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RESUMO
A familia Bromeliaceae se destaca por sua elevada diversidade e altos niveis de
endemismo, especialmente na Floresta Atlantica. Estudos recentes reportam uma
complexidade taxonémica do género Hohenbergia Schult. & Schult.f.,, seus
representantes sdo morfologicamente diversos com habitos variados, o que torna a
classificacdo desafiadora, com muitos taxons apresentando caracteristicas
sobrepostas que dificultam a distingdo entre as espécies, formando assim complexos
especificos. Nesse sentido, estudos de diversidade genética sdo fundamentais para
elucidar os processos evolutivos e a diferenciacéo entre espécies, como no complexo
gue envolve Hohenbergia horrida Harms e H. catingae Ule. O estudo teve como
objetivo avaliar a integridade especifica do complexo H. catingae, investigando um
possivel processo de especificacdo que diferenciaria H. horrida. Com esse propdsito,
buscou-se analisar a estrutura genética populacional e testar a delimitacdo entre os
dois taxons. Para isso, foram utilizados quatro marcadores microssatélites nucleares
em amplificacdo heterdloga para a andlise da diversidade e estrutura genética. As
andlises estatisticas foram realizadas nos softwares ARLEQUIN 3.5 (AMOVA, Ho e
He) e STRUCTURE 3.5 (andlise de clusters). Os resultados mostram baixa
diversidade genética para os marcadores nucleares, corroborando resultados de
estudos anteriores para o género. A andlise de clusters indicou fortemente a presenca
de dois grupos (K = 2), com pouca mistura entre os individuos. Consistente com este
resultado, a AMOVA revelou uma clara estrutura genética entre populacées, com uma
divisho em dois grupos principais e evidenciando diferenciacdo genética
principalmente entre individuos (Fst = 0,32546). A AMOVA entre espécies indicou que
H. catingae e H. horrida compartilham o mesmo pool génico, com diferenciacdo dentro
das populacdes e auséncia de variacéo entre os grupos (Fst=0,17461). Assim, apesar
da identificacdo de dois grupos principais nas analises bayesianas, a variacao
genética significativa ocorre predominantemente dentro das populacdes, e ndo entre

as especies, rejeitando a hipotese de que compreenderiam espécies separadas.

Palavras-chave: Hohenbergia, Complexo especifico, Estrutura Genética,

Microssatélites



ABSTRACT

The Bromeliaceae family stands out for its high diversity and level of endemism,
especially in the Atlantic Forest. Recent studies have revealed the taxonomic
complexity of the genus Hohenbergia Schult. & Schult.f. Its representatives exhibit
significant morphological diversity and varied habits, making classification challenging,
as many taxa present overlapping characteristics that hinder species distinction,
forming specific complexes. In this context, genetic diversity studies are essential for
elucidating evolutionary processes and species differentiation, such as in the complex
involving Hohenbergia horrida Harms and H. catingae Ule. This study aimed to
evaluate the species integrity of the H. catingae complex, investigating a possible
speciation process that would differentiate H. horrida. To this end, the genetic
population structure was analyzed, and the taxonomic delimitation between the two
taxa was tested. Four nuclear microsatellite markers were used in heterologous
amplification to assess genetic diversity and structure. Statistical analyses were
performed using the software ARLEQUIN 3.5 (AMOVA, Ho and He) and STRUCTURE
3.5 (cluster analysis). The results indicate low genetic diversity for nuclear markers,
corroborating previous studies on the genus. Cluster analysis strongly suggested the
presence of two groups (K = 2) with little admixture among individuals. Consistent with
this result, AMOVA revealed a clear genetic structure among populations, showing a
division into two main groups and highlighting genetic differentiation primarily among
individuals (Fst = 0.32546). The AMOVA between species indicated that H. catingae
and H. horrida share the same gene pool, with differentiation occurring within
populations and no significant variation between groups (Fst = 0.17461). Thus, despite
the identification of two main groups in Bayesian analyses, significant genetic variation
occurs predominantly within populations rather than between species, rejecting the

hypothesis that they represent distinct species.

Keywords: Hohenbergia, Species Complex, Genetic Structure, Microsatellites



Figura 1 -

ARTIGO

Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Comparacdo Morfolégica de Hohenbergia catingae e H.

horrida

Mapa de coleta de amostras vegetais dos individuos de

Hohenbergia horrida e H. catingae

Magnitude de K de acordo com uma analise de ESTRUTURA

baseada em quatro marcadores nSSR

Grafico de barras de dois clusters (K = 2) de acordo com uma
analise de ESTRUTURA baseada em quatro marcadores
NSSR: o cluster 1 € mostrado em vermelho e o cluster 2 em

azul

39

43

44



Tabela 1 -

ARTIGO

Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela s -

LISTA DE TABELAS

Principais filogenias envolvendo as Bromeliaceae, marcadores

usados e grupo alvo

Identificacdo e localizagdo das populacdes de H. catingae e H.

horrida coletadas

Diversidade genética em populacfes de H. catingae e H. horrida.

revelada por quatro marcadores nSSR

Analise de variancia molecular (AMOVA) e graus de liberdade (df),
de acordo com a analise de ESTRUTURA para quatro marcadores

NSSRs em populacdes de H. catingae e H. horrida

Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) e graus de liberdade (df)
para testar a hipotese de especiacdo em populacdes de
Hohenbergia catingae e H. horrida usando quatro marcadores
nSSR

Valores de FST par a par em populacbes de H. catingae e H.

horrida

24

41

42

43

45



AFLP
AMOVA
CAM
CBE
CTAB
d. f.
FATSS
Fcr
Fsc
Fst

Ho

He

ML
NSSR

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados
Analise Molecular de Variancia

Metabolismo Acido das Crassulaceas

Conceito Bioldgico de Espécie

Brometo de Cetiltrimetilamonio

Graus de Liberdade

Florestas e Arbustais Tropicais Sazonalmente Secos
Diferenciacao entre grupos

Diferenciacdo entre populacdes dentro dos grupos
Diferenciacao entre populacdes

Heterozigosidade observada

Heterozigosidade esperada

Maxima Verossimilhanca

Repeti¢cdes Simples de Sequéncia Nuclear



SUMARIO

(R RI0] 51007 T 13
2 REVISAO DA LITERATURA ....ooiiiie ettt ettt 14
2.1 Angiospermas da Caating@..........ccovrruruuiiiiieeeeee e e e e e e e e eeaanns 14
2.2 BrOMEIIACEAE ... oo 15
2.2.1 Bromelioideae no Nordeste Brasileiro ..........ccoceeeeie 16
2.2.1.1 Complexos especificos e Bromeliaceae.............ccccoeeveeeviviieiinnnnnnn. 18

2.2.1.2 Hohenbergia CatiNngae .............ccovvieiiuiiiiiiie e e 19

2.2.1.3 Hohenbergia horrida..........cccoooooiiiiiiiiiiii e 20

2.2.2 Delimitacdo de espécies e estudos moleculares em Hohenbergia........ 22

B OBUIETIVOS .ot 27
I @ o =11V o I =T - | PRSPPI 27
3.2 Objetivos ESPECITICOS......cuuuiiiiii e 27

A REFERENCIAS ...ttt ettt ettt et ettt e et e et et et et e et e e e st e aeeteatnseneaeas 28
N 1 [ PP 36
1. INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt et e et e e eeste e e eae s 38
2. METODOLOGIA ... 40
2.1 Coleta de Material.........cooeeeeieiieeeeeeeeee 40
2.2 EXtracao de DINA ... 40
2.3 Procedimentos MOIECUIAreS..........coooeieiiiiee i 41
2.4 Analises dos Dados MOIECUIAIES ........coooveeeeeiiiieeeee e, 41
2.5 ANAIISES ESTALISHICAS....cee e e e e e 41

B RESULTADOS ... 42
3.1 Diversidade GENELICA..........coeeeieie e 42
3.3 ESIrULUIa gENELICA ... ..ceeeeeeiieiee e e e e e e e e e eeaaans 43

A, DISCUSSOES ..ottt ettt ettt ettt s e eee e 46
4. 1 Diversidade genética no complexo H. catingae............cccoeeeeieeeiiiiiiiiiiee e, 46

4. 2 Estrutura Genética e Dindmica Populacional.............cccccccooiiiiiiiiiicinnneennnn. 47
4.2.1 Agrupamento Sugerido pelo STRUCTURE ..., 47

4.2.2 Integridade especifica entre H. catingae e H. horrida............................ 49

5. CONCLUSOES ..ottt 51

B. REFERENCIAS ..o ettt 52



13

1 INTRODUCAO

A Caatinga é uma das maiores areas tropicais semiaridas do mundo,
apresentando uma vegetacdo diversificada que inclui formacfes abertas com o
dominio de algumas familias botanicas, entre as quais se encontra a familia
Bromeliaceae (Moro et al., 2016). Esta é quase que exclusiva da regido neotropical, e
€ reconhecida por sua elevada diversidade e notavel capacidade de adaptacdo a
diferentes ambientes, desde florestas tropicais até regides aridas (Benzing, 2000).
Além disso, representa um exemplo de radiagcdo adaptativa, associada a
caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e ecologicas que impulsionaram sua
diversificacdo e expansédo geogréfica (Givnish et al., 2014).

A familia Bromeliaceae abriga uma grande diversidade de plantas tropicais. E
dividida em oito subfamilias, sendo Bromelioideae a segunda maior em namero de
espécies, com mais de 980 espécies, além de ser a mais diversa em termos de
géneros (Gouda, 2023). Essa subfamilia representa a linhagem mais recente dentro
da familia, refletindo uma evolucéo notavel em relacéo as demais subfamilias (Givnish
et al.,, 2007). Entretanto, a delimitacdo de espécies e géneros em Bromelioideae é
desafiadora devido a ampla variacdo morfolégica e a ocorréncia de caracteristicas
sobrepostas entre diferentes taxons. Muitas espécies apresentam plasticidade
fenotipica, adaptando-se a diferentes condicbes ambientais, o0 que pode mascarar as
fronteiras taxonémicas (Martinelli et al., 2009; Schulte; Barfuss; Zizka, 2009).

O género Hohenbergia, pertencente a subfamilia Bromelioideae, e compreende
um grupo de plantas neotropicais amplamente distribuido no Nordeste brasileiro, com
ocorréncia marcante no bioma Caatinga e em areas de Floresta Atlantica (Goncalves-
Oliveira; Martins; Wanderley, 2020). Dentre as espécies desse género, destacam-se
H. horrida, que apresenta estrutura foliar mais compacta e espinhosa, e H. catingae,
gue possui rosetas crateriformes adaptadas a captacdo de agua, ambas endémicas
do Nordeste brasileiro e com adapta¢des morfologicas que refletem sua capacidade
de sobreviver em habitats rochosos e secos (Baracho, 2005; Forzza et al., 2014).

A delimitacéo de espécies de Hohenbergia representa um desafio significativo,
principalmente devido a ocorréncia de grupos de espécies morfologicamente
semelhantes, fendmeno conhecido como complexos especificos (Carvalho et al.,
2001). Essa diversificacdo morfologica dificulta a identificagéo e classificacdo precisa

das espécies, exigindo abordagens integradas para sua correta delimitacéo.
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Apesar de sua importancia ecolégica e adaptativa, muitas espécies de
Hohenbergia enfrentam ameacas relacionadas a perda de habitat, fragmentacéo de
ecossistemas e coleta indiscriminada, o que as torna alvos prioritarios para estudos
de conservacéo (Martinelli et al., 2008). Portanto, pesquisas que integrem abordagens
morfologicas, ecologicas e moleculares sdo essenciais para a compreensdo da
diversidade e evolucao desse género, bem como para a implementacao de estratégias

eficazes de conservagao.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Angiospermas da Caatinga

As angiospermas, plantas com flores e frutos envoltos por um tegumento, séo
um dos grupos mais diversos do reino vegetal (Forzza et al., 2010; Herendeen et al.,
2017). Dominantes nos ecossistemas terrestres, compreendem desde pequenos
arbustos até arvores de grande porte que se adaptaram a uma variedade de
ambientes, desde florestas tropicais até ambientes de Caatinga (Bahadur et al., 2015).
Essas plantas possuem adaptacdes morfolégicas, fisiologicas e reprodutivas que
garantem sua sobrevivéncia em diferentes condicbes ambientais, como folhas
modificadas e estratégias de polinizacdo altamente especializadas (Soltis et al., 2019).

De acordo com a classificagdo proposta pelo APG IV (2016), a filogenia das
angiospermas é composta por quatro grandes clados principais: Grado ANA,
Monocots, Eudicots, que sdo os grupos mais diversos, Magnoliid, que apresentam
menor diversidade. Esses trés clados, em conjunto com dois grupos, Chloranthaceae
e Ceratophyllaceae, formam as Mesangiospermae, compreendem cerca de 99% de
todas as espécies vivas de angiospermas (Cantino et al., 2007; Endress; Doyle, 2015).
Sua origem remonta ao periodo Cretaceo, marcando um evento evolutivo de rapida
radiacdo adaptativa que resulta em altas taxas de diversificagdo e ocupacdo de
diversos nichos ecoldgicos (Soltis et al., 2019).

Na Caatinga ocorrem 3347 espécies de 962 géneros e 153 familias, das quais
526 espécies e 29 géneros sdo endémicos, evidenciando sua alta diversidade
(Fernandes; Cardoso; Queiroz, 2020). A vegetacao da Caatinga integra o bioma global
conhecido como Florestas e Arbustais Tropicais Sazonalmente Secas (FATSS) as
quais representam uma grande heterogeneidade floristica, refletindo adaptacbes da

flora as condic¢des locais de clima e solo. Sua diversidade inclui uma ampla variedade
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de espécies arboreas, arbustivas e herbaceas, pertencentes a familias como
Fabaceae, Cactaceae, Bromeliaceae e Apocynaceae (Fernandes; Queiroz, 2018).

A familia Bromeliaceae apresenta grande importancia na Caatinga e possui
adaptacdes morfolégicas essenciais para a sobrevivéncia no clima semiarido. Os
géneros Hohenbergia Schult. & Schult. f. e Encholirium Forzza & Zappi, que sao os
mais representados, apresentam folhas dispostas em roseta, permitindo a retencao
de agua e beneficiando a fauna local (Medeiros; De Melo; De Melo, 2024; GOmez et
al., 2025). Além da importancia ecoldgica, a familia possui relevancia econdmica e na
producdo de compostos bioativos (Furtado et al., 2024), reforcando a necessidade de

sua conservacao.
2.2 Bromeliaceae

A familia Bromeliaceae é predominantemente endémica dos neotropicos, com
excecdo de uma espécie que ocorre na Africa (Pitcairnia feliciana Harms & Mildbr.),
representando um caso de dispersao a longa distancia (Givnish et al., 2004; Cascante-
Marin; Nufiez-Hidalgo, 2023). Com uma rica diversidade, a familia Bromeliaceae
compreende mais de 3.802 espécies distribuidas em cerca de 82 géneros (Gouda et
al., 2023).

Em sua primeira classificagéo, foi inicialmente dividida em trés subfamilias:
Pitcairnioideae, Bromelioideae e Tillandsioideae, com base na morfologia de flores,
frutos e sementes (Smith; Downs, 1979). Posteriormente, estudos baseados em
caracteres morfologicos e dados moleculares (Givnish et al., 1992; Clark et al., 1993),
buscaram elucidar as relacbes filogenéticas entre as subfamilias. No entanto, as
limitacbes causadas pelas homoplasias morfolégicas e pela baixa resolucdo das
regides plastidiais, tornou-se necessario uma abordagem mais ampla, com a incluséao
de novas regifes plastidiais e sequéncias nucleares a fim de melhorar a resolucéo
filogenética dos estudos em Bromeliaceae (Cruz, 2013). Com isso, incluindo
diferentes regides plastidiais na analise, foi proposta a reconstrucao filogenética mais
aceita atualmente, que dividiu Bromeliaceae em oito subfamilias: Brocchinioideae,
Bromelioideae, Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnioideae,
Puyoideae e Tillandsioideae (Givnish et al., 2007, 2011).

No Brasil, sdo registradas aproximadamente 1.390 espécies de Bromeliaceae,
das quais cerca de 1.190 sé&o endémicas (Forzza et al., 2014). O sucesso ecologico e

evolutivo das Bromeliaceae esta possivelmente vinculado ao surgimento recorrente
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de adaptacdes essenciais, tanto fisiolégicas, como o Metabolismo Acido das
Crassulaceas (CAM), quanto morfolégicas, como o habito de crescimento em forma
de fitotelma (tanque) e a presenca de tricomas especializados na absor¢édo de agua e
nutrientes pelas folhas (Silvestro, Zizka & Schulte, 2014; Zizka et al., 2020). Além
disso, as bromélias exibem uma notavel diversidade, refletida em seus diferentes tipos
de habitos, que incluem espécies epifitas, rupicolas e terrestres (Sousa; Wanderley,
2015).

As bromélias desempenham um papel importante no aumento da
biodiversidade local, atuando como reservatorios naturais de agua devido as suas
folhas organizadas em roseta, conhecidas como tanques (Rocha et al., 2004; Mageski
et al., 2016). A agua acumulada serve como recurso essencial para diversos
organismos, especialmente para a fauna invertebrada, oferecendo abrigo e sitios de
reproducdo, criando micro-habitats que transformam o ambiente fisico em sistemas
bioldgicos ricos e interdependentes, essenciais para a manutencdo da vida em
condi¢cOes adversas (Islair et al., 2015; Marteis et al., 2017; Laviski et al., 2021).

Essa familia possui grande relevancia econdmica e cultural, devido ao seu uso
como fonte de fibras, alimento, combustivel, medicamentos e em artesanato,
evidenciando sua versatilidade econdémica (Benzing, 2000; Medri et al., 2021).
Espécies como o abacaxi (Ananas comosus (L.) Merr) se destacam no setor
alimenticio, representando uma importante fonte de renda e alimento em diversas
regides (Debnath et al, 2023). Por outro lado, o extrato de bananinha-do mato
(Bromelia balansae Mez) é utilizado na producao de xaropes medicinais e suas fibras
sdo empregadas no artesanato (Castro et al., 2022). No entanto, muitas espécies
enfrentam vulnerabilidade devido a degradacéo e fragmentacdo dos ecossistemas, 0
que torna essencial a conservacdo da familia, garantindo sua sobrevivéncia e o0s

beneficios que proporcionam (Zizka et al., 2020).

2.2.1 Bromelioideae no Nordeste Brasileiro

Bromelioideae, segunda subfamilia mais diversa de Bromeliaceae, é composta
por 44 géneros com aproximadamente 900 espécies (Gouda et al., 2023). Um clado
composto por Bromelioideae e Puyoideae foi proposto, sendo fortemente suportado
por evidéncias filogenéticas (Givnish et al., 2011). A reconstru¢do também confirmou

a monofilia de ambos 0s grupos, sugerindo uma origem comum clara dentro da familia
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Bromeliaceae. Entretanto, analises mais recentes utilizando métodos Bayesianos e
de Méaxima Verossimilhanca (ML), com base em sequéncias de DNA plastidial e
nuclear, indicam que a subfamilia Bromelioideae pode ndo ser monofilética, tornando
essencial incorporar diferentes informagbes em analises futuras utilizando métodos
diferentes para elucidar a questdo (Kessous et al., 2024).

A subfamilia é dividida em dois principais grupos: Bromelioideae sem tanque
e Core Bromelioideae (Schulte; Barfuss; Zizka, 2009). Bromelioideae sem tanque é
caracterizado por grupos basais com a auséncia de estruturas capazes de acumular
agua, que divergiram precocemente na evolucao da subfamilia e core Bromelioideae,
gue inclui espécies formadoras de tanques (Paule et al., 2020). Analises filogenéticas
recentes baseadas em dados nucleares e plastidiais, destacam um total de 26 clados
bem suportados, sendo considerados géneros polifiléticos Aechmea Ruiz & Pav.
Canistrum E.Morren, Hohenbergia Schultes & Schultes, Neoregelia L.B.Sm e
Quesnelia Gaudich (Bratzel et al., 2023).

A subfamilia Bromelioideae é morfologicamente e ecologicamente diversa,
ocupando diversos habitats, compreendendo formas de vida terrestres, litéfitas e
epifitas (Goetze et al. 2016). No Nordeste brasileiro, espécies de Bromelioideae como,
representantes do género Hohenbergia tém maior representacao por suas adaptacées
ao ambiente da Caatinga e Mata Atlantica (Oliveira, 2016; Cavalcante et al., 2022). As
plantas do género se destacam por variacdes e adaptacdes morfoldgicas resultantes
de pressdes ambientais, como a formacao de rosetas que formam funil profundo e
folhas longas em ambientes de Mata Atlantica, enquanto em ambientes mais secos
desenvolvem folhas mais curtas que formam rosetas estreitas (Cavalcante et al.
2018).

Dessa forma, as espécies de Bromelioideae sdo importantes na manutencao
da biodiversidade local, estabelecendo interacbes ecoldgicas com polinizadores,
morcegos, passaros e insetos, que garantem a polinizagdo cruzada de suas flores
(Piscina-Chalé et al., 2018). Na Caatinga, sdo espécies-chave para uma diversidade
de organismos através dos micro-habitats e recursos vitais, como agua e abrigo
(Oliveira; Almeida Neto et al., 2017).

2.2.1.1 Complexos especificos e Bromeliaceae

Um complexo especifico € definido como um agrupamento de espécies ou

subespécies que apresentam caracteristicas morfoldégicas semelhantes, possibilidade
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de hibridizac&o e proximidade molecular (Carvalho et al., 2001; Silva, 2024). Sdo um
grande desafio para a delimitacdo de espécies em diversos grupos vegetais, incluindo
as Bromeliaceae que se destacam pela diversidade de espécies, habitos variados e
multiplas relacbes ecoldgicas (Frankham et al., 2002; Oliveira, 2012).

A ocorréncia de complexos especificos é frequente na familia Bromeliaceae,
refletindo a diversificacdo morfologica e genética dentro dos géneros. Um exemplo é
o complexo Aechmea coelestis (K.Koch) E.Morren, no género Aechmea, que abrange
populacbes com variacdbes morfologicas sutis e diferencas genéticas pouco
expressivas, sugerindo processos em andamento de especiacao ou fluxo génico entre
as linhagens (Abondanza, 2012). De modo semelhante, o complexo Dyckia spectabliis
Mart. ex Schult.f. & Schult.f, reline espécies adaptadas a ambientes rochosos, cuja
distincdo com base apenas na morfologia é desafiadora (Oliveira, 2012, 2016).

Dentro do género Hohenbergia, a plasticidade morfologica favorece a formacéao
de complexos especificos, como o complexo H. catingae Ule., complexo H. ridleyi
(Baker) Mez e complexo H. capitata Schultes & Schultes (Gongalves-Oliveira,;
Wanderley, 2017; Jesus, 2018; Cavalcante et al., 2021). Hohenbergia ridleyi é a
principal espécie do complexo e é caracteristica da Floresta Atlantica, apresentando
uma distribuicdo longitudinal que se estende desde o Rio Grande do Norte, ao norte,
até Sao Paulo, ao sul. O complexo H. ridleyi inclui, além de H. ridleyi, as espécies H.
isepponae R.Oliveira & Wand. e H. ramageana Mez, que apresentam diferencas
morfologicas sutis, principalmente no padréo da inflorescéncia, na forma da espiga e
no tamanho das bracteas florais (Gongalves-Oliveira; Wanderley, 2017; Jesus, 2018).
Enquanto o complexo H. capitata, formado pelas espécies H. capitata Schultes &
Schultes, H. belemii Smith & Read e H. nidularioides BP Cavalcante, EH Souza, AP
Martinelli & Versieux, apresentam inflorescéncia capitulada, roseta crateriforme e
bracteas primarias suborbiculares basais (Cavalcante et al., 2021). Essas
semelhancas tornam a delimitacdo taxonémica das espécies desafiadora e podem
levar até mesmo a identificacdes erroneas (Goncalves-Oliveira; Wanderley, 2017).

Hohenbergia catingae € o taxon mais polimérfico do género, com ampla
distribuicdo geogréfica e variabilidade morfoldgica extrema, o que resulta na descrigéo
de diversas variedades como taxons infraespecificos distintos, refletindo os desafios
para a delimitacdo de espécies em complexos especificos (Baracho, 2005). O
complexo catingae € composto por grande diversidade morfologica sendo descritas

guatro variedades: H. catingae var. catingae Ule, H. catingae var. elongata M. B.
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Foster e H. catingae var. extensa L. B. Sm. & R. W. Read (Baracho, 2005; Siqueira-
Filho; Leme, 2006).

O complexo especifico H. catingae enfrenta desafios para a conservacdo
devido ao intenso processo de fragmentacdo de habitats, que atingem diversas
espécies da familia Bromeliaceae atualmente listadas no Livro Vermelho da Flora
Brasileira como ameacadas de extingdo (Siqueira-Filho; Leme., 2006; Ladino et al.,
2019). Nesse contexto, a falta de uma delimitagéo clara e da atribuicdo de nomes
taxon0micos precisos para as entidades dentro do complexo dificulta o
reconhecimento adequado das espécies, prejudicando a implementacdo de

estratégias de conservacao eficazes (Frankham; Briscoe; Ballou, 2002).
2.2.1.2 Hohenbergia catingae

O género Hohenbergia, pertencente a subfamilia Bromelioideae, foi descrito
por Schultes & Schultes f. em 1830, com base em caracteristicas morfolégicas
distintivas, como inflorescéncias vistosas e folhnas com margens espinhosas (Baracho,
2005). A filogenia do género tem sido investigada no contexto mais amplo da evolugao
e diversificacdo das Bromeliaceae, utilizando principalmente dados moleculares para
compreender suas relacdes evolutivas (Horres et al., 2007; Schulte; Barfuss; Zizka,
2009; Givnish, et al., 2011; Cruz, 2013; Oliveira, 2016).

As informacdes moleculares tém ajudado a esclarecer as relagdes evolutivas
dentro da subfamilia Bromelioideae e o posicionamento do género Hohenbergia.
Estudos filogenéticos recentes, como o de Bratzel et al. (2023), esclareceram que 0
género Hohenbergia é polifilético e esta estreitamente relacionado aos géneros
Canistrum e Aechmea, formando um clado designado como "grupo Hohenbergia".
Essa descoberta reforca a necessidade de revisdes taxondémicas para refletir melhor
a diversidade e as relacdes evolutivas desse grupo dentro das Bromelioideae.

Dentro do género Hohenbergia, uma das espécies mais representativas é H.
catingae Ule, nativa e endémica do Brasil, onde apresenta distribuicdo abrangente na
regido Nordeste, nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio
Grande do Norte e Sergipe, além de Minas Gerais no Sudeste (Forzza et al., 2014;
Goncalves-Oliveira; Martins; Wanderley, 2020). Classificada como uma erva de
substrato rupicola e terricola, H. catingae é encontrada em Areas Antropicas,
Caatinga, Floresta Estacional Decidual, Floresta Estacional Semidecidual, além de

Vegetacdo sobre Afloramentos Rochosos (Flora do Brasil, 2022). No Agreste
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Paraibano e Pernambucano, formam densos agrupamentos sobre lajedos graniticos,
assim como nos inselbergues dos Brejos de Altitude (Siqueira Filho e Leme, 2006;
Ferreira et al., 2015). Como observado na Figura 1, suas caracteristicas morfolégicas
incluem distribuicdo vegetativa por brotagdes basais curtas, roseta crateriforme, folhas
lineares com apices acuminados, inflorescéncia com 2 a 3 ramificacdes e revestida
por um indumento esbranquicado (Cavalcante et. al., 2022).

Devido a sua distribuicdo predominante no Dominio da Caatinga, a espécie
enfrenta importantes desafios relacionados a sua conservagdo. Atualmente, é
considerada como vulneravel a perda de habitat impactada pelo desmatamento,
expansao agricola, urbanizacéo e desertificacdo, que ameacam as areas de Caatinga
(Santana, 2018; Tavares; Arruda; Silva, 2019). Além disso, a coleta para fins
ornamentais também representa uma ameaca adicional a sua sobrevivéncia, o que
ressalta a necessidade de medidas de conservacdo que incluam a protecdo da
espécie e de seus habitats (Rocha, 2010; Da Silva et al., 2024).

2.2.1.3 Hohenbergia horrida

Hohenbergia horrida Harms € uma espécie de Bromeliaceae nativa e endémica
do Brasil, com ocorréncia confirmada nos estados de Paraiba e Pernambuco, dentro
do dominio fitogeografico da Caatinga (Baracho 2005, Goncalves-Oliveira; Martins;
Wanderley, 2020). H. horrida encontra-se em vegetacdes tipicas de Floresta
Estacional Semidecidual e sobre afloramentos rochosos, destacando-se nos
complexos montanhosos do Planalto da Borborema, como na Serra do Ororuba e
arredores de Brejo da Madre de Deus, em Pernambuco (Gongalves-Oliveira; Martins;
Wanderley, 2020). Apresenta habito terricola, formando rosetas tubulares que
contribuem para sua adaptacao as condicdes do semiarido brasileiro (Smith; Downs,
1979; Forzza et al. 2014).

A espécie apresenta caracteristicas morfologicas marcantes (Figura 1), como
folhas com margens serrilhadas e espinhos préoximos entre si, exibindo coloracdo
verde-avermelhada e textura marrom-lepidota na porgédo distal e a inflorescéncia
composta por espigas cilindricas ou piramidais, com flores sésseis, além de bracteas
primarias longas e mucronadas (Smith; Downs, 1979; Baracho, 2005; Forzza et al.
2014; Sousa; Wanderley, 2015; Tomaz; Versieux, 2019). H. horrida apresenta uma

relacdo morfolégica com H. catingae, distingue-se por suas folhas verde-
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avermelhadas, espinhos proximos, bracteas e pétalas mais curtas, sépalas menores

e mucros mais curtos (Tomaz; Versieux, 2019).

Figura 1 — Aspectos morfoldgicos e habitos de Hohenbergia catingae e H. horrida

Legenda: ABC - Hohenbergia catingae; DEF — H. horrida. AB - Morfologia tipica de H. catingae
(Fotografia: Andy Siekkinen; Lucas C. Marinho); C - Viséo geral da Inflorescéncia de H. catingae
(Fotografia: Lucas C. Marinho); DE - Morfologia tipica de H. horrida (Fotografia: Basilio Maciel); F -
Viséo geral da Inflorescéncia de H. horrida (Adaptado de Silva; Félix; Melo, 2015).

2.2.2 Delimitacéo de espécies e estudos moleculares em Hohenbergia

O conceito de espécie tem sido amplamente debatido ao longo da historia da
biologia, com diferentes abordagens propostas por diversos pesquisadores ao longo
dos anos. Tradicionalmente, o Conceito Biol6gico de Espécie (CBE), proposto por
Mayr (1982), define uma espécie como um grupo de organismos intercruzantes,
isolados reprodutivamente de outros grupos. Sites e Marshall (2004), por sua vez,
sugerem que as espécies podem ser compreendidas como segmentos de linhagens
evolutivas delimitadas no tempo e no espaco, refletindo a dindmica populacional e os
processos evolutivos que moldaram sua diversidade. Essa diversidade de conceitos
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reflete o papel central das espécies na medicao da biodiversidade e em diversas areas
da pesquisa biologica (Stuessy, 2009; Jackson et al., 2017).

A delimitagdo precisa de espécies é essencial para estudos na biologia
evolutiva, entretanto, o reconhecimento de espécies tem implicagbes diretas para a
conservacao da biodiversidade (Dufresnes et al., 2023; Wu et al., 2023). A auséncia
de reconhecimento taxon6mico dificulta a conservacdo, uma vez que as linhagens ndo
identificadas enfrentam maiores riscos de extingdo em comparagdo com 0s taxons
descritos (Liu et al., 2022). Diante dessa complexidade, a delimitacdo de espécies
torna-se uma atividade essencial para a conservacao da biodiversidade, pois permite
uma melhor compreensdo da diversidade biologica e auxilia na formulacdo de
estratégias de preservacao (Morrison et al., 2009).

Em alguns grupos, como as plantas, a morfologia pode ser muito diversa e
influenciada por fatores ambientais, fluxo génico e pela plasticidade fenotipica
intraespecifica, o que resulta em convergéncias ou divergéncias que nao refletem a
relacdo genética ou evolutiva entre os organismos (Rieseberg; Wood; Baack, 2006;
Rannala; Yang, 2020). As delimitacbes morfoldgicas sdo baseadas na identificacédo
de diferencas fixas entre espécies, no entanto, a deteccao dessas diferencas requer
um grande grupo amostral (Wiens; Servedio, 2000; Rannala; Yang, 2020). Por isso, a
pratica taxondmica na delimitacao de espécies tem sido direcionada para a integracao
de evidéncias genéticas, morfoldgicas e ecoldgicas, buscando critérios diagndsticos
mais precisos para identificar e delimitar espécies de forma confiavel (Dufresnes et
al., 2023).

A familia Bromeliaceae apresenta grande diversidade morfol6gica, o que torna
sua delimitacdo taxondmica um desafio (Monteiro et al., 2015). Diante dessa
complexidade, os estudos de genética de populacdes associados a marcadores
genéticos surgem como uma ferramenta essencial para compreender as relacées
filogenéticas e os padrbes evolutivos dentro dessa familia (Barcellos et al., 2023). A
diversidade genética, avaliada por diversos tipos de marcadores moleculares
derivados do DNA gendmico, de cloroplastos e de sequéncias mitocondriais, permite
identificar variagdes intra e interespecificas, fornecendo informacdes cruciais sobre o
fluxo génico, estruturagdo populacional, taxas de mutacéo, deriva genética possiveis
eventos de hibridizag&o (Oliveira, 2012; Hohenlohe et al., 2021).

Entre os marcadores moleculares disponiveis, 0os microssatélites ou SSRs

(Sequencias Simples Repetidas - Simple Sequence Repeats) tém ganhado destaque
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devido a sua alta taxa de polimorfismo, co-dominancia, ampla distribuicdo no genoma
e boa reprodutibilidade (Selkoe; Toonen, 2006). Esses marcadores sao
frequentemente usados em estudos de diversidade genética, estrutura populacional,
genética da conservagdo, além de auxiliar na delimitacdo de espécies e em
inferéncias filogeograficas (Avise, 2004; Santos, 2022; Domingos, 2022; Chaves,
2024). Embora ainda haja escassez de SSRs desenvolvidos especificamente para
muitas espécies de Bromeliaceae, estratégias como a transferéncia de primers entre
espécies proximas tém sido empregadas com relativo sucesso (Neri et al., 2015).
Como evidenciado na Tabela 1, estudos recentes tém empregado diversos
marcadores moleculares para investigar as relacfes evolutivas e a diversificacdo
dentro das subfamilias de Bromeliaceae, como Bromelioideae, Tillandsioideae e
Pitcairnioideae. Para Bromelioideae, foram utilizados marcadores plastidiais, como
matkK, rpsl6, trnL-trnF, rpl32-trnL e psbA-trnH, além de marcadores nucleares, como
rpb2, g3pdh, phyC e Leafy (Givnish et al., 2011; Evans et al., 2015; Aguirre-Santoro
et al., 2016; Maciel et al., 2018; Gomes-da-Silva et al., 2019; Kessous et al., 2024).
Adicionalmente, técnicas baseadas em polimorfismos, como Polimorfismo de
Comprimento de Fragmentos Amplificados - Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP), tém sido aplicadas para analisar a variabilidade genética
dentro do grupo (Cruz et al., 2017) Em Tillandsioideae, foram utilizados marcadores
plastidiais, como rps16, trnL, trnL-trnF, atpB-rbcL e matK (Barfuss et al., 2005). Ja em
Pitcairnioideae, os principais marcadores incluem matK, rps16, rsp16-trnK e trnS-ycf3,
abrangendo tanto DNA plastidial quanto nuclear (Gomes-da-Silva et al., 2019). Além
disso, metodologias genbmicas avancadas, como Angiosperms353, vém sendo
aplicadas para ampliar a resolucéo filogenética dentro do grupo (Bratzel et al., 2023).
Essas abordagens tém sido fundamentais para superar as limitacdes da morfologia

tradicional e para propor novas hipoteses sobre a evolucdo e a taxonomia da familia.
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Tabela 1 - Principais filogenias envolvendo as Bromeliaceae, marcadores usados e grupo alvo

Fonte dos
Artigo Marcador(s) Subfamilia Marcadores de
DNA usados
rpsle, trnL, trnL-trnF, atpB-rbcL, . - .-
Barfuss et al., 2005 theL+rbeL-aceD, matk-+rmK Tillandsioideae Plastidial
Givnish et al., 2007 ndhF Bromeliaceae Nuclear
Schulte; Barfuss; . .
Zizka, 2009 PRK, matK, trnL, trnL-trnF, atpB-rbcl Bromelioideae Plastidial
Givnish et al., 2011 matK, rps16, atpB-rbcl, psbA-tmH, Bromeliaceae Plastidial

Silvestro et al.,
2014

Evans et al., 2015

Aguirre-Santoro et
al. 2016

Cruz et al., 2017
Maciel et al., 2018

Gomes-da-Silva et
al., 2019

Bratzel et al., 2023

Kessous et al.,
2024

rpl32-trnL, trnL-trnF, trnL

atpB, rbcL, trnL-trnF, matK, phyC

matK, psbA-trnH e trnL-trnF

ETS, rpb2, g3pdh,
matkK, rps16-trnK, trnL-F

AFLP
matK, ETS e phyC

matK, rpL32-trnL, rpsl6,
rspl6- trnK, trnS-ycf3

Angiosperms353

gtl, ycfl, rpsl6-intron, rpsl6-trnkK,

rpl32, matK, nadH, petD, trnL-trnF,

rpoB, atpB-rbcL, psbA-trnH, trnC-
petN, Phyc, Prk, Leafy

Bromelioideae

Bromelioideae

Bromelioideae

Bromelioideae

Bromelioideae

Pitcairnioideae

Bromelioideae

Bromeliaceae

Nuclear/Plastidial

Plastidial

Nuclear/Plastidial

Nuclear

Nuclear/Plastidial

Nuclear/Plastidial

Nuclear/Plastidial

Nuclear/Plastidial

Estudos recentes da subfamilia Bromelioideae enfatizaram a relevancia de

abordagens combinadas para a delimitacdo de espécies. Em Aechmea Ruiz & Pav,

um dos géneros mais diversos da subfamilia, estudos utilizando sequenciamento de

DNA demonstraram que muitos grupos morfologicamente definidos séo, na verdade,

polifiléticos, indicando que caracteristicas semelhantes evoluiram independentemente

em diferentes linhagens (Bratzel et al., 2023). Enquanto Cryptanthus Otto & A. Dietr.,

uma combinacdo de dados moleculares e morfoldgicos possibilitou uma reviséo das

relacdes entre as espécies, destacando a necessidade de critérios diagndsticos mais

consistentes para sua delimitacdo (Cruz et al., 2017).

Andlises moleculares recentes aprimoraram a compreensdo da filogenia e

taxonomia do género Hohenbergia. Uma analise das relacdes filogenéticas dentro da
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Alianca Ronnbergia, que inclui espécies de Hohenbergia, com base em sequéncias
de DNA plastidial e nuclear, demonstrou que esse grupo é monofilético e bem
sustentado. Além disso, abrange espécies dos géneros Aechmea, Hohenbergia e
Ronnbergia (Aguirre-Santoro et al., 2016). Além disso, uma analise filogenética de
bromélias da Caatinga e da Mata Atlantica do nordeste brasileiro, incluindo espécies
de Hohenbergia, utilizando marcadores plastidiais e nucleares, esclareceu as relacbes
filogenéticas infragenéricas do género, correlacionando seus representantes aos
grupos de Bromelioideae (Oliveira, 2016). Desse modo, essas pesquisas destacam a
importancia de abordagens moleculares na elucidacéo das relacdes evolutivas e na

conservacao das espécies de Hohenbergia e dos demais géneros de Bromelioideae.



26

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo analisar a estrutura genética populacional
do complexo Hohenbergia catingae, visando compreender Seus processos
microevolutivos que moldam sua variacdo genética e sua possivel diferenciagcéo entre
linhagens.

3.2 Objetivos Especificos

e Analisar os niveis de fluxo génico histérico entre popula¢gdes de H. horrida e
H. catingae;

e Averiguar a diversidade genética dentro e entre populacbes do complexo
catingae;

e Correlacionar a estrutura genética e inferir quanto aos possiveis eventos de
especiacao;

e Quantificar a diversidade genética populacional, gerando informacao
relevante para estratégias de conservacao.
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RESUMO

A familia Bromeliaceae € uma das mais dominantes da Caatinga, desempenhando
um papel crucial na manutencdo da biodiversidade. Nesse sentido, estudos de
diversidade genética sdo fundamentais para elucidar os processos evolutivos e a
diferenciacdo entre espécies, como no complexo que envolve Hohenbergia horrida
Harms e H. catingae Ule, que prestam importantes servicos ecossistémicos na regiao.
Assim, este trabalho teve como principal objetivo testar a hipotese de que H. horrida
possui populacbes em processo de diferenciacdo e possivelmente de especiacao
dentro do complexo H. catingae. Para isso, foram utilizados quatro marcadores
microssatélites nucleares em amplificacdo heterdloga para a analise da diversidade
genética, empregando o software ARLEQUIN 3.5, e a estrutura genética foi avaliada
por meio do teste AMOVA e do agrupamento bayesiano no programa STRUCTURE
3.5. Foi revelada uma baixa diversidade genética pelos marcadores nucleares. A
analise bayesiana dos dados nucleares indicou fortemente a presenca de dois clusters
(K = 2), com pouca mistura entre os individuos. Consistente com essa descoberta, a
primeira AMOVA mostrou uma clara estruturagéo genética nas populacées, com uma
divisho em dois grupos principais e evidenciando diferenciagdo genética
principalmente entre individuos. Os resultados da segunda AMOVA, realizada para
testar a hipotese do presente estudo, sugerem que H. catingae e H. horrida
compartilham o mesmo pool génico e ndo exibem a estrutura genética esperada para
duas espécies distintas. Assim, apesar da identificagéo de dois grupos principais nas
analises bayesianas, a variacdo genética significativa ocorre predominantemente
dentro das populacdes, e ndo entre 0S grupos ou espécies.

Palavras-chave: Bromeliaceae, Estrutura Genética, SSR
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1. INTRODUCAO

Os complexos especificos representam um desafio taxondmico significativo,
pois sdo formados por entidades biologicas com caracteristicas morfologicas
semelhantes, bem como particularidades que dificultam a delimitacdo precisa das
espécies (Carstens et al.,, 2013). A complexidade da familia Bromeliaceae €
intensificada por frequentes radiagcbes adaptativas, incluindo hibridizagdo e
introgressao em populagdes isoladas, processos que moldam significativamente a
diversidade genética de suas espécies (Benzing, 2000; Seehausen, 2004; Hirsch,
2016). Dentro da familia Bromeliaceae, a subfamilia Bromelioideae passou por um
rapido processo de especiacdo impulsionado por diversificacdes e dispercdes a partir
da Floresta Atlantica para outras regides da América do Sul e Central (Schulte et al.,
2009; Sass; Specht, 2010). Esse processo resultou em adaptacées como o habito de
tanque e fotossintese CAM (Silvestro et al., 2014). Andlises filogenéticas indicam que
varios géneros dentro da subfamilia séo polifiléticos, sugerindo eventos complexos de
diversificacao (Bratzel et al., 2023).

O complexo H. catingae compreende espécies com pouca diferenca
morfolégica entre si, dificultando sua taxonomia e levantando questdes sobre 0s
processos evolutivos que moldaram sua diversidade (Baracho, 2004). Duas espécies
sdo destacadas dentro do complexo: H. horrida Harms por muito tempo foi
considerada como uma variedade de H. catingae Ule. (H. catingae var. horrida),
porém, foi elevada ao nivel taxondmico de espécie no inicio do século (Baracho,
2004). Embora seja uma espécie fortemente integrada ao complexo H. catingae, que
inclui as espécies: H. catingae var. catingae Ule, H. catingae var. elongata M. B.
Foster e H. catingae var. extensa L. B. Sm. & R. W. Read, devido as caracteristicas
fenotipicas compartilhadas. No entanto, a distincdo proposta por Harms (1935) de
tratar H. horrida como uma espécie separada de H. catingae continua amplamente
aceita e defendida (Baracho, 2004). Distinguindo-se de H. catingae principalmente por
apresentar folhas verde-avermelhadas com espinhos muito proximos entre si. Além
desse carater, possui uma inflorescéncia em forma de piramide, ereta, com bracteas
primarias alongadas que variam de 2 a 10 centimetros de comprimento (Silva; Felix;
Melo, 2015). No entanto, a diferenciacao genética entre essas espécies ainda nao foi
totalmente esclarecida, tornando necessario um estudo mais detalhado sobre sua

variabilidade genética e estrutura populacional.
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O género Hohenbergia, possui uma plasticidade morfologica que contribui para
a formacdo de complexos especificos, apresentando diversos grupos de espécies
morfologicamente préximas, como os complexos H. ridleyi (Baker) MEZ (Jesus, 2018),
H. capitata Schultes & Schultes (Cavalcante et al., 2022) e H. catingae. Estes
complexos evidenciam a necessidade de abordagens integrativas, combinando dados
morfolégicos e moleculares para a correta delimitacéo das espécies (Mason-Gamer &
Kellogg, 1996; Karanth, 2017). A filogeografia, neste sentido, compreende uma
ferramenta essencial para investigar a estrutura espacial das linhagens genéticas e
identificar possiveis processos de especiacdo (Avise, 2009; Hickerson et al., 2010).
Entre os marcadores moleculares amplamente utilizados nesses estudos, destacam-
se 0s microssatélites, como mais utilizados, permitindo uma compreenséo detalhada
do potencial adaptativo e evolutivo das espécies em diferentes regides, auxiliando na
elucidacdo de padrbes filogeograficos e evolutivos (Sunnucks, 2000; Medeiros;
Cardoso; Ferreira, 2006; Nassau, 2022).

A Caatinga, onde essas espécies estdo inseridas, € um dominio fitogeografico
caracterizado por florestas secas, alta temperatura e baixa umidade, apresentando
altos niveis de endemismo e biodiversidade adaptada a condicdes ambientais
extremas (Barbosa; Gomes Filho, 2022). A heterogeneidade desse bioma favorece
processos de adaptacdes ecoldgicas especificas, moldando a distribuicdo e
diferenciacdo das populacdes de diversas espécies vegetais (Aradjo et al., 2022).
Nesse contexto, a especiacdo na Caatinga é frequentemente impulsionada pelo
isolamento geografico e pelas condicbes ambientais extremas, que limitam o fluxo
génico entre populacdes. O isolamento genético pode levar a especiacao alopatrica,
na qual linhagens evoluem separadamente devido a barreira geografica (Goncalves-
Oliveira et al., 2017).

Portanto, o presente estudo objetiva testar a hipétese de que as populacdes de
H. horrida estdo em processo de diferenciagdo dentro do complexo H. catingae,
possivelmente seguindo um caminho de especiacéo. Além disso, busca quantificar a
diversidade genética populacional e gerar informacdes relevantes para estratégias de
conservagao, contribuindo para a compreensdao da evolugcdo e manutencdo da

biodiversidade na Caatinga.
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2. METODOLOGIA
2.1 Coleta de Material

Coletas foram realizadas em campo, onde amostras vegetais de 96 individuos
pertencentes a nove populagdes de H. horrida e H. catingae foram obtidas em
localidades distintas (Figura 1), conforme descrito na Tabela 1. Todo o material foi
armazenado em tampéao de Brometo de Cetiltrimetilaménio — Cetyltrimethylammonium
Bromide (CTAB) (Rogstad, 1992).

* Ocorréncia
S — ./ I Caatinga

Figura 1 - Mapa de coleta de amostras vegetais dos individuos de Hohenbergia horrida e H. catingae.
Elaborado no QGIS (Qgis Development Team, 2023).

2.2 Extracdo de DNA

Para o isolamento de DNA, foi empregado o protocolo CTAB conforme descrito por
Weising et al. (2005). ApGs a extragdo, o DNA foi submetido a um processo de limpeza
de polissacarideos, seguindo o método de Michaels et al. (1994), para garantir a

pureza e integridade do material genético obtido.
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2.3 Procedimentos Moleculares

Um conjunto de quatro marcadores nucleares (Acll, Ac25, Ac40 e Acb55),
desenvolvidos para Aechmea caudata Lindm. (Goetze et al., 2013). Cada ensaio
continha 1x Fermentas TAQ Buffer, 0,25 mM Fermentas MgCl2, 0,025 mM dNTPs
(Fermentas), 1 pMol de cada primer e DNA alvo na concentragéo de 1ng/ul. Para estes
primers, as amplificacdes foram feitas em termociclador TECHNEE®, aplicando o
programa de ciclagem Touchdown que constituiu em desnaturacao inicial de 3 min a
95 °C, seguido de 10 ciclos de 94 °C por 30 s, 58 °C diminuindo para 48 °C a 1 °C por
ciclo por 30 s, 72 ° C por 30 s, seguido por 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 48 °C por 30
S, 72 ° C por 30 s, seguido por uma extenséo final de 10 minutos a 72 ° C segundo o
disposto em Aoki-Gongalves et al. (2014). Os produtos da reacdo foram separados
por meio de eletroforese em gel de agarose 1,5%, as amostras coradas com GelRed®
e fotografadas com o auxilio de um transiluminador UV onde foram atribuidos valores
de tamanhos por comparacao com DNA de referéncia (DNA ladder 100pb). Por dltimo,
os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida 6% néo desnaturante, corados com nitrato de prata de acordo com
Creste et al. (2001) com algumas modificacbes, sendo o tampdo SB a solucéo de
eletrélito tampéo utilizada.

2.4 Anélises dos Dados Moleculares

As fotografias dos géis foram analisadas manualmente, onde foram atribuidos valores

de tamanhos por comparag¢do com DNA de referéncia (DNA ladder 100pb).

2.5 Andlises estatisticas

Uma matriz de dados brutos contendo as informacgdes alélicas de quatro loci nSSR

foi utilizada para a verificacdo da diversidade genética e estrutura populacional no
programa ARLEQUIN 3.5 (Excoffier; Lischer, 2010). No programa quantificamos
Heterozigosidade observada e esperada (He e Ho), analise molecular de variancia
(AMOVA) e valores de diferenciacdo genética calculando a diferenca genética
populacional (Fst) (Slatkin, 1995). A estrutura genética populacional foi determinada
por meio do método bayesiano de agrupamento implementado no programa
STRUCTURE. 3.5 (Pritchard et al., 2000). Por fim, também foi utilizado o programa
Arlequin 3.5 para estimar os valores de Fst par a par.
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Tabela 1 - Identificacdo e localizacdo das populacdes de H. catingae e H. horrida coletadas

Populacao Espécie Localizacao
C-FPL H. catingae Jaguarari - BA
H-HSR H. horrida Monteiro - PB
C-QUM H. catingae Queimadas — PB
C-MPT H. catingae Esperanca — PB
C-LGA H. catingae Lagoa dos Gatos — PE
C-ARB H. catingae Areia Branca — SE
C-PIR H. catingae Pirambu - SE
C-CAR H. catingae Caruaru - PE
H-HCET H. horrida Arcoverde - PE
C-SCRU H. catingae Caruaru - PE

3.RESULTADOS
3.1 Diversidade Genética

Ao todo, foram testados quatro conjuntos de oligonucleotideos iniciadores (primers)
de SSR, todos desenvolvidos originalmente para Aechmea caudata Lindm. (Goetze et
al.,, 2013), os quais demonstraram amplificacdo positiva e um alto grau de
polimorfismo tanto para individuos da populacdo de H. catingae quanto para H.
horrida.

Os quatro loci de microssatélites nucleares (nSSR) analisados revelaram um total
de 11 alelos distintos entre os 91 individuos estudados (Tabela 2). A variabilidade
genética foi observada em diferentes popula¢des, com o numero total de alelos por
locus variando entre 2 e 4, resultando em uma média de 2,125 alelos por locus. A
distribuicdo dos alelos entre as popula¢des mostrou uma variagao significativa, com a
média de alelos por populacéo variando de 1,750 (H-HSR, C-QUM, C-LGA, H-HCET)
a 3 (C-CAR). Aléem disso, a heterozigosidade observada (Ho) variou
consideravelmente entre as populacdes, com valores que oscilaram entre 0,200 (C-
LGA) e 0,619 (H-HSR). A heterozigosidade esperada (He), que reflete a diversidade
genética teodrica com base nas frequéncias alélicas, também apresentou variacao,
indo de 0,4444 (C-LGA) a 0,6111 (C-QUM).
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Tabela 2 - Diversidade genética em populacdes de H. catingae e H. horrida. revelada por quatro

marcadores nSSR.

Taxon Populacéo N A Ho He
H. horrida H-HCET 11 2.500 0.36364 0.46970
H. horrida H-HSR 14 1.750 0.61905 0.49206
H. catingae C-QUM 4 1.750 0.50000 0.61111
H. catingae C-MPT 12 2.250 0.54167 0.44565
H. catingae C-LGA 6 1.750 0.20000 0.44444
H. catingae C-ARB 13 2.250 0.39744 0.46756
H. catingae C-PIR 9 2.250 0.27778 0.44526
H. catingae C-CAR 18 3.000 0.50572 0.52066
H. catingae C-FPL 4 1.750 0.44444 0.50159
H. catingae C-SCRU 2 2.000 0.25000 0.58333

Legenda: N = nimero de individuos; A = nimero médio de alelos por locus; Ho = heterozigosidade
observada; He= heterozigosidade esperada;

3.3 Estrutura genética

Foram realizadas duas andlises de variancia molecular (AMOVA) neste estudo. A
primeira andlise utilizou os agrupamentos sugeridos pelo programa STRUCTURE. O
resultado da analise bayesiana do conjunto de dados nSSR indicou fortemente a
presenca de dois clusters (K = 2) (Figura 2), com pouca mistura entre os individuos
(Figura 3). O cluster 1 incluiu as populag¢des C-FPL, C-QUM, C-MPT, H-HSR, C-ARB,
C-PIR e C-CAR, enquanto o cluster 2 abrangeu as populacdes H-HCET, C-SCRU e
C-LGA. Esses dois clusters foram definidos como grupos para a primeira AMOVA
(Tabela 3). Os resultados, entretanto, ndo recuperaram as populacdes das espécies

como diferenciadas.
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Figura 2 - Magnitude de K de acordo com uma analise do STRUCTURE baseada em quatro
marcadores nSSR

Na andlise de variancia molecular, a maior propor¢do de variacdo genética, de
67,45%, foi encontrada dentro das populacdes (Fst = 0.32546). Enquanto, um
percentual consideravel de 19,35% da variacéao total foi atribuido a diferenciacéo entre
os dois grupos revelados pela estrutura (Fcr = 0.19352). Além disso, 13,19% da
variacao genética foi explicada pela diferenciacédo entre populacdes dentro de cada
grupo (Fsc = 0.16361).

Tabela 3 - Andlise de varidncia molecular (AMOVA) e graus de liberdade (df), de acordo com a anélise
do STRUCTURE para quatro marcadores nSSRs em populac¢des de H. catingae e H. horrida.

Fonte de Variacéo d.f. %Variacao Estatisticas F
Entre Grupos 1 19,35 Fcr=0.163616
Entre Populagdes 8 13,19 Fsc = 0.193521

Dentro de Grupos

Dentro de Populagdes 172 67,45 Fst = 0.32546!

Legenda: FcT = diferenciac&o entre grupos; Fsc = diferenciacéo entre populagées dentro dos grupos;
FST = diferenciacdo entre populac¢es; ! valores significativos com P< 0,0001.
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Figura 3 - Gréfico de barras de dois clusters (K = 2) de acordo com uma analise do STRUCTURE baseada em quatro marcadores nSSR: o cluster 1 € mostrado
em vermelho e o cluster 2 em azul.
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Na segunda anéalise de AMOVA (Tabela 4), foi usada a estrutura de dois clusters
para testar a hipotese de que as populacdes de H. horrida e H. catingae possam estar
em um processo de especiacdo. O grupo 1 incluiu as populagdes de H. catingae (C-
FPL, C-QUM, C-MPT, C-ARB, C-PIR, C-CAR, C-SCRU, C-LGA), enquanto o grupo 2
incluiu as populacdes de H. horrida (H-HCET e H-HSR). A maior parte da variacao
genética (82,54%) foi observada dentro das populacdes (Fst = 0.17461), enquanto
25,24% da variacao total foi atribuida a diferenciacdo entre populacbes dentro dos
clusters (Fsc = 0.23416). Em contrapartida, a variagdo entre 0s dois grupos
apresentou um percentual negativo de -7,78% (Fct = -0.07776). Adicionalmente, a
analise de Fst par a par, que representa uma analise mais detalhada, revelou
variagdes genéticas significativas entre algumas populacdes ndo observadas na

analise global (Tabela 5).

Tabela 4 - Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) e Graus de Liberdade (df) para testar a hipétese
de especiacéo em populacdes de Hohenbergia catingae e H. horrida usando quatro marcadores nSSR

Fonte de

Variacéo d.f. %Variacao Estatisticas F
Entre Grupos 1 -7,78 Fcr =-0.077762
Entre Populacdes 8 2524 Fsc = 0.234161

Dentro de Grupos

Dentro de 172 82,54 Fst=0.17461!
Populactes

Legenda: Fcr = diferenciacéo entre grupos; Fsc = diferenciacéo entre popula¢gbes dentro dos grupos;
Fst= diferenciagcéo entre populacdes; * valores significativos com P< 0,0001; 2 valores ndo

significativos com P<0.83773.
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Tabela 5 - Valores de Fst par a par em populag@es de H. catingae e H. horrida.

Pop.

C-
C-FLP C-QUM C-MPT C-ARB C-PIR C-CAR C-LGA H-HCET H-HSR SCRU

C-FPL

C-QUM 0,1842 -

C-MPT

C-ARB

C-PIR

C-CAR

C-LGA

0,2175* 0,1269 -

0,2415* 0,3151* 0,2982* -

0,1856* 0,2123 0,2131* 0,0596 -

0,2108* 0,0702 0,0763* 0,1115* 0,0922* -

0,4208* 0,4681 0,4442* 0,2735* 0,3447* 0,2483* -

H-HCET 0,3859* 0,3953 0,3723* 0,2451* 0,3107* 0,2101* 0,0315 -

H-HSR

C-
SCRU

0,2270* 0,2247* 0,0369 0,2757* 0,2014* 0,0844* 0,5241* 0,4889* -

0,1000 0,0740 0,1655 -0,0018 -0,0793 0,0103 0,1276 0,0848 0,2128 -

Legenda: * Significante p>0.001.

4. DISCUSSOES

4. 1 Diversidade genética no complexo H. catingae

A andlise da diversidade genética (Tabela 2) revelou uma variabilidade
consideravel entre as popula¢des estudadas, com uma varia¢do entre 0.20000 (C-
LGA) e 0.61905 (H-HSR). A heterozigosidade observada (Ho) inferior a esperada (He)
na maioria das populacdes sugere uma diversidade genética de moderada a baixa,
devido a possiveis fatores como endogamia e fluxo génico, que levam a reducéo da
diversidade genética (Goncalves-Oliveira et al., 2017). Além disso, a distribuicdo dos
alelos entre as populagdes mostrou variagdes significativas, com algumas populagdes
apresentando menor diversidade alélica, enquanto outras, como a populacdo C-CAR
(Caruaru), exibiram maior riqueza genética (Tabela 2). Essas diferencas podem ser
atribuidas a fatores como isolamento geografico, variagdo ambiental e dinamica
populacional, que influenciam diretamente a diversidade genética nas populactes
(Tumi et al., 2022). Esses fenbmenos sdo comuns em populacdes pequenas ou

isoladas, onde a deriva genética pode levar a perda de alelos e a fixacdo de outros,
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reduzindo a variabilidade genética ao longo do tempo (Cole, 2003; Bittencourt et al.,
2019).

Estes resultados s&o semelhantes aos observados anteriormente no género
Hohenbergia por Jesus (2018), que ao estudar espécies do género, encontrou
padrdes semelhantes de diversidade genética, com altos valores de heterozigosidade
esperada e baixos valores de heterozigosidade observada em algumas populacgées.
Esse padréo também foi reportado em estudos com outras espécies de bromélias
(Soares et al., 2018; Palma-Silva et al., 2011; Barbara et al., 2007, Brandédo, 2016),
reforcando a ideia de que trata-se de uma tendéncia comum na familia Bromeliaceae.

A diversidade genética em populacdes de Aechmea distichantha Lem. revelou
desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg, diminuindo um déficit de
heterozigotos, associado a processos como autofertilizacdo e endogamia biparental
(Godoy et al.,, 2023). Eventos como a adaptacdo a ambientes especificos e o
isolamento populacional podem influenciar os padrdes genéticos observados em
Bromeliaceae (Givnish et al.,, 2014). Assim, eventos como a autofertilizacéo
facultativa, cruzamentos entre individuos geneticamente relacionados e a
fragmentacdo de habitats podem contribuir para reduzir a diversidade genética em
populacdes de Bromeliaceae. Esses fatores sdo comuns em ambientes com baixa
densidade populacional, isolamento geografico ou limitacdo de polinizadores,

favorecendo o aumento de homozigotos e alterando a estrutura genética populacional.
4. 2 Estrutura Genética e Dinamica Populacional
4.2.1 Agrupamento Sugerido pelo STRUCTURE

A primeira AMOVA, baseada nos agrupamentos sugeridos pelo STRUCTURE,
revelou uma estruturacdo genética clara nas popula¢fes estudadas, com a divisdo em
dois grupos principais. Esse padrdo de estrutura genética, com uma proporcao
significativa da variagdo genética em 19,35% (Tabela 3), pode ser explicado pela
diferenciacdo entre os dois grupos, a qual sugere que o fluxo génico entre esses
clusters é limitado, possivelmente influenciados por fatores geograficos ou ecoldgicos.
Além disso, os resultados indicam o percentual de 13,19% para variagcdo genética
entre populacdes dentro de cada grupo (Fsc = 0.16361), demonstrando que, embora
haja uma estruturagcéo geral em dois grupos principais, ainda existem subestruturas

populacionais adicionais dentro de cada cluster. Entretanto, a maior proporcao
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(67,45%) foi encontrada dentro das populagdes (Fst = 0.32546), indicando que a maior
parte da diferenciacdo genética ocorre em nivel intrapopulacional. Esses resultados
séo consistentes com padrdes frequentemente observados em plantas, onde uma alta
proporcdo de variacdo genética € retida dentro das populagbes devido a mistura
genética local e ao fluxo génico reduzido entre populacdes geograficamente isoladas
(Bastias et al., 2020).

Esse resultado esta alinhado com estudos anteriores em Bromeliaceae, que
revelaram um fluxo génico reduzido entre populagcdes de Dyckia spectabilis Mart. ex
Schult.f. & Schult.f, atribuido a distribuicdo fragmentada dos habitats adequados
(Goncalves-Oliveira et al., 2017). Da mesma forma, foi evidenciado altos niveis de
diferenciacdo genética entre subpopulacées do complexo Cryptanthus zonatus (Vis.)
Vis, devido a presenca de barreiras geograficas historicas (Ferreira et al. 2021).
Enquanto que, com Aechmea distichantha, foi relevada uma alta estrutura genética
entre as populacdes, sugerindo fluxo génico restrito via sementes e pélen (Godoy et
al., 2023). Esses estudos destacam que fatores como a fragmentacéo de habitats, o
isolamento geografico e a limitada capacidade de dispersdo desempenham um papel
crucial na diversificacdo genética e na especiacao (Frankham et al., 2017). No caso
do complexo H. catingae, os padrbes de diferenciacdo genética podem estar
relacionados a fatores semelhantes, como barreiras geograficas, isolamento
reprodutivo e por adaptacdes locais, 0 que pode estar contribuindo para a
diferenciacao entre as populacgdes.

A maior propor¢cdo da variagdo genética (67,45%) ocorrendo em nivel
intrapopulacional (Tabela 3), compreende um padréo frequentemente observado em
estudos de genética de populacdes de plantas (Soares et al., 2018; Ribeiro et al.,
2013). Esse padrao pode ser explicado pela mistura genética local e pelo fluxo génico
reduzido entre populacdes geograficamente isoladas (Tumi et al., 2022). No entanto,
a presenca de uma variagdo significativa entre os dois grupos principais (Fcr =
0.19352), sugere que esses clusters representam agrupamentos genéticos distintos,
possivelmente influenciados por fatores geograficos ou ecolégicos. Essa
subestruturacdo populacional € comum em espécies com distribuicdo fragmentada,
como observado em outras Bromeliaceae como Vriesea botafogensis Mez (Carvalho,
2015) e Dyckia leptostachya Baker (Brandéo, 2016), onde a diferenciagdo genética

entre populacdes foi atribuida a diferencas na disperséo e ao isolamento geografico.
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Estudos em outras espécies de bromélias reforcam a importancia de fatores
geograficos e ecoldgicos na estruturacdo genética das populacdes. Na subfamilia
Tillandsioideae, foram identificados dois grupos genéticos moderadamente
diferenciados em Tillandsia landbeckii Phil no deserto de Atacama, atribuida a
limitacdo do fluxo génico entre as populacdes devido a distancia geogréafica e a
presenca de barreiras naturais, como vales costeiros transversais (Bastias et al.,
2020). Da mesma forma, em Vriesea scalaris E.Morren foi observada uma alta
diferenciacdo genética entre os quatro clusters identificados (Neri et al. 2021). A
diferenca nos padrdes de diversidade genética dessa espécie foi atribuida ao sistema
de reproducéao predominante de autofecundacao, que limita o fluxo génico e intensifica

a diferenciacao entre as populagdes (Neri et al., 2021).

4.2.2 Integridade especifica entre H. catingae e H. horrida

A segunda AMOVA (Tabela 4), realizada para testar a hipétese de especiacédo entre
H. catingae e H. horrida, ndo apoiou a ideia de que essas espécies estdo estruturadas
em grupos genéticos distintos, apresentando um percentual negativo de -7,78% (Fsc
= -0,07776), o que difere da morfologia observada (Baracho, 2004). Os resultados
apontam que h& pouca ou nenhuma diferenciacdo genética significativa entre os dois
grupos definidos. Por outro lado, a variacédo entre as populacdes dentro de cada grupo
€ significativa (25,24%). Esse resultado sugere que, apesar das espécies nao
apresentarem uma diferenciacdo clara entre si, existe uma consideravel variacao
genética em niveis locais.

A maior parte da variacao genética (82,54%) foi encontrada dentro das populacoes,
0 que indica que esta varia¢ao esta distribuida entre os individuos de cada populacao.
Esse resultado é consistente com estudos anteriores em Bromeliaceae que relataram
uma maior proporc¢ao da variacdo genética dentro das populagdes do que entre elas
(Lavor et al.,, 2013; Branddo et al., 2016). De forma semelhante, no complexo
Cryptanthus zonatus (Vis.) Vis. a maior parte da variagdo genética (72%) ocorreu
dentro das subpopulacdes, o que pode ser explicado pela reproducdo
predominantemente cruzada da espécie, favorecendo a alta diversidade genética
intrapopulacional (Ferreira et al., 2021). Da mesma maneira, Vriesea simplex (Vell.)
Beer apresentou 87,96% da variacdo genética dentro das populagdes, indicando que

0s padrdes genéticos dessa espeécie estdo fortemente influenciados por fatores



50

intrapopulacionais, como o fluxo génico local e a dispersdo de sementes limitada (Neri
et al., 2021). Esses resultados reforcam a tendéncia de alta variacdo intrapopulacional
observada em Bromeliaceae e sugerem que processos reprodutivos e ecoldgicos tém
um papel fundamental na estrutura genética dessas espécies.

Embora o Fcr tenha apresentado um valor negativo, os resultados de Fst par a par
representam uma andlise mais refinada, capaz de identificar variagcbes nao
observadas na analise global (Tabela 5), indicando que existe diferenciacédo genética
entre algumas populacdes. A maior diferenciacao foi observada entre as populagbes
de Lagoa dos Gatos (C-LGA) e Arcoverde (H-HCET), com um Fst de 0.52410,
apontando uma alta estruturacdo genética e isolamento genético significativo entre
essas populacbes. Além disso, a populacdo de Jaguarari (C-FPL) apresenta
diferenciacdo genética significativa em relagcéo as populacdes de Esperanca (C-MPT),
Areia Branca (C-ARB), Pirambu (C-PIR), Caruaru (C-CAR), Lagoa dos Gatos (C-
LGA), Arcoverde (H-HCET) e Monteiro (H-HSR), com variacédo de Fst entre 0.18563
e 0.42080 (p< 0,00001), o que indica uma clara estruturacao genética entre C-FPL e
as demais popula¢cées mencionadas devido ao baixo fluxo génico ou a diferencas
genéticas acumuladas ao longo do tempo.

Por outro lado, Pirambu (C-PIR) e Caruaru (C-SCRU) apresentaram o menor valor
de estruturagdo com Fst de -0,07937 (p > 0,0001), sugerindo auséncia de
diferenciacdo genética entre essas populacdes e um provavel fluxo génico continuo.
Da mesma forma, Caruaru (C-SCRU) e Queimadas (C-QUM) ndo apresentaram
diferenciacdo genética significativa em relacdo a maioria das outras populacdes
analisadas, o que reforca a hipotese de fluxo génico constante entre essas
populacdes.

A auséncia de diferenciacao genética significativa entre H. catingae e H. horrida
sugere um elevado fluxo génico entre as populacdes, levando a uma estrutura
genética compartilhada (Wendt et al., 2008). Resultados semelhantes foram
encontrados no complexo H. ridleyi Baker, sugerindo que a eficiéncia de polinizacéo
e a adaptacao local podem desempenhar um papel importante na manutencéo da
diversidade genética dentro das populac6es de Hohenbergia, mesmo na auséncia de
diferenciacdo genética significativa entre espécies (Jesus, 2018). A variacdo genética
significativa entre as populacdes dentro de cada grupo pode estar associada a fatores
ambientais especificos e a adaptacéo local, um fenbmeno comum em bromélias que

ocupam nichos ecolégicos diversos (Vailati et al., 2012). Tal variabilidade local pode



51

ser resultado de pressdes seletivas distintas em diferentes habitats, levando a
adaptacao das populacdes a condigcdes ambientais especificas. Esse padréo sugere
que, apesar das diferencas morfologicas observadas (Baracho, 2004), H. catingae e
H. horrida podem compartilhar um pool génico, o que pode ter implicagdes importantes

para a taxonomia e conservacao dessas espécies.

5. CONCLUSOES

O presente estudo fornece evidéncias sobre a estrutura genética e o fluxo genético
entre H. catingae e H. horrida, mostrando que ha baixa variacdo genética entre elas e
gue ambas compartilham o mesmo pool génico. Apesar da presenca de dois grupos
principais identificados nas analises bayesianas, a variacdo genética significativa
ocorre principalmente dentro das populacdes e ndo entre 0s grupos ou espécies, como
observado também em outras espécies de Bromeliaceae. Os resultados aqui
apresentados rejeitam a hipotese de que as populacdes de H. horrida Harms estéo
em processo de diferenciacao dentro do complexo H. catingae e em possivel processo
de especiacdo, sugerindo que cada morfotipo compreende a uma Unica entidade

bioldgica do ponto de vista genético, devendo receber esfor¢os para sua conservacgao.
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