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RESUMO

As relacOes das espécies com seus ancestrais, assim como os limites existentes entre as
entidades sdo alguns dos principais pontos de debate do pensamento biolégico. Dado que a
especiacdo nem sempre € acompanhada por mudancas morfoldgicas conspicuas, os estudos que
apresentam abordagens moleculares sdo capazes de auxiliar na compreensdo de espécies
consideradas problematicas quanto a sua delimitacdo. Bromeliaceae Juss. € uma familia de
monocotiledoneas, inserida na ordem Poales. Com a maior parte de sua distribuicdo
Neotropical, a familia é representada por ervas perenes, com rosetas de eixo curto e, raramente,
com caule alongado, com intensa reproducdo sexuada. No Brasil, sdo aceitas 1.387 espécies e
56 géneros, dos quais 1.187 e 34 géneros sao endémicos do pais. O género Orthophytum, da
familia Bromeliaceae, subfamilia Bromelioideae, é endémico do Brasil, apresenta 54 espécies
e ocorre em afloramentos rochosos, com dois principais centros de diversificagdo (Minas Gerais
e Bahia). Sua atual hipotese filogenética postula que os clados se distribuem de maneira
biogeografica. O grupo “Orthophytum disjunctum” ¢ aqui denominado da seguinte forma
devido a sobreposicao dos caracteres morfolégicos e semelhanca na distribuicéo e representado
pelos tdxons O. disjunctum, O. jabrense, O. atalaiense e O.triunfense. Aqui, propomos a
reconstrucdo parcial da filogenia de Orthophytum incluindo as quatro espécies que compdem o
complexo e testamos a delimitacdo das entidades pertencentes ao grupo “Orthophytum
disjunctum”, com base na abordagem GMYC, através de dados moleculares de marcadores
plastidiais e nucleares. Os nossos resultados recuperaram as relacfes de parentesco do grupo e
corroboram estudos prévios que indicam o género como monofilético contudo, as relaces
recuperadas para 0 género ndo se apresentam completamente congruentes com atual hipétese
filogenética, de maneira que as relacdes intraespecificas, dentro desses clados, ndo estdo bem

suportadas e os limites existentes entre as entidades precisam ser melhor investigados.

Palavras-Chave: Coalescéncia, Delimitagdo, Filogenia, Marcadores moleculares,

Orthophytum disjunctum.



ABSTRACT

The relationships between species and their common ancestors, as well as the boundaries
that exist between entities, are some of the main points of debate in biological thought. Given
that speciation is not always accompanied by morphological changes, studies employing
molecular approaches are capable of aiding in the understanding of species considered
problematic in terms of their delimitation. Bromeliaceae Juss. is a family of monocotyledons,
included in the Poales order, with the majority of its distribution in the Neotropical region. The
family is represented by perennial herbs with rosettes having a short axis and, rarely, an
elongated stem, with intense sexual reproduction. In Brazil, 1,387 species and 56 genera are
accepted, of which 1,187 species and 34 genera are endemic to the country.The genus
Orthophytum, from the Bromeliaceae family, subfamily Bromelioideae, is endemic to Brazil,
comprising 54 species and occurring in rocky outcrops, with two main centers of diversification
in Minas Gerais and Bahia. Its current phylogenetic hypothesis suggests that clades are
distributed in a biogeographical manner.The group referred to as the "Orthophytum disjunctum®
group is named as such due to the overlapping of morphological characters and similarity in
distribution. It includes the taxa O. disjunctum, O. jabrense, O. atalaiense, and O. triunfense.
In this study, we propose the partial reconstruction of the Orthophytum phylogeny, including
the four studied species, and test the delimitation of the entities belonging to the "Orthophytum
disjunctum™ group using the GMY C approach, based on molecular data from plastid and nuclear
markers. Our results recovered the kinship relations of the group and support previous studies
that indicate the genus as monophyletic. However, the relationships recovered for the genus are
not entirely congruent with the current phylogenetic hypothesis, and the intraspecific
relationships within these clades are not well-supported. The existing boundaries between

entities need further investigation

Keywords: Coalescence, Delimitation, Molecular markers Phylogeny, Orthophytum

disjunctum.
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APRESENTACAO

O género Orthophytum (subfamilia Bromeliodeae), descrito por Beer (1954), é
endémico do Brasil e ocorre em ambientes rochosos, apresentando 54 espécies formalmente
descritas. Os principais estudos em Orthophytum dividiram o género em dois grupos informais
com base na caracteristica da inflorescéncia, que se apresentava como escaposa ou séssil. No
entanto, essa proposi¢do subgenérica ndo se manteve até o momento atual. Atualmente o grupo
é considerado como monofilético. As espécies de Orthophytum geralmente habitam o topo de
inselbergs granitico nas regides da Mata Atlantica e da Caatinga, e afloramentos de arenito
quartzitico nos Campos Rupestres brasileiros, ao longo da Cadeia do Espinhaco e se destaca
por microendemismos. o grupo “Orthophytum disjunctum” é composto por Orthophytum
disjunctum L.B. Sm., Orthophytum atalaiense J.A.Siqueira & Leme, Orthophytum jabrense
G.S.Baracho & J.A.Siqueira e Orthophytum triunfense J.A.Siqueira & Leme, aqui considerado

como grupo devido as suas relacdes morfoldgicas e geograficas.

Sendo assim, a dissertacdo esta dividida em duas partes: Fundamentacdo Teorica e
Capitulo I. Na Fundamentacao Tedrica, serdo apresentados topicos com informacdes a respeito
da familia Bromeliaceae, do género Orthophytum e das espécies do grupo “Orthophytum
disjunctum”, uma breve abordagem sobre a filogenética em Bromelioideae e uma abordagem

sobre a coalescéncia e os estudos baseados em delimitacdo de espécies.

O capitulo I, refere-se ao manuscrito intitulado como “Estudos moleculares no grupo
“Orthophytum disjunctum”: Um caso de microendemismo em uma porc¢ao Nordeste do Brasil”
, foram agrupados dados que reconstruiram as relacdes ancestrais do grupo, com o objetivo de
testar seu monofiletismo, além de dados de delimitacdo de espécies com abordagens
coalescentes, mas esses resultados por si s6 ndo obtiveram sucesso em delimitar as espécies do
grupo. O manuscrito referente ao capitulo | sera submetido para publicagdo no periodico

Brazilian Journal of Botany



1. INTRODUCAO GERAL

Espécies sdo unidades fundamentais de comparagdo em todos os ramos da biologia (De
Queiroz, 2005). O seu reconhecimento, delimitacdo e descricdo constituem um longo e
controverso debate nos campos da sistematica e evolucdo (Pinheiro et al., 2018). A importancia
das espécies na biologia deriva de sua importancia na sistemética, que é responsavel pelo
arcabouco taxonémico usado em todas as areas da biologia. (De Queiroz, 2005). De Queiroz
(2007) prop6e um conceito de espécie unificado definindo-a como segmentos de linhagens em
constante evolugdo separada, tratando todas as propriedades anteriormente usadas como
necessarias, mas ndo definidoras da categoria de espécies, trazendo assim uma melhor defini¢do

para o conceito.

Para explorar os limites e hipo6teses de especiacdo entre aquelas linhagens intimamente
relacionadas, o conceito de linhagem geral das espécies pode ser usado como estrutura
conceitual para testar a utilidade de critérios adotados, no contexto da taxonomia integrativa
(Pessoa et al., 2012). As arvores genéticas desempenham um papel fundamental nesse contexto,
sendo frequentemente empregadas na inferéncia dos limites entre espécies, em que um
parametro genético ¢é aplicado para delineé-las (Knowles & Carstens, 2007). Além disso, as
arvores filogenéticas podem ser empregadas para entender as relac6es evolutivas entre grupos
que estdo intimamente relacionados. As espécies de Bromeliaceae ha muito tempo atraem
pesquisadores dedicados a compreender como 0s processos historicos e ecoldgicos influenciam
a macro e a microevolugdo nesta familia de monocotiledéneas (Palma-Silva et al., 2016).

Bromeliaceae agrupa cerca de 3.744 espécies, divididas em 82 géneros e oito
subfamilias (Givnish et al. 2007; 2011; Gouda et al., 2023, em constante atualizacdo). As
bromélias sdo nativas de regides tropicais e subtropicais dos Neotrdpicos estendendo-se até a
Virginia na América do Norte e ao norte da Patag6nia na América do Sul (Smith & Till, 1998).
Com excecdo de Pitcairnia feliciana (A.Chev.) Harms & Mildbr, que é endémica no continente
africano o (Smith & Downs 1974). No Brasil ocorrem 1.387 espécies e 56 géneros da familia
(Forzza et al. 2020). Considerada como a segunda familia com maior numero de taxons
ameacados de extingdo no Brasil, sendo a primeira em nimero de espécies criticamente em
perigo - CR. (Forzza et al. 2022).

Bromelioideae é a segunda maior subfamilia, com 974 espécies e 33 géneros, sendo 15
deles endémicos do Brasil (Leme et.al, 2017). Um desses géneros endémicos do Brasil é
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Orthophytum Beer (1854) (Louzada et al. 2014), apresentam cerca de 54 espécies e €
considerado um género endémico do Brasil (Louzada, 2020), distribuidas em habitats secos
e/ou ensolarados, em rochas constantemente imidas, pastagens em solos rochosos no cerrado,
entre rochas ou em afloramentos rochosos dentro da Caatinga de mata seca, bem como nos
dominios da Mata Atlantica e Cerrado (Versieux; Leme, 2007). No presente trabalho o grupo
“Orthophytum disjunctum” composto por Orthophytum disjunctum L.B. Sm. Orthophytum
atalaiense J.A.Siqueira & Leme, Orthophytum jabrense G.S.Baracho & J.A.Siqueira e
Orthophytum triunfense J.A.Siqueira & Leme, se destaca por ser endémico da porcao oriental
do Nordeste do Brasil. Sendo aqui postulado como grupo devido a sobreposicdo de alguns
caracteres morfoldgicos e consequente dificuldade na delimitacdo morfologica das espécies e

sua relativa proximidade em &reas de ocorréncia.
2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. CARACTERIZACAO DA FAMILIA BROMELIACEAE

Bromeliaceae Juss. € uma familia de monocotiledéneas, inserida na ordem Poales (APG
IV, 2016). Atualmente, sdo representadas por cerca de 3.755 espécies, divididas em 82 géneros
(Gouda et al., 2023, em constante atualizacdo) e oito subfamilias: Brocchinioideae,
Lindmanioideae, Tillandsioideae, Hechtioideae, Navioideae, Pitcairnioideae s.s., Puyoideae e
Bromelioideae (Givnish et al. 2007). A familia possui uma distribuicdo amplamente
neotropical, com excecdo de uma Unica espécie: Pitcairnia feliciana (A.Chev.) Harms &
Mildbr, nativa do oeste do continente africano (Smith & Downs, 1974). As espécies sao
encontradas em regides tropicais e subtropicais dos Neotropicos, estendendo-se até a Virginia,
nos Estados Unidos, na América do Norte, e ao norte da Patagonia, na Argentina, na América
do Sul (Smith & Till, 1998).

A familia é representada por ervas perenes, com rosetas de eixo curto e, raramente, com
caule alongado, com intensa reproducdo sexuada. Elas possuem raizes absorventes quando
crescem em ambientes terricolas, incluindo rupicolas que se modificam para raizes de
sustentacdo quando sdo epifitas ou epiliticas. As inflorescéncias podem ser simples ou
compostas, fortemente ramificadas ou adensadas, as flores s&o trimeras e geralmente
hermafroditas, podendo ser sésseis ou pediceladas, com brécteas coloridas e vistosas
(Wanderley et al., 2007). A posicdo do ovario pode ser stpero, semi-infero ou infero, e o fruto

pode ser do tipo baga ou capsula (Wanderley et al., 2007). Como sinapomorfias, a familia
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apresenta tricomas peltados (escamas) absorventes de dgua, estigma conduplicado espiralado e
numero basico de cromossomos x=25 (Brown & Gilmartin 1986, 1989). O aparato reprodutivo
é menos diverso, e as espécies predominantemente apresentam flores bissexuais (Castante-
Marin et al., 2020).

No Brasil, sdo aceitas 1.387 espécies e 56 géneros, onde 1.187 e 34 géneros sdo
endémicos do pais, distribuidas por todos os dominios fitogeograficos do pais (Forzza et al.
2020). O pais apresenta a maior riqueza especifica desse grupo, sendo a Floresta Atlantica e o
Cerrado, principalmente nas areas de afloramentos rochosos e Campos Rupestres, os dominios
brasileiros com o maior nimero de taxons (BGF, 2020). A familia é a segunda com maior
numero de taxons ameacados de extin¢ao no Brasil, sendo a primeira em nimero de espécies
criticamente em perigo - CR. (Forzza et.al, 2022). Representa ainda, um importante
componente floristico e fisiondmico em diferentes formacgdes vegetais, com representantes de

formas de vida terricola, epifita ou rupicola (Versieux, 2008).

Suas folhas alternas espiraladas formam uma roseta basal que forma um tipo de
cisterna, capaz de acumular agua e consequentemente formar microecossistemas (Judd et al.,
2009). Onde, altos niveis de riquezas nas florestas sdo particularmente associados com a
presenca de bromélias tanque que se desenvolvem nos galhos e nos ramos das arvores (Siqueira
Filho, 2003). As suas flores vistosas sdo polinizadas por diversos tipos de insetos, aves,
morcegos ou até ocasionalmente alguns roedores (Judd et al., 2009). De forma que, a
ornitofilia predomina a polinizacdo na familia, representada em sua maioria pelos beija-flores
(Tagliati et al., 2018).

Sédo largamente utilizadas no paisagismo mas, sem duvida alguma, seu exemplar mais
conhecido e apreciado pela sua relevancia econdmica é o abacaxi Ananas comosus (L.) Merril
( Forzza et.al, 2022). Neoglaziovia variegata (Arr. Cam.) Mez por sua vez, conhecida como
"caroa-verdadeiro”, é amplamente utilizada na producéo de fibras, além disso, na medicina
natural, suas propriedades digestivas sdo reconhecidas (Moreira et al, 2006). E importante
ressaltar o valor ornamental significativo desse grupo boténico, que se destaca por suas
diversas e belas inflorescéncias. Consequentemente, muitas espécies da familia estdo
severamente ameagcadas, especialmente pela perda de habitat e extrativismo ilegal (Forzza et.al,
2022). Outra aplicacdo notavel na indudstria envolve a enzima "bromelina”, que esta presente

em algumas espécies do género Bromelia (Moreira et al., 2006).



2.2. O GENERO Orthophytum Beer

O género foi descrito por Beer (1954) considerando o material com inflorescéncia
pedunculada coletada por Mez no Brasil e nomeado de Orthophytum glabrum Beer (Louzada
& Wanderley, 2010). Apesar das descri¢cbes morfologicas apresentadas por Smith & Downs
(1955, 1979), diversas lacunas ainda persistem no conhecimento das espécies do género. Os
principais estudos em Orthophytum dividiram o género em dois grupos informais com base na
caracteristica na inflorescéncia, que se apresentava como escaposa ou séssil (Leme, 2004;
Louzada & Wanderley 2010; Smith 1955, 1966; Smith & Downs 1979). Em uma série de
estudos morfoldgicos acerca do género Orthophythum, Leme (2004), dividiu os dois complexos
em subcomplexos, o primeiro agrupava os de inflorescéncias pedunculadas: disjunctum,

leprosum e mello-barretoi, e 0 segundo de inflorescéncias sésseis: amoenum, vagas e supthutii.

No entanto, essa proposi¢cdo subgenérica ndo se manteve até o momento atual, pois
pesquisas subsequentes mostraram que 0 agrupamento suphutii por exemplo, deveria ser
considerado como um género distinto, sendo nomeado de Lapanthus (Louzada & Versieux,
2010). Um outro subgrupo denominado por Leme (2004) de Amoenum foi confirmado como
monofilético e foi reestabelecido como Sincorea Ule (Louzada & Wanderley, 2016). Silvestro
et al. (2014) consideraram Orthophytum como um grupo polifilético, com espécies sendo
encontradas em duas linhagens distintas. Todavia, Louzada et al. (2014) apresentaram uma
filogenia molecular de 39 espécies do género confirmando o seu monofiletismo com vérias
linhagens com elevado suporte dentro do género, esclarecendo consequentemente, parte das

relagBes infragenéricas.

Orthophytum Beer pertence a Bromelioideae e este € endémico do Brasil, ocorre em
ambientes rochosos (Siqueira- Filho & Leme, 2007) e apresenta 54 espécies, contudo existem
controvérsias em relacdo ao numero real (Louzada, 2020). Apresenta uma relacdo morfologica
e filogenética com os géneros: Lapanthus Louzada & Versieux, Sincorea Ule e Crypthantus
Otto & A.Dietr. Os centros de diversificagdo do grupo se encontram na regido Sudeste e
Nordeste nos estados de Minas Gerais e Bahia, respectivamente (Siqueira Filho & Leme,
2007). As espécies de Orthophytum geralmente habitam o topo de inselbergs granitico nas
regibes da Mata Atlantica e da Caatinga, e afloramentos de arenito quartzitico nos Campos
Rupestres brasileiros, ao longo da Cadeia do Espinhaco (Louzada et al., 2014). O género se

destaca por sua alta propor¢cdo de microendemismos, sendo a maioria das espécies restrita a
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uma ou duas localidades (Louzada & Wanderley, 2010). Séo plantas terricolas ou rupicolas,
caulescentes ou curto caulescentes com folhas dispostas em formato de roseta, apresentando

em geral laminas com margem serrilhada e forma triangular (Baracho & Siqueira-Filho, 2004).

Figura 1. Espécies pertencentes ao grupo “Orthophytum disjunctum”: (A) Orthophytum
atalaiense J.A.Siqueira & Leme, Serra da Nasceia - AL; (B) Orthophytum jabrense
G.S.Baracho & J.A.Siqueira, Pico do Jabre - PB; (C) Orthophytum disjunctum L.B. Sm, Serra
de S&o Bento - RN e (D) Orthophytum triunfense J.A.Siqueira & Leme Pico do Papagaio-PE.
Fonte: A autora (2023).

Orthophytum disjunctum L.B.Sm. (Figura 1C) é uma espécie rupicola que se propaga
assexuadamente por brotagdes na base da roseta, possui de 20-50 cm de altura (Louzada, 2012),
e por brotos originados no apice da inflorescéncia (Siqueira Filho; Leme, 2007). E caracterizada
principalmente pelo indumento densamente lepidoto em ambas as faces das laminas foliares e
bracteas e o pedinculo alongado com inflorescéncia em espigas laxas (Louzada, 2012). A
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floracdo ocorre ao longo do ano com sobreposicao do periodo de frutificacdo (Siqueira Filho;
Leme, 2007). Ocorre na regido Nordeste, nos estados de Alagoas, Pernambuco e Paraiba em
afloramentos rochosos graniticos na Caatinga ou em &reas de Brejos de Altitude, associados ao
Agreste (Figura 2) (Louzada, 2012).

Orthophytum atalaiense J.A.Siqueira & Leme (Figura 1A) é rupicola, curto
caulescente, 47-65 cm de altura que também se propaga por brotacfes na base da roseta e no
apice da inflorescéncia, além de folhas com 12-17 cm compr. e bainhas distintas das laminas
foliares (Louzada, 2012). A espécie é considerada endémica da Serra da Nacéia, na divisa dos
municipios de Atalaia e Marimbondo, no estado de Alagoas onde ocorre sobre afloramentos
rochosos na Mata Atlantica (Figura 2) (Siqueira Filho & Leme, 2007). Esta morfologicamente
relacionada com O. disjunctum, no entanto se difere pela altura da planta durante a antese e por
outras caracteristicas importantes como a base das laminas foliares, bracteas do pedinculo e

bracteas primarias (Louzada, 2012).

Orthophytum jabrense G.S.Baracho & J.A.Siqueira (Figura 1B) é igualmente rupicola
como as anteriores, curto caulescente mas que propaga-se vegetativamente por estoldes
alongados de 10-15 cm de comprimento (Louzada, 2012). Esta morfologicamente relacionada
com O. disjunctum pelo seu aspecto vegetativo, diferenciando-se dela pelas laminas arqueadas
e mais longas, inflorescéncia curta e compacta, com flores reunidas em fasciculos, bracteas do
escapo ausentes e bracteas florais triangulares (Baracho & Siqueira-Filho, 2004). E conhecido
apenas pela localidade tipo, no Parque Estadual do Pico do Jabre (Maturéia-PB) e por duas
colegBes no municipio de Tavares, ambos os municipios na Paraiba (Figura 2) (Louzada, 2012),
em afloramentos em brejos de altitude no dominio da Caatinga (Baracho & Siqueira-Filho,
2004).

Orthophytum triunfense J.A.Siqueira & Leme (Figura 1D) € uma outra espécie rupicola
que propaga-se por estoldes alongados de 10-16 cm de comprimento (Louzada, 2012). Em
relacdo a O. disjunctum, O. triunfense difere pelo porte menor com escapo floral mais curto e
inflorescéncias proporcionalmente menores, pétalas mais longas e providas de apéndices
crenulado-recortados (Siqueira-Filho & Leme, 2007). O. triunfense é conhecida unicamente de
afloramentos rochosos, no municipio de Triunfo, um dos Brejos de Altitude mais isolados de

Pernambuco, com localidade tipo no Pico do Papagaio (Figura 2), com floracdo, em geral, de
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julho e agosto (Siqueira-Filho & Leme, 2007). Embora distintas, essas espécies sao confundidas
devido a morfologia e ocorréncia em Brejos de Altitude (Louzada, 2012).

42°0.000'W

|
6°0.000'S

|
9°0.000'

Limites estaduais
Orthophytum atalaiense
O. disjunctum
O. jabrense

Q. triunfense
[0 Caatinga

B Cerrado

B Vata Atlantica

eeocC o

Figura 2. Distribuicdo geografica das espécies do grupo “Orthophytum disjunctum” e classificagdo
das areas. Onde, os pontos vermelhos representam a distribuicdo geografica de Orthophytum atalaiense
J.A.Siqueira & Leme, os pontos amarelos representam a distribuicdo de Orthophytum disjunctum L.B. Sm,

0s pontos azuis representam Orthophytum jabrense G.S.Baracho & J.A.Siqueira e os pontos vermelhos



representam a distribuicdo de Orthophytum triunfense J.A.Siqueira & Leme baseada nos dados

georreferenciados coletados para as espécies. Fonte: A autora (2023).

2.3. BREVE ABORDAGEM FILOGENETICA EM BROMELIACEAE

A filogenia estuda as relagdes evolutivas entre os organismos levando em consideragao
a ancestralidade comum das espécies. E um pressuposto que as espécies tém um ancestral
comum e que o material genético é transmitido de ancestrais para descendentes ao longo dos
ramos da arvore filogenética (Liu et al., 2009). Henning (1950), inferiu 0 método filogenético,
tendo por base o parentesco de diferentes taxons onde, tais linhagens s6 sdo aceitos como sendo
naturais se estiverem reunidos em agrupamentos comprovadamente monofiléticos. As
informacdes filogenéticas sdo codificadas do material genético de espécies de uma maneira que
permite que informacgdes como, as sequéncias de DNA, sejam usadas para rastrear a historia

evolutiva até o ancestral comum mais recente (Liu et al., 2009).

Em grupos vegetais especificamente, varias abordagens tém sido utilizadas em estudos
filogenéticos para melhor inferir as relac6es existentes (Givnish et al., 2011; Krapp et al. 2014;
Louzada et. al, 2014; Palma-Silva et al, 2016; Terry et al., 1997). Bromeliaceae, constitui um
dos clados morfologicamente e ecologicamente diversificados e ricos em espécies nos trépicos
e subtrépicos americanos (Givnish et al., 2011). E considerada monofilética e altamente diversa
dos demais representantes inseridos na ordem Poales (APG 1V, 2016). Durante sua histdria
evolutiva sofreu notavel radiacdo adaptativa, incluindo a via fotossintética do metabolismo do
acido crassulaceo (CAM), suculéncia foliar, habito de tanque e presenca de tricomas altamente
especializados (Benzing, 2000). Apesar da riqueza de espécies das bromélias, sua abundancia
em muitos habitats neotropicais e sua importancia como plantas ornamentais, ainda faltam
revisdes taxondmicas atualizadas para a maioria dos géneros, especialmente para 0s mais ricos

em espécies (Silvestro et al., 2014).

As bromélias tém sido foco de muitos estudos filogenéticos nas Gltimas décadas, estudos
esses que lancaram luz sobre muitas questdes sobre a historia evolutiva do grupo, como por
exemplo, para a investigagdo da radiagdo adaptativa (Palma Silva et al., 2016). Como resultado

de analises filogenéticas, oito subfamilias monofiléticas s@o reconhecidas em Bromeliaceae



(Givnish et al., 2007). Esta classificacéo é suportada, corroborada por outro estudos posteriores
(Figura 3) (Givnish et al., 2011).

Das oito subfamilias, Bromelioideae é talvez ainda a menos compreendida pelas
circunscricdes genéricas imprecisas e por vezes, conflitantes para alguns géneros, como
ressaltado por Evans et al. (2015). Apresenta aproximadamente 936 espécies e 33 géneros
(Smith & Downs, 1979; Gouda et al., 2023, em constante atualizacio). E caracterizada pelo
ovario infero e os frutos do tipo baga com sementes sem apéndices (Moreira et al., 2006). E
possivel distinguir, com base nas hipoteses filogenéticas propostas, duas linhagens para a
subfamilia, sendo a primeira caracterizada por espécies com héabito de tanque que propiciam a
0 acumulo de agua no centro das suas rosetas (fitotelmo) e a segunda sem essa caracteristica
(Schulte et al., 2005; Schulte et al., 2009) .

Bromelicideae (6)

Puyoideae (3)

Pitcaimicideae (10)

Navioideae (4)

Hechtiocideae (2)

Tillandsioideae |5)

Lindmanioideae (2)

Brocchinioideae (4)

Figura 3. Filogenia proposta para Bromeliaceae na qual é possivel observar as oito
linhagens de subfamilias reconhecidas atualmente e os indices de suporte apresentados.
Bromelioideae, Puyoideae, Pitcarnioideae, Navioideae, Hechtioideae, Tillandsioideae,

Lindmanioideae e Brocchionioideae. Fonte: Adaptado de Givnish et al., (2011).

Schuthle et al. (2005), apresentaram dados filogenéticos relacionados a Bromelioideae
indicando que as primeiras linhagens do grupo tinham distribuicdo andina e eram plantas
terricolas com fotossintese C3, sem fitotelmo de captacdo de agua. Os autores indicam ainda o
monofiletismo do grupo. A hipo6tese de monofiletismo foi confirmada posteriormente por
Schuthle et al. (2009), onde as relagdes filogeneticas de Bromelioideae foram inferidas usando
dados de sequéncia de DNA, do gene nuclear de baixa copia fosforibulocinase (PRK) e cinco
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loci do genoma plastidial. No entanto, muitos agrupamentos como por exemplo, o clado
Hohenbergia Orthophytum, que emergem nas filogenias moleculares, sao dificeis de serem
definidos e circunscritos com base na taxonomia tradicional atualmente compreendidas (Evans
etal., 2015).

O género Orthophythum foi descrito por Beer (1954) considerando o material com
inflorescéncia pedunculada coletada por Mez nomeado de Orthophytum glabrum (Louzada e
Wanderley, 2010). Apesar das descrigdes apresentadas por Smith e Downs (1955 e 1979) ainda
haviam lacunas presentes dentro das espécies do género. Os principais estudos evolutivos de
Orthopytum dividiram o género em dois grupos informais com base na caracteristica na
inflorescéncia, sendo escaposa ou séssil (Louzada & Wanderley, 2010). Essa classificacao foi
proposta com base em estudos anteriores conduzidos por Leme (2004), que subdividiu o grupo
em dois complexos, 0 primeiro contendo as plantas que apresentam inflorescéncia séssil e 0
segundo contendo as espécies com inflorescéncias pedunculadas, nos quais esses grupos
também foram subdivididos em seis sub complexos (trés para cada tipo de inflorescéncia). No
entanto, essas descricfes ndao se mantiveram até o momento atual, pesquisas subsequentes
mostraram que o subcomplexo Suphutii por exemplo, deve ser considerado como um género
especifico, nomeado Lapanthus (Louzada & Versieux, 2010). E o subcomplexo Amoenum foi
confirmado como monofilético e agora é reestabelecido como como Sincorea Ule (Louzada &
Wanderley 2016).

Schulte et al. (2009) descreveram uma relacdo filogenética rasa entre Orthophytum e
Cryptanthus, com Cryptanthus glaziovii Mez. Silvestro et al. (2014) considerou Orthophytum
como um grupo polifilético, com espécies sendo encontradas em duas linhagens separadas.
Todavia, o estudo de Louzada et al. (2014) apresentou uma filogenia molecular de 39 espécies
do género Orthophytum que confirma o seu monofiletismo e apresenta varias linhagens
altamente suportadas dentro do género, esclarecendo consequentemente, parte das relagdes

infragenéricas do género.
2.4. COALESCENCIA E DELIMITACAO DE ESPECIES

A necessidade crescente de compreender as distribui¢des, variabilidades que resultam
no intervalo de espécies e a disponibilidade de dados apropriados estimularam uma série de
estudos recentes (Gaston, 1996). Em um esforgo para reduzir a subjetividade inerente na

delimitacdo das espécies, e 0s diversos conceitos e interpretacdes adotadas, busca-se delimitar
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tais entidades de maneira mais estavel. Em comparacdo com caracteres morfoldgicos tradicionais,
os dados genéticos tém uma clara vantagem na delimitacdo de espécies, especialmente as cripticas,

que podem ser indistinguiveis morfologicamente (Zhang et al., 2011).

O uso de marcadores moleculares como ferramentas para delimitacdo de espécies
aumentou drasticamente nas ultimas décadas de maneira que, todos os trés genomas de plantas
(nuclear, mitocondrial e cloroplastidial) podem ser utilizados (Duminil & Di Michele, 2009).
As amostras, geralmente de folhas, costumam ser preservadas em silica gel e/ou mantidas
congeladas até o isolamento do DNA de maneira que esse se mantenha integro e ndo seja por
tanto comprometida a qualidade das analises (Nybom et al., 2014).

Existem diversos questionamentos sobre a velocidade da especiacdo das plantas, embora
os estudos da evolucdo impliqguem que as barreiras reprodutivas podem surgir rapidamente
(Rieseberg & Willis, 2007). Por isso, qualquer propriedade que forneca evidéncias de separagéo
de linhagens é relevante para inferir os limites e 0 nimero de espécies (De Queiroz, 2007).

Dentre as abordagens empregadas nos estudos de delimitacdo de espécies, destacam-se
as andlises fundamentadas com base na Teoria de Coalescéncia proposta por Kingman (1982).
A ideia central da teoria coalescente € que as linhagens amostradas podem ser concebidas como
selecionando seus ancestrais a medida que retrocedemos no tempo, gerada em sua fusdo gradual
até que todas se unam em uma unica linhagem, conhecida como o Ancestral Comum mais
recente das amostras - MCRA, do inglés Most Recent Common Ancestor (Rosenberg &
Nordborg, 2002).

O objetivo é, portanto, determinar se o clado se diversificou em grupos com evolucéao
independente, ou seja, em espécies, e, caso afirmativo, delimita-las (Fujisawa & Barraclough,
2013). O método coalescente pode ser considerado um modelo genético que incorpora 0s
principios da genética mendeliana e permite a analise de genealogias aleatorias (Rosenberg &
Nordborg, 2002). A Teoria de Coalescéncia fornece uma estrutura controlada diferente e mais
robusta para identificar objetivamente espécies cripticas e/ou alopatricas, por meio da analise

de dados genéticos (Fujita et al., 2012).

A abordagem Generalized Mixed Yule Coalescent (GMYC), € um método estatistico
utilizado para delimitar espécies que envolve sequéncias de DNA (Esselstyn et al., 2012). O

método é capaz de estimar os limites das espécies diretamente relacionadas a partir das taxas
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de ramificacdo em arvores filogenéticas de populacdes mistas, sem a necessidade de definicéo
prévia de populacdes ou espécies (Vuataz et al., 2011). Tendo em vista que os limites de
algumas espécies ndo podem ser estimados apenas com base em dados morfologicos. Essas
andlises geralmente envolvem a coleta de sequéncias de um Unico locus para uma amostra de
organismos que possuem uma relacdo préxima (Esselstyn et al., 2012) Em resumo, 0 GMYC
visa identificar uma transic@o nas arvores genéticas, que ocorre entre um processo de Yule, que
governa os tempos de ramificagdo durante a especiagdo, € um processo coalescente, que
governa os tempos de ramificacdo dentro das populagdes (Fujisawa & Barraclough 2013). A
abordagem foi testada por Vuataz et al. (2011) em amostras de espécies do género Rhithrogena
(Ephemeroptera) incluindo um marcador mtDNA padréo e um marcador nDNA. Para plantas,
as aplicabilidades das abordagens GMYC foram aplicadas por autores como Oyebanji et al.,
(2020) avaliando o poder discriminatério de dois marcadores moleculares para 53 espécies
abrangendo as duas familias boténicas e por Ancona et al. (2022), realizando uma analise
coalescente multiespecifica para delimitar as espécies de um complexo de Tillandsia ionantha
(Bromeliaceae) composto anteriormente por oito espécies, contudo as analises revelaram inco

cinco espécies cripticas e outras trés linhagens independentes.
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3. OBJETIVOS

Considerando a semelhanca morfoldgica e de distribuicdo do grupo e a hipdtese
filogenética ja apresentada para o género Orthophytum, o presente trabalho tem como objetivo
reconstruir a filogenia e testar a delimitagdo de espécies no grupo “Orthophytum disjunctum”

através de dados moleculares.
1. Testar 0 monofiletismo do grupo “Orthophytum disjunctum”
2. Recuperar as relagdes de parentesco entre as espécies do grupo.

3. Testar os limites entre as espécies do grupo “Orthophytum disjunctum” baseado em

analises de coalescéncia.
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RESUMO

As relacdes das espécies com seus ancestrais em comum juntamente com os limites existentes
entre as entidades sdo alguns dos principais pontos de debate do pensamento biologico. Dado
que a especiacdo nem sempre € acompanhada por mudancas morfoldgicas, 0s estudos que
apresentam abordagens moleculares sdo capazes de auxiliar na compreensdo de espécies
consideradas problematicas quanto a sua delimitacdo. O género Orthophytum, da familia
Bromeliaceae, subfamilia Bromelioideae, é endémico do Brasil, apresenta 54 espécies e ocorre
em afloramentos rochosos, com dois principais centros de diversificacdo (Minas Gerais e
Bahia). Sua atual hipotese filogenética postula que os clados se distribuem de maneira
biogeografica. O grupo “Orthophytum disjunctum” ¢ aqui denominado da seguinte forma
devido a sobreposicao dos caracteres morfolégicos e semelhanca na distribuicéo e representado
pelos tdxons O. disjunctum, O. jabrense, O. atalaiense e O.triunfense. Aqui, propomos a
reconstrucdo parcial da filogenia de Orthophytum e testamos a delimitacdo de espécies, com
base na abordagem GMYC, no grupo “Orthophytum disjunctum” através de dados moleculares
de marcadores plastidiais e nucleares. Os resultados recuperaram as relacdes de parentesco do
grupo e corroboram estudos prévios que indicam o género como monofilético e que as relacdes
recuperadas para 0 grupo se apresentam congruentes com a atual hipotese filogenética.
Contudo, as relacOes intraespecificas, dentro desses clados, ndo estdo bem suportadas e 0s seus

limites ndo puderam ser inferidos a partir da abordagem de coalescéncia .

Palavras Chave: Coalescéncia, Delimitacdo, Filogenia, Marcadores moleculares,

Orthophytum disjunctum.
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INTRODUCAO

As espécies sdo consideradas unidades fundamentais na biologia, apesar da maioria dos
bidlogos estarem familiarizados com a diversidade de conceitos alternativos, sua definicdo pode
ser considerada como foco de debate no pensamento bioldgico (Pinheiro et al., 2018; De
Queiroz, 2005). Por isso, De Queiroz (1998, 2007), propde o conceito de linhagem geral das
espécies e as define como linhagens que estdo evoluindo separadamente através de processos
de especiacdo. De acordo com Liu et al. (2009), as plantas oferecem boas oportunidades para
testar hipdteses que possam melhor reproduzir tanto a ancestralidade quanto definir os limites
que existem entre as espécies. Os estudos filogenéticos buscam descrever as relagdes evolutivas
considerando a sua ancestralidade, supondo que as espécies tem um ancestral em comum e que
o material genético desse ancestral é transmitido para os seus descendentes ao longo dos ramos
das arvores conforme proposto por Liu et al. (2009). Essas informacdes podem, portanto, inferir
a priori a melhor hipotese para a historia evolutiva de um determinado grupo bioldgico e os

taxa associados.

Considerando- se que existam incégnitas em relacdo a velocidade de especiacdo das
plantas e o surgimento de suas barreiras reprodutivas, qualquer evidéncia que forneca dados
relevantes para descrever os limites que existem entre as espécies € considerado importante
para inferéncias posteriores (Rieseberg & Willis, 2007; De Queiroz, 2007). No sentido mais
amplo, a delimitacdo de espécies é o0 ato de identificar e reconhecer claramente a diversidade

bioldgica ao nivel taxonémico hierarquico especifico (Carstens et al., 2013). E como a
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especiacdo, nem sempre € acompanhada por alteracbes morfoldgicas perceptiveis, o uso dos
dados moleculares surge como uma das possibilidades para a resolugcdo de incertezas e
inconsisténcias taxondmicas relacionadas as espécies que se apresentam pouco claras em
relacdo a sua delimitacdo com base nas caracteristicas morfoldgicas mais recorrentes (Bickford

et al., 2007).

Diversos métodos filogenéticos e ndo filogenéticos foram descritos e empregados
largamente para a delimitacdo entre espécies (Sites & Marshall, 2003). Entre eles, é possivel
descrever os métodos baseados em arvores de genes. As analises de delimitacdo baseadas na
teoria coalescente que foi proposta por Kingman (1982). Essa por sua vez, tem como objetivo
determinar se um clado se diversificou em grupos com evolucdo separada ou ndo (Fujisawa &
Barraclough, 2013). Este é um método estatistico capaz de delimitar espécies usando sequéncias
de DNA (Esselstyn et al., 2012). A abordagem baseada em topologias GMYC (Generalized
Mixed Yule coalescent) visa identificar uma transicdo nas arvores genéticas que ocorrem no
processo que governa os tempos de ramificacdo durante a especiacdo (Fujisawa & Barraclough,

2013).

Bromeliaceae é considerada um dos principais componentes floristicos da biota do
Neotropicos (Versieux, 2008), sendo dividida em oito subfamilias e reconhecidas
morfologicamente (Givnish, 2007). Entre as subfamilias estd Bromelioideae que apresenta
aproximadamente 32 géneros e 800 espécies (Luther, 2006) e distingue-se principalmente pelas
espécies possuirem ovario infero e o fruto do tipo baga (Moreira et al., 2006). Apesar do seu
monofiletismo confirmado, algumas relagdes intergenéricas observadas em Bromelioideae sdo

consideradas conflitantes entre determinados géneros (Evans et al., 2015).

O género Orthophytum Beer (1854), pertence a Bromelioideae, é endémico do Brasil e

ocorre caracteristicamente em afloramentos rochosos em &reas de Caatinga, Cerrado e Mata
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Atlantica (Siqueira-Filho & Leme, 2007). E composto por aproximadamente 54 espécies
(Louzada, 2020), e de acordo com Siqueira-Filho & Leme (2007), apresenta dois principais
centros de diversificacdo - um na regido Sudeste (Minas Gerais) e outro no Nordeste (Bahia).
Uma série de estudos morfoldgicos realizados por Leme (2004), propGe a divisdo do género em
dois agrupamentos de espécies: o primeiro deles composto por plantas com inflorescéncias
sésseis e 0 segundo com as plantas com inflorescéncias pedunculadas, dos quais esses grupos
ainda sdo subdivididos em seis subgrupos por outros caracteres morfolégicos adicionais. No
entanto, 0s agrupamentos propostos por Leme (2004) ndo se sustentaram com as novas

abordagens filogenéticas propostas por Louzada et al. (2014).

A atual hipétese filogenética apresentada por Louzada et al. (2014), indica que 0s grupos
de Orthophytum tem uma diversificacdo que vai do Sul para o Norte do Brasil e que seus clados
estdo distribuidos biogeograficamente. Apesar da grande contribuicdo, nem todos o0s
representantes do género foram amostrados no estudo e algumas de suas relagdes e limites
infragenéricos ndo estdo ainda bem esclarecidos, segundo os préprios autores do referido
estudo. Entre 0s grupos que necessitam de maior e melhor entendimento, esta aquele formado
pelas espécies Orthophytum disjunctum L.B. Sm., Orthophytum atalaiense J.A.Siqueira &
Leme, Orthophytum jabrense G.S.Baracho & J.A.Siqueira e Orthophytum triunfense
J.A.Siqueira & Leme. Essas quatro espécies, sdo aqui denominadas de grupo “Orthophytum
disjunctum”, pela forte sobreposicdo de caracteres morfoldgicos, dificuldade de
reconhecimento das espécies através da macromorfologia e a similaridade na distribuicdo
geografica. O grupo se distribui nos estados de Alagoas, Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do
Norte, basicamente na regido do Planalto da Borborema, porém apenas Orthophytum
disjunctum ocorre em todos os estados citados, divergindo das outras espécies, que ocorrem

apenas em suas respectivas localidades tipo.

31



Dessa forma um estudo mais abrangente é necessario para que essas relacdes sejam mais
bem esclarecidas. Sendo assim, nesse estudo propomos a reconstrugédo parcial da filogenia de
Orthophytum, buscando testar a delimitacdo dos taxons pertencentes ao agrupamento aqui
denominado de “Orthophytum disjunctum”, através de dados moleculares de marcadores
plastidiais e nucleares. Desta maneira, 0s objetivos aqui propostos sdo (1) testar o
monofiletismo do grupo “Orthophytum disjunctum”; (2) recuperar as relagdes de parentesco
entre os taxons inseridos no grupo “Orthophytum disjunctum”, e (3) testar os limites entre as

espécies do grupo “Orthophytum disjunctum” baseado em analises de coalescéncia

MATERIAIS E METODOS

AMOSTRAGEM DOS DADOS

Foram realizadas expedi¢des de coleta nos estados do Rio Grande do Norte, Alagoas,
Paraiba e Pernambuco com o objetivo de mostrar da melhor forma possivel a distribuicdo
geogréafica para as populac6es conhecidas para as espécies. Foram coletadas amostras de folhas,
preservadas ainda em campo em silica granulada, de aproximadamente 10 espécimes de cada
populacgéo, totalizando dez populagdes visitadas (sete populagdes de Orthophytum disjunctum,
uma de Orthophytum atalaiense, uma de Orthophytum jabrense e uma de Orthophytum
triunfense). Vale também salientar que os vouchers dessas populacdes estdo depositados no
Herbario Geraldo Mariz (UFP), da Universidade Federal de Pernambuco, como indicado na

Tabela 1.
RECONSTRUCAO FILOGENETICA NO GRUPO

Para recuperar as relagdes filogenéticas e testar o monofiletismo do alvo estudado foram

utilizados um conjunto de dados de 54 espécies (vide Tabela 2), contendo além das espécies do
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grupo em estudo, ”Orthophytum disjunctum ”, também aquelas apresentadas por Louzada et al.
(2014), onde foram amostradas espécies dos seguintes géneros da subfamilia Bromelioideae:
Orthophytum (39 spp.) Bromelia (2 spp.), Ochagavia (1 sp.) , Cryptanthus (8 ssp.) e da
subfamilia monogenérica Puyoideae (1 sp.), buscando assim reproduzir a melhor hipotese

possivel.
COALESCENCIA

Para as analises de delimitacdo de espécies foram utilizados um total de 10 individuos
distribuidos em sete populacdes (quatro populacGes de Orthophytum disjunctum, uma de
Orthophytum atalaiense, uma de Orthophytum jabrense e uma de Orthophytum triunfense),

conforme indicado na Tabela 3.
EXTRACAO, AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DE DNA

O DNA gendmico total foi extraido do material foliar usando um procedimento baseado
no protocolo de Ferreira & Grattapaglia (1995), e a sua qualidade analisada em gel de agarose
1% corado com GelRed. As amplificagdes foram realizadas em um termociclador Veriti
(Applied Biosystem Corp., Foster City, California). Para as regides nucleares as amplificagdes
ocorreram  primeiramente para a regido nuclear AGT1 (AGT1 SP6 5°-
ATTTAGGTGACACTATAGATTGATGTCGCA TTAACCGGC-3° e AGT1_M13 5’-
AACAGC TATGACCATGGCAGTTCTTCAGTCCCCATG-3) de acordo com o descrito por
Silvestro et al. (2014) com desnaturacdo inicial 2 min a 95°C, seguido de 35 ciclos com 95-C
por 30 segundos de desnaturagdo, anelamento a 59°C por 30 segundos e extensdo a 70°C por 2
minutos, o Ultimo prolongado em 10 segundos/ciclo apos 15 ciclos. Por sua vez, para o gene do
fitocromo C (PHYC) foi amplificado utilizando os primers phyc515f-br AAG CCC TTY TAC

GCT ATC CTG CAC CG e phyc1699r-br ATW GCA TCC ATT TCA ACA TCT TCC CA.
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Primers internos foram utilizados para sequenciamento (phyc974f-br GCT CCT CAC GGC
TGC CAC GCT CA e phycl145r-mo CCT GMA RCA RGA ACT CAC AAG CAT ATC)
baseado no programa padrdo apresentado por Louzada et al. (2014): 2 min de desnaturagéo
inicial em 95 C seguido por 35 ciclos de desnaturagédo a 95 C por 30 s, 30 s anelamento a 59°C,
e extensdo de 2 min a 70°C e uma etapa de extenséo final a 70°C por 7 min. As regides trnL-
trnF e trnH -psbA foram amplificadas usando primers universais descritos em Shaw et al.
(2005), Sang et al. (1997), respectivamente. As regides plastidiais foram amplificadas com
reagdes de 20 puL utilizando o GoTaq® Master Mixes (codigo de referéncia: M 7123). Usando
um programa baseado em Palma-silva et al. (2009): 3 min de desnaturag&o inicial a 95 °C
seguido por 38 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 s, 30 s de anelamento a 53 °C e 30 s min
de extensdo a 72 °C e uma etapa de extenséo final a 72 °C por 10 min. Os produtos de PCR
foram limpos utilizando um protocolo baseado no uso de isopropanol. O sequenciamento do
ciclo foi realizado com o kit Big Dye Terminator v.3.1 (Applied Biosystem Corp., Foster City,
Califérnia) com uma desnaturacdo inicial de 60 s a 95 °C, seguida por 30 ciclos de desnaturacéo
a 96 °C por 10 s, 10 s recozimento a 50 °C e 2 min de extens&o a 60 °C. As sequéncias foram

geradas em um sequenciador ABI 3730 DNA Analyzer.

ALINHAMENTO DE SEQUENCIA E CONGRUENCIA DE DADOS

As sequéncias foram montadas e editadas utilizando o UGene. O concatenamento e
alinhamento foi realizado no MEGA 11, usando a fungdo MUSCLE e seguindo os parametros
do sistema, seguido por ajustes manuais quando necessario. A congruéncia entre as particoes
dos dois marcadores plastidiais (trnL- trnF e trn H -psbA) e versus o marcador nuclear (PHYC)

foram avaliadas visualmente.

ANALISE FILOGENETICA
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Inferimos uma analise de maxima verossimilhanca (Maximum Likelihood) gerando uma arvore
filogenética no MEGA11 (Tamura et al., 2021) usando 1000 réplicas no bootstrap. O pacote de
software BEAST 1.8 (Drummond & Rambaut, 2007) foi usado para realizar uma andlise
Bayesiana com base nos conjuntos de dados de plastideos e dos dados nucleares. O modelo
mais adequado (GTR + G + I) para o conjunto de dados foi implementado usando o critério de
informacdo de Akaike (Akaike, 1973) implementado no JModeltest. Além disso, foi escolhido
um modelo de reldgio relaxado com taxas ndo correlacionadas seguindo uma distribuicao log-
normal. A arvore foi definida para o processo de Yule. Quatro cadeias de Markov simultaneas
Monte Carlo (MCMC) foram realizadas para 20.000.000 geracfes amostradas a cada 1.000
geracOes. Os valores de verossimilhanga foram monitorados graficamente no Tracer 1.6 (Rambaut
et al., 2013). Por fim, 0 modelo mais congruente foi selecionado e os resultados foram observados

no FigTree v1. 4.4.

ANALISE DE COALESCENCIA

Foram analisados os dados de sequéncias gerados de 20 individuos distribuidos em 7
populacdes do grupo microendemico Orthophytum disjunctum para duas regides plastidiais
(trnL- trnF e trnH -psbA) e uma nuclear (AGT1). Em seguida, foram geradas arvores
ultramétricas no software BEAST 1.8. o teste de coalescéncia na delimitacdo, delimitacdo de
espécies utilizando o GMYC (Fujisawa e Barraclough, 2013) foi implementado também no

Software R (https://www.r-project.org/) usando o pacote P2C2M.GMYC.

RESULTADOS

FILOGENIA

O conjunto final de dados concatenados compreendeu 2.571 caracteres de comprimento

dos quais 430 foram considerados como variaveis, de maneira que, o alinhamento final de dados
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compreende 562 posic¢des para trnH-psbA, 877 posi¢des para trnL-trnF e 1.158 posi¢des para
PHYC. As arvores de consenso filogenético baseadas em regides plastidiais versus a baseada

em regido nuclear ndo se mostraram incongruentes quanto as suas topologias amostradas.

De acordo com o conjunto de dados aqui apresentado, 0 modelo estatistico de maxima
verossimilhanca, expressa uma melhor topologia em relacdo a inferéncia bayesiana, com
suporte considerado moderado na maioria dos clados (Figura 1). O clado amostrado para o
grupo “Orthophytum disjunctum” se apresenta como monofilético e com um alto suporte
estatistico (BS: 100), contudo as suas relagdes infragenéricas entre Orthophytum disjunctum,
Orthophytum atalaiense, Orthophytum jabrense e Orthophytum triunfense ndo estdo bem
suportadas na topologia observada. O grupo “Orthophytum disjunctum” emerge coOmo grupo
irmédo das espécies que ocorrem nos estados de Minas Gerais e da Bahia. O. disjunctum é a
primeira a derivar do clado e é a espécie do grupo que apresenta distribuicdo geografica mais
ampla no Planalto da Borborema. Os dois taxons do grupo que apresentam maior relacdo séo
O. atalaiense e O. triunfense que tem distribuicdo documentada bem mais restrita, mas ainda

sim relacionada (Figura 1).

O clado amostrado para Sincoraea que mesmo sendo um género distinto, ndo aparece
bem suportado (BS: 76) nas analises desenvolvidas aqui, enquanto Cryptanthus e Lapanthus
aparecem como distintos e bem suportados quanto as suas relagdes intragenéricas (BS: 97 e 97

respectivamente).

Ja as relacdes recuperadas para Orthophytum mostra que parte dos grandes clados
observados entre as espécies na presente analise, S0 expressos com um alto suporte. 1sso pode
ser exemplificado pelo clado composto por O. gramogolense, O. diamantinense, O. mello-

barretoi e O. schulzianum (BS: 97) que compreende o clado Mello-barretoi citado por Louzada
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et al. (2014), enquanto que o clado composto por O. foliosum, O. vagans, O. pseudovagans e
O. zanonii, nomeado de Vagans, por Louzada et al. (2014), ndo é expresso na topologia como

bem suportado (BS: 69).

COALESCENCIA

A anélise de GMYC usando a abordagem de limite Gnico, recuperou trés espécies dentro
do grupo de espécies, sendo o tempo limite de transi¢cdo das espécies sugere que ocorreu a
aproximadamente 500 mil anos (Figura 2). Tais resultados ndo fornecem suporte para uma
decisdo assertiva quanto aos limites das entidades, pois as relagdes entre os individuos
amostrados ndo se mostram completamente congruentes. Os resultados aqui obtidos inferem
que os ramos vermelhos formam dois principais clados, um contendo os individuos das espécies
O. disjunctum e O. atalaiense. E um outro clado em que os individuos O. jabrense e O.
triunfense aparecem com ramos em preto, indicando portanto, que possivelmente estas podem

ndo se tratar de uma espécie isolada das outras (Figura 3).

DISCUSSAO

FILOGENIA

A combinacdo de dados moleculares baseadas nas regifes que sao tradicionalmente
utilizadas pra Bromelioideae, como trnH-psbA, trnL-trnF e PHYC (Leme et al., 2007; Louzada
etal., 2014; Palma-Silvaet al., 2009; Sass & Specht, 2010) em parte das especies que utilizamos
nas analises aqui apresentadas, ndo se expressa com a mesma topologia obtida por Louzada et
al. (2014). Tais divergéncias parciais, no entanto, podem ser discutidas a partir dos distintos
modelos estatisticos utilizados. Os resultados apresentados por Louzada et al. (2014) estdo em
um conjunto de analises baseadas em Méaxima Parciménia e Andlises Bayesianas, enquanto 0s

dados aqui recuperados estdo apresentados ap0s o uso do modelo estatistico de maxima
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verossimilhanca. Esse tipo de método geralmente pode ser considerado mais robusto que outras
técnicas (Kolaczknowski & Thornton, 2004), assim como evidenciado em Leme et al. (2017)
que inferiram a filogenia do “complexo Cryptontoid”, baseados em andlises de méaxima
verossimilhanca e de inferéncia bayesiana. Os métodos aqui empregados ndo resolvem por
completo as relagfes entre os clados, assim como os métodos utilizados nas bibliografias
anteriores, também ndo esclarecem por completo as relacdes encontradas entre as espécies do

género.

ApoOs reconstrugdo das relagdes filogenéticas do grupo “Orthophytum disjunctum” €
possivel observar que o clado se apresentou como monofilético (Figura 1) corroborando a
hipotese filogenética apresentada por Louzada et al. (2014). Além disso, monofiletismo do
grupo é bem sustentado, de maneira que os valores de suporte do clado em que o grupo se insere
é basicamente 0 mesmo do que o apresentado na hipétese filogenética mais atualizada. Quanto
a relacdo entre as espécies do grupo representadas por: Orthophytum disjunctum L.B. Sm.,
Orthophytum atalaiense J.A.Siqueira & Leme, Orthophytum jabrense G.S.Baracho &
J.A.Siqueira e Orthophytum triunfense J.A.Siqueira & Leme, essas continuam sem emergirem
bem suportadas, repetindo a performance observada pelos autores anteriores (Louzada et al.,

2014).

O grupo foco do estudo se insere juntamente com a maioria das espécies que ocupam o
clado Saxicola, indicado por Louzada et al. (2014) e estdo distribuidas na por¢do mais ao norte
do pais. Apesar de estarem inseridas dentro do clado, aqui ndo ha resultados consistentes que
corroborem a hipétese biogeogréafica de que todos os clados se organizam do Sul ao Norte do
Brasil, ja que o grupo de estudo ocorre exclusivamente ao norte do Rio Sdo Francisco,
divergindo das demais espécies amostradas que estdo distribuidas mais ao Sul. Considerando

que o clado apresenta espécies variabilidade nos tipos de inflorescéncia diferentes (espigas e
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espigas de espigas. segundo a terminologia adotada por Louzada et al., 2014), as espécies

pertencentes ao clado saxicola possuem identificacdo por vezes desafiadora.

O grupo “Orthophytum disjunctum” € considerado também como endémico da
porcao nordeste do pais, ao norte do Rio S&o Francisco. Orthophytum disjunctum € o primeiro
a divergir do clado e € o que apresenta a distribuicdo geogréfica mais ampla. Esta regido
representa o Planalto da Borborema, que estd dentro do Centro de Endemismo Pernambuco,
que apresentam trés zonas de vegetacdo que estdo relacionadas ao padrdo de distribuicdo das
espécies (MMA, 2006). Tal regido é influenciada fortemente por diferencas climaticas e pela
influéncia de ventos imidos (De Corréa et al., 2010). As bromélias por sua vez, S0 um grupo
que apresenta espécies endémicas e com distribuicdo restrita a certas por¢oes ao Norte do Rio
Sao Francisco e algumas dessas tem ocorréncia restrita aos inselbergs (MMA, 2006). As
espécies Orthophytum triunfense e Orthophytum atalaiense estdo distribuidas nessas regides e
restritas aos inselbergs (Siqueira Filho & Leme, 2006). A vegetacdo das areas de ocorréncia
das espécies obedece aos gradientes de zoneamento e ambas possuem morfologia semelhante
por suas ldminas duro-coriaceas e inflorescéncias igualmente estruturadas (Siqueira Filho &
Leme, 2006), além de outras caracteristicas bastante variaveis e ainda ndo tdo bem definidas na

literatura, o que justificaria a sua relagcdo na topologia apresentada.

A origem multipla e independente de caracteristicas semelhantes dentro de linhagens
intimamente relacionadas ¢ um dos pontos importantes na taxonomia, pois torna dificil o
reconhecimento das relacdes filogenéticas entre essas linhagens (Schulte et al., 2009). Barfuss
et al. (2016) por sua vez, postularam que as proposi¢des sistematicas na familia Bromeliaceae
devem estar baseadas em relacdes filogenéticas naturais e ter caracteristicas morfolégicas
previsiveis. 1sso, porém, ndo se reflete integralmente para as espécies foco do estudo. Esse tipo

de discussdo € comum de ser observada em Bromelioideae, ja que esta é considerada uma
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subfamilia que apresenta algumas linhagens em que suas relagdes que ainda ndo estdo bens

descritas e esclarecidas (Evans et al., 2015).

Assim como entre outras espécies do género e géneros afins, as relagdes entre as
espécies do grupo “Orthophytum disjunctum” ainda ndo estdo bem esclarecidas (Cruz et al.,
2017; Evans et al., 2015; Silvestro et al., 2014). Isso se exemplifica em espécies que apresentam
sobreposi¢do em alguns caracteres morfoldgicos, como é o caso de O. atalaiense que esta
morfologicamente relacionada com O. disjunctum pelo seu aspecto vegetativo, diferenciando-
se dela pelas laminas arqueadas e mais longas, inflorescéncia curta e compacta, com flores
reunidas em fasciculos, as brécteas do escapo ausentes e as brécteas florais triangulares
(Baracho & Siqueira-Filho, 2004). A reconstrucdo filogenética de Schulte & Zizka (2008)
indica que os grupos de géneros com distribuicdo geografica semelhante (e possivelmente
origem) podem estar mais relacionados. Por isso, essas relagdes precisam ser melhor descritas
através de estudos mais especificos e abordagens mais refinadas e integrativas sendo, sempre
que possivel testados diversas vezes, para que assim seja possivel entender melhor como se

apresentam essas linhagens e as inconsisténcias nos resultados detectados.

Ainda que ndo seja o foco do nosso objeto de estudo, é possivel citar outras relaces
expressas por nossa topologia, como por exemplo, os clados que apresentam as inflorescéncias
do tipo séssil ndo estdo suportadas para todas as linhagens. Os resultados informativos
apresentados por Louzada et al. (2014), se assemelham aos nossos e mostram que espécies de
Cryptanthus e Lapanthus estdo bem suportadas quanto as relagcBes de suas linhagens que
apresentam inflorescéncia sessil, reforcando que novas analises como as aqui apresentadas
podem corroborar estudos prévios, além de reforcar o arranjo sistematico natural dos taxons
como postulado por Barfuss et al. (2016). Outro destaque a ser pontuado € o caso do género

Sincoraea que também aparece como um clado distinto, e igualmente ndo tdo bem suportado,
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semelhante ao que foi publicado na hipdtese mais atualizada disponivel para o tdxon (Louzada

etal., 2014).

COALESCENCIA

Nossos resultados destoam em relacdo a topologia observada e conforme observado por
Fujita & Leaché (2011) por vezes ndo é possivel identificar um padréo e determinar qual a real
situacdo quanto as entidades bioldgicas ja& que muitas espécies ndo exibem diferencas

morfoldgicas claras ou diferencas fixas de DNA em mdltiplos loci.

Essa discordancia nos resultados e a escassez existente no conjunto de dados mostra
que, o uso de alguns modelos simplificados para a delimitagdo pode gerar conflitos,
principalmente para métodos que dependem de arvores bem resolvidas (Burrie-Carranza et al.,
2023). Existem outros modelos estatisticos que podem ser utilizados juntamente a abordagem
coalescente visando testar hipdteses que compreendem dados de espécies que tém distribuicdo
restrita e descricdo conflitante. O BPP é um software objetivo dadas as suposi¢des claras do
modelo, podendo ser considerado um salto gigante em direcdo a delimitacdo objetiva de

espécies, sendo por tanto, recomendado como ferramenta (Fujita & Leaché, 2011).

Existem literaturas que retratam que o uso do método de coalescéncia sozinho pode ndo
delimitar espécies e sim estruturas, contudo ainda € fato que este é inovador e ndo deve ser
descartado, mas sim acompanhado, em determinados casos, de outras fontes de dados, sendo
esses dados morfoldgicos ou até ecoldgicos (Sukuraman & Knowles, 2017). Por essa razéo, 0s
sistemas com populagdes pequenas e isoladas devem receber especial atencdo nas analises e
interpretacdes propostas (Burrie-Carranza et al., 2023), pois nem sempre serd possivel
compreender esses limites apenas com um dnico tipo de dado. Fujita & Leaché (2011) reforcam

que precisamos evitar uma inflacdo taxondmica e explorar melhor os resultados, pois estudos
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assim podem fornecer uma comparabilidade clara, pratica e filosoficamente fundamentada

entre as espécies.

CONCLUSOES

Os resultados aqui apresentados, evidenciam que as relacdes e métodos de analise
empregados para o grupo “Orthophytum disjunctum”, tem a necessidade de estudos mais
especificos que possam esclarecer melhor as suas relacGes tendo em vista que os modelos
estatisticos aqui testados ndo mostraram a melhor resposta, mas mostram potencial de estudo

para o grupo.
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ANEXOS

FIGURAS

Figura 1. Arvore da Analise de Méxima Verossimilhanga baseada em dados nucleares e plastidiais(trnH-psbA, trnL-trmF e PHYC), onde os nlimeros acima dos ramos sdo os valores de
bootstrap (BS) e o clado marcado em laranja represente o grupo “Orthophytum disjunctum”.
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Figura 2. A- Resultado da analise de delimitagdo de espécies utilizando o modelo de limiar Gnico GMYC (baseado em
nDNA). Uma arvore ultramétrica obtida no BEAST com agrupamentos individuais destacados em vermelho. B - Gréfico de
linhagem ao longo do tempo com base na arvore calibrada de tempo obtida de todos os 10 espécimes. O aumento acentuado na
taxa de ramificagdo, correspondente a transicdo de eventos de ramificagéo interespécies para intraespécies, é indicado pela
linha vermelha. Fonte: A autora (2023)
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Figura 3. Comparacéo entre as diferentes abordagens. A. resultados derivados da analise GMY C (mostrados em vermelho)
B. Resultados da analise do BEAST. Fonte: A autora (2023).
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TABELAS

Tabela 1. Espécies do grupo “Orthophytum disjunctum” coletadas para o estudo, onde taxon representa as espécies
alvo, seguido por localidade representando as populagdes coletadas, estado que representa os estados onde foram coletadas,
seguido por longitude e latitude que corresponde as coordenadas geograficas e por fim o voucher associado e o herbario onde
encontra-se depositado. Fonte: A autora (2023).

Tixon Localidade Estado Longitude Latitude Voucher

Q. disjunctum Pedra de Santo Antdnio Paraiba -35.79793302 -7.343988691 Paiva et al. 28 (UFP)
O. disjunctum Pedra do Touro Paraiba -35.90391283 -7.352191821 Paiva et al. 26 (UFP)
O, disjunctum Serra do Urubu - Jaqueira Pernambuco -35.845556 -8.733333 Paiva et al. 43 (UFP)
O. disjunctum Serra de Siio Bento Rio Grande do Norte -35.6994063 -6.416668306 Paiva et al. 36 (UFP)
O, disjunchim Pedra do Navio - Puxinand Paraiba -35.98139298 -7.129917921 Paiva et al. 30 (UFP)
O, disjunctum Municipio - Puxinand Paraiba -35.96467519 -7.147791523 Paiva et al. 31 (UFP)
O, disjunctum Parque ecoldgico de Serra Negra - Bezerros Pernambuco -35.75611816 -8.151703507 Paiva et al. 29 (UFP)
O atalatense  Serrada Nascéia - Divisa de Marimbondo ¢ Atalaia Alagoas -36.194972 -9.591083 Paiva et al. 40 (UFP)

0. jabrense Pico do Jabre - Maturéia Paraiba -3735139847 -7.266940117 Paiva et al. 37 (UFP)

O, triunfense Pico do Papagaio - Triunfo Pernambuco -38.05599633 -7.819889079 Paiva et al. 42 (UFP)



Tabela 2. Tabela de vouchers das amostras utilizadas no estudo, adaptada de Louzada et al. (2014). B - Herbério do
Jardim Botanico de Berlim; FR - Herbéario Senckenbergianum; HB- Herbério Bradeanum; K - Herbério do Jardim Botanico
Real, Kew; MBML - Herbéario do Museu de Biologia Melo Leitdo; SP - Herbario do Instituto de Botanica, Sdo Paulo; WU -
Herbario da Universidade de Viena; UFP - Herbario Geraldo Mariz, da Universidade Federal de Pernambuco. Adaptado de:

Louzada et al., 2014.

Téxon Voucher Genbank Acess
trunH-psbA trnl-trnf PHYC
Bromelia pinguin L. Schulte 300508-10 (FR) KJ676896 JX649511 JX649422
Bromelia serra Gniseb. Horres 029 (FR) KJ676897 DQ084622 JX649423
Cryptanthus bahianus L.B. Sm. Gartenherbar 11060a (B) KI676898 KI676905 DQ084634
Cryptanthus colnagoi Rauh & Leme HBV 7103 (WU) KJ676899 K1676906 JX64%432
Cryptanthus diamantinense Leme Leme 3813 (HB) KJ676900 KJ676907 JX649433
Cryptanthus warren-locsei Leme 0013741 (WU) KJ676902 KJ676911 JX649436
Cryptanthus zonatus (Vis.) Beer IBT living collection KJ676903 K1676912 KJ716288
Lapanthus duartei (L.B. Sm.) Louzada & Versieux Louzada et al. 28 (SP) KJ666540 K1676913 KJ716289
Lapanthus itambensis (Versieux & Leme) Louzada & Versiev Louzada et al. 30 (SP) KI666541 KJ676914 KJ716290
Ochagavia litoralis (Phil.) Zizka, Trumpler & Zoellner Horres 015a (FR) KJ676304 KJ676955 KJ716329
Orthophytum alvimii W. Weber Louzadaetal 90 (SP) KJ666542 KJ676915 KJ716291
Orthophytum argentum Louzada & Wand Louzadaetal 110 (SP) KI666544 K1676917 KJ716293
Orthophytum boudetiantm Leme & L. Kollmann Louzada 135 (SP) KI666546 Kl676918 KJ716295
Orthophytum braunii Leme Machado 50 (SP) KJI666547 KJI676919 KJ716296
Sincoraea burle-marxi L.B. Sm. & Read Louzada & Morera45 (SP)  KJ666548 KJ676920 KJ716297
Orthophytum conquistense Leme & M. Machado Machado 277 (SP) KJ666549 KJ676921 KJ716298
Orthophytum estevesii (Rauh) Leme Fontanaet al 2959 (MBML) KJ666550 KJ676923 KJ716299
Orthophytum falconii Leme Reis & Falcon s.n. (HB 89876) KJ666551 KJ676924 KJ716300
Orthophytum foliosum L.B. Sm. Louzadaet al 13 (SP) KJ666552 KJ676925 KJ716301
Orthophytum fosterianwn L.B. Sm. Louzadaet al 17 (SP) KJ666553 KJ676926 KJ716302
Orthophytum glabrum (Mez) Mez Louzada & Medeiros 139 (SP) KJ666554 KJ1676927 KJ716303
Orthophytum graomogolense Leme & C.C. Paula Louzada & Moreira42 (SP) KI666555 KJ676928 KI716304
Cryptanthus colnagoi Ravh & Leme HBV 7103 (WU) KJ676899 KJ676906 JX649432
Orthophytum grossiorum Leme & C.C. Paula Leme et al 5584 (HB) KI666556 KJ676929 KJ716305
Orthophytum gurkenii Hutchison Louzada 133 (SP) KJ666557 KJ676930 KJ716306
Orthophytum harleyi Leme & M. Machado Louzadaet al 108 (SP) KJ666558 KJI676931 KJ716307
Sincoraea hatschbachii Leme Louzadaet al 104 (SP) KJ666559 KJ676932 KIJ716308
Sincoraea heleniceae Leme Wanderley et al. 2544 (SP) KJI666560 KJ676933 KJ716309
Orthophytum horridum Leme Louzada & Medeiros 138 (SP) KJ666561 KJ676934 KJ716310
Sincoraea humile L.B. Sm. Louzada & Morerrad41 (SP)  KJ666562 KJ676935 KJ716311
Orthophytum lanuginosum Leme & C.C. Paula Louzada & Medeiros 143 (SP) KJ666563 KJ676936 KI716312
Orthophytum lemei E. Perewra & LA Penna Louzadaet al 186 KJ666564 KJ676937 KJ716313
Orthophytum leprosum (Mez) Mez Louzada & Medeiros 141 (SP) KJI666545 KJ676938 KJ71629%4
Orthophytum lucidum Leme & H. Luther Louzada & Medeiros 142 (SP) KJ666565 KJ676939 KJ716314
Orthophytum macrofloruwm Leme & M. Machado Machado s.n. (SP 441733) KI666566 KI676940 KJ716315
Orthophytum magalhaesii L.B. Sm. Louzada 131 (SP) KJ666567 KJ676941 KJ716316
Orthophytum mello-barretoi L.B. Sm Louzada & Mederos 34 (SP) KJ666563 KJ676942 KJ716317
Sincoraea mucugense Wand. & Conc Louzada & Moreira 58 (SP) KJ666569 KJ676943 KJ716318
Sincoraea ophiuroides Louzada & Wand, Louzada & Wanderley 88 (SP) KJ666570 KI676944 KI722611
Orthophytum pseudostoloniferum Leme & L. Kollmann Leme et al. 6915 (MBML) KI666571 K1676945 KJ722610
Orthophytum pseudovagans Leme & L. Kollmann Demuner et al. 3464 (MBML) KJ666572 KI676946 KJ716319
Orthophytum riocontens e Leme Machado 1206 (SP) KJ666573 KJ676947 KJ716320
Orthophytum saxicola (Ule) L.B. Sm Louzadaet al 122 (SP) KJ666574 K1676948 KJ716321
Orthophplum schulzicwum Leme & M. Machado Machada 1218 (SP) KI666576  KI676949 KJ716323
Orthophytum sucrei H. Luther Louzada 136 (SP) KI666577 KJ676950 KJ716324
Orthophytum toscanoi Leme Machado 1213 (SP) KJ1666578 KJ676951 KJ716325
Sincoraea ulei Louzada & Wand. Louzada & Wanderley 91 (SP) KJ666579 KI676952 KJ716326
Orthophytum vagans M.B. Foster Louzada s.n. (SP 442925) KJ6665380 KJ676953 KJ716327
Orthophytum zanonii Leme Louzada et al 18 (SP) KI666581 KI676954 KI716328
Puya chilensis Molna Chase 23824 (K) KI666582 KJ676956 KJ716330

Orthophytum atalaiense J. A Siqueira & Leme
Orthophytum jabrense G.S Baracho & J A Siqueira,
Orthophytum disjunctum L.B. Sm

Orthophytum triunfense J. A Siqueira & Leme

Patva et al. 40 (UFP)
Paiva et al. 37 (UFP)
Paiva et al 43 (UFP)
Paiva et al 42 (UFP)



Tabela 3. Tabela dos pontos de coleta utilizados para as analises de coalescéncia, onde tdxon representa as entidades
amostradas no estudo, seguido por localidade onde as populagdes foram amostradas, os estados onde se encontram essas
populagdes e por fim, latitude e a longitude, representando as coordenadas geograficas. Os respectivos vouchers estdo indicados
previamente na Tabela 1.

Tixon Localidade Iistado Longitude Latitude Voucher
0. disjunctum Pedra do Touro Paraiba -35.90391283 -7352191821  Pawaetal. 26 (UTP)
0. disjumctum Serrado Urubu - Jaqueira Pernambuco -35.843536 -8.733333 Panaetal. 43 (UFP)
(). disjmctim Serra de Sio Bento Rio Grande do Norte  -35.6994063 6416668306 Pavaetal 36 (UFP)
0. atalaiense  Serra da Nascéia - Divisa de Marimbondo ¢ Atalaia Alagoas -36.194972 -9.591083 Pavaetal. 40 (UFP)
0. jubrense Pico do Jabre - Matureia Paraiba -37.35139847 7266940117 Pavaetal. 37 (UFP)

(), triunfense Pico do Papagaio - Triunfo Pernambuco 3805599633 -7.819889079  Panvaetal. 42 (UFP)




MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura 4, Resultado da anélise Bayesiana de maneira que as principais relacdes estdo amostradas para os principais clados. Espécies em verde representam Sincoraea, espécies em
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Figura 5. Arvore Filogenética obtida através de andlise no software CIPRES usando o MrBayes, onde as espécies

em preto sdo consideradas o outgroup, as espécies em azul séo representadas pelo género Orthophytum , as espécies em laranja

sdo representadas por Laphantus e as em vermelho representadas como género Crypthantus.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo evidenciou que 0 grupo “Orthophytum disjunctum” pode ser considerado

como monofilético.

O grupo diverge das espécies que tem origem na Bahia e apesar do seu alto suporte, as

suas relacdes ndo corroboram com a hipétese filogenética mais atualizada para o género.

Suas relagdes estdo possivelmente relacionadas ao zoneamento geografico das areas de

ocorréncia do grupo

As relacGes observadas para os taxons analisados e métodos de analise empregados
para o grupo “Orthophytum disjunctum”, reforgam mais uma vez a necessidade de
estudos mais especificos e direcionados as espécies pertencentes a estes géneros com

relacdes evolutivas ainda pouco esclarecidas.

Com base nas nossas descobertas, é recomendado que sejam realizados outros estudos,
com novos modelos estatisticos e um nimero amostral maior para as espécies

pertencentes ao género.

A abordagem Coalescente ndo se mostrou efetiva para a delimitacdo das espécies

amostradas.
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