1~

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE TECNOLOGIA

DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA FLORESTAL

BIPOLARIDADE EM POHLIA HEDW. (MNIACEAE-BRYOPHYTA): UM
ESTUDO FILOGENETICO

BARBARA GUEDES COSTA SILVA

ORIENTADORA:

Prof. Dra. Micheline Carvalho Silva

Brasilia- DF, Dezembro de 2016.



1~

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE TECNOLOGIA

DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA FLORESTAL

BIPOLARIDADE EM POHLIA HEDW. (MNIACEAE-BRYOPHYTA): UM
ESTUDO FILOGENETICO

Estudante: Barbara Guedes Costa Silva
Orientadora: Micheline Carvalho Silva

Co-Orientador: Anderson Marcos de Souza

Trabalho Final apresentado ao
Departamento de Engenharia Florestal da
Universidade de Brasilia, como parte das
exigéncias para obtencdo do titulo de

Engenheiro Florestal.

Brasilia- DF, Dezembro de 2016.






SUMARIO

1 INTRODUGAOD ...ooooieeececteeeteeeee ettt 8
2 OBUIETIVOS.. ..ottt b e et be e st e bt e b e e nae e e beeneeas 9
B R 0] o T2 Yo 1 =T - Y LR PUURRRPPPPNS 9
2.2 ODbjetivos ESPECITICOS ..iiitiiii ittt ittt sttt e e st e e s s bee e e s sbaee e s sbeeeessareaeeeean 9

3 JUSTIFICATIV A et 9
4 REVISAO BIBLIOGRAFICA ......cooviieeeeeeeeeeter et enes s 10
5 MATERIAL E METODOS.........oiiiiieiieeieeeeie sttt ests s s sen et enes st 16
I R 01 = g Tor- To o LI [0 a0 1y A= [P 16
LT A U (U o (o T3 ] o =Y YT ol LS 17
5.2.1 Extracdo de DNA e amplifiCaga0.....c.eeiieiiiiiiiiiiie ettt et e e 17
5.2.2  Sequenciamento e analise doS dad0S........cceieeeeriiireeciesieceere e 18

6 RESULTADOS E DISCUSSAD ... 19
7 CONCLUSAO. ...t 28
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cocvieeveiieeeieeeee e snes s 29



AGRADECIMENTOS

A minha mée da graduacdo e orientadora, Dr2. Micheline Carvalho Silva, por ter me
proporcionado realizar este trabalho sempre caminhando ao meu lado, me dando a
oportunidade de aprender cada vez mais.

Ao Dr. Paulo Eduardo Camara, pelo apoio e carinho em todas as horas e todo
conhecimento fornecido.

Aos amigos do laboratério de criptbgamas, Ana Gabriela, Abel, Allan, Amanda
Marinho, Amanda Leal, Carla, Daiane, Diego, Marcos, Tamara, Osvanda e Valéria pela ajuda
em todos 0s momentos de convivéncia, sendo super solicitos em todos os momentos que
precisei.

Aos herbérios pelos empréstimos realizados.

Ao Proantar (Programa Antartico Brasileiro), Marinha do Brasil, Forca Aeérea
Brasileira e aos demais colaboradores do projeto.

Ao Rodrigo Canhedo Silva, pois se ndo fosse ele eu ndo estaria onde estou.

A minha irma Julia Guedes, que sempre me ajudou em todos os momentos e foi minha
companheira de todas as horas.

Ao0s meus amigos de graduacdo, 0s meus sinceros agradecimentos.

As minhas queridas amigas Ana Clara, Ingrid e Fernanda, que sempre torceram por
mim.

A minha querida méae Margareth, que sempre acreditou em mim, me incentivou para
alcancar todos 0os meus sonhos.

Ao meu Pai José Antdnio que sempre esteve ao meu lado me apoiando e me dando
forca.

A Deus, que me concedeu esta grande oportunidade.

Obrigada a todos pelo carinho, amor e compreensao, levarei vocés sempre comigo.



RESUMO

As briofitas sdo o segundo maior grupo de plantas terrestres e possuem cerca de
18.000 espécies. O género Pohlia é constituido por cerca de 150 espécies distribuidas em
todos os continentes com a maior parte das espéecies ocorrendo regides temperadas. Cinco
espécies de Pohlia ocorrem na Antértica, sendo que quatro delas séo consideradas bipolares
apenas de acordo com dados morfoldgicos. O objetivo do trabalho foi testar a bipolaridade
da espécie antartica, Pohlia cruda (Hedw.) Lindb., através de dados moleculares e
morfologicos. As amostras foram obtidas através de empréstimos solicitados a nove
herbarios nacionais e internacionais e também a partir de coletas no continente Antartico. A
extracdo do DNA foi realizada utilizando o protocolo mini-CTAB e a amplificagdo foi
realizada segundo a técnica Reacdo em Cadeia da Polimerase. Foram amplificados regides
do cloroplasto e do nucleo com os marcadores [intron trnL e o espacador intergénico trnL-
trnF] e o marcador ITS respectivamente. Para reconstrucéo filogenética foram feitas arvores
de Méxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana. Os resultados mostram que a familia
Mniaceae é um grupo monofilético, no entanto o género Pohlia é parafilético. A bipolaridade
de Pohlia cruda foi comprovada através dos dados moleculares e morfologicos e dados
preliminares de outras espécies de Pohlia que ocorrem na Antartica também séo

apresentados.

Palavras-chave: Antartica, Pohlia, filogenia, morfologia.



ABSTRACT

The bryophytes are the second biggest group of terrestrian plants and has about 18,000
species. The genre Pohlia he's by around 150 species spread in all continents with the
majority of species located in the temperate regions. Five species of Pohlia occur in the
Antarctic, in which four of them are considered bipolar according to morphologic data. The
objective of this paper was to test the bipolarity of the Antarctic species, Pohlia cruda
(Hedw.) Lindb. by molecular and morphologic data. The samples were obtained by loans of
nine national and international herbarios and also by collections of Antarctic samples. The
DNA extraction followed the mini-CTAB protocol and the amplification was made with the
Polimerase Chain Reaction. Chloroplast and nucleus regions were amplified with the intron
trnL markers and with the intergenic spacer trnL-trnF and ITS marker respectively. [In the
phylogenetic reconstruction trees with maximum likelihood and Bayesiana Interference].
The results show that the Mniaceae family is a monophyletic group, however the genus
Pohlia is paraphyletic. Pohlia cruda bipolarity was proved with the molecular and
morphologic data and preliminary data from other Pohlia species that occur in Antarctic are

also shown.

Key Work: Antartic, Pohlia, phylogeny, morphology.



1 INTRODUCAO

Briofitas sdo organismos ecologicamente fundamentais, pois sdo consideradas plantas
pioneiras, sendo as primeiras a colonizar rochas e diversas areas degradadas. Esse grupo de
plantas transformam locais desfavordveis em locais propicios ao estabelecimento de outras
especies de plantas (Hespanhol et al. 2008), além de microambientes para a ocorréncia de
animais como rotiferos, nematddeos e tardigrados (Gradstein et al. 2001). Espécies de
bridfitas também tém sido utilizadas para estudos de mudangas climéticas globais (Tuba et
al. 2011).

As briofitas ocorrem em diversos ambientes, entre eles ambientes extremos como
desertos, regides do Artico e na Antértica. As condigBes climaticas desfavoraveis desses
ambiente ndo impediram o crescimento e estabelecimento dessas plantas, ao contrario, para
alguns ambientes como na Antartica, as briofitas sdo as plantas dominantes.

Para explicar a distribuicdo das espécies bipolares, aquelas que ocorrem em regides
do Artico e Antartica concomitantemente, a teoria mais aceita é de origem Holoartica, onde
as espécies teriam chegado as regides austrais por meio de disperséo a longa distancia através
das cadeias de montanhas tropicais (Dodge 1973, Lamb 1970, Lindsay 1977, Ochyra et al.
2008). Esta dispersdo pode ter ocorrido por trés rotas: 1) “American Pathway” (via
americana), utilizando como rota 0s neotropicos, passando pela Patagonia e pela Antéartica
maritima; 2) “African Pathway” (via africana) através das montanhas do Leste e do Sul da
Africa para as ilhas subantarticas na regido de Kerguelen; 3) O “Indomalayan-Malesian
Pathway” (via Indonésia-Malésia) do sudeste da Asia (Malésia) para o sudeste australiano,
Nova Zelandia e ilhas associadas (Ochyra et al. 2008). As analises filogenéticas podem ser
0 caminho para a explicacdo dessas teorias e a descoberta sobre a colonizacdo das bridfitas
na Antartica.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais

Este estudo visa testar a bipolaridade do género Pohlia Hedw., através de dados

moleculares e morfologicos.

2.2 Objetivos Especificos
« Testar o monofiletismo do género Pohlia;
* Esclarecer se a morfologia de Pohlia cruda reflete os resultados dos dados

moleculares.

3 JUSTIFICATIVA

Embora a brioflora antartica seja bem conhecida (Putzke & Pereira 2001, Ochyra et
al. 2008), existem poucos estudos sobre a diversidade genética e padrdes de evolugédo e
distribuicdo das espécies, e qual a relagdo das espécies antarticas com seus pares da regido
Avrtica e regides intermediarias (Hedends 2012, Kato et al. 2013).

As regides polares sdo ambientes extremos e isolados, portanto, locais sujeitos a
endemismo, pois as espécies que la se estabelecem podem sofrer mutacdes e pode ndo ocorrer
o fluxo génico, tornando-se diferente das plantas-mée. O endemismo, assim como 0 nimero
e espécies em uma localidade tém sido frequentemente utilizados como critério para
conservacao de areas para preservacao de espécies (Carvalho 2009). Os resultados obtidos
poderdo ser utilizados para gerar planos de conservacéo para regides na Antartica e no Artico
ou para algumas espécies.

Os estudos filogenéticos podem explicar a bipolaridade de espécies ou determinar o

endemismo, o monofiletismo e os padrdes de distribuicio da espécie na Antartica e no Artico.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

As bridfitas sdo o segundo maior grupo de plantas terrestres, atrds apenas das
angiospermas, (Buck & Goffinet, 2000). Possuem cerca de 18.000 espécies distribuidas em
mais de 1.200 géneros e estdo representadas por Musgos (filo Bryophyta com 13.000 - 12.800
espéecies), Hepaticas (filo Marchantiophyta 5.000 espécies) e Antoceros (filo
Anthocerotophyta com 100 - 150 espécies) (Gradstein et al., 2001; Goffinet et al., 2009).

Embora sejam plantas relativamente de pequeno tamanho e delicadas, as bridfitas
estdo amplamente distribuidas pelo mundo e habitam preferencialmente os ambientes umidos
e sombreados. S0 encontradas desde o Artico a Antartica, em florestas tropicais, desertos e
ambientes submersos, mas nunca em ambiente marinho (Delgadillo & Céardenas, 1990).

O grupo (Briofitas) possui propriedades antimicrobianas (Singh et al., 2007), e podem
ser indicadores ecoldgicos ou de poluicdo, pois muitas espécies sdo muito sensiveis a
pequenas mudancas as condicdes ambientais (Santos & Lisboa, 2003). Qutras espécies
podem ser utilizadas como indicadores da integridade de florestas (Frego, 2007), para
recuperacdo de &reas degradadas (Bardat & Aubert, 2007), e para demonstrar 0 aumento de
nitrogénio liberado na atmosfera durante as Gltimas décadas (Wilson et al., 2009).

Economicamente, o grupo é utilizado como substrato para orquideas e algumas
plantas ornamentais e é relatado o seu potencial medicinal como anticancerigeno e anti-
inflamatorio, como também para a producdo de antibidticos e antivirais e cicatrizagdo de
queimaduras e tratamento de hematomas (Fernandez & Serrano, 2009).

Briofitas organizam-se em trés divisGes, Anthocerotophyta, Marchantiophyta e
Bryophyta. Os antdceros sdo plantas da divisdo Anthocerotophyta, e possuem de 100-150
espécies. Caracterizam-se por apresentar plantas talosas, onde as células do talo possuem um
unico cloroplasto contendo pirenoide, com goticulas de 6leo presentes, anteridio de origem
enddgena. O arquegbnio € Unico, embutido na superficie do talo dorsal e o esporofito cresce
a partir da base por atividade meristematica indeterminada (Frey & Engler, 2009).

Segundo Frey & Engler (2009), a divisdo Marchantiophyta, também conhecida como
hepaticas, sdo supostamente monofiléticas, provavelmente representam a linhagem
divergente mais antiga das embriofitas existentes e 0 mais antigo registro fossil de todos os

grupos de bridfitas. As hepéticas sdo um grupo altamente diversificado, com substancial
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heterogeneidade morfol6gica, composta por cerca de 5.250 espécies em 8 classes, 32 ordens
e 89 familias. S&o plantas talosas com oleocorpos presente, gametangio sem células apicais,
capsula sem columela, elatério unicelular e estbmatos ausente.

A divisdo Bryophyta é caracterizada pelos musgos, um grupo diverso e bem-sucedido
de plantas terrestres que é amplamente distribuido em todos os ecossistemas terrestres,
colonizando uma gama diversificada de territérios. Bryophyta € composta por
aproximadamente 12.500 espécies distribuidas em trés subdivisdes, sete classes, 35 ordens,
120 familias e 860 géneros. Séo plantas folhosas com gametangio ontogénico com células
apicais, capsula com peristobmio e columela, elatério ausente e o esporofito com estdmato.
(Frey & Engler, 2009).

Os musgos sao plantas criptogamicas avasculares, isto é, possuem 0Orgaos
reprodutores ndo evidentes e ndo apresentam sistema condutor organizado em floema e
xilema. (Lisboa, 1993). Sua propagacao e disseminacdo podem ser feita através de esporos,
por particulas unicelulares de material vivo, pela fragmentacédo de plantas em partes menores
capazes de produzir novas plantas, e/ou por propéagulos (ou gemas) cujo tamanho pode variar
de poucas a muitas células (Lisboa, 1993).

Bryophyta pode ser dividida em dois grupos de acordo com o habito de crescimento
e origem do espordfito. Os musgos acrocarpicos que geralmente tém gametdfitos eretos,
simples ou pouco ramificados e crescem em tufos produzindo esporofitos no apice do
caulideo ou ramo principal; e os musgos pleurocarpicos, que possuem gametofitos prostrados
ou pendentes, livremente ramificados e crescem emaranhados e produzem esporoéfitos
lateralmente ao ramo principal (Lisboa, 1993).

Entre as familias de musgos acrocarpicos estad a familia Mniaceae. De acordo com
The Plant List (2013), a familia € composta por treze géneros e aproximadamente 390 nomes
estdo classificados dentro da familia, porém, apenas 222 nomes de espécies sao aceitos. Frey
& Engler (2009) citam que a familia possui quinze géneros e cerca de 370 espécies.

De acordo com Frey & Engler (2009), Mniaceae é dividida em duas subfamilias,
Mielchhoferioideae e Mnioideae. A familia é caracterizada por plantas geralmente terrestres,
usualmente de tamanho pequeno ou médio, em terrenos relvados, com caules simples ou
ramificados, podendo ser tomentosos ou ndo, com costa presente, filideos orbiculares até

lanceoladas, base decorrente ou ndo, margens geralmente limbadas, inteiras até serradas. As
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células da lamina sdo subquadradas até hexagonais ou linear-alongadas, com paredes finas,
lisas ou raramente mamilosas, porosas ou nao.

Mniaceae possui distribuicdo cosmopolita, ocorrendo desde o Artico até a Antartica,
contendo também representantes nas florestas tropicais (Frey & Engler, 2009).

O género Pohlia esta amplamente distribuido e é considerado um dos grandes géneros
de bridfitas possuindo cerca de 150 espécies (Crosby et al. 2000), sendo que 25 destas
ocorrem na Europa (Frahm & Frey, 2004).

O género Pohlia foi descrito por Hedwig (1801), com base em uma unica espécie:
Pohlia elongata Hedw. (Shaw, 2006). E um género grande, variavel e dificil de ser descrito
taxonomicamente, devido a caracteres indefinidos (Guerra 2011, Ochyra et al. 2008). A
dificuldade relacionada a precisa circunscricdo € refletida na histéria taxondmica e
nomeclatural do género (Ochyra et al. 2008). No século 19, a obra Bryologia europaea
considerada de grande importancia tanto sobre questBes taxonémicas como também
nomenclaturais de musgos europeus incluia espécies de Pohlia dentro do género Bryum,
(Bruch et al., 1839).

Pohlia € representado em todos 0s continentes, com a concentracdo méaxima de
espécies em regides de locais frescos e temperados do Hemisfério Norte, mas também nas
regides altas dos trépicos (Shaw, 1981). Espécies de Pohlia ocupam uma grande variedade
de habitats, a maioria dos taxons ocorrem em solo acido, muitas vezes em locais perturbados,
mas ocorrem também em locais ndo perturbados, nas margens de cérregos; em solos
preenchidos de fissuras rochosas no bioma Tundra e locais expostos em zonas alpinas (Shaw,
1981).

Dentre as espécies de Pohlia, encontra-se Pohlia cruda (Hedw.) Lindb. Essa espécie
distribui-se nas regides polares com poucas localidades intermediarias nos tropicos, porém
na Antartica tem sido encontrada em diversas localidades. A espécie também é encontrada
na América do Norte, Sul e Central, Europa, Asia, Africa, nas ilhas do Pacifico Nova
Zelandia e Australia (Shaw, 2009).

Guerra et al. (2011) realizaram um estudo filogenético com a familia
Mielichhoferiaceae-Mniaceae (Bryophyta) com base em dados moleculares no qual incluiu
a espécie Pohlia cruda. O estudo incluiu os marcadores de cloroplasto trnL-F e rps4. Os

resultados do estudo sugerem que Mielichhoferiaceae esta aninhado com Mniaceae. Além
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disso, as sequéncias investigadas revelaram que Schizymenium e Mielichhoferia estdo
relacionados com espécies da Secdo Pohlia-Pohlia e que a espécie Pohlia cruda é mais
provavel ser encontrada em um clado isolado e basal de Mielichhoferiaceae-Mniaceae.
Segundo (Ochyra et al. 2008), Pohlia cruda sdo plantas de tamanho médio ou
ocasionalmente pequenas, esbeltas e bastante robustas, com coloracdo variando do verde
brilhante ao esbranquicado a verde-amarelado. Os caules possuem comprimento de 4-50 mm
de comprimento de cor avermelhada, simples ou ramificada por inovacGes; em sec¢do

transversal com nervura central e bem desenvolvida (Figura 1).
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Figura 1. Pohlia cruda (Hedw.) Lindb. A. Capsulas B. Células do exostdmio C. Estémato D.
Células do 4pice E. Filidios F. Habito. (Flora of North America Editorial Committee, 2007).

Embora seja uma espécie facilmente reconhecida no hemisfério norte, na Antartica
tem sido frequentemente confundida com a Pohlia wahlenbergii e P. drummondii. Na
Antartica sdo citadas cinco espécies de Pohlia: (P. wilsonii (Mitt.) Ochyra, Pohlia cruda
(Hedw.) Lindb, P. drummondii (Mull. Hal.) A.L. Andrews, P. nutans (Hedw.) Lindb. e P.

wahlenbergii (F.Weber & D. Mohr.), A.L. Andrews), as quatro Ultimas consideradas
bipolares.
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De acordo com Du Rietz (1940), as espécies bipolares sdo aquelas que ocorrem em
regides polares ou temperadas frias de ambos os hemisférios. Sdo os taxons distribuidos em
ambos as regides dos polos (regides do Artico e Antartica), podendo ou n&o ocorrer em altas
altitudes nas regides intermediarias.

A regido Artica é representada por areas, tanto continental quanto maritima, que se
estendem ao redor do polo norte. Abarca o Oceano Glacial e suas ilhas, assim como a parte
setentrional da Europa, Asia e América. A area é restringida pelo circulo polar artico, porém
segue um pouco mais adiante, onde o paralelo 70°N consiste o limite meridional no Alasca
e na Sibéria (Walker et al. 2005). O clima caracteriza-se por extensos periodos de frio, com
noites de temperatura média de -25°C (ja registrado -68°C), sucedido por curtos verdes,
poucas chuvas e muito vento. A vegetacdo da regido artica predomina as plantas vasculares
com cerca de 2.218 espécies, sendo 2.130 de angiospermas (Daniéls et al. 2013).

A brioflora no Artico é pobremente conhecida em diversas regides, no entanto estima-
se que € compreendida por 600-900 espécies (Daniéls et al. 2013, Hassel et al. 2012, Longton
1988).

Segundo Tindall (2004), o continente Antartico é qualificado como o mais frio,
elevado, seco e inospito do planeta Terra e estd situado na regido polar austral. E
permanentemente recoberto por uma camada de gelo e envolvido por uma camada de mar
congelado. O volume de gelo antartico possui aproximadamente 70% de agua doce. As
temperaturas podem chegar até -40° C durante os meses de inverno e a menor temperatura ja
registrada no planeta foi na regido, chegando a atingir -89,2°C, no ano de 1983.

O isolamento geogréfico, as condi¢des climéticas e ambientais impactam fortemente
a vegetacao da Antartica, que é composta predominantemente de musgos e liquens, porém
as hepaticas estdo também representadas por 27 espécies. Os liquens sdo representados por
386 espécies e 0s musgos por 111 espécies (Gradstein, 2001; Ochyra et al., 2008).

As especies de musgos encontrados na Antartica sdo divididas entre seis elementos
fitogeogréaficos, que sdo: Estritamente Antarticas (11 espécies - 9,9%); Subantarticas (18
espécies - 16,2%); temperadas do Sul (26 espécies - 23,4%); Cosmopolitas (5 espécies -
4,5%); Tropicais (1 espécie - 0,9%); e bipolares (50 espécies - 45,1%) (Ochyra et al., 2008).
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Obtenc¢do de amostras

As amostras empregadas neste estudo foram obtidas atraveés de empréstimos
solicitados aos herbarios: AAS (The British Antarctic Survey), CAN (National Herbarium of
Canada), F (Field Museum - United States), H (Finnish Museum of Natural History -
Finland), L (National Herbarium of the Netherlands), LE (Komarov Botanical Institute -
Russia), NY (New York Botanical Garden), RB (Instituto de Pesquisa do Jardim Botanico
do Rio de Janeiro) e S (Swedish Museum of Natural History -Sweden), (siglas segundo
Thiers (2016)).

Além disso, foram utilizadas amostras coletadas no continente Antartico. As coletas
foram realizadas pela equipe do Projeto Evolucdo e Dispersdo de Espécies Antarticas
Bipolares de Briofitas e Liquens (64/2013) do (MCTI/CNPq) durante os verdes antarticos de
2014-2015 e 2015-2016, nas expedicbes OPERANTAR XXXIII e XXXIV.

Uma nova coleta ainda ocorrerd no verdo de 2016-2017, OPERANTAR XXXV. O
material foi coletado segundo as orientacdes de Yano (1984), coletando, sempre que possivel,
cinco exemplares por populagdo. O material coletado foi depositado no herbério da
Universidade de Brasilia (UB). Foram utilizadas amostras de Pohlia cruda de diversas
regides da Antartica, bem como regides do Artico (tabela 1 e 2).

Previamente a expedicdo para a Antartica, participei e fui aprovada no Treinamento
Pré-Antartico (TPA), no qual professores e alunos de universidades brasileiras,
representantes do Ministério do Meio Ambiente (MMA), do Ministério das Relacdes
Exteriores (MRE) e da Forca Aérea Brasileira (FAB); alpinistas do Clube Alpino Paulista;
psicélogos e especialistas em atividades fisicas e de manejo com embarcacdes participaram
do treinamento. O objetivo do treinamento foi propiciar conhecimentos basicos necessarios
ao exercicio de atividades no ambiente antartico, assim como a integracdo dos participantes
das Operagdes Antarticas (OPERANTAR), (RAPAL, 2009). No TPA foram proferidas
palestras, demonstracgdes, exercicios e instrugdes visando prover aos alunos uma clara ideia
do que iriam encontrar na Antartica e familiariza-los com todos os aspectos do Sistema do
Tratado da Antartica, com énfase especial as situacdes adversas que poderdo ocorrer no
Ambiente Antartico, a bordo de navios ou das Esta¢fes Antarticas (RAPAL, 2009). Somente

apos esse treinamento a equipe esta apta a participar da expedicdo na Antartica. Ainda terei
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oportunidade de participar da OPERANTAR XXXV e estarei na Antartica entre os dias 07 a
30 de janeiro de 2017.

5.2 Estudos filogenéticos
5.2.1 Extracdo de DNA e amplificacdo

Os espécimes selecionados para a extracdo foram limpas em agua destilada com
auxilio de um pincel ou agulha visando a retirada da terra, restos de substratos e outras
espeécies que fortuitamente crescem em associacdo com o material selecionado. A extracdo
do DNA genémico foi obtido utilizando o protocolo mini-CTAB (Doyle & Doyle 1987), com
modificacGes (Camara, 2010). A amplificacdo do DNA foi realizada segundo a Técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction) (Mullis & Faloona,
1987).

Foram amplificados regibes de dois genomas. Para regides do cloroplasto foi
utilizado 0 marcador intron trnL e 0
espacador intergénico trnL-trnF com a utilizagdo dos primers (trnL (C-F)) e para o ndcleo
foi utilizado o marcador ITS com os primers (PISA 1 e PISA 2). Os primers utilizados na

amplificacdo se encontram na tabela 1.

Tabela 1. Primers utilizados na amplificacdo do DNA, com direcéo e respectivas sequéncias.

Primer Direcéo Sequéncia

PISA 1 Forward CCGATTGAATGG TCC GGT GAAGTTTTCG
PISA 2 Reverso GCT GGG CTCTTT CCG GTT CGC TCG CCG
trnL-C Reverso CGA AAT TGG TAG ACG CTG CG

trnL-F Forward ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG

A mistura da amplificacédo do PCR foi realizada com volume total de 50 ul, contento
de 5 pul de 10x “thermophlilic” tampao, 5 pul de 5S0mM MgClI2, 0,5 ul de Taq (Promega), 2 pl

de BSA (10 mg/ ml), 4 uyllmM de dNTP, 2,5 ul de cada primer (10mM) e 2 pul do DNA. Para
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a amplificacdo de ITS, foi adicionado 1ul de betaina quando a amplificacdo inicialmente
falhou.

As condi¢bes de amplificacdo foram as seguintes para todos os primers, com
diferencas apenas nas temperaturas de anelamento. O perfil de PCR para ITS e trnL foi de
94°C (1 minuto), 52 ou 59°C (1 minuto), 72°C (1 minuto) durante 35 ciclos, sempre
precedido pela etapa de fusdo inicial de 2 minutos a 94°C e a extensdo final de 72°C durante
7 minutos. As temperaturas de anelamento dos primers foram de 48°C - 58°C para ITS 1e 2
e 50°C - 52°C (trnL (F-C)).

5.2.2  Sequenciamento e analise dos dados
A purificacdo da reacdo de PCR e o sequenciamento (sem clonagem) foram

terceirizadas e realizada pela empresa MACROGEN Inc (Coreia do Sul). A montagem das
sequéncias (Contigs) foram feitas utilizando o software Geneious v. 6.1.6 (Biomatters 2010).
Todas as sequéncias serdo submetidas ao GenBank. Conjuntamente, foi utilizado as
sequéncias do banco de dados de nucleotideos (GenBank) — NCBI (National Center for
Biotechnology Information) para complementacdo da matriz de dados.

Todas as sequéncias filogenéticas foram inicialmente alinhadas utilizando o software
Clustal X (Higgins & Sharp 1988), e ajustadas manualmente por comparacgdo visual no
PhyDE (v. 0.9971). As andlises de Maxima Verossimilhanca foram feitas no programa
GARLI v.0951 para Macintosh (Zwickl, 2006) e as analises Bayesianas no programa Mr
Bayes v. 3.2.1 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). Os modelos de evolugéo foram obtidos por
meio do software JModeltest 2.1.1 (Guindon & Gascuel 2003, Darriba et al. 2012), para as
analises de Maxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana.

O suporte da arvore filogenética foi avaliado através do bootstrap ndo paramétrico
(Felsenstein, 1985) com 100 repeticGes para Maxima Verossimilhanga e probabilidades

posteriores para Inferéncia Bayesiana.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram amplificadas 82 amostras no total, tanto para trnlF quanto para ITS. Para o
marcador trnlF, 18 amostras do género Pohlia obtiveram sucesso no sequenciamento. Para o
marcador ITS, 22 amostras de Pohlia obtiveram sucesso no sequenciamento. Na filogenia,
21 amostras de herbarios foram utilizadas (Tabela 2) e conjuntamente, para complementagéo
da matriz de dados, utilizou-se 43 sequencias do Genbank (Tabela 3). Também foi utilizado
18 sequencias do Norte, em parceria com Michael Stech, professor da Naturalis Biodiversity
Center, localizada na Holanda.

Para gerar uma arvore combinada utilizando os marcadores ITS e trnlF, é preciso que
ambas regides tenham sido amplificadas e sequenciadas. As arvores filogenéticas foram
geradas apenas a partir do marcador trnlF, pois as sequéncias de ITS do artico ainda ndo
foram obtidas, possuindo apenas as sequéncias do material da Antartica e assim, nao havendo

base para comparacAo entre a regido Artica e Antartica (Figura 2).
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Tabela 2. Lista de material utilizados na filogenia contendo vouchers. (Continua)

o NuUmero de Data de L .
Cadigo Local Coletor Identificagcdo  Herbario
Coleta Coleta
Antértica, South Shetlands: King George Oliveira, )
PO 33 2485 18/01/15 Pohlia cruda uB
Island H.C.
Antartica, South Shetlands: King George. Mundin, )
PO 32 ] 485 06/03/15 Pohlia cruda UB
Peninsula Fildes J.V.
) ) Dantas, )
PO 13 Antartica, South Shetlands: King George. TS 149 09/02/15 Pohlia cruda uB
PO 02  Antartica, South Shetlands: llha Greenwich  Bordin, J. 2619 13/01/15 Pohlia cruda uB
Antértica, South Shetlands: Peninsula Dantas, Pohlia
PO 04 ) ) ) ) 229 14/02/15 - uB
Fildes around King Sejong Station T.S. drummondii
Antartica, South Shetlands: Peninsula Dantas, Pohlia
PO 26 ) ) ) ) 230 14/02/15 - uB
Fildes around King Sejong Station T.S. drummondii
Antartica, South Shetlands: King George Dantas, Pohlia
PO 25 215 11/02/15 B UB
Island T.S. drummondii
Antartica, South Shetlands: Peninsula Dantas, Pohlia
PO 29 ) ) ) ) 233 14/02/15 - uB
Fildes around King Sejong Station T.S. drummondii
Antartica, South Shetlands: Peninsula Dantas, Pohlia uB
PO 28 ) ) ) ) 232 14/02/15 -
Fildes around King Sejong Station T.S. drummondii
PA 01 Suécia - - - P. drummondii -
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Tabela 2. Lista de material utilizados na filogenia contendo vouchers. (Continua)

o NuUmero de Data de L .
Cadigo Local Coletor Identificagcdo  Herbario
Coleta Coleta
50 27 Antértica, South Shetlands: Peninsula Dantas, Pohlia
Fildes around King Sejong Station T.S. 231 14/02/15 drummondii uB
Antartica, South Shetlands: Peninsula Dantas, Pohlia
PO 03 ) ] ) ] 220 11/02/15 . UB
Fildes around King Sejong Station T.S. drummondii
] Oliveira, )
PO 07 Antartica, South Shetlands: Ardley HC 2482 16/02/15 Pohlia nutans uB
Antartica, South Shetlands: King George Dantas, )
PO 08 ] ] ] 219 11/02/15 Pohlia nutans UB
Island. King Sejong Station T.S.
Antartica, South Shetlands: King George Dantas, Pohlia
PO 05 ] ] ] 226 11/02/15 ] UB
Island. King Sejong Station T.S. longicolla
) Oliveira, Pohlia
PO 09 Antértica, South Shetlands: Ardley 2474 16/02/15 § UB
H.C. wahlenbergii
Antartica, South Shetlands: King George Dantas, Pohlia
PO 06 225 11/02/16 ) uB
Island T.S. longicolla
Antértica, Estreito de Gerlache: Ilha ) )
BP 38 ) Bordin, J. 2646 13/01/15 Pohlia nutans uB
Wiencke
M1 Noruega. Svalbard. Michael 1314 - Pohlia nutans
M2 Noruega. Svalbard. Michael 1315 - Pohlia nutans
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Tabela 2. Lista de material utilizados na filogenia contendo vouchers. (Conclusao)

o NuUmero de Data de L .
Cadigo Local Coletor Identificagcdo  Herbario
Coleta Coleta
M3 Noruega. Svalbard. Michael 1313 - Pohlia nutans L
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Tabela 3. Lista de material utilizado na filogenia contendo nimero do Genbank. (Continua)

NuUmero de acesso: primer trnlF Identificacéo
KR526303 Mnium hornum
AF231177 Mnium hornum
AF023767 Mnium hornum
AF363279 Mnium hornum
JF277343 Mnium hornum
JF277354 Mnium spinosum
KR526295 Rhizomnium horikawae
JF277357 Rhizomnium punctatum
KR526296 Rhizomnium magnifolium
KR526298 Rhizomnium pseudopunctatum
KR526297 Rhizomnium magnifolium
JF277356 Rhizomnium magnifolium
KR526293 Mnium lycopodioides
KR526294 Mnium thomsonii

KR5263292 Mnium heterophyllum
DQ108958 Mnium stellare
JF277355 Mnium stellare
AF023761 Pohlia bolanderi
JF277344 Pohlia longicolla
JF277340 Epipterygium tozeri
AY150359 Epipterygium tozeri
JF277341 Pohlia wahlenbergii
JF277342 Pohlia melanodon
JF277360 Pohlia cruda
JF277359 Pohlia cruda
AF023760 Pohlia cruda
JF277353 Pohlia nutans
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Tabela 3. Lista de material utilizado na filogenia contendo nimero do Genbank. (concluséo)

NuUmero de acesso: primer trnlF

JF277352
DQ108957
JF277349
JF277348
JF277351
JF277346
JF277350
AF023765
AF023766
JF277347
EU186548
JF277337
JF277338
JF277339
JF277336
JF277345
10818598

Identificacéo

Pohlia nutans
Pohlia nutans
Pohlia elongata
Pohlia elongata
Pohlia chilensis
Pohlia lescuriana
Mielichhoferia mielichhoferiana
Mielichhoferia bryoides
Mielichhoferia elongata
Schizymenium campylocarpum
Mielichhoferia mielichhoferiana
Pohlia annotina
Pohlia annotina
Pohlia camptotrachela
Pohlia andalusica
Pohlia bolanderi

Pohlia drummondii
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100/1

Pohlia drummondii Antartica PO28
Pohlia drummondii Antartica PO29
Pohlia drummondii Antartica PO26
Pohlia drumomndii Antartica PO25
Pohlia drummondii Antartica PO27
Pohlia drummondii Noruega
Pohlia drummondii Noruega
Pohlia drummondii Noruega
Pohlia drummondii Noruega
Pohlia andalusica JF277336
Pohlia drummondii Suécia
Pohlia drummondii Noruega
Pohlia drummondii Noruega
Pohlia drummondii Noruega
Pohlia drummondii Noruega
Pohlia drummondii Groélandia

Pohlia camptotrachela JF277339
Pohlia annotina JF277338
Pohlia annotina JF277337
Pohlia sp.
Pohlia nutans Antartica BP39
Pohlia nutans Antartica BP38
Pohlia nutans Antartica PO7
Pohlia longicolla Antartica POS
Pohlia nutans Antartica PO3
Pohlia nutans Antartica PO8
Pohlia longicolla Antartica PO6
Pohlia mitans JF277353
Pohlia nutans JF277352
Pohlia nutans DQ108957

Mielichhoferia bryoides

L Mielichhoferia elongata
- Pohlia chilensis JF277351
l— Pohlia lescuriara JF277346
Mielichhoferia mielichhoferiana
L— Schizvmenium campylocarpum
_L_ Pohlia elongata JF277349

Pohlia elongata JF277348

L—— Mielichhoferia mielichhoferiana 1

Rhizomnium magnifolitim
787099 Rhizomnium magnifolium 1
Rhizomnium pseudopunctatum
Ll Rhizomnium horikawae

L Rhizomnium punctatum

80/0.97

./0.95)

Mnium stellare
Mnium stellare 1
Mnium heterophyvllum
Mnium thoms onii
Mnium lvcopodioide s
Mnium spinosum

Pohlia cruda JF277360

Pohlia cruda JE277359

Pohlia cruda AF 023760

94 Pohlia cruda Antartica PO2

73/1

64 /0.94

Bryum pallens

o/ 1— Brvum knowltonii
| E Bryvum pseudotriquetrum
Mielichhoferia himalavana

— Bryum moravicum
— Brvum capillare

Pohlia cruda Antartica BP36
Pohlia cruda Antartica PO32
Pohlia cruda Antartica PO13
Pohlia cruda Antartica PO33
Pohlia sp. Noruega
68/ 1 Pohlia wahlenbergii JF277341
.- Pohlia sp. Antartica PA003
Pohlia melanodon JF277342
Epiptervgium tozeri
Mnium hornum 1
Mnium hornum
Mnium hornum 2
LM:ium hornum 3
Pohlia bolanderi JF277345
Pohlia bolanderi AF023761
l— Pohlia sp. IM
L— Pohlia longicollis JF277344

0.02

Figura 2. Cladrograma (bayesiana) obtido a partir do marcador trnlF. Os valores sobre os ramos
correspondem aos valores de bootstrap de verossimilhanca e probabilidades posteriores da anélise

Bayesiana.
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Na analise filogenética, foi utilizado como um grupo externo o género Bryum, da
familia Bryaceae, grupo irmdo da familia Mniaceae (Guerra et al., 2011). Nas analises
apresentadas a familia Mniaceae € um grupo monofilético, com alto suporte (1 PP -
probabilidade posterior e 100 BS — bootstrap), dados ja demostrado por Guerra et al. (2011).
Foram amostradas 14 espécies de Pohlia, a maioria espécies que ocorrem na Europa, no
entanto cinco espécies que ocorrem na antartica (P. wahlenbergii, P. longicolla, P. nutans,
P. drummondii, P. cruda,) também foram amostradas. Dentre as espécies antarticas, Pohlia
wilsonni (Mitt.) Ochyra ndo foi amostrada, pois embora seja registrada na bibliografia
(Ochyra et al 2008), ndo obtivemos nenhum material para estudo.

Pohlia wahlenbergii encontra-se na filogenia, mas o espécime amostrado pertence ao
banco de dados do Genbank e ndo temos informacgéo sobre a localidade de origem desse
material. Embora ja tenhamos amostras coletadas da espécie, ainda ndo conseguimos sucesso
na amplificacdo do material, no entanto ndo temos informac6es para testar a bipolaridade da
espécie.

Pohlia drummondii, outra espécie considerada bipolar, ocorre na regido Norte na
América do Norte, Europa, Asia e no Sul frequentemente encontrada na ilha subanatartica
Georgia do Sul, penetrando a antartica maritima, e também no Sul do Hemisfério Sul, no
Sudoeste da Austrélia e Tasmania, na antartica ocorrendo na ilha South Sandwich, passando
pela ilha South Orkney, ilha Smuh Shetland até Graham Coast, no Oeste da peninsula
antartica (Ochyra et al. 2008). A espécie aparece na filogenia em um clado com alto suporte
(0,97 PP - probabilidade posterior, 80 BS - bootstrap), no entanto, dentro do mesmo clado
aparece também a espécie P. andalusica. A sequéncia de P. andalusica foi retirada do
Genbank, o que impossibilitou a identificacdo e verificacdo morfoldgica da espécie.

Pohlia drumondii é uma espécie bipolar, incluindo amostras da antartica e da regido
Norte (Holanda, Groelandia, Noruega e Suécia). Nossos dados mostram um subclado
formado apenas pelos os especimes da antartica, apresentando suporte razoavel (0,96 PP —
probabilidade posterior, 90 BS — bootstrap), mas os espécimes do Norte apresentam-se como
parafiléticos e incluem a espécie P. andalusica.

Pohlia nutans é uma espécie pantropical (Ochyra et al. 2008), e 0s espécimes estao
inseridos dentro de um mesmo clado, incluindo amostras da antartica e da regido Norte

(Noruega, Holanda, Espanha), com suporte de baixo (0,74 PP — probabilidade posterior, 89
26



BS — bootstrap). No mesmo clado que P. nutans, também esta inserido dois espécimes de P.
longicolla. Os especimes de P. longicolla que se encontram dentro desse clado séo da
Antértica, e foram identificados pela primeira vez para a regido, no entanto, outro material
do Genbank da mesma espécie é encontrado na base da arvore. A identificacdo do material
da Antartica foi realizada pelo pesquisador Doutor Guillermo Suaréz, especialista no género
Pohlia. Os dados iniciais demonstram que morfologicamente as duas espécies (Pohlia nutans
e P. longicolla) sejam diferentes, porém geneticamente semelhantes. Nossos dados ja
sugerem a bipolaridade de P. nutas, porém, mais amostras das duas espécies, bem como
novos marcadores sdo necessarios para melhorar a resolucdo dentro desse clado e fornecer
mais informac&o sobre a monofilia desses grupos.

Pohlia cruda é encontrada no Norte em toda faixa continua do Holartico e no Sul é
encontrada na zona do Nothofagus, nas margens ocidentais do Sul da América do Sul da
provincia Valdivia localizada no Chile até Terra do Fogo na Argentina, na ilha subanatartica
Georgia do Sul, na antartica maritima, no sudoeste da Australia e da Tasmania e nas ilhas
South Shetlands na antértica (Ochyra et al. 2008).

Esta estabelecida na filogenia e caracterizada como um grupo monofilético com
suporte moderado (0,94 PP — probabilidade posterior, 82 BS — bootstrap). Com amostragem
de oito espécimes, sendo cinco da antartica e trés do Artico o comprimento dos ramos nao
varia, exceto em dois espécimes, que possuem ramos mais longos do que os outros devido
ao numero de mutacgdes. O primeiro espécime (AF023760) é uma amostra da regido Norte, e
possui duas mutacdes em seu sitio nucleotidico. Na primeira mutacdo a base nitrogenada
Guanina é substituida pela Adenina, e outra mutacdo a base nitrogenada Adenina é
substituida pela Timina. O segundo espécime (PO 2), é um espécime da Antartica e possui
apenas uma mutacdo que a diferencia dos outros espécimes de P. cruda, onde a base
nitrogenada passa de Guanina para Timina.

As caracteristicas morfoldgicas de P. cruda da regido Norte foram comparadas com
as caracteristicas dos espécimes da regido antartica. Foram observadas principalmente
caracteres morfolégicos do gametdfito, pois ndo foi encontrado espécimes com esporéfito na
Antartica. As caracteristicas morfoldgicas analisadas (tamanho do gametdfito, formas e
tamanho dos filideos) ndo apresentaram diferenciacdo entre os espécimes estudados, 0s

tamanhos estdo sempre sobrepostos. Essas observacdes foram realizadas com a colaboragao
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do Dr. Guillermo Suaréz e até 0 momento nao foi encontrada nenhuma diferenca morfologica
entre os espécimes da regido do Artico e da Antartico, concordando com os dados ja relatados
por (Ochyra et al. 2008) (Figura 3).

Figura 3. A. Gametdfito; B. Detalhe dos ramos; C. Filideo; D. Apice do filideo; E. Base do filideo.
Escalas: A e B: 1mm; C: 500 um; D e E: 200 um. Foto: Diego Knop Henriques, 2016.

7 CONCLUSAO

A bipolaridade de Pohlia cruda foi testada e comprovada através de dados
moleculares e morfoldgicos. A espécie é monofilética e foram encontradas no maximo duas
mutacdes entre os espécimes tratados. Sabe-se que o marcador trnlF € um marcador de
cloroplasto e para alguns grupos de plantas considerados muito conservadores. Para as
espécies de musgos acrocarpicos o trnLF € um bom marcador utilizado frequentemente para
separar espécies.

Novos espécimes ainda estdo sendo trabalhados, e serdo incluidos na andlise
filogenética de forma a aumentar a representatividade geografica. Também estdo sendo
amplificados um marcador de nicleo, o ITS, para todas as amostras e serdo incluidos na
filogenia de forma a melhorar o suporte dos ramos e comprovar a monofilia dos grupos.
Morfologicamente a espécie da Antartica ndo apresenta diferencas em relacdo aos espécimes
do Artico o que ja havia sido demonstrado por Ochyra (2008). Esses dados corroboram com

o0s dados moleculares obtidos e sugerem a bipolaridade de Polia cruda.
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