa Vista, S&0
Cristivio, Rio de Janewro 20949040, Brazil

Published online: 14 September 2020

comprises 19 species that exclusively inhabit the vertical
slopes of inselbergs in the Atlantic Forest domain. south-
egastern Brazil (Couto and Costa 2019).

Recent studies revealed four species of the genus that
have very similar morphological characteristics (Couto
2017). These species occur exclusively on coastal inselbergs
of the metropolitan region of Rio de Janeiro: Stigmatodon
brassicoides (Baker) Leme. G_K_Br. & Barfuss; §. costae
(B.R.Silva & Leme) Leme, G.K.Br. & Barfuss: 5. gonio-
rachis (Baker) Leme, G.K.Br. & Barfuss; and Stigmatodon
sp. nov, which share morphological affinity with 8. gonio-
rachis (Fig. 1). These taxa can be differentiated by leaf pos-
ture, color and indument, and the shape and color of the
Aoral bracts. The four species do not occur in sympatry, but
instead occupy a set of coastal inselbergs of Rio de Janeiro,
with a maximum distance of 40 km between them. Species
that occur exclusively in these environments usually have a
high degree of isolation. For this reason, they are considered
excellent models for studies of evolutionary processes such
as genectic diversity and gene flow among species and popu-
lations (Barbara et al. 20072, 2009) that are directly linked to

€ Springer
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Fig.1 Species analyzed in this
study, a, b 5, brasyiceides, €,
d 8§ costae, ¢, [ Stigmatodon
sp. mov, @, h 5. gomioracis.
{Images: V.C. Manhdes and P.
Tristram)

the adaptation, evolution and survival of species, especially
on environmental changes (Caballero et al. 2010).
Microsatellite (55R) markers are widely used to study
and understand these processes because of their high vari-
ability, broad genome coverage and codominant inheritance
(Powell et al. 1996; Varshney et al. 2005). However, the
development of species-specific S85R primers can be costly,

@ Springer

making multi-species use of such markers economically
uninteresting. Transferability assessment can be a feasible
low-cost alternative. This technique involves primers origi-

nally developed for a particular taxon being used im DNA
samples from a related species. The evolutionary proximity
between the two species commonly allows the successful use
of the pair of primers (Barbara et al. 2007a).
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Here, we report the efficiency of heterologous amplifica-
tion in four species of the Stigmatodon genus, using noclear
mecrosatellite markers ongmally developed for other Bro-
meliscese species. We aimed to describe tools for diversity
anafysis and population genetic structure studies in these
endemic Atlantic Forest inselberg species.

2 Materials and methods

Species under study and sampling — Microsatellites were
cross-species transferred to Stgmarodon brassicoides, 5.
costae, 8. goniorachis and Srigmaiodon sp. nov. Leaf sam-
ples from 24 mdividuals representing the four species were
collected st four locations (georeferenced by GPS) in the
cities of Niterdi and Rio de Jeneiro, Rio de Joneiro siate,
Bruril. The spmples were stored in silica gel for DNA extmc-
tion and purification (Table 1). One copy of each species
was collected and then deposiied at the Mational Muscum
{R) Herbarium,

DA extraction and amplification — DNA extraction and
purification were performed according to the protocol
described by Dovle & Doyle (19%(1) with the modifications
implemented by Margis et al. {2002). DNA concentration
was estimuted by electrophoresis; using 1.0% ngarose gels
{wiv) prepared in 0.5X TAE buffer { Tris—acetate—EDTA),
comparing band patterns to Lasmbda DNA standards (25,
50 and 100 ng). Samples were stained with GelRed® and
visualized end photographed under uliraviolet light psing
o photo-documentation system. We tested the amplifica-
tiom of 24 pairs of primers of nuclear microsatellite markers
previously developed for other bromeliad species: Acdil
Ac2S (Goetze et al. 20035 Ak 11, Asd 10, Ad.03, AiS. L8,
VeAls, VeCil, VeG03, VeGO2, VeFhl, VeFO2, VeB10,
VAl (Palma-Silva et al. 20067, Pal, PaZ01 (Paggi etal.
2008); Pits, Pit8 (Sarthou et al. 2003); e6, 19, p2pl9, CTS
(Boneh et al. 20403); Fos03 (Wihrmann et al. 2012); and
ACPTCI38A (Kinsuat und Kumur 20617} (Table 2}

The amplification of the locus was performed by poly-
merase chain reaction in a thermal cycler (Biocyeler). Each
25 pL of amplification reaction mixture comtained | umit

(L) of Tag DNA polymemse { Thermo Scientific Inc, USAK
1 » reaction buffer with NH,50,; 2.0 mM MgCl,: (. 16 mM
dNTPs; 8 pmol of reverse primer; 2 pmol of forward primer;
(1025 mg of bovine serum albumin (BSAY; and 10 ng of total
renomic DINAL
The amplification method adopted in this study was based
on the use of primers complexed with Huorophore mole-
cules, as described by Schuelke (2000). In each reaction,
we used o forward primer with an M13 extension (“1ail™).
“TOTAAAACGACGGOCAGT-3, an unmodified reverse
primer and a Auorophore-labeled primer complementary to
the M 13 extension. Polymerase chain resctions (PCRs) were
performed first according to the following program: 95 °C
for 5 min; 18 cycles of %5 °C for 15 5, touchdown from
55 to 45 *C for 15 5, and 95 °C for 15 s; and 20 cycles of
95 “C for 15, 45 °C for 15 5 and 72 °C for 15 5. Next, each
sample was supplemented with 8 pmol of each fluorophore-
labeled primer {complementary to the M13 “tail”) and then
run through the following cycles: 95 *C for 15 5, 8 cycles
of 53 °C for 15 5 and 72 °C for 30 s; and a final extension
phase at 72 °C for 30 min. The fluorescent markers used
in the method were 6-FAM™, VIC®, NED™ and PET®,
constituents of the D5-33"™ Dye Set (Applied Biosystems).
Then. samples were sent to MACROGEND company 1o be
The amplified frapments were separated by electrophore-
sit on 2.0% (w/v) agarose gel stnined with GelRed in 05X
TAE buffer ar 100 Volts for approximately | b After the
rur. the gels were photwgraphed onder uliravioler light and
annlyzed for the number mnd moleculer weight of the ampli-
fied fragments.

Data analysis — Genotyping results were manually anabyzed
using the luminescence peaks depicied in the graphs, viewed
using the PeakScanner? program { Applied Biosystems ). The
presence of a pronounced peak indicates homozygosis, and
the presence of two peaks means heteroryposis. Alleles were
recorded according to the size of each fragment, and geno-
typing errors and noll slleles were detected osing Micm-

checker ¥2.2.3 software { Van Oosterhout et al. 2084 ).

Genetic variability analvses were performed using
the penotypes obtained for the four Srigmarodon species

Table 1 Sampled popalaiions of the four species undler sudy, with their locations and peographicul paranssiers

Species Number oof Locatoa Coondinates Altmide (m)
sammples
5. Imngriceddes k] Peadra da Clivea, Rio de Janesiro-R1 IR0 IR 4 1T AT W 2 1e ]
5. corstae T Belowrro ey Tocum, Miteedi-R I3 RE 25T R 4370036 W T4
A poumivroctin 7 Pao de Agibear, Rio de Janeino-H1 I3 57 027 8437 09 167 W 16
Srigrmatodan & nov 7 Pedra Hime, Rio de Jansine-RJ A AN B4R 2T W 0
£} springer
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Table 2 Mcrossellite locos vaed in belendopois amphification teds, mchaling the name of the speces for which the marker was orghsally
developal, the name of the bocus, the primer sequenee. the micrsatellite motil and the siee of e ragmen detecied i e odglizal species

Species narme

Lowas

Promer sequence [5°-31)

S55H monf

Sie ramge

References

Aectamea ekt

Arictmea crudoia

Alcamtarres imperieliv

Alranterren emperialia

Alcemerren emperinis

Alramtirren smperunlin

Fowterpila rushyi

Pitcairaie aibifls

Prrrartrmin altifiar

Fifeairmin gevakesi

Pircairmin aftwion

Titlemetsia fascicalnaiu: -

v v hec i

Acdih

Ad4, 11

Addia

EILR

ACPCTIARA

Foalld

PaA 1l

Patiil

F: GCAGCACCAGAGACA
ae

R: GTOGOAGAGTGTGOA
GAGGT

F: ATACTGCCCTOCATT
TOCAC

R: GCTGATCTCAAACTA
COAGCA

F: GAGGAATCACCGAAT
cCTaA

R: TTGAGCGGCTCTCTC
TCT

F:OCCCTCOATATATTG
ATCTACACT

R: TAAACAGAAGC AGGG
GlEAAA

F: TGGCTTGTOGAGTTC
TCACT

R: AACAAGGAGOTTOAT
CAAGAGH

F: CACCATCTCAGTTAA
AGOCATTC

R: TGOTCCTTAAATOCA
GCTAAATG

F: GACGAGGACCGTACT
CACGA

R: ATGGCATGATCTOGT
CCACT

F: TCACGATAGGAGTAC
AAAAGG

RCOCAAATAATGAAAA
TTAGACC

F: AACCATTOACATCCG
CTGTT

R: CTTOGGAAGCTOCTC
TGOAT

F: TGACCAGATAGCACC
ATCCA

R: TIGAGTGTTGGAGCT
CACTT

F: GAGGATGAAGGATTT
CCAAGD

R: ACCGTCOCACGATAA
GAGC

F: TTGAGOCATGAACAA
TAGGC

R: AGAATTCTAGTGGOA
GTOCTC

F:AATGAGTTTCAGTTT
TAGAAGC

R COAAGAAAAGAACOO

ATCA

b R0

(A,

170 IR0

IGTTTOA)AGILAG),, 290-120

(AT CATG K

EEA- RS

(AT I GATC L TA)s

(LB L]

(GTTTOAIAG)AGY, 200-320

ICTTM . (AAG),

161

TAM,

(ATGhy

I 149

IS 19

ALy,

ICCTCT g TS, (TG,

(GAI20

O,

Choetae et al, (2001 3)

CGhoester e al. (2011 3)

Palma-Silva et al. {2006)

Palma-Silva el al. {2006)

Palma-Sivie et al. {2006)

Palma-Silva et al. {2006)

Kinsuat amd Kamar { 2007)

Withrmann et al. (2012)

Pagpd e al. (2008

Pagi ef al (200K}

Sarthiow et al {20003)

Sarthiow of al. {20413)

Boneh el al. (2003)
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Talble 2 (comtinued)

Species nurme

Laweus

Primer sequence £ 5-3"

S5 mmoaif

Seie range

Refen=nces

Fitlereelsier faneicudaradios-

amcrratar eanansibo i

Titlwmadsta farcicakeaiig-
e arem TG

Fitlhernelsier faneieudaradtios-

amcrratar eanansibo i

Vriewea gigonien

Vrieser gigunten

Vriraew giganien

Videseuwr giganien

Vriewea giganien

Vriesen gigunten

Vriraeow giganien

Virieaeir gigunien

p2pld

el

WA lh

VG

VgGioz

gk

WgFO1

Vel

VB0

WAl

F: ATOCTOOCCACTOAA
GATTT

B TOCGTOCAAGGTTTA
TITGE

E: TCTTACTGCTCTOCA
Troor

B ATTTTTOOTOTTGCA
OATOT

F: AAACTATGOATTOCC
CAALCT

R: COGOTTCCTOCTTAGT
CITTT

F: QGOAAAAGCTCOATA
AGGTG

R GCTACGOCTCAACAT
TCCAT

F: GCAAGOCAATTTOTT
GToCT

R AGGOUGCAACTTAC AL
G AAA

F: GAAGGOCCATCTTTG
TTTOA

R AATGOCAAAGTOGOT
GACTC

F: TTACACCTGOCTACC
COETTG

R TTGOAOATCAAAACT
COAAG

F: CATGCTCTOCTCOTT
CTTGO

R TTGGGETTCATTOCTA
AMAGG

F: GCTAGGOTTTCACCC
CAMAT

R: TCAGCTCTCTGATOCA
TCTCC

F: COOGGOTGTATAGOT
AGCAM

R GOCGTTTTGAAAGCT
COAT

F: CAAACCCTTCTCACT
TCACC

R COACTCACCTOGODC
TAAT

ﬂ"""l il

mlﬂl

m [FT

I1CT,y,

(AT G,

L4

(CT), (CT,,

(CTyy,

iCTh

(AL,

(TEICT),, (TC),,

204

137

148

FFL e

N-213

241-259

17620

15419

MiR-218

=156

1E7-215

Boneh e al. {2001)

Bonch ef al, (2003)

Boneh el al. {2001)

Prilma-Silva el al, {2006)

Palmao-Silva et al, {20065

Palma-Silva et ol {2006)

Falma-Sidva et ol {20063

Palma-Silva et al, (20063

Palmao-Silva et al, {20065

Palma-Silva et ol {2006)

Palma-Siva el ol. {2006)

evaluated in this stady. The number of alleles per locus

(A) and the observed (M) and expected () heteroey-

gosity wnder the Hardy—Weinberg equilibriom were
estimated using Arlequin v3.1 program { Excoffier et al.

2007).

3 Results and discussion

O the 24 pairs of primers of microsatellite markers
tested in the present siwdy, 12 (50%) showed positive

) Springer
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amplification. Of these, nine locus (ACPTC138A, Aid.03. = | & m 4] =
ef, Pith, VoAl VeCOl, VeGO2, YeF02 and YeB10) were =2ls FE L 59 4 == 1 f—l =
successfully amplified in all four taxa, and three locos Pl 8283 TandaSinas
(CTS, Fos(3 and P2P19) were successfully amplified in . - z -
ot least two of the four species analyzed (Tabhle 31 § = o oo = E37T BB EI u g
In 8. goniorachis and Stigmatodon sp. nov, all ana- BlE walR owuH SuR_On
lyzed locus showed polymorplusm. In 8 brosyicoides
and 8. costae, 10 of the 12 amplified microsatellite locus o :1 E _— = =
(83.3% ) showed polymorphism. In 8. costae, the number o] z E e § g E & o =g
of alleles ranged from one to three. and Hy and H, values Plinssfimacsflirssheas
were 0.23340617 and 0.221-0.597, respectively. In Srig- = g = -
matodon sp. nov, the number of alleles ranged from two FLE B :: e = ;I.l E w o e o ;‘ s I
to six, My =0.130-0.680 and H,, =0.080-0.650. In 5. bras- R B B R B S PG Bl - SR B
sicoides, the number of alleles ranged from one to fowr, E o = iy =
He=0.160-0512 and H,,=0.050-0.523. And in 5. gowio- Bl=|# F e 5 . H
rachis, the number of alleles ranged from two to seven. g ::-_. % " L E é | & E § & E g2
Hy=0213-0.701 and M, =0.199-0_689 (Table 3). s - B - B
The observed and expected heterorygosity valoes in the & o ] o)
present study are similar to those reported for other Brome- i ; E s == g B & g E=
lincede species of the same subfamily: the genus Vriesea. Bl |~ S /@ — I S ST ~ oS
with H,=0.131-0.424 and H_=0.467-0.714 (Palma-Silva =
et al. 2009; Lavor et al. 2014; Cacossi et al. 20195, Alean- £ . % i E - E - %. -
tarea species, with =H_"57—ﬂ_3152anc[.‘i'r__.=ﬂ.-l_lﬂ—l}.615 EIE |5 R w2 a3 v 3 = =
{Barbara et al. 2007h); and Tillandsia species. with o
Hy=0,068-0.662 and Hy =0.629-0.85% (Chaves ct al, = = z =
2018). Other subfamilies also show similar values: Pircair- £ |3 | 5 4 8¢ BTL WO
nia species, with H,=02930472 and Hy=0325066) = ||~~~ | | S eSS acd=ns
(Poggi et al. 2008; Botsselier-Dubayle et al. 20010: Miranda g z = 2 e
et al. 2012; Manhdes et al. 2019); species of the genus Aech- = T oommed memes omue T g
meecr, with M, = 04700530 and M = 04800624 (Mirnda gleln s g88n 200 838 428
et al. 2012; Godoy et al. 2019); and the genus Bromefia f
in 8. anriacantha Bertol., with &, =10.369 snd H, =0.746 2 = - g 2
{Zanella et al. 2011} E Ele = s E= 4 e
The success rate in the transfer of markers between 5 === b ORS-E RSt R
monoootyledon species of the some genos is oroond 40% E rd . o rs
(Barbari et al. 2007u). Accordingly, the level of ransferabil- B % g o E 4 e z ERdl £33
ity obtained for the species studied here can be considered ¥ |< |2 0 S22 S 2RSS A3
above average, since 12 of the 24 pairs of primers tested dle
( 50% ) yielded positive results. Similarly successful resulis o | =
in marker transfer have also been reported for other species g = E I = = % = -
of Bromeliaceae (Barbard et al. 20072 Pagg er ol 2008; E E 4 = ,;:*: 'f-l i E é - 36 #. 3 e
Palma-Sibva et al. 2009, 201 1: Wihrmann and Weising il ™ RS RS, S R i sae
201 1; Zanclla et al. 201 2; Goctze et al. 2013; Lavor et al. T u u o w
- i 5 L vl . = = | = f L | 2
2014; Meri et al. 2015; Ferreira et al. 2007; Pereim et al, ot || ¥= Ex Ex =
LT Chaves et al. 2018; Godoy et al. 2008, 2019 Feak o A, I P R P R -
ctdlﬂlﬂ!-ﬂlﬂhﬁmﬁmbﬂiq:!ﬂﬁmmhsuf&wm z §lifecdsecdiaeifvs
Bromelisceae subfamily is probably due o the family's large 5 | =
adaptive mdintion, leading to low levels of divergence in E Bl &
their DNA sequences {see Palma-Silva et al 2006; Barbara 2 g < [ ;
et al. 2MITh}. Bla|2 = = 5
The species of the genus Sk goaiedon constituie &n inter- : ’51 E E g =
esting biological model for the study of the evolution of =5 | E £ E E
plants, as they have high endemism, and with restricted and 2 g' - e - &

&) Springer
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disjunct geographical distribution in steepest slopes of the
inselbergs of Brazl (Couto 201 7). Some of these tuxa meet
IUCHN criteria for some degree of extinction risk, such as 5
brassicoides und 8. costae, inserted i the Bed Book of Flom
of Brazil (Martinelli ond Moraes 200 3). Hoban et al, (20201)
stnte the importance of including in global conservation
policy (e.g.. CDB—Convention on Biological Diversity)
targets and indicators for genetic diversity for all species,
and not just for domesticated species. The present study’s
results of the microsatellite marker mansfer con contribute
significantly 1o research sboot the levels snd paterns of
genetic diversity of Stigmatodon species, contributing for
understanding the adaptive, evolmionary and survival mtes
of these taxn, und to the esmblishment of effective conser-
vation strategies. Furthermore, as Noor and Feder (2006)
highlighted, cross-amplification of S5K markers allows
comparative studies between close andfor related species
and improves our understanding about the mechanisms of

speciation and populstion genetic divergence.
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Capitulo 2

Evidéncias morfologicas e genéticas sobre o complexo Stigmatodon goniorachis
(Tillandsioideae, Bromeliaceae), revelam uma nova espécie de inselbergs da

Floresta Atlantica
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Resumo

Neste estudo, abordamos os aspectos morfologicos e moleculares de espécies do
complexo Stigmatodon goniorachis endémico de inselbergs da Floresta Atlantica. Para a
analise morfologica, utilizamos a morfometria em cinco individuos de sete localidades,
com um total de 35 individuos. A anélise genética foi realizada com oito microssatélites,
em seis populagdes, com um total de 145 individuos, onde avaliamos a diversidade e
estrutura genética populacional. Os resultados das andlises de agrupamento revelaram a
evidente separacdo das quatro espécies, além da formag¢ao de dois grupos distintos nas
populagdes de S. goniorachis. Os principais componentes de varia¢dao revelados pela
analise de PCA que sustentaram a separacao das quatro espécies foram, o didmetro de
pedinculo, o comprimento da bractea floral, € o comprimento do receptaculo. Nas
populacdes de S. goniorachis os principais componentes de variagdo revelados pela
analise de PCA que sustentam essa separagao foram o comprimento da bractea floral, a
largura da lamina, e o comprimento da sépala. As caracteristicas morfoldgicas observadas
sdo correlacionadas com a estrutura genética populacional nas populagdes do complexo
S. goniorachis. Os resultados moleculares revelaram que a riqueza alélica variou de 4.054
em S. costae — MT a 7.040 em S. francae — PH. A heterozigosidade observada variou de
0.557 em S. goniorachis — PT a 0.667 em S. francae — PH. O resultado da AMOVA
evidenciou que 75.07% da variacao genética estd dentro das populacdes, e a ocorréncia
de fluxo génico (N,) variou de 0.285 — 8.370 entre os pares de populacdes estudadas. A
analise bayesiana indicou que um modelo de K = 4 populacdes ¢ capaz de explicar melhor
a variagao nos dados sobre a estrutura genética. O teste de Mantel ndo revelou correlagao
entre distancia genética e geografica (» = 0.044 P <0.01). Tanto as analises morfologicas
quanto as andlises genéticas evidenciaram dois grupos distintos dentre as quatro
populagdes inicialmente identificadas como S. goniorachis, o que levou a classificagdo e
reconhecimento de um novo taxon de Stigmatodon, aqui descrito como S. carioca sp. nov.
Este novo tdxon apresenta caracteristicas morfologicas peculiares em relacdo a
distribuicdo de tricomas e pela postura da lamina foliar revoluta quando comparadas as
demais espécies que compdem o complexo S. goniorachis. Essas diferencas morfoldgicas

foram representadas em uma tabela, com a inclusdo de uma sinopse e uma chave
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dicotdmica de identificagdo dessas quatro espécies. Todas as espécies analisadas com
excegdo de S. gonirachis e S. francae (Em perigo e Vulneravel, respectivamente) estdo
enquadradas de acordo com a [IUCN como “Criticamente em Perigo”, principalmente pela
pequena area de distribuigao e pelo declinio na qualidade do habitat). Além disso, nossos
resultados revelam a importancia dos inselbergs, considerados refligios para a
biodiversidade, com uma vegetagdo exclusiva, associada a condi¢des muito peculiares.
Portanto, estudos morfologicos e genéticos sdo ferramentas importantes para avaliar o
grau de declinio e/ou conservacao de populagdes destas espécies, além de auxiliar no

desenvolvimento de estratégias de conservagdo do complexo S. goniorachis.

Palavras-chave: Afloramentos rochosos, Mata Atlantica, diversidade genética,

microssatélites, morfometria.

2.1 Introducao

Bromeliaceae ¢ uma das familias de Angiospermas mais representativas em
ambientes de inselbergs no Neotropico, que sdo afloramentos rochosos graniticos e
gndissicos considerados “ilhas terrestres” por apresentar altos graus de isolamento
(Porembski & Barthlott, 2000; Guerra, 2001). Inselbergs sao encontrados em todo o
mundo, mas no Brasil sdo especialmente concentrados nos dominios da Floresta Atlantica
e da Caatinga, e comportam floras muito distintas das observadas na vegetagdo de seu
entorno (Porembski et al., 1998). Nessas areas Bromeliaceae tem um niimero estimado
de 102 espécies e 10 géneros (De Paula et al., 2020), sendo considerada uma das familias
com o maior nimero de espécies ameagadas neste tipo de ambiente (Martinelli & Moraes
2013). Além disso, aproximadamente 80% das espécies de Bromeliaceae que ocorrem em
inselbergs da Floresta Atlantica sdo endémicos desses ambientes (De Paula et al., 2016).
Isso pode ser explicado pela sua ocorréncia em ambientes isolados, com distribui¢do

geografica restrita e por apresentar pequenas populacoes (Forzza et al., 2005).

O género Stigmatodon Leme, G.K. Br. & Barfuss, ocorre exclusivamente nas

vertentes mais ingremes dos inselbergs da Floresta Atlantica. Este género ¢ caracterizado
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pelas folhas coridceas com indumento lepitodo denso, laminas geralmente triangulares,
inflorescéncias com flores secundas, estames inclusos, organizados em trés para cada lado
da corola, e estigma tubo-laciniado, unico entre as Bromeliaceae (Leme & Brown, 2004;
Leme ef al., 2010; Leme, 2012; Leme et al., 2014; Barfuss et al., 2016). Stigmatodon
possui 26 espécies distribuidas nas regides Sudeste e Nordeste do Brasil, dentro do
dominio da Floresta Atlantica, nos estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro e Minas
Gerais, e nos afloramentos rochosos dos campos rupestres nos estados de Alagoas, Bahia
e Pernambuco, na regido nordeste do Brasil (Couto et al., in prep.). Seu centro de

diversidade ¢ no Espirito Santo, onde ocorrem 12 espécies.

A regido metropolitana da cidade do Rio de Janeiro pode ser considerada um
centro de diversidade secundario, localizado a 275 km do centro de diversidade primario,
onde ocorrem quatro espécies morfologicamente semelhantes: Stigmatodon brassicoides
(Baker) Leme, G.K.Br. & Barfuss, S. costae (B.R. Silva & Leme) Leme, G.K.Br. &
Barfuss, S. francae D.R.Couto, Manhdes & A.F.Costa e S. goniorachis (Baker) Leme,
G.K.Br. & Barfuss. Os quatro taxons apresentam variagdes na postura, cor e indumento
das laminas foliares, assim como na forma e na cor das bracteas florais. Em geral, S.
brassicoides possui menores dimensdes em relacdo as demais. Entre as quatro, S.
goniorachis ¢ a que apresenta distribuicdo um pouco mais ampla e forma as maiores
populacdes. Além disso, podem ser observados alguns individuos com inflorescéncia
composta. Stigmatodon costae ¢ conhecida apenas para a localidade-tipo, no Morro do
Tucum, em Itacoatiara-Niterdi, onde forma extensa populagao na face sul do inselberg.
Dentre as quatro espécies S. francae € a que possui as maiores dimensoes, além de possuir
inflorescéncia sempre composta. Stigmatodon francae ¢ conhecida apenas para
localidade-tipo, na Pedra do Hime, em Jacarepagua, Rio de Janeiro, formando extensa
populagdo na face norte do inselberg. Todas as espécies estdo ameacadas e enquadradas
de acordo com a IUCN (2012) (pequena area de distribuicdo e declinio na qualidade do
habitat) como “Criticamente em perigo”, com exce¢ao de S. goniorachis e S. francae que
estdo enquadradas como “Em perigo” e “Vulneravel”, respectivamente (Couto et al., in
prep, Couto et al., 2020). Estas quatro espécies ocorrem em um conjunto de inselbergs
litoraneos na regido metropolitana do Rio de Janeiro, em area geografica restrita, porém
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nunca em simpatria (Couto et al., in prep.). Tal situacao geografica pode influenciar na

evolucao dessas espécies levando a diferenciacdo de linhagens (Savolainen et al., 2006).

A diversidade morfologica moldada pela distribuicdo dos seres vivos representa
uma forma de evolugao evidente, em que as diferencas e adaptacdes de um determinado
organismo estdo ligados ao habitat em que vivem (Ricklefs, 2003). Analises
morfométricas podem fornecer dados importantes na delimitagdo de espécies, e apontar
quais estruturas morfolégicas sdo mais importantes na identificacdo e separagdo dos
grupos, além de auxiliar no entendimento da dinamica das populagdes vegetais (Doloso
et al., 2009; Webb et al., 2010; Silva 2012; Newmaster et al., 2008). Além disso, ¢
possivel verificar se variagdes na morfologia dos tdxons estdo associados a
descontinuidades geograficas e a distribuicdo restrita das espécies (Small & Fawzy,
1992). As analises estatisticas multivariadas sdo ferramentas extensamente utilizadas em
grupos de espécies taxonomicamente proximas, auxiliando em investigagdes com dados
morfométricos e na relacdo entre variacdo morfoldgica e distribui¢ao geografica. Este
tipo de andlise ja foi empregada em diversas familias de Angiospermas, na elucidacao de
problemas, principalmente onde envolviam espécies relacionadas morfologicamente
(Hess & Stoynoft, 1998; Naczi et al.,1998; Nielsen et al., 2003; Henderson, 2005; Cardim
etal., 2001; Goldman et al., 2004; Trovo et al., 2008). Para Bromeliaceae, estes métodos
foram usados para delimitar espécies de Pitcairnia (Wendt et al, 2000), Dyckia
(Guargoni et al., 2017), Billbergia (Jacques, 2015), Tillandsia (Castello & Galetto, 2013)
e Vriesea (Costa et al., 2009; Neves et al., 2018, Uribbe et al., 2020). Desta forma, a
distribuicdo geografica e o entendimento da variacdo morfolégica sdo essenciais na
delimitagdo de espécies relacionadas (Coyne & Orr, 2004; Savolainen et al., 2006) e para

o desenvolvimento de estratégias para sua conservagao (Xu et al., 2008).

Espécies com populacdes naturais distribuidas de forma restrita em inselbergs
podem apresentar alta estruturagdo genética populacional como observado, por exemplo,
em espécies de Orchidaceae (Pinheiro et al., 2014), de Asphodelaceae (Tapper et al.,
2014), e também em diferentes géneros de Bromeliaceae (Barbara et al., 2007a, 2009;

Palma-Silva et al., 2011; Hmeljevski et al., 2014, 2015, 2017; Gongalves-Oliveira et al.,
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2017; Hirsh et al., 2019; Mota et al., 2019). Possivelmente, este cenario ¢ acentuado pelo
fluxo génico restrito entre populacdes relativamente isoladas. Tais caracteristicas, como
o isolamento geografico e o limitado fluxo génico podem afetar a diversidade e a estrutura
genética populacional e ocasionalmente desencadear outros processos evolutivos, como
a especiacao e a hibridacao (Lowry et al., 2008, Barton & Hewitt, 1985). Estes processos
transcorrem pela divisdo de populagcdes em unidades evolutivas independentes,
geralmente envolvendo a disjun¢@o genética e a diferenciacdo morfoldgica (Coyne & Orr,
2004). Mecanismos evolutivos como os mencionados anteriormente, podem ser
desencadeados por alteragdes em caracteristicas geoldgicas, ecologicas/ambientais,
morfoldgicas ou comportamentais, sendo altamente influenciados pela sele¢do natural e

deriva genética (Petit & Excoffier, 2009).

Diante deste cenario, este estudo buscou compreender a influéncia da natureza
isolada de inselbergs da Floresta Atlantica nos padrdes de diversificagdo morfologica e
molecular das espécies do complexo Stigmatodon goniorachis que ocorrem
exclusivamente na regido metropolitana do Rio de Janeiro, no sudeste do Brasil.
Considerando o padrao de distribuicdo e o isolamento geografico dos inselbergs onde
ocorrem as espécies do complexo S. goniorochis buscamos testar as hipoteses de que
essas populacdes expressam variagdes morfoldgicas consistentes devido ao tipo de
ambiente e habitat particular de cada local; e que essas espécies apresentam baixa
diversidade genética e alta estruturacdo entre as suas populagdes. Desta forma, os
objetivos especificos deste estudo foram: (1) avaliar a variagdo morfologica intra e
interespecifica do complexo S. goniorachis; e (2) avaliar a diversidade e estrutura
genética populacional em trés das quatro espécies que compdem o Complexo S.

goniorachis.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Identificagdo das dreas de ocorréncia das espécies do complexo

Stigmatodon goniorachis.
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Para a identificacdo das areas de ocorréncia das espécies de Stigmatodon (S.
brassicoides, S. costae, S. francae e S. goniorachis), foram realizadas consultas aos

bancos de dados Flora do Brasil 2020 (em constru¢do) e SpeciesLink

(splink@cria.org.br). Constatou-se a existéncia de um pequeno nimero de exemplares

coletados das quatro espécies. Em seguida, expedicdes a campo foram realizadas entre os
meses de agosto de 2016 a maio de 2018, em inselbergs localizados na regido
metropolitana do Rio de Janeiro, Brasil, para localizagao de populacdes naturais de cada
uma destas espécies (Tabela 1, Fig. 1). Apos a identificacao dos locais de ocorréncia, foi
confeccionado um mapa de distribui¢do geografica das espécies com auxilio do software
QGIS 2.18.19 (QGIS Development Team, (2019). Um testemunho para cada populagdo
foi coletado e herborizado segundo as técnicas usuais de trabalhos taxonomicos (Fidalgo
& Bononi, 1989) e depositado no Herbario do Museu Nacional do Rio de Janeiro. As

flores foram armazenadas em alcool 70%.

Tabela 1. Localizacdo das populagcdes das quatro espécies do Complexo Stigmatodon

goniorachis. (*) Populagdes selecionadas para analise morfologica e molecular.

Elevaciao

Espécie Cidade Local Coordenadas (m.s.m)
S. brassicoides Rio de Janeiro  Pedra da Gavea*  22°59'53"S 43°17'42"0O 660
S. brassicoides Rio de Janeiro Corcovado 22°58'09"S 43°12'42"0 495
S. costae Niteroi Morro do Tucum*  22°58"25"S 43°01'36"O 79
S. francae Rio de Janeiro ~ Pedra do Hime*  22°55'50"S 43°24'46"0O 270
S. goniorachis Nitero6i Forte Sao Luiz 22°56'01"S 43°07'23"0O 113
S. goniorachis Rio de Janeiro Pao de Acgucar* 22°57'02"S 43°09'16"O 106
S. goniorachis Rio de Janeiro Morro da Babilonia* 22°57'22"S 43°10'09"O 90
S. goniorachis Rio de Janeiro Pico Andarai Maior 22°56'20"S 43°16'42"0 758
S. goniorachis Rio de Janeiro  Pico da Tijuca* 22°56'36"S 43°17'18"0O 850
S. goniorachis Rio de Janeiro  Morro Sdo Jodo*  22°57'40"S 43°10'51"O 132
S. goniorachis Rio de Janeiro Morro da Urca 22°57'04"S 43°09'54"0O 25
S. goniorachis Rio de Janeiro Morro do Cantagalo 22°58'15"S 43°12'03"O 160
S. goniorachis Rio de Janeiro Morro Dois Irmaos  22°59'27"S 43°14'27"0O 260
S. goniorachis Rio de Janeiro Pedra do Itanhanga 22°59'37"S 43°18'52"0O 180
S. goniorachis Rio de Janeiro Grumari 23°02'09"S 43°30'05"0 260
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Figura 1. Inselbergs da regido metropolitana do Rio de Janeiro selecionados para o estudo.
(A) Morro do Tucum - MT, (B) Pao de Agucar — PA, (C) Morro da Babilonia — MB, (D)
Pico da Tijuca - PT (E) Morro Sao Jodo — MSJ, (F) Pedra do Hime — PH, (G) Pedra da Gavea
- PG (Photos: V.C. Manhaes).
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2.2.2 Populagoes amostradas

Das areas identificadas, foi possivel realizar as coletas em sete inselbergs, um para
Stigmatodon brassicoides, um para S. costae, um para S. francae e quatro para S.
goniorachis. Essas populagdes estdo localizadas em uma area de 160Km?, com altitudes
variando de 79m a 950m acima do nivel do mar (Fig. 2 e 3). Estes ambientes foram
selecionados levando em consideragdo a distribuigdo geografica das espécies e a logistica
de coleta das amostras, tendo em vista que esses tdxons ocorrem em vertentes muito

ingremes, sendo necessaria a utiliza¢ao de equipamentos especiais de escalada em rocha.

Por motivos logisticos, ndo foi possivel realizar coletas em todos os pontos de
ocorréncia de S. goniorachis. O Rio de Janeiro possui sérios problemas sociais. Existem
na cidade alguns macigos cujas encostas nao sio protegidas por unidades de conservacao,
sendo habitadas por populagdo de baixa renda e tomadas por grupos armados e violentos
que controlam o acesso aos seus territorios. Além disso, outras populagdes estao em locais
que dificultam e/ou impedem a coleta de amostras devido a sua localizagdo no proprio
inselberg. O acesso dificil e o tamanho reduzido das populagdes inviabilizaram a

obtenc¢do de amostras para a analise genética de S. brassicoides.
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Decimal Coordinate System
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Legend
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Figura 2. Distribuicdo dos pontos de coleta das quatro espécies do Complexo
Stigmatodon goniorachis na regido metropolitana do Rio de Janeiro. A- Brasil, B-

Regido Sudeste, C- Cidades do Rio de Janeiro e Niteroi.
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Figura 3. Coletas de algumas das espécies de Stigmatodon na regido metropolitana do Rio

de Janeiro. (A) S. costae — Morro do Tucum, (B) S. goniorachis — Pao de Agucar, (C, D) S.
goniorachis — Morro da Babilonia, (E) S. goniorachis — Pico da Tijuca, (F, G) S. francae —

Pedra do Hime. (Photos: V.C. Manhaes e M. Chiara).
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2.2.3 Anadlises morfomeétricas

Foram coletados cinco individuos em cada local, de acordo com a disponibilidade
de individuos férteis no inselberg, com um total de 35 individuos em sete populagdes.
Folhas e pegas florais totalmente desenvolvidas, tiveram suas dimensdes mensuradas e
analisadas com relagdo a forma, presenca e tipo de indumento. A cor das flores e folhas
observadas no campo, também foram incluidas nas andlises. As andlises foram realizadas
com as quatro espécies que compdem o complexo S. goniorachis em conjunto, € também
somente com as populagdes de S. goniorachis separadamente. Os dados obtidos foram
tabulados em matrizes de unidades taxondmicas operacionais (OTUs) x variaveis
morfoldgicas quantitativas (19) e qualitativas (7) (Tabela 2), para realizagao de andlises
de ordenacao e agrupamento. Para analise de agrupamento foi utilizado o indice de Gower
como medida de similaridade (Legendre & Legendre, 1998), e o critério de ligagao média
entre grupos (Unweighted pair group method with arithmetic mean - UPGMA). Para a
ordenagdo das OTU’s e as variaveis quantitativas, foram utilizados os métodos de analise
de correspondéncia distentida (DCA) para verificar o tamanho do gradiente e
posteriormente a analise dos componentes principais (PCA) para analisar quais caracteres
morfologicos eram responsaveis para a formagao dos possiveis grupos (Legendre &
Legendre, 1998). Para todas as andlises foram utilizados os sofiwares Fitopac 1.6
(Shepherd, 2010), PC-Ord 4.10 (McCune & Mefford, 1999) e Past v3.0 (Hammer et al.,
2001). As andlises de agrupamento e ordenagao das varidveis quantitativas e qualitativas

foram efetuadas com base na matriz de caracteres do material suplementar 1.1 ¢ 1.2.
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Tabela 2. Caracteres quantitativos e qualitativos utilizados na anélise morfométrica das

espécies do complexo Stigmatodon gonirachis, com seus respectivos co6digos.

Characters Character Code
Quantitative character

Leaf sheath, lengh (cm) LSL
Leaf sheath, width (cm) LSW
Leaf blade, lenght (cm) LBL
Leaf blade, width (cm) LBW
Inflorescence, total lenght (cm) ITL
Peduncle, diameter (cm) PED
Peduncle bract, lenght (cm) PBL
Peduncle bract, width (cm) PBW
Inflorescence median internode, lenght (cm) IML
Floral bract, lenght (cm) FBL
Floral bract, width (cm) FBW
Receptacle, length (cm) RCL
Receptacle, diameter (cm) RCD
Sepal, length (cm) SPL
Sepal, width (cm) SPW
Petal, lenght (cm) PTL
Petal, width (cm) PTW
Stamens, length (cm) STL
Pistil, length (cm) PSL
Qualitative character

Leaf, color (green-0, wine-green-1) LVC
Petal, color (white-0, greenish-white-1) PTC
Leaf trichomes (absent-0, present-1) LTR
Leaf, longitudinal posture (patent-0, twisted-1) LLP
Inflorescence branching pattern (simple-0, compound-1) IBP
Floral bracts, color (green-0, wine-green-1) FBC
Leaf, margin (convolute-0, revolute-1) LFM
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2.2.4 Diversidade e estrutura genética populacional

2.2.4.1 Amostras, extracdo de DNA e Microssatélites

O material para o estudo de diversidade e estrutura genética foi obtido através da
coleta de folhas frescas de 20-25 individuos/populacdo de S. costae, S. francae e S.
goniorachis. Devido a viabilidade e logistica de obtencao das amostras, nao foi possivel
realizar coletas nos pontos de ocorréncia de S. brassicoides. A extragdo e purificagcdo de
DNA foi realizada pelo protocolo CTAB (Brometo de Cetiltrimetilamonio) (Doyle &
Doyle, 1990) de acordo com as modificagdes descritas por Margis et al. (2002). Para as
analises genéticas foram utilizados oito /oci microssatélites ja testados previamente
(Manhaes et al. 2020) e descritos para outras espécies de Bromeliaceae e previamente
transferidos para as espécies do complexo S. goniorachis: ACPTC138A, CT5, Pit8,
VgA04, VgB10, VgCo01, VgF02, VgG02, (Boneh ef al., 2003; Kinsuat & Kumar, 2007;
Sarthou et al., 2003; Palma-Silva et al., 2006). As reagoes de PCR e genotipagem foram

efetuadas de acordo com as condigdes descritas por Manhaes et al. (2020).
2.2.4.2 Analise dos dados

Os padrdes de diversidade genética dentro das populacdes foram caracterizados
pelo calculo dos seguintes parametros: numero de alelos (A4), riqueza alélica (R;), nimero
de alelos privados (4,), heterozigosidade observada (H,), heterozigosidade esperada em
equilibrio de Hardy-Weinberg (H.), ¢ o coeficiente de endogamia (Fi) (Weir &
Cockerham, 1984). Os parametros de diversidade genética foram estimados com os

softwares Arlequin (Excoffier, 2007) e Fstat2.9.3 (Goudet, 1995).

As estatisticas F' (Weir & Cockerham, 1984) foram utilizadas para avaliar os
niveis de diversidade genética dentro e entre as populacdes. O grau de diferenciacao
genética Fy; (Wright, 1965) foi estimado com o programa Fstat 2.9.3 (Goudet, 1995) e o
Ry (Slatkin, 1995) com o software Arlequin (Excoffier, 2007), com teste de significancia
com 1.000 permutagdes. O particionamento da diversidade genética tanto dentro como
entre as populacdes e também dentro dos grupos (espécies), foi avaliada por analise de

variancia molecular (AMOVA) realizada com o programa Arlequin (Excoffier, 2007),
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sendo sua significancia estimada pela estatistica F' e testados utilizando-se 10.000

permutagdes.

A estrutura genética das populagdes também foi avaliada pela delimitacdo de grupos
genéticos por analise Bayesiana por meio do programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al.,
2000) para inferir o namero de clusters (K), usando o modelo de alelos independentes.
Foram realizadas execugdes de K = 1 at¢ K =9 com 250.000 interag¢des iniciais (burn-
ins) e 750.000 simula¢des de Monte Carlo através da cadeia de Markov (MCMC). Para
defini¢ao do valor K mais provavel, utilizamos o website Structure Harvester (Pritchard

et al.,2000).

A hipoétese de isolamento por distancia foi testada através do Teste de Mantel
utilizando-se o software Arlequin (Excoffier, 2007), com duas matrizes distintas,
comparando as populacdes duas a duas, uma matriz com a diferenciacdo genética (Ry), €
outra com a distancia geografica (km) entre as populagdes. O fluxo génico historico foi
calculado pela formula N, = 0.25(1/Ry; — 1) (Wright 1921, 1922; Slatkin, 1995),
comparando as populacdes duas a duas. As distancias genéticas de Nei (1978) par a par
entre as populagdes foram calculadas pelo software GDA, para formagado dos grupos. Os
valores encontrados subsidiaram a constru¢do de um dendrograma pelo método de
agrupamento Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987) e UPGMA (Swofford & Olsen,
1990), com booststrap de 10000 réplicas (P < 0.05). Redugdes recentes no tamanho
populacional (“bottleneck”) foram testadas baseando-se no excesso de heterozigosidade
relativo ao nimero de alelos usando o método de coalescéncia implementado no software
BOTTLENECK 1.2.02 (Cornuet & Luikart, 1996). A anélise foi realizada sob o “stepwise
mutation model” (SMM). A significancia do excesso de heterozigotos foi testada usando
“one-tailed Wilcoxon signed-ranked test”, como recomendado por Piry ef al. (1999), para

amostras com menos de 20 loci polimorficos.
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2.2.5 Tratamento taxonomico

As andlises morfologicas foram realizadas a partir de espécimes coletados durante
as expedicdes realizadas as areas onde ocorrem as populagdes do complexo S.
goniorachis, nos espécimes depositados nos herbarios do Museu Nacional do Rio de
Janeiro (R) e do Jardim Botanico do Rio de Janeiro (RB), observagdo de campo e pelo
exame de espécimes cultivados. Durante as expedicdes, foram anotadas informagdes
referentes aos caracteres morfologicos, por exemplo: postura da 1amina foliar, coloragao
das folhas, bracteas, flores. Também foi realizada documentagao fotografica dos habitats
e de detalhes vegetativos e reprodutivos das espécies. Para auxiliar na identifica¢do do
material, foram utilizadas as obras originais das espécies, analise dos espécimes-tipo e

material fotografico de espécimes vivos.

O tratamento taxonOmico apresenta uma descricdo do género ¢ uma chave
dicotdmica para identificagdo dos taxons que compdem o complexo S. goniorachis. Além
disso, fornecemos dados detalhados sobre sua morfologia, apresentando variagdes dentro
e entre populacdes distintas. As abreviagdes dos nomes dos autores seguiram IPNI
(www.ipni.org). A terminologia das estruturas vegetativas e reprodutivas seguem
Radford et al. (1974), Smith & Downs (1977) e Barfuss et al. (2016). Os basionimos € 0s
sindnimos encontram-se indicados apos o cabegalho das espécies, e ordenados de acordo
com a data de publicacdo dos tdxons. As delimitagdes das espécies foram conduzidas com
todos os dados morfoldgicos disponiveis, incluindo resultados morfométricos de

caracteres quantitativos.
2.2.6 Avaliagdo do grau de ameaca de extingdo

A avaliagdo do estado de conservagdo de S. goniorachis e S. carioca sp. nov. segue
as Categorias e Critérios da Lista Vermelha da IUCN (IUCN, 2012). As outras espécies
j& haviam sido avaliadas previamente seguindo os mesmos critérios da IUCN por outros

autores.
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2.3 Resultados
2.3.1 Anadlises morfomeétricas
2.3.1.1 Complexo Stigmatodon goniorachis

As andlises de agrupamento UPGMA revelaram a evidente separacao das quatro
espécies em estudo com coeficiente de correlagdo cofenética de 0.929. As populacdes de
S. francae - Pedra do Hime (PH), S. brassicoides - Pedra da Gavea (PG) e S. costae -
Morro do Tucum (MT), formaram grupos distintos das demais populagdes. Nas
populagdes de S. goniorachis houve a formacao de dois grupos, um com as populacdes
de Pao de Acucar (PA) e Morro Sao Joao (MSJ), e outro com as populacdes de Morro da
Babilonia (MB) e Pico da Tijuca (PT) (Fig. 4).

Group average (UPGMA)

[

Legend: Specie - Location
Cofenetic correlation: 0.929
D S. brassicoides - PG

D $. costae - MT

l S. goniorachis - PA

l:] S. goniorachis - MS)
l S. goniorachis - MB

: ‘ l S. goniorachis - PT

l S. francae - PH

Figura 4. Andlise de agrupamento entre populagdes das quatro espécies do complexo S.
goniorachis. S. brassicoides (Pedra da Gavea — PA), S. costae (Morro do Tucum — MT),
Stigmatodon goniorachis (Pao de Agucar — PA), Stigmatodon goniorachis (Morro Sao Joao
—MS)), S. goniorachis (Morro da Babilonia — MB), S. goniorachis (Pico da Tijuca— PT), S.
francae (Pedra do Hime — PH).
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A andlise de correspondéncia distendida (DCA) revelou um gradiente com valor
de 1.69. Esse valor de gradiente torna possivel a aplicacdo da analise de componentes
principais (PCA). A andlise de ordenagdo dos componentes principais (PCA) evidenciou
que os dois primeiros eixos explicam cerca de 73% da variagdo total. As populagdes de
S. brassicoides — Pedra da Gavea (PG), S. costae — Morro do Tucum (MT) e S. francae —
Pedra do Hime (PH), ficaram relativamente separadas. No eixo 1, os principais caracteres
morfoldgicos que explicam essa separagdo sdo o (peduncle diameter — PED), (floral
bract, length — FBL) e (Receptacle lenght — RCL) com 49,14% de variacdo, e no eixo 2
foram o (pistil length —PSL), o (petal lenght — PTL), e o (stamens length — STL) com
23.57% de variagdo (Fig. 5, Tabela 3). As populacdes de S. goniorachis aparecem

distribuidas no lado negativo do eixo 1.

Legend: Specie - Location
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[l s. goniorachis - M8
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. S. francae - PH
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{ 4 - Axis 1 (49.14%) — PED, FBL, RCL
75 \ 3 - Axis 2 (23.57%) — PSL, PTL, STL

Figura 5. Anélise de componentes principais (PCA) em populagdes das quatro espécies do
complexo S. goniorachis. S. brassicoides (Pedra da Gavea — PA), S. costae (Morro do
Tucum — MT), S. goniorachis (Pao de Agucar — PA), S. goniorachis (Morro Sao Jodo —
MS)J), S. goniorachis (Morro da Babilonia — MB), S. goniorachis (Pico da Tijuca — PT), S.
francae (Pedra do Hime — PH).
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Tabela 3. Correlagdes entre varidveis e eixos mostrando a variagdo entre caracteres

morfologicos. Os trés valores mais representativos em cada eixo da PCA estdo marcados

em negrito.
Lines Axis 01 Axis 02 Lines Axis 01 Axis 02
LSW 0.1674 -0.3366 FBW 0.2866 0.1430
LSL 0.2225 0.2238 RCL 0.3009 -0.0883
LBW 0.2349 -0.1540 RCD 0.2243 0.0920
LBL 0.2633 0.2242 SPL 0.2227 -0.2184
ITL 0.2775 0.2173 SPW 0.2837 0.0147
PED 0.3143 0.0026 PTL 0.1398 -0.4098
PBL 0.2266 0.2477 PTW 0.0315 0.0494
PBW 0.2619 0.0625 STL 0.1510 -0.4043
IML 0.1087 0.2124 PSL 0.1020 -0.4318
FBL 0.2892 -0.0097

2.3.1.2 Populagoes de Stigmatodon goniorachis

A andlise de agrupamento UPGMA com populacdes de S. goniorachis revelou a
separacao de diferentes populagdes e agrupamento de individuos de uma mesma
populagdo desta espécie, com coeficiente de correlacdo cofenética de 0.84. Houve a
formagao de um grupo distinto com individuos de Morro Sao Jodo — MSJ, dois grupos
proximamente relacionados com individuos de Pao de Acticar — PA, e um grande grupo
heterogéneo composto por individuos das populagdes de Morro da Babilonia— MB e Pico

da Tijuca — PT (Fig. 6).
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Legend: Location Group average (UPGMA)
. P3o de Agtcar
B Morro da Babilénia

. Pico da Tijuca
- . Morro Séo Jodo

Cofenetic correlation: 0.84

g § £ & § § § @ &8

Figura 6. Analise de agrupamento UPGMA em quatro populagdes de Stigmatodon
goniorachis. (PA — Pao de Agticar, MB — Morro da Babilonia, PT — Pico da Tijuca, MSJ —

Morro Sao Jodo).

A andlise de correspondéncia distendida (DCA) revelou um gradiente com valor
de 1.244. Esse valor de gradiente torna possivel a aplicagdo das analises de componentes
principais (PCA). A andlise de ordenagdo dos componentes principais (PCA) entre as
populacdes de S. goniorachis revelou que os dois primeiros eixos explicam cerca de 60%
da variagdo total (Fig. 7). A maioria dos individuos das populagdes de Pao de Acucar
(PA) e Morro Sao Jodao (MSJ) ficou evidentemente separada em um lado do grafico. Em
contraste, os individuos das populacdes de Morro da Babilonia (MB) e Pico da Tijuca
(PT) ficaram do outro lado do grafico, com sobreposicao de alguns individuos das duas
populacdes. A separacao e formacao dos grupos foram reveladas no eixo 1 principalmente
pela (floral bract length — ¥FBL), (leaf blade width — LBW) e (sepal length — SPL) com
41.81% da variagao total, e no eixo 2 pelo (receptacle length — RCL), (inflorescence total

length — ITL) e (peduncle diameter — PED) com 18,46% da variagao total (Tabela 4).
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Figura 7. Andlise de componentes principais (PCA) em quatro populagdes de S.

goniorachis. (PA — Pao de Ac¢ticar, MB — Morro da Babilonia, PT — Pico da Tijuca, MSJ

— Morro Sao Jodo).

Tabela 4. Correlagcdes entre variaveis e eixos mostrando a variagdo entre caracteres

morfologicos. Os trés valores mais representativos em cada eixo estdo em negrito.

Lines Axis01 Axis 02 Lines Axis 01 Axis 02
LSW 0.5419 0.1067 FBW -0.2002 -0.1201
LSL 0.8797 -0.0308 RCL -0.1269 0.8076
LBW 0.8984 0.0439 RCD -0.8265 0.1923
LBL -0.1291 0.6360 SPL 0.8721 0.2146
ITL -0.3364 0.7190 SPW -0.3706 0.6039
PED -0.0211 0.7012 PTL 0.7348 0.5191
PBL 0.7107 0.3942 PTW 0.7840 0.3459
PBW -0.5499 0.0904 STL 0.8239 -0.3658
IML 0.4570 0.2490 PSL 0.8017 -0.4198
FBL 0.8992 0.2042
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2.3.2 Analises moleculares

Os oito marcadores microssatélites utilizados geraram produtos de amplificagdo
satisfatorios e polimorficos, sendo que trés destes apresentaram alelos nulos (VgF02,
VgA04 e CTS5), que foram identificados e corrigidos com o auxilio do software
Microchecker 2.2.3 (Brookfield 1, estimador). O niumero de alelos por locus variou de
quatro (VgCO01) a 20 (VgG02), com média de 13 alelos por locus. O valor médio de
riqueza alélica (4,) foi de 9.224. Os valores para heterozigosidade esperada (H.) e
observada (H,), variaram por loci entre 0.525-0.777 e 0.434-0.881, respectivamente.
Nenhum dos /oci em estudo se encontrava em equilibrio de Hardy-Weinberg (P < 0.01).

A média dos valores de indice de fixacao foi Fi; = 0.06 (Material suplementar 2)

A heterozigosidade esperada e observada por populacdo variou de 0.550 em S.
costae — MT e 0.762 em S. francae — PH e 0.557 em S. goniorachis — PT e 0.667 em S.
francae — PH, respectivamente. Estes valores demonstram desvio significativo do
equilibrio de Hardy-Weinberg (P < 0.01) para todas as populacdes. A populagdo de S.
francae de Pedra do Hime - PH teve a maior riqueza alélica (7.040) e também o maior
numero de alelos privados (9). A populacao de S. costae de Morro do Tucum apresentou
os menores valores riqueza alélica (4.054). O maior valor do indice de fixagao (Fj) foi de
0.144 (P < 0.01) na populacdo de S. goniorachis no Pico da Tijuca — PT. A diferenciagdo
genética entre as seis populacdes foi alta (Ry; = 0.274) e significativa (P < 0.01), (Tabela
5).
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Tabela 5. Resultados dos parametros genéticos estimados das espécies do complexo S.
goniorachis dentro de cada populacdao. N = numero de individuos, 4, = alelos privados,
Ar=riqueza alélica, H, = heterozigosidade observada, H. = heterozigosidade esperada, Fis

= indice de fixagao (*P < 0.01).

Espécie Populacio N A, Ay H. H, Fis
S. costae MT 25 2 4.054 0.550 0.585 - 0.066*
S. goniorachis PA 25 I 4938 0.628 0.625 0.006

S. goniorachis MB 25 3 4875 0.663 0.630 0.052*

S. goniorachis PT 25 3 4878  0.649 0.557 0.144*
S. goniorachis MSJ 20 4 5250  0.591 0.568 0.039
S. francae PH 25 9 7.040 0.762 0.667 0.14

As andlises de redugdes recentes no tamanho populacional efetuadas no software
BOTTLENECK 1.2.02 (Cornuet & Luikart, 1996) ndo revelaram valores significativos
do excesso de heterozigotos no modelo “one-tailed Wilcoxon signed-ranked test” em
todas as populagdes estudadas (P > 0.05), indicando que estas populacdes nao passaram

por gargalos populacionais (Material suplementar 3).
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A Anélise de variancia molecular (AMOVA) revelou 1.41% de variancia genética
entre os grupos (espécies), 23.51% entre populagdes dentro dos grupos (espécies), e

75.07% dentro das populacdes (Tabela 6).

Tabela 6. Amova nas populagdes das trés espécies de Stigmatodon.

Variation Variation Percentage of
Source Components Change
Between groups (species) 0.048 1.412%
Between populations within groups (species) 0.801 23.516%
Within populations 2.571 75.070%

A anélise Bayesiana indicou que um modelo de K =4 populagdes é capaz de captar
melhor a variacdo nos dados relativos a estruturacdo genética (Fig. 8). No primeiro
agrupamento estd a populacao de S. costae — Morro do Tucum (MT), no segundo
agrupamento estao S. goniorachis — Pao de Agucar (PA) e Morro Sao Joao (MSJ), no
terceiro agrupamento estdo S. goniorachis - Morro da Babilonia (MB) e Pico da Tijuca

(PT), e no quarto agrupamento esta S. francae — Pedra do Hime (PH) (Fig. 9).

DeltakK = mean(|L""(K)|) / sd{(L(K))
600

500

400 |-
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2 3 4 5 (53 7 8
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Figura 8. Grafico do método de agrupamento mostrando o melhor AK.
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Figura 9. Resultados da andlise bayesiana de 145 individuos de seis populagdes
representando as quatro espécies que ocorrem em inselbergs na Floresta Atlantica do Rio
de Janeiro, com base em oito /oci microssatélites. Representacdo grafica das diferentes
misturas genéticas para K =4. Populagdes sdo separadas por barras verticais, MT — Morro
do Tucum, PA — Pao de Agucar, MB — Morro da Babilonia, PT — Pico da Tijuca, MSJ —
Morro Séo Jodo, PH — Pedra do Hime.

A estruturagdo genética (R,) entre as populacdes foi de 0.274. O maior valor de
estruturacao genética por pares de populacdes foi entre as populagdes de S. costae (MT)
x S. goniorachis (MB) e S. costae (MT) x S. goniorachis (PT), e os menores valores foram
encontrados entre as populacdes de S. goniorachis (PA) x S. goniorachis (MSJ). O fluxo
génico historico (V) entre as populagdes foi de 0.662 migrantes por geragdo, sendo o
maior fluxo génico entre pares de populacdes foram entre PA x MSJ, (N, = 8.370). As
populacdes que apresentaram o menor valor de migrantes foram MB x MT (N, = 0.285),

(Tabela 7).
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Tabela 7. Estruturacio genética e fluxo génico indireto por pares de populagdes. Valores
abaixo da diagonal Ry = estruturacdo genética entre as populagdes; acima da diagonal

valores de N,, = numero de migrantes por geragao.

S. S. S. S. S. S.
Espécie - costae goniorachis goniorachis goniorachis goniorachis francae
Localidade MT PA MB PT MSJ PH
S. costae
MT - 0.665 0.285 0.332 0. 586 0.923
S. goniorachis
PA 0.273 - 0. 391 0.512 8.370 0.993
S. goniorachis
MB 0.467 0.390 - 1. 850 0.370 0.679
S. goniorachis
PT 0.429 0.328 0.119 - 0. 422 0.902
S. goniorachis
MSJ 0.299 0.029 0.403 0.372 - 0.774
S. francae
PH 0.213 0.201 0.269 0.217 0.244 -

A correlacdo de Mantel entre diferenciacdo genética (Ry) e geografica (Km) nao
foi significativa (» = 0.044, P < 0.01), sugerindo que o isolamento genético observado
entre as populagdes ndo ¢ correlacionado com as distancias geograficas observadas entre

elas (Tabela 8).
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Tabela 8. Estruturacdo genética e distdncia geografica entre pares de populagdes. Abaixo

da diagonal = Ry; acima da diagonal = distancia geografica (Km).

S. S. S. S. S. S.
Espécie - costae  goniorachis goniorachis goniorachis goniorachis francae
Localidade MT PA MB PT MSJ PH
S. costae
MT 0 13.50 14.80 27.0 13.0 40.0
S. goniorachis
PA 0.273 0 1.50 13.50 3.10 26.50
S. goniorachis
MB 0.467 0.390 0 12.50 1.70 25.30
S. goniorachis
PT 0.429 0.328 0.119 0 11.0 13.0
S. goniorachis
MSJ 0.299 0.029 0.403 0.372 0 23.90
S. francae
PH 0.213 0.201 0.269 0.217 0.244 0

A distancias genéticas de Nei (1978) par a par entre as populacdes revelou que a
maior ¢ a menor distancia foram encontradas entre as populagdes de S. goniorachis, a
maior entre Pico da Tijuca (PT) e Morro Sao Jodo (MSJ) e a menor entre Pao de Agticar

(PA) e Morro Sao Jodo (MSJ), (Tabela 9).
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Tabela 9. Matriz de distancia genética (Nei, 1978) usada pelo software GDA para formar

grupos. Valores abaixo da matriz diagonal de distancia genética entre populagdes.

S. S. S. S. S. S.
Espécie - costae goniorachis goniorachis goniorachis goniorachis francae
Localidade MT PA MB PT MSJ PH
S. costae
MT )
S. goniorachis
0.284 -
PA
S. goniorachis
0.295 0.266 -
MB
S. goniorachis
0.281 0.272 0.148 -
PT
S. goniorachis
MSJ 0.306 0.091 0.301 0.312 -
S. francae
PH 0.257 0.229 0.177 0.177 0.231 -

Os dendrogramas obtidos através dos métodos de agrupamento Neighbor-Joining

e UPGMA com os resultados das distancias genéticas estao evidenciados nas fig. 10 e 11.

No método Neighbor-Joining S. costae - MT ficou mais proxima de S. goniorachis - PA

e S. goniorachis — MSJ, e S. francae — PH sendo a mais distante entre todas elas. Nos

resultados de UPGMA observamos uma pequena diferenca na formagao dos grupos, onde

S. francae — PH ficou mais proxima de S. goniorachis — MB e S. goniorachis — PT, e S.

costae sendo a mais distante entre as demais. Entretanto os resultados de ambos os

métodos de agrupamento revelaram que os grupos mais proximos estdo entre S.

goniorachis - PA e S. goniorachis — MSJ, e entre S. goniorachis — MB e S. goniorachis —

PT.
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Figura 10. Resultado da distancia genética (Neighbour-joining) do complexo S.
goniorachis através do software GDA. MT -Morro do Tucum, PA - Pao de Agucar, MB
- Morro da Babilonia, PT - Pico da Tijuca, MSJ — Morro Sao Jodo, PH — Pedra do Hime.

UPGMA phenogram
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Figura 11. Resultado da distancia genética (UPGMA) do complexo S. goniorachis
usando o software GDA. MT -Morro do Tucum, PA - Pao de Agucar, MB - Morro da
Babilonia, PT - Pico da Tijuca, MSJ — Morro Sao Jodo, PH — Pedra do Hime.
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2.3.3 Implicagoes taxonomicas

Tanto os resultados morfologicos quanto os genéticos revelaram que S.
brassicoides, S. costae e S. francae sdo unidades evolutivas independentes, portanto,
compondo espécies diferentes. Em S. goniorachis, as analises morfologicas e genéticas
evidenciaram dois grupos distintos, um grupo com as populagdes de Pao de Acticar - PA
e Morro Sao Jodo — MSJ, e outro com as populacdes de Morro da Babilonia - MB e Pico
da Tijuca - PT, indicando se tratarem de duas espécies diferentes. As principais
caracteristicas que distinguem as espécies do complexo S. goniorachis avaliadas neste
estudo como a area de ocorréncia, postura longitudinal, cor e distribui¢ao de tricomas na
lamina foliar, além do tipo de inflorescéncia, cor das bracteas florais e da pétala foram
agrupadas na tabela 10 e fig. 12. Nesse sentido, realizamos uma sinopse taxonomica das
espécies do complexo S. goniorachis, acompanhada de uma chave para identificacao das
espécies e comentarios. Além disso, incluimos a descricdo morfologica de Stigmatodon
carioca sp. nov., a nova espécie encontrada nas localidades de Pao de Acucar - PA ¢
Morro Sao Jodao - MSJ, uma vez que o tipo nomenclatural de S. goniorachis possui as

caracteristicas morfolédgicas das populagdes do Pico da Tijuca e do Morro da Babilonia.
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Tabela 10. Principais caracteristicas para distinguir espécies do complexo Stigmatodon

goniorachis.
Caracteres 8. brassicoides S. carioca sp. S. costae S. francae 8. goniorachis
nov.
Ocorréncia  Pedra da Gavea Pao de Agucar, Morrodo  Pedrado Hime  Morro da
Morro Sao Joao Tucum Babilonia, Pico
da Tijuca
Postura Retorcida Revoluta Convoluta Convoluta Convoluta
longitudinal da
lamina
Cor da lamina Verde- Verde Verde-lucido Verde- Verde-vinaceo
cinéreo/verde- com uma linha cinéreo/verde-
vinaceo, com roxa fina na vinaceo
maculas margem
vinaceas
Distribuicao Ambas as Ambasas Nabainhaem Emtodaa Em toda a
de tricomas na faces, mais faces, ambas as faces lamina, em lamina, em

folha densosna  distribuidas em
face abaxial faixas

transversais

Tipo de Simples Simples

inflorescéncia

Postura e Ereto, Sigmoide,

posicao da subereto subereta a

inflorescéncia patente

ambas as faces ambas as faces

Simples Composta Simples ou
raramente
composta

Sigmoide, Sigmoide, Sigmoide,
subereta a patente a subereta a
patente pendente pendente
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Cor da bractea Vinacea

floral
Cor da pétala Branca
Forma dos Apice agudo

apéndices da

pétala

Verde, apice

vinaceo

Branca

Oboval, apice
irregularmente

bidentado

Verde, apice

vinaceo

Branca

Oboval,
subsimétrico,
apice

fimbriado

Verde

Branca-

esverdeada

Oboval, apice
acuminado a
irregularmente
acuminado-

dentado

Vinacea

Branca-

esverdeada

Oboval, apice
irregularmente

bidentado
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Figura 12. Espécies de Stigmatodon da regido metropolitana do Rio de Janeiro. (A,

B) S. brassicoides, (C, D) S. costae, (E, F) S. francae, (G, H), S. goniorachis, (1, J),

S. carioca sp. nov. (Imagens: Arquivo pessoal e Peter Tristram).
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2.4 Discussao

As analises morfométricas evidenciaram diferengas morfologicas claras entre as
quatro espécies que compdem o complexo Stigmatodon goniorachis (S. brassicoides, S.
costae, S. francae, S. goniorachis), além de sinalizar a presenca de uma nova espécie aqui
descrita, Stigmatodon carioca sp. nov. A diferenciagdo entre as populagdes
provavelmente ¢ influenciada por fatores microclimaticos de cada local de ocorréncia das
espécies (Sultan, 2003; Valladares et al., 2006; Kelly et al., 2009). Por exemplo, as
populagdes de S. carioca sp. nov. ocorrem no Pao de Agtcar e no Morro Sdo Jodo na face
sul dos inselbergs, ja as populagdes de S. goniorachis no Morro da Babilonia e Pico da
Tijuca, sdo localizadas na face norte destes inselbergs. As principais diferencas entre as
populacdes de S. goniorachis e S. carioca sp. nov. que sdo localizadas em diferentes faces
de ocorréncia sdao melhor evidenciadas in loco, nos individuos vivos. Desta forma ¢é
possivel observar uma clara distingdo na postura longitudinal, cor e distribuicdo de
tricomas na lamina foliar, cor das bracteas florais, e cor das pétalas (fig. 12). As diferencas
observadas em faces distintas de ocorréncia em cada inselberg parecem ser diretamente
influenciadas pela luz solar. As populacdes localizadas na face norte (S. goniorachis)
recebem maior incidéncia de radiacdo do sol ao longo de todo o ano, em contraste com a
face sul (S. carioca sp. nov.), que recebe incidéncia de radiagdo solar menor ao longo do
ano. Este fator pode desencadear varios efeitos morfoldgicos e anatdmicos nos tecidos
das plantas, com finalidade de limitar os danos causados pela incidéncia solar (Dinakar
et al., 2012). Além disso, podem afetar as caracteristicas fisiologicas, o que pode
influenciar na troca de energia entre planta e ambiente, afetando os processos
fotossintéticos, de crescimento, e alterando a estrutura genética (Jones, 1994; Begon et
al., 2006). A influéncia desses diferentes fatores ambientais, agindo de forma distinta e
isolada em cada inselberg, pode ter colaborado para o surgimento das variagdes

morfologicas que observamos em nossas analises.

Espécies ocorrentes em inselbergs geralmente apresentam caracteristicas
peculiares como distribuicao restrita e ocorréncia em ambientes fragmentados (De Paula
et al., 2016). Tais caracteristicas podem desencadear eventos evolutivos como a deriva

genética, efeito fundador, e com isso o endocruzamento pode se tornar mais frequente nas
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populagdes ocorrentes neste tipo de ambiente (Frankham et al., 2008; Pinheiro et al.,
2011; Millar et al., 2013; Pinheiro et al., 2014; Tapper et al., 2014; Hmeljevski et al.,
2017). Entre as quatro espécies de Stigmatodon da regido metropolitana do Rio de Janeiro,
apenas S. goniorachis e S. carioca sp. nov. ocorrem em mais de um inselberg, sendo as
demais de ocorréncia em um unico inselberg. Com isso, as localidades onde estao
distribuidas as populagdes de S. brassicoides, S. carioca sp. nov., S. costae € S. francae,
podem apresentar baixos niveis de diversidade genética, alta estruturacdo populacional e

altos niveis de endocruzamento devido ao limitado fluxo génico.

Ao compararmos as andlises das espécies que compdem o complexo S.
goniorachis observamos que S. costae no Morro do Tucum (MT) no Parque Estadual da
Serra da Tiririca é a que apresenta os menores indices de diversidade genética (H. =
0.550). Apesar deste parque abranger uma extensa area de ca. 3500 ha (INEA, 2015), a
populagdo de S. costae possui ocorréncia conhecida em um unico local e ¢ relativamente
pequena em comparagdao as demais populagdes das outras espécies do complexo S.
goniorachis. Além disso, estd localizada somente em uma vertente e nas partes baixas do
Morro do Tucum — Costdo de Itacoatiara, muito proximo a area urbana, podendo ser alvo
de impactos antrdpicos como, por exemplo, incéndios e/ou remogao de individuos para a
abertura de vias de escalada, o que pode afetar os seus niveis de diversidade genética.
Apesar de tais caracteristicas e pelo parque ter sofrido com impactos ambientais iniciados
no periodo colonial (Pontes, 1987), o mesmo ainda manteve boa parte do seu patrimonio

genético conservado com espécies endémicas como S. costae.

Em referéncia a tnica localidade de S. francae conhecida até o momento, Pedra
do Hime (PH), esta populacdo foi a que apresentou os maiores indices de diversidade
genética com (H. = 0.762) dentre todas as espécies deste estudo. Este local esta inserido,
na regido de Jacarepagud em um inselberg localizado ao lado da mineradora Tamoio
Mineragdo S/A. Tal fato poderia contribuir e/ou impactar significativamente a populagao
de S. francae, principalmente pela poluicdo causada por este empreendimento. Porém,
este inselberg esta situado em area de dificil acesso, em terreno acidentado, dentro dos

limites do Parque Estadual da Pedra Branca, na fronteira com a mineradora. A inser¢ao
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deste local em uma unidade de conservagao, aliado ao dificil acesso humano pode ter
contribuido substancialmente na preservacdo e manutengdo da integridade desta
populacado (Couto et al., 2020), que evidenciou os maiores indices de diversidade genética

em nossas analises.

A respeito das populagdes de S. goniorachis, no Morro da Babilonia (MB) e no
Pico da Tijuca (PT) ambas apresentaram parametros genéticos muito proximos e
equipardveis como riqueza alélica (4, = 4.875 e 4.878), respectivamente. Entretanto a
heterozigosidade observada (Ho = 0.557) em Pico da Tijuca (PT) foi a menor e o indice
de fixagdo (Fi; = 0.144, P < 0.01) foi o maior entre todas as populagdes analisadas. Esta
populagdo esta inserida no ponto mais alto, distante e isolado das demais localidades de
ocorréncia desta espécie. Estas caracteristicas geograficas e ambientais podem ter
contribuido para os valores de heterozigosidade observada (Ho) e do indice de fixagdo

(Fis) encontradas nessa populagao.

Os valores de todos os parametros genéticos encontrados nas analises de S.
carioca sp. nov. foram préximos as demais espécies do complexo S. gomirachis.
Entretanto os valores do indice de fixag¢ao (Fis) nas localidades de Pao de Actcar (PA)
(Fis = 0.006) e Morro Sao Joao (MSJ) (Fis = 0.039) foram os menores entre todas as
populacdes analisadas. Essas duas localidades estao muito proximas geograficamente (ca.
de 3Km), e isso pode contribuir para um maior fluxo génico entre essas populagdes, o que

pode ter levado aos valores do indice de fixagao (Fis) que encontramos em nossas analises.

Todas as localidades de S. goniorachis, e de S. carioca sp. nov. com excegao do
Pico da Tijuca (PT) estdo muito proéximas a area urbana e cercada por densa ocupagao
humana, o que pode contribuir para impactos ambientais decorrentes do crescimento
desordenado, pela poluicdo, abertura de novas vias de escalada, dentre outros. Entretanto,
todas essas localidades estao inseridas em algum tipo de unidade de conservacao, seja ela
municipal, estadual ou federal. Além disso, o acesso a esses locais geralmente ¢
dificultado pelas condi¢des do terreno, o que pode ter contribuido para manutencdo dos

indices de diversidade genética observados nas populagdes do presente estudo.
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Em relagdo aos padroes de diversidade genética nas quatro espécies, os valores de
heterozigosidade observada (H,) e esperada (H.) sdo similares a outras espécies de
Bromeliaceae rupicolas e de inselbergs da Floresta Atlantica, que apresentaram
heterozigosidade observada variando entre H, = 0.206 — 0.509, e heterozigosidade
esperada variando entre H, = 0.217 — 0.670 (Barbara et al., 2007a; Lexer et al. 2016;
Pereira et al., 2017; Gongalves-Oliveira et al., 2017; Manhaes et al., 2019; Miranda et
al., 2012; Pinangé et al., 2019; Hirsh et al., 2019). Também ¢ relatado em afloramentos
rochosos com formacao de ferro ocorréncia de heterozigosidade observada variando entre
H, =0.130-0.475, e heterozigosidade esperada variando entre H. = 0.255 — 0.620 (Lavor
et al., 2014; Ruas et al., 2020). Resultados semelhantes também foram encontrados em
estudos com espécies de Bromeliaceae ocorrentes em outros tipos de ambientes, onde as
heterozigosidades observada e esperada variam entre H, = 0.241 — 0.680 ¢ H. = 0.188 —
0.780 respectivamente (Palma-Silva et al., 2009; Zanella et al., 2011; Goetze et al., 2015;
Goetze et al., 2016; Todeschini et al., 2018; Soares et al., 2018; Godoy et al., 2019; Loh
et al.,2019), todas de ocorréncia na Floresta Atlantica. Padroes similares também foram
observados em espécies ocorrentes fora do Brasil, como na regido Andina, que revelaram
heterozigosidades observada e esperada entre H, = 0.089 — 0.325 ¢ H. = 0.143 — 0.402
respectivamente (Tumi et al., 2019., Wohrmann et al., 2019). Da mesma forma, em
florestas da América Central Aechmea mariae-reginae H. Wendl. apresentou
heterozigosidades observada e esperada entre H, = 0.540 e H. = 0.638, respectivamente
(Cascante-Marin et al., 2019). Em todos os estudos citados acima e da mesma forma no
presente trabalho, a heterozigosidade observada (H,) foi menor que o esperado (H.) para
o EHW. Em nossas anélises isto foi observado em cinco das seis populagdes estudadas,
relacionando ao déficit de heterozigotos ou excesso de homozigotos. Estes resultados
podem ser atribuidos a autofecundagao, ou aos cruzamentos entre individuos aparentados,
o que pode ser explicado pela distribui¢do espacial agregada dos individuos destas

espécies no inselberg (Barbara et al., 2009).

Comparando o numero de alelos privados evidenciados pelos oito /loci
microssatélites nucleares, observamos uma diferen¢a no nimero de alelos exclusivos nas

diferentes populagdes do complexo S. goniorachis. O nimero de alelos privados pode
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influenciar diretamente a riqueza alélica de cada populagao, e individuos portadores de
alelos exclusivos podem atuar como fonte de variabilidade com a introdugdo destes alelos
em outras populacdes com menores indices de diversidade genética (Melo, 2012). Desta
forma, populagdes detentoras de alelos tinicos tornam-se importantes na manutencao dos
niveis de heterozigosidade, podendo disseminar estes alelos para outras populagdes
(Melo, 2012). O aumento do nivel de riqueza alélica junto ao nivel de heterozigosidade
pode ser observado neste estudo, principalmente na populagdo de S. francae da Pedra do
Hime, a qual apresentou os maiores valores de riqueza alélica (4,) e de heterozigosidade

esperada (H.), em contraste com a populagao de S. costae no Morro do Tucum (MT).

Niveis relativamente altos de diversidade genética foram encontrados nas
populacdes de Stigmatodon em estudo. A riqueza alélica (4,) e a heterozigosidade
observada (Ho) foram relativamente maiores quando comparadas com outras espécies de
Bromeliaceae também avaliadas por microssatélites (Zanella et al., 2012; Lexer et al.,
2016; Gongalves-Oliveira et al., 2017; Pereira et al., 2017; Hirsh et al., 2019; Mota et al.,
2019; Pinangé et al., 2019; Ruas et al., 2020). Portanto, apesar das espécies de
Stigmatodon apresentarem uma distribuicdo extremamente restrita e pontual, foram
observados moderados a altos niveis de diversidade, que provavelmente sdo influenciados
pela historia de vida destes taxons. Os niveis de riqueza alélica revelam informagdes
importantes referentes a histéria demografica das populacdes em suas diferentes
localidades, a partir destes resultados ¢ possivel inferir se estes locais passaram, por
exemplo, por algum evento de gargalo genético (efeito bottleneck) (Melo, 2012). Estes
eventos de gargalos genéticos sdo diretamente associados com os efeitos de deriva
genética, que podem ocorrer em populagdes constituidas por poucos migrantes, que
carregam consigo apenas uma parte de toda a varia¢do genética de populacdes maiores
(Sanchez, 2008). Além disso os gargalos genéticos levam ao aumento da endogamia,
elevando os niveis de homozigose possibilitando a fixacdo de alelos deletérios raros,
podendo afetar os processos fisioloégicos de crescimento e reproducdo das espécies
(Hansson & Westerberg, 2002; Povh et al., 2005; Panarari, 2006). Diante deste cenario,
os valores obtidos neste estudo com as andlises de redugdes recentes no tamanho

populacional (efeito bottleneck), ndo revelaram valores significativos nas populacdes das
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quatro espécies analisadas (P > 0.05), indicando que nao houve efeito gargalo nestes
locais. Nesse sentido, o presente estudo sugere que apesar de isolados, esses ambientes
podem preservar a biodiversidade, e também abrigar espécies com moderados a altos
niveis de diversidade genética e com baixos niveis de endocruzamento (Hmeljevski et al.,
2017; Manhaes et al., 2019; Mota et al., 2019), destacando a necessidade de mais estudos

deste tipo nesses ambientes.

As espécies de Stigmatodon do presente estudo investem em mecanismos
reprodutivos sexuais e assexuais (observagdo pessoal), caracteristicas que podem
contribuir para a manuten¢ao da diversidade genética. A reproducdo sexuada geralmente
¢ a principal fonte de variabilidade genética nas populagdes, promovendo uma maior
diversidade genética (Hamrick & Godt, 1996; Nybom, 2004; Glémin et al., 2006).
Entretanto, a reprodu¢do clonal é conhecida por aumentar o tempo de geragdo,
acarretando a sobreposicdo de varias geragoes, o que pode diminuir ou retardar a perda
da diversidade genética através da deriva genética e minimizar o endocruzamento (Orive,
1993; Young et al., 1996; Esselman et al., 1999; Cavallari et al., 2006; Goetze et al.,
2015; Loh et al., 2015). Isto foi evidenciado nas populagdes de nosso estudo, que apesar
de estarem isoladas e com distribuicao extremamente restrita, os diferentes mecanismos
reprodutivos podem ter contribuido para os niveis de diversidade genética encontrados

em nossos resultados.

A capacidade dos sistemas de dispersao e reprodugdo sao fatores importantes na
determinag¢do da diversidade e estrutura genética populacional das plantas. Estudos
prévios sugerem que uma diferenca significativa entre duas populagdes ocorre quando a
taxa de diferenciagdo (por exemplo Ry;) ¢ maior de 0,25 (Slatkin, 1987; Han et al., 2007).
No presente estudo, os dados para Stigmatodon sugerem uma distingdo entre as seis
populacdes das quatro espécies, uma vez que a diferenciacdo genética indicada por Ry foi
de 0.274. Valores semelhantes de estruturacdo genética populacional também foram
observados em outras espécies de Bromeliaceae ocorrentes em inselbergs como em
Alcantarea imperialis ¢ A. glaziouana (Leme) J.R.Grant (Barbard et al., 2009), em

Pitcairnia albiflos Herb. e P. staminea Lodd. (Palma-Silva et al., 2011) em Encholirium
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horridum L.B.Sm. (Hmeljevski et al., 2017), em Dyckia choristaminea Mez e D.
hebdingii L.B.Sm. (Hirsh et al., 2019), e em P. corcovadensis Wawra (Mota et al., 2019).
Entretanto, quando comparada as populac¢des do complexo S. goniorachis duas a duas, os
menores valores de Ry foi entre as populagdes de S. goniorachis, PA e MSJ (aqui descrita
como S. carioca sp. nov.) com Ry = 0.029 e entre MB e PT R,,= 0.119, indicando uma
possivel conexdo entre essas populagdes. Esses resultados também foram evidenciados
na andlise bayesiana de agrupamento, que revelou a formag¢ao de quatro grupos, um de S.
costae, um de S. francae, um de S. goniorachis e um de S. carioca sp. nov. A AMOVA
também indicou que parte da diversidade ¢ distribuida entre populagdes dentro dos

grupos, apoiando a divisdo em quatro grupos distintos.

Conquanto as populagdes em estudo de Stigmatodon estarem localizadas
proximas umas das outras, o modelo de isolamento por distancia ndo foi observado. A
analise de correlacao entre distancia geografica e genética, ndo foi significativa com » =
0.044 P <0.01, sugerindo que o isolamento genético observado entre as populagdes nao
¢ correlacionado com as distancias geograficas. Estes resultados sdo corroborados pela
analise de fluxo génico indireto, que revelou um N, = 0.662, indicando um baixo fluxo
génico médio entre estas populagdes. Valores similares de fluxo génico indireto foram
observados em outras Bromeliaceae de inselbergs como no género Alcantarea com Ny,
variando entre 0.071 a 0.730 (Barbara et al., 2007a; Lexer et al., 2016) e também em
algumas populacdes da espécie Encholirium magalhaesii L.B.Sm. com N, ficando entre
0.09 a 0.810 (Gongalves-Oliveira et al., 2020). Considerando o fluxo génico indireto no
presente estudo, a média de fluxo génico encontrado foi abaixo do valor consideravel
satisfatorio para a coesdo das populagdes, que ¢ acima de N,,= 1 (Wright, 1921). Contudo,
comparando as populacdes duas a duas, as populagdes de S. carioca sp. nov. em Pao de
Acucar (PA) e Morro Sdo Jodao (MSJ) tiveram um N,,= 8.370 e de S. goniorahis em Morro
da Babilonia (MB) e Pico da Tijuca (PT) um N, = 1.850. Estes resultados reforcam os
padrdes encontrados na distancia genética de Nei (1978) quando comparando as
populacdes duas a duas tanto no modelo UPGMA quanto no Neighbor-Joining. Além
disso, corroboram com as analises de estrutura genética e bayesiana, indicando um fluxo

génico satisfatorio para manter a coesao entre essas populagdes.
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Apesar das espécies em estudo apresentarem sementes plumosas com
caracteristicas de boa dispersdo pelo vento, este fato ndo foi observado de forma
sistematica em todas as populagdes do complexo S. goniorachis. Este padrao também foi
observado em espécies do género Alcantarea, da mesma subfamilia Tillandsioideae, e
que apresentam sementes com as mesmas caracteristicas morfoldgicas (sementes
comosas adaptadas a dispersao pelo vento). Muitas espécies de Alcantarea sdo restritas a
um ou dois inselbergs, mesmo inseridas em areas com alta concentracao deste tipo de
afloramento rochoso (Versieux & Wendt, 2006; Versieux & Wanderley, 2015; De Paula
et al., 2016). Possivelmente as sementes destes géneros apresentam dificuldade de
germinagdo nos ambientes xéricos dos inselbergs que apresentam baixa disponibilidade
hidrica e elevadas temperaturas. Isto foi relatado por Paula & Silva (2001), Duarte et al.
(2010) e Loh et al. (2015) os quais observaram que fatores internos como a viabilidade e
longevidade das sementes, e por fatores externos como a falta de agua, temperatura
adequada e a luminosidade podem implicar na reducdo da porcentagem de germinacgdo

ou morte de plantulas recém germinadas.

Restrigdes na germinagdo de sementes de Bromeliaceae influenciadas pela
temperatura também foi observado por Alfaya (2010), em Alcantarea nahoumii € por
Lima (2012) em A. glaziouana. Segundo Alfaya (2010) as sementes de A. nahoumii
apresentam restricdo para germinacdo em temperaturas superiores a 35°C, sendo que a
temperatura para obtencao de plantulas viaveis ¢ entre 20°C a 25°C. De acordo com Lima
(2012) em A. glaziouana houve redugdo na germinagdo de sementes em temperaturas
superiores a 40°C, com temperatura para obten¢ao de plantulas viaveis em torno de 25°C.
Este tipo de restricdo na germinacdo das sementes influenciada pela temperatura,
possivelmente pode ocorrer nas espécies do complexo S. goniorachis em estudo, sendo
que estas espécies estdo inseridas em inselbergs que podem alcangar temperaturas de até
60°C e com reduzida disponibilidade de substrato para fixacdo das sementes (Pontes,
1987; Lima, 2012). Além disso, estas espécies estdo inseridas em vertentes muito
ingremes, o que pode contribuir para que as sementes sejam arrastadas com a ocorréncia
de chuvas torrenciais antes mesmo de se fixarem, levando a uma reducdo de plantas
jovens, como relatado por Hernandez et al. (1999) para Tillandsia guatemalensis L.B.Sm.

84



Apesar de nao haver dados sobre o sistema reprodutivo de Stigmatodon a
autocompatibilidade ¢ predominante no género Vriesea (Siqueira-Filho, 2003; Matallana
et al.,2010), seu grupo irmao (Barfuss et al., 2016; Kessous et al., 2020; Machado et al.,
2019). Stigmatodon apresenta flores adaptadas a polinizagdo por morcegos com flores
campanuladas, de coloragdo branca a branco-esverdeada, com grande producdo de néctar
e odor que lembra alho (Barfuss et al., 2016; Aguilar-Rodriguez et al., 2019; Neves et al.,
2020). Os morcegos sdao polinizadores importantes de diversas espécies de plantas
tropicais, incluindo as Bromeliaceae (Tschapka e Dressler, 2002; Fleming et al., 2009).
Estes polinizadores sdo altamente eficientes, que transmitem grandes quantidades de
polen, em contraste com a maioria dos visitantes florais (Muchhala & Thomson, 2010).
Entretanto, em suas visitas, os morcegos apresentam uma baixa constancia floral devido
ao seu habito de visitar flores de diversas espécies em uma Unica noite, com isso,
produzindo cargas de pdlen misto para estigmas receptivos (Fleming et al., 2005;
Muchhala et al., 2008). Além disso, esses polinizadores costumam ingerir polen e, devido
ao seu habito alimentar diversificado, entrando com contato com variadas plantas durante
seu forrageamento (Heithaus et al., 1975), podem acabar limitando sua eficiéncia na

polinizagao de algumas espécies (Fleming & Sosa, 1994).

Populagdes de espécies quiropterdfilas simpatricas, ou que estdo localizadas
proximas umas das outras, empregam estratégias para minimizar o compartilhamento de
morcegos polinizadores locais. Dentre estas estratégias sao incluidas: flora¢ao escalonada
(Sazima et al., 1999; Lobo et al., 2003; Cummings et al., 2014), diferentes tempos de
antese durante a noite (Howell, 1977), diferencas na morfologia floral, e deposi¢cdo de
polen no corpo do morcego (Tschapka et al., 2006; Muchhala & Potts, 2007; Muchhala,
2008; Muchhala & Thomson, 2012; Stewart & Dudash, 2016, 2017). Outros mecanismos
também sao utilizados, como um cronograma na producdo e/ou diferentes composigdes
energéticas de néctar, que sdo aspectos importantes nas estratégias reprodutivas das
plantas (Heithaus et al., 1975; Fleming et al., 1996; Tschapka, 2004; Truchado et al.,
2008; Nepi, 2017; Parachnowitsch et al., 2019). Esta dindmica de producao de néctar ¢
cercada por particularidades no padrdo de secre¢dao, e em interrupgdes e/ou possiveis
reabsorg¢des, e esses fatores podem refletir diretamente na disponibilidade desse recurso
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para os polinizadores (Agostini et al., 2014). Concomitantemente a variabilidade na
produgdo de néctar pode ocorrer em espécies da mesma familia, como também em flores
do mesmo individuo, e pode estar correlacionado a fatores ambientais, ecologicos e
morfo-anatomicos (Galetto & Bernardello, 2004, 2005; Agostini et al., 2011, Zambon et
al.,2019). Outro trago importante € que a composi¢ao do néctar pode ser modificada em
curtos espacos de tempo, como na reposi¢ao de néctar apds as visitas, o que pode alterar
os niveis de agucar secretado por uma flor, afetando diretamente as preferéncias do
polinizador, pois esses agucares sao sua principal fonte de energia (Heinrich, 1975;
Galetto & Bernardello, 2004). Essa variabilidade qualitativa e quantitativa na produgao
de néctar, também pode influenciar o comportamento de forrageamento do polinizador,
afetando diretamente na transferéncia de pdlen e consequentemente na reproducio das
plantas (Zimmerman, 1983; Agostini et al., 2011; Pyke, 2016). Além disso, algumas
espécies de Bromeliacae polinizadas por morcegos podem usar visitantes diurnos como
polinizadores secundarios, como nos géneros Billbergia, Encholirium, Guzmania,
Pitcairnia e Tillandsia (Krdmer, 2003; Christianini et al., 2013; Marques et al., 2015;
Aguilar-Rodriguez et al., 2016; Queiroz et al., 2016; Silva Jorge et al., 2018), sendo as
aves os polinizadores secundarios mais frequentes. No entanto algumas espécies de
abelhas sdo frequentemente visitantes alternativos (Aguilar-Rodriguez et al., 2019). Isto
pode ser evidenciado em individuos em cultivo de S. costae em nosso estudo. Nesses
individuos foram observados visitantes diurnos de 7rigona spinipes (Fabricius, 1793)
polinizando (com producgdo de sementes) esta espécie que mantinham suas flores abertas

até a metade da manha (observagdo pessoal).

Outros fatores que podem influenciar o comportamento dos polinizadores sao as
condi¢des ambientais de cada local. Borges ef al. (2016) indicam que espécies de plantas
que vivem em ambientes com baixa disponibilidade hidrica tém maior probabilidade de
desenvolver antese crepuscular ou noturna como estratégia para reduzir a perda de néctar
através da evaporagdo. Este fato também foi evidenciado por Sanchez-LaFuente et al.,
(2005), os quais sugerem que as condigdes ambientais tém um efeito sobre os padrdes de
presenca e atividade de polinizadores locais. Levando em consideragdo os fatores citados
acima, referentes ao comportamento dos polinizadores ¢ das condi¢des ambientais de
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cada localidade, podemos sugerir que as espécies do complexo S. goniorachis do presente
estudo podem ndo compartilhar os mesmos polinizadores. Isso pode ser evidenciado
principalmente nas populacdes de S. goniorachis e S. carioca sp. nov. Estas duas espécies
tém populagdes localizadas em diferentes vertentes dos inselbergs: no Pao de Acglcar
(PA) e no Morro Sao Joao (MSJ) voltados para face sul e Morro da Babilonia (MB) e
Pico da Tijuca (PT) voltados para face norte. Estes locais tém diferentes condig¢des
ambientais, sendo que a parte sul fica praticamente na sombra, recebendo pouca
incidéncia do sol, em contraste com a face norte, que recebe incidéncia solar durante
quase todo o dia, durante a maior parte do ano. Estas condigdes ambientais podem
influenciar o cronograma de antese noturna (Howell, 1977), a composi¢ao energética do
néctar (Heithaus et al., 1975, Fleming et al., 1996, Tschapka, 2004) minimizando o
compartilhamento e o comportamento de morcegos polinizadores locais. Além disso, ndo
se pode descartar a polinizagdo de visitantes diurnos alternativos (Aguilar-Rodriguez et
al., 2019), como as abelhas observadas nos individuos de S. costae de nosso estudo
(observacdo pessoal). Estes fatores podem ter contribuido para os resultados genéticos
encontrados em nosso estudo, principalmente nas populacdes de S. goniorachis e S.
carioca sp. nov. Essas localidades evidenciaram resultados muito distintos,
principalmente quando levamos em consideracdo a distancia e a face de ocorréncia, o que
pode alterar a interagdo entre os possiveis polinizadores. Provavelmente as condig¢des
ambientais de cada face levaram para os resultados de baixo fluxo génico e
consequentemente alta estruturacdo genética populacional entre essas populagdes

proximas.

Além dos cendrios citados acima, ndo se pode descartar no caso de
compartilhamento de polinizadores, as possiveis barreiras pré-zigoticas que impedem que
a fecundacao ocorra e/ou pos-zigéticas onde ocorre fecundacao, mas com baixo nivel de
sobrevivéncia, ou com desenvolvimento de individuos estéreis, o que pode levar ao
isolamento reprodutivo total (Levin, 1971; Kay, 2006). Além disso, as interagdes entre
plantas e polinizadores podem ocasionar em diferengas adaptativas dos tracos florais,
contribuindo para o desenvolvimento do isolamento reprodutivo (Grant, 1981). Tais
mecanismos atuam para garantir de alguma forma, que espécies proximamente
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relacionadas que ocorrem em areas adjacentes, permanecam como entidades distintas
(Grant, 1981; Coyne & Orr, 2004). Espécies relacionadas de Bromeliaceae que ocorrem
em habitats similares e em regides proximas, como observado nas espécies do complexo
S. goniorachis, podem apresentar semelhancas florais, com periodos de floracao
sobrepostos, compartilhando polinizadores, € com isso aumentando a transferéncia de
polen heteroespecifico (Martinelli, 1994; Wendt et al., 2001, 2008; Araudjo et al., 2004;
Siqueira-Filho & Leme, 2006; Barbara et al., 2007b; Versieux & Wanderley, 2015). A
admissao de pdlen heteroespecifico de espécies relacionadas pode reduzir a aptidao do
conjunto total de sementes (Marshall ef al., 2002, Widmer et al., 2009). Esta perda de
aptidao em consequéncia do recebimento de polen heteroespecifico pode levar a barreiras
reprodutivas ainda mais fortes (Jain, 1976; Geoffrey, 1992; Marshall et al., 2002;
Rieseberg & Willis, 2007). Essas barreiras atuam apds o contato do polinizador com a
flor, durante a germinagao do poélen e do crescimento do tubo polinico, ou mesmo apos a
fertilizagdo no desenvolvimento das sementes (Rieseberg & Willis, 2007; Matallana et
al., 2016; Souza et al., 2017). Este tipo de bloqueio ¢ mais contundente quando as
barreiras a polinizagdo (escalonamento de antese e diferentes tipos de polinizadores) nao
atuam satisfatoriamente, ou mesmo quando ocorre o compartilhamento de pdlen
heteroespecifico (Wendt, 1999; Neri et al., 2017). Tais caracteristicas foram observadas
por Cavalcante et al. (2020), onde a coexisténcia de duas espécies proximas de
Bromeliaceae foi facilitada pela presenca de barreiras pré-zigdticas com a incongruéncia
dos tubos polinicos, possivelmente causados pela rapida divergéncia das interagdes entre
polen e pistilo nessas espécies. Além dessas caracteristicas, a autofecundacdo pode
funcionar como um tipo de barreira, promovendo o isolamento reprodutivo entre espécies
congéneres (Levin, 1971). Isso pode ocorrer principalmente quando as condi¢des de
cruzamento sdo desvantajosas como a baixa dispersao causada pela distancia, baixa
densidade de individuos para atracdo de polinizadores, ou condi¢des ambientais
desfavoraveis, o que pode favorecer a autofecundacao através da selecao natural (Barret,
2003), ou mesmo pela competicdo por polinizadores (Levin, 1972; Jain, 1976; Motten,
1982; Charlesworth, 2006). Estes fatores foram observados por Wendt et al. (2002) em

trés espécies congéneres de Bromeliaceae do género Pitcairnia que ocorrem na mesma
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area de distribuicao do complexo S. goniorachis do nosso estudo. Tanto as barreiras pos-
zigbticas com a admissdo de polen heteroespecifico reduzindo a aptiddo de sementes,
como barreiras pré-zigéticas entre polen e pistilo, e também processos de autofecundagao
podem estar ocorrendo nas populacdes estudadas do complexo S. goniorachis, o que pode

ter influenciado nos padroes de estruturagao genética observados.

Apesar da distribuicdo restrita das espécies de Stigmatodon em estudo, esses
taxons exibiram moderada-alta diversidade dentro das populagdes, talvez como
consequéncia da reproducao sexual e assexuada ocorrendo simultaneamente. Além disso,
a formagao dos grupos dentro do complexo S. goniorachis, pode estar sendo influenciado
por fatores ambientais, considerando que algumas populagdes estao voltadas para o sul,
e outras voltadas para o norte. Estes fatores ambientais podem afetar os processos
fotossintéticos, de crescimento e alterar a estrutura genética (Jones, 1994; Begon et al.,
2006). Além destes fatores, as caracteristicas de germinacao de sementes, do néctar floral,
dos polinizadores, de barreiras pré e pos-zigéticas e de possiveis autofertilizagdes nos
diferentes ambientes de ocorréncia das espécies estudadas, podem estar afetando e/ou
influenciando a estrutura genética dessas populagdes. Além dessas caracteristicas, a
distancia média de fluxo de p6élen pode ocorrer em pequenas distancias como relatado por
Hmeljevski et al. (2015). Desta forma, estudos com foco na fisiologia, reproduc¢ao, e
biologia floral destes tdxons sdo essenciais para a compreensdo dos efeitos da diversidade
e estrutura genética populacional, e na sobrevivéncia e no potencial evolutivo dessas

espécies.

Apesar das espécies do complexo S. goniorachis de nosso estudo estarem situadas
em algum tipo de unidade de conservagdo, todas foram avaliadas em algum grau de
ameaca de acordo com a IUCN (Couto ef al., in prep.). Além disso, Hoban et al. (2020)
relata a importancia de avaliar e incluir parametros de diversidade genética tanto para
espécies domesticadas, quanto para espécies naturais/nativas na politica de conservagao
global (por exemplo, CBD — Convengao sobre Diversidade Bioldgica). Portanto, nossos
resultados contribuem na compreensao dos niveis e padrdes de diversidade morfoldgica

e genética do complexo S. gomiorachis. Estes dados podem nortear e auxiliar no
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desenvolvimento de estratégias de conservacao dessas espécies ameagadas dos inselbergs

da Floresta Atlantica.

2.5 Sinopse taxonomica e descriciio da espécie nova

2.5.1 Stigmatodon Leme, G.K.Br. & Barfuss, Phytotaxa 279(1): 56. 2016. Tipo:
Vriesea harrylutheri Leme & G.K. Br.

Diagnose: Ervas exclusivamente epiliticas com folhas xeromorficas ou semi-
xeromorficas, laminas triangulares, coridceas, com indumento lepidoto denso; flores

campanuladas com antese noturna, estigma tubolaciniado.

Ervas epiliticas, caule curto ou muito longo, propagando-se por brotagdes basais ou
imbricadas nas axilas das folhas ou por brotacdes adventicias na parte mais velha do
caule. Roseta infundibuliforme, raramente utriculiforme ou fasciculada. Folhas
triangulares ou raramente estreito-lineares e linguladas, eretas, suberetas ou reflexas,
coridceas a subcoriaceas, densamente lepidotas na maioria das espécies. Inflorescéncia
simples ou composta, reta ou sigmoide, ereta, subereta, patente a pendente. Flores de
antese noturna, disticas, pediceladas, secundas; brdcteas florais coridceas, lisas,
enrugadas ou fortemente nervado-sulcadas, geralmente ndo-carenadas ou levemente
carenadas; sépalas simétricas, coridceas, ndo carenadas, livres; pétalas obovais,
simétricas, apice arredondado ou obtuso e emarginado, formando corola campanulada,
esverdeadas, verde-amareladas, branco-esverdeadas ou alvas, livres, com dois apéndices
basais; estames inclusos, dispostos em dois grupos de trés de cada lado; filetes livres e
complanados; anteras dorsifixas proximo a base; estilete incluso ou exserto a corola;
estigma tubolaciniado; ovdrio supero. Fruto capsula septicida; sementes numerosas com

apéndice curto na extremidade apical.

Distribuicdo geografica: Ocorre exclusivamente no Brasil, em inselbergs da Floresta
Atlantica nos estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Bahia, Alagoas e
Pernambuco. A maioria das espécies ocorre no estado do Espirito Santo, onde ¢ o centro

de diversidade do género (Couto, 2017). Podem ser encontradas em inselbergs proximos
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ao mar, ou em areas interioranas, as quais estao localizadas entre 150 e 600 m de altitude,

e em inselbergs de altitude, alcangando até 1.000 metros sobre o mar.

Etimologia: o nome foi dado em mencdo a forma do estigma do tipo tubo-laciniado,

unico entre as espécies de Bromeliaceae.
2.5.2 Descrig¢do do complexo Stigmatodon goniorachis

O complexo S. goniorachis ¢ composto por plantas epiliticas 10-121,3 cm de
altura quando floridas, propagando-se por brotagdes nas axilas das folhas. FOLHAS
suberetas a reflexas, coriaceas ou subcoriaceas, roseta infundibiliforme formando tanque;
bainha eliptica ou eliptico-oblonga, 7,4-15,4 cm de comprimento e 4,8-10,3 cm de
largura, castanha ou castanho-escura; ldmina estreito-triangular, convoluta, revoluta ou
raramente retorcida, dpice acuminado-caudado, longo-caudado ou agudo, recurvado ou
fortemente recurvado, margem truncada, 10,7-41,3 cm de comprimento e 1,1-3,8 cm de
largura, verde-cinérea, verde-vinacea, verde-licido ou verde-escura, tricomas branco-
cinéreos ou incolores. INFLORESCENCIA simples ou composta, reta ou sigmoide, ereta,
subereta, patente a pendente, 12,1-40,3 cm de comprimento; bracteas do pedunculo
obovais, ovais ou elipticas 1,7-3,9 de comprimento e 1,1-2,5 de largura, eretas ou
suberetas, mais curtas ou mais longas que os entrenos, verdes, verde-vinaceas ou
vinaceas; bracteas florais largo-ovais, suborbiculares, orbiculares ou eliptico-ovais 1,2-
3,9 cm de comprimento e 1,8-4,5 cm de largura, mais curtas que as sépalas, secundas com
as flores, atropurpureas, vinaceas ou verde-vindceas. FLORES disticas, suberetas,
secundas na antese, pedicelo 0,4-1,8 cm de comprimento, recoberto com mucilagem
incolor; sépalas elipticas, oblongo-ovais, elipticas ou ovais, 1,9-3,3 cm de comprimento
e 1,2-2,6 cm de largura, verdes, verde-amareladas, verde-vinaceas; pétalas levemente,
obovais a largo-elipticas, simétricas, apice obtuso, emarginado, recurvado na antese, 3-
5,1 cm de comprimento e 1,2-3,9 cm de largura, brancas ou branco-esverdeadas,
formando corola campanulada; estames inclusos com filetes livres, 2,1-5,0 de
comprimento, pistilo 1,4-4,7 cm de comprimento, estigma tubolaciniado. FRUTO céapsula
septicida fusiforme, 2,5-4,1 cm de comprimento, castanho; sementes castanhas com coma

alvo.
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2.5.3 Chave para identificacdo das espécies do complexo Stigmatodon goniorachis

1. Lamina retorcida e espiralada com maculas vindceas; inflorescéncia reta e ereta a
subereta; bracteas florais largo-ovais a suborbiculares, pétalas com até 5,1 cm de

comprimento ... S. brassicoides

1’. Lamina nao retorcida e ndo espiralada sem maculas vinaceas; inflorescéncia sigmoide
subereta a pendente; bracteas florais largo-ovais, orbiculares ou eliptico-ovais a

suborbiculares, pétalas menores que 4,5 cm de comprimento ... 2

2. Lamina revoluta, verde com tricomas adensados formando faixas transversais ... S.

carioca Sp. nov.

2’. Lamina convoluta, verde-lucido, verde-vinaceo ou verde-cinéreo, com tricomas

distribuidos uniformemente ... 3

3. Lamina foliar verde licido com margem vinacea; tricomas incolores nao

obscurecendo a lamina foliar... S. costae

3’. Lamina foliar toda verde; tricomas branco-cinéreos obscurecendo a lamina foliar,

pétalas obovais ou obovais a largo-elipticas ... 4

4. Inflorescéncia simples ou raramente composta, patente a pendente, bractea floral

vinacea pétalas obovais a largo-eliptica, apice emarginado ... S. goniorachis

4’. Inflorescéncia sempre composta, patente, bractea floral verde, pétala oboval, apice

obtuso ... S. francae
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2.5.3.1 Stigmatodon brassicoides (Baker) Leme, G.K.Br. & Barfuss, Phytotaxa 279(1):
57.2016. Tillandsia brassicoides Baker, Journal of Botany, British and Foreign 26: 12.
1888; Vriesea brassicoides (Baker) Mez, Monogr. Phan. 9: 598. 1896, pro syn. (Barfuss
et al. 2016). Tipo: Brasil. Rio de Janeiro: Rio de Janeiro, Corcovado, Burchell 1393
(holotipo K!).

Stigmatodon brassicoides ¢ endémica restrita das faces verticais da Pedra da
Gavea, Pedra Bonita e Corcovado onde forma populagdes reduzidas e esparsas, com
individuos formando pequenos agrupamentos isolados. Podem ser observadas floridas
entre os meses de Maio e Julho e com frutos entre os meses de Junho e Agosto. A espécie
esta categorizada de acordo com os critérios da [UCN (2012) como “Criticamente em
Perigo” (CR Blab(iii)), principalemente devido a sua distribui¢ao restrita EOO (5.17
Km?) e area de ocupagio AOO (12 Km2), além do declinio continuo da qualidade de
habitat, pelos efeitos da proximidade das areas urbanas, e pela intensa visitagao de turistas

e pratica de escalada) (Costa et al., 2018; Couto ef al., in prep.).

Stigmatodon  brassicoides apresenta proximidade morfologica com S.
goniorachis. Pode ser distinguida, pelo menor porte quando florida (19-31 cm vs. > 42-
79,1 cm alt.), pelas laminas retorcidas (vs. convolutas e ndo retorcidas), com o apice
fortemente recurvado para tras (vs. levemente recurvado), menor comprimento total
(10,7-16 cm vs. até 27,8 cm), de coloracao verde-vinacea ou verde-cinérea com maculas
vinaceas (vs. verde-vindcea) e pelo comprimento da inflorescéncia (12,1-16,2 cm vs. até

32,5 cm).

Os individuos de S. brassicoides coletados na Pedra da Géavea (PG) apresentam
caracteristicas morfoldgicas muito homogéneas, com exce¢ao das laminas foliares que

variam entre verde-escuro e verde-vinaceo em alguns individuos.

Material examinado: RIO DE JANEIRO: Rio de Janeiro, Pedra da Gavea, fl., 8.1V.1952,
L.B. Smith 6430 et al. (NY); ibidem, fr. pass., 23.V.2007, C. Franga 8 (R); ibidem, ft.,
26.V.2007, C. Franga 12 (R); ibidem, s.f., 10.V.1967, D. Sucre 1627 (RB); ibidem, fl.,
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2004, R. Faria 20 (RB); ibidem, fl..fr., 6.111.2016, C. Baez 536, L. Paula, L. Azevedo &
F. Silva (RB); ibidem, Pedra Bonita, fl. cult., 10.X.1997, R. Oliveira s.n. (HB 84649).

2.6.3.2 Stigmatodon costae (B.R. Silva & Leme) Leme, G.K. Br. & Barfuss, Phytotaxa
279(1): 57. 2016. Vriesea costae B.R. Silva & Leme, J. Bromeliad Soc. 51(4): 147. 2001.
Tipo: Brasil. Rio de Janeiro: Niterdi, Parque Estadual da Serra da Tiririca, Praia de
Itacoatira, Pedra do Costdo, Camaledo, about 200 m above sea level, Jun. 2000, B.R. Silva

115, E. Leme 4926 & A.S. Garcia, fl. cult. Dec. 2000 to Feb. 2001 (holotipo HB!).

Stigmatodon costae apresenta distribuicdo conhecida restrita a um unico inselberg
litoraneo do municipio de Niterdi, na localidade de Itacoatira, dentro dos limites do
Parque Estadual da Serra da Tiririca, onde forma populagdo com muitos individuos
agregados, apenas na face norte do inselberg. Podem ser observadas floridas entre os
meses de Novembro e Janeiro e com frutos entre os meses de Dezembro e Fevereiro. Esta
categorizada de acordo com os critérios da [IUCN (2012) como “Criticamente em Perigo”
(CR B12ab(iii)+2ab(iii)), devido a sua pequena 4rea de distribuigdo EOO (< 100 Km?) e
drea de ocorréncia AOO (4 Km?), e pela reducdo da qualidade do habitat devido a

proximidade com as areas urbanas (Costa et al., 2018; Couto et al., in prep.).

Stigmatodon costae apresenta proximidade morfologica com S. carioca sp. nov.
Pode ser distinguida pela coloracdo das folhas (verde-claro vs. verde-escuro),
consisténcia (subcoriacea vs. fortemente coriacea), tipo e distribuicdo dos tricomas na
lamina foliar (tricomas incolores em toda a lamina vs. tricomas alvos adensados em faixas
transversais), e cor da margem foliar (com linha longitudinal vindcea vs. sem linha
longitudinal vinacea), além da posicao da inflorescéncia (subereta a patente vs. subereta

a pendente).

Os individuos de S. costae ndo apresentaram grandes divergéncias morfoldgicas
entre si. As pequenas variagcdes encontradas sao em relagdo ao comprimento e largura das

folhas e no comprimento das inflorescéncias. Stigmatodon costae possui laminas foliares
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convolutas, sempre verdes com margem vindcea, poucos tricomas, inflorescéncia

simples, bracteas florais verdes com éapice vinaceo e flores brancas.

Material examinado: RIO DE JANEIRO: Niteroi, Parque Estadual da Serra da Tiririca,
inselberg Costao de Itacoatiara em face vertical, fr. pass., 12-V-2016, D.R. Couto 3296
& B.Paixdo-Souza (R); Costao de Itacoatiara — Morro do Tucum, 24-XI1-2017, fl. V.C.
Manhaes 734 & D.R. Couto (R); ibidem, 24-X1-2017, fl. V.C. Manhaes 735 & D.R. Couto

(R).

2.6.3.3 Stigmatodon francae D.R. Couto, Manhdes & A.F. Costa, Novon 28: 275—
280.2020. Tipo: Brazil. Rio de Janeiro: Rio de Janeiro, Jacarepagud, Parque Estadual da
Pedra Branca, Pedra do Hime, em superficie vertical, 22°559520S, 043°249470W, 275
m, 10 Sep. 2018, V.C.Manhaes & F.P.Uribbe 897 (holotype, R [barcode] 239586!).

Stigmatodon francae ¢ endémica da Pedra do Hime, localizada na zona oeste da
cidade do Rio de Janeiro, na regido de Jacarepagua, dentro dos limites do Parque Estadual
da Pedra Branca. Neste local, esta espécie forma grande populacdo com muitos individuos
agregados, vegetando em penhascos verticais, principalmente voltados para face norte do
inselberg. Podem ser observadas floridas entre os meses de Agosto a Outubro. Esta
espécie esta categorizada de acordo com os critérios da [IUCN (2012) como “Vulneravel”
(VU D2) devido sua 4rea de ocupagio AOO (54 Km?), pela proximidade com érea de
mineracao, e pela proximidade com as areas urbanas, o que pode levar ao declinio na

qualidade do habitat (Couto et al., in prep.).

Stigmatodon francae apresenta proximidade morfolégica com S. goniorachis.
Pode ser distinguida pelo maior porte quando florida (91,1-121,3 cm vs. 42,7-79,1 cm de
comprimento), pelo maior comprimento das laminas (33,0-41,3 cm vs. 20,1-27,8 cm de
comprimento), pelo apice da lamina (&pice longo-acuminado vs. apice agudo), pelo tipo
de inflorescéncia (sempre composta vs. simples ou raramente composta), e pelo maior

comprimento da inflorescéncia (29,0-40,3 cm vs. 20,6-32,5 cm de comprimento).
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Os individuos representantes de S. francae coletados na Pedra do Hime (PH) nao
apresentaram grandes discrepancias em suas caracteristicas morfologicas. Tanto o
tamanho das 1aminas, dos ramos floriferos, quanto a presenga de tricomas foliares nao
apresentaram divergéncias evidentes. Nesta localidade os individuos de S. francae
evidenciaram folhas verde-cinéreas com muitos tricomas, lamina foliar convoluta,

inflorescéncia ramificada, bracteas florais verdes e flores branco-esverdeadas.

Material examinado: BRAZIL. Rio de Janeiro: Rio de Janeiro, Jacarépagua, Parque
Estadual da Pedra Branca, Pedra do Hime, 22°559520S, 043°249470W, 5 Mar. 2016 (fl.),
C.R.P.Franca s.n. (Paratipo R 239873); Jacarepagua, 13 May 1974 (fl.), Reitz 7597
(Paratipo HBR).

2.6.3.4 Stigmatodon goniorachis (Baker) Leme, G.K.Br. & Barfuss, Phytotaxa 279(1):
57. 2016. Tillandsia goniorachis Baker, J. Bot. 25: 303. 1887. Vriesea goniorachis
(Baker) Mez, in Martius, Fl. Bras. 3(3): 545-546. 1894, pro syn. (Barfuss et al. 2016).
Tipo: Brasil. Rio de Janeiro: Pedra do Ilheu, a Andarai Grande, Set 1884, Glaziou 15471
(lectotipo K!; isolectotipo C, G!, GH!, LE!, P!, BR!, GE!), Glaziou 16462 (sintipo K!,
P!).

Stigmatodon goniorachis ¢ endémica dos inselbergs litoraneos da regido
metropolitana do Rio de Janeiro. Nesses locais formam grandes populagdes tanto com
individuos muito agregados, quanto distribuidos de forma mais esparsa no inselberg,
principalmente nas faces voltadas para o norte. Podem ser observadas floridas entre os
meses de Setembro e Fevereiro e com frutos entre os meses de Janeiro e Abril. Foi
classificada de acordo com os critérios da IUCN (2012) como “Em perigo” (EM
B1b(iii)+2b(iii)) devido sua distribui¢do restrita EOO (123,37 Km?) e AOO (28 Km?) e
declinio da qualidade de habitat e pela abertura de vias de escalada sem os devidos

cuidados.

Stigmatodon goniorachis apresenta proximidade morfologica com S. francae.

Pode ser distinguida pelo menor porte quando florida (42,7-79,1 cm vs. 91,1-121,3 cm de
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comprimento), pelo menor comprimento das laminas (20,1-27,8 cm vs.33-41,3 cm de
comprimento), pelo dpice da lamina (&pice agudo vs. apice longo-acuminado), pelo tipo
de inflorescéncia (simples ou raramente composta vs. sempre composta), € pelo menor

comprimento da inflorescéncia (20,6-32,5 cm vs. 29-40,3 cm de comprimento).

As populagdes de S. goniorachis de Morro da Babilonia (MB) e Pico da Tijuca
(PT) apresentaram folhas com caracteristicas semelhantes com coloracdo verde-vinaceo
com muitos tricomas, ¢ lamina foliar convoluta, inflorescéncia simples ou raramente

composta, bracteas florais vindceas e flores branco-esverdeadas.

Material examinado: RIO DE JANEIRO: Rio de Janeiro, Recreio dos Bandeirantes,
Pedra de Itanhangé, 31-1-1965, fl., N.Santos 5420 (R); Ibidem, Pedra do Itanhangé, 13-
V-1965, fl., N.Santos 5858 (R); Ibidem, Pedra do Itanhangé, Estrada Barra da Tijuca, 31-
I-1965, fl., N.Santos 5421 (R); Ibidem, Pedra do Itanhangda, estrada Jacarepagua - Barra
da Tijuca (entre o clube dos Médicos e a Pousada do Sol, mais ou menos de frente ao
nimero 4.001), 12-1-1965, fr., N.Santos 5327 (R); Ibidem, Pedra de Itanhangd, estrada
Barra da Tijuca (de frente do Rancho pousada do Sol), na pedra, 13.V.1965, fl., N.Santos
5857 (R); Ibidem, Pedra do Itanhanga, 1.1990, s.fl., S.T. Meirelles 23.230 (UEC); Floresta
da Tijuca, via de escalada Paredao Paraiso Perdido (P3), 25-V-2007, fr., C.R.P.Franga 11
(R); Ibidem, Morro do Andarai Maior, na via de escalada Lionel Brizola, 15-VI-2007, fl.
passada, C.R.P.Franca 16 (R); Parque Estadual Municipal da Prainha, formando grande
populagdo em local ensolarado, 29-VI-2009, fr., R.C.Forzza 2409, C.Nicoletti,
L.A.Zaldini & R.Dias-Melo (RB); Ibidem, Parque Municipal Ecologico da Prainha, trilha
para Morro Boa Vista, 19-1X-2003, fr., M.Bocayuva 66 (RB); Ibidem, 169 Barra da
Tijuca, saxicola heliofila, inflorescéncia secunda, 15-VIII-1967, fl., P.S.Braga 859 &
R.Braga 15 (RB); Morro da Babilonia, 15-XI1-2017, fr. V.C.Manhaes 800 (R); ibidem,
15-X11-2017, fr. V.C.Manhaes 801 (R); ibidem, 15-X1I-2017, fr. V.C. Manhaes 802 (R);
ibidem, 24-111-2018, fr. V.C.Manhaes 806 (R); ibidem, 28-111-2018, fr. V.C. Manhaes
815 (R); ibidem, 28-I1I-2018, fl. V.C.Manhaes 826 (R); ibidem, 28-II1-2018, fr.
V.C.Manhaes 827 (R).
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2.6.3.5 Stigmatodon carioca sp. nov.

PLANTA epilitica 40,4-58,7 cm de altura quando fértil, propagando-se por brotagdes
basais. FOLHAS rosuladas, suberetas, coriaceas, roseta infundibuliforme formando
tanque; bainha oblongo-eliptica 8,8-14,5 cm de comprimento e 6,4-8,6 cm largura,
castanho-escura, densamente lepidoto em ambas as faces; lamina triangular a estreito-
triangular, apice agudo, recurvado, revoluta, 16,8-25,6 cm de comprimento e 1,7-3,7 cm
de largura, verde-escura, com tricomas alvos adensados formando faixas transversais.
INFLORESCENCIA simples, reta ou sigmoide, subereta a pendente, de 12,4-24,1 cm de
comprimento; pedunculo com 18,6-43,5 cm de comprimento e 0,33-0,53 cm de didmetro,
verde, glabro; bracteas do pedunculo elipticas, 2,0-3,3 cm de comprimento e 1,2-1,9 cm
de largura, eretas, pouco mais curtas que os entrends; bracteas florais eliptico-ovais a
suborbiculares com apice obtuso, 2,1-2,8 cm de comprimento e 1,8-2,9 cm de largura,
mais curtas que as sépalas, verdes com apice vindceo, com indumento lepidoto esparso.
FLORES com mucilagem incolor, secundas na antese; pedicelo 0,4-0,7 cm de
comprimento; sépalas elipticas a ovais, 2,0-2,8 cm de comprimento e 1,3-1,8 cm de
largura, verdes, carnosas na base, margem membranosa, sem indumento; pétalas obovais
a largo-elipticas, simétricas, apice emarginado, obtuso, 3,0-3,8 cm de comprimento e 1,4-
2,1 cm de largura, brancas, formando corola campanulada; apéndices petalares abovais,
apice irregularmente bidentado, 1,3 cm de comprimento e adnatos a pétala por 0,8 cm;
estames inclusos com filetes livres, de 2,5-2,9 cm de comprimento, pistilo de 1,4-2,1 cm
de comprimento, estigma tubolaciniado. FRUTO cépsula septicida, fusiforme, de 3,7 cm

de comprimento, castanho.

Material examinado: RIO DE JANEIRO: Rio de Janeiro, Pao de Agucar, escarpa, 20-
VII-1957, fr., Carauta 37 (R); Morro do Pavao, Posto 6, saxicola heliofila crescendo em
paredao rochoso, 21-VIII-1967, s.fl., D.Sucre 1574 (RB); Parque Estadual da Chacrinha,
26-VI-2007, fr., L.LT.Cardoso 155 (RB); Ibidem, vegetando em face vertical de
inselberg, face sul, 25-11-2015, fl., fr., D.R.Couto 3074 & L.I.T.Cardoso (R); Ibidem,
vegetando em face vertical de inselberg, face sul, 25-11-2015, fl., fr., D.R.Couto 3384 &

L.L.T.Cardoso (R); Pao de Actcar, vegetando em face vertical de inselberg, face sul, 25-
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I1-2015, fl., fr., D.R. Couto 3074 & L.I.T. Cardoso (R); ibidem, vegetando em face
vertical de inselberg, face sul, 25-11-2015, fl., fr., D.R. Couto 3384 & L.I.T. Cardoso (R);
ibidem, Morro da Urca, 25-X-2013, fl.,fr., D.R. Couto 2378 & R. Moura (R); Pao de
Acucar, 24-X1-2017, fl. V.C. Manhaes 733 (R); Morro Sao Joao, 21-I11-2018, fl. V.C.
Manhaes 805 (R); Pao de Acgtcar, 26-111-2018, fr. V.C. Manhaes 807 (R); ibidem, 27-I1I-
2018, fr. V.C. Manhaes 808 (R); ibidem, 27-111-2018, fr. V.C. Manhaes 809 (R); ibidem,
27-111-2018, fr. V.C. Manhaes 813 (R); ibidem, 27-111-2018, fr. V.C. Manhaes 814 (R).

Fenologia: Plantas encontradas floridas em campo entre os meses de Outubro e Marco e

com frutos entre os meses de Janeiro e Abril.

Distribuicdo geografica: Stigmatodon carioca sp. nov. é endémica de inselbergs
litoraneos da regiao metropolitana do Rio de Janeiro, onde observa-se grandes populacdes
nas faces verticais dos inselbergs, principalmente na face sul do Pao de Acucar e do

Morro Sao Joao.

Status de comnservacdo: Apesar de possuir populagdes protegidas em Unidades de
Conservagao (Monumento Natural do Morro da Urca e Pao de Agucar e Parque Estadual
da Chacrinha), S. carioca sp. nov. possui distribuicdo restrita com EOO (< 100 Km?) e
AOO (2.7 Km?) e apresenta um declinio continuo da qualidade de habitat, pelos
proximidade a area urbana, visitacdo intensa de turistas e pela pratica de montanhismo,
com a retirada de individuos maduros para abertura de vias de escalada nesses locais.
Nesse sentido, a espécie foi categorizada de acordo com os critérios da [TUCN (2012)

como “Criticamente em Perigo” (CR B12ab(iii)).

Etimologia: O epiteto especifico “carioca’ homenageia a cidade do Rio de Janeiro, regido
onde ocorre com exclusividade a espécie S. carioca sp. nov. em um dos cartdes postais

mais conhecidos do mundo, o Pao-de-Agucar.

Comentarios: Stigmatodon carioca sp. nov. apresenta proximidade morfoldgica com S.
costae. Pode ser distinguida pela coloracdo das folhas (verde-escuro vs. verde-claro),
consisténcia (fortemente coridcea vs. subcoriacea), presenca de tricomas (tricomas em

faixas transversais vs. tricomas incolores), ¢ margem foliar (sem linha longitudinal
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vinacea vs. com linha longitudinal vinacea), além da posi¢cdo da inflorescéncia (subereta

a pendente vs. subereta a patente).

As populacdes de Pao-de-Acucar (PA) e Morro Sao Jodo (MSJ) apresentaram
caracteristicas morfologicas similares com folhas totalmente verdes, com poucos
tricomas distribuidos em forma de faixa transversal e lamina foliar revoluta,
inflorescéncia simples, bracteas florais verdes com &pice vinaceo e flores brancas. Essas

duas populagdes estdo estabelecidas na face sul dos inselbergs (Fig. 13).
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Figura 13. Stigmatodon carioca sp. nov. A —individuo, B — detalhe da roseta, C —detalhe

da lamina foliar, D — detalhe das bracteas florais, E — detalhe da flor. (Photos: V.C.
Manhaes).
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Is there a variation in the content of nuclear DNA and number of chromosomes of
species occurring naturally fragmented? A case study of the genus Stigmatodon
(Tillandisoideae, Bromeliaceae)

Abstract

This study evaluates the average content of nuclear DNA (2C) and the number of
chromosomes of four species of the Stigmatodon goniorachis complex (S. costae, S.
francae, S. goniorachis and Stigmatodon sp. nov.) endemic to Atlantic Forest inselbergs,
by means of the study of their populations. In this sense, we analyzed whether the
naturally fragmented form and the xeric environments of the inselbergs can influence and
/ or alter both the nuclear DNA content and the number of chromosomes of the four
species of the S. goniorachis complex. For flow cytometry analyzes, leaf samples from
10 adult individuals from each of the six populations were used, in a total of 60
individuals. Cytogenetic analyzes were performed with roots of six adult individuals from
six populations, collected and kept in cultivation. In flow cytometry analyzes, the average
value of DNA content for Stigmatodon costae was 1.542 pg. In the populations of S.
goniorachis the average DNA content in individuals from Morro da Babilonia was 1.553
pg, and in Pico da Tijuca it was 1.550 pg. In the population of S. francae the average was
1.597 pg. In the populations of Stigmatodon sp. nov., in Pao de Acgucar the value was
1.508 pg, and in Morro Sdo Jodo it was 1.485 pg. Cytogenetic analyzes showed identical
values in the six populations of the S. goniorachis complex, with 2n = 50 chromosomes.
Flow cytometry analyzes did not show differences in the six populations of the four
species that make up the S. goniorachis complex. These species have small genomes, as
reported for other species of the Bromeliaceae family. The results of the chromosome
number were similar in all six populations of the four species, and like most species of
Bromeliaceae, it also has 2n = 50 chromosomes. Therefore, the type of xeric habitat and
the disjunct geographic distribution of the inselbergs where the populations of the S.
goniorachis complex are established, are not influencing and / or altering the nuclear

DNA content and the chromosome number in their different locations.
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3.1 Introduction

The tropical and subtropical regions are home to most of the planet's biodiversity
and plant endemism (Myers et al. 2000). In the Neotropics, the Bromeliaceae family
stands out among Angiosperms due to the expressive variety of forms and environments
occupied by their species, being an important example of adaptive radiation (Benzing
2000; Givnish et al. 2011). The family consists of eight subfamilies, 78 genera and
approximately 3.657 species (Gouda & Butcher 2021 [cont. Upd]), whose representatives
may be terrestrial, rupicolous or epiphytes, capable of occupying altitudes from sea level

to the Cordillera dos Andes in different biomes (Smith & Downs 1974, 1977, 1979).

The subfamily Tillandsioideae comprises the largest number of species, with
approximately 1.503 taxa (Gouda & Butcher 2021 [cont. Upd]), distributed in 23 genera
(Barfuss et al. 2016; Leme et al. 2017), occurring throughout the entire family distribution
area (Smith & Downs 1977; Zizka et al. 2020). Tillandsioides are among the bromeliads
with the greatest adaptive capacity and can be found in different habitats, from mesic

environments to xeric environments with little water availability (Barfuss et al. 2016).

Although phylogenies based on nuclear and chloroplast markers have provided a
better understanding of the systematics of the subfamily Tillandsioideae (Barfuss et al.
2016), the Bromeliaceae family still has doubtful borders with regard to the evolutionary
relationships between its species (Martinelli et al. 2008). Thus, the understanding of the
evolution of reproductive isolation mechanisms has been a target of great interest in the
family in recent years using different tools (e.g. Palma-Silva et al. 2011, Hmeljevski et
al. 2014, 2015, 2017; Gongalves-Oliveira et al. 2017; Manhaes et al. 2019; Mota et al.
2019).

In the Bromeliaceae family, evolutionary processes such as speciation and

hybridization are often found, possibly associated with their recent diversification, and
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combined with the ability to occupy different environments (De Sousa et al. 2007;
Versieux et al. 2012; Krapp et al. 2014 ; Goetze et al. 2016). Speciation and hybridization
processes often occur by geographic division within populations, which can promote an
evolutionary scale in a completely independent way, encompassing genetic separation,
combined with morphological differentiation processes (Coyne & Orr 2004). Such
processes may be the result of disjunct distributions and / or geographic isolation,
ecological differentiation of environments and different morphological or behavioral
characteristics, being deeply influenced by natural selection and population genetic drift

(Petit & Excoffier 2009; Lavania 2020).

Bromeliaceae species occurring in inselbergs (isolated rocky outcrops that stand
out in the landscape) of the Atlantic Forest are under strong pressure from these processes,
due to the geographic isolation, “considered terrestrial islands” (Porembski & Barthlott
2000), and high endemism in this type environment (Smith 1955; Smith & Downs 1974;
Benzing 2000; Martinelli et al. 2008; De Paula et al. 2016). Of typical occurrence in these
areas, the genus Stigmatodon comprises 26 species that have rupicolous habitat occurring
in the slopes of the inselbergs of the Atlantic Forest and in rocky outcrops of the rupestrian
fields (Couto et al. In prep.). In this domain, the genus presents the species S. brassicoides
(Baker) Leme, G.K.Br. & Barfuss, S. costae (B.R.Silva & Leme) Leme, G.K.Br. &
Barfuss, S. francae D.R. Couto, Manhdes & A.F. Costa, S. goniorachis (Baker) Leme,
G.K.Br. & Barfuss and Stigmatodon sp. nov., of restricted distribution in Atlantic Forest
inselbergs and that occur exclusively in the metropolitan region of Rio de Janeiro,

southeastern Brazil (Manhaes et al. in prep.).

Thus, the present work aims to apply flow cytometry and cytogenetics tools in
samples from six populations of these four species of the genus Stigmatodon endemic to
inselbergs in the Atlantic Forest. Flow cytometry and cytogenetic analysis are important
tools to assist approaches to phylogeny, taxonomy, genetic diversity, reproductive
biology, chromosomal characterization and evolution in Bromeliaceae (Ramirez &
Brown 2001; Favoreto et al. 2012; Gitai et al. 2014; Moura et al. 2018). Species

distributed in isolate in xeric environments such as inselbergs may present differences in
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content and / or chromosome number as reported by Gitai et al. (2005) and Nunes et al.
(2013). Based on these characteristics, we aim to determine the average nuclear DNA
content and characterize the karyotype of these four species in their different populations,
in addition to contributing to the genome and evolution database of species of the

Bromeliaceae family.
3.2 Material and methods
3.2.1 Study species

The four species that are the focus of this work, S. costae, S. francae, S. goniorachis
and Stigmatodon sp. nov. (Figure 1) make up the S. goniorachis complex, and are endemic
to inselbergs in the eastern Atlantic Forest occurring exclusively in the metropolitan
region of Rio de Janeiro, in southeastern Brazil. In addition to these four species, the
complex also includes S. brassicoides totaling five species. The species S. brassicoides
was not analyzed due to the difficulty of access to its populations, and the low number of
individuals distributed in the inselbergs it occupies, which made the sampling unfeasible.
So far, S. costae and S. francae are restricted and occur in only one location each. For S.
brassicoides and Stigmatodon sp. nov., two locations are known. Stigmatodon
goniorachis has a wider distribution, occurring in several inselbergs in this region. The
sampling of this work included individuals belonging to six populations representing the
four species under study, one from S. costae and S. francae, two from S. goniorachis, and

two from Stigmatodon sp. nov. (Table 1, Figure 2).

Fertile individuals were collected and pressed according to the usual plant taxonomy

procedures, and included in the collections of the Herbarium of the National Museum (R).
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Figure 1. Species of Stigmatodon under study. A, B — S. costae; C, D - S. francae; E, F -

S. goniorachis; G, H - Stigmatodon sp. nov. (Photos: V.C. Manhaes).
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Table 1. Sampled populations of the four species of the Stigmatodon goniorachis complex
under study, with their collection sites and geographic parameters.

Elevation

Locality, Municipality (locality code) Taxon (m.s.m) Coordinates
Morro do Tucum, Niter6i (MT) S. costae 79 22°58'25"S 43°01'36"0O
Pedra Hime, Rio de Janeiro (PH) S. francae 270 22°55'50"S 43°24'46"0O
Morro Babil6nia, Rio de Janeiro (MB) S. goniorachis 90 22°57'22"S 43°10'09"O
Pico da Tijuca, Rio de Janeiro (PT) S. goniorachis 850 22°56'36"S 43°17'18"0O
Pao de Acucar, Rio de Janeiro (PA)  Stigmatodon sp. nov. 106 22°57'02"S 43°09'16"O
Morro Sao Jodo, Rio de Janeiro (MSJ) Stigmatodon sp. nov. 132 22°57'40"S 43°10'51"O
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Figure 2. Distribution of collection sites for the four species of the Stigmatodon
goniorachis complex in the metropolitan region of Rio de Janeiro. A- Brazil, B- Southeast

Region, C- Cities of Rio de Janeiro and Niteroi.
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3.2.2 Flow cytometry analysis — FCM

Leaves from ten individuals of each population were collected from six populations,
one from S. costae and S. francae and two from S. goniorachis and Stigmatodon sp. nov.,
with a total of 60 individuals used in the analysis. As the primary standard, Solanum
lycopersicum L. 'Stupicke' '(reference standard for FCM, 2C = 2.00 pg; Praca-Fontes et
al. 2011) was used. Flow cytometry procedures were performed according to (Otto 1990,
Nunes et al. 2013). Nuclear suspensions were analyzed with a Partec PAS flow cytometer
(Partec GmbH, Munster, Germany), equipped with a laser source (488 nm). The
fluorescence of propidium iodide (PI, Sigma®, USA) was recorded using an RG 610 nm
filter. The cytometry histograms were analyzed using the FlowMax program version FCS
2.0 (Partec®, Germany). The nuclear DNA content was calculated for all individuals of

the S. goniorachis complex as recommended by (Dolezel et al. 2003).
3.2.3 Cytogenetic analysis

The material used for cytogenetic analysis was obtained from roots of adult
individuals, representing the six populations of the S. goniorachis complex, which were
collected in their places of occurrence and kept in cultivation simulating their natural
environment. The roots were excised and treated with amiprophos-methyll microtubule
inhibiting agent (APM, Nihon Bayer Agrochem K. K.®) with a final concentration of 4
um for a period of 4 hours. Subsequently, the roots were washed with distilled water for
20 minutes and then fixed in a methanol: acid acid solution (Merck®, Germany) (3: 1).
The fixator was replaced in three stages, and the samples were stored at -20 °C (Carvalho
et al. 2007). The roots were washed and incubated for 2h, 2: 30h, 2: 45h and 3h, at 34 °
C, in pectinase solution (Sigma®, USA) in the proportions of 1:5, 1: §, 1:10, 1:12, 1:13,
1:14 or 1:15 (enzyme: water). After enzymatic maceration, the roots were washed for 10
min in distilled water, fixed and stored at -20 °© C (Carvalho et al. 2007; Clarindo &
Carvalho 2008, Nunes et al. 2013). The preparation of the slides was performed by
dissociating the root meristem. The slides were dried in air and on a hot plate at 50 °C
(Carvalho et al. 2007). Subsequently, the slides were stained with a 5% solution of

Giemsa (Merck®, Germany) in phosphate buffer (pH 6.8) for 20 min, washed twice in
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distilled water and air dried, and then placed on a heating plate at 50 °C for 5 min. The
images of the metaphase chromosomes were captured using a gray 8-bit CCD camera
(Nikon, Japan), coupled to a Nikon 80i microscope (Nikon, Japan) equipped with a Nikon
Pan 100x, a fluorine oil immersion objective with numerical aperture of 1.30 and a flat
achromatic condenser with an opening of 0.7. The microscope was attached to a Pentium
Intel Core 15 computer (Termaltake-Asus, Brazil) with Nis-Elements 3.0 imaging

software (Nikon, Japan).
3.3 Results
3.3.1 Flow cytometry analysis — FCM

The results showed fluorescence peaks of GO / G1 nuclei of Stigmatodon costae,
S. francae, S. goniorachis, Stigmatodon sp. nov. and Solanum lycopersicum (basis of
comparison) with coefficient of variation (CV) less than 5%. By comparing the midpoints
of the GO / G1 peaks of each sample and the internal standard (Solanum lycopersicum),
the mean value 2C for S. costae in the Morro do Tucum locality was 1.542 = 0.023 pg. In
S. francae in Pedra Hime the average was 1.597 + 0.029 pg. In S. goniorachis in Morro
da Babildnia it was 1.553 + 0.023 pg, and in Pico da Tijuca it was 1.550 + 0.025 pg, In
Stigmatodon sp. nov. the average DNA content of individuals from Pao de Acucar were

1.508 £ 0.013 pg, respectively, and from Morro Sao Jodo, 1.485 £ 0.016 pg. (Figure 3).
3.3.2 Cytogenetic Analysis

Cytogenetic analyzes revealed that all individuals from the six populations that
comprise the four species (S. costae, S. francae, S. goniorachis and Stigmatodon sp. nov.)
have a chromosome number equivalent to 2n = 50. This chromosome number of the
sampled individuals corroborates with the results obtained from flow cytometry, showing
that there is no evident variation in the chromosome number between the species studied

in their different populations (Figure 4).
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Figure 3. Histograms showing the GO / G1 peaks of: A- Stigmatodon costae (MT) in the
channel 111 (2C = 1.54 pg) in and Solanum lycopersicum in the channel 200 (padrao, 2C
= 2.00 pg); B- Stigmatodon francae PH in the channel 122 (2C = 1.59 pg) in and Solanum
lycopersicum in the channel 221 (2C = 2.00 pg); C- Stigmatodon goniorachis (MB) in the
channel 100 (2C = 1.55 pg) in and Solanum lycopersicum in the channel 189 (2C = 2.00
pg); D- Stigmatodon goniorachis (PT) in the channel 119 (2C = 1.55 pg) in and Solanum
lycopersicum in the channel 209 (2C = 2.00 pg); E- Stigmatodon sp. nov. (PA) in the
channel 117 (2C = 1.50 pg) in and Solanum lycopersicum in the channel 202 (2C = 2.00
pg); F- Stigmatodon sp. nov. (MSJ) in the channel 101 (2C = 1.50 pg) in and Solanum
lycopersicum in the channel 199 (2C = 2.00 pg).
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Figure 4. Metaphases of the four species of Stigmatodon in six different populations

presenting 2n = 50 chromosomes. (A) Stigmatodon costae — MT, (B) S. francae — PH, (C)
S. goniorachis — MB, (D) S. goniorachis — PT, (E) Stigmatodon sp. nov. — PA and (F)
Stigmatodon sp. nov. — MSJ. Karyotypes are made up of relatively small metacentric and

submacentric chromosomes.
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3.4 Discussion

The results found in our study are unprecedented for the genus Stigmatodon. Here,
we provide the average size of nuclear DNA for four of the 26 species that make up the
genus Stigmatodon. These species are part of the Stigmatodon goniorachis complex,
which occurs exclusively in coastal inselbergs in the metropolitan region of Rio de Janeiro

(Couto et al. In prep).

The average value of the nuclear DNA content found for the four species of
Stigmatodon (S. costae, S. francae, S. goniorachis and Stigmatodon sp. nov.) presented
by all individuals from the six locations, corroborates the values reported for the
Bromeliaceae family (Zonneveld et al. 2005; Favoreto et al. 2012; Bennett & Leitch,
2012; Gitai et al. 2014; Moura et al. 2018; Gongalves-Oliveira et al. 2019; Miiller et al.
2019). It was also observed that there is little variation in the average DNA content in the
four species. The individuals from the analyzed locations showed small differences in the
DNA content in members of the same area, and the results of the variation coefficient
were less than 5%, indicating that the values found are homogeneous. The small variation
observed may be the result of secondary metabolites present in these individuals, possibly

caused by the environment where they are established.

The results obtained in our analyzes on the species of Stigmatodon, mainly agree
with taxa inserted in genera of the same subfamily (Tillandsiodeae), as reported by
(Zonneveld et al. 2005; Favoreto et al. 2012; Gitai et al. 2014; Miiller et al. 2019). These
studies revealed a variation in the size of the nuclear DNA content ranging from 2C =
0.88 - 1.52 pg in Catopsis, 2C = 1.09 - 1.71 pg in Guzmania (Gitai et al. 2014; Miiller et
al. 2019), 2C = 0.80 - 3.34 pg in Tillandsia, 2C = 0.95 - 2.29 pg, in Vriesea (Zonneveld
et al. 2005; Favoreto et al. 2012; Gitai et al. 2014; Miiller et al. 2019). A similar value
was also found by Gitai et al. (2014) in Racinea ropalocarpa (André) M.A. Spencer &
L.B.Sm. with 2C = 1.27 pg. Therefore, the species of Stigmatodon analyzed here have
nuclear DNA content similar to that of other species in the same subfamily, mainly in
relation to the genus Vriesea, sister group and from where the species of Stigmatodon

were segregated (Barfuss et al. 2016).
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As found in the four analyzed species, the FCM data have shown that the
Bromeliaceae family is composed of species that have relatively low nuclear DNA
content (Leitch et al. 2010; Nunes & Clarindo 2014; Miiller et al. 2019). The average
values found in the four species of Stigmatodon in our study are consistent with the
general notion of small genome sizes in tropical plants (Levin & Funderburg 1979; Chase
et al. 2005). Bromeliaceae species that have relatively low nuclear DNA content may
have been shaped by ecological factors such as temperature (Miiller et al. 2019). The
species of this family that express small genomes, seem to be able to occupy a wider range
of habitats and, concomitantly, present ideal features at high temperatures in nutrient-
poor environments, when compared to species that have large genomes (Knight &
Ackerly 2002; Knight et al. 2005; Cruz et al. 2019; Miiller et al. 2019). Cells need nitrogen
and phosphorus to produce nucleic acids and therefore species that express larger
genomes need more of these nutrients when compared to smaller genome species, which
reduces competition in environments with high temperatures and poor nutrients (Pellicer
et al. 2018). In addition, smaller genomes are related to a smaller cell size, with faster
rates of mitosis and meiosis and consequently germination, reducing the generation time
of the species, resulting in the adaptation of environments in a short time (Pandit et al.
2014). This fact may be occurring in the Stigmatodon species, which occur in inselbergs
that are subject to high temperatures, which may have favored the occupation of these
species in this type of habitat. However, further studies must be carried out in order to
corroborate this possible environmental influence on the size of the plant genome (Doyle

& Coate 2019).

As with nuclear DNA content analysis, the chromosome number was first
analyzed for the genus Stigmatodon, and encompassed four species that make up the
Stigmatodon goniorachis complex. The number of chromosomes found in the four
species analyzed in this study corroborates that observed for most species in the
Bromeliaceae family (Cotias-de-Oliveira et al. 2000, 2004; Ramirez-Morillo & Brown
2001; Palma-Silva et al. 2004; Bellintani et al. 2005; Gitai et al. 2005, 2014; Ceita et al.
2008; Louzada et al. 2010; Nunes et al. 2013; Nunes & Clarindo 2014; Gongalves-
Oliveira et al. 2019). All individuals of the four species of Stigmatodon in our analysis
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(S. costae, S. francae, S. goniorachis and Stigmatodon sp. nov.) presented chromosome
number 2n = 50. All analyzes were performed on individuals with DNA content ranging
from 2C = 1.48 - 1.59 pg, indicating that the chromosome number does not change in its
different locations of occurrence.

In studies with species of the subfamily Tillandsiodeae, belonging to the genera
Alcantarea, Catopsis, Guzmania, Racinea, Tillandsia, Vriesea and Werauhia, several
authors reported that most of the 41 species studied presented 2n = 50 (Cotias-de-Oliveira
et al. 2004; Palma-Silva et al. 2004; Ceita et al. 2008; Gitai et al. 2014). Therefore, the
pattern observed in other subfamily genera is also found in Stigmatodon. Our results
corroborate mainly with those found by Cotias-de-Oliveira et al. (2004) and Palma-Silva
et al. (2004) in species included in Vriesea, which is the genus closest phylogenetically

to Stigmatodon.

The species of Stigmatodon in this study occur exclusively in inselbergs of the
Atlantic Forest, these environments have peculiar characteristics such as high geographic
isolation and xeric habitats, characterized by the low availability of water and the
occurrence of a high degree of sunshine (Barow & Meister 2003; Porembski 2007; Couto
2017). These environmental conditions can interfere with the control of the cell cycle,
resulting in chromosomal alteration events, such as auto-polyploidization (Barow &
Meister 2003). However, the results found in this study, suggest that despite the type of
environment and the geographic isolation where they are inserted, the species studied here

did not have their chromosome number changed.

Therefore, the results obtained in the present study demonstrate that the analyzed
Stigmatodon species contain a chromosome number equivalent to the general pattern
found in the Bromeliaceae family. This pattern is observed mainly when compared with
species of the subfamily Tillandsioideae, and that the geographic isolation and the type
of xeric environment is not affecting the chromosomal composition of the four species of

the Stigmatodon goniorachis complex.
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3.5 Conclusion

The results of flow cytometry did not show significant differences in the average
nuclear DNA content in the populations of the four species of the Stigmatodon
goniorachis complex in our study. These results are similar to those reported for species
inserted in the same subfamily of the genus Stigmatodon (Tillandsioideae). In addition,
the average nuclear DNA contents found showed small genomes, and corroborate the

values detected for other species of the Bromeliaceae family.

Cytogenetic analyzes revealed that the species of the S. goniorachis complex
under study have a chromosome number equivalent to that observed for most species of
the Bromeliacaec family. Like the results of average nuclear DNA content, the
chromosome number does not change in the different populations of Stigmatodon
analyzed here. These results corroborate those found for the subfamily Tillandsioideae,
mainly with species belonging to the genus Vriesea, from which the genus Stigmatodon

was recently dismembered.

Therefore, we have shown in the present study that the type of xeric environment,
isolation, and disjunct geographic distribution, characteristic of inselbergs where species
of the S. goniorachis complex are established, are not influencing and / or altering the
average nuclear DNA content. This is also reflected in the chromosome number of these

four species, which did not change in the different populations analyzed.
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Consideracoes Finais

No presente estudo, as abordagens morfoldgicas, citogenéticas e genéticas nos
revelaram e nos permitiram ampliar o conhecimento de Stigmatodon nos inselbergs da
Floresta Atlantica. Além disso, os dados apresentados sdo inéditos para o género, € nos
trouxeram informag¢des importantes sobre a caracterizacao e circunscri¢ao das espécies

que compoem o complexo S. goniorachis.

Para as nossas andlises, primeiramente utilizamos a técnica de transferibilidade de
marcadores moleculares microssatélites, que esta presente no primeiro capitulo. Esta ¢
uma forma relativamente mais pratica e menos onerosa de investigar a diversidade e a
estrutura genética de populagdes, além de reduzir consideravelmente o tempo necessario
para a elaboracdo de primers especificos. Os resultados da transferibilidade de
marcadores previamente desenvolvidos para outras espécies de Bromeliaceae foram
positivos, dos 24 primers testados, 12 geraram amplificagdes positivas nas espécies do
complexo S. gonmiorachis. Esses resultados nos permitiram investigar caracteristicas
genéticas das espécies em questdao, como a diversidade e estrutura genética populacional.
Além disso, esses marcadores microssatélites podem ser usados em futuras investigagoes

com outras espécies do género Stigmatodon.

Com a intencdo de avaliar a possibilidade de diferencas no conteido de DNA
nuclear ou no numero de cromossomos das espécies do complexo S. goniorachis,
realizamos analise de citometria de fluxo, e andlise citogenética. A distribui¢do restrita e
disjunta do complexo S. goniorachis nos ambientes xéricos dos inselbergs, pode resultar
em diferencas no conteido de DNA nuclear e no nimero cromossdmico dessas espécies.
No entanto nossos resultados evidenciaram, que apesar da forma de distribuigdo restrita
e isolada em ambientes xéricos, ndo foram observadas diferengas significativas no
conteudo de DNA nuclear, ¢ também nao houve variagao no nimero de cromossomos,
com todas as espécies estudadas apresentando 2n = 50. As analises de citometria de fluxo

e citogenética contribuem significativamente para ampliar o banco de dados sobre a
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familia, principalmente para o género Stigmatodon, tendo em vista que ainda sao poucos
os estudos deste tipo nos ambientes dos inselbergs. Além disso, pode contribuir para

futuras analises envolvendo essas espécies.

Pela proximidade morfoldgica entre as espécies do complexo S. goniorachis,
conhecer a variagdo morfoldgica e genética foi crucial para obtencao de modelos sobre a
diversidade dessas espécies nos inselbergs. As analises morfologicas sdo correlacionadas
com as andlises genéticas e indicaram a separacao das quatro espécies, além da formagao
de dois grupos distintos nas populacdes de S. goniorachis, o que levou a classificacio de
um novo taxon, S. carioca sp. nov. Os resultados genéticos indicaram que apesar de
apresentar poucas populagdes e distribuidas de forma restrita e pontual, as espécies do
complexo S. goniorachis apresentaram niveis moderados-altos de diversidade genética, o
que pode estar relacionado com a historia de vida destes tdxons. Os resultados das analises
morfométricas e genéticas revelaram a existéncia de duas espécies distintas nas
populagdes previamente identificadas como S. goniorachis , o que pode ter relagdo com
fatores ambientais, considerando a localizacdo das populacdes no inselberg, com algumas
voltadas para o sul, e outras voltadas para o norte. Também ndo podemos descartar as
caracteristicas da semente, do néctar floral, da acao dos polinizadores, e das barreiras pré
e pos-zigbticas. Além disso, todas as espécies de nosso estudo estdo enquadradas em
algum grau de ameaga de acordo com a IUCN. Nesse sentido, abordagens referentes a
biologia reprodutiva, fisiologia e ecologia das espécies do complexo S. goniorachis sao
necessarias para tentar compreender de forma mais contundente o modo de vida dessas
espécies. Igualmente para a flora dos inselbergs da Floresta Atlantica, que apesar das
condigdes peculiares, sdo importantes refligios para a biodiversidade de uma vegetagao
exclusiva. Portanto, nossos resultados revelam a importancia dos estudos morfologicos e
genéticos para avaliacdo da diversidade e compreensdo dos mecanismos e padrdes
envolvidos nos tragos morfoloégicos e moleculares destas espécies ocorrentes

exclusivamente nos inselbergs.
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Material Suplementar

Material Suplementar 1.1. Matriz de descri¢cdo informando cada varidvel quantitativa e qualitativa analisada pela populacao de cada uma das quatro espécies
do estudo. Em negrito os cddigos de cada populagdo e de cada varidvel analisada.

Local/Var. | LSL LSW LBL LBW ITL PED PBL PBW IML FBL FBW RCL RCD SPL SPW PTL PTW STL PSL LVC PTC LTR LLP IBP FBC LFM

MT 53 83 1,2 233 46,2 0,26 2,6 1,2 29 19 16 05 053 20 1,2 34 12 26 28 1
MT 48 74 1,1 21,2 37,6 0,29 29 1,3 26 20 1,8 05 046 20 1,8 33 1,7 25 28
MT 6,7 92 15 23,0 482 031 3,2 1,6 24 16 1,7 06 048 22 13 36 15 26 29
MT 70 98 1,7 255 52,1 0,38 3,6 1,9 32 22 19 06 055 23 19 38 1,5 25 27
MT 58 79 14 243 389 0,34 3,1 1,4 28 18 1,7 05 05 21 14 34 14 26 29
PA 7,0 10,5 1,7 16,8 40,1 0,41 29 1,7 2,1 19 25 04 05 21 1,3 30 16 26 29
PA 6,6 88 1,8 202 41,8 038 23 1,7 22 20 27 05 060 20 1,6 33 14 25 28
PA 7,8 123 24 22,5 556 039 29 1,7 32 22 27 04 052 22 16 34 1,7 26 29
PA 64 80 1,8 18,8 40,7 0,33 2,0 1,5 20 18 25 04 053 20 13 30 14 27 30
PA 79 92 22 233 58,7 043 3,0 1,9 35 24 28 06 062 23 18 36 19 26 29
MB 69 94 19 205 47,8 048 25 1,4 L8 1.8 25 08 068 22 1,7 35 1,7 21 25
MB 51 90 1,8 20,1 503 046 2,6 1,5 20 19 23 06 059 20 1,5 31 16 24 27
MB 6,3 11,1 19 229 529 049 28 1,4 23 20 22 05 062 19 1,7 33 15 26 29
MB 64 104 14 275 61,7 042 3,1 1,7 27 21 22 06 058 20 14 30 14 26 28
MB 59 10,8 1,7 23,8 542 045 29 1,7 20 18 24 07 060 2,1 1,5 32 15 24 27
PT 72 10,1 19 26,8 50,2 0,49 29 1,6 20 17 22 07 05 20 1,5 34 15 23 25
PT 55 85 1,7 243 523 051 2,6 1,4 L8 1.8 24 06 059 23 1,6 31 1,7 22 24
PT 6,5 91 20 267 654 049 27 1,5 6 20 25 05 061 19 1,5 32 1,7 24 2]
PT 6,4 74 16 255 632 048 25 1,7 25 19 20 07 057 20 1,7 35 14 22 25
PT 70 94 18 278 79,1 0,50 3,0 1,7 27 25 26 08 05 24 1,7 36 18 25 27
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Material Suplementar 1.2. Matriz de descri¢do informando cada varidvel quantitativa e qualitativa analisada pela populacao de cada uma das quatro espécies
do estudo. Em negrito os cddigos de cada populagdo e de cada varidvel analisada.

Local/Var. | LSL LSW LBL LBW ITL PED PBL PBW IML FBL FBW RCL RCD SPL SPW PTL PTW STL PSL LVC PTC LTR LLP IBP FBC LFM
MSJ 6,7 12,2 25 22,5 433 041 3,1 1,3 23 28 21 0,58 045 27 1,6 36 1,7 27 3,0 0 0 1 0 0 1 1
MSJ 59 120 22 17,7 42,7 053 33 12 24 28 22 058 043 26 15 36 1,8 28 3,1 0 0 1 0 0 1 1
MSJ 86 143 34 236 464 045 3,1 12 30 27 24 061 043 28 13 38 20 29 32 0 0 1 0 0 1 1
MSJ 6,0 11,2 26 188 47,8 050 33 1,3 27 29 21 0,70 0,51 2,7 1,5 37 19 27 3,0 0 0 1 0 0 1 1
MSJ 82 145 3,7 256 435 042 32 14 22 28 22 063 041 26 13 3,8 2,1 2,8 3,0 0 0 1 0 0 1 1
PH 92 14,7 34 33,0 1139 14 3,7 2,1 1,5 3,6 45 6 070 3,0 22 45 14 41 39 1 1 1 0 2 0 0
PH 74 12,5 26 382 91,0 1,3 34 21 3,1 26 29 1,1 060 28 1,8 47 1,6 43 4,1 1 1 1 0 2 0 0
PH 7,8 12,5 2,7 37,6 1145 1,5 36 22 24 3,6 39 L5 060 29 24 46 1,5 43 44 1 1 1 0 2 0 0
PH 83 134 3,1 357 1092 1,5 3,7 21 33 3,0 40 L8 070 3,1 23 45 1,5 44 43 1 1 1 0 2 0 0
PH 103 154 38 41,3 1188 1,7 39 25 3,1 39 43 1,8 090 33 26 48 1,7 50 47 1 1 1 0 2 0 0
PG 80 45 L5 10,7 12,1 031 1,7 1,2 L5 1.8 1,2 08 053 24 14 51 15 49 5.1 1 0 1 1 0 1 1
PG 93 55 22 12,1 13,0 032 19 L7 L8 19 13 07 043 29 1,5 50 16 47 50 1 0 1 1 0 1 1
PG 88 55 2,7 132 141 042 19 1,7 L8 20 15 08 051 33 1,6 49 14 46 49 1 0 1 1 0 1 1
PG 10,9 6,5 28 151 152 041 20 1,2 20 21 1,5 0,7 049 31 1,5 49 1,5 48 5,1 1 0 1 1 0 1 1
PG 9,1 45 25 160 162 0,50 25 1,3 6 22 1,7 07 05 21 14 50 16 48 5,1 1 0 1 1 0 1 1
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Material Suplementar 2. Caracterizagdo dos oito marcadores microssatélites nucleares
transferidos para Stigmatodon costae, S. francae, S. goniorachis e Stigmatodon carioca
Sp. nov.

Loci A Ay Ap H, H, Fis

VgG02 20 11.999 6 0.668 0.518 0.218
VgF02 17 10.280 3 0.66 0.743 -0.118
VgA04 13 10.881 4 0.777 0.543 0.296
VgCo1 4 3.829 0 0.548 0.434 0.203
VgBI10 17 10.916 7 0.683 0.577 0.158
ACPTCI138A 9 7.641 2 0.67 0.881 -0.309
Pit8 10 7.863 1 0.525 0.563 -0.066
CT5 14 10.390 3 0.604 0.573 0.054
Média 13 9.224 0.642 0.604 0.06
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Material suplementar 3. Resultados das analises realizadas no software BOTTLENECK
1.2.02 no modelo “one-tailed Wilcoxon signed-ranked test” nas populagdes das espécies
que compdem o complexo S. goniorachis. MT — Morro do Tucum (S. costae), PA — Pao
de Acucar (S. goniorachis), MB — Morro da Babilonia (S. goniorachis), PT — Pico da
Tijuca (S. goniorachis), MSJ — Morro Sao Joao (S. goniroachis), PH — Pedra do Hime (S.

francae).
Espécie - Localidade = Mean_N Mean_K Mean_H. p_W_1t SMM
S. costae — MT 44.00 4.13 0.550 0.843
S. goniorachis — PA 48.00 5.13 0.628 0.962
S. goniorachis — MB 48.00 5.00 0.663 0.421
S. goniorachis — PT 48.00 5.00 0.649 0.679
S. goniorachis — MSJ 40.00 5.25 0.591 0.972
S. francae — PH 46.00 7.25 0.762 0.371
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