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Resumo

Piresia é um género de bambus herbaceos que possui uma distribuicdo geogréafica interessantemente
disjunta, entre a Amazonia e Mata Atlantica. Pouco, no entanto, se sabe sobre sua historia evolutiva,
tanto no que diz respeito as suas relacGes filogenéticas, quanto aos padrdes e processos que tém
influenciado sua diversificacdo, que parecem ter reflexo na complexa morfologia de suas espécies. Por
essa razéo, o presente trabalho teve como objetivo estudar a biogeografia de Piresia, utilizando para
tanto, regides do DNA plastidial (ndhF, rpl16, rpl32-trnL, trnD-psbM, trnD-trnT e trnL-trnF) e analises
de Inferéncia Bayesiana, datacdo molecular e de reconstrucéo de area ancestral com o intuito de estimar
a origem e os principais eventos de divergéncia e diversificagdo do grupo. Os resultados indicaram que
Piresia € constituido por trés grupos, tendo divergido dentro de Olyreae no Mioceno Inferior,
possivelmente em uma formacéo florestal que abrangia a América do Sul e parte da América Central,
em condicBes climaticas que favoreceram a origem de duas linhagens: a do Mioceno (LM) e do
Pleistoceno (LP). Em LM, a diferenciacdo parece estar relacionada a fragmentacdo das matas em
decorréncia de mudancas climaticas que diminuiram as areas de contato entre a Amaz6nia e a Mata
Atlantica. Dentro de LP, um evento de divergéncia ocorreu concomitantemente a separacdo dos dois
biomas acima descritos, 0 que deu origem a formacao de linhagens disjuntas no género (Linhagem do
Pleistoceno da Mata Atlantica - LPMA e Linhagem do Pleistoceno da Amazonia - LPA). Essas parecem
ter sido ainda influenciadas respectivamente por transgressdes marinhas (na regido costeira da Mata
Atlantica) e pelo soerguimento andino e pelas modificagGes no curso dos rios (na Bacia Amazonica).
Nesses dois grupos ainda existem questdes ndo esclarecidas quanto aos limites especificos e as suas
relacfes filogenéticas, tendo em vista a complexidade morfolégica do grupo e provaveis eventos de
hibridacdo. Ainda concluimos que parece existir uma correlacdo entre a distribuicdo geogréfica das
espécies e sua adaptabilidade a determinado nicho climético, que por sua vez, parece estar moldando a

historia evolutiva do género.

Palavras-chave: Bambus herbaceos, disjuncdo geogréafica, filogenia, Olyreae, Poaceae



Abstract

Piresia is a genus of herbaceous that presents an interesting disjunct distribution between Amazonia and
Atlantic Forest. However, its evolutionary history and phylogenetic relationships are still poorly
resolved, as well as the patterns and processes that have been influencing the differentiation of its species,
which seems to be related to the complex morphology of these species. Thence, the aim of present
research was to study the biogeography of Piresia. For such purpose, plastidial DNA regions (ndhF,
rpll6, rpl32-trnL, trnD-psbM, trnD-trnT e trnL-trnF) were used and Bayesian Inference, molecular
dating and ancestor area reconstruction analyses were performed in order to estimate the origin and
mainly divergence and diversification events within the group. The results indicate that Piresia is
composed by three groups and its divergence within Olyreae was estimated on Middle Miocene. This
divergence probably occurred when the vegetation comprised most of South America and part of the
Central America, leading to the origin of two main lineages: Miocene Lineage (LM) and Pleistocene
Lineage (LP). On LM, the differentiation within this group seems to be related to forest fragmentation
due to the climate changes that decreased the contact area Amazonia and Atlantic Forest. On LP, a
divergence event in Piresia took place concomitantly to the split between these two biomes, when two
new lineages emerged (Atlantic Forest Pleistocene Lineage — LPMA and Amazonian Pleistocene Lineage
- LPA). Also, these two lineages seem to have been influenced by marine transgressions (in the coast part
of Atlantic Forest) and the Andean uplift and river cursing modifications (in Amazon basin).
Furthermore, within these two groups there are still some not-clarified questions concerning their
interspecific limits and phylogenetic relationships due to the complex morphology and possible
hybridization events of their species. Finally, it was possible to conclude that there might be a correlation
between the geographic distribution of the species and their adaptability to certain ecological niche which

is probably molding the evolutionary history of the genus.

Keywords: Herbaceous bamboos, geographical disjunction, phylogeny, Olyreae, Poaceae
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1. Introducao

1.1 Quem é Piresia e qual é a sua historia?

Os bambus s&o todos os elementos que comp8em a subfamilia Bambusoideae, representando o grupo
de Poaceae mais diversificado em florestas tropicais e subtropicais (Calderon & Soderstrom, 1980;
Judziewicz & Clark, 2007; Bamboo Phylogeny Group - BPG, 2012; Kelchner & BPG, 2013), compondo
um grupo de grande diversidade, com aproximadamente 115 géneros e 1.400 espécies (BPG, 2012;
Kelchner & BPG, 2013). Atualmente, esta subfamilia é composta por trés tribos (Arundinarieae,
Bambuseae e Olyreae), que estdo presentes em todos os continentes, com exce¢do da Antértida e Europa
(Ohrnberger, 1999; Judziewicz et al., 1999; Judziewicz & Clark, 2007; Sungkaew et al., 2009; BPG,
2012; Kelchner & BPG, 2013). Os membros da tribo Arundinarieae, compreendem os bambus lenhosos
e exclusivos de climas temperados, enquanto que Bambuseae € representada por membros também de
habito lenhoso, porém restritos a climas paleotropicais e neotropicais (Judziewicz et al., 1999; Judziewicz
& Clark, 2007; Sungkaew et al., 2009; BPG, 2012; Kelchner & BPG, 2013). Por sua vez, Olyreae é
composta por representantes de habito herbaceo encontrados em regibes de climas tropicais,
majoritariamente nos neotropicos, com excecao de duas espécies, da Africa e Nova Guiné (Clark, 1990;
Judziewicz et al., 1999; Judziewicz & Clark, 2007; BPG, 2012; Kelchner & BPG, 2013).

Olyreae compreende 21 géneros e 122 espécies, distribuidas em trés subtribos: Buergersiochloinae,
Parianinae e Olyrinae (Oliveira, 2001, Judziewicz & Clark, 2007, BPG, 2012). A posicdo das
inflorescéncias e 0 nimero e arranjo das espiguetas no corpo da planta constituem os principais caracteres
diagndsticos entre os géneros desta tribo, cujas poucas espécies sdo diferenciadas por caracteres
morfoldgicos escassos (Judziewicz et al., 1999; Oliveira, 2001; Judziewicz & Clark, 2007). Em Olyreae
encontra-se Piresia Swallen, o qual possui distribuicdo geografica disjunta bastante peculiar, com
espécies ocorrendo ou na Amazdnia, ou na Mata Atlantica do Nordeste do Brasil (Figura 1 - A)
(Soderstrom & Calderdn, 1974; Judziewicz et al., 1999; Oliveira, 2001; Carvalho, 2013). Este género se
difere de outros da mesma tribo pela presenca de colmos dimorficos que podem ser eretos e possuir
muitas folhas, ou decumbentes, essencialmente floriferos e com folhas reduzidas (Fig. 1 — B e C)
(Soderstrom & Calderdn, 1974; Judziewicz et al., 1999; Oliveira, 2001; Carvalho, 2013).

Atualmente s@o conhecidos para o género cinco especies, das quais trés ocorrem na Amazonia: P.
sympodica (D6ll) Swallen, P. goeldii Swallen e P. macrophylla Soderstr. (Swallen, 1964; Soderstrom,
1982); e duas na Mata Atlantica (P. leptophylla Soderstr. (Fig. 1 - E) e P. palmula M.L.S.Carvalho &



R.P.Oliveira (Fig. 1 — D a G) (Soderstrom, 1982; Carvalho et al., 2012). No entanto, existem evidéncias
de novas espécies ainda ndo descritas (Fig. 1 - H), principalmente na Mata Atlantica, onde ocorre uma
sobreposicdo morfoldgica entre e dentro das populagdes (Soderstrom, 1982; Judziewicz et al., 1999;
Oliveira, 2001; Carvalho, 2013; Carvalho et al., in prep.).

Além da intrincada morfologia, as relagdes evolutivas de Piresia ainda ndo foram elucidadas, tendo
em vista tanto os estudos ainda esparsos com bambus herbéceos (Ferreira et al., 2013; Baldini & Ortiz,
2014; Oliveira et al., 2014) quanto aqueles voltados ao proprio género (Carvalho, 2013, Carvalho et al.
in prep.). A principio, Piresia supostamente estaria relacionado aos géneros Buergersiochloa Pilg.,
Dyandrolyra Stapf, Mniochloa Chase e Ekmanochloa A. Hitchcock (de onde derivou Piresiella Judzie.,
seu diminutivo) (Clayton & Renvoize, 1986). Entretanto, de acordo com trabalhos recentes, suas relagdes
de parentesco parecem envolver os géneros Cryptochloa Swallen, Olyra Linnaeus, Reitzia Swallen
(Carvalho 2013; Carvalho et al. in prep.), Diandrolyra Stapf, Parodiolyra Soderstr. & Zuloaga e
Raddiella Swallen (Oliveira et al., 2014). Dentro de Piresia, as relagdes entre as espécies, no entanto,
ainda permanecem pouco esclarecidas, principalmente se for levado em consideracdo os resultados de
Carvalho (2013) e Carvalho et al. (in prep.), nos quais as relacdes entre as espécies do género apresentam
baixos valores de suporte, 0 que provavelmente tem relacdo com a possivel origem recente do grupo e
ocorréncia de hibridagdes (Carvalho, 2013; Carvalho et al. in prep.).

Ainda mais interessante é o fato de que parece ndo existir correlacdo entre a distribuicdo geografica
das espécies (disjunta) e a origem do grupo, tendo em vista a ndo separacdo destas nesses estudos
(Carvalho, 2013; Carvalho et al., in prep.). Essa ideia contraria muito do que se sabe sobre a histéria
desse grupo, de acordo com as ideias de Soderstrom e Calderon (1974), que supunham que a histéria de
Piresia estava relacionada a disjuncao da Amazonia e da Mata Atlantica e ainda, refletida na sexualidade
de suas espiguetas (flores). De acordo com esses autores, as espiguetas unissexuadas encontradas nas
espécies da Mata Atlantica representariam uma condicdo ancestral, enquanto que as bissexuadas das
espécies da Amazonia teriam derivado destas (Soderstrom & Calderén, 1974). A partir deste raciocinio,
foi estabelecida uma hipotese para a origem e dispersdo do género, assim como de outros em Olyreae,
envolvendo um reflgio na Mata Atlantica, de onde as espécies teriam migrado para a Amazdnia
(Soderstrom & Calderdn, 1974). Entretanto, recentemente foram descobertas espiguetas unissexuadas
em plantas da Amazonia e bissexuadas na Mata Atlantica (Mauri et al., 2013), fato que contraria a
hipdtese de Sodersrom e Calderdn (1974) indicando que a historia evolutiva do género ainda carece de
estudos, pois pouco se sabe sobre os fatores, padrdes e processos que tém levado a diferenciacdo do



grupo (Soderstrom & Calderdn, 1974; Carvalho, 2013; Carvalho et al. in prep.). Nesse contexto destaca-
se 0 papel da utilizacdo de abordagens biogeograficas na compreensdo de quais eventos e processos

ocorreram ao longo do curso evolutivo de Piresia.

1.2 Por que utilizar a biogeografia para compreender a historia de Piresia?

Biogeografia é o ramo da ciéncia que busca o entendimento da distribuicéo da biodiversidade, visando
a compreensdo desta distribuicdo no passado e/ou no presente de dado organismo ou grupo de
organismos, utilizando-se de estudos dos padrbes e processos que ocorreram ao longo do tempo, que
resultaram na distribuicdo dos organismos que encontramos atualmente (Brown & Lomolino, 2006).
Dentro deste contexto, a biogeografia historica visa reconstruir a origem e processos de dispersdo e
extin¢do destes organismos e de como estes processos influenciaram a sua distribuicdo geogréfica atual
(Brown & Lomolino, 2006). Adicionalmente, com o0 avango das analises moleculares e através de
ferramentas computacionais robustas, estimativas temporais do surgimento e diversificacdo de
organismos tem se tornado possiveis (Cox et al, 2016).

Visto isso, para um estudo biogeografico bem estruturado, faz-se o uso de dados climaticos,
geogréficos e até geoldgicos, tanto do presente quanto do passado, que em conjunto, podem possibilitar
a reconstrucdo de eventos e processos que moldaram a historia evolutiva do grupo em questdo (Brown
& Lomolino, 2006). Para tal, é necessario levar em consideracdo os eventos que levaram a formacéo e
modificagdes estruturais que ocorreram ao longo do tempo, a exemplo dos biomas da América do Sul no
caso do presente estudo. Isso porque, ao longo do tempo, eventos geoldgicos ocorrentes no continente
modificaram o clima, a configuracdo das bacias hidrograficas e consequentemente a formacdo dos seus
biomas (Lavinia & Fauth, 2011).

Portanto, no caso de Piresia, tendo em vista a distribuicdo geografica de suas espécies, disjunta entre
a Amazonia e na Mata Atlantica, é importante levar em consideracdo ndo somente a distribuicdo do
género, mas também as caracteristicas intrinsecas a estes biomas. Atualmente, estes dois biomas sdo
separados pela Diagonal Seca da América do Sul, que compreende trés diferentes biomas Chaco, Cerrado
e Caatinga (Ab'Saber, 1977). Contudo, acredita-se que a Amazonia e a Mata Atlantica foram conectadas
em diversos momentos atraves da diagonal seca, durante periodos climaticos que apresentaram
flutuacGes nos niveis de umidade mais altos do que os atuais (Auler et al., 2004). Adicionalmente, sabe-
se que a Amazodnia e Mata Atlantica apresentam altos indices de biodiversidade, estando eles entre os
maiores do mundo (Hubbell et al., 2008).



A grande diversidade encontrada tanto na Amazonia (cerca de 40% total mundial de remanescentes
de floresta (Hubbell et al., 2008)) como na Mata Atlantica (compreendendo entre 1 a 8% da
biodiversidade de todo planeta (Silva & Casteleti, 2003)) s@o o reflexo de fatores como qualidade do
solo, mudancas climaticas e geoldgicas que ocorreram ao longo da formacao destas florestas (Antonelli
& Sanmartin, 2011).

De maneira geral, as mudancas climaticas ocorridas ao longo do periodo Quaternario (mudancas de
temperatura, umidade e nivel dos oceanos) ocasionadas por sucessivos eventos de glaciacdo, tiveram
grande influéncia na historia das florestas tropicais. Por exemplo, na medida que o aquecimento e
resfriamento do planeta influenciaram as expansdes e retracOes da floresta e organismos residentes
(Flower & Kennett, 1994; Morley, 2000) e alteraram limites da costa em geral, refletindo em mudancas
estruturais na Mata Atlantica (Suguio et al., 2013). Adicionalmente, a formacéo da cordilheira dos Andes
teve grande influéncia no desenvolvimento do bioma amazonico, pela deposicao de sedimentos, mudanca
nos padrdes de umidade e do curso dos rios nesta regido (Hoorn et al., 2010). Como organismos
residentes nestes dois biomas, todos estes eventos podem ter influenciado a historia evolutiva das
espécies de Piresia, assim como vem sendo reportado para diversos organismos (Sobral-Souza et al.,
2015).

Aliado a estes fatores, em estudos com foco em grupos vegetais, vale destacar o uso de marcadores
moleculares de regides plastidiais e nucleares, os quais vém sendo amplamente utilizados em estudos de
enfoque sistematico e/ou evolutivo entre diversos niveis taxondmicos, que proporcionam 0 acesso a
informacBes em uma escala de tempo mais abrangente do que somente utilizar, por exemplo, dados
morfolégicos (Wolfe et al., 1987; Small et al., 2004).

Com isto, vale destacar a importancia da escolha correta dos marcadores moleculares a serem
utilizados, adequados ao tipo de pergunta que se quer responder (Prince, 2015). Esta escolha esta
estritamente relacionada as taxas evolutivas das regides de DNA escolhidas, que sdo o reflexo de um
maior ou menor nivel de conservacdo destas regides (Small et al., 2004; Karehed et al., 2008).
Geralmente, regides plastidiais sdo conhecidas por apresentarem taxas evolutivas mais lentas do que
regides nucleares, no entanto, mesmo dentro destes dois tipos de regido existem taxas evolutivas
diferentes devido ao fato de apresentarem trechos de DNA codificantes ou ndo-codificantes (Wolfe et
al., 1987). Regibes mais conservadas (codificantes) permitem detectar a historia evolutiva mais antiga,
pois mais tempo é necessario para que mutacdes se fixem no genoma dos individuos do grupo em

questdo, ao passo que regides menos conservadas (ndo-codificantes) sdo ideais para abordagens



evolutivas em grupos mais recentes, pois uma quantidade maior de mutacdes € fixada ao longo do tempo
(Karehed et al., 2008). Estas Ultimas, apresentam entdo taxas evolutivas mais rapidas dentro das regides
plastidiais (Wolfe et al., 1987), e consequentemente tém sido amplamente utilizadas para responder
questdes evolutivas recentes (Karehed et al., 2008), como parece ser o caso do género aqui estudado
(Carvalho, 2013; Carvalho et al. in prep.).

Neste contexto, diversos estudos vem utilizando regides de DNA plastidial, como por exemplo Clark
et al. (1995) que utilizaram o gene ndhF em uma revisdo taxonémica da familia Poaceae; Kelchner &
BPG (2013) que também utilizaram esta mesma regido, acrescidos de dois introns (rpl16 e rpsl16) e dois
espacadores intergénicos (trnD-trnT e trnT-trnL) em estudos filogenéticos da subfamilia Bambusoideae;
Yang et al. (2010) que utilizaram juntamente com regides nucleares as regides plastidiais psbA-trnH,
rpl32-trnL e o intron rpsl6 em estudo acerca de Bambusa (Poaceae: Bambusioideae) e géneros
correlatos.

Visando elucidar as relagdes filogenéticas de Piresia, Carvalho et al. (in prep.) utilizaram de regides
de DNA plastidial e nuclear. Contudo, as regibes utilizadas se demonstraram pouco informativas e
Carvalho et al. (in prep.) ndo obtiveram dados suficientes para que as relac@es internas de Piresia fossem
esclarecidas. Com isso, 0 uso de novas regides de DNA plastidial mais informativas que permitam uma
melhor compreensdo da relacdo entre as espécies, em conjunto com analises biogeograficas para

compreensdo da historia evolutiva de Piresia se fazem necessarios.

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho visa compreender a histéria evolutiva do género Piresia através de uma
abordagem biogeografica, identificando padrdes e processos que levaram a sua atual distribuicdo, bem

como contribuir no entendimento das relacfes interespecificas deste género.

2.2 Objetivos Especificos

* Reconstruir a filogenia de Piresia, utilizando regides de DNA ainda pouco exploradas para Olyreae;
» Acessar as possiveis datas de origem e diversificagdo do grupo através de analises de datagédo

molecular;



* Reconstruir o provavel centro de origem para o grupo e compreender sua dispersao;

* Identificar os principais eventos que podem ter influenciado a historia evolutiva do género.

3. Materiais e Métodos

3.1 Amostragem, extracdo de DNA, amplificacéo e sequenciamento

Foram selecionadas amostras da maior parte das espécies e morfotipos conhecidos de Piresia
(Carvalho 2013; Carvalho et al, in prep.) para o ingroup e Cryptochloa strictiflora E. Fourn. foi utilizada
como outgroup, uma vez que Cryptochloa constitui o grupo irméo de Piresia (Carvalho, 2013; Oliveira
et al., 2014) (Tabela 1). As amostras de Piresia foram obtidas a partir de materiais herborizados, ou de
materiais desidratados em silica gel, provenientes de estudos anteriores com o grupo (Carvalho 2013;
Carvalho et al. in prep.). A extracdo do DNA vegetal seguiu o protocolo adaptado de Rogers & Benedict
(1985) utilizado para materiais mumificados e herborizados.

Foram utilizadas seis regides de DNA plastidial, incluindo sequéncias parciais do gene ndhF
(primeiros 1.550 pb), o intron rpl16, e os espacgadores intergénicos rpL32-trnL, trnD-psbM, trnD-trnT e
trnL-trnF, as quais foram amplificadas através de reacGes de PCR (Polymerase Chain Reaction)
utilizando o kit Top Taq Master Mix (Qiagen), seguindo as recomendacgdes do fabricante. As reacoes
foram realizadas em um volume final de 15,4uL contendo 0,2uM de cada primer e aproximadamente
30ng de DNA. Foram testadas diferentes condi¢fes de amplificacdo para cada primer (Tabela 2). Para as
amostras mais problematicas (materiais herborizados, principalmente), foram feitas duas reacfes
consecutivas de PCR, sendo utilizando o material obtido na primeira reagdo como template para a reagéo
subsequente, com a adi¢do de 0,3 pl de DMSO (10%), 0.06mg/ml BSA e 0,97M de Betaina para otimizar
o funcionamento das reacdes. Apos a amplificacdo, os produtos foram analisados através de corridas
eletroforéticas em gel de agarose (1,4%), coradas com o marcador GelRed™ (Biotium), e visualizados
através de transluminador UV. OS géis foram capturados em software WiseCapture 1. Posteriormente,
0s produtos da PCR foram purificados com PEG (polietilenoglicol) 11% (Paithankar & Prasad, 1991) e
sequenciados (apenas para fita forward) no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (Fiocruz-BA). As
sequéncias do outgroup (Tabela 1), foram obtidas no banco de dados GenBank
(https://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX235348.1).



3.2 Edicao de sequéncias, alinhamento e quantificacdo dos gaps

As sequéncias obtidas foram editadas no software Geneious 6.1.8 (Biometters Ltda.), com posteriores
ajustes manuais. Em seguida, as mesmas foram alinhadas pelo software MEGA 7 (Kumar, et al. 2016),
utilizando o algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004). Dessa maneira, foram obtidas matrizes individuais para
cada regido de DNA, as quais, posteriormente, foram combinadas em uma sé matriz para as analises.

Para a utilizacdo das mutacGes em insercoes e delecbes (indels) ou gaps nas analises, foi gerada uma
matriz binaria com os dados combinados, com o auxilio do software SeqState, 1.4.1 (Muller, 2005), que
codifica gaps através do método MCIC (Modified Complex Indel Coding) (Mdller, 2006). Em cada
regido, foram contabilizados 0 comprimento total em pares de base (pb), a quantidade de substitui¢des e
0s gaps para todos os individuos de Piresia e grupo externo. A contagem foi feita manualmente e foram
analisados somente 0s gaps que estavam em posi¢cdes com dados completos para todas as sequéncias.
Foram somados os sitios com substituicdes e gaps e deste modo, foi estimada a porcentagem de
contribuicdo dos dados informativos para cada regido utilizada.

3.3 Analises filogenéticas

As analises filogenéticas foram realizadas com duas matrizes distintas: uma contendo as sequéncias
de todas regiGes combinadas, e outra com as sequéncias de todas as regides combinadas mais a matriz
de gaps, a fim de testar a relevancia do seu uso como dados complementares na Inferéncia Bayesiana
(BI). Para tanto, foram gerados modelos de substituicdo para cada regido através do MrModelTest 2.0
(Posada, 2008), sendo selecionados a partir do critério AIC (Akaike Informative Criteria) (Akaike, 1974).
Os modelos selecionados foram GTR+G (ndhF, trnD-psbM e trnL-trnF), GTR+I (rpl16 e trnD-trnT) e
HKY+G (rpl32-trnL). As anélises de Bl foram realizadas através do software MrBayes 3.2.6 (Ronquist
& Huelsenbeck, 2003), na plataforma XSEDE do Cipres Science Gateway v.3.3 (Miller et al., 2010).
Para a visualizacdo da topologia da &rvore de consenso de maioria foi utilizado o programa FigTree 1.3.1

(Rambaut & Drummond, 2009). A probabilidade posterior (PP) de cada ramo foi calculada.

3.4 Datacéo molecular

A andlise de datacdo molecular foi realizada utilizando apenas a matriz combinada com gaps, em
virtude de esta ter apresentado maior resolucéo e suporte na Bl. O programa BEAST v1.8.4 foi utilizado

com inputs gerados no BEAUTI (Drummond et al., 2012), considerando o modelo de substituicdo HKY



para todas as regides analisadas. Para a calibracdo temporal, foi utilizado um reldgio molecular estrito
sob um prior uniforme (valor inicial 0.0014, valor méaximo 0.0016 e valor minimo 0.0011),
considerando-se os valores entre 1.1-1.6 x 10 (valor em milhdes de anos), estimados por Wolfe et al.
(1987) para grupos de Poaceae. O modelo de especiacdo utilizado nesta analise foi o Yule Process
(Gernhard, 2008), sendo realizadas duas corridas independentes com o mesmo input gerado no BEAUTI,
com 100 milhGes de geracGes, reamostragens a cada 5 mil geracgdes e burn-in de 10%. Os resultados
foram analisados no programa Tracer v1.6 (Rambaut & Drummond, 2009), para a verificacdo da
convergéncia entre as corridas e Effective Sample Size (ESS), onde foram considerados apropriados
apenas valores acima de 200. Em seguida, os dados de ambas as corridas foram combinados nos
softwares LogCombiner e TreeAnnotador (Drummond et al., 2013) do pacote do BEAST v1.8.4. Para a

visualizacdo da topologia, foi utilizado o programa FigTree 1.3.1 (Rambaut & Drummond, 2009).

3.5 Reconstrucdo da area ancestral

Foi utilizado o pacote BioGeoBEARS (Matzke, 2013) implementado no R (R Core Team, 2016), para
reconstrucdo de area ancestral com base na filogenia datada. Foram aplicados trés modelos distintos:
Disperséo, extincéo e cladogénese (DEC), Disperséo e vicariancia (DIVALIKE) e Reconstrugdo de area
ancestral (BAYAREALIKE). Além disto, foi adicionado o pardmetro “j”” aos modelos para acrescentar
a possibilidade de efeito fundador e dispersdo em larga escala

Para a selecdo de areas, foi utilizada uma combinacdo de regides propostas por autores distintos,
Fittkau (1969) e Morrone (2006), resultando em cinco &reas utilizadas: A = “Varzea”, representando a
regido alagadica amazonense, B = “Amapa” e C = “Pard”, para porgdes especificas desses estados
(Morrone, 2006), D = “Cariri”, refletindo o extremo norte do nordeste brasileiro, e E = “Tupi”, que
compreende a porcdo sul da Bahia e as por¢bes costeiras do sudeste e sul até Santa Catarina (Fittkau,
1969) (Fig. 1). A partir da escolha dessas regides, foi elaborada uma matriz de regides biogeogréaficas
(de presenca e auséncia) dos individuos de Piresia, que foi analisada no R juntamente com a filogenia
datada. Por fim, para a escolha dos modelos mais adequados, foram considerados como igualmente
apropriados para a reconstrucao de area ancestral aqueles que apresentaram valor de Delta AIC acima de
2.0 (Anderson & Burnham, 1998).



4. Resultados

4.1 Sequéncias obtidas

As informagOes sobre cada regido de DNA utilizada estdo descritas na Tabela 3. As edigdes nas
sequéncias, eliminando extremidades de méa qualidade resultaram na exclusdo dos seguintes pares de
base (pb) (no inicio e final da sequéncia, respectivamente): ndhF 16 e 250pb, rpl16 62 e 297pb, rpl32-
trnL 100 e 359pb, trnD-psbM 87 e 261pb, trnD-trnT 46 e 337pb e trnL-trnF 115 e 283pb. A matriz
combinada apresentou de 5.141pares de base (pb). Da sequencia parcial do gene ndhF foram analisados
1380ph. Para as regides rpl16, rpl32-trnL, trnD-psbM, trnD-trnT, e trnL-trnF foram analisados 814, 610,
834, 866 e 637pb, respectivamente. Entre todas as regides, o gene ndhF foi 0 mais informativo, tanto em
quantidade de substituicdes nucleotidicas, quanto em quantidade de gaps, constituindo 51,6% do total de

caracteres informativos analisados (Tab. 3).

4.2 Analise filogenética e datagcdo molecular

A topologia fornecida pela analise do MrBayes foi idéntica a encontrada ao final da anélise de datagéo
molecular. Por este motivo, optou-se por apresentar apenas o cronograma de diversificacdo do género
(Figura 3). Com base nestas analises, estimou-se que a linhagem que deu origem ao género Piresia
divergiu do grupo externo em cerca de 22 milhdes de anos - Ma. O primeiro evento de divergéncia dentro
de Piresia ocorreu em 13,2 Ma, com posterior diversificacdo a partir de 8,9Ma na linhagem denominada
como Linhagem do Mioceno — LM (PP = 1,0), constituida por P. palmula (de Igrapitna - BA, da Mata
Atlantica) e P. goeldii (de Belém - PA, da Amazdnia). Posteriormente (4,6 Ma), a segunda linhagem
(Linhagem do Pleistoceno — LP) divergiu em outros dois grupos (PP = 1,0), sendo que um deles viria a
se diversificar na Mata Atlantica (Linhagem do Pleistoceno da Mata Atlantica - LPMA) e o outro, na
Amazonia (Linhagem do Pleistoceno da Amazénia - LPA). A LPMA foi a primeira a irradiar, ha cerca
de 2,06 Ma (PP = 1,0) e, dentro desta, a populacdo de P. leptophylla de Una — BA foi a primeira a
divergir. Em seguida (~ 1,74 Ma, PP = 0,81), houve a divergéncia dentro da linhagem que originou as
demais populagbes de P. leptophylla (a partir de 650 mil anos; PP = 1,0) e os morfotipos da Mata
Atlantica (a partir de 1,38 Ma; PP = 1,0). Nesta linhagem, foram identificados trés grupos: MA1 que
compreende as populagdes de P. leptophylla originadas a partir de 650 mil anos; MA2 que abrange
Piresia sp.1 e os morfotipos B e F, originados no sul da Bahia a partir de 1,23 Ma; e MA3 composto

pelos morfotipos A e E (da Bahia) e F (de Pernambuco), que surgiram a partir de 1,1 Ma (Fig. 3).



A irradiacdo da LPA ocorreu mais recentemente, ha cerca de 770 mil anos (PP = 1,0) e neste grupo
primeiro divergiu a populagéo de P. goeldii de Manaus — AM (PP = 1,0), grupo irméo do clado formado
por P. sympodica (de Porto Grande — AP e Belém — PA) que incluiu a populacao de P. goeldii de Santa
Isabel - PA (PP =1).

4.3 Reconstrucdes biogeogréaficas

A analise de reconstrucdo de area ancestral revelou que os modelos DEC+J, DIVALIKE+] e
BAYAREALIKE+] foram igualmente apropriados para explicar os processos que ocorreram ao longo
do curso evolutivo de Piresia. Os resultados indicaram uma maior probabilidade para a origem de Piresia
em duas regides: C (Para) e E (Tupi, da porcao sul da Bahia e a regido costeira do sudeste e sul até Santa
Catarina), seguida de uma divergéncia que deu origem a duas linhagens (LM e LP). A primeira (LM),
apresentou um cendrio similar, indicando as mesmas areas como possiveis areas ancestrais. Por sua vez,
a segunda linhagem (LP) apresentou uma maior probabilidade de origem na regido E. Posteriormente,
LP divergiu em duas linhagens distintas, LPMA e LPA, de modo que LPMA teria surgido na regido E,
se diversificado na mesma e posteriormente se dispersado para a regido D (extremo norte do nordeste
brasileiro) em momentos distintos e LPA haveria surgido na regido C e posteriormente haveria se
dispersado para as regides A e B (Amapd).

5. Discussao

5.1 Origem de Piresia no Mioceno nas matas da América do Sul e o surgimento da Linhagem do
Mioceno (LM)

Os resultados mostrados nesse estudo, indicam que a linhagem ancestral de Piresia divergiu do grupo
externo durante o Mioceno Inferior (ca. 22 Ma) (Fig. 3 - 1), seguida do primeiro evento de divergéncia
dentro do género a partir de 13,2 Ma (Fig. 3 - Il). Durante boa parte desse periodo, entre ~16 a 13,6 Ma
(até final do Mioceno Médio) existiu um optimo climatico (Mid-Miocene Climatic Optimum - MMCO),
com temperaturas altas e elevados indices de umidade em todo planeta (Morley, 2000). Neste periodo
provavelmente havia um continuo florestal entre a Mata Atlantica e Amazénia (abrangendo até parte da
América Central) que sofria expanséo ou retracdo em condicdes climaticas favoraveis (como o MMCO)

ou desfavoraveis (Morley, 2000) (Fig. 3). Neste cenario, € possivel supor que o ancestral mais proximo
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de Piresia ja estava presente nos neotrdpicos, distribuido por toda essa extensdo vegetacional. Um
resultado similar foi proposto recentemente por Baldini & Ortiz (2014) para o género Criptochloa
Swallen, proximo a Piresia. Neste trabalho, o provavel centro de origem e diversificacdo de Criptochloa
seria na Ameérica Central, demonstrando assim que o ancestral de Piresia poderia estar distribuido nesta
regiéo.

Adicionalmente, de acordo com dados fornecidos por registros fossiliferos de polen, houve um
aumento da diversidade nesse continuo vegetacional por volta de 13,7 Ma (Hoorn et al., 2010), periodo
préximo a primeira divergéncia de Piresia, nas linhagens LM e LP, ha aproximadamente 13,2 Ma (Fig.
3 - I1). Neste periodo as regides C (Para) e E (costa do sul da Bahia até Santa Catarina) foram identificadas
como areas ancestrais igualmente provaveis.

Nessa primeira divergéncia do grupo, a possibilidade igual de duas regides ancestrais ndo é conclusiva
em relacdo a hipotese levantada por Soderstrom & Calderdn (1974). Estes autores propuseram que a
origem do grupo teria ocorrido na Mata Atlantica, com posterior dispersdo e diversificacdo para a
Amazonia. Esta origem explicaria tanto sua distribuicédo disjunta quanto a evolucéo floral ocorrida entre
as espécies desses dois biomas (flores bissexuadas tornando-se unissexuadas). Entretanto, segundo os
dados aqui apresentados e de acordo com outros trabalhos com o grupo (Carvalho, 2013; Mauri et al.,
2013; Carvalho et al., in prep.), ndo existe uma disjungdo associada a origem do grupo, acrescida da
existéncia de flores bissexuadas e unissexuadas em ambos os biomas (Carvalho, 2013; Mauri et al.,
2013).

Desta maneira, com base nos resultados aqui apresentados, uma regido proxima a Amazonia seria um
provavel centro de origem de Piresia, principalmente considerando-se a proximidade com Cryptochloa,
que apresenta seu centro de diversidade na América Central e também é distribuido na América do Sul
(Bardini & Ortiz, 2014) de modo similar a Piresia. Posteriormente, os individuos de Piresia haveriam se
dispersado para a Amazo6nia e Mata Atlantica, onde hoje se concentra a maior parte de sua diversidade.

Depois do final do MMCO, houve um periodo de rapido resfriamento global (até meados de ~10 Ma),
que ocasionou a diminuigéo de temperatura e umidade em quase todo o planeta (Flower & Kennett, 1994;
Pound et al., 2012). Isto se refletiu em um momento de estagnacdo da diversificacdo de organismos,
mesmo nas areas de climas tropicais (Flower & Kennett, 1994; Pound et al., 2012). Essa alterag&o dréstica
no clima pode ter ocasionado a retracdo das matas da América do Sul e Central, diminuindo as areas de
contato das espécies, levando a eventos de divergéncia, mas mantendo uma regido de contato entre a

Amazonia e a Mata Atlantica em regides mais imidas (Fig. 3). Findado esse periodo, houve um aumento
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nas médias térmicas do planeta (ndo tdo expressivos como o MMCO), que levaram ao desenvolvimento
das vegetacOes de clima seco (Pound et al., 2012). Deste modo, ndo houve o favorecimento da expanséo
de florestas mais Umidas nas regifes centrais entre Mata Atlantica e a Amazonia por exemplo.
Consequentemente, ocorreu um isolamento temporario dos grupos de Piresia, mas que apresentaram a
diversificacdo da LM nestes dois biomas separadamente.

Durante esse periodo (Mioceno Médio a partir de 8,9 Ma) ocorreu a diversificacdo de LM (Fig. 3),
nas regides biogeogréaficas C e E que hoje corresponderiam as por¢des da Amazdnia e Mata Atlantica
(Fig. 2). A esta linhagem pertencem as espécies P. goeldii (de Belém - PA) e P. palmula (Igrapitna -
BA), sendo a primeira amplamente distribuida pela Amazénia e a segunda, uma espécie microendémica
do sul da Bahia, condicdo essa que pode representar um relicto dessa linhagem para a regido da Mata

Atlantica.

5.2 Disjuncéo no Plioceno e diversificagdo no Pleistoceno marcaram a historia de Piresia

O periodo durante o Plioceno é bem pouco documentado para a América do Sul (Ortiz-Jaureguizar &
Cladera, 2006), no entanto, sabe-se que foi uma época de clima frio e seco, com abundancia de gramineas
C4, que conseguiram se diversificar e se expandir nas regides centrais da América do Sul, juntamente
com porcdes de matas Umidas, que comecaram a se restringir as regides costeiras, onde o clima era ainda
quente (Ortiz-Jaureguizar & Cladera, 2006; Markgraf et al., 1996). Dessa maneira, a retracdo das matas
umidas levou ao menor contato entre as populacdes, o que pode ter levado ao surgimento de novas
linhagens, por exemplo no surgimento de LPMA e LPA por volta de 4,6 Ma (Plioceno), enquanto as
matas da costa do Nordeste e da Regido Norte ainda estavam em contato (Fig. 3). Como observado nos
resultados obtidos pelo modelos de reconstrucdo ancestral, a regido E seria a area ancestral mais provavel
destas duas linhagens, que se diversificaram somente no Pleistoceno, ocupando as regiées D e E (LPMA)
e A, BeC (LPA).

O Pleistoceno foi uma época caracterizada por diversos periodos glaciais e interglaciais que exerceram
grande influéncia sobre as condi¢des climaticas que afetaram principalmente eventos de especiagéo,
extin¢do e mudancas nos padrdes de distribuicdo da biota (Hammen, 1974, Fritz et al., 2007). Apesar de
regides tropicais terem se mantido relativamente estaveis ao longo das mudancas climaticas ocorridas
em diversas epocas geologicas, durante o Pleistoceno as mudancas decorrentes dos periodos de glaciagédo
foram drasticas ao ponto de influenciar até mesmo estas regides, de forma bastante semelhante ao que

ocorreu no hemisfério norte (Hammen, 1974). Apesar dos poucos dados, sabe-se que modificacBes
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expressivas no clima durante o Pleistoceno Inferior ocorreram entre 1,4-1,3 Ma e 0,9 Ma (Pisias &
Moore, 1990), ao longo do Mid-Pleistocene Transition quando se iniciaram os periodos glaciais (Honisch
et al., 2009). Neste periodo, registrou-se a primeira glaciacdo mais expressiva que, de modo semelhante
a outros momentos de glaciacGes, proporcionou a regressao do nivel dos oceanos (Clapperton, 1990).

Curiosamente, os momentos de diversificagdo dentro de LPMA coincidem com registros de
glaciacbes aqui descritos, 0 que provavelmente se deu em decorréncia da exposi¢do da plataforma
continental durante as regressdes marinhas. Nestes momentos, houve o aumento da disponibilidade de
habitats onde a biota podia se diversificar e dispersar, expandindo entdo os limites costeiros da Mata
Atlantica (Leite et al., 2016), como foi 0 caso nas diversas irradiaces de Piresia dentro da LPMA. O
inicio de diversificacdo para esse grupo foi aqui estimado por volta de 2,06 Ma, ainda no Pleistoceno
Inferior, possivelmente na regido biogeografica E (na por¢do sul da Bahia). Neste periodo ocorreu a
divergéncia de P. leptophylla (Una - BA), grupo-irmdo de toda a linhagem LPMA. Posteriormente,
LPMA se diversificou nos grupos MA2 e MAS3 (a partir de 1.38Ma), além da irradiacdo de P. leptophylla
(em torno de 0,65 Ma) para o norte da costa (MA1) (Fig. 3) (Jesus, 2017). Todos os eventos de
diversificacdo durante o Pleistoceno proporcionaram entdo, a dispersdo dos grupos de LPMA em dire¢édo
ao norte da costa, que se estabeleceram também na regido biogeografica D (Fig. 2), onde algumas
espécies estdo presentes atualmente em Pernambuco e no Rio Grande do Norte (Jesus, 2017).

A regido amazonica sofreu grande influéncia ndo s6 de mudangas climaticas no Pleistoceno, como
também de modificacGes estruturais resultantes do processo de soerguimento dos Andes gue se iniciou
no Mioceno Médio (Hoorn et al., 2010). Este evento geoldgico resultou na origem do rio Amazonas e
seus afluentes, além de modificagdes ao longo do curso do mesmo (Hoorn et al., 1995). Nesta regido, o
clima oscilou entre periodos secos e imidos, que aliados aos reajustes no nivel dos rios, deram origem a
uma estruturacdo em mosaico nas regies de varzea (Hoorn et al., 2010). Estas regides fragmentadas
haveriam passado por diversos processos de retracdo (Haffer, 1969; Vanzolini & Willians, 1970)
formando areas de refagio com condicdes climaticas favoraveis a manutencédo da biota (Haffer, 1969).
Em periodos mais quentes e umidos, estes fragmentos se expandiriam e possibilitavam o contato entre
0S grupos que estavam isolados anteriormente (Haffer, 1969; Vanzolini & Willians, 1970). Nestas areas
de recontato, muitas espécies podem ter passado por processos de hibridizacdo (Haffer, 1969; Vanzolini
& Willians, 1970). Esta pode ser uma explicagéo para as interagdes entre P. goeldii e P. sympodica, de
LPA, identificadas neste presente trabalho. A diversificacdo desse grupo surgiu tardiamente (a partir de
0,77 Ma), sequida de irradiacdo em 0,33 Ma nas regides biogeogréaficas A e C e outra irradiacdo em 0,16
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Ma na regido biogeogréafica B (Figs. 2 e 3). Neste contexto, os eventos de diversificagdo dentro de Piresia
podem ser o reflexo da histéria de modificagBGes na propria estruturacdo da Amazénia. Ainda, de acordo
com os resultados encontrados nesse estudo para essa linhagem, percebe-se que a falta de resolucdo em
suas relacdes filogenéticas podem ser resultado de eventos de especiacdo e/ou hibridacdo em zonas de
contato nestes periodos de expanséo dos fragmentos da Amazonia. Desta maneira, ha uma necessidade
de estudos mais aprofundados nesse grupo (como abordagens filogeogréficas, por exemplo) para a

elucidacéo da relacdo entre estas especies.

5.3 Distribuicéo de Piresia na atualidade e a sua relacdo com padrdes de umidade

As espécies e/ou morfotipos conhecidos em Piresia sdo encontrados normalmente em matas com
sombreamento denso, com niveis de umidade consideravelmente altos (em torno de 70%) e temperaturas
amenas, variando em média entre 20°C e 27°C (Soderstrom & Calderon, 1974). Seus individuos ocorrem
sob a sombra de arvores, mesmo em vegetacGes mais secas, como nas matas de restinga da costa do
nordeste brasileiro (Judziewicz et al., 1999). Além disto, através da analise de reconstrucdo de area
ancestral e dos dados de distribuicdo geogréfica, foi possivel identificar que as espécies de Piresia
possivelmente surgiram e se estabeleceram em regides de matas Umidas (na Amazonia e no sul da Bahia),
assim como possivelmente ocorreu para a maioria dos bambus herbaceos (Clark, 1990; Judziewicz et al.,
1999) (Fig 2 e 4). Posteriormente, algumas delas provavelmente conseguiram se estabelecer em regides
de matas mais secas (como as restingas e na por¢do amazonica em Manaus e Amapd) (Fig. 4 — A, Be
C). Em um trabalho recente, Esquivel-Muelbert et al. (2017) identificaram que os padrdes biogeograficos
de espécies arboreas dos neotropicos sao influenciados diretamente pela tolerancia das mesmas a seca.
Deste modo, a distribuicdo de espécies arboreas em resposta aos padrdes de umidade pode ter se refletido
diretamente na distribuicdo de Piresia ao longo do seu curso evolutivo, pois a presenca de individuos do
género esta diretamente relacionada ao fornecimento de sombra proporcionado pelas arvores (Judziewicz
etal., 1999). Esses resultados possuem correlagdo com o trabalho de Carvalho et al. (in prep.) que sugere
uma forte relacdo entre a distribuicdo geografica das espécies e seu nicho climético, que parecem estar
expressos principalmente em caracteres de morfologia foliar. Os mesmos, segundo esses autores podem
ser o resultado de uma adaptacdo para a captacdo de luz e balango a perda de agua durante mudancas
climéticas que moldaram a evolugéo do grupo. Algo semelhante foi atualmente descrito por Wright et al.

(2017), que observaram a existéncia da relacao entre o tamanho das folhas e as variagdes de temperatura
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e pluviosidade em 7670 espécies ao redor do mundo, remontando a capacidade adaptativa das plantas ao
clima. Todos esses dados ainda, corroboram o conhecimento de alguns autores que remontam a
existéncia das espécies de Piresia em condicGes climaticas especificas (Soderstrom & Calderén, 1974;
Judziewicz et al., 1999), o que leva a conclusdo de que essas condices seriam as principais forcas que

vém moldando a histdria evolutiva desse grupo.

6. Conclusoes

A partir dos dados obtidos nesse trabalho foi possivel concluir que a historia de Piresia € mais
complexa do que se supunha, marcada por conexdes e isolamentos entre a Mata Atlantica e a Amaz6nia
ao longo do curso evolutivo do género. Sua origem remonta a um periodo de aumento da diversidade nas
matas que recobriam a América do Sul e a diversificacdo de suas linhagens parece ter sido uma
consequéncia das diversas mudancas climaticas e estruturais que ocorreram no Pleistoceno. Entre
diversos fatores, as dindmicas da vegetacdo, bem como a umidade parecem ter tido um papel fundamental
para a origem das espécies, sendo entdo determinante a existéncia de nichos especificos para cada espécie
do género, que se refletem na distribuicdo disjunta do grupo atualmente.

Finalmente, pdde-se observar que as espécies/morfotipos presentes na Mata Atlantica apresentaram
relacOes filogenéticas bem sustentadas, que reforcam as evidéncias de espécies ainda ndo descritas para
0 género. Contrariamente, as espécies da Amazo6nia possuem relacdes filogenéticas mais complexas do
que se supunha, provavelmente devido a sua historia marcada por diversificacdo recente e provaveis

eventos de hibridacao.
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8. Anexos

Tabela 1 — Espécies, morfotipos*, localizacdo, coordenadas e voucher das amostras de Piresia e grupo

externo utilizados no presente estudo.

Espécie Localizagéo Coordenadas Voucher
Ingroup
Piresia Morfo A Igrapitina - BA %g’ gggf\?v Carvalho 308
Piresia Morfo A Igrapitna - BA :1,):; ‘;%3 Pimenta 61
Piresia Morfo B Igrapitna - BA %304;9\/3 Pimenta 52
Piresia Morfo B Igrapitna - BA ég’ (A)fggf\?v Pimenta 59
Piresia Morfo E Aurelino Leal - BA 14 185 Carvalho 281
39 19'W
Piresia Morfo F Serra Grande - BA 315’ 21(?5481vs\/ Carvalho 279
Piresia Morfo F Igarassu - PE 3(,)47 552203?\/8\/ Carvalho 309
P. goeldii Swallen Belém - PA }182?);228\/% Carvalho 307
P. goeldii Swallen Manaus - AM 5825823%?/\/ Carvalho 289
P. goeldii Swallen Santa Isabel - PA 4?81 0292505\/8\/ Carvalho 306
P. leptophylla Soderstr. Canavieiras - BA 1C’>583:532’310215V\? Carvalho 278
P. leptophylla Soderstr. Ipojuca - PE 3285371513078\/\/ Carvalho 310
P. leptophylla Soderstr. Salvador - BA 3182 35(?3196\/8\/ Carvalho 282
P. leptophylla Soderstr. Una - BA ;5 01473?51VS\/ Carvalho 317
P. palmula M.L.S.Carvalho & R.P.Oliveira Igrapitna - BA 31§°(;1§(())(())VSV Oliveira 1511
Piresia sp.1 IIhéus - BA ;;JA?VS\’/ Carvalho 426
P. sympodica (Doll) Swallen Belém - PA 4213 %ﬂf’/\/ Carvalho 302
P. sympodica (Doll) Swallen Porto Grande - AP gg gijgclv Oliveira 1893
Outgroup
Cryptochloa strictiflora E. Fourn. Toledo - Belize - Davidse 35629

*Morfotipos definidos de acordo com Carvalho (2013) e Carvalho et al. (in prep.).
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Tabela 2 — Regides de DNA plastidial utilizadas, sequencias dos primers, condi¢cbes de amplificacdo, niumero de ciclos

utilizados e referéncias.

Regibes Sequéncias dos primers (5’ - 3%)

Condigdes de amplificacao

N° de ciclos Referéncias

1F: ATG GAA CA (GT) ACA TAT (CG) AAT ATG C

Pre-melting: 94°C (1 min)

e TR CATCAT ATAAGC ART TOA CAC Oraumier stctowy  Ofpsmds
536F: TTG TAA CTA ATC GTG TAG GGG A et 70 (1:30) g (1994)
1660R: ATC CAA TGA ACA AAG TAA AAA G ; et _

Final extension: 72°C (5 min)
Pre-melting: 94°C (1 min)
g F:GCTATGCTT AGT GTG TGT GTC TC Rﬁ?]zgﬂﬁ“,og:s?é (%‘;56 S)eg) 25 Giussani et al.
P R: CCA KAT TTT TCC ACC ACG AC ng: o €9 (2009)
Extension: 72°C (2 min)
Final extension: 72°C (5 min)
Pre-melting: 80°C (5 min)
Denaturation: 95°C (1 min)
F: CAG TTC CCA AAA AAACGT ACT TC ration. = _
rpl32-trnL R: CTG CTT CCT AAG AGC AGC GT Anneal_lnq. 50°C (1 m'm) 30 Shaw (2007)
Extension: 65°C (4 min)
Final extension: 65°C (5min)
Pre-melting: 94°C (3 min)
Daospy i CAATTG GTC AGA AGC ACC G Rﬁﬁgﬂﬁt'?gi‘f’é (%‘lg S)eg) 25 Tsuruta et al.,
POV R: GGC AGT AGG AAC TAG AAT GAA C ng: o= >¢d (2008)
Extension: 72°C (1 min)
Final extension: 72°C (5 min)
Pre-melting: 94°C (1min)
Dt F: CCC TTT TAACTC AGT GGT A Rﬁrr‘]zgﬂﬁgogfé (310(4; gs)eg) 25 Fisher et al.
R: ACC AAT TGA ACT ACA ATC CC Extension: 72°C (1:10) (2009)
Final extension: 72°C (5 min)
Pre-melting: 95°C (1 min)
ol F: CGAATT CGG TAG ACG CTA CG 2?;22;‘::2“025%56%%5“;2)) % Holt et al.
R: ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG g g (2004)

Extension: 72°C (1 min)
Final extension: 72°C (5 min)
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Tabela 3 — Sumario de informacdes para cada regido de DNA plastidial utilizada, comprimentos em
pares de base (bp) da matriz analisada, total de substituicdes nucleotidicas, indels, total de sitios

informativos, e porcentual (%) de dados informativos.

Comprimento  Substituicdes Sitios % de dados
Regido
(pb) nucleotidicas Indels informativos informativos
ndhF (parcial) 1.380 200 9 209 51,6
rpll6 814 46 0 46 11,4
rpl32-trnL 610 38 11 49 12,1
trnD-psbM 834 34 0 34 8,4
trnD-trnT 866 41 0 41 10,1
trnL-trnF 637 26 0 26 6,4
Total 5.141 385 20 405
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Figura 1 - Caracterizacdo de Piresia Swallen. A — Distribuicdo geogréfica disjunta do género Piresia
(adaptado de Carvalho, 2013); B — Inflorescéncia em colmo ereto folhoso; C — Inflorescéncia em colmo
decumbente; D — P. sympodica (Doll) Swallen; E — P.goeldii Swallen; F — P. leptophylla Soderstr.; G — P.
palmula M.L.S.Carvalho & R.P.Oliveira; H — Exemplar de possivel nova espécie (Morfo B). Fotos:
Carvalho, M.L.S.
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Figura 2 - Esquematizacgdo dos resultados obtidos nas andlises feitas no BioGeoBEARS, demonstrando
as topologias obtidas para os modelos DEC + j, DIVALIKE + j e BAYAREALIKE + j, e 0 mapa
ilustrando as regides biogeograficas utilizadas A (“Varzea”, regido alagadica amazonense), B
(“Amapd”) e C (“Para”) como regides especificas desses estados (Morrone, 2006) e D (“Cariri”, como

o extremo norte do nordeste brasileiro) e E (“Tupi”, sul da Bahia até Santa Catarina) (Fittkau, 1969).
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Figura 3 — Cronograma de diversificagdo de Piresia obtido por IB a partir das regides plastidiais rpl16, rpl32-trnL, trnD-psbM, trnD-
trnT, trnL-trnF e ndhF (parcial), e taxa de calibracéo de 1.1 a 1.6 % de substitui¢cdes nucleotidicas/ milh&o de anos. As idades médias
de divergéncia e os valores de suporte dos nés (probabilidade posterior - PP) encontram-se acima e abaixo de cada barra de intervalo

de confianca, respectivamente. Os mapas ilustram a dinamica vegetacional durante os eventos de cladogénese.
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Figura 4 - Mapa da distribui¢do geogréfica das amostras de Piresia utilizadas, sobre layers de umidade
para o Brasil. Software: QGIS 2.18.2. Mapa: Campos, |.P.A. Fonte de dados: IBGE (2017).
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