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RESUMO

As ilhas oceanicas sao formadas por vulcanismo e nao estdo conectadas ao
continente. S&o importantes pois tratam-se de verdadeiros laboratérios e testemunhos
bioevolutivos, bem como para estudos em ecologia e evolucéo, pontes de distribuicdo
de muitas espécies e, em geral, com grande incidéncia de endemismos. Trindade é
uma ilha oceénica brasileira localizada a cerca de 1.100 Km da cidade de Vitéria (ES),
erguida ha aproximadamente 3 milhdes de anos por vulcanismo na zona abissal do
Atlantico. A flora da ilha é composta por 113 espécies vasculares e 32 espécies de
briéfitas. As populagbes de Campylopus (Bryophyta) e Cyathea (Monilophyta) da llha
da Trindade apresentaram diferencas morfolégicas quando comparados com seus
pares continentais. Essa Ultima era tida como espécie distinta das do continente e
endémica da Ilha, no entanto foi sinonimizada com C. delgadii Sternb. O objetivo desse
trabalho é estudar as populacées de Campylopus e Cyathea da Ilha da Trindade a fim
de melhor entender a utilidade taxondmica das variacbes morfolégicas encontradas
entre as populacdes insulares e seus pares continentais. Para tanto a tese esta
subdividida em dois capitulos. O primeiro aborda a filogenia molecular de Campylopus
Brid. da llha da Trindade baseada em Inferéncias filogenéticas dos espacadores
nucleares ribossémicos internos e trés marcadores plastidiais, que mostram que as
populacdes de Campylopus pilifer da ilha estdo agrupadas com C. introflexus e as C.
fragilliformis estd agrupada com a espécies de C. occultus. A re-investigacdo de
caracteres morfologicos confirma que as populacdes da llha da Trindade pertencem a
estas espécies. Com base em rela¢des filogenéticas, tanto C. introflexus e C. occultus
provavelmente chegaram a llha da Trindade orinudos da América do Sul. O segundo
capitulo refere-se a Cyathea Sm. A espécie insular possui pequenas diferencas
morfolégicas no indudsio e indumento, no entanto, essas distingbes morfologicas que
ocorrem nos taxons tém sido consideradas insignificantes no nivel de endemismo. As
inferéncias filogenéticas de trés marcadores plastidiais junto com as analises
morfométricas, observacfes dos esporos em microscopia eletrénica de varredura e
caracteristicas morfoldégicas mostram que sdo consistentes com o reconhecimento de
uma Uunica espécie. Porém, os espécimes do litoral e as do interior do Brasil

apresentaram variacdes quanto as diferencas morfoldgicas e genéticas.
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ABSTRACT

Oceanic islands are formed by volcanism and are not connected to the mainland. They
are important because they represent real laboratories and bioevolutive testimonies
and also for studies in ecology and evolution, distribution of bridges and present many
species with high rates of endemism. Trindade is a Brazilian oceanic island located
about 1,100 km from the city of Vitoria (ES), originated around 3 million years ago in
the abyssal zone of the Atlantic. The flora of the island consists of 113 vascular species
and 32 species of bryophytes. Populations of Campylopus (Bryophyta) and Cyathea
(Monilophyta) from Trindade Island presented morphological differences when
compared with their continental pairs. The latter was regarded as a distinct species
from the continent and endemic to the island, however, it was synonymized with C.
delgadii Sternb. The aim of this work was to study populations of Campylopus and
Cyathea from Trindade Island in order to better understand the taxonomic utility of
morphological variations found between island populations and their continental pairs
and identify which populations of the continent are providing diaspores to Trindade.
Therefore, the thesis is divided into two chapters. The first deals with the molecular
phylogeny of Campylopus Brid. from Trindade Island based on phylogenetic inferences
of internal ribosomal nuclear and three plastid markers, which show that the
populations of Campylopus pilifer from island are grouped with C. introflexus, and C.
fragilliformis is grouped with the species C. occultus. A re-investigation of
morphological characters confirms that the populations from Trindade Island belong to
these species. Based on phylogenetic relationships, both C. introflexus and C. occultus
probably reached Trindade from continental South America. The second chapter refers
to Cyathea Sm. The island specimen has small morphological differences in indusium
and indument, however, these morphological differences that occur in taxa have been
considered insignificant in terms of endemism. Phylogenetic inference from three
plastid markers along with the morphometric analysis, observations of spores in
scanning electron microscopy and morphological characteristics show that these
features are consistent with the recognition of a single species. However, specimen
from the coast and the interior of Brazil showed variations in the morphological

differences and genetic.
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EVOLUCAO DE PLANTAS EM AMBIENTES INSULARES

A Formacao das llhas

O Oceano Atlantico surgiu com a separacdo das placas litosféricas da América do
Sul e da Africa (Wilson 1965, Almeida 2006, Whittaker & Fernandez-Palacios 2007). Com a
desfragmentagcdo da Pangeia formaram-se as ilhas continentais, que podem estar
conectadas a plataforma continental. Geralmente ficam proximas a massa de terra que a
desprendeu, sendo uma extensdo do territério continental. Durante a deriva continental, a
placa que passa sobre um hotspot ou uma pluma mantélica atua como um condutor de
magma formador de vulcdes, originando as ilhas oceanicas (Hess 1946; Cronk 1997).

As ilhas oceénicas além de serem formadas por vulcanismo, ndo estdo e nunca
estiveram conectadas ao continente, tendo uma base distinta, podendo ser a ponta de uma
montanha submarina, no qual se subdividem em ilhas vulcanicas formadas por erupcoes, e
as ilhas coraligenas, formadas pelo acumulo de corais (Whittaker & Fernandez-Palacios
2007 e Cox & Moore 2011). Ao formar uma nova ilha, podem submergir apés milhdes de
anos, desaparecer ou afastarem-se através do tempo (Stuessy et al. 1998 e Stuessy
2007).

Os estudos de Wallace (1855) e Darwin (1859) com ilhas foram importantes no
desenvolvimento de suas ideias sobre a evolucdo e reconhecimento desses ambientes
como verdadeiros laboratérios. Tratam-se de testemunhos bioevolutivos, importantes para
estudos em ecologia e evolugcdo, bem como pontes de distribuicdo de muitas espécies.
Representam importantes bancos genéticos, e tém um papel central no desenvolvimento
da biogeografia com trabalhos que estimularam importantes ideias sobre a sistematica,
genética e ecologia de organismos em ilhas (MacArthur & Wilson 1967). Sdo ambientes
isolados, de ecossistemas em grande parte independentes, desproporcional as diminutas
fracdbes de superficie terrestre, e representam reacdes mais complexas do que o0s
ambientes continentais. Quando pequenas, geralmente apresentam baixa biodiversidade,
mas com grande incidéncia de endemismos (Lomolino et al. 2010; Hansen & Traveset
2012; Mohr et al. 2009). Os ambientes insulares que sdao menos isolados e mais perto do
continente as vezes podem oferecer sistemas modelos mais simples e de faclil
entendimento para estudos intraespecificos sobre o0s processos microevolutivos

associados com a colonizacao da ilha (Barrett et al. 1996).
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A Biodiversidade Insular

A biota de ilhas oceénicas geralmente € distinta e de uma importancia consideravel.
Assim como outros habitats insulares (topos de montanha, fragmentos de vegetacdes,
lagos e cavernas), oferecem grandes oportunidades para a compreensdo dos padrdes e
processos evolutivos. Em geral, a biodiversidade desse tipo de ilha € bastante particular e
por mais que estes ambientes representem somente 5% da cobertura terrestre do planeta,
cerca de um terco de todas as espécies de mamiferos, aves e anfibios ameacadas estao
nestes locais (Fonseca et al. 2006). O percentual de espécies endémicas em ilhas
oceéanicas € alto, e a vulnerabilidade destas espécies é maior em relagdo as dos
continentes devido ao espaco geografico restrito e Unico, com interac6es ambientais bidtica
e abidtica especificas (Walter 2004; Fonseca et al. 2006), e como consequéncia da menor
variabilidade genética (Frankham 1997).

Muitos fatores influenciam o desenvolvimento da biodiversidade e,
consequentemente, a variagdo genética em espécies insulares, sejam endémicas ou
plantas introduzidas (Cronk 1997). Os principais fatores que atuam no desenvolvimento
sdo as dimensdes fisicas (idade, tamanho e isolamento geografico) caracteristicas
biolégicas das espécies (incluindo taxas de muta¢c&o), modos de especiacédo, hibridizacéo e
grau de perturbacdo humana. (Stuessy et al. 2014).

As ilhas continentais normalmente possuem a biota do préprio continente ou
modificada devido a evolugéo independente, e a extincdo na nova ilha. Algumas mudancas
evolutivas resultam de diferentes condi¢cdes de vida na ilha, comparadas as condic6es no
continente. Além disso, se o fragmento deslocado que distanciou do continente adjacente,
sua biota gradualmente torna-se dominada pelos resultados da dispersédo transoceanica
(Barrett et al. 1996; Winkworth et al. 2002; Vences et al. 2003; Sanmartin & Ronquist 2004;
Sanmartin et al. 2007; Patifio et al. 2013). De forma similar aquela dos fragmentos
continentais, a biota dessas ilhas torna diferenciada por meio da evolu¢do, como também
apresenta mudancas ecoldgicas progressivas a medida que o0 ecossistema amadurece e

proporciona novas oportunidades (Cox & Moore 2011).
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Disperséao em llhas

Os oceanos sao barreiras eficazes a distribuicdo dos organismos, e a ordenacdo
das espécies em arquipélagos depende de imigracdo, extingdo e especiacao (Fernandes-
Palacios et al. 2011). Poucas espécies vegetais conseguem sobreviver por muito tempo
em agua salgada, assim ndo conseguem atingir uma ilha, principalmente se ndo possuirem
adaptacbes especiais para transporte aéreo ou maritimo. Dessa forma, a dispersdo é a
principal estratégia evolutiva adotada pelos organismos em ilhas. E a chave do processo
na diversidade bioloégica em ilhas para colonizarem novas areas, e as disjuncdes
intercontinentais sdo comuns entre as plantas, podendo ser moldados por vicariancia
(Raven & Axelrod 1974), dispersédo (Barrett et al. 1996; Emerson 2002; Lomolino et al.
2010; Cowie & Holland 2006; Nathan 2006) ou uma combinacdo de ambos 0S processos
(Cook & Crisp 2005).

Sendo assim, o vento € um importante vetor para a dispersao de longa distancia
(LDD) nos hemisférios norte e sul (Mufioz et al. 2004; Wilkinson et al. 2012; Alsos et al.
2015; Vargas et al. 2015.). A grande maioria das plantas apresenta alguma adaptacdo para
garantir que a geracado seguinte seja transportada para além da vizinhanca proxima de
seus parentes. No entanto, sdo necessarios pequenos ajustes em alguns desses
dispositivos de disperséo para tornar possivel a transposicdo até as faixas oceénicas. Os
esporos da maioria das samambaias e bridfitas sdo pequenos e podem ser transportados
por distancias consideraveis pelo vento, portanto, tendem a apresentar padrdes muito
amplos de dispersdo e outras plantas possuem sementes que sao especialmente
adaptadas para a disperséo pelo vento (Cox & Moore 2011)

A dispersdo dos esporos ocorre como um esbanjamento aleatério e compensado
pela quantidade de esporos produzidos por unidade de area (Nagarajan & Singh 1990).
Assim, a colonizagédo e o estabelecimento bem-sucedido em ilhas séo influenciados por
suas histérias de vida e condicdo reprodutiva da maioria das espécies de plantas,
combinada com autocompatibilidade, tem sido uma vantagem em permitir a LDD (Baker
1995; Vargas et al. 2015). Segundo Fayard et al. (2009), a LDD é atualmente aceita como
fator chave nos processos de colonizagdo, os quais influenciam tanto a dinamica de
expansdo populacional quanto a estrutura espacial da diversidade genética vegetal. Isto
implica que o descompasso entre a riqueza de espécies por unidade de area em
continentes e nas ilhas aumenta com o grau de isolamento da ilha, e as espécies séo

filtradas progressivamente em funcao da capacidade de disperséo (Whittaker & Fernandez-
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Palacios 2007; Fayard et al. 2009).

Estudos de dispersédo tem sido provocados principalmente pela popularizagdo da
sistematica molecular e a possibilidade de estimar tempos de divergéncia usando reldgios
moleculares. Muitas plantas e linhagens dos animais, cujas distribuicbes antes eram
explicadas por vicariancia, parecem muito jovens para terem sido afetados pelos
acontecimentos geologicos postuladas (Szovényi et al. 2012; Baum et al. 1998; Waters et
al. 2000; Cooper et al. 2001; Arensburger et al. 2004; Renner 2004).

No geral, as briofitas exibem capacidades globalmente maiores de dispersédo do que
plantas com sementes, e as diferencas de capacidade de dispersao entre grupos
taxonbmicos oferecem uma interpretacdo a frente das diferencas em seus padrdes de
distribuicdo, sendo que é estimado que cerca de 1% de chuvas regionais de esporos tem
origem transcontinental (Medina et al. 2011; Sundberg 2013). O tamanho de esporos de
briofitas € bastante variado, embora em geral, sejam pequenos, normalmente entre 10-20
micrometros de diametro (Frahm 2008), e sdo potencialmente adequados a disperséo pelo
vento, que é de fato o mecanismo de dispersdo mais comum, embora também ocorra

dispersédo por animal.

Heterogeneidade de Habitats

As ilhas oceanicas apresentam tipicamente um menor numero de espécies por
unidade de area comparada ao continente devido ao seu isolamento geogréfico. Os efeitos
apresentados em ilhas de areas maiores sao principalmente devido a presenca de maior
heterogeneidade de habitats com populacbes numerosas e, consequente, reducdo na taxa
de extingdo (MacArthur & Wilson 1967; Rosenzweig 1995 e Cox & Moore 2011). Maiores
ilhas oferecem maiores oportunidade para especiacdo e radiacdo adaptativa em
comparacao a ilhas com menores areas e de menor altitude (Stuessyet at al. 2006; Givnish
2010). Os ambientes insulares possuem consequéncias evolutivas significativas porque 0s
organismos contidos respondem ao espaco vazio de nicho através de transformacfes em
suas caracteristicas de historia de vida (Whittaker & Fernandez-Palacios 2007).

O maior impacto sobre os niveis de variacdo genética dentro e entre populacdes de
espécies insulares originam-se tanto na cladogénese como em anagénese, que podem
produzir espécies endémicas (Stuessy 2007). A cladogénese ocorre quando as populacdes
se dividem espacialmente. Cada porcdo muda morfologicamente e geneticamente
resultando em duas ou mais espécies. Este modo é encontrado com frequéncia na origem

de grandes complexos adaptativos, muitas vezes explicado para ilustrar processos de

17



evolucdo em ilhas (Carlquist 1974). A anagénese envolve a sobrevivéncia e proliferacdo de
uma populagéo imigrante ao longo de muitas geracdes sem eventos de divisao (Stuessy &
Crawford 1990; Stuessy 2007). Através de mutacao e recombinacdo, a variagdo genética
continua a acumular ao longo de milhées de anos até que o nivel da diversidade genética
pode aproximar ou ultrapassar a das populacbes da fonte (Stuessy et al. 2006). O
resultado final deste processo pode ser niveis relativamente elevados de variacdo genética
em espécies endémicas insulares. A anagénese é mais provavel em ilhas de baixa altitude

e com baixa heterogeneidade de habitats (Stuessy et al. 2006).

Biologia Reprodutiva

As populagbes vegetais insulares e continentais muitas vezes possuem
caracteristicas biologicas especificas e diferem principalmente em sua biologia reprodutiva
e variacdo genética. Essas populacdes desenvolveram importantes adaptacdes para a
sobrevivéncia, em particular os atributos fisioldgicos, permitindo tornarem-se populacées
novas estabelecidas no ambiente (Frankham 1996). As condi¢des de polinizagdo também
influenciam na biologia reprodutiva de plantas em maneiras distintas, bem como o tempo
da geracdo de imigracdo das espécies em ilhas oceéanicas. A polinizacéo insuficiente tem
favorecido a selecdo e promovendo a autofecundacado. Forcas estocasticas desempenham
um papel importante na regulacdo de padrbes de variagdo genética e as populacdes
insulares sdo geralmente diferenciadas contendo uma diversidade menor comparada ao
continente (Stuessy et al. 2014).

Os modelos de espécies-area obtidos com plantas possuidoras de sementes
indicam que h& um decréscimo continuo entre a riqueza de espécies por unidade de area
comparada entre continentes e ilhas (Cox & Moore 2011) sendo que existem diferencas até
entre as duas formacbes de ilhas (continentais e oceéanicas). Com musgos, segue um
padrdo entre ilhas oceénicas mostrando a menor rigueza de espécies, mas entre o
continente e ilhas continentais mostram valores semelhantes para unidades comparaveis
de area (Cox & Moore 2011). Populacdes de uma espécie insular devem estar aptas a
sobreviver a mudancas sazonais em seu ambiente, entretanto, a vida nas ilhas € mais
vulneravel do que no continente, porque sdo menores as oportunidades de uma
recolonizacdo. Ao contrario no continente, a probabilidade de extingdo de uma espécie
pode ser evitada por imigracdo para outro lugar. Assim, uma ilha ira conter um numero
menor de espécies do que uma area equivalente com a mesma ecologia no continente
(Cox & Moore 2011).
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Em hepaticas e samambaias, o padrao é diferente. Considerando que as ilhas com
uma pequena area apresentam floras menos ricas e complexidade ecologica limitada, as
ilhas continentais e oceénicas de tamanho médio ou grande apresentam niveis de riquezas
de espécies semelhantes aos do continente ou até ligeiramente mais elevados (Patifio et
al. 2015).

Para organismos sésseis, a obtencdo dos recursos depende de estratégias
adaptativas e da tolerdncia as variacbes ao longo dos gradientes ambientais (Givnish
1999). Sendo assim, as plantas produtoras de esporos em ilhas possuem caracteristicas
especificas reprodutivas tais como o aumento do investimento na reproducdo assexuada, e
uma maior frequéncia de brotos férteis, principalmente em briéfitas, que contribuem para a
colonizagé@o e uma maior riqgueza em ambientes insulares (Patifio et al. 2015).

Os estudos de reproducéo e genética com plantas insulares sdo importantes para
avaliar o nivel de distingdo entre essas populacdes e as do continente. Otimos para testar
teorias preocupadas com as consequéncias genéticas de populagcdo que sdo dispersas por
longas distancias e o papel do efeito gargalo pela evolucéao (Barrett et al. 1996).

Radiac&o adpatativa e hibridizacdo em ilhas

Além das floras em ilhas oceanicas, que normalmente apresentam alto nivel de
endemismo, os ambientes insulares oferecem alguns exemplos de radiacdo adaptativa
(Givnish & Sytsma 1997; Givnish 1998; Givnish 2010). O tamanho pequeno de populacdes
insulares pode limitar a variabilidade genética necessaria para a selecdo natural de acordo
com a deriva de modo que o ritmo rapido de diversificacdo fenotipica em ilhas € maior que
a genotipica (Ohta 1982). A hibridacdo interespecifica pode ser uma possivel fonte de
variacdo genética dentro da espécie (Stebbins 1959; Seehausen 2004).

O alto grau de endemismo em ilhas é devido ao isolamento, pois geralmente séo
colonizadas por um numero restrito de espécies continentais, que em seguida evoluem,
podendo ocorrer especiacdo, bem como uma radiagcdo para novos tipos de habitats
(Carlquist 1974; Givnish 1998). A radiacdo adaptativa € um resultado da selecdo natural e
de uma oportunidade ecologica envolvendo a diversificacdo de espécies e adaptacdes
associadas, criando uma concorréncia que desempenha papéis distintos no processo.
(Schluter 2000; Seehausen 2004; Glor 2010). A competicdo intraespecifica por recursos
impulsiona as espécies em dire¢cdo ecologica diversificada, enquanto a auséncia de
competicdo interespecifica em ambientes ndo colonizados constitui oportunidades

ecolégicas para o estabelecimento de espécies em novos ambientes. A medida que o
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habitat e o nicho sdo preenchidos por novas espécies, a competicdo interespecifica
aumenta, as oportunidades ecoldgicas vao diminuir e a radiacdo pode cessar. Esta € uma
forma na qual a mudanca de ambiente competitivo pode ser impressa na filogenia de
endemismos insulares. No entanto, as briéfitas sdo caracterizadas por niveis
extremamente baixos de endemismo em floras oceéanicas, consequéncia da elevada
capacidade de dispersédo do grupo (Patiiio et al. 2014).

Atualmente tem se investigado a acdo de selecdo ao nivel molecular durante as
radiacbes adaptativas em ambientes insulares, e estdo sendo respondidas questdes
importantes e fundamentais na ecologia e taxonomia, bem como respostas de evidéncias
que a selecdo positiva funciona a niveis genéticos com codificadores com proteinas
durante essas radiacdes. Esses estudos também sdo bons testes de hipoteses sobre as
idades das espécies individuais ou em comunidades inteiras (Barrier et al. 2001,
Remington & Purugganan 2002; Kapralove & Filatov 2006; Gavrilets & Losos 2009, Kassen
2009; Losos & Mahler 2010; Kapralov et al. 2013). As consequéncias genéticas de
especiacdo podem ser um resultado de dispersdo de diferentes ambientes em uma
selecdo forte, ocorrendo uma rapida mudanca na morfologia que geralmente nao é
acompanhada por alteracbes genéticas que sejam mensuraveis com marcadores
moleculares neutros comumente empregados (Baldwin et al. 1998). Por conseguinte, os
niveis de variagdo genética dentro e entre as populacdes de cada espécie derivada
permanecem baixos. Portanto, a interpretacdo dos niveis observados de diversidade
genética em espécies endémicas de ilhas oceanicas requer uma ampla compreensao dos
organismos e seus ambientes.

As espécies filogeneticamente proximas sdo muitas vezes compativeis com
exemplos de hibridizacdo interespecifica (Arnold 1997). Esses eventos ocasionais de
hibridacdo permitem radiac6es adaptativas e sdo considerados como todo um conjunto de
metapopulacdes, onde mutacbes adaptativas podem se espalhar através de varias
espécies significativamente e acelerar o processo de adaptacao (Lewontin & Birch 1966).

No entanto, ndo se sabe quais mutac¢des partilhadas sdo comuns entre as varias espécies.
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Ilha da Trindade

Trindade é uma ilha oceénica brasileira localizada a cerca de 1.100 Km da cidade de
Vitéria (ES), nas coordenadas 20° 31" 30" S e 29° 19° 30" W e foi erguida ha
aproximadamente 3 milh6es de anos por atividade vulcanica na zona abissal do Atlantico
(Alves 1998). As profundidades oceanicas ao redor da ilha atingem 5800 m, e a parte
emersa atinge 620 m, com area total de 9,28 km?2 (Alves 1998). Foi descoberta em 1502
pelo navegador portugués Jodo Nova e no ano seguinte, Estevdo Gama a nomeou de
Trindade (Alves 1998) (Figuras 1 e 2).

Em 1783, Trindade foi colonizada por 130 agorianos que ap0s a sua retirada pelos
portugueses no ano de 1795, deixaram para tras rebanhos de cabras, porcos e outros
animais, anteriormente introduzidos por Edmund Halley em 1700), os quais tornaram-se
ferais. Estima-se que ao longo do tempo o numero de cabras tenha atingindo mais de mil
cabecas, que nao tinham predadores naturais, além de centenas de porcos (Martins &
Alves 2007). Esses animais foram responsaveis pela destruicdo de grande parte das
espécies vegetais nativas da ilha. Em 1994 a Marinha do Brasil empreendeu esforcos para
erradicar os animais introduzidos na ilha, em especial as cabras (Silva & Alves 2011).
Estima-se que em 2004 as cabras tenham sido totalmente eliminadas, o que tem
possibilitado a recuperagéo da vegetacao nativa.
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Figura.l. Localizag&o da llha da Trindade (distancia do continente). Fonte: Google maps.
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A ilha é guase inteiramente constituida de rochas vulcéanicas, seu relevo é do tipo
acidentado e irregular com escarpas ingremes, penhascos, vales profundos e platds
aluviais dos quais se erguem os picos: Morro Vermelho, a fase vulcanica mais jovem,
formado por um canion que provavelmente teria sido um coérrego; Pico do Desejado, o pico
de maior altitude 600 metros; S&o Bonifacio e Trindade. A partir deles fluem os trés
principais corregos da ilha (Alkimim-Faria et al. 2012), sendo Trindade a unica llha
ocednica brasileira a possuir agua doce.

O clima da Ilha é do tipo tropical atlantico a semi-arido com temperaturas medias

mensais quase uniformes, oscilando entre 22° C e 25° C e esta sob os ventos alisios do
Sudeste (Barros 1950).

Figura.2. Ilha da Trindade

Atualmente, segundo a Constituicdo brasileira, Trindade pertence a Unido e é
administrada pela Marinha do Brasil. Ao longo dos anos a ilha serviu como base para
guarnicdes militares brasileiros, presidio politico, guarnicdo militar durante a primeira
guerra mundial e como ocupacao estratégica durante a segunda guerra mundial (Alves
1998), mas s6 foi ocupada em definitivo em 1957 com a criagdo do POIT (Posto
Oceanografico da llha da Trindade) (Serafini et al. 2010), que segue ativo até hoje
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abrigando uma guarnicdo com cerca de 30 militares, como um destacamento do 1° Distrito
Naval (Leal 1991). A ilha possui localizagédo estratégica do ponto de vista geopolitico e sua
posse garante uma grande area de zona econdmica exclusiva de 370km em torno da ilha
bem proxima ao pré-sal.

Vegetacdo e endemismo da ilha

Pouco se sabe da vegetacédo original da llha da Trindade, ha apenas relatos e poucas
colecbes feitas pelos viajantes dos séculos XVIII e XIX. O primeiro naturalista a
desembarcar na llha foi o famoso astronomo Edmund Halley em 1700, a ele é creditado o
feito de haver introduzido o primeiro casal de cabras (trazidas por ele da Ilha de Santa
Helena). O célebre botanico inglés J. D. Hooker esteve na Ilha em 1839 e ali realizou
coletas botanicas (hoje perdidas).

Atualmente, abaixo de 100 metros de altitude, existem basicamente campos de
gramineas e ciperaceas e apenas nos topos dos morros existe ainda floresta, em especial
a “floresta nebular de samambaias gigantes” dominadas pelo género Cyathea (Alves
1998).

A flora da ilha € composta por 113 espécies vasculares (Alves 1998; Alves 2006), 32
espécies de bridfitas entre Musgos (11 espécies em oito familias), Hepéaticas (20 espécies
em seis familias) e uma espécie de Antéceros (Alkimim-Faria et al. 2012).

Gracas ao seu isolamento, a flora dessa ilha oceanica tem uma consideravel
proporcdo de espécies endémicas totalizando doze, destacando-se os fetos arborescentes
de samambaias (Cyathea copelandii Kuhn & Luerss (Cyatheaceae), faner6gamas
endémicas como Cyperus atlanticus Hemsl e Bulbostylis nesiotis (Hemsl.) C.B. Clarke
(Cyperaceae), Peperomia beckeri E.F.Guim. & R.J.V.Alves (Piperaceae) e Achyrocline
disjuncta Hemsl. (Asteraceae). Bem como uma uUnica briéfita pleurocarpica (Isopterygium
tenerifolium Mitt.). Além disso, a ilha abriga também diversas espécies endémicas de

peixes e invertebrados (Alves 1998).

Bri6fitas da llha da Trindade

O primeiro registro de bridfitas da Ilha da Trindade foi realizado por Alves (1998), ao
realizar um levantamento floristico geral da ilha, contendo uma lista com oito espécies
bridfitas..

Em 2010, houve o primeiro levantamento focado nas bridfitas realizado na ilha.
Alkimim-Faria et al. (2012) que revelou a presenca de 32 espécies de bridfitas, entre elas

taxons endémicos da Mata Atlantica como Campylopus fragilis (J.-P. Frahm) J.-P. Frahm
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subsp. fragiliformis (Figura 3) que era conhecido apenas dos fragmentos de Mata Atlantica
do Sudeste do Brasil. Isso sugeriu que a vegetacdo da llha da Trindade segue os padrdes
de dispersao a longa distancia citados por Mufioz et al. (2004), com didsporos oriundos do

continente sul-americano em dire¢éo a Africa chegando em Trindade.

Figura 3. Campylopus fragilis subsp. fragiliformis. A. Planta hidratada. B. Planta desidratada.

Com a eliminacéo das cabras e a recuperacao gradual da vegetacdo, mais espécies da
Mata Atlantica poderiam vir a se estabelecer na ilha. Levando em consideracao que a Mata
Atlantica € um dos biomas mais ameacados do mundo, a vegetacdo da ilha assume um
papel importante na conservacao dessas espécies.

Dessa forma a determinacdo e a identificacdo das populacdes de plantas
continentais que podem estar fornecendo diasporos para colonizacdo da ilha podem ser
particularmente importantes para 0 manejo e conservacao dessas areas e da llha da
Trindade.

Outro fato que merece atencdo em relacdo aos musgos da llha da Trindade foram

populacdes de individuos identificados como Campylopus pilifer Brid. (Figura.4).

Figura.4. Campylopus pilifer. A. Planta hidratada. B. Planta desidratada.
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As populacdes de C. pilifer da llha da Trindade apresentam diferencas morfolégicas
(tamanho bastante reduzido) quando comparados com seus pares continentais (Alkimim-
Faria et al. 2012). Stech et al. (2007) investigando essa espécie com uso de marcadores
moleculares puderam verificar a existéncia de pelo menos dois clados, um da América
Central e Norte e outro Neotropical, além de representantes de C. pilifer que foram
encontrados em outros clados, sugerindo que o conceito morfoldgico de espécie aplicado a
C. pilifer pode néo refletir a sua diversidade genética. Dessa forma deve haver varias
linhagens evolutivas conhecidas como C. pilifer no mundo.

Embora ambas as espécies citadas acima ndo tenham  sido
consideradasmorfologicamente como espécies novas ou endémicas da ilha, certamente o
isolamento geogréfico dessas populacdes pode ja estar se refletindo em sua forma, o que

indicaria que processos de especiacao podem estar ocorrendo.

Pterido6fitas da llha da Trindade

O Unico levantamento de pteridéfitas em Trindade é o de Alves (1998). Nesse trabalho
foram registradas 21 espécies de pteridoéfitas, incluindo taxons endémicos como Asplenium
beckeri Brade; A. praermorsum Sw. var. trinidadense Brade (Aspleniaceae), Doryopteris
campos-portoi Brade (Pteridaceae), Elaphoglossum beckeri Brade (Dryopteridaceae),
Pecluma insularis Brade; Pleopeltis trindadensis Brade (Salino) (Polypodiaceae), além de
um estrobilo da espécie Equisetum cf. giganteum L. (Equisetaceae) aparentemente levado
pela maré, pois nenhum organismo dessa espécie foi encontrado na ilha.

Cyathea copelandii Kuhn & Luerssen € a espécie de Pteriddéfita mais abundante na ilha.
Essa espécie, de porte arbéreo, é nativa da ilha e dominante na parte alta da mesma
(acima 600m), onde forma a “Floresta Nebular de Samambaias Gigantes”, responsavel por
90% do extrato arbéreo remanescente de Trindade (Gasparini, 2004). E um tipo de
vegetacao que no Brasil parece ser exclusivo da llha da Trindade (Alves 1998). Sua atual
dominancia pode ser uma decorréncia da selecédo predatoria, pois esta espécie apresenta
um caule extremamente duro, que nao apetecia as cabras (Alves 1998).

Atualmente estima-se que ocorram cerca de 3400 individuos dessa espécie em
Trindade formando grandes populac¢des nas altas encostas no lado sul da llha, sendo seu
limite inferior na Ilha a quota dos 400 m (Alves 1998).

Cyathea copelandii foi coletada por quase todos os botanicos que ja foram para a
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Ilha da Trindade. A populacdo ocorrente na llha da Trindade era tida como espécie distinta
das do continente e endémica da llha; no entanto Tryon & Tryon (1982) sinonimizaram C.
copelandii com C. delgadii Sternb. (Figura 5). Alguns pesquisadores reconhecem que
existem diferencas no indumento e no inddsio, mas a maioria tem considerado estas

diferencas insignificantes, concordando com a sinonimia proposta.

v, \". - bR d ” - ;

Figura.5. Floresta de Samambaias. A. Populacdo de Samambaias. B. Individuos de Cyathea.

Como nenhuma das duas espécies (C. copelandii e C. delgadii) foram amostradas
na filogenia existente de Cyatheaceae (Korall et al. 2007), ndo existe base filogenética para
suportar ou ndo tal sinonimizacdo ou para o reconhecimento de ambas como espécies
distintas.

Este estudo propiciarA melhor entendimento sobre o processo de colonizacéo
vegetal da ilha, esclarecendo as relacdes entre a populacdo da ilha e entre essas e as do
continente, analisando o verdadeiro grau de endemismo em Trindade e revelando a origem
dos didsporos que chegaram a ilha. Ambos fornecerdo subsidios importantes para a
conservacao das areas (fontes) no continente bem como da vegetacdo da ilha, que se

encontra em pleno processo de recolonizagao.

Objetivos

A presente tese objetivou estudar as populacbes de Campylopus pilifer
Brid.,Campylopus fragiliformis J.-Frahm e Cyathea copelandii Kuhn & Luerss. da llha da
Trindade a fim de melhor entender o valor evolutivo e utilidade taxondmica das variacdes
morfolégicas encontradas entre as populagdes insulares e seus pares continentais.

Numa escala macroevolutiva, propde-se esclarecer a posicdo filogenética das
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espécies citadas (C. pilifer, C. fragiliformis e C. copelandii) e resolver problemas
taxondmicos relacionados. Ao mesmo tempo, procura-se contribuir para a compreenséo da

diversificacao destes grupos na Illha de Trindade.

Objetivos especificos

1. Realizar estudos filogenéticos com populacdes de C. pilifer, C. fragilis e Cyathea da
llha da Trindade para o conhecimento de suas relagfes filogenéticas com seus
parentes continentais.

2. Utilizar marcadores moleculares para verificar se a variagdo morfolégica encontrada
entre as populagdes de C. pilifer, C. fragilis e Cyathea da llha da Trindade e seus
pares continentais se reflete em sua diversidade genética.

3. Utilizar dados moleculares obtidos dos espécimes coletados para investigar os
padrdes biogeograficos entre as populacdes da ilha e as do continente.

4. Melhorar o entendimento de quais fatores influenciam distribuicdo e colonizacdo de

plantas da llha da Trindade.

Modelo de organizacéo datese

De acordo com as diretrizes estabelecidas pelo Programa de Pds-Graduacdo em
Botanica / UnB e devido as facilidades deste modelo, a tese foi dividida em formato
classico de dissertacdo e em artigos divididos em dois capitulos, cada um

correspondendo a uma publicacdo em revista cientifica:

Capitulo 1: Identidade e origem de Campylopus (Leucobryaceae, Bryopsida) da llha

da Trindade - Brasil.

Capitulo 2: A Cyathea da llha da Trindade é um caso de endemismo? Uma

abordagem filogenética e morfolégica.
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Capitulo 1

Identidade e origem de Campylopus (Leucobryaceae,
Bryopsida) da llha da Trindade — Brasil

Resumo - Duas espécies de Campylopus (C. fragiliformis e C. pilifer) foram relatados
para a llha da Trindade, ilha brasileira situada no Oceano Atlantico Sul cerca de 1100
km da costa do continente do Brasil. Inferéncias filogenéticas dos espacadores internos
transcrtitos do ribossomo nuclear e trés marcadores plastidiais sdo consistentes com o
reconhecimento das duas espécies de Campylopus na llha da Trindade. No entanto, as
populacdes de C. pilifer da ilha estdo agrupadas entre as de C. introflexus. e C.
flagilliformis estao agrupadas com as espécies de C. occultus. A re-investigacdo de
caracteres morfologicos confirma que as populacdes da llha da Trindade pertencem a
estas espécies. Com base em relacdes filogenéticas, tanto C. introflexus e C. occultus
provavelmente chegaram a llha da Trindade orinudos da América do Sul. A colonizacao
da Trindade por C. introflexus em particular pode ter sido facilitado pelo impacto humano

severo sobre a vegetacdao original ao longo dos ultimos cinco séculos.

Palavras chave: atpl-atpH, Oceano Atlantico Sul, Campylopus introflexus, Campylopus
occultus, Colonizagao insular.

Artigo publicado em: Cryptogamie, Bryologie 37(3):241-250. 2016.
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Introducao

Trindade é uma ilha oceanica brasileira no Atlantico Sul que surgiu ha trés milhdes
de anos por vulcanismo (Serafini et al. 2010). Trindade teve uma histéria de colonizagéo
humana complexa a partir do momento de sua descoberta em 1502 pelo navegador
Portugués Jodo da Nova. Depois de ter sido usado por piratas e mercadores de
escravos, tentativas de colonizac&o pelos acgorianos britanicos, no século XVIII houve um
forte impacto na ilha, especialmente devido a introducao de cabras e outros animais que
destruiram a vegetacao original quase por completo (Silva & Alves 2011; Faria et al.
2012).

A brioflora de Trindade compreende 32 espécies sendo 20 hepéticas, 11 musgos e
um antocero (Faria et al., 2012). As afinidades biogeogréficas sdo mais similares com o
Brasil, mais especificamente com os fragmentos de Mata Atlantica da Regido Sudeste,
com o qual compartilha 96% de sua brioflora (Faria et al. 2012). No entanto, o forte
impacto humano historico e a possivel funcédo de Trindade como uma ponte entre o Velho
e o Novo Mundo, pode ter levado as mais diversas origens das popula¢cdes de bridfitas
encontradas na ilha. Embora a brioflora da Trindade ja seja bastante conhecida, a
identidade de espécies do género Campylopus Brid. (Cf. Frahm, 1980, 1987, 1988, 1990,
1991; Stech, 2004; Stech & Dohrmann 2004; Stech & Wagner 2005; Stech et al. 2010)
ainda precisa de estudos mais aprofundados. Faria et al. (2012) incluiram dois taxons de
Campylopus no inventario da llha da Trindade: C. fragilis subsp. fragiliformis (J.-P.
Frahm) J.-P. Frahm e C. pilifer Brid. A primeira espécie € endémica da Mata Atlantica no
Brasil e foi inicialmente considerada uma espécie distinta, C. fragiliformis J.-P. Frahm.
Campylopus pilifer € um taxon principalmente encontrado na América tropical, Africa,
partes do Oriente Médio e da Asia, estendendo-se para a Europa e América do Norte,
com as populacbes do Novo Mundo e Velho Mundo compondo duas linhagens
moleculares distintas (Stech & Dohrmann 2004).

As populagdes de Campylopus na Ilha da Trindade exibem morfologias peculiares
guando comparado com os seus homadlogos continentais. As espécies C. pilifer da llha
da Trindade sdo notavelmente menores do que aqueles encontrados no continente e
exibem menores lamelas dorsais sob a costa. Os espécimes de C. fragiliformis foram
encontrados formando tufos, uma caracteristica ndo ainda nao reportada para essa
espécie (Frahm 1979).

Estudos filogenéticos moleculares recentes tém ajudado a esclarecer relagdes

sistematicas e biogeograficas das populagdes insulares no género Campylopus (Stech et
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al. 2007, 2010) e de bridfitas em geral (Sim-Sim et al. 2005; Stech et al. 2008; Laenen et
al. 2011; Patifio et al. 2013a, b; Draper et al. 2015). No entanto, nenhum estudo
molecular esté disponivel ainda para ilhas do Atlantico Sul tal como Trindade.

O objetivo desse trabalho é confirmar a identidade das espécies de Campylopus
gue ocorrem na llha da Trindade, bem como inferir as origens geogréaficas das
populacdes insulares, com base no DNA nuclear (ITS), cloroplasto (atpB-rbcL, atpl-atpH

e trnL-trnF) e morfologia.

Material e métodos

Amostragem

Um conjunto de dados moleculares compreendendo as sequéncias do espacador
atpB-rbcL, regido trnL-trnF e ITS para 58 espécimes de Campylopus e dois exemplares
do Pilopogon Brid. (outgroup) foi compilado a partir Stech & Dohrmann (2004) e Stech et
al. (2010). Quatorze novos espécimes foram sequenciados para o presente estudo, e as
informacdes e nuimeros de acesso GenBank estdo na tabela 1. Além disso, varios
marcadores plastidiais (ATP-atpH, psbA-trnH, rps7-rpsl2, trnS-rps4, rps4-trnT) foram
testados quanto a eficiéncia de amplificacdo e sequenciamento, bem como a
variabilidade das sequéncias. Com base nesses critérios, o espacador atpl-atpH foi
selecionado e sequenciado para o presente estudo.

Extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento

O DNA genbdmico foi extraido utilizando o Kit NucleoSpin® Planta Il (Macherey-
Nagel, Duren, Alemanha). Os protocolos de amplificacdo por PCR seguem Gama et al.
(2015) para os marcadores nucleares e plastidiais.

Novos primers foram concebidos para o espacador atpl-atpH recém investigado
com base em Campylopus introflexus com as sequéncias: F 5'-
ACAGACGCAGCAGAAATTAAGG-3 e atpH_R 5-AGGGGAATCGTTAGAAGGTCAT-3,
com o uso do plugin — primer 3 com o uso do programa Geneious R8 (Kearse et al.,
2012).

Recostrucdao filogenética

As sequéncias foram alinhadas com o uso do Mafft (Katoh et al. 2002) incorporado no
Geneious R8 (Kearse et al. 2012), ajustado manualmente e as depois concatenadas. Os
gaps no alinhamento foram tratados como informativos por codificagdo de Indel simples
(SIC) (Simmons & Ochoterena 2000) usando SeqState (Muller 2004). As analises

38



filogenéticas foram realizadas utilizando os critérios de maxima verossimilhanca (ML) e
inferéncia Bayesiana (Bl). O modelo GTR + [, foi selecionado sob o critério de
informacgdes aplicadas nas abordagens baseadas nos modelos de Akaike em jModelTest
2 (Guindon e Gascuel 2003; Darriba et al. 2012). A andlise separada com cada um dos
marcadores foi realizada para verificar se havia incongruéncias. Arvores de maxima
verossimilhanga foram calculadas utilizando RaxML v8.0.26 (Stamatakis 2014)
empregando o v.1.3.1 raxmIGUI (Silvestro & Michalak 2012). Os valores de suporte de
bootstrap foram obtidos com um algoritmo de inicializagcdo completa e 10.000 pseudo-
réplicas. Analises Bayesiana foram executadas usando MrBayes v3.2.5 (Ronquist et al.
2012) nav3.1 CIPRES Science Gateway (Miller et al. 2010). As probabilidades posteriores
Bayesiana (PP) foram estimadas pelo método Markov Chain Monte Carlo (MCMC).
Quatro corridas com quatro cadeias (trés quentes e uma fria) foram executadas com 30 x
108 geracbes correntes amostradas a cada 1000 geracdes e as respectivas arvores
gravadas em um arquivo de é&rvore. Um limiar de <0,01 para o desvio padrdo de
frequéncias fracionadas foi utilizado para avaliar a convergéncia das corridas. Uma arvore
de consenso (majority rule) foi gerada e 25% das arvores foram descartadas como
“burnin”.

Andlises mofologicas

A fim de confirmar a identidade dos espécimes provenientes da llha de Trindade,
o estudo morfolégico foi baseado nas mesmas amostras que foram incluidas nas
analises moleculares e amostras adicionais dos seguintes herbarios: BM, HUCS, L, MO,
PC, S, SP, U e UB. As amostras foram reidratadas e montado em uma lamina com uma
solucdo Hydromatrix (Micro Tecnologia do laboratério, Graz, Austria) para as observacdes
microscoépicas. A preparacdo das laminas foi realizada usando um estereoscopio e
observacfes detalhadas do material utilizando um microscépio de luz. Os caracteres
utilizados foram: habito e tamanho da planta, tamanho e forma dos filidios, o formato das
células da lamina, comprimento e largura da costa e anatomia da costa em seccao
transversal. Para caracterizar a morfologia dos taxons foram definidos com base na
literatura (Frahm 1991; Frahm & Stitch 2006).

Resultados
O alinhamento do DNA nuclear e plastidial combinados incluindo indels
compreendeu um total de 4111 caracteres (ITS1 1-1076, 5.8S rRNA gene 1077-1251,
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ITS2 1252-1817, atpB-rbcL 1818 — 2472, atpl-atpH 2473-2871, trnL-trnF 2872-3391, e
indels 3392-4111). Resultados dos marcadores individuais nao apresentaram
incongruéncia em relacdo ao clados bem suportados (> 0.95 for Bl e > 75% para ML).
Assim sendo os dados foram concatenados em uma Unica matriz para as analises
filogenéticas sob Inferéncia Bayesiana (Bl) e maxima verossimilhanca (ML). A arvore de
consenso Bayesiana e a arvore de maxima verossimilhanca ideal tiveram topologias
semelhantes, divergindo apenas em clados ndo suportados. A arvore de consenso
Bayesiana (Fig. 1) inclui probabilidades posteriores (PP) e suporte de bootstrap ML (BS)
mostrado nos nds. Dentro de Campylopus, trés principais subtipos de relagbes ambiguas
foram resolvidas. O primeiro clado inclui cinco espécies do Sudeste Asiatico e do Oceano
indico e carece de suporte nas andlises de ML e BIl. O segundo clado inclui espécies
tropicais e temperadas do sul e € bem suportado. Campylopus fragiliformis pertence a
este clado, mas os dois espécimes sao resolvidos em dois clados: a amostra da llha da
Trindade é parte do clado de C. occultus (PP 1, BS 100%), enquanto a amostra do
continente (Brasil) € resolvido como um clado irmdo que compreende as espécies C.
fragilis, C. pyriformis (Schultz) Brid., C. julicaulis Broth. e C. occultus (PP 1, BS 99%).
Dentro do terceiro clado, C. pilifer € resolvido como parafilético com dois clados das
populacdes do Novo Mundo, e um clado que compreende todos os espécimes do Velho
Mundo. Todos os espécimes de C. pilifer da ilha de Trindade sé&o agrupados entre os C.
introflexus, com o qual eles compdem um clado maximo suportado (PP1, BS 100%). Este
clado de C. introflexus compreende duas linhagens reconheciveis, um dos quais com um
alto suporte (PP 0,96, BS 81%), que inclui as amostras da Ilha da Trindade. As
sequéncias das amostras orinudas da ilha do clado C. introflexus sdo quase

geneticamente idénticas as do Brasil continental.
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Tabelal. Informacéo dos vouchers e nimeros de acesso ao GenBank para as sequéncias recém geradas de Campylopus introflexus (Hedw.) Brid. E C.
occultus Mitt.

Espécime Identificagéo original Voucher Herbario  Pais — Localidade Acc. no. Acc. no. Acc. no. Acc. no.
atpB-rbcL  atpl-atpH ITS trnL-trnF

C. introflexus - 2 Oct. 2003, Frahm BONN, L  France — Dept. Finistére - KU163121 KU163124 -

C. introflexus  C. incrassatus Mill. Streimann 49976 BONN, L  Australia — NSW - KU163083 KU163125 KU212887

C. introflexus - Bordin 129 HUCS Brazil — Rio Grande do KU163137 KU163078 KT985061 KU212888

C. introflexus  C. pilifer Brid. Faria 227 uB Brazil — Trindade Island - KU163117 KU163126 -

C. introflexus  C. pilifer Faria 77 uUB Brazil — Trindade Island - KU163113 KU163127 KU212889

C. introflexus  C. pilifer Faria 66 UB Brazil — Trindade Island - KU163116 KU163128 -

C. introflexus  C. pilifer Faria 102 uB Brazil — Trindade Island - KU163112 KU163129 -

C. introflexus  C. pilifer Faria 848 uB Brazil — Trindade Island - KU163114 KU163130 -

C. introflexus  C. pilifer Faria 76 uB Brazil — Trindade Island - KU163115 KU163131 -

C. introflexus  C. pilifer Farial06 uB Brazil — Trindade Island - - KU163132 KU212890

C. occultus 01 C. flexuosus (Hedw.) Muller R284 BONN, L  France — Réunion Island - KU163120 KuU163133 -

C.occultus 02 ... 1 b Erahm Faria 610 uB Brazil — Trindade Island - - KU163134 KU212891

C. occultus 03 - Yano & Peralta 32359 SP Brazil — S&o Paulo - KU163094 KU163135 KU212892

C. occultus 04 - Yano & Peralta 31880 SP Brazil — S&o Paulo - KU163099 KU163136 KU212893

41



Pilopogon africanus

Pilopogon guadalupensis
1, 100f C- gracilis - Sri Lanka
C. crateris - Reunion

C. macgregorii - Reunion
C. exasperatus - Philippines
C. umbellatus - Indonesia
C. anderssonii - Bolivia
/Cl'éuthwaitesii - Brazil
C. thwaitesii - S. Africa
C. robillardei - S. Africa
C. savannarum - Eq. Guinea
C. dichrostis - Brazil - MG
C. hensii - Eq. Guinea

1/ wol: C. flexuosus - Germany

C. tallulensis - Colombia
C. fragiliformis - Brazil - MG

1/100

1/99 C. fragilis - Australia

C. pyriformis - New Zealand

C. julicaulis - Paraguay

C. occultus - Reunion 01 *

1/100 C. occultus - Brazil - SP

C. occultus - Brazil - SP

C. occultus - Brazil - Trindade Island 02 * C OCCUItUS
C. occultus - Brazil - SP 03

C. occultus - Brazil - SP 04

1 7100r C. australis - Australia

C. australis - Australia

C. acuminatus - Australia
C. bicolor - S. Africa

17100 G- pilifer- Argentina
[ C. pilifer var. lamellatus - Peru
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Figura 1. Filograma obtido a partir da analise Bayesiana do conjunto de dados combinado de nriTS e
regides plastidiais (atpB-rbcL, atpl-atpH, trnL-trnF) codificado com "simple indel coding”. NUmeros nos ramos
séo probabilidades posteriores de analise Bayesiana (apenas valores >0.95 sdo mostrados) e bootstrap para
analise de verossimilhanca (apenas valores *cima de >75% sao mostrados) O simbolo “ “ indica as

espécimes que foram originalmente identificadas como pertencentes a uma espécie diferente (identificacdes
originais ver Tabela 1).
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Discusséo

As inferéncias filogenéticas a partir de sequéncias de DNA s&o consistentes com o
reconhecimento de duas espécies de Campylopus na llha da Trindade. No entanto, em
ambos os casos, a identificacdo original dos espécimes amostrados ndo se encaixava com
a sua posicao filogenética. Em contraste com o que foi anteriormente reconhecido (Faria et
al. 2012), os espécimes identificados como C. pilifer da Ilha da Trindade pertencem a C.
introflexus, e aqueles determinados como C. fragilis sub. fragilliformis pertencem a espécie
C. occultus.

Campylopus pilifer normalmente tem lamelas na porséo dorsal da costa que séo de
trés a sete células longas terminando com apice hialino reto. Em contraste, as lamelas da
costa de C. introflexus sdo menores e possuem duas células com &pice hialino, quando
presente é fortemente recurvados (cerca de 90 °). Em C. pilifer var. brevirameus, as
lamelas da costa se assemelham aos da espécie C. introflexus, com 2-3 células na porgao
terminalo, no entanto, os apices hialinos estdo sempre em linha reta, e com base em
dados de DNA, tais plantas sdo claramente resolvidas como C. pilifer (Frahm & Stech
2006). Uma investigacdo morfolégica cuidadosa mostrou que os espécimes de Trindade
molecularmente identificados como C. pilifer exibem caracteristicas de C. introflexus
reconhecidas no continente: lamelas na costa ndo mais do que duas células e apice hialinos
recurvados. No entanto, em alguns filidios do gametdfito, dentro de certo tufos faltava o apice
hialino, o que pode ser devido a fatores tais como microclima e diferentes graus de
exposicao a luz. Quando comparado com C. pilifer, os espécimes de Trindade sao
notavelmente menores, justificando a possivel confusdo com espécimes jovens de C.
pilifer.

A érea de distribuicdo natural de C. introflexus esta entre as faixas da Antartica (acima
de 60° Sul) a regido subtropical da América do Sul, Africa do sul, incluindo ilhas do Atlantico
norte passando por St. Helena, Australia e Nova Zelandia (Stech & Dohrmann 2004; Klinck
2010). Embora o mapa de distribuicéo de Klinck (2010) inclua o sul do Brasil como parte da
area de distribuicéo de C. introflexus, a espécie ndo consta na ultima lista de verificacdo das
briofitas do Brasil (Costa et al. 2011). Os presentes dados, no entanto, confirmam que C.
introflexus ocorre tanto no Brasil (continente) como na llha da Trindade. Ambas as areas
estdo dentro da distribuicdo natural de C. pilifer (Stech & Dohrmann 2004), mas o seu limite

ao norte provavelmente contribuiu para o equivoco de C. introflexus no Brasil, e em
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particular na llha da Trindade.

A espécie C. introflexus encontrada na llha de Trindade forma um clado bem
suportado em conjunto com uma amostra do sul do Brasil continental, com as quais
compartilham sequéncias de DNA praticamente idénticas (diferenca inferior a 0,5%). Isto
sugere que as populacdes da ilha poderiam ter se originado a partir de um ancestral
continental sul-americano. Enquanto o sul do Brasil continental mostra um clima adequado
para C. introflexus, com clima temperado totalmente iumido e verdes amenos (tipo "Cf" na
classificacdo climéatica de Koppen-Geiger; Kottek et al. 2006), Trindade tem clima mais
arido. No entanto, as espécies de Campylopus possivelmente se beneficiaram do impacto
humano sobre Trindade, sendo que C. introflexus est4d adaptada tanto a ambientes
perturbados como a ambientes naturais (Hassel & Séderstrom 2005; Hasse 2007; Sparrius
& Kooijman 2011; Carter 2014). As condi¢cdes ecoldgicas em conjunto com a variagao
morfolégica e molecular dentro C. introflexus na ilha, sugerem que a espécie pode ter
colonizado Trindade em um Unico evento recente. No entanto, mais dados incluindo uma
filogenia datada é necesséria a fim de testar esta hipotese.

Os espécimes identificados molecularmente como C. occultus sao
morfologicamente idénticos por uma combinacéo de caracteres incluindo células hialinas e
auséncia de células alares infladas, quadraticas a oblongas, células laminares basais da
margem oblongas, costa ocupando ‘s da largura do filidio, mostrando uma margem
revoluta em corte transversal, com hialocistos e estereideos dorsais e ventrais. Por outro
lado, C. fragiliformis apresenta células alares hialinas infladas e células basais hialinas
extendendo até a metade do filidio, células laminares retangulares acima das células
alares ocupando % a %2 da largura do filidio e com uma superficie dorsal lisa em seccao
transversal. Ainda, C. occultus é frequentemente encontrada formando tufos, diferente da
espécie C. fragiliformis.

Campylopus occultus era previamente restrita ao sudeste do Brasil, Uruguai,
Paraguai e norte da Argentina. Sua distribuicdo € aqui revista e ampliada até o leste da
llha da Trindade e da Ilha Réunion no Oceano indico. Franm & Stech (2006) e Stech et al.
(2010) apresentam uma distribuicdo disjunta semelhante com C.pilifer, incluindo Réunion e
no clado Novo Mundo. Se este padrao € causado pela dispersao de longa distancia dos
Neotropicos a ilha da Réunion ou por introdu¢cdo humana na historia recente (Ultimos 500
anos) precisa ser investigado. Da mesma forma, a origem geografica exata das
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populacdes de C. occultus encontradas na Ilha de Trindade precisa ser inferida a partir de

amostragens mais extensas em toda a sua distribuicdo Sul americana continental.

O presente estudo enfatiza a necessidade de estudos de revisdo morfomolecular
mais abrangente, a fim de resolver problemas taxondémicos e incongruéncias nas
delimitacbes das espécies, facilidando a identificagdo das espécies mais complexas como
0 género Campylopus. Campylopus introflexus e C. pilifer demonstraram como a
reavaliacdo da variacdo morfologica e molecular intraespecifica pode esclarecer a

distribuicdo natural e indicar onde investigacfes mais detalhadas sdo necessarias.
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Capitulo 2

A Cyathea da llha da Trindade é um caso de endemismo? Uma
abordagem filogenética e morfoldgica

Resumo - Cyathea Sm. € o Unico género de Cyatheaceae que ocorre na llha da Trindade,
uma ilha oceénica situada no Oceano Atlantico Sul cerca de 1.100 km do continente
brasileiro. A espécie Cyathea copelandii Kuhn & Luerssen da ilha era tida como espécie
endémica, porém em 1971 foi sinonimizada com Cyathea delgadii Sterb. do continente. A
espécie insular possui pequenas diferencas morfolégicas no indusio e indumento, no
entanto, essas distincbes morfoldégicas que ocorrem nos taxons tém sido consideradas
insignificantes ao nivel de endemismo. As inferéncias filogenéticas de trés marcadores
plastidiais junto com as analises morfométricas, observacdes dos esporos em microscopia
eletrdnica de varredura e caracteristicas morfolégicas mostram que sdo consistentes com o
reconhecimento de uma Unica espécie, porém, entre as populacées do litoral incluindo a ilha
da Trindade e as do interior do Brasil existem variacfes quanto as diferencas morfologicas e

genéticas.

Palavras chave: Cyathea copelandii, espécie insular, Oceano Atlantico Sul
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Introducéo

Cyatheaceae compreende as samambaias Monilophytas escamosas, formada por
uma linhagem monofilética que surgiu no inicio da diversificacdo de fetos leptosporangiados
durante a era Mesozoica, entre o periodo Jurassico e inicio do Cretaceo (Conant et al. 1995,
1996; Hasebe et al. 1995; Pryer et al. 2004; Korall et al. 2006; Schuettpelz & Pryer 2007;
Korall & Pryer 2014). O grupo é composto por cerca de 600 espécies, antes representado
por cinco géneros, sendo atualmente dividido em apenas trés: Alsophila R. Br, Cyathea Sm.
e Sphaeropteris Bernh. (Smith et al. 2006; Korall et al. 2007). Sédo plantas comuns com
presenca de escamas e principalmente arborescentes que chegam a atingir uma altura de
até 20m (Kramer 1990; Korall et al. 2006).

As caracteristicas morfolégicas com significado historico na classificacdo de
Cyatheaceae compreendem as escamas, indusios e esporos. E de acordo com Korall et al.
(2007) o estudo desses trés caracteres, a familia foi separada por grupos menores baseado
nos estudos morfolégicos e moleculares das escamas (grupo Cnemidaria; grupo Gibbosa;
grupo Divergens; grupo Armata e grupo Decurrens) (Conant et al. 1996; Stein et al. 1997,
Korall et al. 2007).

Esse grupo de plantas é bem representado nas floras tropicais, temperadas e
subtropicais. Na regido Neotropical, as areas de maior concentracdo de espécies sao
América Central, Andes e Sudeste do Brasil (Tryon 1970; Smith et al. 2006; Korall et al.,
2006; 2007).

Cyathea é um dos mais importantes géneros de samambaias arborescentes nos
tropicos, pois desempenha um importante papel nas florestas tropicais, contribuindo no
abrigo de muitas espécies de epifitas, principalmente orquideas (Moran et al. 2003). Apesar
de sua importancia ecoldgica, o uso econdémico e a diversidade de algumas espécies ainda
sao pouco conhecidos (Lehnert 2006).

O género Cyathea inclui cerca de 150 espécies, distribuido desde o México e sul do
Caribe até o norte da Argentina e tem centro de diversidade nos Andes, desde a Venezuela
até o Peru (Tryon & Tryon 1982; Moran, 1995; Smith et al. 2008). O género habita beira de
cursos d’agua no interior de florestas sombreadas e ambientes abertos com solos bastante
umidos (Barrington 1978; Fernandes 2003; Alves 1998; Labiak & Matos 2009; Windisch &
Santiago 2014). No Brasil, Cyathea tem ampla distribuicdo, sendo especialmente diverso na

Mata Atlantica, com cerca de 35 espécies das quais 20 sdo endémicas, distribuidas desde o
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sul até o nordeste do Brasil e na llha da Trindade. Estudos filogenéticos do género Cyathea
mostram clados bem suportados para a regido Neotropical (Korall et al. 2006, 2007; Smith et
al. 2008).

Trindade € uma ilha oceéanica brasileira descoberta em 1502 pelo navegador
portugués Jodo da Nova e esta localizada a cerca de 1100 km da cidade de Vitoria (ES), nas
coordenadas 20° 31" 30” S e 29° 19’ 30” W . Ergueu-se h& aproximadamente 3 milhdes de
anos por atividade vulcanica na zona abissal do Atlantico (Alves 1998). As profundidades
oceanicas ao redor da ilha atingem 5800 m, e a parte emersa atinge 620 m, com area total
de 9,28 km2 (Alves 1998).

Em 1783, Trindade foi colonizada por 130 acorianos que ap0s a sua retirada pelos
portugueses, deixaram rebanhos de cabras e porcos (Martins & Alves 2007). Esses animais
foram responsaveis pela destruicdo de grande parte das espécies vegetais nativas da ilha.

O clima da llha é do tipo tropical atlantico a semiarido com temperaturas médias
mensais quase uniformes, oscilando entre 22° C e 25° C e esta sob os ventos alisios do
Sudeste (Barros 1950).

Cyathea é o Unico género de Cyatheaceae da Ilha da Trindade, com uma Unica
espécie Cyathea copelandii Kuhn & Luerssen, sendo ainda a pteridéfita mais abundante da
ilha. A espécie € dominante na parte de altitudes mais elevadas, onde forma a floresta
nebular de samambaias gigantes, responsavel por 90% do extrato arbéreo remanescente de
Trindade (Gasparini 2004). Sua atual dominancia pode ter sido ocasionada por uma selecéo
predatéria, pois essa espécie ndo apetecia as cabras, animais responsaveis por grande
parte da destruicdo do ecossistema da ilha (Alves 1998). Atualmente, estima-se que ocorram
cerca de 3400 individuos de C. copelandii em Trindade, que formam grandes populacdes
nas altas encostas no lado sul da Illha (Alves 1998).

A C. copelandii ocorrente na Ilha da Trindade era tida como endémica da ilha. A
espéecie foi também descrita como C. trindadensis por Brade (1936), no entanto Tryon (1976)
sinonimizou C. trindadensis e C. copelandii com Cyathea delgadii Sternb. Alves (1998)
destaca que a espécie insular mesmo que tenha sido sinonimizada com seus pares do
continente, possuem pequenas diferencas morfologicas no indusio e indumento, no entanto,
as distingdes morfoldgicas que ocorrem nos taxons tém sido consideradas insignificantes ao
nivel de endemismo, e a sinonimia proposta por Tryon (1976) tem sido amplamente aceita
(Alves 1998).
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Cyathea delgadii € uma espécie de ampla distribuicdo que ocorre na Costa Rica,
Panama, bacia Amazbnica, desde a Guiana até a Bolivia, Paraguai e nas regides do
Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil (Tryon 1976; Holttum & Edwards 1983;
Fernandes 2003; Schmitt & Windisch, 2007). No Brasil ocorre nos estados do Acre,
Amazonas, Bahia, Ceara, Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Paraiba, Parana, Piaui, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Rondénia,
Roraima, Santa Catarina e Sdo Paulo (Flora do Brasil 2016). Cresce em baixas altitudes (30
a 300 m), nas florestas dos taludes dos morros da depressdo central (Lorscheitter et al.
1999) e na encosta do Nordeste, ao longo de linhas de drenagem ou em vertentes rochosas
amidas.

Floras em ilhas oceénicas sdo normalmente ricas em espécies endémicas, e podem
oferecer alguns exemplos de radiacdo adaptativa (Baum & Shaw 1995). No entanto a
composicdo de espécies tende a ser mais similar aos dos continentes mais proximos
(Givnish & Sytsma 1997; Givnish 1998). Geralmente, as monilofitas sdo de especial
interesse para os estudos de endemismo em floras insulares por terem esporos facilmente
transportaveis pelo vento a longas distancias com maior eficacia que as faner6gamas
(Tuomisto et al. 2003; Mufioz et al. 2004).

Como nenhuma das duas espécies (C. copelandii e C. delgadii) foram amostradas nos
estudos filogenéticos existentes de Cyatheaceae (Korall et al. 2007), ndo existe base
filogenética para suportar tal sinonimizacdo e nem o reconhecimento de ambas como
espécies distintas.

O objetivo desse trabalho é realizar estudos com a espécie de Cyathea da llha da
Trindade e seus pares continentais para o conhecimento de suas relacdes filogenéticas, bem
como investigar melhor as diferencas morfolégicas a fim de verificar se a variacao
encontrada entre as populacdes da ilha e as do continente refletem-se em sua diversidade

genética.
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Material e Métodos

Amostragem

Foram amostrados 39 tdxons no total, das quais 21 foram obtidas no banco de dados
(GenBank) provenientes do trabalho de Korall et al. (2007) com 3 marcadores para cada
uma das 21 sequéncias obtidas (trnG-trnR; trnL-trnF e rbcL-accD). Adicionamos mais 18
amostras de Cyathea incluindo as espécies C. delgadii bem como C. corcovadensis (Raddi)
Domin, C. phalerata Mart. e C. villosa Humb. & ex Willd. que ndo foram amostradas na
filogenia da familia (Korall et al. 2007), espécies essas que possuem uma ampla variacao
morfologica e geogréfica. Foram coletadas amostras de C. delgadii de diferentes regifes da
costa brasileira na Mata Atlantica, provenientes dos estados do Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Rio Grande do Sul e Santa Catarina, e amostras do interior do Brasil provenientes
dos estados de Goias, Minas Gerais e Distrito Federal. Para o grupo externo utilizou-se o

género Alsophila, grupo irm&o de Cyatheaceae segundo Korall et al. (2007).

Extracdo de DNA, Amplificacdo e Sequenciamento

O DNA do material foi extraido utilizando o protocolo de Doyle & Doyle (1987; 1990)
com modificacbes. Para obter um DNA de melhor qualidade foram feitas extracdes triplas
com CTAB e lavagem dupla com SEVAG, para minimizar os compostos secundarios (Borsch
et al. 2003). Foram amplificadas trés regides do DNA de cloroplasto: trnG-trnR; trnL-trnF e
rbcL-accD (Tabela 1) utilizando a técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) (Mullis
& Faloona 1987). O protocolo padrdo de PCR foi realizado para 50uL, contendo por amostra
26,8uL ddH20; 5uL a 5X de Buffer sem magnésio; 5uL a 50mM de MgClz; 2uL a 10mg/ml de
BSA (Phoneutra); 4 uL a 1mM de dNTP; 2,5 uL (1:9) de cada primer (Forward e Reverse) e 2
puL de DNA e 0,5uL de Tag (Phoneutra).

A amplificagéo por PCR ocorreu em 35 ciclos. Cada ciclo formado por 30 segundos a
95°C, 45 segundos de 48 a 56°C e 1 minuto a 72°C. O ciclo inicial de 95°C tem duracao de 1
minuto e a extenséo final de 72°C por 5 minutos. A extracdo e amplificagéo foram feitas no
Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas do Departamento de Botanica da Universidade
de Brasilia. A purificagdo e o sequenciamento foram feitos pela Macrogen Inc. (Coréia).

Todas as sequéncias de DNA foram depositadas no GenBank.
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Tabela 1: Primers e temperaturas de anelamento utilizados no estudo.

Marcador Primer Referéncia Temp. de Anelamento
rbcL-accD RBCL1187Fa Koral et al. 2007 50-52
rbcL-accD ACCD887R Koral et al. 2007 50-52
trnGR TRNG1Fa Nagalingum et al. 2007 50-52
TrnGR TRNR22Ra Nagalingum et al., 2007 50-52
TrnLF TRNLCa Taberlet et al. 1991 55-57
TrnLF TRNLD Taberlet et al. 1991 55-57
TrnLF TRNLE Taberlet et al. 1991 55-57
TrnLF TRNFFa Taberlet et al. 1991 55-57

Tabela 2: lista todos os taxons utilizados neste estudo, com o respectivo voucher de todas as espécies, com

coletor e nimero de coleta, herbario e localidade.

Espécie Voucher Origem
Cyathea delgadii Sternb. Carvalho-Silva, 1788 (UB) Ilha da Trindade
C. delgadii Carvalho-Silva, 1789 (UB) Ilha da Trindade
C. delgadii Carvalho-Silva, 1790 (UB) Ilha da Trindade
C. delgadii Carvalho-Silva, 1792 (UB) Ilha da Trindade
C. delgadii Carvalho-Silva, 1906 (UB) Goias

C. delgadii Faria, 1000 (UB) Espirito Santo
C. delgadii Faria, 1058 (UB) Minas Gerais
C. delgadii Gaspar, 3106 (BHCB) Santa Catarina
C. delgadii Carvalho-Silva, 1146 (UB) Goias

C. delgadii Almeida, 3381 (BHCB) Serra do Caparad
C. delgadii Faria, 1062 (UB) Rio de Janeiro
C. delgadii Faria,1076a (UB) Rio Grande do Sul
C. delgadii Pereira, 202 (UB) Distrito Federal
C.phalerata Carvalho-Silva 1969 (UB) Serra dos Orgaos
C.phalerata Faria, 882 (UB) Bahia

C. vilosa Salino, 15695 (BHCB) Serra do Caraca

C. corcovadenis

Salino, 15687 (BHCB)

Serra do Caraca

56



Reconstrucéo filogenética

As sequéncias foram alinhadas com o uso do MAFFT (Katoh et al. 2002) embutido no
software Geneious R8 (Kearse et al. 2012), e ajustadas manualmente. Os gaps foram
tratados como informativo com o Simple Indel Coding (SIC) (Simmons & Ochoterena 2000)
usando SeqState (Muller 2004).

As analises filogenéticas por Maxima Parciménia (MP) foram realizadas no PAUP* 4.0
(Swofford 2003). Buscas heuristicas foram feitas com 1.000 repeticdes, com um maximo de
10.000 érvores salvas. Todos os caracteres foram igualmente ponderados. O suporte para
os ramos foi feito através de boostrap ndo paramétrico com 1000 replicacfes (Felsenstein
1985).

As andlises de Maxima Verossimilhanca (ML) foram feitas com uso do RaxML v7.4.2
(Stamatakis 2006) v.1.3 raxmIGUI (Silvestro & Michalak 2012) através do Cipres Science
Gateway- Cyberinfrastructure for Phylogenic Research (www.phylo.org) e o suporte dos
clados foi obtido através de botstrap ndo paramétrico com 1.000 replicagdes.

Analise Bayesiana (Bl) foi executada com Mr.Bayes v3.2.6 (Ronquist & Huelsenbeck
2012) no CIPRES Science Gateway (Miller et al. 2010). Quatro cadeias de Monte Carlo
(MCMC) foram corridas por 5.000.000 geracdes, amostradas a cada 1.000 geracdes, em
duas corridas paralelas. A convergéncia foi estabelecida garantindo que o desvio padréao
médio da frequéncia de separacao fosse <0,01. Além disso, o software Tracer 1,5 (Rambaut
e Drummond 2013) foi usado para determinar quando a arvore se estabilizou. As primeiras
25% das arvores foram descartadads como "burn-in". A arvore de consenso foi construida a
partir das arvores resultantes para estimar as probabilidades posteriores.

Andlises foram feitas primeiro usando cada marcador separadamente e, em seguida,
com uma matriz concatenada. O melhor modelo de evolucéo foi obtido usando JModeltest
2.1.1 (Darriba et al. 2012). Para a matriz combinada, um unico modelo foi utilizado para os
dados combinados. O GTR+ foi 0 modelo evolutivo selecionado através do software
JModeltest 2.1.1 (Guindon & Gascuel 2003; Darriba et al. 2012). Para a reconstrucao de

caracteres evolutivos foi usado o programa Mesquite (Maddison & Maddison 2015).
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Anélise morfologica

Foram feitas ainda observacfes com o0 uso de microscopia eletrbnica de varredura
(MEV) a fim de examinar os caracteres morfologicos identificados taxonomicamente como
importantes nos tratamentos sisteméaticos anteriores do grupo, tal como esporangio, esporo e
indusio (Holttum, 1963; Tryon 1970; Gastony, 1973; Tryon & Feldman 1975; Holttum e
Edwards, 1983; Lellinger, 1987; Conant et al. 1996). O material foi montado em “stubs” e
cobertos com platina, utilizando o metalizador LEICA EM SCD 500. Com os esporos foi feito
uma selecdo sob lupa e dispersou-os aleatoriamente sobre uma fita adesiva. Este
procedimento permite que sejam efetuadas analises em varias orientacbes do material
(Castro 2001). As amostras foram observadas e micrografadas utilizando JSM — 7001F no

Laboratorio de Microscopia Eletronica da Universidade de Brasilia (DF).

Reconstrucédo de caracteres

Para a reconstrucdo de carateres, foram selecionados caracteres como tricomas,
escamas e espinhos, pois sdo de grande de importancia taxonémica na classificagdo dos
taxons em analise. As caracteristicas foram mapeadas na filogenia a fim de analisar os
estados de caracteres das espécies basais, com o0 objetivo de entender os padrées de
evolucdo morfolégica das espécies em questdo, buscando possiveis relacbes entre
caracteres e aspectos ecoldgicos e/ou biogeograficos no grupo. Essa reconstrucao foi feita
com o uso do software Mesquite 2.72 (Maddison & Maddison 2015), sob o critério de

verossimilhanca.

Resultados

a) Filogenia - As arvores com os marcadores individuais diferiam apenas no grau de
resolucdo. Os conflitos, quando presentes ocorreram apenas em nds com baixo suporte.
Assim sendo foram consideradas congruentes e agrupadas em uma matriz concatenada. O
alinhamento trnL-trnF, trnG-trnR e rbcL-accD concatenado foi composto de 3.603 pares de
bases. No entanto as posi¢coes 688 - 956 (trnL-trnF) e 2.340 - 2.759 (trnG-trnR) foram
excluidas na analise pois apresentaram regides de homopolimero (regides comumente de 10
a 15 paras de base com apenas um dos quatro nucleotideos).

Dos 2.266 pares de bases analisados, 1.933 pb apresentaram caracteres constantes,

192 caracteres variaveis e 141 caracteres de parsimony informative. Simple Indel Coding
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resultou em 56 adicionais caracteres informativos. No total, 38 taxons foram usados, dos
quais 36 foram sequéncias de grupo interno e dois do grupo externo.

As reconstrugfes filogenéticas resultantes dos trés marcadores concatenados
(Figural) evidenciaram que tanto C. delgadii do continente quanto a Cyathea da ilha
pretencem ao grupo Divergens (Korall et al. 2007) com um suporte no valor de 67 de
bootstrap em méxima parsiménia (MP), 85 em méxima verosimilhancia (ML) e 0.99 de
probabilidade posterior (Bl). No entanto, em C. delgadii existem dois clados distintos aqui
chamados de A e B. Esses clados sao caracterizados por possuirem indusio do tipo
Sphaeropteroid e esporos com verrugas, sendo caracteristica morfoldgica exclusiva desse
grupo (A e B) (Holtuum 1963, Koral et al. 2007).0 clado A, bem suportado 66 (MP), 70 (ML)
e 0.99 (BI) contem os espécimes da llha da Trindade, bem como os espécimes de C.
delgadii do continente oriundos dos estados do Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Serra do Capara0 (CAP), da costa do Brasil distribuidos pela Mata Atlantica.

O Clado B bem suportado com valores de 72 (MP), 85 (ML) e 1.0 (BI) incluiu txons
provenientes do interior do Brasil, com areas compostas por vegetacao florestal e de menor
umidade no dominio Cerrado, mas com caracteristicas morfolégicas pouco distintas das
espécies do clado A.

O clado C (grupo Gibbosa) apresentou valores de 70 (MP), 90 (ML) e 1.0 (BI) e incluiu
as espécies C. phalerata, C. corcovadensis e C. villosa, taxons que até o momento nao
tinham sido amostrados nos estudos de filogenia de Cyatheaceae, juntamente com as
espécies C.gibbosa, C.senilis e C.multiflora. O grupo Gibbosa inclui taxons exindusiados ou
do tipo cyatheoid, ja as duas espécies do outgroup (A.dregei e A. cunninghamii) possuem
indusios sphaeropteroid. Segundo Korall et al. (2007), este tipo indusio pode ser a

caracteristica plesiomérfica para o grupo Divergens em Cyatheaceae.
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Figura 1. Filograma obtido de consenso a partir da Inferéncia Bayesiana do conjunto de dados
combinados das regides plastidiais (Trng-trnR, trnL-trnF e rbcL-accD) codificado com “simple indel
coding”. NUmeros nos ramos sdo valores de bootstrap de Méaxima Parcimbnia (MP), Maxima
Verossimilhangca (MV) e Probablilidades posteriores de Inferéncia Bayesiana (Bl) respectivamente.
Apenas os valores de suporte com bootstrap >65% a partir da andlise de méaxima parcimonia; >75%
para maxima verossimilhanca e >0.95 para Bayesiana sdo mostrados no mesmo conjunto de dados.

60



b) Resultados Morfoldgicos

A Cyathea ocorrente na ilha apresenta caudice arborescente, ereto, até seis metros
de altura, com cicatrizes foliares planas e elipticas a rombicas ao longo de sua extenséo. As
frondes apresentam lamina cerca de 3 a 4 m de comprimento bipinado-pinatifida, com apice
gradualmente reduzido. As pinulas dos espécimes da ilha com pouca ou nenhuma escama
abaxial, nervuras moderamente lisas e com pouco tricomas; estipes com poucos espinhos
inermes, diferente dos espécimes encontrados no interior do Brasil que apresentam pinulas
e nervuras pubesentes; peciolo geralmente castanho claro, presenca de escamas caducas e
estipes com espinhos muricados e soros umbonados.

O clado A apresentou caracteristicas similares tais como menor quantidade de
escamas nas pinas, estipes mucronados, além de poucos tricomas na raque. O clado B
agrupou espécimes com caracteristicas morfoldgicas pouco distintas das espécies do clado
A, sendo que No clado B os espécimes possuem tricomas, espinhos muricados ou inermes,
porém a quantidade de espinhos foi maior (Figura 2). Quanto as caracteristicas reprodutivas,
nao houve uma diferenciacao entre os dois clados, nem pelo tipo de indusio, citado em Alves
(1998) e nem nos esporos. O indusio foi considerado como um dos 6rgaos da planta que
continha uma leve diferenciacdo entre continente e ilha (Alves 1998), mas insignificantes
para o reconhecimento de dois taxons distintos (C. delgadii e C. copelandii), no entanto em
nossos resultados nao foi encontrada nenhuma diferenca. Os esporos variaram quanto a
quantidade e presenca de “rodlets” na camada externa do esporo, porém nao apresentou
variacdo entre os clados entre as amostras do continente e ilha (Figuras 3 e 4), ambos
contém esporos triletes, grandes, heteropolares, rugosos, subtriangulares a triangulares (em
vista polar). Diametro equatorial dos esporos variando entre 30 - 50 um, caracteristicas

presentes em todo o grupo Divergens.
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0.99

Figura 2. Parte da arvore mostrada na figura 1, obtida por Inferéncia Beyesiana mostrando as diferencas morfologicas entre os dois clados. A
(espécimes da lha e litoral) e B (espécimes do interior do continente). Caracteres: Epinhos; Tricomas na parte adaxial das pinulas; Escamas na parte

abaxial das pinulas e tricomas no caule respectivamente. Os valores acimas dos nés sao as probabilidades posteriores.
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Figura 3. Esporos de Cyathea delgadii Sternb. em microcroscopia eletrénica de varredura. A e B (Carvalho-
Silva, 1788 - llha da Trindade); C e D (Alkimim-Faria, 1062 - Floresta da Tijuca, RJ). As figuras mostram que 0s
esporos sao triletes, heteropolares, rugoso, subtriangulares a triangulares, com presenca ou auséncia de

“rodlets” no exosporio.
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Figura 4. Esporos de Cyathea delgadii Sternb. em microscopia eletrénica de varredura. E (Gaspar & Kassner-
Filho, 3106 — SC); F (Alkimim-Faria, 1076a — RS); G (Alkimim-Faria, 1058 — MG); H (Carvalho-Silva, 1146 —
GO); | (Pereira, 202 — DF); J (Alkimim-Faria, 1000 — ES). As figuras mostram que os esporos séo triletes,

heteropolares, rugoso, subtriangulares a triangulares. Com presenc¢a ou auséncia de “rodlets” no exosporio.
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Figura 5. Indisios de Cyathea delgadii Sternb. em microscopia eletrénica de varredura. A e B (Carvalho-Silva,
1788 - llha da Trindade); C (Pereira, 202 - DF); D (Carvalho-Silva, 1146 - GO). As figuras mostram 0S soros

umbonados. Presentes tanto no continente como na ilha
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Figura 6. Indusios de Cyathea delgadii Sternb. em microscopia eletronica de varredura mostrando. E (Alkimim-
Faria, 1058 - MG; F (Alkimim-Faria, 1076a - RS); G (Alkmim-Faria, 1000 - ES); H (Alkimim-Faria, 1062 - RJ). As

figuras mostram os soros umbonados.
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As espécies do clado C analisadas nesse estudo compartilham caracteristicas
genéticas e morfoldégicas com as espécies do Grupo Gibosa. Esse clado agrupou as
espécies C.phalerata, C.villosa e C.corcovadensis, plantas distintas do Grupo Divergens.
Essas espécies possuem frondes cartaceas, forte presenca de espinhos e esporangios

desprovidos de indusio (tipo Cyatheoid).

c) Reconstrucdo de caracteres: De acordo com a arvore filogenética, as espécies basais
escolhidas dentro do clado pertencente ao grupo de C.delgadii foram C.divergens e
C.caracasana. Essas duas espécies foram observadas em herbarios a fim de obter
informacdes de caracteres morfologicos, e serviram de uso para o enraizamento na arvore
de reconstrucdo de caracteres. A maioria das amostras dessas espécies apresentaram a
raque desprovida de tricomas, bem como suas frondes possuidoras de menores quantidades
de escamas, estipes com espinhos menores, porém finos. Tanto C.divergens como
C.caracasana ocorrem na Costa Rica e Republica Dominicana respectivamente, possuem
caracteristicas mais similares as do ambiente insular, colonizando é&reas de maior
temperatura e umidade como o dominio Mata Atlantica. Dentre esses trés caracteres usados
para a reconstrucdo, o que melhor mostrou resultados foi o carater de espinho,
representados por circulos brancos (Figura 7). Ou seja, o carater espinho das espécies
basais foram bastantes similares aos do ambiente insular. Além disso, uma grande
amostragem das plantas do continente apresentou auséncia de tricomas, principalmente as

amostras da regido de Mata Atlantica.
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Figura 7. Reconstrucao do caracter (espinho). Os circulos brancos no clado A representam as espécies da llha
da Trindade e litoral do Brasil possuidoras de vestigios de espinhos. Os circulos pretos no clado B representam

as espécies do interior do continente, possuidoras de espinhos grandes e agudos.
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Discussao

Os estudos filogenéticos nesse trabalho corroboram com a sinonimia proposta por
Tryon (1976). Ou seja, as evidéncias nesse trabalho apontam Cyathea da llha da Trindade
como pertencente a mesma espécie C. delgadii do continente, pois as populacdes da ilha e
do continente formam um grupo monofilético. As caracteristicas morfolégicas presentes sao
menos evidentes nas amostras, e nenhuma outra € aparente, além de habitarem areas
florestais de alta elevacao (Conant et al. 1996, Koral et al. 2007). Apesar da reconstrucéao de
caracteres nesse estudo ter mostrado que as espécies basais possuem espinhos menores,
em algumas linhagens evolutivas em samambaias, nao e incomum que caracteres
desaparecem e reaparecem como por exemplo os indusios das espéces do grupo
exindusiate em Cyatheaceae, ja observado em Korall et al. (2007).

No entanto, a diversidade genética das espécies continentais oriundas do interior do
Brasil diferenciara-se das do litoral em dois clados bem suportados. Ambos os clados
apresentam diferencas ndo apenas genéticas, mas também morfolégicas tais como
quantidade de tricomas na parte adaxial das pinulas; escamas na parte abaxial das pinulas e
tricomas no caule. Essas diferencas foram apresentadas nos tdxons de acordo com a
distancia da llha.

A modificacdo apresentada nas espécies de C.delgaddi ao longo de sua histéria
evolutiva é possivelmente oriunda de uma divergéncia voltada para as oportunidades
ecoldgicas. As ilhas sao fortes ambientes a proporcionarem esse tipo de fendmeno. Assim, é
possivel que as divergéncias morfolégicas e ecoldgicas das espécies sdo promovidas por
uma auséncia de concorrentes de outros taxons, sendo mais promovida com espécies em
grupos insulares mais remotos (Lack 1947; Amadon 1950). A explicacdo comum para esse
padrdo € que a divergéncia das espécies em novos nichos ecolégicos se torna dificil quando
0S hichos ja estdo ocupados por espécies de outros taxons. Uma maior divergéncia na
auséncia de outros taxons representa, assim, menores concorréncias (Schluter 1988).

A especiacdo em Cyatheaceae pode ser baseada em isolamento historico eco
geografico e migracédo, fatores que geram endemias em ambientes insulares, eventualmente
precedida de evolucdo durante a migracdo, mostrando que as provaveis fontes de
diferenciacdo das samambaias escamosas sdo consistentes com a dissolugdo da Gondwana

e 0s eventos geoldgicos (Korall & Pryer 2013, Ramirez-Barahona & Luna 2015).
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Como exemplo, a espécie C. divergens var. tuerckheimii na Guatemala e no México, a
partir de var. divergens em Costa Rica; C. caracasana var. maxonii da Costa Rica a partir do
complexo C. caracasana na Colombia; e provavelmente, C. tenera e C. furfuracea das
Antilhas, para C. delgadii da América do Sul. As mudancgas climaticas do Pleistoceno podem
ter sido fundamentais na geracdo de migracdes e disjuncdes que levaram a evolucdo destas
espécies (Tryon 1970). E mesmo sendo esses dois taxons (ilha e continente) as mesmas
espécies, a preservacdo de &reas geograficamente isolada como a llha da Trindade é
importante, pois sé@o regides que estdo em processos de especiacfes distintas de outras
areas, devido a distancia da fonte.

O padrédo das espécies entre as duas regides geograficas em estudo (ilha -
continente) sugere que a vegetacédo da llha da Trindade segue os padrdes de dispersdo a
longa distancia (LDD) citados por Mufioz et al. (2004), com didsporos oriundos do continente
sul-americano em direcdo a Africa chegando em Trindade.

A LDD é definida como transporte passivo pelo vento, tempestades ou fluxos de agua
(Bullock et al. 2002), invocada para explicar semelhancas bidticas entre massas distantes. O
vento € um veiculo de dispersdo para muitos organismos no hemisfério sul e a principal
conducéo de distribuicdo de plantas na terra, sendo um mecanismo que pode levar a uma
diferenciacdo geogréafica nas espécies de samambaias (Barrington 1993; Brownsey 2001;
Dassler e Farrar 1999; Gradstein e Van Zanten 1999; Kato 1993; Moran e Smith 1999; Wolf
et al. 2001, Oliver 1925; Winkworth 2002; Tuomisto et al. 2003).

A importancia da LDD em samambaias prevé que a distribuicdo de espécies estaria
intimamente ligada a distribuicdo de climas favoraveis (Wild & Gagnon, 2005; Shepherdet et
al. 2009). A alta capacidade de producdo de esporos em samambaias resulta em uma
melhor dispersdo em regides isoladas, e a diferenciacdo entre espécies nessas regioes
ocorre quando existem diferencas ambientais ou quando existe uma descontinuidade de
habitat (Guo et al. 2003).
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Anexo. Taxa examinados neste estudo. Informacgcdes do voucher, nimeros de banco de
dados de DNA no GenBank, niumeros de adesdo para cada regido sequenciado (trnGR,
trnLF) e coleta de localidade. Espécimes depositados nos seguintes herbarios: E = Royal
Botanic Garden Edinburgh; LSC = Lyndon State College; S = Museu de Histdria Natural da
Suécia; Tl = Universidade de Téquio.

Taxon — Voucher (Herbario); Fern DNA DB no.; GenBank accessions: trnGR, trnL-F e rbcL-
accD; Collection / localidade.

Ingroup

Cyathea alata Copel.-Swenson et al. 613 (S); 2245; AM410363, AM410436, NA; New
Caledonia. Cyathea arborea (L.) Sm. - Conant 4344(LSC); 2491; AM410396, NA; Puerto
Rico. Cyathea caracasana (Klotzsch) Domin - Conant 4412 (LSC); 3114; AM410396, NA;
Puerto Rico. Cyathea caracasana (Klotzsch) Domin - Conant 4412 (LSC); 3114; AM410422,
AM410351, AM410470, AM410493; Costa Rica. Cyathea divergens Kunze - Conant 4384
(LSC); 2332; AM410386, AM410321, AM410460; Costa Rica. Cyathea furfuracea Baker -
Conant 4325 (LSC); 3115; AM410423, AM410352, AM410494; Puerto Rico. Cyathea
gibbosa (Klotzsch) Domin - Conant 4462 (LSC); 2492; AM410397, AM410330, AM410471;
Venezuela. Cyathea gracilis Griseb. - Conant 4415 (LSC); 3108; AM410416, AM410345,
AMA410487; Costa Rica. Cyathea grandifolia Willd. - Conant 4488 (LSC); 2309; AM410367,
AM410302, AM410440; Venezuela. Cyathea horrida (L.) Sm. - Conant 4343 (LSC); 2331;
AM410385, AM410320, AM410459; Puerto Rico. Cyathea howeana Domin - Conant 4665
(LSC); 2317; AM410372, AM410308, AM410446; Lord Howe Island. Cyathea karsteniana
(Klotzsch) Domin - Conant 4471 (LSC); 3112; AM410420, AM410349, AM410491;
Venezuela. Cyathea multiflora Sm. - Conant 4425 (LSC); 2333; AM410387, AM410322,
AM410461; Costa Rica. Cyathea mutica (Christ) Domin - Conant 4385 (LSC); 3111;
AM410419, AM410348, AM410490; Costa Rica. Cyathea parvula (Jenman) Domin - Conant
4332 (LSC); 2330; AM410384, AM410319, AM410458; Puerto Rico. Cyathea poeppigii
Domin - Conant 4410 (LSC); 2367; AM410394, AM410328, AM410468; Costa Rica. Cyathea
robertsiana (F. v. Muell.) Domin - Shirley 12(LSC); 3107; AM410415, AM410344,
AM410486; Australia. Cyathea schiediana (C. Presl) Domin - Conant 4367 (LSC); 3109;
AM410417, AM410346, AM410488; Honduras. Cyathea senilis (Klotzsch) Domin - Conant
4479(LSC); 2496; AM410399, AM410332, AM410203; Venezuela. Cyathea speciosa H. &
B. ex Willd. - Conant 4476(LSC); 2493; AM410398, AM410331, AM410472; Venezuela.
Cyathea stipularis (Christ) Domin - Conant 4395(LSC); 3110; AM410418, AM410347,
AM410219; Costa Rica. Cyathea valdecrenata Dominc - Conant 4376 (LSC); 3113;
AM410421, AM410350, AM410492; Honduras.

Outgroups

Alsophila cunninghamii (Hook. f.) R. Tryon - Shirley 06 (LSC); 3102; AM410410,
AM410339, AM410482; Australia. Alsophila dregei (Kunze) R. Tryon - Shirley 13 (LSC);
2325; AM410380, AM410315, AM410454; Africa.
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Conclusao

Estudos com DNA em ambos trabalhos referentes as espécies do género
Campylopus e Cyathea da llha da Trindade, mostram que ndo existe caso de endemismo.
As partes vegetativas de uma planta (filidios e folhas) sdo os 6érgdos mais expostos a
condicbes ambientais, e 0s caracteres podem variar em sua plasticidade fenotipica como a
mudanca do fendtipo expresso de um gendtipo em funcdo do ambiente. Também pode
ocorrer uma variagdo ecotipica, em que as espécies variam geneticamente adaptadas as
condicbes ambientais especificas, principalmente se tratando de estudos em ilhas, pois séo
ambientes isolados e adequados para organismos selecionados colonizarem e adaptarem a

areas mais restritas.

A aplicacdo de técnicas moleculares nesse estudo para testar tais hipoteses traz a
conclusao de que o conceito morfolégico nem sempre reflete em sua diversidade genética.
Com o uso da filogenia, a identificacdo original dos espécimes ndo se encaixou com a
posicao filogenética, ao contrario com o que foi anteriormente reconhecido com as duas
espécies de Campylopus da llha da Trindade. Sendo que no estudo com a Cyathea da ilha,
veio a confirmar que os espécimes (insular e continental) se referem a uma Unica espécie
com pequenas variagdes de caracteres.

As diferencas encontradas entre os espécimes da ilha e as do interior do continente
mostram uma variacdo ecotipica. Fatores exdgenos como temperatura, solo e agua no
ambiente fazem com que plantas ao longo do processo evolutivo que se estabelecam em
ambientes com menor disponibilidade de agua, desenvolvem adaptacdes, morfologicas,
anatdmicas e fisioldgicas, que juntos, resultam no sucesso adaptativo as condi¢des que tais
ambientes oferecem. Como a folha é a estrutura que mais se modifica em resposta as
alteracbes ambientais e constitui o principal sitio na producédo de fotoassimilados, algumas
espécies do cerrado apresentam modificacdes ndo apenas nas folhas mais em outras partes
vegetativas, estruturas como forte presenca de tricomas, parénquima incolor e espinhos
desenvolvidos. Tais caracteristicas foram bem expressos na filogenia para identificar os
espécimes insulares e continentais.

As ilhas geralmente sdo colonizadas por um namero restrito de espécies continentais,
podendo especiarem. E comum especiacbes em uma ampla variedade de formas de

crescimento, incluindo arbustos e arvores, sendo assim, as espécies irradiam para novos
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tipos de habitats. Esta € uma forma na qual a mudanca de ambiente competitivo pode ser
expressa na morfologia e/ou na filogenia de endemismos insulares.

Acreditava-se que o endemismo ocorrente com a Cyathea da ilha fosse pelo o
isolamento que normalmente ocorre em floras insulares, porém a distribuicdo dos
organismos pode ser resultado de uma dispersdo, ou vicariancia provocada pela deriva
continental. Esse ultimo fator ndo se aplica a Ilha da Trindade, pois a ilha em estudo é
resultado de erupc¢des vulcanicas ocorridas ja no periodo em que as massas continentais ja
tinham se dividido entre os continentes americano e africano.

A dispersédo a longa distancia € um mecanismo eficiente entre as plantas produtoras
de esporos como bridfitas e pteridéfitas. A grande quantidade de esporos produzida por esse
grupo de plantas facilita sua distribuicdo e dominancia em areas mais isoladas, pois suas
unidades de reproducédo sao independentes, isto €, germinam diretamente, sem necessidade
de fertilizacdo. Na agua algumas estruturas reprodutivas podem ter mobilidade através de
flagelos como os anterozoéides, visto que no caso da colonizacdo a llha da Trindade, a agua
do mar € um fator limitante e os esporos nao resistem ao sal. No entanto a dispersdo pelo
vento € mais eficiente, e as espécies podem apresentar paredes celulares com envoltorios
que protegem contra o dessecamento.

Outro fator que facilita a dispersdo dos Campylopus e C. delgadii pode ter sido por
meio de stepping-stones, termo utilizado em biogeografia para descrever o processo de
colonizacdo de habitats fragmentados, onde a espécie pode passar de um fragmento para
outro adjacente. A llha da Trindade faz parte de uma cadeia de montanhas submarinas,
sendo apenas a ponta da uma motanha. No entanto na Ultima glaciacdo outras montanhas
que compdem a cadeia, que atualmente permanecem submersas, eram emersas. Em
genética de populacdes, esse termo representa um modelo de estrutura populacional onde o
fluxo génico é restrito as populacdes adjacentes.

Para a formacdo de uma nova espécie, os dois organismos devem ter diferencas
genéticas que as vezes podem ser expressas em sua morfologia. Os mecanismos basicos
da evolucdo como a deriva genética, selecdo natural ou fluxo génico reduzido,
desempenham um papel critico na especiacéo. Classificar espécies baseado nas relacdes
filogenéticas, evidenciando as sinapomorfias morfolégicas, dara resposta as duvidas de
endemismos e sua importancia evolutiva, sendo também uma ferramenta biogeografica,

principalmente se a classificagdo € baseada em hipoteses apoiadas nas relacbes, e
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representa uma base solida para novos estudos detalhados dentro dos organismos.
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