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RESUMO

Avaliar a diversidade e estrutura genética de populacbes espacialmente
isoladas possibilita ampliar o entendimento acerca dos padrbes de distribuicdo das
espécies bem como auxiliar em acfes de manejo para conservacao dos ambientes
naturais. A familia Bromeliaceae é evolutivamente reconhecida pela grande diversidade
morfologica e radiacdo adaptativa, com diversificagdo na Floresta Atlantica do leste
brasileiro. Nessa regido Hohenbergia ridleyi (Baker) apresenta distribuicdo longitudinal,
sendo tratada no presente trabalho como um complexo especifico, incluindo H.
ramageana e H. isepponae, as quais sao simpatricas em sua regiao tipo no estado de
Pernambuco, ocorrendo tanto em Floresta Atlantica costeira como em brejos de altitude,
como também as espécies H. edmundoi e H. salzmanii que sdo comumente confundidas
como pertencentes ao grupo. Esse trabalho teve como objetivos: (i) realizar a
caracterizacdo da diversidade genética de espécies de Hohenbergia que pertencem ao
complexo ridleyi, (ii) identificar os possiveis efeitos dos principais eventos evolutivos que
moldaram os membros do complexo, através do acesso a estrutura genética, (iii) testar a
coesdo de espécies dentro do complexo ridleyi através da analise das diferencas
genéticas entre os especimes identificados como H. edmundoi, H. ramageana, H. ridleyi
e H. salzmanii, tendo como hipbétese que o0s espécimes compreendem uma Unica
espécie. Para tal, foram aplicados dez marcadores microssatélites, sendo sete nucleares
(Acll, Ac25, Ac40, Ac50, Acom12.12, Acom64.22 e Acom71.3) e trés cloroplastidiais
(N10, N15, N16), em um total de 181 individuos pertencentes a 16 populacdes do
complexo. As populacbes apresentaram baixa diversidade genética, os valores de
heterozigosidade observada foram menores que os da heterozigosidade esperada.
Foram obtidos 45 haplétipos com mais da metade sendo considerados privados,
distribuidos em 12 das 16 populacées. Os valores do teste de AMOVA indicam uma
maior diferenciacdo genética dentro das populagbes (84.82%), revelando que as
populacdes sdo mais similares entre si (3,29%), informacé&o confirmada pelo baixo valor
obtido do Fst (0.1518). Os resultados obtidos sugerem um fluxo génico efetivo devido a
polinizacdo entre as populagdes do complexo, as quais apresentam uma estruturagao
genética distribuida em quatro clusters (K=4), com agrupamento por tipo da floresta.
Essa é a primeira evidéncia de alta mistura em Hohenbergia, o que justifica a dificuldade

em



delimitar espécies dentro do grupo. Neste caso, as espécies H. edmundoi, H.
ramageana, H. ridleyi e H. salzmanii correspondem a uma Unica entidade bioldgica,
com grandes diferencas morfologicas. Portanto, tratamentos taxondmicos
morfolégicos devem ser suportados, com a definicdo de novos nomes, para evitar a
extingdo formal devido a sinonimizacdo de diferentes morfotipos. Assim, cada

morfotipo pode ser considerado para conservagao.

Palavras-chave: SSR. Floresta Atlantica. Bromélias. Diversidade genética.



ABSTRACT

Assessing the diversity and genetic structure of spatially isolated populations
turns it possible to broaden the understanding of patterns of distribution of species as
well as assisting in conservation management actions of natural environments. The
Bromeliaceae family is evolutionarily recognized by its large morphologic diversity and
adaptive radiation, with diversification in West Atlantic Forest. In this region Hohenbergia
ridleyi (Baker) presents longitudinal distribution and in the present work, it is treated as a
specific complex, including H. ramageana and H. isepponae, which are sympatric in their
type region in the state of Pernambuco, occurring both in coastal Atlantic Forest as in
“Brejos de Altitude”, as well as the species H. edmundoi and H. salzmanii that are
commonly confused as belonging to the group. This work had as objective: (i)
characterize the genetic diversity of Hohenbergia species that belongs to the ridleyi
complex, (ii) identify possible effects from major evolutionary events that shaped
members of this complex by accessing the genetic structure, (iii) test the species
cohesion within the ridleyi complex by analyzing the genetic differences between the
specimens identified as H. edmundoi, H. ramageana, H. ridleyi and H. salzmanii,
addressing the hypothesis that each of them comprises a single species entity. For this,
ten microsatellite markers were applied in 16 populations of the complex, being seven
nuclear (Acll, Ac25, Ac40, Ac50, Acom12.12, Acom64.22 e Acom71.3) and three
chloroplastids (N10, N15, N16). The populations showed high observed heterozygosity
values and half of the populations presented higher levels of observed heterozygosity
than expected. The AMOVA test values indicate a greater genetic differentiation within
the populations (84.82%), revealing that the populations are more similar to each other
(3,29%), information confirmed by the low value obtained from Fst (0.1518). The results
obtained suggest an effective gene flow due to pollination among the complex
populations, which present a genetic structuring distributed in four clusters (K = 4), with
grouping by forest type. That is the first evidence of high mix in Hohenbergia, which
justifies a difficult in delimiting the species within the group. In this case, the species H.
edmundoi, H. ramageana, H. ridleyi and H. salzmanii correspond to a single biological
entity, with great morphological differences. Therefore, morphological taxonomic

treatments must be supported, with the definition



of new names, to avoid formal extinction due to the synonymizing of different

morphotypes. Thus, each morphotype can be considered for conservation.

Keywords: SSR. Atlantic Forest. Bromeliads. Genetic diversity.
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1 INTRODUGCAO

A estrutura genética das populacdes é moldada por diversos fatores evolutivos,
como deriva genética, selecdo natural e fluxo génico, os quais estdo diretamente
relacionados a historia de vida da espécie, bem como sua variabilidade genética e
estabilidade (HEUERTZ et al., 2003; LEMES et al., 2007). A familia Bromeliaceae
destaca-se por apresentar rapida evolucdo e radiacdo adaptativa, assim como uma
extensa diversificacdo morfoldgica, principalmente na subfamilia Bromelioideae, sendo
considerado um bom modelo para estudos evolutivos (GIVNISH et al., 2011). Apesar de
inumeros estudos avaliarem a estrutura genética populacional das bromélias, pouco se
sabe sobre as espécies do género Hohenbergia, o qual figura entre os géneros da
familia com maior nimero de incertezas taxonémicas (BARACHO, 2005; SIQUEIRA-
FILHO; LEME, 2006). Avaliar a estrutura genética de populacbes espacialmente
isoladas nos permite entender melhor o padrdo de distribuicdo das espécies e 0s
processos microevolutivos que moldam essas populagdes, auxiliando em acdes de
manejo e conservacao (AVISE, 2000).

Hohenbergia apresenta grande distribuicdo na Regido Nordeste do Brasil, em
especial no que se refere a Floresta Atlantica e Cadeia do Espinhaco (MARTINELLI et
al.,, 2008; VERSIEUX et al.,, 2008). Devido a plasticidade morfolégica o género
Hohenbergia apresenta alguns complexos especificos, como o complexo ridleyi. Esse
complexo é constituido pelas espécies H. isepponae, H. ramageana e H. ridleyi que
apresentam poucas diferencas morfologicas entre si, como por exemplo, o padrdo da
inflorescéncia, a forma da espiga e o tamanho das bracteas florais (SIQUEIRA-FILHO;
LEME, 2006; GONCALVES-OLIVEIRA; WANDERLEY, 2017). Além dessas, duas outras
espécies sdo comumente confundidas com H. ridleyi, que sdo: H. salzmanii e H.
edmundoi (GONCALVES-OLIVEIRA, pers. com.). Em vista disso, existe uma grande
dificuldade na diferenciacdo das espécies, as quais sao tratadas por diferentes autores
tanto como uma Unica espécie (BARACHO, 2005; GONGALVES-OLIVEIRA;
WANDERLEY, 2017), como espécies separadas (SIQUEIRA-FILHO, LEME, 2006).

O complexo ridleyi tem distribuicdo longitudinal na Floresta Atlantica, ocorrendo
do estado do Rio Grande do Norte até o estado de S&o Paulo, apresentando dois
grandes centros com maior densidade populacional, um entre os estados de
Pernambuco, Paraiba e Alagoas e outro no Sul da Bahia (FLORA DO BRASIL, 2020). A

coocorréncia de populacdes com morfologia H. ridleyi e H. ramageana se da na
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regido tipo das espécies, no estado de Pernambuco. Ainda nesta regido, os citados
taxons ocorrem tanto em brejos de altitude quanto na Floresta Atlantica costeira
(SIQUEIRA-FILHO; LEME, 2006).

Varias ferramentas moleculares vém sendo aplicadas para caracterizar a
diversidade e a estrutura genética de populacdes, auxiliando também na resolugéo
de incertezas taxondmicas de espécies e de complexos especificos (e.g. Olea
europaea, BESNARD et al., 2007; Vellozia hirsuta, BARBOSA et al., 2012,
Kielmeyera coriacea, CADDAH et al.,, 2013). Uma ferramenta molecular bastante
utilizada pelos geneticistas populacionais envolvem os marcadores microssatélites,
gue compreendem sequéncias de DNA repetidas em tandem e dispersas no
genoma. Em eucariotos, estdo presentes no ndcleo, no cloroplasto (em plantas) e na
mitocondria (ELLEGREN, 2004; AGARWAL et al, 2008). Os marcadores
microssatélites nucleares apresentam natureza codominante, heranca mendeliana e
um alto grau de polimorfismo. Portanto, tais marcadores podem ser utilizados para
avaliar a estrutura genética de populacbes e na comparacdo entre espécies
relacionadas (NYBOM; WEISING; ROTTER, 2014). Os marcadores plastidiais s&o
haploides, apresentam heranca uniparental e geralmente heranca maternal em
angiospermas, podendo ser utilizados para avaliar a variabilidade dentro e entre
populacdes (TABERLET et al., 1991; OLMSTEAD; PALMER, 1994).

O procedimento mais comumente utilizado para a identificacdo desses
marcadores € a amplificacdo heterdloga de microssatélites. Este procedimento faz uso
de marcadores desenvolvidos para outras espécies proximas, sendo testados em uma
amostra piloto da espécie alvo (ZUCCHI et al., 2004; LAVOR et al., 2013; GONCALVES
et al., 2016; ZANELLA et al., 2016). Trata-se de um procedimento que reduz 0s custos
para a caracterizacdo molecular de popula¢gbes naturais, uma vez que nem sempre ha
necessidade do desenvolvimento de marcadores espécie-especificos. O presente
trabalho fez uso desta estratégia para: (i) realizar a caracterizacdo da diversidade
genética de espécies de Hohenbergia que pertencem ao complexo ridleyi,

(i) identificar os possiveis efeitos dos principais eventos evolutivos que moldaram os
membros do complexo, através do acesso a estrutura genética, (iii) testar a coesdo de
espécies dentro do complexo ridleyi através da analise das diferengcas genéticas entre
os espécimes identificados como H. edmundoi, H. ramageana, H. ridleyi e H. salzmanii,

tendo como hipotese que os espécimes compreendem uma Unica espécie.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Analisar a estrutura genética populacional do complexo H. ridleyi em populacdes
de remanescentes de Floresta Atlantica no Nordeste Brasileiro.

1.1.2 Objetivos Especificos

Identificar através da amplificacdo heteréloga marcadores moleculares nucleares
e cloroplastidiais polimdérficos em H. ridleyi

Analisar as vias de fluxo génico historico entre populacdes da Floresta Atlantica
costeira e brejos de altitude com base nos marcadores moleculares nucleares
(nuSSR) e cloroplastidiais (cpSSR).

Verificar os niveis de diferenciacdo genética entre as populacdes através de
analises estatisticas para identificacdo de populacdes em divergéncia no
complexo H. ridleyi.

Correlacionar os dados genéticos com a distribuicdo geografica.

Identificar hotspots de biodiversidade, servindo de parametro para o
estabelecimento de projetos de conservacédo da flora nativa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DA FAMILIA BROMELIACEAE

A familia Bromeliaceae apresenta 76 géneros e aproximadamente 3.652
espécies (GOUDA; BUTCHER, cont. upd.), podendo compreender individuos com
habito terricola, epifito ou saxicola (SMITH; DOWNS, 1974, 1977, 1979). Estudos
filogenéticos estimam que o surgimento da familia tenha ocorrido no Escudo das
Guianas ha cerca de 100 milhdes de anos, com divergéncia das espécies em um
periodo relativamente curto, de 15 a 10 milhdes de anos (GIVNISH et al., 2011).

A grande maioria das Bromeliaceae é encontrada na regido neotropical, sendo
gue apenas a espécie Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbr. ocorre na
Africa, tratando-se de um provavel evento recente de disperséo de longa distancia
(CHRISTENHUSZ; CHASE, 2013; PALMA-SILVA; FAY, 2015). Véarios sao o0s
centros de diversidade da familia, sendo que os Andes, o Escudo das Guianas e a
Floresta Atlantica brasileira merecem destaque por sua maior diversidade (SMITH;
DOWNS, 1974, 1977, 1979; GIVNISH et al., 2011).

Bromeliaceae é formalmente dividida em trés subfamilias (Bromelioideae,
Pitcairnioideae e Tillandsioideae), essa classificacdo é fundamentada em caracteres
morfolégicos como flores, frutos e sementes (HARMS, 1930; SMITH; DOWNS,
1974,1977, 1979; SMITH; TILL, 1998). Posteriormente, como resultado de filogenias
moleculares a partir do gene ndhF e oito locus cloroplastidiais, estabeleceu-se uma
nova divisdo para Bromeliaceae em 8 subfamilias: Brocchinioideae, Lindmanioideae,
Hechtioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae, Tillandsioideae e
Bromelioideae (Figura 1) (GIVNISH et al., 2007, 2011).
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*Denota ramos com

50-80% de suporte, os
demais ramos possuem
=80% de suporte.

Tillandsiowdeae

Hechtia

Navia, Cottendorfia, etc.

Bromelio«deae

Pitcairnicideae

Figura 1- Distribuicdo filogenética das subfamilias de Bromeliaceae de acordo com classificacdo
realizada por Givnish et al. (2007).

Estudos filogenéticos apontam um grande suporte estatistico para o monofiletismo
de Bromelioideae e de Tillandsioideae, enquanto que o grupo das Pitcairnioideae é
indicado como parafilético (TERRY et al., 1997; HORRES et al., 2000, 2007; CRAYN et
al., 2004; BARFUSS et al., 2005; SCHULTE; BARFUSS; ZIZKA, 2009).

Andlises filogenéticas sugerem o monofiletismo da subfamilia Bromelioideae,
tendo como grupo irmao a subfamilia Puyoideae (SCHULTE; BARFUSS; ZIZKA,
2009; JABAILY; SYTSMA, 2010; GIVNISH et al.,, 2011; SILVESTRO; ZIZKA,
SCHULTE, 2014). Estudos filogenéticos moleculares posicionam o ancestral comum
de Puya e das Bromelioideae ha cerca de 13,4 Ma atras na regido dos Andes.
Propde-se que o ancestral de Puya divergiu das bromelidides ancestrais ha
aproximadamente 10,1 Ma. (GIVNISH et al., 2011).

A classificacdo genérica e subgenérica da subfamilia Bromelioideae é altamente
problematica, possuindo grande necessidade de revisdo, principalmente devido a
constantes homoplasias encontradas nos caracteres morfolégicos que impedem a
separacao e a definicdo das relacdes entre os grupos (DE FARIA et al., 2004;
SCHULTE; BARFUSS; ZIZKA, 2009; SASS; SPECHT, 2010).
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Na tentativa de um maior entendimento da filogenia da subfamilia Bromelioideae,
esta foi dividida em dois grandes clados: “Core Bromelioideae” e os géneros
parafiléticos com as primeiras linhagens que divergiram na histdria evolutiva
(SCHULTE; BARFUSS; ZIZKA, 2009; SASS; SPECHT, 2010). O clado Core
Bromelioideae representado pela linhagem mais recente (cerca de 5 Ma.) é
composto por espeécies epifitas que formam tanques, enquanto o clado
correspondente as linhagens irmds inclui os géneros Fascicularia, Bromelia,
Acanthostachys e Ananas, que sdo geralmente espécies sem tanque, terricolas ou
litéfitas (GIVNISH et al., 2007; SASS; SPECHT, 2010). Porém essa delimitacdo se
mostrou altamente problematica e com constantes modificacbes taxondmicas nas
Gltimas décadas, principalmente em relagdo as Core Bromelioideae (SILVESTRO;
ZIZKA; SCHULTE, 2014; AGUIRRE-SANTORO, 2017).

Estudos filogenéticos apontam para uma semelhanca na distribuicdo geografica
de espécies estreitamente relacionadas de acordo com os caracteres morfoldgicos,
com coocorréncia em nivel de pais ou estado (SASS; SPECHT, 2010). A filogenia
em pequenas linhagens das Core Bromelioideae esta sendo estudada para facilitar a
compreensao do grupo (SASS; SPECHT, 2010; HELLER et al., 2015; AGUIRRE-
SANTORO et al., 2016, 2017).

A reconstrucédo filogenética mais recente para o0 grupo gerou uma nova classificacdo
suprataxondmica, denominada “Alianga Ronnbergia”, que compreende algumas
espécies dos géneros Aechmea, Hohenbergia e Ronnbergia que apareceram como
polifiléticas (AGUIRRE-SANTORO et al.,, 2016). Nessa reconstrucdo as espécies
pertencentes a Hohenbergia subg. Wittmackiopsis formam agora o género Wittmackia,
juntamente com espécies de Aechmea e Ronnbergia que sdo endémicas da Mata
Atlantica central do sudeste do Brasil (AGUIRRE-SANTORO, 2017).

2.1.1 Caracterizagcédo da familia Bromeliaceae

Bromeliaceae € a segunda familia mais representativa das florestas tropicais
por possuir inumeras espécies epifitas (GENTRY; DODSON, 1987; BENZING,
2000). A familia é um exemplo de radiacdo adaptativa, com o surgimento de
diversas adaptacdes dentro do clado, o que possibilitou a colonizacdo de muitos
habitats nas florestas tropicais, indo de espacos umidos a secos (BENZING, 2000;
LUTHER; NORTON, 2008; GIVNISH et al., 2011). Por esse motivo, as bromélias sao
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consideradas bons modelos para a compreensdo de como 0s processos historicos e
ecoldgicos influenciam a macro e a microevolugdo (HUGHES et al., 2013; GIVNISH
et al., 2014; PALMA-SILVA et al., 2016).

As principais caracteristicas que favoreceram a diversificacdo em Bromeliaceae
sdo: (1) corpo herbaceo pequeno, (2) hébito rizomatoso, (3) propensdo para
heterocronia / heterofilia, (4) desenvolvimento de tanques (Fitotelma), (5) tricomas
foliares capazes de substituir raizes absorventes e fornecer servigos adicionais (por
exemplo, reflectancia de luz), (6) propensdo para CAM, suculéncia e outras
caracteristicas xeromorficas (BENZING, 2000). Adicionalmente, merece destaque a
variedade de sindromes de polinizacao e dispersdo de sementes que favorecem a
conquista de diversos ambientes (VAN DER PIJL, 1982).

As principais caracteristicas anatdmicas encontradas nas Bromeliaceae sao: tecidos
de armazenamento de agua no mesofilo e tricomas foliares especializados que séo
capazes de capturar agua do meio ambiente, podendo suprir a absorcdo de agua pelas
raizes (PITA; MENEZES, 2002; CRAYN et al.,, 2004; GIVNISH et al., 2007, 2011,
SCHULTE; BARFUSS; ZIZKA, 2009). Além disso, as bromeliaceas apresentam folhas
com filotaxia rosetada que se sobrepdem na base e formam um “tanque” (Fitotelma),
onde ocorre o acumulo de dgua da chuva e a retencdo de material organico, permitindo
a associacdo de diversos animais, como por exemplo, anfibios, insetos e larvas
(subfamilia Bromelioideae) (BENZING, 2000; VERSIEUX et al., 2008).

Aproximadamente 43% das espécies empregam via fotossintética CAM e 57%
C3, existindo uma correlacédo entre a frequéncia da via e a elevacao da altitude. A
maioria das espécies com via C3 apresenta também a maior riqueza e diversidade
especifica, sendo encontradas em altitudes médias (500-1.500 m) (CRAYN et al.,
2015). Isso se deve ao fato de que as altitudes mais e menos elevadas sdo como
fronteiras ambientais, onde estdo presentes maiores dificuldades para sobrevivéncia
das plantas, como € o caso dos ambientes xéricos em baixas altitudes onde plantas
com via fotossintética CAM apresentam melhor aptiddo (COLWELL; HURTT, 1994;
JABAILY; SYSTMA, 2012).

A maioria das bromélias apresenta uma relativa conservacdo para o numero
basico de cromossomos (n=25) e diploidia (2n=50), seguido de 2n=48, principalmente
na subfamilia Tillandsioideae (MARCHANT, 1967; GITAI et al., 2005, 2014).
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Espécies de alguns géneros de Bromeliaceae fogem do padréo estabelecido para
a maioria (2n = 50), devido a eventos de poliploidizacédo (2n = 100; 150), como nas
subfamilias Bromelioideae (principalmente em espécies que divergiram precocemente),
Pitcairnioideae e Tillandsioideae (COTIAS-DE-OLIVEIRA et al., 2000; GITAI et al., 2005;
2014; LOUZADA et al., 2010). Em alguns grupos sao observados eventos de disploidia,
como para Cryptanthus Otto & A. Dietr. com presen¢a de 2n = 32, 34 e 36 e para a
subfamilia Tillandsioideae (especialmente em Tillandsia) com 2n
=48 e namero de hapléides n = 18, 20, 21 e 22 (RAMIREZ-MORILLO; BROWN,
2001; BELLINTANI et al., 2005; GITAI et al., 2014; NUNES; CLARINDO, 2014). Ha
alguns poucos relatos de mixoploidia registrada para trés espécies do género
Pitcairnia [P. flammea (2n = 50/2n = 100), P. sceptrigera (2n = 50/2n = 100) e P.
breedlovei (2n = 48/2n = 94)] (GITAI et al., 2014).

Eventos de poliploidizagdo consistem na duplicacdo total do genoma e estao
entre as causas mais comuns de variacdo nos cariotipos de plantas (GUERRA,
2008; HESLOP-HARRISON; SCHWARZACHER, 2011). Avaliando a ocorréncia de
poliploidia em comparagao com a filogenia do grupo, notou-se que em Bromeliaceae
esse evento ocorreu diversas vezes de forma independente, principalmente em
grupos de Bromelioideae que tiveram divergéncia precoce, de forma que € possivel
sugerir que a idade filogenética e o habitat, aliados a hibridizacao, podem ser fatores
determinantes para a duplicacdo dos genomas (GITAI et al., 2014).

Com relacdo a diploidizacdo, o evento pode indicar um processo evolutivo
importante em Bromeliaceae, mas precisam ser realizados estudos mais especificos
gue possibilitem o rastreamento de rearranjos particulares de cromossomos para um
maior suporte dessa hipdtese (GITAI et al., 2014). Por sua vez, 0S poucos eventos
de mixoploidia, foram associados as condicdes especificas de crescimento da planta
sob o cultivo ex situ (BAROW; MEISTER, 2003; GITAI et al., 2014).

A caracterizacao citogenética nesse grupo é bastante dificil devido a presenca
de um grande numero de cromossomos de tamanho reduzido e a grande
semelhanca morfolégica entre os mesmos, tratando-se de uma possivel fonte de
discrepancias entre resultados de diferentes estudos (COTIAS-DE-OLIVEIRA et al.,
2000; PALMA-SILVA et al., 2004; GITAI et al., 2005, 2014; CEITA et al., 2008).

2.1.2 Reproducéo em Bromeliaceae
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A familia Bromeliaceae utiliza duas principais estratégias de propagacao: via
reproducdo clonal ou via reproducdo sexuada, através da autofecundacédo e/ou
fecundacdo cruzada (BENZING, 2000; IZQUIERDO; PINERO, 2000; SGORBATI et
al., 2004; PAGGI et al., 2007; PALMA-SILVA et al., 2008; MATALLANA et al., 2010;
HMELJEVSKI et al., 2015; LOH et al., 2015).

A propagacéo clonal tem grande influéncia no fluxo génico, no estabelecimento
de novas populacfes e na sua dinamica, bem como na sua diversidade e estrutura
genética (STEBBINS, 1957; MCCLINTOCK; WATERWAY, 1993; BENGTSSON,
2003; HMELJEVSKI et al., 2015). Estudos com populacbes assexuadas de
Bromeliaceae apontam para altos niveis de diversidade genética (CAVALLARI et al.,
2006; BARBARA et al., 2009; LOH et al., 2015) em que o recrutamento de plantas
continuo é o principal colaborador (LOH et al., 2015).

A propagacado clonal é uma estratégia fundamental para a manutencéo de
espécimes em campo e reducdo da probabilidade de extingdo local (PLEASANTS,;
WENDEL, 1989; BENGTSSON, 2003). Populacbes assexuadas pequenas com
presenca de clones heterozigotos e com distribuicdo restrita podem manter a
diversidade genética por mais tempo do que populacbes sexuadas (PLEASANTS;
WENDEL, 1989; BALLOUX et al., 2003; LOH et al., 2015).

Através de uma revisdo com dados de 248 estudos relacionados a diversidade
genotipica de plantas clonais, chegou-se a conclusdo de que: (1) a frequéncia de
clonagem aumenta com a idade da populacéo, indicando que a reproducao clonal é
limitada por distarbios; (2) a reproducao clonal é limitada pela dispersao; (3) os
clones sdo mais frequentes em populacbes de espécies raras ou ameacadas de
extincdo; (4) as populacdes de plantas alienigenas tém frequéncias mais altas de
clonagem; e (5) os clones sdo mais frequentes nas bordas da distribuicdo das
espécies (SILVERTOWN, 2008).

Em relacdo ao sistema reprodutivo, aproximadamente 75% das espécies de
Bromeliaceae sdo autocompativeis, sendo que apenas as subfamilias Bromelioideae
e Tillandsioideae apresentam maior quantidade de espécies auto incompativeis
(CANELA; SAZIMA, 2003, 2008; HIETZ et al., 2006; VOSGUERITCHIAN; BUZATO,
2006; RAMIREZ-MORILLO et al., 2009; KAMKE et al., 2011; SCHMID et al., 2011;
PAGGI et al., 2012).

Esses padrdes contrastam com dois pontos bem estabelecidos: (1) o sistema

reprodutivo que prevalece em angiospermas € o de cruzamentos (BAWA et al., 1985);
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(2) até o momento, ndo sdo conhecidas familias de angiospermas grandes e antigas
nas quais a autofertilizacdo seja 0 modo predominante de reproducéo (IGIC et al.,
2008).

A hipotese mais aceita para o surgimento dos sistemas de autocompatibilidade
€ 0 seu uso como modo de garantia reprodutiva, como vantagem em casos que a
polinizagdo nao seja realizada, seja ineficiente ou a densidade populacional seja
baixa (BAWA et al., 1985; CUNHA; FISCHER, 2009). Outra hipétese menos aceita
pelos pesquisadores € a competicdo entre espécies proximas que compartilham os
mesmos polinizadores e possuem o mesmo periodo de floracdo, gerando assim um
declinio no sucesso reprodutivo (LEVIN, 1972, 1985; FISHMAN; WYATT, 1999;
BELL et al., 2005). Além desse fato, o compartilhamento de polinizadores por
espécies proximas aumenta a transferéncia de polen heteroespecifico (FISHMAN;
WYATT, 1999; SARGENT; ACKERLY, 2008).

A autocompatibilidade é vista como vantajosa apenas devido a garantia
reprodutiva. Porém, o fato de esse processo evitar que ocorra a hibridacdo € um
ponto importante para o seu desenvolvimento, uma vez que a progénie hibrida
geralmente € menos vigorosa que a progénie autocompativel (LEVIN, 1985; SMITH;
RAUSHER, 2007). Existe uma hip6tese de que o aumento da autocompatibilidade
nas bromélias esteja relacionado com o desenvolvimento de uma barreira pos-
zigotica como prevencao da hibridacdo (MATALLANA et al., 2016).

Sabe-se que a autocompatibilidade reduz o fluxo génico, gerando uma barreira
para a aquisicdo de adaptacdes que podem ser fundamentais para a evolugcdo do
organismo (FRANKHAM et al., 2002; SCHOEN; BUSCH, 2008). Tendo em vista que
as bromélias apresentam grande diversidade nas florestas tropicais, sobretudo
naguelas umidas, essa visao de tendéncia a extin¢do de linhagens autocompativeis
nao é sustentada para o grupo (MATALLANA et al., 2010, 2016).

2.1.3 Polinizagao e dispersdo em Bromeliaceae

Bromeliaceae é a familia que apresenta os mais diversos modos de
polinizagéo, podendo ser através da ornitofilia, quiropterofilia, entomofilia, misto,
inespecifico e por autogamia (CANELA; SAZIMA, 2008; WENDT et al., 2008). As
bromélias ofertam aos polinizadores néctar e dispdem de uma grande variedade de

cores, formas e aromas florais que sao incrivelmente atrativos (BENZING, 2000).
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Ha evidéncias de que a composicado e a concentracdo de acucar do néctar das
Bromeliaceae estdo correlacionadas com a sindrome de polinizagcdo que cada
espécie apresenta (KROMER et al., 2008). Plantas polinizadas por morcegos
apresentaram néctar rico em hexose e com baixa concentracdo de acUcar. As
polinizadas por beija-flores apresentaram néctar rico em sacarose e com alta
concentracdo de acucar. Por sua vez, as polinizadas por borboletas apresentaram
composicao intermediaria de sacarose e alta concentracédo de acgucar. Os principais
polinizadores desse grupo sé&o os vertebrados, principalmente beija-flores e
morcegos, havendo alguns poucos registros que indicam polinizagdo, mas néo
efetiva, por abelhas (KAMKE et al., 2011; ZANELLA et al., 2012).

As bromélias apresentam basicamente duas sindromes de dispersdo de sementes:
zoocoria (dispersao por animais) e anemocoria (dispersao pelo vento). As caracteristicas
mais comuns dos frutos dessa familia sdo: frutos secos com apéndices finamente
divididos presentes na subfamilia Tillandsioideae (anemocoria), bagas carnudas na
subfamilia Bromelioideae (zoocoria) e frutos secos com apéndices alados nas seis

subfamilias restantes (anemocoria) (GIVNISH et al., 2010).

2.1.4 O género Hohenbergia Schult.f.

A subfamilia Bromelioideae é a maior das Bromeliaceae com relacdo a
guantidade de géneros (38), sendo a segunda maior com relacdo ao numero de
espécies, com aproximadamente 977 espécies (GOUDA; BUTCHER, cont. upd.).
Como centros de diversificacdo destacam-se a Floresta Atlantica e o Cerrado
Brasileiro (MYERS et al., 2000; SIMON et al., 2009; GIVNISH et al., 2011).

Este grupo é caracterizado morfologicamente por apresentar folhas serrilhadas,
bagas carnudas que séo eficazes para dispersao de sementes, ovario infero, pétalas
guase sempre com apéndices petalineos, sementes nuas equipadas ou ndo com
apéndices suaves e ndo ramificados e raizes que se fixam fortemente ao substrato
(SMITH; DOWNS, 1979; BENZING, 2000; SAJO, RUDALL; PRYCHID, 2004,
GIVNISH, 2007).

A diversificagdo em Bromelioideae pode ter sido favorecida por duas
caracteristicas principais: a evolu¢do da fisiologia CAM, que promove uma maior
economia no gasto de agua e consequentemente melhor adaptacdo a ambientes

carentes de agua (BENZING, 2000); bem como a origem de espécies formadoras de
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tanques, que promoveu uma maior adaptacdo e diversificacdo especifica a ambientes
passiveis de vida epifitica (SILVESTRO; ZIZKA; SCHULTE, 2014). Esse sistema
possivelmente promoveu uma maior independéncia de raizes para realizar a absor¢cao
de agua, uma vez que através dos tanques as plantas dispunham de um sistema
alternativo de armazenamento e absor¢édo de agua (GRAVENDEEL et al., 2004).

As caracteristicas citadas anteriormente contribuiram para a diversificacdo da
subfamilia Bromelioideae em niveis distintos, figurando a evolucdo fotossintética
CAM como mais importante para a especiacdo dentro do grupo, ao passo que a
capacidade de formacdo de tanques contribuiu para uma menor taxa de extincdo
(VAMOSI; VAMOSI, 2011; SILVESTRO; ZIZKA; SCHULTE, 2014).

Alguns caracteres morfolégicos que definem clados relativamente grandes e
gue surgem repetidamente na filogenia atual podem ser importantes na evolugéo e
divergéncia das Bromelioideae (SASS; SPECHT, 2010). Alguns exemplos desses
caracteres sdo a presenca de inflorescéncia simples em Aechmea subgénero
Pothuava, bracteas florais que formam bolsas distintivas em Aechmea subgénero
Platyaechmea, inflorescéncia em espigbes estrobilados em Hohenbergia e
inflorescéncias glabras em Aechmea subgénero Lamprococcus (SASS; SPECHT,
2010). O significado adaptativo dessas caracteristicas esta correlacionado com a
atracdo de diversos tipos de polinizadores aviarios, principalmente beija-flores
(GIVNISH et al., 2014).

O género Hohenbergia é composto por aproximadamente 49 espécies
(GOUDA; BUTCHER, cont. upd.), das quais 48 ocorrem exclusivamente no Brasil
(FORZZA et al., cont. upd.). A maioria das espécies brasileiras € endémica do
Nordeste, com grande diversidade no estado da Bahia (GONCALVES-OLIVEIRA,;
WANDERLEY, 2017).

Do ponto de vista morfolégico, o género Hohenbergia se caracteriza por
apresentar inflorescéncias compostas com ramos primarios pedunculados, flores
fortemente comprimidas formando espigas estrobiladas, presenca de apéndices
petalineos e pétalas azul arroxeadas (SMITH; DOWNS, 1979; RAMIREZ-MORILLO,
2010). O género Hohenbergia compartilha inameros aspectos relacionados a
morfologia, ecologia e habito com espécies do género Aechmea (SMITH; DOWNS,
1979; SCHULTE; BARFUSS; ZIZKA, 2009).



26

Alguns caracteres plesiomorficos apresentados pelas Hohenbergia apontam
para uma divergéncia recente do género, como a presenca de espécies de grande
porte, escapo floral desenvolvido e lanuginoso, habito facultativo, folhas coriaceas
extremamente espinhosas e grande producdo de flores (SIQUEIRA-FILHO;
MACHADO, 1998).

Anteriormente, o género Hohenbergia foi subdividido em dois subgéneros: (1)
Hohenbergia subg. Hohenbergia que apresenta ocorréncia no Brasil, principalmente
no Nordeste onde apresenta dois centros de maior diversificagdo, um na Cadeia do
Espinhacgo (BA) e outro na Floresta Atlantica; (2) Hohenbergia subg. Wittmackiopsis
com 19 espécies descritas que ocorrem na regido do Caribe (incluindo Venezuela e
Colébmbia). A Unica espécie que ocorre nessas duas regides é Hohenbergia stellata
(SMITH; DOWNS, 1979; AGUIRRE-SANTORO, 2017).

No entanto, estudos filogenéticos recentes propuseram uma recircunscricao
taxondmica do grupo, de modo que o antigo subgénero Wittmackiopsis foi
reestabelecido a condicdo de género, sendo utilizado o antigo nome de Wittmackia
(AGUIRRE-SANTORO, 2017). As chances de incluir Hohenbergia subg. Hohenbergia
em Wittmackia sdo baixas, pois o0 subgénero Hohenbergia possui algumas
caracteristicas exclusivas que permitem sua distincdo como, por exemplo, a presenca
de longos apéndices de 6vulos caudados, inflorescéncias divididas em trés, além de
pétalas de cor vermelha, azul e roxo-escuro (AGUIRRE-SANTORO, 2017).

O conhecimento da diversidade das espécies brasileiras de Hohenbergia ainda
é insuficiente, porém novas espécies vém sendo descritas ultimamente: H.
lativaginata J.R. Maciel & Louzada (MACIEL; LOUZADA, 2014) e H. isepponae R.
Oliveira & Wand (GONCALVES-OLIVEIRA; WANDERLEY, 2017).

A grande plasticidade morfolégica do género dificulta a clareza e delimitacao
taxondmica entre as espécies, levando a formacdo de complexos especificos,

incluindo o complexo ridleyi.

214.1 Complexo ridleyi

Hohenbergia ridleyi (Baker) Mez é a principal espécie do complexo, sendo
carateristica da Floresta Atlantica. Apresenta distribuicdo longitudinal desde o Rio
Grande do Norte como limite Norte a Sdo Paulo como limite Sul (SIQUEIRA-FILHO;
MACHADO, 1998; FLORA DO BRASIL, 2020). Possui habito de vida epifitico
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facultativo, com preferéncia de fixacdo em espécies de arvores adultas que
geralmente apresentam a casca do tronco rugosa para facilitar a fixacao e formacgéo
de novas colbnias (SIQUEIRA-FILHO; MACHADO, 1998).

E caracterizada por apresentar um escapo floral vistoso e lanuginoso;
inflorescéncia piramidal, ramificada e com espigas estrobiladas; flores pequenas
abundantes, lilases, actinomorfas, tubulosas, hermafroditas e, diferentemente das
demais espécies de Bromeliaceae, H. ridleyi é autoincompativel (SIQUEIRA-FILHO;
MACHADO, 1998; MATALLANA et al., 2010).

A estratégia de floracdo € a cornucopia, que corresponde a producao de flores
ao longo de algumas semanas (GENTRY, 1974; SIQUEIRA-FILHO; MACHADO,
1998). Essa estratégia permite o acesso de uma grande diversidade de
polinizadores que apresentam diferentes estratégias de forrageamento (SIQUEIRA-
FILHO; MACHADO, 1998).

A sindrome floral de H. ridleyi é a melitofilia, porém ocorrem visitas de varios
outros polinizadores, como por exemplo, beija-flores e borboletas (SIQUEIRA-
FILHO; MACHADO, 1998). Os polinizadores mais frequentes nas flores de H. ridleyi
no estudo de Siqueira-Filho & Machado (1998) foram abelhas de médio porte, como
Euglossa cordata e Melipona scutellaris. Porém, os autores afirmam que o sucesso
na polinizacdo ndo estd relacionado ao tamanho da abelha. Segundo Gardner
(1986), a flexibilidade de polinizagdo pode indicar um ajuste ao tipo de polinizador,
fator considerado importante no sucesso reprodutivo e evolutivo do grupo.

Duas espécies, H. isepponae R. Oliveira & Wand e H. ramageana Mez, apresentam
caracteristicas morfolégicas e fenologicas (H. ramageana; SIQUEIRA-FILHO;
MACHADO, 2004) que se assemelham significativamente a H. ridleyi, de forma a
compor o complexo especifico (Figura 2) (GONCALVES-OLIVEIRA; WANDERLEY,
2017). Algumas das diferengas entre as espécies desse complexo sdo: o padrdo da
inflorescéncia, a forma da espiga e o tamanho das bracteas florais (Figura
3) (SIQUEIRA-FILHO; LEME, 2006). Existe uma grande dificuldade na diferenciacéo
das espécies levando até mesmo a identificacbes errbneas devido a falha na
escolha de caracteres nas descricOes e uso de chave artificial fornecida por Smith &
Downs (1979) (SIQUEIRA-FILHO; LEME, 2006; GONCALVES-OLIVEIRA;
WANDERLEY, 2017).
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Figura 3- llustracbes dos ramos das inflorescéncias das espécies representantes do complexo ridleyi,
sendo A. H. ridleyi (Baker) Mez, B. H. ramageana Mez e C. H. isepponae R. Oliveira & Wand.
Adaptado de Gongalves-Oliveira & Wanderley (2017).

2.2 FLORESTA ATLANTICA

A Floresta Atlantica é considerada a segunda maior floresta pluvial do
continente americano e um dos 25 hotspots mundiais de biodiversidade (MYERS et
al., 2000). Originalmente, a Floresta Atlantica cobria mais de 1,5 milhdes de km2,

sendo 92% desta area localizada no Brasil com distribuicdo continua ao longo da
costa brasileira chegando ao Paraguai e até a Argentina como limite sul
(MORELLATO; HADDAD, 2000).
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A histéria da Floresta Atlantica foi marcada por fortes oscilacbes climaticas
durante o Pleistoceno que levaram a constantes momentos de expansao e
contracao, tanto da Floresta Atlantica como do Cerrado. Essas oscilagbes causaram
uma grande mudanca vegetacional de forma que afetou a continuidade e extensao
desses biomas (PENNINGTON et al., 2004; ANTONELLI et al., 2009; HOORN et al.,
2010; ANTONELLI; SANMARTIN, 2011). Por exemplo, as bromélias sem tanque
apresentaram altas taxas de extincdo no periodo de aridificacdo, enquanto as
formadoras de tanque foram menos afetadas devido a sua capacidade de encontrar
abrigo em ambientes mais favoraveis, como a Floresta Atlantica (SIMON et al., 2009;
SILVESTRO; ZIZKA; SCHULTE, 2014).

Compreendendo elevacdes que variam desde o nivel do mar até 2.900m, a
Floresta Atlantica apresenta grande variagao no tipo e profundidade dos solos, assim
como na temperatura média e nos indices de pluviosidade, que variam de 4.000 mm
a 1.000 mm (OLIVEIRA-FILHO; FONTES, 2000; MANTOVANI, 2003). A maioria dos
estudos aponta uma correlacdo entre o aumento da riqueza de espécies e
heterogeneidade ambiental em termos de temperatura e disponibilidade de agua
(PAUSAS; AUSTIN, 2001). Vérias formagfes encontram-se associadas ao bioma,
como mangues, restingas, formacdes campestres e brejos de altitude (TABARELLI
et al., 2005).

Embora aproximadamente 15% de sua area persistam, os fragmentos da
Floresta Atlantica apresentam elevada riqueza e diversidade de espécies, abrigando
20.000 espécies de plantas vasculares, sendo 8.000 endémicas (MYERS et al. 2000;
FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA & INPE, 2017). Apresenta uma das maiores
porcentagens de espécies endémicas distribuidas em pelo menos cinco areas com
base na distribuicdo de vertebrados terrestres e plantas no Brasil: Brejos
Nordestinos, Pernambuco, Bahia Central, Costa da Bahia e Serra do Mar (SILVA;
CASTELETI, 2003; RODRIGUES, 2005).

O desmatamento continuo e crescente é um fator extremamente preocupante.
No periodo de 2015-2016, por exemplo, houve um acréscimo de 57,7% de areas da
Floresta Atlantica desmatadas comparativamente ao ano anterior (FUNDACAO SOS
MATA ATLANTICA & INPE, 2017). Além de causar a destruicdo de inimeras
populacdes, o desmatamento reduz a diversidade genética e dificulta o fluxo génico
entre as populacdes existentes devido a grande fragmentacéo das areas florestais
(BROWN; BROWN, 1992). Essa destrui¢do intensa leva a perda da diversidade
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endémica, assim como, pode rapidamente apagar registros dos processos
histéricos, impedindo a compreensdo completa dos mecanismos subjacentes ao
endemismo local e, portanto, dificultando medidas de conservacdo mais efetivas
(CARNAVAL et al., 2009).

A Floresta Atlantica é considerada um dos centros de diversidade da familia
Bromeliaceae, apresentando 803 espécies de bromélias, sendo 653 endémicas, das
quais 40% correm risco de extincdo (MARTINELLI et al., 2008). Dessa forma, a
preservacdo da Floresta Atlantica é vital para a conservacao da diversidade da
familia Bromeliaceae.

Algumas areas de endemismo, como Pernambuco, agora possuem menos de
5% de sua floresta original (GALINDO-LEAL; CAMARA, 2003). A floresta desse
centro endémico recebe grande influéncia da Floresta Amazodnica e Floresta
Atlantica do sul e sudeste do Brasil, de forma que apresenta uma grande distin¢ao
do restante da Floresta Atlantica brasileira (ANDRADE-LIMA, 1960, 1982; PRANCE,
1982). Sua composicdo apresenta mais de 50% de todas as aves presentes na
Floresta Atlantica brasileira e cerca de 8% das espécies de plantas lenhosas.
Diversas espécies sdo endémicas do centro de endemismo Pernambuco, com
destaque para orquideas, com sete espécies endémicas (PESSOA; ALVES, 2015),
bem como para as bromélias, onde 455% dos 93 taxons registrados sao
considerados endémicos (SIQUEIRA-FILHO et al., 2006).

Carnaval et al. (2009) trazem um alerta para a necessidade de maior atencao
para a regido de endemismo central (Pernambuco), pois a maioria dos estudos
moleculares e conservacionistas estdo voltados para a o sul e sudeste do Brasil
(MORELLATO; HADDAD, 2000; SILVA; TABARELLI, 2000; RODRIGUES, 2005). Os
autores acreditam que a diversidade genética e o endemismo desse centro de
endemismo foram subestimados. Tal fato é agravado pelos altos indices de
desmatamento da regido, temendo-se que a diversidade possa ser perdida antes
mesmo de seu estudo e caracterizacdo (SILVA; TABARELLI, 2000; RODRIGUES,
2005).

Existem indmeros estudos de bromélias na Floresta Atlantica, devido
especialmente a grande representatividade da familia nessa regido (ZANELLA et al.,
2012; PAGGI et al., 2015; GOETZE et al., 2016a,b; MENDES et al., 2016; SHEU et al.,

2017). Entretanto, assim como para outros grupos vegetais, a maioria dos estudos
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sobre a familia Bromeliaceae vem sendo realizados no sudeste do Brasil (ZANELLA
et al., 2012).

Zanella et al. (2012) constataram em sua revisdo que poucos estudos
relacionados a diversidade genética das populacdes de bromélias foram realizados
na Floresta Atlantica. Além disso, € dificil estabelecer uma comparacdo dos
parametros da diversidade genética dessas popula¢Bes devido aos niveis variaveis
de polimorfismos que cada marcador consegue detectar (ZANELLA et al., 2012).

Dentro de formacBes semiaridas do Nordeste Brasileiro, estdo presentes 0s
brejos de altitude, também conhecidos como brejos nordestinos ou matas serranas,
s&o florestas Umidas cercadas por uma vegetacdo de caatinga (CAMARA, 2003;
ANDRADE-LIMA, 2007). Os brejos sédo ilhas de florestas em regides com
precipitacdo média anual de 240-900 mm e planaltos e chapadas que alcancam até
1.100 m de altitude, onde as chuvas orograficas garantem niveis elevados de
precipitagao, em torno de 1.200 mm/ano (Figura 4) (ANDRADE-LIMA, 1960, 1961).
Essas areas apresentam condic¢des privilegiadas no que diz respeito a umidade do
solo e do ar, temperatura e cobertura vegetal, quando comparados as regides
semiaridas circundantes (ANDRADE-LIMA, 1966; RIBEIRO et al., 2009).

Caatinga Floresta Atlantica Caatinga Floresta Atlantica
[ | | | | |
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Figura 4- llustracdo esquematica dos brejos de altitude no Nordeste brasileiro. Adaptado de Mayo
& Fevereiro (1982) e Tabarelli & Santos (2004).

Originalmente, os brejos correspondiam a uma area de aproximadamente 18.500
km2, porém eles foram drasticamente reduzidos e de acordo aos ultimos dados restam

apenas 2.626,68 km? da vegetacdo original (SOS MATA ATLANTICA, 1993;

TABARELLI; SANTOS, 2004). Os brejos de altitude que se destacam sao os de
Taquaritinga do Norte, Serra Negra de Bezerros, Camocim de S&o Félix, Serra dos
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Cavalos em Caruaru, serras em Belo Jardim e Sanhard, Serra do Ororoba em
Pesqueira, serras em Garanhuns, serra Negra entre 0s municipios de Inaja e
Floresta, serra de Tacaratu e de Triunfo (ANDRADE-LIMA, 2007). Por vezes, 0s
brejos estabelecem continuidade com florestas Umidas costeiras, como por exemplo,
com a floresta da serra de Garanhuns (ANDRADE-LIMA, 2007).

Quando comparado com as demais regides endémicas da Floresta Atlantica,
0s Brejos Nordestinos apresentam alto indice de riqueza natural, porém, estdo
presentes apenas trés unidades de conservagcdo com menos de 12% da area
protegida e 0% de qualidade de protecdo (SILVA; CASTELETI, 2003). Devido a
presenca de um alto indice de floresta natural e baixo indice de protecdo da
biodiversidade faz-se necessaria e urgente a criacao nao apenas de novas unidades
de conservacdo nessas areas, mas também de reservas que sejam mais

abrangentes (maiores que 50 km2) (SILVA; CASTELETI, 2003).

Diversos levantamentos e estudos do estado de conservacao da biodiversidade
dos brejos de altitude foram realizados, tanto relacionados a flora (FERRAZ et al.,
1998; CAVALCANTI; TABARELLI, 2004; PORTO; GERMANO; BORGES, 2004:
SANTIAGO; BARROS; SYLVESTRE, 2004; RODAL et al., 2005), como a fauna
(ROSA; GROTH, 2004; SOUSA; LANGGUTH; AMARAL, 2004; PEREIRA FILHO;
MONTINGELLI, 2011) como também aos recursos hidricos (BRAGA et al., 2002;
CABRAL et al.,, 2004). Foram relatadas algumas espécies como endémicas dos
brejos, como por exemplo, mamiferos das espécies Noctilio albiventris e Myotis
ruber e bridfitas representantes das familias Meteoriaceae, Brachytheciaceae e
Phyllogoniaceae comparando com a brioflora presente no estado de Pernambuco
(PORTO; GERMANO; BORGES, 2004; SOUSA; LANGGUTH; AMARAL, 2004).

A diversidade genética das populacdes dos brejos ainda € pouco estudada
(PINHEIRO et al., 2012; FERREIRA-NETO et al., 2017). Usando marcadores SSR e
ISSR, Dantas et al. (2015) analisaram a diversidade genética de Podocarpus
sellowii, uma gimnosperma com populacfes extremamente restritas incluindo trés
populacdes conhecidas em brejos de altitude. As populagbes apresentaram baixa
diversidade genética e alta diferenciac@o entre o Brejo de Baturité e os demais. Esse
resultado ja era esperado pelos autores devido a presenca de poucos individuos
adultos, a grande pressdo antropica e ao isolamento entre brejos desde o
Pleistoceno (DANTAS et al., 2015).
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Os brejos de altitude estdo sendo altamente impactados pela acado antrépica
desde o seéculo XIX, tanto pela caca de vertebrados como pelos constantes
desmatamentos das florestas para uso seletivo de plantas (madeiras, bromélias e
plantas medicinais) e uso indiscriminado das terras para agricultura, com extensas
lavouras de café, banana e culturas de subsisténcia (milho, feijdo e mandioca)
(LINS, 1989; PORTO; GERMANO; BORGES, 2004; ANDRADE-LIMA, 2007). Além
disso, apenas 0,54% dos brejos de altitude encontram-se “protegidos” por unidades
de conservacado que carecem de melhor distribuicdo e administracdo (SIQUEIRA-
FILHO, 2004). Dessa forma, a necessidade de conservacao dessas areas peculiares
€ considerada prioritaria, pois além de serem ilhas isoladas apresentam uma
extensa biodiversidade que ainda é pouco conhecida (BRASIL-MMA, 2000).

Poucos estudos relacionados com a familia Bromeliaceae foram realizados nos
brejos de altitude (SIQUEIRA-FILHO, 2004; SIQUEIRA-FILHO; MACHADO, 2004).
Siqueira-Filho (2004) observou uma alta representatividade de bromélias em seu
inventario realizado nos brejos de altitude de Pernambuco, registrando 46 espécies
pertencentes a 15 géneros, das quais 32,6% sao restritas aos brejos. Um fator
alarmante é que apenas 4% das bromélias foram classificadas com baixo risco de
extingdo, sendo a maioria (32%) presumivelmente ameacada e 7% criticamente em
perigo, evidenciando a necessidade urgente de conservacdo das bromélias nessas
areas (SIQUEIRA-FILHO, 2004).

2.3 MARCADORES MOLECULARES

O surgimento dos marcadores genéticos ocorreu no século XIX, quando
Gregor Mendel empregou tais polimorfismos com base em caracteres fenotipicos
(BARRANDEGUY; GARCIA, 2014). Com o decorrer dos anos os marcadores foram
se aperfeicoando e, de sua origem morfologica, transitaram para bioquimica até
chegar aos marcadores baseados em polimorfismos de sequéncias de DNA
(BARRANDEGUY; GARCIA, 2014).

Os marcadores moleculares sao regides facilmente reconheciveis que
marcam a diversidade e localizacdo de determinadas sequéncias, incluindo genes
(CHATTERJEE et al., 2015). Tais marcadores sao considerados uma importante
ferramenta para analisar polimorfismos em sequéncias de DNA que ocorrem

naturalmente nos individuos, possibilitando também a obtenc&o de informacgdes da
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evolucdo molecular através de seus padrdoes de variacdo e divergéncia (BURR,
1994; AVISE, 2012). Dessa forma, os marcadores séo utilizados para abordar
guestdes controversas ou para analisar problemas de histéria e evolucdo naturais
gue estao fora do alcance da observacao ndo-molecular tradicional (AVISE, 2012).

Os marcadores podem pertencer a duas categorias: bioquimicos ou de DNA.
Os marcadores bioquimicos, como as aloenzimas, captam mutacfes no DNA
resultantes em mudancas de aminoacidos. Essa técnica apresenta a vantagem de
ser simples, de baixo custo e de gerar marcadores codominantes com alta
reprodutibilidade (SINGH et al., 2010). Por outro lado, o produto desses marcadores
€ pouco abundante e com niveis polimorficos baixos, além de ndo ser completamente
neutro, podendo ser afetado pelas condicbes ambientais (SINGH et al., 2010).

Os marcadores de DNA apresentam diferentes propriedades e podem ser
detectados por duas técnicas: através de hibridizac&do ou pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Alguns exemplos desses marcadores séo:

*  Polimorfismo no comprimento do fragmento de restricdo — Restriction
Fragment Lenght Polymorfism (RFLP);

*  Minissatélites ou numero variavel de repeticbes em tandem — Variable
Number of Tandem Repeats (VNTR);

*  Sequéncias simples repetidas — Simple Sequence Repeat (SSR);

«  Amplificacdo randémica de DNA polimdérfico — Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD);

*  Polimorfismo de tamanho amplificado — Amplified Lenght Polymorphism
(AFLP);

*  Sequéncias internas simples repetidas — Inter Simple Sequence Repeat
(ISSR);

*  Polimorfismo de um unico nucleotideo (SNP) — Single Nucleotide
Polymorphism (SINGH et al., 2010; CHATTERJEE et al., 2015).

A escolha do marcador varia de acordo com o objetivo da pesquisa, devendo-
se levar em conta as propriedades e beneficios que cada marcador oferece (SINGH
et al., 2010). Na tabela 1 estdo listados os quatro marcadores detectaveis por PCR

mais comumente utilizados.
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Tabela 1- Comparacdo entre os marcadores detectaveis por PCR mais comumente utilizados.
Adaptado de Mueller & Wolfenbarger (1999), Semagn; Bjgrnstad; Ndjiondjop (2006) e Singh et al.
(2010).

Caracteristica SSR RAPD AFLP ISSR

Abundancia genémica Média Muita alta Muito alta Média

Necessidade/
gualidade de DNA

Baixa/Média Baixa/Baixa Baixa/Alta Baixa/Média

Heranca Codominante  Dominante  Dominante =~ Dominante
Nivel de polimorfismo Alto Alto Muito alto Alto
Reprodutibilidade Alta Intermediaria Alta Média-alta
Deteccéao de alelos Sim Nao Nao Nao
Resolucao de Moderada-
. . Elevada Moderada Elevada

diferencas genéticas elevada
Custo Alto Baixo Médio-alto Baixo

Marcadores moleculares sdo bastante utilizados em estudos populacionais,
como por exemplo, (1) marcadores AFLP aplicados na filogenia do grupo “Aliancga
Aechmea” (HELLER et al., 2015) ou na filogenia de Dyckia (PINANGE et al., 2016);
(2) ISSRs na diversidade genética de Hypericum perforatum (FAROOQ et al., 2014);
e (3) marcadores SSR e SNP na diversidade genética e estrutura populacional de
Vitis vinifera (EMANUELLI et al., 2013). Estudos realizados na familia Bromeliaceae
apresentam grande utilizacdo de marcadores codominantes para esse tipo de
analise, sendo os microssatélites os mais utilizados (ZANELLA et al., 2012; FENG et
al., 2013; CASCANTE-MARIN et al., 2014; LOH et al., 2015; GOETZE et al., 2016a;
GONCALVES-OLIVEIRA et al., 2017).

2.3.1 Microssatélites

Os microssatélites, também conhecidos por repeti¢cdes curtas em tandem (STRs
- Short Tandem Repeats) ou sequéncias simples repetidas (SSRs), sdo sequéncias
nucleotidicas curtas com geralmente dois a seis pares de bases que se repetem

consecutivas vezes (BHARGAVA; FUENTES, 2010). De acordo com sua localizacéo,
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0s microssatélites podem ser classificados como nucleares (nuSSR), cloroplastidiais
(cpSSR) presentes em vegetais, ou mitocondriais (MtSSR) (KALIA et al., 2011).

A densidade dos microssatélites tende a se correlacionar positivamente com o
genoma, sendo que o genoma de mamiferos apresenta maior densidade entre os
genomas completamente sequenciados (HANCOCK, 1996; TOTH; GASPARI;
JURKA, 2000; ELLEGREN, 2004). Diferentemente dos demais organismos, a
densidade de microssatélites no genoma das plantas esta correlacionada
negativamente com o tamanho do genoma, devido a baixa densidade de
microssatélites nas regides que estdo envolvidas na expansdo do genoma (por
exemplo, nos retrotransposons). A maior frequéncia dos microssatélites nas plantas
esta localizada nas regifes transcritas, especialmente nas por¢cdes ndo traduzidas
(MORGANTE; HANAFEY; POWELL, 2002).

Os microssatélites sdo considerados marcadores altamente informativos devido
a diversas caracteristicas que apresentam, como por exemplo, natureza multialélica,
heranca codominante, pequeno comprimento, grande dispersdo e constante
frequéncia ao longo de todo DNA gendmico dos eucariotos (POWEL et al., 1996).
Tais caracteristicas garantem a ampla utilizacdo desses marcadores génicos em
diversos campos de estudo, incluindo geracdo de perfis genéticos (fingerprinting),
identificacdo parental, mapeamento genético, conservacdo e genética populacional
(BUSCHIAZZO; GEMMELL, 2006; CHISTIAKOV et al, 2006; BHARGAVA;
FUENTES, 2010; GUICHOUX et al., 2011).

Esses marcadores sdo amplamente utilizados em estudos evolutivos e
populacionais, visto que a heranca uniparental presente nos microssatélites
cloroplastidiais juntamente com a heranca biparental dos nucleares permitem uma
complementariedade para analises de variacbes gendmicas em plantas e de fluxo
génico em populagdes naturais (POWELL. MACHRAY; PROVAN, 1996; PROVAN;
POWELL; HOLLINGSWORTH, 2001; KALIA et al., 2011).

As regides flanqueadoras dos microssatélites sdo bastante conservadas, de
modo que é possivel a sintese de primers para sua amplificacdo por PCR
(CHISTIAKOQV et al., 2006). Devido a necessidade de sintese de primers-especificos
essa técnica torna-se cara e demanda muito tempo para o estabelecimento desses
marcadores espécie-especificos (ZANE et al., 2002; SQUIRRELL et al., 2003). Em
vista do exposto, com intuito de reduzir os custos da técnica e facilitar o uso dos

microssatélites, primers desenvolvidos para uma determinada espécie podem ser
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transferidos para outras espécies relacionadas. Como esperado, quanto mais
relacionados forem 0s organismos maior sera o sucesso ha transferéncia e
amplificacdo especifica dos marcadores (PRIMMER; MERILA, 2002; CHENG et al.,
2012).

A transferéncia dos primers microssatélites é possivel pois além das regides
flanqueadoras serem bastante conservadas, muitas vezes tais regides s&o
conservadas entre diversos organismos (OLIVEIRA et al., 2006). Registros desse
tipo de transferéncia apresentaram bons resultados em estudos com animais
(LILLANDT et al., 2002; DUFRESNES et al., 2014; TOKUDA; MARTINS; IZAR,
2014) e plantas (METAIS et al., 2002; ZUCCHI et al., 2003; FAGUNDES et al.,
2016), como também em espécies pertencentes ao mesmo género (FRANCA et al.,
2015; DUBE et al., 2017; RAI et al., 2017) e a géneros distintos (SAHU et al., 2015;
DISASA et al., 2016; CHOUDHARY et al., 2017).

As repeticdes nucleotidicas ou motivos microssatélites apresentam variacao
consideravel de acordo com 0 organismo em que esta presente; por exemplo, as
plantas apresentam maior frequéncia de trinucleotideos, seguido dos di- e
tetranucleotideos. Por sua vez, os fungos Polyporales apresentaram grande
frequéncia de mononucleotideos (TOTH; GASPARI; JURKA, 2000; VARSHNEY et
al., 2002, 2005; ZHANG et al., 2015).

A composicdo das unidades de repeticdo também varia de acordo com o
organismo, sendo o motivo (AC)n um dos mais frequentes nos vertebrados, enquanto o
motivo (AT)n figura como um dos mais frequentes em plantas (LAGERCRANTZ;
ELLEGREN; ANDERSSON, 1993; TOTH; GASPARI; JURKA, 2000). Além disso, existe
uma diferenca entre a presenca desses motivos em regifes codificantes e nao-
codificantes, de forma que nas regifes ndo codificantes todos os tipos de repeticdes de
microssatélites (mono-, di-, tri-, tetra-, penta- e hexanucleétideos) sdo encontrados em
excesso enguanto nas regides codificantes as repeticdes tri e hexanucleotideos sdo
mais frequentes (METZGAR; BYTOF; WILLS, 2000). Esse fato pode ser explicado pela
pressdo seletiva exercida mais fortemente nas regibes codificantes devido a sua
importancia funcional. Sendo assim, os SSRs podem fornecer uma base molecular para
uma rapida adaptacdo as mudancas ambientais tanto em procariotos como em
eucariotos (METZGAR; BYTOF; WILLS, 2000; LI et al., 2002).

Através do uso desse marcador comprimentos distintos de sequéncias podem

ser identificados no produto amplificado, os quais estéo relacionados com a
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guantidade de repeticbes nucleotidicas que o locus apresenta. Essa variacao
possivelmente € causada por deslizamento da polimerase durante o processo de
replicacdo do DNA ou ainda devido a ocorréncia de crossing-over desigual (BURR,
1994).

A classificacdo dos microssatélites é feita através do tipo de sequéncia da
repeticdo, podendo apresentar quatro tipos: perfeito, imperfeito, perfeito composto
ou imperfeito composto (OLIVEIRA et al.,, 2006; KAVAKIOTIS et al., 2014). O
microssatélite € considerado: (1) perfeito quando ndo apresenta bases que nédo
pertencam ao motivo ao longo da sequéncia, por exemplo, como na sequéncia
ATGCATGCATGCATGC ou (ATGC)4; (2) imperfeito quando apresenta uma ou mais
bases que ndo pertencem ao motivo da sequéncia, por exemplo, (ATGC)4G(ATGC)s;
(3) perfeito composto quando apresenta duas ou mais sequéncias perfeitas, como na
sequéncia (ACGC)4(GCCA)3; e (4) imperfeito composto quando apresenta duas ou
mais sequéncias imperfeitas (OLIVEIRA et al., 2006).

Além disso, 0s microssatélites podem ser neutros no genoma ou apresentar
diferentes funcdes de acordo com a espécie em que ocorre e a composi¢cao da sua
repeticdo. Alguns exemplos das varidveis atividades dos microssatélites sao:
regulacdo e/ou funcionamento dos genes, patogenicidade, variabilidade gendémica
nos microrganismos, organizacao da cromatina, recombinacéo, replicacdo do DNA,
ciclo celular e sistema de reparo incompativel, entre outras (LI et al., 2002;
BAGSHAW, 2017).

Marcadores SSR sdo amplamente utilizados em estudos de conservagdo com
membros da familia Bromeliaceae, tanto no desenvolvimento e transferéncia de primers
(SARTHOU et al., 2003; PALMA-SILVA et al., 2007; PAGGI et al., 2008; WOHRMANN
et al., 2012; HMELJEVSKI et al., 2013; AOKI-GONCALVES et al.,, 2014) como em
estudos populacionais, analisando fluxo génico (HMELJEVSKI et al., 2014; LEXER et
al., 2016) ou a estruturacéo e a variabilidade génica (CASCANTE-MARIN et al., 2014;
GOETZE et al., 2015, 2016a; GONCALVES-OLIVEIRA et al., 2017).

2.4  GENETICA DE POPULACOES EM BROMELIACEAE

A conservacéao vegetal trata-se de uma prioridade humana, visto que as plantas
s80 essenciais para a manutencdo da vida na Terra (MAXTED; FORD-LLOYD;
HAWKES, 2013). Atualmente 46 a 60% das espécies vegetais estao listadas como
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ameacadas ou em risco de extincdo, 0 que torna a necessidade de acbes de
conservacao ainda mais urgentes (MYERS et al., 2000; PITMAN; JORGENSEN,
2002).

Para a conservacdo de uma determinada espécie € necessario que se tenha
conhecimento da sua histéria de vida. O material basico de todas as mudancas
evolutivas sdo os genes, que mantém registrados em sua estrutura todos os eventos
ocorridos no passado. Sendo assim, a conservacdao de espécies implica na
conservacao do resultado de um processo evolutivo registrado na estrutura genética
das populacdes (LOESCHCKE et al., 2013).

Na década de 70, os filogeneticistas discutiram sobre a necessidade de serem
realizados mais estudos genéticos populacionais com plantas, assim como a
necessidade de estabelecer uma orientacdo do problema com perguntas sélidas
(LEWONTIN et al., 1974). Apés isso, varios cientistas se dedicaram intensivamente
ao entendimento dos padrées genéticos existentes nas populagdes de plantas, tendo
como principal mecanismo o0 uso de marcadores isoenzimaticos (JAIN, 1976;
GOTTLIEB, 1977; BROWN, 1978, 1979).

O primeiro estudo que avaliou a estrutura genética de popula¢des de Bromeliaceae
foi realizado por Soltis et al. (1987) com duas espécies do género Tillandsia. Através do
uso de eletroforese de isoenzimas, 0s autores encontraram altos niveis de autogamia e
heterogeneidade genética entre as populacbes da espécie T. recurvata, enquanto a
espécie T. ionantha apresentou um baixo nivel de autogamia e baixa variacdo de
frequéncia de alelos entre as populagcdes. Posteriormente, outros estudos foram
realizados com o uso de isoenzimas (SARTHOU; SAMADI; BOISSELIER-DUBAYLE,
2001, GONZALEZ-ASTORGA, 2004), como também com outros marcadores
moleculares (CAVALLARI et al., 2006; SHEU et al., 2017).

Na subfamilia Bromelioideae os primeiros estudos genéticos realizados estavam
voltados para a identificacdo e taxonomia das espécies do género Ananas através de
analises dos polimorfismos de isoenzimas (DEWALD et al., 1988, 1992). Posteriormente
um outro trabalho investigou a relacdo genética entre quatro espécies do género
Aechmea, com o uso de aloenzimas (IZQUIERDO; PINERO, 1998). Atualmente os
marcadores microssatélites sdo utilizados para diversos fins, tanto para andlises da
estrutura e diversidade genética, quanto em filogenia, fluxo génico, entre outros
(ZHANG; HEWITT, 2003; KRAPP et al., 2014; LAVOR et al., 2014; LEXER et al., 2016;
GOETZE et al., 2016; GONCALVES-OLIVEIRA et al., 2017).
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Com relacdo ao género Hohenbergia, ndo existem artigos relacionados com a
genética populacional de espécies do género. Alguns artigos que envolvem
inferéncias filogenéticas, citogenéticas e de amplificacdo cruzada retratam espécies
pontuais do género Hohenbergia, mas nenhum trata exclusivamente do grupo
(COTIAS-DE-OLIVEIRA et al., 2000; PALMA-SILVA et al., 2007; CEITA et al., 2008;
GOETZE et al., 2013; HELLER et al., 2015). Alguns artigos tratam exclusivamente
do género Hohenbergia, mas apenas focando na taxonomia e ecologia das espécies
do género (SIQUEIRA-FILHO; LEME, 1998; LEME, 2010), indicando uma caréncia
de estudos especificos do grupo usando marcadores de DNA e outras abordagens

moleculares.

2.5 COMPLEXO DE ESPECIES

A definicdo de espécie € um ponto critico dentro da biologia. Os bidlogos
concordam entre si que, para facilitar o estudo da biodiversidade, é necessario
delimitar a unidade ou entidade biolégica, mas diversos sdo os conceitos para a
definicAo exata do que é uma espécie (MAYDEN,1997; QUEIROZ, 2007,
ALDHEBIANI, 2018; HAIDER, 2018). Dos mais diversos conceitos criados para
determinar uma espécie, o conceito biolégico de espécies € o mais aceito (BOBAY;
OCHMAN, 2017).

O conceito biolégico de espécies criado por Mayr (1963) define espécie com relacdo
ao intercruzamento, em que espécie corresponde a um conjunto de populacdes naturais
gue intercruzam entre si e sao isoladas reprodutivamente das demais. Ou seja, 0
compartilhamento e fluxo génico ocorre entre individuos da mesma espécie conferindo
caracteristicas unicas para eles, e, com isso, distingdo dos demais grupos ou espécies.
Porém, como todos os demais conceitos, esse conceito € criticado por muitos outros
tedricos (SOKAL; CROVELLO, 1970; DONOGHUE,1985).

Por se tratar de um tema complexo e n&o existir uma unificagdo, 0s cientistas
vém utilizando o conceito de espécie de acordo com o seu ponto de vista ou area
(OLAH et al., 2018; ZACHOS, 2015, 2018). Grande parte dos cientistas classificam
as especies de acordo com as caracteristicas morfologicas que elas apresentam,
porém, com a evolucdo das ferramentas moleculares, foi possivel ter acesso ao
material genético e evidenciar que nem sempre a definicdo das espécies baseada na
morfologia estava correta (CHOI, 2016; KARANTH, 2017).
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Devido a dificuldade em se determinar uma espécie, inimeros complexos
especificos estdo sendo formados (HELLER et al., 2015; BUNEKER; SOARES; DE
ASSIS, 2016; PINZON et al., 2016). Complexo especifico é a definicdo para duas ou
mais entidades biolégicas ou “espécies” que apresentam algumas caracteristicas
morfolégicas semelhantes e ndo é possivel estabelecer uma identificacdo exata de
gual individuo pertence a qual espécie (CARSTENS et al, 2013). E,
consequentemente, diversos estudos vém sendo realizados na tentativa de
esclarecimento desses complexos especificos, como por exemplo nas espécies:
Olea europaea (BESNARD et al., 2007), Vellozia hirsuta (BARBOSA et al., 2012) e
Kielmeyera coriacea (CADDAH et al., 2013).
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Abstract

Aim

To characterize the genetic diversity of Hohenbergia species of the ridleyi
complex in order to identify the major evolutionary events that shaped the
morphologically diversified taxa in their current distribution. The genetic structure was
accessed with the aim of testing the cohesion of the species within the ridleyi
complex, including H. edmundoi, H. ramageana, H. ridleyi and H. salzmanii,
addressing the hypothesis that each of them comprises a natural species.

Location

Brazilian Northeastern region, including the states of Bahia, Sergipe,
Pernambuco and Rio Grande do Norte.

Methods

Nuclear and chloroplast microsatellite markers were applied on populations of
the ridleyi complex and species commonly confused as belonging the group, for
analyzing the genetic diversity, using MSA software, and genetic structure through
AMOVA test, Bayesian clustering attached to a Markov Chain Monte Carlo and
Median-Joining haplotype network.

Main conclusions

Our study suggests the first evidence of high gene flow between different
Hohenbergia species, which indicates conceptual problems to define species status
within the group. Such a high gene flow can be explained by the pollination efficiency
within the group. The species H. edmundoi, H. ramageana, H. ridleyi and H.
salzmanii correspond to a single biological entity, despite high morphological
differences. Morphological taxonomic treatments may be supported, with the
definition of novel names, to avoid formal extinction due to synonymizing of different
morphotypes. Each morphotype might be considered for conservation purposes.
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Introduction

Major geographic events like the movement of land masses, rising of a
mountain chain, change of a river course, and climate change are usually evoked as
responsible for shaping the evolutionary events that drove actual geographic patterns
of distribution of related species (Cox, Moore & Ladle, 2016). In South America much
attention has been paid to the phylogeographic and evolutionary history of
bromeliads from different genera in environments of different kinds, mainly focusing
on population genetic analysis (e.g.: Barbara, Martinelli, Fay, Mayo, & Lexer, 2007;
Barbara et al., 2009; Palma-Silva et al., 2009, 2011; Hmeljevski, Nazareno, Bueno,
Reis, & Forzza, 2017; Gongalves-Oliveira et al., 2017).

Population genetic studies allow the evaluation of genetic imprints and
evolutionary events set on populations, making possible to access the species’
evolutionary history (Loeschcke, Tomiuk, & Jain, 2013). Genetic structure uncovers
evolutionary processes to which populations have been subjected, such as genetic
drift, natural selection and gene flow (Heuertz et al., 2004; Lemes, Grattapaglia,
Grogan, Proctor, & Gribel, 2007; Loeschcke et al., 2013).

The Bromeliaceae is recognized as an important Neotropical plant group to
assess genetic and evolutionary processes, mainly due to their rapid evolution and
adaptive radiation attached to their high morphological diversification, especially on
the Bromelioideae subfamily (Givinish et al., 2011).

Although many studies have examined the genetic structure of bromeliads,
little is known about the genus Hohenbergia, which is among the most unresolved
groups regarding infrageneric and intraspecific taxonomic relationships (Baracho,
2005; Siqueira-Filho & Leme, 2006). This genus comprises about 49 species (Gouda
& Butcher, cont. upd.), of which 48 occur exclusively in Brazil (Flora do Brasil, 2020).
Specimens from this genus are commonly found in Northeastern Brazil biomes, with
great diversity in the Atlantic Forest and Espinhago Range of Bahia (Martinelli et al.,
2008; Versieux, Wendt, Louzada, & Wanderley, 2008; Goncalves-Oliveira &
Wanderley, 2017).

Due to the difficulty in defining a species and not unifying the concept of species,
many species complexes have been formed (Heller, Leme, Schulte, Benko-Iseppon &
Zizka, 2015; Buneker; Soares; De Assis, 2016; Pinzon et al., 2016; Aldhebiani, 2018).
The genus Hohenbergia because it has a wide morphological plasticity, has some
complexes of species, such as the ridleyi complex. This complex is composed by three
species (H. ramageana, H. ridley and H. isepponae) with few morphological differences,
as inflorescence morphology, shape of the tank and size of floral bracts
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(Siqueira-Filho & Leme, 2006; Goncalves-Oliveira & Wanderley, 2017). Two other
species may be considered as belonging to the complex: H. salzmanii and H.
edmundoi (R. C. Gongalves-Oliveira, pers. comm.).

The ridleyi complex species has a longitudinal distribution in the Atlantic
Forest, occurring from Rio Grande do Norte to Sdo Paulo state (approximately 2.833
km), presenting two large biodiversity centers with higher population density, one
within the states of Pernambuco, Paraiba, and Alagoas and another in the South of
Bahia (Flora do Brasil, 2020). The Atlantic Forest history was marked by strong
climatic oscillations during the Pleistocene which caused constant expansions and
contractions, as of the Atlantic Forest as of the Cerrado. These oscillations caused a
big vegetational change in a way that affected the continuity and extension of these
biomes (Pennington et al.,, 2004; Antonelli, Nylander, Persson, & Sanmartin, 2009;
Hoorn et al., 2010; Antonelli & Sanmartin, 2011).

The “Brejos de altitude” of the state of Pernambuco, for example, are
recognized as northeastern marshes or mountain forests, are humid forests
surrounded by caatinga vegetation (Camara, 2003; Andrade-Lima, 2007).
Populations of H. ramageana and H. ridleyi co-occur both in “Brejos de altitude” and
at the coastal Atlantic Forest (Siqueira-Filho & Leme, 2006). Therefore, evaluating
the genetic structure of Hohenbergia populations may allow a better understanding of
taxonomy, pattern of species distribution and of microevolutionary processes that
shape populations, assisting in management and conservation actions (Avise, 2000).

Several molecular tools have been applied to characterize the diversity of
population genetic structure, as well as the resolution of taxonomic uncertainties in
regard to species relationship and specific complexes (e.g. Olea europaea, Besnard et
al., 2007; Vellozia hirsuta, Barbosa, Fiorini, Silva-Pereira, Mello-Silva, & Borba, 2012;
Kielmeyera coriacea, Caddah et al., 2013). Microsatellite is the most used molecular
marker to evaluate the genetic diversity and population structure, which comprise tandem
repeat sequences of DNA. In eukaryotes, these sequences are present in the nucleus, in
chloroplast (in plants) and in mitochondria (Ellegren, 2004; Agarwal, Shrivastava, &
Padh, 2008). Nuclear microsatellite markers (nuSSR) are codominant, have Mendelian
inheritance and a high polymorphic degree, being applicable population genetic analysis
and to compare closely related species (Nybom, Weising, & Rotter, 2014). The
chloroplast microsatellite markers (cpSSR) are haploid, have uniparental inheritance and
usually maternal inheritance in angiosperms, being also applicable to the evaluation of
the variability within and between populations (Taberlet, Gielly, Pautou, & Bouvet, 1991;
Olmstead & Palmer, 1994).

The most commonly used procedure to access these SSR markers regards
their heterologous amplification. This procedure uses markers developed for related
species, assessed for their transferability to the target species, reducing costs for the
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development of species-specific SSRs (Zucchi et al., 2004; Lavor, van den Berg, &
Versieux, 2013; Goncalves et al., 2016; Zanella, Palma-Silva, Goetze, & Bered,
2016) a strategy also used in the present work.

On this paper, we aim to (i) characterize the genetic diversity of Hohenbergia
species that belongs to the ridleyi complex, (ii) identify possible effects from major
evolutionary events that shaped members of this complex by accessing the genetic
structure, (iii) test the species cohesion within the ridleyi complex by analyzing the
genetic differences between the specimens identified as H. edmundoi, H.
ramageana, H. ridleyi and H. salzmanii. Our hypothesis is that these species
comprise a single species entity.

Material and Methods

Population sampling

A total of 181 individuals from natural populations of ridleyi complex [H.
ramageana and H. ridleyi, using the sinonimization of Baracho(2005)], H. edmundoi
and H. salzmanii were collected along the distribution of the species in the states of
Bahia (BA), Pernambuco (PE), Rio Grande do Norte (RN) and Sergipe (SE) (Figure
1; Table 1). The distance between the North population (Jundiai, RN) to the South
population (Ubatd, BA) comprises approximately 1.322 km (Figure 1). H. isepponae
was not collected because it was not found in the field. H. edmundoi and H. salzmanii
which present some morphological similarities and are commonly confused as H.
ramageana were included in the analysis for an investigation of their genetic
relationship. In the field, the populations were collected according the presence in the
place trying cover the maximum of individuals present. The search was realized
according to the previous collect registered found in species link website. Fresh
leaves were packed into plastic tubes containing 98% of supersaturated
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) solution to avoid the oxidative process in
DNA (Rogstad, 1992).
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Table 1- Collections of populations of the ridleyi complex in Brazilian Northeast. All
populations were collected in the field in northeastern Brazilian region.

State Putatllve Initials Location Environment N  Latitude Longitude
species
BA H. salzmanii ITA Itagiba Moist Forest 8 -14.17 -39.74
H. salzmanii MAR Marau Moist Forest 5 -13.91 -38.95
H. salzmanii UBA Ubata Moist Forest 9 -14.18 -39.74
PE H. ridleyi JAL Joéo Alfredo Dry Atlantic Forest 21  -7.835 -35.59
H. ridleyi SDA Lagoados Gatos Dry Atlantic Forest 6 -7.89 -35.17
H. ridleyi TAQ Taquzr(i)tritnega do Dry Atlantic Forest 12 -7.908 -36.03
H. ridleyi EXE Paudalho Dry Atlantic Forest 14  -7.832 -35
H. ridleyi GOl Goiana coastal 13 -7.64 -34.96
H. ridleyi ISA ngc;?;?gpdezs Moist Forest 13 -8.133 3503
H. ridleyi LGA Lagoa dos Gatos Dry Atlantic Forest -8.694 -35.86
H. ridleyi UFP Recife Dry Atlantic Forest -8.052 -34.95
H. ridleyi UFR Recife Dry Atlantic Forest 7 -8.014 -34.95
RN H.cf.edmundoi ALC Alcagus Coastal Area 19  -6.007 -35.13
H. cf edmundoi MBJ Jundiai Ecotone Area 17  -5.892 -35.37
SE H. cf. edmundoi PIR Pirambu Coastal Area 10 -10.67 -36.67
H. cf. edmundoi  ARB Areia Branca Coastal Area 13 -10.77 -37.34
Total 16 181

Abbreviations: BA= Bahia; PE= Pernambuco; RN= Rio Grande do Norte; SE= Sergipe; N= Number of
individuals.
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Pernambuco

-10°0’

Figure 1- Geographic distribution of sampled populations of ridleyi complex in
northeastern Brazil (see Table 1 for abbreviations).

DNA extraction

DNA extraction was performed according to the CTAB protocol described by
Weising, Nybom, Pfenninger, Wolff, & Kahl (2005). All samples were subjected to
selective polysaccharide precipitation as described by Michaels, John, & Amasino
(1994) and RNAse treatment. Subsequently, all samples were quantified in the
NanoDrop spectrophotometer and diluted to 5 ng/uL.

Microsatellite amplification

Nuclear (nuSSR) and chloroplast (cpSSR) microsatellite markers available for related species (Weising & Gardner,
%8513?1) Wohrmann & Weising, 2011; Krapp et al., 2012; Goetze et al., 2013; Aoki-Gongalves, Louzada, De Souza, & Palma-Silva,
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were tested in a pilot sample with eight individuals from different populations (see
Appendix S1 in Supporting Information).

Polymorphic markers (see Appendix S2) were applied to populations by PCR.
The reactions were conducted in TECHNE® thermocycler with specific reagents
concentrations and programs according to the description by the original article for
each primer pair (Weising & Gardner, 1999; Woéhrmann & Weising, 2011; Krapp et
al., 2012; Goetze et al., 2013; Aoki-Goncalves et al., 2014).

Products generated by nuclear markers from ACOM primers were visualized
by electrophoresis performed on 6% acrylamide gel stained with silver nitrate. The
remaining markers were genotyped on ABI PRISM® 3730 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) by applying primers with M13 tail, which allowed the fluorescence
staining (VIC, FAM, and NED) and subsequent multiplexed genotyping. Molecular
sizes in base pairs were determined using the GENESCAN-600 LIZ size standard
(Applied Biosystems). Resulting files from the sequencers were analyzed using
SOFT GENETICS GENEMARKER Demo software (Applied Biosystems).

Statistical analysis

Parameters of the genetic diversity, such as the number of alleles by population,
allele richness (Ars), expected (He) and observed heterozygosity (Ho), polymorphism
information content (PIC) and inbreeding coefficient (Fis) were performed using the MSA
software (Dieringer & Schlétterer, 2003). Estimation of the presence of null alleles was
performed using the Micro-Checker version 2.2.0.3 (Van Oosterhout, Cock, et al., 2004).
Deviations from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) were evaluated using exact tests
were performed using GENEPOP on the Web (Raymond & Rousset,1995). Analysis of
Molecular Variance (AMOVA) was performed using the ARLEQUIN 3.5 software
(Excoffier, Laval, & Schneider, 2005) and F-statistics values [Differentiation among
populations (Fst); Differentiation among populations within groups (Fsc); Differentiation
within populations (Fct)] were calculated from the AMOVA (Excoffier, Smouse, & Quattro,
1992). A hierarchical AMOVA was used to calculate the Fst values between different
arrangements of the groups, comparing location and species regions of ridleyi complex.
The groups previously settled were 1 - Coast of Pernambuco (EXE, GOI, JSA, LGA,
UFP, UFR); 2 - Montane Forest of Pernambuco (JAL, TAQ, SDA); 3 - Sergipe Restingas
(ARB, PIR); 4 - Rio Grande do Norte (ALC, MBJ); 5 - Bahia Atlantic Forest (ITA, MAR,
UBA). To compare whether the genetic distance matrix correlates with the geographic
distance matrix a Mantel test was performed on ARLEQUIN 3.5 software (Mantel, 1967,
Excoffier et al., 2005). To evaluate the significance of Mantel test a linear regression on
the R software (R Core Team, 2017) was performed.
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Genetic structuring among the 16 populations was accessed using the
Bayesian clustering analysis attached to a Markov Chain Monte Carlo (MCMC)
approach implemented in STRUCTURE (version 2.3.4; Pritchard, Stephens, &
Donnelly, 2000), assuming an admixture model. For the determination of the most
appropriate number of genetic clusters (K-value), the analysis was run for 500,000
generations after a burn-in period of 10,000 generations. Ten repetitions for each K
(1= K< 20) were performed, and the admixture level for each individual (Q) was also
inferred. The best number of genetic clusters was chosen by calculating the K
statistic of Evanno, Regnaut, & Goudet (2005), using STRUCTURE HARVESTER
(version 0.6.94; Earl & von Holdt, 2012).

The analyses for the cpSSRs were performed on the HAPLOTYPE software
(version 1.05; Eliades & Eliades, 2009), with estimation of genetic diversity (Dv),
haplotype richness (Hrs) and the number of private alleles (Prv). A Median-Joining
haplotype network was inferred on NETWORK version 5.0.0.3 (Fluxus

TechnologiesTM).

Results

Among the 35 markers tested, only 10 were efficient for ridley's population
studies, which comprised to seven nuSSR and three cpSSR. 69 polymorphic alleles
were generated by nuSSR markers, with eight to 30 alleles per locus, whereas 33
alleles regarded cpSSR, with four to 21 alleles per locus (see Appendix S2). The
characterization of nuSSR loci in populations of the ridleyi complex are presented in
Appendix S3. The expected heterozygosity ranged from 0.221 (Acom12.12) to 0.839
(Ac25), and the observed heterozygosity ranged from 0.054 (Ac40) to 0.537 (Ac25).
The highest PIC value was 0.75 for the locus Ac55, and the lowest was 0.179 for the
locus Acom12.12. Almost all loci showed high Fis values (0.3319 - 0.8822) except for
Acom64.22 that presented a very low value (-0.113). The same pattern of locus with
high values was observed for the Fit. High Fst values were observed for the loci Ac40,
Acb5, and Acoml12.12. According to the analyzes of the Micro Checker, three
(Acom71.3, Ac55, Ac40) of seven nuclear loci may have presence of null alleles.

The genetic diversity parameters obtained for nuSSRs in each population are
listed in Table 2. The average number of alleles per population was 26 and ranged from
11 (MAR) to 39 (GOI). The allelic richness (AR) ranged from 1.860 (PIR) to 2.724 (UBA).
The observed heterozygosity (Ho) ranged from 0.169 (LGA) to 0.4591 (ARB), and the
expected heterozygosity (He) ranged from 0.292 (PIR) to 0.703 (JSA). The inbreeding
coefficient (Fis) was moderate to high in the populations and ranged from
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0.214 (PIR) to 0.603 (LGA). Almost all populations are in Hardy-Weinberg
equilibrium, except PIR that present P-value of 0.0809.
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Table 2- Genetic diversity parameters using seven loci of nuSSR and three loci of
CPSSR per populations of ridleyi complex.

NuSSRs CpSSRs

Pop N A AR Ho He Fs HWE N A Nb Prv Hrs
ITA 8 26 2663 0.353 0.596 0.330 0.0000* 8 6 4 2 1.875
MAR 5 11 1979 0.18 0.350 0.433 0.0105* 5 4 2 0 1
UBA 9 27 2724 0335 0.641 0.472 0.0004* 8 8 4 3 1.875
JAL 21 36 2.242 0.393 0.555 0.245 0.0000* 21 5 4 2 0.714
SDA 6 24 2411 0.393 0.614 0.262 0.0001* 6 3 2 2 1.755
TAQ 12 29 2462 0.345 0.668 0.474 0.0000* 12 5 4 0 1
EXE 14 24 2271 0.281 0.505 0.383 0.0000* 15 5 5 3 1.333
GOl 13 39 2476 0432 0.633 0.250 0.0001* 13 3 2 0 0.641
JSA 13 32 2.662 0.344 0.703 0.470 0.0000* 13 2 1 0 0
LGA 8 15 2220 0.169 0.457 0.603 0.0000* 6 4 3 1.875
UFP 5 23 2654 0.393 0.659 0.329 0.0019* 6 5 3 4
UFR 7 24 2367 0.282 0.495 0.350 0.0000* 6 4 2 2.143
ALC 19 29 2467 0.219 0.535 0.595 0.0000* 17 8 6 4 1.47
MBJ 17 25 2163 0.231 0.493 0.409 0.0000* 17 7 5 5 1.397
ARB 13 34 2.658 0.459 0.657 0.229 0.0000* 10 10 8 5 3.417
PIR 10 18 1.860 0.229 0.292 0.214 0.0809 10 5 3 3 1
Mean 26 2.392 0432 0.633 0.378 5,563 3.938 2.313 1.593

*P<0.05. Abbreviations: N= sample size in each population; A= number of alleles detected in each
population; AR= allele richness; Ho= observed heterozygosity; He= expected heterozygosity; Fis=
inbreeding coefficient; HWE= Hardy-Weinberg equilibrium. Nb= number of haplotypes; Prv= number of
private haplotypes; Hrs= haplotypic richness.

The genetic diversity parameters of the cpSSRs are presented in Table 2. All
loci were polymorphic with 11 (N10), 22 (N15) and four alleles (N16). The number of
alleles per population ranged from two (JSA) to 10 (ARB), with a mean of 5.563
alleles per population. The combination of alleles resulted in 45 haplotypes, of which
34 were present in a single population, being considered private haplotypes (see
Appendix S4). The haplotype 15 (102 94 94) was the most frequent, present in 61 of
the 175 individuals analyzed. The total number of private alleles per population
ranged from two to five, with four populations without private alleles (MAR, SDA,
GOl, and JSA) (see Appendix S5). The haplotypic richness ranged from zero (JSA)
to four (UFP) with a mean of 1.593 per population (Table 2).

The haplotypes split the populations according to their environment (Atlantic
Forest, restinga, and ecotone), except for the populations of Pernambuco and PIR
(Figure 2). Populations of Pernambuco presented a pattern of haplotype presence (15
and 19) that isolated populations of this state from the others, whereas PIR presented
only private haplotypes (Haplotypes- 7, 44 and 45 with high frequency). Two mutations
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were registered in the network isolating two groups with nine (H2, H3, H26, H27,
H28, H29, H30, H31, H44) and five haplotypes (H4, H5, H8, H36, H37). Almost all
these haplotypes were present in populations that do not belong to Pernambuco
state. The populations of this group with a higher number of haplotypes were MBJ
(3), UBA (3), ARB (2) and ALC (2).

g 2O

s,
g >

Figure 2- A. Occurrence of more frequent haplotypes in each population of ridleyi
complex. * and black color were used to indicate each mutated haplotype. B. Median-
joining network of cpSSRs haplotypes. The circles indicate the haplotypes and the
size of each circle is proportional to the observed frequency of each type. Small red
circles specified with mul and mu2 indicate the occurrence of mutations.

The AMOVA results for nuSSRs and cpSSRs are in Table 3. The
differentiation among populations (Fst) was of 0.1518 for the nuSSR and of 0.6499 for
the cpSSR. The highest percentage of variation (84.82%) was obtained within
populations for the data set nuSSR.
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Table 3- Analysis of molecular variance (AMOVA) for seven nuclear and three
chloroplast SSR markers in populations of the ridleyi complex.

NUSSRs cpSSRs
Source of d.f. Percentage F-Statistics d.f. Percentage F-Statistics
variation of variation of variation
Among 4 3.29 Fs=0.1518* 4 26.76 Fs=0.6499*
populations
Among 11 11.89 Fsc=0.1229* 11 38.23 Fsc=0.5220*
populations
within groups
Within 344 84.82 F«=0.0329 159 35.01 F«=0.2676
populations
Total 359 174

Notes: Fs= differentiation among populations; Fsc= differentiation among populations within groups;
Fc= differentiation within populations; *significant values with P < 0.0001.

The Fst values comparing location regions of the ridleyi complex are shown in
Table 4. The highest value was obtained for the comparison between Rio Grande do
Norte (H. cf. edmundoi - ALC, MBJ) and Bahia (H. salzmanii - ITA, MAR, UBA) with
the Fst of 0.2461. The lowest Fst value was obtained in the comparison between
montane forest (“Brejos de altitude”) and the coast of Pernambuco, both regarding H.
ridleyi species (Fst = 0.0440).
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Table 4- Fst values comparing location regions of the ridleyi complex.

Regions Fst
Hierarchical 0.1471
With regions 0.1518
Inter-states 0.1624
Coast of PE x Montane Forest of PE 0.0440
Coast of PE x SE Restingas 0.1295
Coast of PE X RN 0.1601
Coast of PE x BA Atlantic Forest 0.1054
Montane Forest of PE x SE Restingas 0.162
Montane Forest of PE x RN 0.2127
Montane Forest of PE x BA Atlantic Forest 0.1474
SE Restingas x RN 0.2392
SE Restingas x RN x BA Atlantic Forest 0.2349
SE Restingas x BA Atlantic Forest 0.1936
RN x BA Atlantic Forest 0.2461
Coast and Montane Forest of PE x SE Restingas 0.1563
Coast and Montane Forest of PE x RN 0.1860

Coast and Montane Forest of PE x BA Atlantic Forest 0.1563

Notes: Coast of Pernambuco (EXE, GOI, JSA, LGA, UFP, UFR); Montane Forest of Pernambuco
(JAL, TAQ, SDA); Sergipe Restingas (ARB, PIR); Rio Grande do Norte (ALC, MBJ); Bahia Atlantic
Forest (ITA, MAR, UBA); See table 1 for abbreviations. All P-values <0.001.

The structuring of the populations revealed the presence of four clusters ( K =
4) among the populations of the ridleyi complex (Figure 3). The clusters are divided
as follow (Figure 4):

Cluster 1 = JAL, UFR, TAQ, UFP, EXE, SDA, LGA that includes populations from
the Dry Atlantic Forest in the North Portion of Pernambuco;

Cluster 2 = MAR, JSA, ITA, UBA that includes the moist forest of Bahia and the
moist forest of southern Pernambuco;

ClléStSeé 3 =GOl, ALC, PIR, ARB that includes the coastal populations from RN
an ;

Cluster 4 = MBJ that includes an ecotone population in RN.

The proportion of each population of ridleyi complex in each of the four clusters
ranged from 0.404 to 0.956 (Table 5). Two populations (UFR and ARB) presented little
variation in the proportion of membership between two different clusters. These
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differences were 0,033 between the cluster 1 and 3 and 0.11 between the cluster 2
and 3, respectively. Fst values between clusters were lower than 0.2, except for
cluster 4, that harbor MBJ population (Table 6). These clusters formed and the high
interaction between the populations reveal that the species H. edmundoi, H.
ramageana, H. ridleyi and H. salzmanii correspond to a single biological entity.

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

501

40t

30r

Delta K

201

101

5 10 15 20
K

Figure 3- Magnitude of K from structure analysis by Evanno et al. (2005), for ridleyi
complex microsatellite data.
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Figure 4- Bar plot of four clusters (K = 4) according to the STRUCTURE analysis
based on seven nuSSR markers. The populations of the ridleyi complex are delimited
from each other by vertical black lines. See Table 1 for abbreviations.
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Table 5- Proportion of membership of each population of the ridleyi complex in
each of the 4 clusters. The higher proportions are highlighted in bold.

ITA 0.015 0.929 0.041 0.015
MAR 0.015 0.956 0.014 0.014
UBA 0.143 0.595 0.132 0.131
JAL 0.844 0.072 0.048 0.035
TAQ 0.617 0.156 0.213 0.014
SDA 0.521 0.245 0.218 0.016
EXE 0.907 0.04 0.034 0.019
GOl 0.326 0.083 0.572 0.019
JSA 0.198 0.689 0.036 0.077
LGA 0.404 0.283 0.137 0.176
UFP 0.512 0.25 0.225 0.012
UFR 0.448 0.129 0.415 0.008
ALC 0.046 0.057 0.853 0.045
MBJ 0.024 0.011 0.02 0.945
ARB 0.026 0.421 0.531 0.022
PIR 0.02 0.109 0.805 0.067

Note: see table 1 for abbreviations.

Table 6- Fst values of four clusters formed by analysis in STRUCTURE software
based on nuSSRs applied on populations of ridleyi complex.

Fst of clusters

Cluster 1 0.1473
Cluster 2 0.0617
Cluster 3 0.0963
Cluster 4 0.317

The Mantel test indicated no correlation between the geographic distance and
genetic divergence for results of nuSSR r = 0.29, p<0.06 (Figure 5A) and low
correlation for cpSSR data r = 0.31, p<0,004 (Figure 5B).
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Figure 5- Relationship between genetic divergence (based on Fst) and geographical
distances in kilometers among populations of the ridleyi complex. A. Analysis with
NuSSR data; B. Analysis with cpSSR data. For both analyzes p<0,001.

Discussion

Genetic diversity

Our results show that surprisingly the ridleyi complex is composed by only one
biologic entity instead of four. Likewise, despite a high gene flow among the
populations, the genetic diversity is low indicating that the conservation of the
species is urgently needed. Therefore, our results show that genetic studies can be
used both for better identifying species and to conservation and restoration purposes.

In general, the populations show low to moderate genetic diversity, which similar
results can be found in different genetic studies of the family (Lavor, van den Berg,
Jacobi, Carmo, & Versieux, 2014; Soares et al., 2018), show a high number of alleles,
high Fis values and low Ho values in comparison to the He ones. Even with these results
almost all populations are in equilibrium of Hardy-Weinberg (expect for PIR).

Such low diversity is not expected mostly because H. ridleyi species present self-
incompatible reproductive system (Siqueira-Filho & Machado, 1998). The results indicate
self-compatibility characteristics, however the higher Fst value obtained from the plastid
data than in nuclear data, indicates that seed migration is much less common than pollen
dispersal which reveals a great gene exchange between the individuals (McCauley,
1994). The reproductive strategy of the ridleyi complex is highly
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unknown, since there is only one study which has examined the reproductive system
of one species of the complex (Siqueira-Filho & Machado, 1998). In order to
understand better why these self-compatibility characteristics are present in the
complex is necessary to realize future studies of the reproductive system.

Previous studies with Bromelia antiacantha Bertol populations
(Bromelioideae), uncovered the same mating system as H. rildeyi beside a high
inbreeding coefficient (Fis= 0.431 and Fit = 0,542). Therefore, in contrast to the
present study, they found high Fst values (0.224). This result was probably influenced
by the presence of polyploidy in the group (Zanella et al., 2011).

Such characteristics are uncommon on bromeliads, and as discussed for B
antiacantha, these patterns can be the result of Wahlund effect and/ or null alleles
(Zanella et al.,, 2011; Waples, 2015). According to the results obtained from
MicroChecker analysis, may have null alleles in the sampling which could be interfering
the real value of homozygosity, but excluding the loci that may have null alleles we still
have high values of Fis and expected heterozygosity higher than observed
heterozygosity. Besides that, null-alleles may not interfere on the Hardy-Weinberg
equilibrium of the populations, since they are a common feature in such markers.

Genetic structure

The Mantel test indicates a low correlation between the geographic and
genetic distances matrices, suggesting low isolation by distance among ridleyi
complex populations. Therefore, the STRUCTURE results with K=4, for both nuclear
and chloroplast data, indicates that the populations are structured according to their
environment.

Based on nuSSRs data, the structuring performed on STRUCTURE split the
populations into four groups: dry forest, humid forest, coastal area and ecotone area
between Atlantic Forest and Caatinga. Population JSA, an outlier of Pernambuco,
that groups with populations from Bahia state, belongs to a most humid forest in
Southern Pernambuco according to definitions from Andrade-Lima (2007). The
clusters show a moderate structuring according to putative species/populations.
However, the Fst value is low (0.1518) indicating limited differentiation between
populations and high gene flow, considering significant differentiation between
populations with Fst values higher than 0.25 (Slatkin, 1987). These results have been
also reported for Vriesea cacuminis, which presented low Fst (0,16) and population
structuring according to the location of the region, probably due to crossbreeding
between species (Ribeiro et al., 2013).
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The haplotype network generated by the cpSSRs data confirms the presence
of a closely central cluster with populations of Pernambuco. The Pernambuco’s
cluster presents privates haplotypes (Haplotypes 15 and 19), whereas the major
number of mutated haplotypes occur in populations out of Pernambuco. In other
words, it is possible that the Pernambuco region comprises more ancient populations
of the complex in comparison with the other analyzed locations.

PIR population presented only private haplotypes in all individuals differing from
all other sampled localities (Haplotypes- 7, 44 and 45 with high frequency). According to
the results obtained for nuSSRs, the other populations can be distinguished by the
environment where they are present (Atlantic Forest, restinga, and ecotone).

Taxonomic and evolutionary implications

According to the biological species concept (Mayr, 1976), a species comprises
groups of beings that potentially reproduce with each other and share a common
genome and are isolated from other groups. Many species have been described
among the Hohenbergia on the past decades (Barbara et al., 2007, 2009; Boisselier-
Dubayle, Leblois, Samadi, Lambourdiere, & Sarthou., 2010; Palma-Silva et al.,
2011), all of them based solely on morphological traits. To identify a species within
Bromeliaceae has been a challenge, especially within the Hohenbergia genus and
species complexes, mostly due to the lack of good taxonomic reviews or scarce
description of species (Gongalves-Oliveira & Wanderley, 2017).

Our results bring the first molecular evidence of high gene flow between
Hohenbergia described species, what can lead to future conceptual problems to
define a new species within this group. In the inselbergs of Rio de Janeiro species of
Pitcairnia showed introgression and interspecific gene flow on nuclear markers.
Moreover, different species showed more similarities to chloroplast haplotypes due to
closeness than individuals from the same species located in other inselbergs (Palma-
Silva et al., 2011). Our results highlight that populations of the ridleyi complex have a
significant gene flow due to pollination efficiency. It is important to remark that the
Hohenbergia flowers are all purple and have the same shape (Smith, 1989). Thus,
the species H. edmundoi, H. ramageana, H. ridleyi and H. salzmanii correspond to a
single biological entity, with morphological particularities. Therefore, morphological
taxonomic treatments may be supported, with the definition of novel names, to avoid
formal extinction due to synonymizing of different morphotypes. Thus, each
morphotype might be considered for conservation.



APPENDICES

Appendix S1

Table S1.1- Nuclear and chloroplast SSR markers transferred from related

species to selected individuals of the ridleyi complex.

Type Species Loci N
Nuclear Aechmea caudata Lindm Ac01, Acll, Acl2, Ac25,
Ac35, Ac40, Ac55, Ac64, 10
Ac78, Ac88
Ananas comosus (L.) Merr  Acom12.12, Acom22.22,
Acom64.22, Acom71.3, 5
Acom91.2
Chloroplast Dyckia marnier-lapostollei L. B. L1, L4, L6, N5, N7, N10, 5
Sm. N15, N16, N18
Nicotiana tabacum L. (Universal ccmp2, ccmp3, ccmp4, 5
primers) ccmpb5, ccmp6, ccmp?
Orthophytum ofiuroides Louzada Opl7, Op28, Op30, 5
& Wand Op69, Op93
Total 35

Abbreviation: N= number of loci.
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Table S2.2- Number of alleles per population obtained for the polymorphic
loci using primers of Aechmea caudata, Ananas comosus and Dyckia marnier-

lapostollei in populations of the ridleyi complex.

Type Loci Number of alleles
Nuclear Acll 21
Ac25 28
Ac40 15
Ac55 30
Acoml12.12
Acom64.22
Acom71.3 20
Chloroplast N10 11
N15 21
N16 4
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Table S3.3- Characterization of seven nuSSRs in populations of ridleyi
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complex.

Loci A He Ho PIC Fis Fit Fst HWE
Acll 21 0.725 0.366 0.597 0.4428 0.4980 0.0990* 0.0000*
Ac25 28 0.839 0.537 0.750 0.3401 0.3966 0.0856* 0.0000*
Ac40 15 0.474 0.054 0.372 0.8822 0.9067 0.2087* 0.0000*
Ac55 30 0.710 0.379 0.625 0.4046 0.5246 0.2016* 0.0000*
Acom12.12 0.221 0.163 0.179 0.3589 0.6143 0.3983* 0.0000*
Acom64.22 9 0.260 0.283 0.216 -0.113 -0.028 0.0765* 0.4238
Acom71.3 20 0.676 0.454 0.585 0.3319 0.4298 0.1465* 0.0000*
Over all loci 69 0.558 0.319 0.475 0.4282 0.5212 0.1626*

Abbreviations: Fis= inbreeding coefficient; Fit = overall inbreeding coefficient; Fst = fixation index;

HWE= Hardy-Weinberg equilibrium. *P-value<0.0001.
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Table S4.4- Haplotypes obtained for three cpSSR loci (N10, N15

and N16) for the populations of the ridleyi complex.

Haplotype Code Haplotype Counts
haplo-1 1019594 1
haplo-2 102 118 94 1
haplo-3 102 125 94 1
haplo-4 102 50 161 1
haplo-5 102 78 154 2
haplo-6 102 78 94 12
haplo-7 102 78 95 1
haplo-8 102 82 124 1
haplo-9 102 90 94 1
haplo-10 102 91 94 1
haplo-11 102 93 93 3
haplo-12 102 93 94 3
haplo-13 102 94 67 1
haplo-14 102 94 93 1
haplo-15 102 94 94 61
haplo-16 102 95 111 1
haplo-17 102 95 93 1
haplo-18 102 95 94 1
haplo-19 102 95 95 13
haplo-20 102 96 95 1
haplo-21 102 97 95 1
haplo-22 102 98 94 1
haplo-23 103 104 94 1
haplo-24 103 109 94 1
haplo-25 103 110 94 1
haplo-26 103 118 95 1
haplo-27 103 125 94 1
haplo-28 103 125 95 1
haplo-29 10313294 1
haplo-30 103 132 95 2
haplo-31 103 138 94 2
haplo-32 103 158 94 1
haplo-33 1034994 1
haplo-34 10349 95 1
haplo-35 103 69 95 1
haplo-36 103 78 116 1
haplo-37 103 78 147 1
haplo-38 103 78 154 1
haplo-39 1037894 24
haplo-40 103 78 95 11
haplo-41 103 78 98 1
haplo-42 10394 94 1
haplo-43 10398 94 1
haplo-44 104 138 95 1
haplo-45 104 78 95 8

Total 45 175
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Table S5.5- List of private haplotypes and frequencies by population
of the ridleyi complex.

Haplotype Code Haplotype Population Frequencies

haplo-1 1019594 UFPE 1
haplo-2 102 118 94 MBJ 1
haplo-3 102 12594 MBJ 1
haplo-4 102 50 161 UBA 1
haplo-7 102 78 95 PIR 1
haplo-8 102 82 124 JAL 1
haplo-9 102 90 94 JAL 1
haplo-10 10291 94 EXE 1
haplo-13 102 94 67 TAQ 1
haplo-14 102 94 93 EXE 1
haplo-16 102 95111 UFPE 1
haplo-17 102 95 93 UFPE 1
haplo-18 102 95 94 EXE 1
haplo-20 102 96 95 UFR 1
haplo-21 102 97 95 UFR 1
haplo-22 102 98 94 MBJ 1
haplo-23 103104 94 ALC 1
haplo-24 103 109 94 ALC 1
haplo-25 10311094 ARB 1
haplo-26 103 118 95 UBA 1
haplo-27 103 12594 ALC 1
haplo-28 103 125 95 UBA 1
haplo-29 10313294 LGA 1
haplo-31 10313894 ALC 1
haplo-32 103 158 94 LGA 1
haplo-33 1034994 LGA 1
haplo-34 103 49 95 ITA 1
haplo-35 103 69 95 ARB 1
haplo-36 10378 116 ARB 1
haplo-37 103 78 147 ITA 1
haplo-38 10378 154 ARB 1
haplo-41 103 78 98 ARB 1
haplo-42 10394 94 TAQ 1
haplo-43 10398 94 ALC 1
haplo-44 104 138 95 PIR 1

Total 35 12

w
ol
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4 CONCLUSAO

v

O presente estudo traz a primeira evidéncia de baixa diferenciacéo
genética e hibridizacdo em espécies descritas do género Hohenbergia, o
gue pode levar a problemas conceituais para definir uma espécie natural.

Membros analisados do complexo ridleyi apresentam fluxo génico
significativo devido a eficiéncia da polinizacao.

Os haplétipos dividiram as populacdes de acordo com o ambiente (Mata
Atlantica, restinga e ecotono), com excec¢do das populacbes de
Pernambuco e a populagédo de Pirambu (Sergipe).

v

As espécies H. edmundoi, H. ramageana, H. ridleyi e H. salzmanii
correspondem a uma unica entidade bioldgica, a despeito da significativa
diferenca morfoldgica que justificou sua descricao.

Os tratamentos morfolégicos e taxondmicos devem ser revistos, sendo
suportados com a definicdo de novos nomes, para evitar a extincdo formal
devido a sinonimizacado de diferentes morfotipos.

Cada morfotipo deve ser considerado para conservacao.
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