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RESUMO

Polystachya estrellensis Rchb.f. (Orchidaceae): um estudo de caso para a colonizagdo
da Ilha da Trindade.

Narjara Lopes de Abreu

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias
Biologicas (Botanica) do Museu Nacional (Universidade Federal do Rio de Janeiro —
UFRJ), como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias Bioldgicas.

A filogenia molecular ¢ uma poderosa ferramenta para estimar as relacoes,
origem e historia biogeogréfica das espécies. No entanto, a maioria das arvores
filogenéticas para organismos ndo-modelo ainda sdo baseadas em regies simples ou
com poucas sequéncias, usando método de sequenciamento tradicional (Sanger). Este
por sua vez € um método oneroso, demorado e em alguns aspectos pouco confiavel. O
desenvolvimento de técnicas para sequenciamento paralelo em massa, mais conhecido
como “Next Generation Sequencing” (NGS), surge como uma alternativa aos métodos
tradicionais e permite 0 acesso a centenas de regides do DNA. O uso da tecnologia do
NGS vai ao encontro das atuais evidéncias que sugerem a necessidade de dezenas de
genes ndo ligados para fornecer estimativas robustas de arvores de espécies e tempos de
divergéncia. O presente trabalno teve o foco em um clado de Polystachya
(Orchidaceae), género que se destaca por possuir interessantes aspectos citologicos
(possui espécies poliploides e diploides), evolutivos (hd evidéncia de evolucao
reticulada no género) e biogeograficos (algumas espécies sao amplamente distribuidas
nos tropicos; em contrapartida das 13 espécies encontradas no Brasil, 10 sdo endémicas
ao pais). A filogenia foi capaz de resolver as relagdes entre os grupos do clado
selecionado, com altos valores de suporte. Ao todo foram analisados 131.214 bp, entre
regides codificantes e ndo-codificantes do genoma cloroplastidial. As espécies que se
divergiram primeiro sdo representadas por acessos africanos e as espécies mais recentes
sdo netropicais, resultado coerente com a historia de origem do género, que mostra que
a Africa é provavelmente o centro de origem dos taxons, com dispersdo recente ao

Neotropico. Do ponto de vista molecular, P. estrellensis pode ser considerada uma
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espeécie distinta de P. concreta e P. foliosa, mas a delimitacdo de P. concreta permanece
incerta. Nossos resultados destacaram que 0 aumento expressivo no ndmero de
nucleotideos pode ser uma opgdo eficaz na inferéncia da filogenia em baixos niveis
taxondémicos, mas considerando géneros com grande numero de espécies, como
Polystachya, os genomas cloroplastidiais obtidos podem ser utilizados no rastreamento
de marcadores altamente variaveis ao nivel de género e talvez familia. As analises
biogeogréficas apontam o Brasil como &rea ancestral mais provavel do ancestral comum
mais recente do clado que inclui as espécies brasileiras, descartando a hipotese de
dispersdo direta Africa-Brasil. A possivel rota de dispersdo utilizada pelo género inclui
a utilizacdo de pontes de terras pretéritas que ligavam a América do Norte oriental a
Europa e a América do Norte ocidental & Asia. A colonizago da Ilha da Trindade por
Polystachya ¢ um dos eventos mais recentes dentro do clado estudado e 0 mesmo é
resultado de eventos de dispersdo a longas distancias a partir do Brasil. Nossos
resultados contribuiram para a resolucdo de algumas incongruéncias filogenéticas
encontradas no género, bem como para novas interpretacdes da histéria biogeografica
do grupo.

Palavras-chave: sequenciamento paralelo em massa, colonizacdo, filogenia,

reconstrucdo de areas ancestrais, datacao.

Rio de Janeiro
Margo de 2015



ABSTRACT

Polystachya estrellensis Rchb.f. (Orchidaceae): a case study on the colonization of

Trinidad’s Island.

Narjara Lopes de Abreu

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias
Biologicas (Botanica) do Museu Nacional (Universidade Federal do Rio de Janeiro —
UFRJ), como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Doutor em

Ciéncias Bioldgicas.

Molecular phylogeny is a powerful tool for estimating the relationships, origin, history
and biogeography of species. However, most phylogenetic trees for non-model
organisms are still based on single regions or few sequences using traditional Sanger
methods. Notwithstanding, it is an expensive method, time consuming and unreliable in
some aspects. The development of Massive Parallel Sequencing, also known as "Next
Generation Sequencing” (NGS), is an alternative to traditional methods. The use of
NGS technology can generate robust estimations of species tree and divergence times,
since it allows the access to hundreds of unlinked genes. This project focuses on one
clade Polystachya (Orchidaceae), a genus with interesting aspects in cytology
(comprising both diploid and polyploid species), evolution (there is evidence of
reticulate evolution) and biogeography (some species are widely distributed around the
tropics; and 10 out of the 13 species found in Brazil are endemic to that country). The
phylogeny was able to resolve the relationships within the selected clade with high
support values. It was analyzed 131,214 bp of chloroplast genome, divided into coding
and non-coding regions. The species that first diverged are represented by African
access and the species that diverged more recently are neotropicals. This result is
consistent with the history of the genre origin, showing that Africa is probably the
center of origin of taxa, with recent spread the Neotropics. Considering a molecular
point of view, P. estrellensis is a distinct species of P.concreta and P. foliosa, but the
delimitation of P. concreta remains uncertain. Our results highlighted that the
significant increase in the number of nucleotides can be an effective option to the

inference of phylogeny at low taxonomic levels. However, considering genus with large



numbers of species, such as Polystachya, the chloroplast genomes obtained can be used
for tracking highly variable markers in terms of genus and perhaps family. The
biogeographical analyses show to Brazil as the most likely ancestral area of the most
recent common ancestor of the clade that includes the Brazilian species, discarding the
hypothesis of direct dispersion Africa-Brazil. The possible route of dispersion used by
genus includes preterit land bridges connecting the eastern North America to Europe
and Western North America to Asia. The colonization of the Trinidad’s Island by
Polystachya is one of the latest events within the clade studied, it is the result of
dispersal events over long distances from Brazil. The results of this study contribute to
the resolution of phylogenetic incongruences in the genus and provide new
interpretations on the biogeographic history of the group.

Keywords: next generation sequencing, colonization, phylogeny, reconstruction of
ancestral areas, molecular dating.

Rio de Janeiro
Marco de 2015
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INTRODUCAO GERAL

ILHAS: UMA GRANDE OPORTUNIDADE DE ESTUDOS EM BIOLOGIA

As ilhas fornecem um ambiente propicio para o desenvolvimento de diversos
estudos que abrangem a grande area das Ciéncias Biologicas, principalmente aqueles
cujos objetivos buscam testar e modelar padrdes e processos acerca da evolucdo dos
organismos (Crawford & Stuessy 1997; Emerson 2002). A importancia desses
ambientes para a biologia € tamanha que o titulo de “laboratérios naturais” se tornou

comum entre os artigos cientificos que tratam desses espacos.

A publicacdo da Teoria da Biogeografia de Ilhas de MacArthur & Wilson (1967)
€ um marco no estudo da ecologia de comunidades insulares, e de acordo com ela: o
tamanho da ilha e seu isolamento influenciam o numero de espécies, que por sua vez é
determinado pelo balanco entre imigracdo e extingdo; esse equilibrio é dindmico, com
espécies sendo continuamente extintas enquanto outras colonizam a ilha e; as taxas de
imigracdo e de extingdo podem variar com o tamanho da ilha e isolamento (Begon et al.
2006). Desde entdo, os preceitos da Teoria de 1967 tém sido documentados para
diversas ilhas (ex. Woodroffe 1986; Kohn & Walsh 1994; Ricklefs & Lovette 1999;
Lomolino & Weiser 2001; Hovestadt & Poethke 2005; Hannus & von Numers 2008;
Whittaker et al. 2008).

Acompanhando os avangos da biologia molecular, os estudos sobre os ambientes
insulares utilizam também as correlacdes que envolvem principalmente dados genéticos.
Por exemplo, Emerson & Oromi (2005) indicam que diversidade especifica e a
diversidade genética estdo correlacionadas ao tamanho da ilha, a distancia do continente
e a fatores adicionais como caracteristicas biologicas dos imigrantes, dinamica
geoldgica da ilha, heterogeneidade ambiental e especiacdo. McLaughlin et al. (2014)
testaram como os niveis de diversidade genética se relacionam com a area da ilha,

diversidade de plantas, sua distancia do continente e com a ilha mais proxima.

Entre as relagcdes mais estudadas estd a comparacao entre a diversidade genética
das populagdes insulares e seus parentes continentais. Uma gama de trabalhos mostra

gue comparativamente as plantas encontradas em ilhas possuem menor diversidade
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genética (ex. Franks 2010; Yamada & Maki 2012). Em contrapartida, outros estudiosos
buscam provar que esta ndo € uma regra para todos 0s organismos, € que em alguns
casos, a maior diversidade genética estd nos organismos insulares e ndo nos continentais

(ex. Fernandez-Mazuecos & Vargas 2011; Désamoré et al. 2012).

Em especial, as ilhas destacam-se pelas altas taxas de espécies endémicas, as
quais sdo resultado da combinacdo dos processos de dispersdo, estabelecimento e
diversificacdo evolutiva da progénie dos colonizadores. Tal processo evolutivo pode
acontecer rapidamente em ilhas oceénicas, ap6s 0s eventos de dispersdo e
estabelecimento, devido a falta de competidores e predadores, amplo espectro de nichos

ecologicos, e presenca de mecanismos de isolamento geografico (Carlquist 1974).

A chegada dos colonizadores a uma ilha distante esta limitada ao transporte pelo
vento, transporte por aves ou correntes oceanicas. Por este motivo, nestes ambientes €
comum que os taxons venham de linhagens que se dispersam por estas vias (Carlquist
1966). Neste caso, floras de ilhas oceénicas recentes provém indicios da viabilidade da
dispersdo a longas distancias das espécies (Moran & Smith 2001), indicando muitas
vezes sua atuacdo como Stepping Stone, ou “trampolim para espécies” (Flenley 1984)

entre continentes.

Um aspecto interessante sobre a colonizacdo de ilhas € a taxa de evolugdo de
caracteristicas que afetam a dispersdo. Cody & Overton (1996) mostraram evidéncias de
que plantas que colonizaram ilhas sofreram reducéo na capacidade de dispersdo a longas
distancias em um prazo de 10 anos. Usando como modelo os arquipélagos dos Acores,
Canérias e Madeira, Hutsemékers et al. (2011) refutam esta hip6tese, demonstrando que
0 poder de dispersdo de uma espécie de musgo ndo diminuiu no ambiente insular e além
disso, estes arquipélagos podem ter sido a principal fonte de biodiversidade para a
recolonizacao da Europa pos glacial, por plantas produtoras de esporos. Desta forma a
chamada colonizacdo inversa pode ter grande importancia na interpretacdo de alguns
padrbes biogeograficos (Bellemain & Ricklefs 2008).

Os estudos com foco na biodiversidade insular brasileira tiveram inicio no
século XIX com a publicagcdo da flora de Fernando de Noronha (Ridley 1888). No
entanto, hoje sdo raros os estudos sobre a flora insular no Brasil e poucos trabalhos séo
feitos em ilhas continentais (ex. Barros et al. 1991; Oliveira 2002; Kemenes 2003;
Bovini et al. 2013, 2014) e oceénicas (ex. Batistella 1996; Alves 1998, 2006). Estes
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estudos estdo focados principalmente na caracterizagdo geral da vegetacdo e na

listagem, distribuicdo espacial e conservacao das espécies.

As llhas da Trindade e de Fernando de Noronha estéo entre as ilhas brasileiras
mais impactadas pela acdo antropica, cujos efeitos sdo refletidos na biota atualmente
encontrada em ambas. Dentre as principais ameacas a biodiversidade local estdo a
introducdo de espécies exoticas, extracdo predatdria e edificacdes (Serafini et al. 2010).
A Lei n®9.985, de 18 de julho de 2000, que regulamenta o art. 225, § 1°, incisos I, I1, 111
e VII da Constituico Federal, e institui o Sistema Nacional de Unidades de

Conservacao da Natureza, garante em seu artigo 44 que:

“As  ilhas  ocednicas e  costeiras  destinam-Se
prioritariamente a protecdo da natureza e sua destinacéo
para fins diversos deve ser precedida de autorizacdo do

orgdo ambiental competente.”

Embora as ilhas oceanicas e costeiras tenham sua protecéo garantida por lei, fica
evidente a necessidade de programas de conservacdo/recuperacdo da biodiversidade
local, seja pela vulnerabilidade da biota devido ao espaco geografico restrito,
especificidade nas interacdes, e em alguns casos menor variabilidade genética ou pela
possibilidade desses ambientes guardarem uma rica fonte de biodiversidade com
potencial para recolonizacdo de ambientes costeiros por algumas espécies. Seja nos
ambientes insulares ou ndo, o conhecimento da biodiversidade em toda sua

complexidade é um grande aliado dos projetos de manejo e conservacdao ambiental.

DADOS GENETICOS E SUA CONTRIBUICAO PARA OS ESTUDOS
SOBRE A BIOLOGIA DE PLANTAS

Sequéncias de DNA plastidial tém se mostrado um excelente recurso para
estudos filogenéticos das principais linhagens das angiospermas (Jansen et al. 2007;
Moore et al. 2007, 2010; Stull et al. 2013) e especificamente na filogenia de
Orchidaceae (Cameron 2005; Van den Berg et al. 2005; Ficher et al. 2007). Aos niveis
de populagdo e biogeografico, o genoma plastidial é uma poderosa ferramenta
principalmente quando combinado a maltiplos genes nucleares ndo ligados (Wittall et
al. 2010). O uso do genoma plastidial completo estd cada vez mais acessivel como
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ferramenta para estudos filogenéticos em plantas, principalmente pelo répido avanco da
tecnologia next generation sequencing, ou apenas NGS (Moore et al. 2010; Cronn et al.
2012).

O panorama encontrado hoje nos estudos de filogenia é o do uso de um Unico ou
poucos genes, concatenados ou nédo, para a resolucdo de filogenias e investigacdo de
historias biogeograficas. No ultimo Congresso Nacional de Boténica realizado no
Brasil, aproximadamente 31% dos trabalhos inscritos na area de taxonomia/filogenética
consideraram apenas dados morfologicos. O restante dos trabalhos utilizam poucos
genes nucleares, plastidiais, ou ambos (Anais do 65° Congresso Nacional de Botanica
2014).

Mesmo com o decréscimo nos Ultimos anos dos custos de sequenciamento do
DNA, o uso de multiplos loci para inferir a historia de espécies e populagdes requer
grande quantidade de recursos se utilizarem técnicas tradicionais. Além disso, a geracao
de dados para estudos de mdaltiplos loci usando as técnicas de sequenciamento de
Sanger é trabalhosa e mais propensa a erros de sequenciamento (Mardis 2008 a;
Brautigam & Gowik 2010).

As técnicas de sequenciamento de nova geracdo (Sequenciamento paralelo em
massa, ou next generation sequencing — NGS) representam uma alternativa ao método
Sanger de sequenciamento. Em comum, todas elas sdo capazes de gerar informacdes
sobre milhdes de pares de bases em uma Unica corrida, diferindo apenas na plataforma
utilizada para o sequenciamento do DNA (para uma revisao das plataformas existentes
consultar Mardis 2008 a, b; Metzker 2010). A plataforma Illumina, utilizada neste
trabalho, consiste na sintese do DNA usando a DNA polimerase e nucleotideos
terminais marcados com corante fluorescente. A clonagem dos fragmentos é feita in
vitro em uma plataforma de vidro. Esse processo é chamado PCR de fase solida.
Sumariamente, as duas extremidades dos fragmentos do DNA gendmico de cadeia
simples sdo ligadas a adaptadores e entdo esses ligam-se aleatoriamente a superficie de
clonagem, criando uma ponte de amplificagdo. Enzimas e nucleotideos ndo marcados
sdo fornecidos para iniciar a ponte de amplificacdo de fase sélida e a sintese da segunda
fita do fragmento imobilizado no suporte. Por fim, ocorre a desnaturacdo das moléculas

de cadeia dupla para entdo recomecar todo o processo (Mardis 2008 b).
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Dados recentes revelam que o uso de cerca de 100 loci podem resultar em
estimativas mais confiaveis de relacBes filogenéticas e tempos de divergéncia (Song
2012). Neste contexto, 0 uso da técnica do NGS justifica-se pela geracdo de um volume

adequado de dados em tempo e custo viaveis.

Outra importante fonte de informacao para a filogenia e biogeografia se refere
aos dados sobre o tamanho do genoma e a ploidia das espécies. Em alguns casos, a
poliploidizacdo tem como consequéncia direta 0 aumento do tamanho do genoma. Por
sua vez, o carater conservativo do tamanho do genoma pode ser usado como ferramenta
da biossistematica, auxiliando as explanacdes acerca das relacBes entre as espécies
(Gregory 2001) principalmente em baixos niveis taxonémicos. Por exemplo, em plantas
homopldides, ou seja, que possuem 0 mesmo nimero de cromossomos e tamanho de
genoma diferente, o tamanho do genoma tem grande potencial para separar grupos com
baixa distincdo morfoldgica, ou hibridos inter-especificos (Zonneveld et al. 2001;
Loureiro et al. 2010). Em termos biogeograficos, a poliploidia por vezes é considerada
uma caracteristica relacionada ao aumento na capacidade de colonizar novos habitats,
incluindo ilhas oceénicas (deWet 1980 apud Soltis & Soltis 2009; Chase et al. 2003;
Hegarty & Hiscock 2008).

Desde o século passado, diversos autores tém trabalhado com estimativas da
ocorréncia de poliploidizacdo nas angiospermas (para uma revisdo do assunto consultar
Otto 2007) e hoje, acredita-se que quase 35% das plantas com flores sdo de origem

poliploide recente (Wood et al. 2009).

Além disso, evidéncias apoiadas em analises genémicas sugerem pelo menos
uma rodada de poliploidizagdo nos ancestrais da maioria das plantas, indicando que a
poliploidizacdo pode ter contribuido para a sobrevivéncia e propagacdo de varias
linhagens de plantas durante ou apds os eventos de extincdo do Cretaceo—Terciario
(Fawcett et al. 2009).

As vantagens trazidas pela poliploidizagéo, devido ao aumento no conjunto de
genes e alelos disponiveis para sele¢éo, alimentam a especulacdo de que as duplicacdes
do genoma levam ao aumento da diversidade. No entanto, a frequéncia dos eventos de
especiacdo que sdo acompanhados pela poliploidizacdo, permanece incerta. Otto &
Whitton (2000) estimaram taxas entre 2 a 4% e em contraste, Wood et al. (2009)
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descrevem que nas angiospermas 15% dos eventos de especiacdo estdo associados a

poliploidizacéo.

Surpreendentemente, analises recentes revelam que raros poliploides sobrevivem
em longo prazo devido as maiores taxas de extincdo comparadas aos seus parentes
diploides (Mayrose 2011, Arrigo & Barker 2012). Além disso, se 0 novo poliploide
formado permanece em simpatria com seus parentais diploides, o risco de extingdo é
elevado pela competicdo (Ramsey & Schemske 1998, 2002). Em contrapartida,
acredita-se que a amplitude ecoldgica suportada pelos poliploides permite-lhes a
ocupacdo de nichos diferentes dos ocupados por seus progenitores diploides, reduzindo
assim a exclusao por competicao (Segraves et al., 1999; Mabherali et al. 2009). Glennon
et al. (2014) destacam a capacidades de dispersdo e outros tracos de historia de vida
para explicar persisténcia do poliploide a longo prazo. Desta forma, o estabelecimento
de uma linhagem poliploide e sua persisténcia ao longo do tempo dependera do balanco

entre a desvantagem e vantagens ecoldgicas trazidas pelo aumento do genotipo.

OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi iniciar a discussdo sobre a colonizagédo da
Ilha da Trindade, integrando uma hipédtese filogenética mais robusta, encontrada através
da tecnologia de sequenciamento paralelo em massa, a duas metodologias de analise
biogeografica histdrica: o Reldgio Molecular Relaxado e a reconstrucdo de areas
ancestrais. Adicionalmente buscamos resolver as inongruencias filogenéticas
encontradas dentro do clado estudado. Os resultados encontrados estdo organizados em

trés capitulos:

. Relacbes filogenéticas da Unica espécie de orquidea encontrada na llha da
Trindade e contribuicdo para o conhecimento do nivel de ploidia do género.

o Sequenciamento paralelo em massa e sua utilidade na resolucéo de nds dificeis
em Polystachya Hook.

o Evidéncias moleculares da colonizacdo da Ilha da Trindade (Brasil) e

contribuigdes para a biogeografia de Polystachya Hook.
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CAPITULO 1

RELACOES FILOGENETICAS DE Polystachya estrellenssis Rchb.f., UNICA
ESPECIE DE ORQUIDEA ENCONTRADA NA ILHA DA TRINDADE E
CONTRIBUICAO PARA O CONHECIMENTO DO NiVEL DE PLOIDIA DO
GENERO



1.1.  INTRODUCAO

O género Polystachya Hook. € formado por aproximadamente 240 espécies e
possui amplitude de distribuicdo geografica pouco usual entre Orchidaceae, sendo
encontrada por toda a faixa tropical do globo, com espécies registradas no Neotropico,
Africa e Asia tropicais e ilhas do Oceano Indico. Apenas poucas espécies atingem o
subtropico, na Africa do Sul e América do Sul (Mytnik-Ejsmont 2011). A Africa é o
principal centro de diversidade de espécies (Dressler 1993) e também onde sao
encontrados os maiores centros de diversidade genetica (Russell 2010 b). De acordo
com Russell (2010 b) um desses centros de diversidade genética, o chamado “Great Rift
System” no leste africano, € provavelmente o centro de origem dos taxons. No Brasil o
género esta representado por 13 espécies, das quais 10 sdo endémicas ao pais (Barros et
al. 2010).

As espécies de Polystachya podem ser epifitas, lit6fitas ou terrestres. Possuem
velame nas raizes, pseudobulbos, folhas conduplicadas e anteras caducas portando
polinias rigidas. A inflorescéncia é terminal, com bracteas estéreis no peddnculo, flores
ndo-ressupinadas, com 0s segmentos do perianto interno, incluindo o labelo, nao
excedendo o perianto externo. Além disso, a base das sépalas laterais € fundida a coluna

formando um mento e o labelo é usualmente trilobado (Freudenstein et al. 2002).

A analise molecular mais recente sobre a grande subfamilia Epidendroideae
(Pridgeon et al. 2009) confirma a posi¢do de Polystachya dentro de Polystachyinae,
excluindo Hederorkis e Imerinaea antes consideradas integrantes desta subtribo,
juntamente com Neobenthamia (Dressler 1981). Dados moleculares também confirmam
a inclusdo de Neobenthamia dentro de Polystachya (Russell et al. 2010 b). Atualmente,
mais dez géneros foram incluidos em Polystachyinae, a maioria deles compostos por
poucas espécies (Mytnik-Ejsmont 2011). N&o ha& concordancia quanto ao
posicionamento da tribo, Chase et al. (2003) e Pridgeon et al. (2005) incluem
Polystachyinae dentro de Vandeae, enquanto Freudenstein & Rasmussen (1999),
Cameron (2001) e van den Berg et al. (2005) consideram a tribo como grupo irméo de
Vandeae.

Polystachya forma um grupo monofilético (Russell et al. 2010 b; Mytnik-

Ejsmont 2011), porém as 15 secBes que reinem as diversas espécies (Kraenzlin 1926,
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Summerhayes 1942, 1947 apud Russell 2011 b; Brenan 1954; Cribb 1978) s&o
polifiléticas ou parafiléticas, com excecdo de Isochiloides, Unica se¢cdo monofilética
(Russell et al. 2010 b). Neste mesmo trabalho, Russell et al. (2010 b) apontam novas
divisbes infragenéricas, monofiléticas do ponto de vista molecular, no entanto as

relacBes entre varias espécies permanecem nao resolvidas.

As relacdes entre os membros do grupo de espécies pantropicais, que inclui P.
concreta (Jacq.) Garay & Sweet, P. foliosa (Hook.) Rchb.f., P. bicolor Rolfe, entre
outras, ndo sdo bem resolvidas devido aos baixos niveis de divergéncia de sequéncia
entre as espécies, tanto em genes plastidiais quanto nucleares (Russell et al. 2010 a;
Russell 2010 b; Russell 2011; Mytnik-Ejsmont 2011). Muito da variacdo observada ao
longo dos trépicos é taxonomicamente combinada sob o nome de P. concreta. Embora
na lista oficial de espécies da flora do Brasil, P. estrellensis seja mantida como uma
espécie valida (Barros et al. 2010), ainda ndo ha consenso sobre a sinonimizagao, ou
ndo, desta espécie com P. concreta. Isso é refletido no vasto material de herbario, cujas
identificacGes ora consideram estes dois morfotipos como espécies distintas, ora como a
mesma espécie. O mesmo ocorre com o P. foliosa, cujo nome s seria corretamente
aplicado as plantas da bacia Amazonica, 0 escudo da Guiana, e as Indias Ocidentais
(Peraza-Flores et al. 2011). Essa circunscricdo ndo é aceita por Mytnik-Ejsmont (2011)

que considera P. estrellensis espécie sindbnima de P. foliosa.

A incongruéncia na delimitacdo das espécies que possuem ampla distribuicédo
geogréfica e pouca variacdo morfoldgica pode ser causada pelo uso de caracteristicas
morfoldgicas que ndo indicam ancenstralidade comum, quando areas maiores séo
consideradas (Russell et al. 2010 a). Por exemplo, Pansarin & Amaral (2006) separam
P. concreta e P. estrellensis, com base nas diferencas encontradas na forma da flor, seu
tamanho e sua inser¢do nas raques, possivelmente as mesmas caracteristicas usadas por
Barros et al. (2010).

A distribuicdo de P. estrellensis e P. concreta no Brasil segue os dominios
fitogeograficos Amazébnia, Caatinga, Cerrado e Floresta Atlantica. A espécie P.
estrellensis é considerada endémica do Brasil (Barros et al. 2010), enquanto P. concreta
tem seus limites de distribuicdo estendidos a faixa tropical da Africa, algumas

localidades da América Central e Asia (Russell 2010 a).
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A reconstrucao filogenética possibilita a formulacdo de hipdteses das relagdes
entre organismos, sob uma perspectiva evolutiva (Matioli et al. 2012), podendo também
subsidiar estudos de dinamica populacional, hibridacdo, selecdo natural, reconstrugéo
dos estados de caracteres ancestrais, além de auxiliar estimativas do tempo de

divergéncia de linhagens ou espécies.

O objetivo deste capitulo introdutério € analisar a posicdo filogenética de P.
concreta e P. estrellensis brasileiras através da inclusdo de novos terminais a arvore
filogenética ja existente para o género. Os novos terminais sdo representados por
amostras de P. concreta coletadas no Brasil continental e de P. estrellensis coletadas no
Brasil continental e na Ilha da Trindade. Além disso, esta primeira analise abriu espaco
para a discussdo de novas metodologias de acesso aos dados genéticos e interpretacdes
mais modernas destes dados. Neste capitulo utilizamos os espagadores rpsl6-trnK e
psbD-trnT, que representam as mesmas regides do DNA plastidial incluidas no estudo
de Russell et al. (2010 b).

Adicionalmente realizamos a analise de citometria de fluxo para um
representante brasileiro de P. concreta e dois representantes de P. estrellensis, um da
Ilha da Trindade e o outro da costa brasileira. O género tem cerca de 25% das suas
espécies com a ploidia mapeada, dentre os quais apenas um individuo neotropical foi
incluido (Rupp et al. 2010). A poliploidia por vezes é considerada uma caracteristica
relacionada com o aumento na capacidade de colonizar novos habitats, incluindo ilhas
oceénicas (deWet 1980 apud Soltis & Soltis 2009; Chase et al. 2003; Hegarty &
Hiscock 2008).
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1.2. MATERIAL E METODOS

1.2.1. Amostragem dos taxons e isolamento do DNA

Foram coletadas amostras de P. estrellensis e P. concreta em seis localidades no

Brasil continental, além de P. estrellensis obtida na llha da Trindade (Tabela 1).

Tabela 1: Localidades escolhidas para a realizacdo de coletas no Brasil.

Espécie Registro Municipio Localidade Altitude
P.estrellensis  N.L.Abreu250 - Ilha da Trindade 500-620 m
P. concreta N.L.Abreu 251  Itubera-BA Reserva Ecolégica da Michelin 160-327 m

) Morro do Parque Estadual do Morro do
P. estrellensis ~ N.L.Abreu 252 . ) 1.100 m
Chapéu-BA Chapéu
] Santa Teresa- Estacdo Bioldgica de Santa
P. estrellensis ~ N.L.Abreu 253 ] 550-950 m
ES Llcia
P. concreta N.L.Abreu 254  Brasilia-DF Parque Nacional de Brasilia 28-65m
P. estrellensis  N.L.Abreu 255  Rio Preto-MG Serra Negra 900-1600m
) ) Parque Estadual Ilha do
P. estrellensis ~ N.L.Abreu 256  Cananéia-SP 0-800m
Cardoso

Cinco diferentes protocolos de extracdo do DNA foram testados: Kit Nucleo
Spin Plant Il (Macherey-Nagel), o método de extracdo utilizando CTAB 2% (Doyle &
Doyle 1987), o protocolo de extracdo descrito em Russell et al. (2010), o método de
extracdo utilizando CTAB 2% (Doyle & Doyle 1987) com modificagcfes e por Gltimo o
Kit DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).

Os melhores resultados foram obtidos com os dois ultimos protocolos
supracitados. Devido a maior rapidez e facilidade de execucao optou-se pelo uso do Kit
DNeasy Plant Mini Kit para processar todo o material. A extragdo foi realizada
seguindo as instrucdes contidas no manual do Kit. O DNA foi obtido utilizando 10 mg
de tecido seco em silica gel e as duas elui¢des obtidas no ultimo passo do protocolo
foram mantidas separadas para testes posteriores de amplificagdo do DNA. O protocolo

com o método de extracao utilizando CTAB 2% modificado esta descrito no Anexo 1.
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1.2.2. Amplificagéo e sequenciamento dos fragmentos de DNA

A anédlise filogenética foi realizada utilizando os primers para marcadores
plastidiais descritos na publicacdo de Russell (2010 b) (Tabela 2). Ao sequenciar as
duas regides do cloroplasto utilizadas pelo autor supracitado (espacadores rps16-trnK e

psbD-trnT), obtivemos um fragmento com cerca de 7 Kb (Figura 1).

Tabela 2: Lista dos pares de primers retirada de Russell (2010 b) e utilizados neste estudo.

Resultado da

Pares utilizados Referéncias Tm (°C) .
amplificacdo
matK1200For  5-GTATTGGGTCATCCTATTAGTAAACC-3’ 72°C Amplificou
! trnKR3an 5-TCGAACCCGGAACTAGTCGG-3’ 64°C Amplificou
matK550For 5'-TGRTTCAAATCCTTCAATGCTGGATC-3' 70°C Amplificou
2 matK1326R 5'-TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT-3' 64°C Amplificou
matK-50Fmo 5'-GTTCTGACCATATTGCACTATGTATC-3' 72°C Amplificou
3 matK750Ror 5'-ATGTGTTCGCTCAAGAAAGACTCC-3’ 70°C Amplificou
trnKF5an 5-GTTGCTAACTCAAYGGTAGAGTACTC-3’ 70°C N&o amplificou
4 matK50Ror 5'-TGAGCAAGTGAGTAAATAKACTCCTG-3’ 72°C Né&o amplificou
rpsl6F2mo 5'-CTYGAGCCGTATGAGGARAAAACY-3' 62°C Amplificou
° trnKR5an 5'-CCYTTSAGGATCAGTCGTGGTC-3' 62°C Amplificou
rpsF 5-GTGGTAGAAAGCAACGTGCGACTT-3’ 72°C Amplificou
° rpsR2 5'-TCGGGATCGAACATCAATTGCAAC-3' 70°C Amplificou
psbD 5'-CTCCGTARCCAGTCATCCATA-3’ 60°C Amplificou
! trnT(GGU)-R  5-CCCTTTTAACTCAGTGGTAG-3' 58°C Amplificou

O DNA extraido foi amplificado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
Foram preparados 25pul de reagéo, contendo 12,5ul PCR G-mix [2x], 0,1l Dream Taq
DNA (Thermo Scientific) [5U/ ul], 0,5ul MgCl [25 Mm], 1ul de cada primer [20 puM],
8,9ul de agua Milli-Q. As duas elui¢des obtidas no Gltimo passo da extragdo do DNA
foram testadas separadamente, sendo assim, foi adicionado ao master mix 0,5ul de
DNA quando testada a 12 eluigdo e 1pl de DNA, quando testada a 22 eluicdo da
extracdo. O ajuste do termociclador seguiu o seguinte programa: 1 ciclo de desnaturagéo
inicial a 95°C por 1,5 minutos, 40 ciclos para os passos de desnaturacao (a 95°C por 30
segundos), anelamento (30 segundos) e extensdo (72°C por 10 minutos) e 1 ciclo para a
extensdo final a 72°C por 10 minutos. A temperatura de anelamento de cada primer foi

obtida seguindo as orienta¢des do kit Dream Taq DNA Polymerase.
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A Unica regido que ndo apresentou resultado por este método (Tabela 2) foi
amplificada novamente utilizando-se os primers rpsl6 F2 e matK750Ror e o Kit Q5
High-Fidelity DNA Polymerase (BioLabs). Este Kit é especifico para amplificacdes de
longos fragmentos ou aqueles de dificil amplificacdo. O objetivo foi amplificar uma
regido maior (ca. 2.700 pb) que englobasse a regido com dificuldade de amplificagéo.
Os primers matK50Ror e trnKF5an foram fornecidos como primers internos. Foram
preparadas reacdes de 50ul contendo: 10ul de Q5 reaction buffer [5x], 1pl de dNTP
[10mM], 1,5ul de DNA Polymerase, 2,5ul de cada primer [10uM], 31,5 de agua MilliQ
e 1ul de DNA. O ajuste do termociclador seguiu 0s seguistes passos: 1 ciclo de
desnaturacdo inicial a 98°C por 30 segundos, 40 ciclos para 0s passos de desnaturacao
(& 98°C por 1,3 minutos), anelamento (a 68°C por 30 segundos) e extenséo (a 72°C por

1, 30 minutos) e 1 ciclo para a extensdo final a 72°C por 2 minutos.

O sequenciamento dos produtos da PCR foi realizado pela Macrogen Inc. e a
montagem e a edi¢do das sequéncias foram processadas no programa Geneious 5.1
(Biomatters Ltd).

1.2.3. Analise Filogenética

Foram compiladas na matriz combinada de dados, 127 sequéncias de DNA
plastidial (espacador rpsl6-trnK e espacador psbD-trnT) disponiveis no Genbank
somadas a amostragem feita neste trabalho. As sequéncias foram alinhadas usando o
programa MAFFT 7 (Katoh & Standley 2013) gerando uma matriz com 134 individuos
e 7.342 caracteres. O programa MEGA (Tamura et al. 2013) foi utilizado para obter o
namero de sitios polimoérficos e descrever a média da frequéncia das bases das

sequéncias analisadas.

Os modelos evolutivos adotados na analise bayesiana foram determinados
utilizando o programa jModel Test. 2.1.4 (Darriba et al. 2012), aplicando-se o modelo
designado pelo Akaike Information Criterion (AIC) em default. Cada regido da matriz
foi dividida em trés particbes (introns, éxons e espacadores) e analisadas
separadamente. Foram aplicados os seguintes modelos evolutivos: GTR+G para 0s
espacadores psbD-TrnT e rpsl6-trnK e para o exon matK CDS e; GTR+I1+G para 0
exon rpsl6 CDS e para os introns rps16 e trnK.
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A analise filogenética foi estimada por inferéncia bayesiana, com o programa
MrBayes 3.1 (Huelsenbeck & Ronquist 2001). O suporte dos clados foi calculado
usando probabilidades posteriores Bayesianas estimadas como a frequéncia dos clados

nas arvores retidas apés o burn-in.

1.2.4. Tamanho do genoma

A citometria de fluxo € uma técnica baseada na analise da dispersédo da luz e da
fluorescéncia de particulas em uma suspensao liquida. No caso dos estudos com plantas,
analisa-se a intensidade de fluorescéncia relativa de nucleos isolados de folhas jovens e
corados com um fluorocromo especifico para o DNA. Como resultado é produzido um
histograma com um pico maior que corresponde aos nucleos que se encontram na fase
G1 do ciclo celular e um pico menor que corresponde aos nucleos na fase G2. Para
estimar o tamanho do genoma (ou a quantidade de DNA), a posi¢do do pico G1 de um
histograma é comparada com o pico de uma planta padrdo com o tamanho do genoma
conhecido (Dolezel 1997).

Para obter os valores estimados do tamanho do genoma das espécies em questao
foram utilizadas folhas jovens e frescas de um individuo de P. concreta coletado na
Estacdo Bioldgica de Santa Ldcia, no Espirito Santo e dois individuos de P. estrellensis
coletados na Serra Negra, Minas Gerais e na llha da Trindade. Como padréo, utilizamos
folhas frescas de ervilha (Pisum sativum L.). A andlise foi realizada no Laboratorio de

Genética da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais.

Com a ajuda de uma lamina, fragmentos de folha com cerca de 2 x 2 cm foram
triturados manualmente em uma placa de Petri contendo 1 ml do tamp&o de lise LBO1.
Devido a presenca de muita mucilagem apos a trituracdo, os pedacos maiores de folha
foram separados manualmente para facilitar a filtragem. As células em suspensédo foram
entdo filtradas através de uma malha de nylon com 5 pum para remover detritos celulares
maiores. O DNA foi corado com 50 uL de lodeto de Propidio [Img/mL]. As medicbes

foram realizadas usando um citémetro de fluxo.
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1.3. RESULTADOS

1.3.1. Relagdes filogenéticas

O numero total de sitios polimérficos foi 170 para o espacador psbD-trnT e de
855 para o espacador rpsl6-trnK. O alinhamento dos dados concatenados demostrou
uma média de composicdo de nucleotideos de A=33,4%, C=14,9%, G=15,6% e
T=36,1%.

A matriz combinada de dados, analisada por inferéncia bayesiana resultou em
uma arvore que evidencia o monofiletismo do género (Bayesian posterior probability,
Bpp = 1) e a alta divergéncia das sequéncias das espécies escolhidas como grupo
externo (Figura 2), resultados semelhantes aos apresentados por Russell (2010 b). No
entanto, nossos resultados apontam Phalaenopsis como grupo irmé@o de Polystachya
(Bpp = 0,91) e uma relacdo bem resolvida entre os membros do grupo externo. P.
affinis, P. ottoniana e P. longiscapa permanecem como linhagens mais antigas. De
acordo com esta nova analise, P. neobenthamia e P. dendrobiiflora, juntamente com P.
goetzeana e P. vaginata formam o grupo irmdo (Bpp = 0,94) do grande clado que

contem o restante das espécies do género (Bpp = 0,69).

Nenhum dos principais clados monofiléticos definidos por Russell (2010 b) foi
inteiramente recuperado nesta nova analise. Segundo a figura 2, P. setifera (antes Clado
I, Bpp = 1) aparece como linhagem irma do Clado Il (Bpp = 0,57), bem como P.
eurychila (antes do Clado 11, Bpp = 1), agora aparece como linhagem irma do Clado IV
(Bpp = 0,51). A incongruéncia mais forte é representada pelas espécies pertencentes ao

Clado V (Bpp = 1) e que agora sao encontradas em varias posi¢des na arvore.

Como esperado, as novas amostras de P. concreta e P. estrellensis incluidas
nesta analise agruparam-se com no Clado Il (Bpp = 1) porém formaram uma grande
politomia junto com P. odorata, P. foliosa, P. henrici, P. modesta e outros acessos de P.

concreta.
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Figura 2: Arvore de consenso obtida pela analise Bayesiana no programa Mr.Bayes. O
comprimento dos ramos € proporcional ao numero esperado de substituicbes por sitio. Os
terminais coloridos em roxo, alaranjado, vermelho, verde e marrom correspondem
respectivamente aos clados I, 11, 111, IV e V definidos por Russell (2010 b). As espécies escritas
em azul correspondem aos terminais incluidos neste trabalho. Os valores de suporte
correspondem a probabilidade posterior Bayesiana.
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1.3.2. Tamanho do genoma

Os histogramas de fluorescéncia mostrados na figura 3 representam a
distribuicdo do contetdo do DNA nuclear obtida pela analise de citometria de fluxo. Os
valores do coeficiente de variacdo (CV<0,5%) encontrados nas trés analises sao
considerados aceitaveis (Galbraith et al. 2002) (Tabela 3). Isso significa que o protocolo
empregado possibilitou acesso a quantidade suficiente de ndcleos intactos, isolados e
corados. De acordo com os resultados obtidos, foi encontrada apenas uma pequena
variacdo no tamanho do genoma entre os trés individuos analisados (Tabela 3). Os
resultados mostraram também que o tamanho do genoma destes individuos é
semelhante ao tamanho do genoma de uma amostra de P. estrellensis, cuja area de
coleta ndo foi registrada e de individuos poliploides de P. concreta coletados na Asia,

Africa, e algumas llhas localizadas no Oceano Indico, incluindo Madagascar (Tabela 3).

Vale destacar que os individuos coletados neste estudo também possuem o
tamanho do genoma semelhante ao de P. foliosa (Rupp et al. 2010), espécie encontrada
em uma grande politomia junto com P. concreta e P. estrellensis (Figura 1). O estudo
citogenético do género confirmou que as espécies que possuem o tamanho do genoma

entre 1,33-1,54 pg sdo tretraploides e possuem 80 cromossomos (Russell et al. 2010b).

Nesta politomia, também sdo encontradas espécies diploides, como P. modesta e
P. odorata e alguns individuos de P. concreta (Rupp 2010). Estas espécies possuem
cerca de metade do tamanho do genoma (ou quantidade de DNA) das espécies

tetrapldides e séo portanto diploides (Russell et al. 2010b).

Tabela 3: Comparacao entre o tamanho do genoma das espécies de Polystachya.

Tamanho do
Espécie Local da coleta Ploidia | genoma 1C Referéncia
()
P. estrellensis Brasil, Ilha da Trindade 4x* 1,53 Este estudo
P. estrellensis Brasil, Minas Gerais 4x* 1,52 Este estudo
P. estrellensis Brasil 4x 1,39 Rupp et al. 2010
P. concreta Brasil, Espirito Santo 4x* 1,63 Este estudo
P concreta Repu,blica'De_mocrética Popular Lau, Sdo ox 0,71-0.75 Rupp et al. 2010
Tomé e Principe
Comores, Republica Democratica Popular
P. concreta Lau, Madagascar, Republica da Mauricia, 4x 1,33-1,54 Rupp et al. 2010
Ilha Réunion, Zimbabwe

*Forte indicio de tetraploidia.
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Figura 3: Histogramas gerados a partir da
analise de suspensdes nucleares coradas com
iodeto de propideo. (A) Picos representando 0s
nacleos nas fases G1 e G2 de P. estrellensis
coletada na Ilha da Trindade (1C = 1,53 pg). (B)
Picos representando os nucleos nas fases G1 e G2
de P. estrellensis coletada na Serra Negra, MG
(1C = 1,52 pg). (C) Picos representando 0s
nlcleos nas fases G1 e G2 de P. concreta coletada
E.B.Santa Lucia, ES (1C = 1,63 pg). P. sativum
foi utilizada como padréo interno nas trés analises
(1C = 4,55 pa).
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1.4. DISCUSSAO

1.4.1. Relagdes Filogenéticas

Os dois estudos filogenéticos anteriores realizados com Polystachya (Russell et
al. 2010; Mytnik-Ejsmont 2011) e os resultados deste trabalho mostraram divergéncias
sobre as relagGes entre as espécies do género. Em Mytnik-Ejsmont (2011), seis matrizes
diferentes foram analisadas utilizando maxima parcimonia e inferéncia bayesiana, e
resultaram em 12 topologias distintas. Em geral, as arvores filogenéticas geradas pela
anélise de méxima parciménia (Russell 2010b; Mytnik-Ejsmont 2011) apresentam
relagbes mais bem resolvidas entre os grandes clados internos comparando-se com as
arvores geradas por inferéncia bayesiana apresentadas em Mytnik-Ejsmont (2011) e

neste estudo.

Obviamente, a primeira explicacdo para tais divergéncias é o uso de distintos
métodos de andlise e alinhamento das sequéncias. Os métodos bayesianos representam
uma nova perspectiva de analise de arvores filogenéticas e também novas formas de
avaliacdo dos modelos utilizados na inferéncia filogenética (Fan et al. 2011; Xie et al.
2011). Este método ganhou popularidade na ultima década, com 0s progressos de
hardware e das técnicas de amostragem com métodos de simulacdo Monte Carlo em
Cadeias de Markov (MCMC). O MCMC é o método numérico mais usado para
formulacdo da probabilidade posterior de uma arvore feita por inferéncia bayesiana
(Huelsenbeck et al. 2001). Ressalta-se neste ponto, que métodos filogenéticos que nao
consideram 0s modelos para variedade de processo de substituicdo de nucleotideos
podem convergir em uma arvore errada por ndo aproveitar inteiramente as informacdes
contidas nas sequéncias de DNA (Huelsenbeck et al. 2001), ou seja, mesmo
apresentando maior resolucdo, as arvores geradas a partir da maxima parcimdnia podem

representar uma visdo equivocada das relacdes historicas entre as espécies.

Os poucos estudos destinados ao género Polystachya, tratam das relacGes
filogenéticas, citologia, variacdo genética e evolugdo do grupo como um todo (Russell
et al. 2009; 2010; 2011; Mytnik-Ejsmont 2011). Especificamente no Brasil, ndo existem
trabalhos destinados a taxonomia do grupo, negligenciando a complexidade

morfolégica e filogenética existente. Como consequéncia, a identificacdo de espécies
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morfologicamente semelhantes, como € o caso de P. estrellensi, P. concreta e P. foliosa

é muitas vezes controversa.

Durante as excursbes de campo, foi possivel observar in loco, os dois
morfotipos, comumente identificados como P. concreta e P. estrellensis. Nas areas
amostradas estas espécies ndo se encontarm em simpatria. As caracteristicas
morfologicas usadas para a separacao destas duas espécies sao o tamanho do individuo
e o formato do botéo floral (Figuras 4 e 5). Em P. estrellensis, o botdo floral é esférico e
as plantas variam de cerca de 12 cm a 24 cm de comprimento. Ja os individuos de P.
concreta podem variar de cerca de 20 cm a 60 cm de comprimento e possuem o botéo
floral falciforme, devido ao alongamento do pé da coluna e a adnacdo deste com as

sépalas dorsais.

Estimativas das relacBes historicas utilizando diferentes loci, e por diferentes
métodos sdo obstaculos na inferéncia da filogenia de Polystachya. Ressalta-se que 0 uso
de uma ou poucas regides é especialmente probleméatico considerando espécies
proximamente relacionadas (Heled & Drummond 2010), como é o caso do grupo
formado por P. concreta, P. estrellensis, P. foliosa e outras. Isso ocorre porque as
diferengas entre os genes vindos de populagGes distintas podem ser semelhantes as

diferencas entre os genes dentro de uma populacéo (Degnan & Rosenberg 2009).

A possibilidade da mudanca do atual paradigma dos estudos em filogenia
molecular representa um importante avanco na inferéncia das relagdes historicas entre
as espécies. Isso significa que esta cada vez mais difundido o sequenciamento de
mdaltiplos loci independentes (Kubatko & Degnan 2007; Heled & Drummond 2010) e o
uso de mais individuos por espécie (Heled & Drummond 2010) em detrimento a

amostragem de um grande nimero de individuos e apenas um locus génico.

A utilizacdo de multiplos loci na reconstrucdo filogenética hoje é facilitada pela
disponibilidade de novas tecnologias de sequenciamento e acesso aos dados genéticos.
O sequenciamento paralelo em massa, ou Next Generation Sequencing (NGS), é um
método revolucionario capaz de processar milhdes de leituras de sequéncias de DNA

reduzindo custos e tempo de trabalho (McCormack 2013).

Interpretagdes mais modernas indicam que a historia dos genes utilizados em

trabalhos de filogenia pode ser diferente da histéria evolutiva das espécies (Yang &
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Rannala 2012). A probabilidade das diferencas entre a topologia da arvore de genes e da
arvore de espécies pode ser investigada sob a luz da Teoria da Coalescéncia aplicada a
filogenia. Resumidamente, as diferentes topologias podem existir porque duas ou mais

linhagens de um determinado gene podem coexistir na mesma populacéo ancestral.

Buscando estimativas mais robustas das relacdes entre as espécies que formam a
grande politomia junto com P. estrellensis e P. concreta, no capitulo 2 apresentamos 0s
resultados da andlise utilizando a tecnologia NGS e as espécies definidas por Russell et
al. (2010) como pertencentes ao clado Il1.

1.4.2. Tamanho do genoma

A poliploidizacéo é o processo de aumento do tamanho do genoma, causado pela
adicdo de um ou mais conjuntos de cromossomos e representa a mudanca mais
expressiva que pode ocorrer na estrutura do genoma (Otto 2007). Dependendo da
persisténcia, esta mutacdo pode ter diferentes significados evolutivos: seja por
possibilitar o aparecimento de novas caracteristicas que interferem no valor adaptativo
de individuos ou como responsavel pelo aparecimento de uma nova espécie (Soltis &
Soltis 1993, 1999).

A avaliacdo do nivel de ploidia € realizada com exatiddo por estudo citoldgico,
através da contagem de cromossomos em celulas mitdticas e/ou meidticas (Schifino-
Wittmann 2001). No entanto, diversos trabalhos tém utilizado a citometria de fluxo para
este fim (ex. Walker et al. 2004; Muthamia et al. 2014). Nestes casos, a inferéncia do
nivel de ploidia é obtida pela comparacéo de picos que representam nucleos na fase G1

do ciclo celular em um histograma, como na Figura 3.

Os poucos e recentes estudos dedicados a explorar o tamanho do genoma em
Polystachya encontraram importantes resultados sobre sua correlagdo com a ploidia,
biogeografia e caracteristicas da anatomia interna (Rupp 2010; Russell 2010b). Estes
estudos cobriram cerca de 25% das espécies do género (Rupp 2010) e sugerem que a
citometria de fluxo pode ser usada para inferir a ploidia em Polystachya. Embora a
confirmacdo da ploidia seja feita com testes citologicos, de acordo com o0s resultados
obtidos, as espécies P. concreta e P. estrellensis coletadas no Brasil continental e na

Ilha da Trindade e incluidas na andlise possuem forte indicio de tetraploidia.
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A poliploidizacdo é considerada uma das mais importantes caracteristicas
potencializadoras do estabelecimento e radiacdo de um taxon em ilhas distantes
(Hegarty & Hiscock 2008; Crawford et al. 2009). Sua tolerancia ecoldgica mais ampla
comparada com a de individuos diploides, faz com que os poliploides sejam fortes
candidatos também a se dispersarem a longas distancias com sucesso. O estudo recente
realizado por Linder & Barker (2014) mostrou a ligacdo entre poliploidia e disperséo a
longas distancias, sugerindo que os poliploides sdo mais bem sucedidos nesta estratégia
do que os diploides. Essa capacidade pode ter facilitado a dispersédo das gramineas entre

continentes, contribuindo assim para o0 seu sucesso evolutivo (Linder & Barker 2014).

Sabe-se que no complexo que envolve P. concreta e P. estrellensis, aqueles
grupos que se dispersaram para fora da Africa sdo tetraploides, as plantas encontradas
na Africa continental podem ser diploides ou tretraploides e que as espécies irmas
africanas de P. concreta sdo diploides (Russell et al. 2010b). Esses resultados sugerem
a ocorréncia de poliploidia nos individuos de Polystachya colonizadores da llha da
Trindade. Se uma dada linhagem poliploide é capaz de colonizar uma ilha distante,
saber se 0 evento de poliploidizag&o ocorreu durante a radiagé@o e diversificagdo desta
linhagem ou ap6s a colonizacdo, ainda € uma questdo que merece atencdo dos
estudiosos (Crawford et al. 2009).
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Figura 4: Polystachya concreta (Jacq.) Garay & Sweet. A: Visdo geral da planta. B e D: Flor.
C: Botdo floral. E: Coluna. Autor: Luiz Menini Neto.
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Figura 5: Polystachya estrellensis Rchb.f. A: Visdo geral da planta. B e D: Flor. C: Botéo
floral. E: Coluna. Autor: Luiz Menini Neto.
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15. CONCLUSAO

A utilizacdo de poucos genes plastidiais na inferéncia filogenética de
Polystachya e de diferentes métodos de andlise (inferéncia bayesiana e maxima
parciménia) mostraram diversos pontos conflituosos nas relagBes historicas entre as
espécies. Mesmo com a inclusdo de novos terminais a grande politomia que envolve P.

concreta e P. estrellensis, espécies de interesse para este estudo, permanece irresoluta.

Mesmo possuindo tamanho do genoma semelhante e baixo nivel de
diferenciacdo genética, considerando as regibes do DNA que foram analisadas é
possivel distinguir morfologicamente P. concreta e P. estrellensis. Ademais, além dos

tetraploides, na politomia supracitada ha um terminal dipléide.

Considerando os resultados apresentados, o uso de poucos genes nédo foi
eficiente na demonstragdo das relagdes evolutivas entre as espécies. Uma hipdtese
filogenética mais robusta pode ser alcan¢ada com a utilizacdo de uma nova ferramenta
capaz de acessar toda a heterogeneidade da arvore de genes para estimar a filogenia das
espécies. Esta nova abordagem é mostrada no Capitulo 2, intitulada “Sequenciamento
paralelo em massa e sua utilidade na resolucdo de nds dificeis em Polystachya Hook.”.
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CAPITULO 2

SEQUENCIAMENTO PARALELO EM MASSA E SUA UTILIDADE NA
RESOLU(;AO DE INCONGRUENCIAS FILOGENETICAS EM Polystachya
Hook.



2.1.  INTRODUCAO

O objetivo da sistematica filogenética € reconstruir e detalhar a grande arvore da
vida. Para isso, 0 conjunto de metodologias usadas busca reunir dados de caracteres
para reconstruir o processo evolutivo do grupo em estudo (Amorim 1997). As
sequéncias de DNA sédo consideradas grandes provedoras da informacgéo utilizada nas
abordagens filogenéticas. Além disso, exercem funcdo conectora entre disciplinas de
grandes areas das ciéncias bioldgicas, como a genémica e a ecologia molecular
(Edwards 2009).

O crescente avanco das técnicas de acesso e sequenciamento do DNA, bem
como o desenvolvimento de algoritimos cada vez mais poderosos, permitiu aos
pesquisadores vislumbrarem a substituicdo das arvores geradas a partir de um ou poucos
genes, por arvores construidas a partir de centenas deles (Edwards 2009). O
aperfeicoamento da técnica de sequenciamento paralelo em massa — ou Next Generation
Sequencing (NGS) tem permitido o aumento da quantidade de dados disponiveis para
pesquisas bioldgicas, como seu uso para estudos de genomas e transcriptomas de
espécies que possuem ou ndo seus genomas sequenciados (Brautigam & Gowik 2010).
Em outras palavras, as aplicacbes do NGS podem abarcar projetos de
ressequenciamento genémico, selecdo de regides de interesse através da abordagem do
target sequencing, captura de informagfes do transcriptoma de um organismo e

montagem de novo de um genoma (Mardis 2008; McCormack 2013).

O NGS é um processo de sequenciamento de DNA que diferentemente do
método Sanger, é capaz de processar milhdes de leituras de sequéncias de DNA
(McCormack 2013). Ainda comparando-se os dois métodos, o sequenciamento em larga
escala utilizando o método tradicional requer a subclonagem dos acidos nucleicos em
vetores e sua amplificagdo nos hospedeiros. Ao contréario, o uso da tecnologia NGS
evita esse passo, contribuindo para que esta tecnologia seja mais econémica e de rapida

execucgdo (Brautigam & Gowik 2010).

A despeito do seu ébvio potencial, ainda sdo poucos os trabalhos que usam o
NGS para a obtencéo de dados nas pesquisas sobre a biologia de plantas (Cronn et al.
2012; Carstens et al. 2013; Eaton & Ree 2013) provavelmente resultado do foco
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predominante em organismos nao modelos, da necessidade do uso de muitos individuos

por espécie e auséncia de protocolos bem estabelecidos (McCormack 2013).

Com mais de 25 mil espécies, Orchidaceae é considerada a maior familia das
Angiospermas (Dressler 1990). Estudos recentes baseados em registros fosseis
disponiveis, demostram uma origem relativamente recente (cerca de 77 Ma, no Cretaceo
tardio) (Gustafsson et al. 2010). Caracteristicas unicas no processo reprodutivo, aliadas
a ampla diversidade de formas e éxito na colonizagdo de diferentes habitats sdo os
responsaveis pelo sucesso evolutivo das Orchidaceae (Dressler 1990). Todas essas
caracteristicas fazem desta familia uma Otima ferramenta para diversos campos de
estudos. Mesmo representando uma grande oportunidade de estudos evolutivos e
biogeograficos, poucos dados gendmicos foram gerados para Orchidaceae (ex. Hsiao et
al. 2006; Tsai et al. 2006; Hsu et al. 2011).

Polystachya se destaca por possuir ampla faixa de distribuicdo geogréfica, fato
pouco comum entre os géneros de Orchidaceae (Pridgeon et al. 2005), incluindo
espécies pantropicais e com distribuicdo transatlantica. A Africa é o principal centro de
diversidade (Dressler 1993), possuindo cerca de 250 espécies distribuidas em 28 paises
(Russell 2010 b). No Brasil o género esta representado por 13 espécies, das quais 10 sdo

endémicas ao pais (Barros et al. 2010).

Apoiados no potencial de estudos do género, trabalhos recentes revelaram
importantes aspectos citolégicos, evolutivos e biogeograficos de Polystachya (Rupp et
al. 2010; Russell et al. 2010 a,b; 2011). Os estudos filogenéticos moleculares realizados
até o momento incluiram cerca de 35% dos taxons e uma parte relativamente pequena
do genoma, revelando uma acentuada incongruéncia entre as arvores de genes

resultantes (vide Capitulo 1).

O objetivo deste trabalho foi aplicar técnicas mais robustas de acesso aos dados
genémicos e contribuir para a resolu¢do de algumas incongruéncias encontradas no
género, podendo refletir em novas interpretagdes sobre a historia evolutiva e

biogeografica do grupo.
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2.2. MATERIAL E METODOS

A metodologia usada neste trabalho consistiu basicamente na construcdo de
bibliotecas genémicas, sua hibridacdo com sondas de RNA, desenhadas a partir de
sequéncias disponiveis de uma espécie relacionada, e posterior sequenciamento deste
produto. Foram incluidos na andlise 48 individuos (Tabela 4), dos quais 15 foram
coletados em diferentes localidades no Brasil continental e trés individuos coletados na
Ilha da Trindade. O DNA destas amostras foi extraido utilizando a metodologia descrita

no primeiro capitulo.

Os outros 33 individuos incluidos na analise consistem em amostras de DNA
cedidas pela Universidade de Viena e pelo banco de DNA do Royal Botanic Gardens,
KEW. Os individuos utilizados formam o Clado 111 definido em Russell et al. (2010b)
adicionando P. tesselata, suposta espécie sinbnima de P. concreta. Como grupos

externos foram escolhidas P. bicolor (=P. rosea) e P. melanantha.

2.2.1. Desenho das sondas de captura do DNA

Dada a inexisténcia do sequenciamento completo do DNA gendmico de
Polystachya, a espécie Phalaenopsis aphrodite subsp. formosana (NC_007499.1) foi
utilizada como referéncia para o desenho das sondas de captura. Isso foi possivel, pois 0
kit de captura do DNA utilizado (MyBaits) é capaz de suportar uma diferenca maior que
5% entre as sequéncias da sonda e as sequéncias alvo. Em outras palavras, a sonda de
captura pode ser desenhada a partir de uma espécie diferente da espécie que esta sendo
estudada. A sequéncia completa do cloroplasto de P. aphrodite subsp formosana foi
separada em blocos com 360 pb (os blocos de referéncia), intervalados com blocos do
mesmo tamanho sempre que possivel. Sequéncias com mais de sete bases repetidas
foram evitadas dentro do bloco de referéncia. Ao final, as sequéncias do cloroplasto de
P. aphrodite subsp. formosana somaram 63.720 bp que foram reunidos em um Unico

arquivo FASTA e enviados para a empresa MY croarray para confeccao das sondas.

59



2.2.2. Sonicacdo e Preparacéo das bibliotecas gendmicas

A sonicagdo é um processo mecanico de fragmentacdo do DNA. Para esta etapa
sdo necessarios 130 pL de DNA de cada amostra e concentracdo total minima de 500
ng. As amostras utilizadas que possuiam volume inferior ao indicado foram
completadas com tampédo EB. O DNA gendmico foi fragmentado aleatoriamente usando
0 equipamento Covaris S220 (Covaris, Woburn, Massachusetts, USA). O objetivo da

fragmentacéo aleatdria é cobrir uniformemente todo o genoma.

A montagem da biblioteca gendmica consiste em incorporar aos fragmentos de
DNA pequenas sequéncias artificiais conhecidas, chamadas de adaptadores ou

barcodes, conforme demostrado na figura 6.

DNA Gendémico

w2

Fragmentacido T
em & Adaptadorss com
—_— —_— aquéncias
e

A
z
&

Reparagio 30 minutos

ENENENEEE
ENEEEEEEE
Adigiodz"A'no

i 30 minutos
finzl dz saguanciz 2 =

y
AEENENEEEEED
SNEENEEAmEE

AdicZo dos adaptadorss
v

Ligzdo 15 minutos
v

PCR 1 horz

Figura 6: Metodologia utilizada na preparacdo das bibliotecas genémicas e o tempo médio
gasto em cada etapa. A biblioteca gendmica é montada utilizando os kits NEXTflexTM DNA
Sequencing Kit e NEXflexTM Barcodes. Fonte: BIOO Scientific, Austin, Texas, USA, com
modificagdes.
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A etapa de reparagdo dos fragmentos € necessaria para corrigir aquelas
sequéncias cujo final ndo termina em um par de bases. Apos, uma adenina é adicionada
ao final das sequéncias para que os adaptadores possam ser ancorados ao fragmento. Os
adaptadores sdo entdo ligados aos fragmentos através da base complementar (timina)
(Figura 6). A funcéo dos adaptadores € identificar os fragmentos aos quais estdo ligados
para que ap0s O sequenciamento, as amostras possam ser separadas
computacionalmente. Os adaptadores foram incorporados ao DNA fragmentado usando
os kits NEXTflexTM DNA Sequencing Kit e NEXflexTM Barcodes (BIOO Scientific,
Austin, Texas, USA). O manual do usuério traz em detalhe os reagentes e volumes
necessarios em cada etapa. O kit usado neste trabalho possuia 48 adaptadores distintos,

ou seja, um adaptador exclusivo para cada amostra usada.

Fragmentos entre 300 e 400 pb foram selecionados (etapa selecdo do tamanho —
Figura 6) usando o kit Agencourt AMPure XP magnetic beads (Beckman Coulter). Esta
técnica consiste em misturar os fragmentos de DNA ja com os adaptadores, a micro
esferas. Ao final, o0 DNA est4 ligado a esfera pelo adaptador e também ao primer
fornecido por esse kit. A biblioteca genémica foi entdo amplificada (etapa de PCR —
Figura 6) para gerar milhares de copias de cada fragmento e aumentar a eficacia do
sequenciamento. Foi usado o seguinte programa: 98°C, 2 minutos; 14 ciclos (98°C, 30
segundos; 65°C, 30 segundos; 72°C, 60 segundos); 72°C, 4 minutos. Os produtos do
PCR foram purificados utilizando o QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen).

A etapa de montagem das bibliotecas exige que o DNA gendmico tenha uma
concentra¢do minima de 500 ng/pL. As concentracdes do DNA gendmico antes e apds a
sonicacdo e da biblioteca amplificada foram medidas no NanoDrop 2000c (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (Tabela 4).

2.2.3. Enriquecimento e sequenciamento

O método de enriquecimento consiste na captura seletiva de regides genémicas
de uma amostra de DNA antes do sequenciamento (Mamanova et al. 2010). O
enriquecimento foi realizado com o MYBaits target enrichment system (MYcroarray,

Ann Arbor, Michigan), seguindo as instrugdes contidas no manual do usuério. Assim
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Tabela 4: Lista das espécies analizadas com concentracdo e pureza do DNA antes e apds a montagem
da biblioteca gendmica. *Espécies excluidas da analise devido a baixa qualidade no sequenciamento.

VALORES INICIAIS DAS VALORES POS-MONTAGEM DAS
(ng/uL) 260/280 (ng/uL) 260/280
P. estrelensis N.L.Abreu 255 29,8 1,81 65 33,7 1,9
P. estrelensis N.L.Abreu 255 17,8 2,06 90 26 1,54
P. estrelensis N.L.Abreu 255 11,9 1,82 75 35 1,86
P. cf. estrelensis N.L.Abreu 253 12,8 1,77 65 18,7 1,84
P. cf. estrelensis N.L.Abreu 253 22,4 1,87 70 21 1,96
P. cf. estrelensis N.L.Abreu 253 28,2 1,79 70 26,3 1,96
P. estrelensis N.L.Abreu 252 254 1,91 70 29,3 1,98
P. estrelensis N.L.Abreu 252 14,6 1,79 70 22,4 2,02
P. concreta N.L.Abreu 254 39,2 1,92 75 17,2 1,92
P. concreta N.L.Abreu 254 33,6 1,96 75 31,9 19
P. estrelensis N.L.Abreu 256 27,8 1,61 90 20,4 2,05
P. estrelensis N.L.Abreu 256 23,8 1,81 75 23,1 1,93
P. estrelensis N.L.Abreu 256 22,3 1,68 90 28 1,97
P. concreta N.L.Abreu 251 18 1,78 70 29,9 1,97
P. concreta N.L.Abreu 251 8,5 1,52 130 38,3 1,9
P. estrellensis N.L.Abreu 250 10,1 1,64 130 30 1,88
P. estrellensis N.L.Abreu 250 12,5 1,64 130 30 1,83
P. estrellensis N.L.Abreu 250 10,3 1,48 130 34,7 1,84
P. tsinjoarivensis 2 HBV FS4182 22,2 1,75 13 17,2 1,64
P. concretab A. Russell 40 (YA) 35 1,82 8 15 1,75
P. odorata 2 A. Russell 42 (YA) 36,9 1,91 13 26,2 1,91
P. concreta 5 HBV ORCH 066004 21,9 1,53 6 9,8 19
P. modesta HBV ORCH 05165 56,8 1,35 13 31,7 1,93
P. foliosa 2 HBV ORCH 07082 30,2 1,73 8 18,6 1,79
P. concreta 8 HBV ORCH 07278 26 1,78 13 324 1,85
P. concreta 9 HBYV “Chase & Samuel 1” 34 1,82 13 30 1,85
P. concreta 10 HBV ORCH 07417 23,7 1,83 13 30,4 1,86
P. hunbertii 1 Fischer&Sieder FS2079 (WU) 116,3 1,82 13 29,4 1,77
P. oreocharis 1 Fischer&Sieder FS2082 (WU) 58 1,74 13 30,2 1,87
P. hunbertii 2 Fischer&Sieder FS3017 (WU) 35,1 1,93 11 34,2 1,89
*P. oreocharis 2 Fischer&Sieder FS3152 (WU) 20,2 1,82 13 10,5 18
*P. cornigera Fischer&Sieder FS3208 (WU) 22,2 1,76 11 7,7 1,58
*P. tsinjoarivensisl | Fischer&Sieder FS3209 (WU) 19,3 1,83 13 9,3 1,79
*P. concreta 4 Fischer&Sieder FS3210 (WU) 21 181 13 9,4 1,63
*P. pinicola HBV ORCH 06606 31 1,11 7 9,2 1,98
*P. paniculata 2 L. Pearce 27 (YA) 56,1 14 8 8,1 1,98
*P. concreta Kew 17854 70 1,65 67 9,6 1,6
*P. henrici Kew 17856 22 1,52 56 7,7 2,04
P. odorata Kew 17857 33,7 1,56 58 46,8 18
P. tessellata Kew 17859 176,2 11 58 32,7 1,89
P. tessellata Kew 17860 216,1 11 49 33,3 1,93
P. melanatha Kew 17954 207,2 0,94 50 12,2 1,8
P. steudneri Kew 17956 10,6 1,45 58 33,5 1,87
P. eurychila Kew 17963 207,6 0,94 85 13,7 1,98
P. golungensis Kew 17966 104,7 1,14 115 26,1 1,88
P. bicolor Kew 25884 20,1 1,51 50 31,7 1,93
P. dolichophylla Kew 25886 108,9 1,05 55 30,3 1,89
P. foliosa Kew 25887 14,7 1,58 56 31,8 1,96




como para a montagem das bibliotecas gendmicas, 0 manual do usuario dos Kits

utilizados nesta etapa trazem em detalhe todos os passos das reagdes.

Antes de iniciar a fase de enriquecimento, quantidades equimolares de cada
biblioteca amplificada foram reunidas em seis reag0es contendo cada uma oito amostras
indexadas. Neste passo, foram utilizadas amostras de DNA com concentracdo de
400ng/uL. Os volumes necessarios foram secos no aparelho SpeedVac (Savant

Instruments, Farmingdale, USA) e 0 DNA foi ressuspendido em 6L de agua.

A primeira etapa do processo de enriquecimento é desnaturar o DNA para obter
0 DNA de cadeia simples. Nesta mesma reacdo, ocorre a hibridacéo das fitas de DNA
de cadeia simples com as sondas de RNA pré-desenhadas. Tais sondas sao
complementares as sequencias alvo de DNA. As sondas permanecem estocadas a -80°C
e sua confeccdo esta descrita no item 2.2.1. Assim que as sequéncias de DNA estdo
ligadas as sondas de RNA € possivel realizar a captura das sequéncias alvo (as
sequéncias de DNA). Para tal, sdo utilizadas microesferas que possuem afinidade
elevada com as sondas. Ao final da captura, o DNA esta ligado aos adaptadores, a sonda
de RNA e a microesfera de captura. A recuperacdo dos fragmentos de DNA ¢é feita com
separagdo magnética e apo6s a lavagem das sondas, restam apenas os fragmentos de
DNA (Figura 7). As sondas foram recuperadas com o Dynabeads® MyOneTM
Streptavidin C1 (Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norway).

Para aumentar concentracdo do DNA, 14 ciclos de PCR foram realizados para
cada reacdo de hibridacdo usando Herculase Il Fusion DNA Polymerase (Agilent,
Waldbronn, Germany). Foi utilizado o seguinte programa: 98°C, 30”; 14 ciclos (98°C,
207; 60°C, 307; 72°C, 60”), 72°C, 5°. O sequenciamento foi realizado na plataforma
MiSeq para lllumina (San Diego, California, USA) no Genomics Core Facility da

Universidade de Gotemburgo, Suécia.

2.2.4. Edicao das sequéncias

As amostras sequenciadas foram editadas no programa CLC Genomics (CLC
Bio, Aarhus, Denmark). Primeiramente, os adaptadores de Illumina (que contém os
barcodes) foram removidos das sequéncias e as sequéncias de baixa qualidade foram

excluidas. Em seguida, as sequéncias foram mapeadas através de uma sequéncia de
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referéncia e convertidas em formato FASTA. As sequéncias de referéncia foram obtidas
usando o programa SAMTools (Li et al. 2009). As sequéncias homdlogas foram entdo
alinhadas usando o programa Mafft - Multiple Sequence Alignment Software Version 7
(Katoh & Standley 2013) e posteriormente refinadas no programa Geneious Pro

(Biomatters).

A Ultima etapa da edicdo consiste em realizar a anotacdo da regido que sera
analisada. Para isso, as 48 amostras sequenciadas neste estudo foram alinhadas com o
genoma do cloroplasto de Erycina pusilla disponivel no GenBank (JF746994.1).

=" Denature DNA o P—

Prepped ¢DNA sequencing library
—. . gw . | r—
k — . —e Hybridize baits .
me— '._._‘ to targets —®
Biotinylated baits

JQ( Capture target __ :

—_— . _’
— A on beads 1
Streptavidin beads '

..................................................................

Recover —

Sequence

Figura 7: Metodologia usada para o enriquecimento da sequéncia. O enriquecimento foi
realizado com o MYBaits target enrichment system e sondas foram recuperadas com o
Dynabeads® MyOneTM Streptavidin C1. Fonte: MY croarray, Ann Arbor, Michigan.
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2.2.5. Andlise filogenética

As sequéncias alinhadas foram particionadas em 104 genes, seis pseudogenes e
dois arquivos com introns concatenados, um deles contendo introns com estrutura
secundaria e 0 outro com sequéncias intergénicas. Os arquivos contendo os introns
foram submetidos ao programa trimAl v1.2 (Capella-Gutiérrez et al. 2009) permitindo
diferentes configuracdes de exclusdo de gaps. Os modelos evolutivos para o arquivo
gerado no trimAl foram obtidos através do jModelTest-2.1.4 (Darriba et al. 2012),
aplicando-se 0 modelo designado pelo Akaike Information Criterion (AIC) em default.
O modelo evolutivo com maior valor do parametro alfa da distribuicdo gama foi
selecionado. Os modelos da evolucdo molecular de todos os genes também foram
obtidos no jModelTest-2.1.4. Pseudogenes pobremente alinhados com a referéncia

foram excluidos da analise.

A analise filogenética foi estimada por inferéncia bayesiana, com o programa
MrBayes 3.2.3 (Ronquist et al. 2011). O suporte dos clados foi calculado usando
probabilidades posteriores bayesianas estimadas como a frequéncia dos clados nas
arvores retidas apds 25% de burn-in. O programa Tracer v1.6 (Rambaut & Drummond
2007) foi utilizado para inspecionar visualmente a convergéncia e estacionariedade das
corridas e obter os tamanhos efetivos das amostras (ESS) para todos os parametros do

modelo.

A andlise de stepping-stone (SS), implementada no programa MrBayes, foi
realizada para determinar o melhor particionamento dos dados. Esta analise foi descrita
recentemente e tem mostrado vantagens ao estimar com maior precisao a probabilidade
marginal (Xie et al. 2011). A probabilidade marginal é comumente usada para comparar
diferentes modelos evolutivos em filogenias bayesianas e para calcular o fator de Bayes,
que por sua vez, determina o melhor caminho para a particdo dos dados (Fan et al.
2011; Xie et al. 2011). Os dados foram analisados usando as seguintes parti¢des: todos
0S genes concatenados como uma Unica parti¢do, introns com estrutura secundaria +

tRNA e regides intergénicas + pseudogenes (ndhB).
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2.3. RESULTADOS

A aplicacdo da tecnologia NGS permitiu a captura de regides codificantes e ndo-
codificantes ao longo de todo o genoma do cloroplasto. Foram sequenciados cerca de
132kb, divididos em 104 genes, seis pseudogenes, além das regides com sequéncias
intergénicas e introns com estrutura secundaria. Destes, apenas cinco pseudogenes
foram excluidos da anélise, pois ndo se alinharam perfeitamente com a referéncia. Ao
final do sequenciamento, oito das 48 amostras utilizadas na analise mostraram baixa
qualidade nos resultados do sequenciamento e foram excluidas (Tabela 4). Em comum,
as sete amostras possuiam baixa concentracdo de DNA, pureza e volume iniciais,
podendo estas serem as causas da baixa qualidade do sequenciamento. O nimero total
de sitios polimorficos foi 338 para as regies codificantes, 390 para introns com

estrutura secundaria e de 1.845 para regifes com sequéncias intergénicas.

A filogenia realizada foi capaz de resolver as relacfes de parentesco entre 0s
grupos do grande clado selecionado para este estudo, apresentando também altos
valores de suporte (Figura 8). O primeiro clado que se divergiu é composto por P.
tsinjoarivensis, P. oreocharis, P. eurychila, e P. humbertii (Bayesian posterior
probability, Bpp = 1). O segundo clado que se divergiu inclui P. concreta (amostra
coletada na Ilha de Réunion) e P. golungensis (Bpp=1), seguidas por P. steudneri
(Bpp=1), P. dolichophylla (Bpp=1) e P. odorata (Bpp=1). O restante dos clados
incluem representantes de P. concreta, P. bicolor, P. tesselata, P. foliosa, P. modesta e
P. estrellensis. Conforme observado nas analises anteriores com o género, P. concreta

pode ser observada em varios pontos da arvore.

P. modesta (amostra coletada em Comoros), P. tesselata (amostra coletada em
Madagascar) e P. concreta (amostras coletadas em Ilhas Mauricio e Camardes)
(Bpp=0,98) formam o grupo irm&o do clado que contém todas as amostras coletadas no
Brasil (Bpp=1) com 1 (Bpp) de suporte.

Com relagcdo aos acessos brasileiros, P. concreta e P. estrellensis estdo
localizadas em clados irmdos na arvore filogenética. P. concreta aparece mais proxima
a P. foliosa (Bpp=1) enquanto todos os acessos de P. estrellensis formam um grupo

com alto grau de suporte (Bpp=0,98).
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Figura 8: RelacGes filogenéticas de um clado de Polystachya baseadas na inferéncia bayesiana e na analise do genoma quase completo do cloroplasto. O

comprimento dos ramos é proporcional ao nimero esperado de substituigdes por sitio.
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2.4. DISCUSSAO

2.4.1. Next Generation Sequencing e captura de sequéncias: eficiéncia da

metodologia utilizada

O cpDNA codifica aproximadamente 120 genes (Maliga 2002), que podem ser
divididos em 3 grupos: genes para expressdo génica no préprio cloroplasto, genes que
codificam componentes do aparato fotossintético e genes hipotéticos com funcéo ainda
desconhecida (Rochaix 1997). Hartl & Clark (1997) estimaram que o cpDNA pode
variar de 135 kb a 160 kb, esta diferenca foi ampliada para 107 a 217 kb com o
sequenciamento e disponibilizagio de novos dados para o cloroplasto

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome, Gltimo acesso em fevereiro, 2015).

A utilizagdo da tecnologia NGS permitiu-nos aumentar a magnitude de dados
disponiveis para os estudos filogenéticos, preparando o DNA gendémico para conter
regides ortdlogas, sem a necessidade de realizar centenas de PCRs (McCormack 2013).
Este avanco ja pode ser percebido nos estudos que fazem uso da tecnologia de
sequenciamento de nova geracdo para reconstruir filogenias baseadas no genoma
completo, ou quase completo, do cloroplasto (Parks et al. 2009; Njuguna et al. 2013;
Huang et al. 2014; Molina et al. 2014). 0 uso da plataforma Illumia, aliada a captura de
sequéncias, ou seja, captura seletiva de regides gendmicas da amostra de DNA antes do
sequenciamento (Mamanova et al. 2010), reduz significativamente o tempo e 0s custos

na obtencdo deste conjunto de dados (Lemmon et al. 2012).

Por apresentar menores taxas de recombinacdo, o cloroplasto € um marcador de
evolucdo lenta, sendo por isso mais bem conservado do que o genoma nuclear (Niklas,
1997). Mesmo assim, o desenvolvimento de marcadores moleculares baseados no
polimorfismo encontrado nos genomas de cloroplasto tem ainda hoje grande impacto
nos estudos de filogenia das principais linhagens das angiospermas (Jansen et al. 2007;
Moore et al. 2007, 2010; Stull et al. 2013) e especificamente na filogenia de
Orchidaceae (Cameron, 2005; Van den Berg et al. 2005; Ficher et al. 2007).

O uso do genoma completo do cloroplasto mostrou-se eficiente no aumento da
resolucdo filogenética em niveis taxonémicos inferiores (Sarkinen & George 2013).
Utilizando 18 genomas completos de cloroplasto e cinco rascunhos (“draft”) da
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sequéncia do genoma, Huang et al. (2014) conseguiram informacdo genética suficiente
para reconstruir a filogenia do género Camellia (Theaceae). O mesmo resultado foi
encontrado na reconstrucdo filogenética de Pinus, no qual a resolucdo da arvore foi

aumentada acessando 37 genomas quase completos de cloroplasto (Parks et al. 2009).

Nossos resultados destacaram que O aumento expressivo no numero de
nucleotideos pode ser uma opcdo eficaz na inferéncia da filogenia em niveis
taxonémicos inferiores do género em questdo. Embora este conjunto de dados seja
promissor na formulagdo de hipdteses filogenéticas mais robustas, o sequenciamento
completo do genoma do cloroplasto pode ser inviavel para projetos de sistematica que
consideram géneros com grande numero de espeécies (Sarkinen & George 2013), como é
o0 caso de Polystachya. Neste caso, € importante saber se 0 aumento na resolugdo é
consequéncia exclusiva do aumento do numero de nucleotideos, ou se as regides
genbmicas utilizadas nos estudos anteriores sdo menos informativas, em média, do que
o resto do genoma (Parks et al. 2009). Sendo a ultima opcéao a verdadeira, 0s genomas
cloroplastidiais gerados por este trabalho podem ser utilizados no rastreamento de
marcadores altamente variaveis (Ekblom & Galindo 2011) para Polystachya e talvez
Orchidaceae. Esta abordagem ja foi utilizada em Solanaceae (Daniell et al. 2006),
Asteraceae (Timme et al. 2007) e Poaceae (Zhang et al. 2011) para identificar

potenciais marcadores moleculares Gteis na resolucao de filogenias destas familias.

2.4.2. Relacg0es filogenéticas

Foram selecionadas duas espécies para compor o grupo externo, P. bicolor (=P.
rosea) e P. melananta. Esta Ultima espécie foi utilizada para enraizar a arvore. O
posicionamento de P. rosea como espécie irma de P. concreta (amostra coletada em
Comoros) e P. tesselata (=P. concreta) ndo corrobora a monofilia do Clado Il
apresentado por Russell et al. (2010b), embora este e os demais clados internos do
género tenham alto grau de suporte. Os resultados aqui apresentados indicam que o
aumento do nimero de marcadores moleculares tem potencial ndo somente de resolver
as relacGes entre as especies como também definir novos clados e segdes de
Polystachya. Dentre as 15 sec¢des de Polystachya (Kraenzlin 1926, Summerhayes 1942,
1947 apud Russell 2011 b; Brenan 1954; Cribb 1978), apenas Isochiloides ¢é
monofilética do ponto de vista molecular (Russell et al. 2010 b).
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As especies que se divergiram primeiro dentro do clado estudado séo
representadas por acessos africanos, enquanto as amostras coletadas no Brasil séo as
mais derivadas. Esses resultados sdo coerentes com a historia de origem do género, que
mostra que a Africa é o principal centro de diversidade das espécies (Dressler 1993) e
provavelmente o centro de origem dos taxons, com dispersdo recente ao Neotropico
(Russel 2010 a, b).

O posicionamento de P. concreta em diferentes clados foi atribuido as origens
hibridas desta espécie (Russell et al. 2010 b). A alotetraploidia em P. concreta foi
posteriormente confirmada com a analise de genes nucleares de baixa copia (Russell et
al. 2010 a). Eventos de hibridacdo interespecifica, como ocorre em Polystachya
concreta, sdo também considerados fonte de troca de genomas de cloroplastos, ou
introgressao. A troca de genomas do cloroplasto de uma espécie para outra é algumas
vezes sugerida como explicacdo para as incoeréncias entre arvores filogenéticas
baseadas em marcadores nucleares e plastidiais (Smith & Sytsma 1990; Tsitrone et al.
2003). Isso é verdadeiro no género Populus (Salicaceae), no qual a hibridacdo
introgressiva teve papel significativo na evolugdo do género. Como consequéncia
filogenias baseadas em marcadores plastidiais ou nucleares ndo refletem a genealogia
das espécies (Smith & Sytsma 1990). O mesmo ocorre em Nothofagus (Nothofagaceae)
e em Crassulaceae, onde eventos de troca de cloroplasto limitam as hipdteses
filogenéticas baseadas em plastideos (Mort et al. 2002; Acosta & Premoli 2010).
Embora seja um fendmeno mais bem descrito para procariontes, a transmissao vertical é

altamente significante na evolucdo do genoma de organismos eucariontes (Bock 2010).

No caso de Nothofagus, o resultado da captura de cloroplasto é a associa¢do dos
genomas cloroplastidiais com localizacbes geograficas, e ndo com as relacdes
taxondmicas (Acosta & Premoli 2010). Relagbes baseadas na localizagcdo geogréafica
poderiam ser exploradas como a possivel explicagdo para a proximidade dos individuios
de P. concreta coletados no Brasil com P. estrellensis e ndo com outros acessos desta
espécie. Neste caso, seriam necessarias além do estudo de marcadores nucleares de uma

revisdo morfologica minuciosa destes taxons.

A dissimilaridade genética entre o grupo de tetraploides africanos e neotropicais
foi confirmado nos trabalhos de Russell et al. (2010 a) e Russell et al. (2011), mas a
delimitacdo de P. estrellensis, P. concreta e P. foliosa permaneram incertos. Mytnik-

70



Ejsmont (2011) incluiu P. estrellensis como espécie sindnima de P. foliosa. De acordo
com nossa andlise, P. estrellensis deve ser considerada como espécie distinta de P.
concreta. Além disso, a sinonimizacdo de P. estrellensis e P. foliosa proposta por
Mytnik-Ejsmont (2011) também ndo foi comprovada por este estudo. Na arvore
apresentada, P. foliosa forma um grupo altamente suportado com P. concreta (amostras
coletadas no Brasil) (Bpp=1). Por ultimo, embora nossos resultados possam apontar
para uma possivel separagdo das P. concreta brasileiras e africanas, a delimitacdo desta
espécie ainda permanece incerta, considerando que ndo existe uma revisao taxondémica
do género que analise rigorosamente a variacdo morfologica da espécie e, que a analise
de evolucéo reticulada realizada por Russell (2010a) ndo abrangeu acessos neotropicais

suficientes para estas conclusoes.

2.4.3. Avancos e Perspectivas futuras

A principal dificuldade no uso de sequéncias de DNA esta em traduzir a histéria
da diversidade destas sequéncias (arvores de genes e alelos) para a arvore de espécies e
populacbes (Edwards 2009). Isto ocorre, por que nem sempre a arvore evolutiva de um
dado gene coincide com a arvore das espécies que possuem este gene (Brower et al.
1996; Doyle 1992).

Discordancias entre as arvores de genes e espécies podem surgir da transferéncia
horizontal de genes, coalescéncia profunda, e duplicacdo/perda de genes (Degnan &
Rosenberg 2009; Edwards 2009). Todos esses fenbmenos podem resultar em diferentes
topologias das arvores de genes. Além desses, a heterogeneidade no comprimento de
ramo devido ao processo de coalescéncia, pode ser considerada como fonte adicional da

heterogeneidade na arvore de genes (Edwards 2009).

O Analisador de Genoma Illumina (Illumina Genome Analyser) é capaz de
produzir milhGes de leituras curtas, sendo por isso conhecido como tecnologia de leitura
curta (Brautigam & Gowik 2010). O inconveniente dos curtos comprimentos de leitura
é superado pela alta cobertura que a estratégia de amostragem de captura de sequencias
proporciona. Ao final do enriquecimento, as sondas podem ser emparelhadas de forma
que as curtas leituras podem ser mais tarde montadas em longos contigues (McCormack

et al. 2013). Estes por sua vez, contém milhares de loci independentes, ideais para uso
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na analise da arvore de espécies, através a abordagem da coalescéncia multi-espécies, o
novo paradigma emergente na sisteméatica (Edwards 2009). Na pratica, 0 uso das
técnicas tradicionais de sequenciamento Sanger para acessar grande quantidade de
genes torna o processo invidvel tanto pelo tempo gasto como pelo elevado custo,
levando-se em consideracdo que as filogenias normalmente tratam de muitas espécies
(Mardis 2008; Brautigam & Gowik 2010).

A abordagem da coalescéncia multi-espécies, exige um conjunto de métodos de
modelagem, capaz de utilizar toda a heterogeneidade das &rvores de genes para estimar
a arvore das espécies (Heled & Drummond 2010). Existem hoje alguns métodos e
programas que permitem a estimativa da arvore de espécies através deste modelo
(Kubatko 2009; Kubatko et al. 2009; Heled & Drummond 2010; Liu 2008; Liu et al.
2008; Larget et al. 2010; Ronquist et al. 2012; Heled et al. 2013). O MrBayes, software
utilizado neste trabalho, € um programa para a inferéncia Bayesiana filogenética usando
cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC) (Huelsenbeck & Ronquist 2001). O modelo
multispecies coalescente foi agora totalmente integrado na versdo 3.2 deste programa,
permitindo obter a arvore de espécies a partir a inferéncia filogenética bayesiana
(Ronquist et al. 2012)

O género Polystachya possui aspectos interessantes do ponto de vista citologico
(possui espécies poliploides e diploides), biogeografico (algumas espécies sao
amplamente distribuidas nos trépicos; em contrapartida das 13 espécies encontradas no
Brasil, 10 sdo endémicas) e evolutivo (evidéncia de evolucdo reticulada no género).
Ampliar a amostragem do género, incluindo as espécies endémicas do Brasil, aliada a
abordagem que permite revelar a verdadeira arvore das espécies, significa avancar ndo
somente na filogenia do grupo, mas também no conhecimento da histdria biogeogréfica
de Polystachya no Brasil.
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2.5. CONCLUSAO

Foram utilizados neste trabalho sequéncias quase completas do cloroplasto de 48
especies de Polystachya usando a tecnologia de sequenciamento Illumina e a estratégia
de amostragem por captura de sequéncias. O conjunto de dados acessados aumentou

significantemente a resolucéo do clado proposto no estudo.

De acordo com a analise apresentada, P. estrellensis pode ser considerada uma
espécie distinta de P. concreta e P. foliosa e, embora nossos resultados possam apontar
para uma possivel separacdo das P. concreta brasileiras e africanas, a delimitacéo de P.
concreta permanece incerta. No caso de P. concreta, a evidéncia da hibridacdo
influenciando na evolucdo deste grupo (Russell et al. 2010 a,b), destaca a importancia
da heranca biparental do DNA nuclear na inferéncia das relacGes filogenéticas entre esta
espécie e as outras espécies do género. A sinonimizacao de P. estrellensis e P. foliosa
proposta por Mytnik-Ejsmont (2011) também néo foi comprovada por este estudo. Na
arvore apresentada, P. foliosa forma um grupo altamente suportado com P. concreta

(amostras coletadas no Brasil).

Para viabilizar o uso da abordagem da coalescéncia multi-espécies, estimativas
robustas das arvores de espécies sdo necessarias, e estas por sua vez, exigem a analise
de centenas de genes nédo ligados (Liu et al. 2009) e o uso de programas especificos para
este tipo de andlise. Esta nova abordagem ja foi apontada como o novo paradigma nos
estudos de sistematica, mas trabalhos nesta area ainda sdo raros. Desta forma, os
resultados apresentados poderéo ser utilizados para direcionar estudos futuros, como a
sua utilizacdo no rastreamento de marcadores varidveis para o género e/ou familia,
ampliacdo da amostragem do género, incluindo as espécies endémicas do Brasil, além
da abordagem da arvore de espécies em detrimento a arvore de genes. Com estas novas
andlises, avancaremos no conhecimento da filogenia do grupo e da historia
biogeografica de Polystachya no Brasil.
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CAPITULO 3

EVIDENCIAS MOLECULARES DA COLONIZACAO DA ILHA DA
TRINDADE (BRASIL) E CONTRIBUICOES PARA A BIOGEOGRAFIA DE
Polystachya Hook.



3.1. INTRODUCAO

A biogeografia é o campo de estudo que procura compreender 0S processos
responsaveis pela distribuicdo dos organismos no espago, e sua mudanga no tempo
(Lomolino et al. 2006). Seu carater interdisciplinar permitiu avangos metodoldgicos
significativos e hoje € possivel contar com uma série de programas e abordagens para
responder as duas questdes basicas dos estudos em biogeografia: “onde os organismos

estdo distribuidos e porque eles possuem essa distribui¢ao” (Morrone 2009).

As relagdes floristicas entre 0 Neotropico e Africa sempre representaram uma
questdo biogeografica de grande interesse. Diversos autores se dedicaram a inferéncia
da origem geogréafica dos taxons e no mapeamento das espécies disjuntas (Lavin et al.
2000; Xiang et al. 2005; Zhou et al. 2006). Acredita-se que a maioria das espécies que
apresenta dispersdo transatlantica proceda da Africa (Renner 2004), com algumas
possiveis exce¢des nos géneros Andira (Pennington 2003), Drepanocarpus, Hernania,
Hymenaea, Sacoglottis, Thalia (Renner 2004) e na espécie Ceiba pentandra (Dick et al.
2007).

O compartilhamento de espécies pode ser explicado pela capacidade de
dispersdo a longas distancias de alguns organismos ou pela deriva continental
(Delgadillo 1993; Lavin & Luckow 1993; Moran & Smith 2001). A hipétese da Deriva
Continental postula que a similaridade floristica entre a América do Sul e a Africa
resulta da distribuicdo continua das espécies antes da separa¢do dos mesmos, que teve
inicio no periodo Cretaceo a cerca de 138 milhGes de anos atras (Brown & Lomolino
1998) e se consolidou em torno de 100 Ma (Sanmartin & Ronquist 2004). Ja a hipotese
da dispersédo a longas distancias afirma que estas afinidades floristicas sdo resultado de
eventos de dispersdo apos 0s continentes terem efetivamente se isolado pela deriva dos

continentes (Morrone 2009).

O ambiente insular representa uma o6tima oportunidade para o estudo de
processos biogeograficos (Emerson 2002; Emerson 2008). Especificamente, a flora de
ilhas oceénicas recentes provém indicios da viabilidade da disperséo a longas distancias
das espécies (Moran & Smith 2001), indicando muitas vezes sua atuacdo como Stepping

Stone, “trampolim para espécies” (Fenley 1984) entre continentes. Ilhas oceénicas em
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geral possuem biodiversidade particular, com alto percentual de espécies endémicas. A
vulnerabilidade da biota nestes ambientes é maior em relacdo as dos continentes devido
ao espaco geogréfico restrito, especificidade nas interacfes, e menor variabilidade
genética (Serafini et al. 2010), evidenciando a necessidade de programas de
conservacdo da biodiversidade local, muito vulneravel no que diz respeito ao uso e

ocupacdo do solo.

Neste capitulo iremos integrar a hipétese filogenética encontrada para um clado
de Polystachya com duas metodologias de analise biogeografica historica: o Reldgio
Molecular Relaxado e a reconstrucdo de areas ancestrais. O objetivo deste capitulo é
confrontar os resultados obtidos por estas analises com eventos biogeograficos e tracar a
histéria da colonizacdo da Ilha da Trindade. A abordagem do Reldgio Molecular
Relaxado é amplamente usada para datar eventos filogenéticos, especificamente
importantes na investigacdo da origem da flora atual de ilhas (Bacon et al. 2012; 2013).
Ao passo que, a area ancestral ¢ a estimativa da area de maior probabilidade de
ocorréncia do ancestral comum a um grupo de taxons, gerada a partir da distribuicéo de
uma linhagem, e de uma hipotese filogenética (Crisci et al. 2003).

A flora natural da Ilha da Trindade teve origem poés-deriva continental,
exclusivamente através de eventos de dispersdo a longas distancias. Cerca de 10% da
sua flora € endémica, e outras varias espécies pertencem a géneros com ocorréncia na
América do Sul e na Africa (Alves 1998). Individuoas de Polystachya estrellensis foram
registrados areas florestais nas partes mais altas da llha, como epifita sobre Rapanea
(Myrsinaceae), Cyathea (Cyatheaceae), Sideroxylon (Sapotaceae) e Pisonia
(Nyctaginaceae) (Alves 1998).

Este estudo representa uma iniciativa pioneira sobre a investigacdo das origens
continentais da flora da Ilha da Trindade. A espécie escolhida possui caracteristicas
biogeograficas e genéticas que a tornam adequada para este estudo de caso:
primariamente, possui ampla distribuicdo, com espécies proximamente relacionadas
encontradas em toda faixa tropical do globo; em estudos recentes sobre o género,
constatou-se a variacdo na ploidia, com grupos de espécies tetraploides na regido
neotropical; e dispersdo recente através dos tropicos. Os resultados deste trabalho,
aliados ao conhecimento ja documentado para a area e a estudos futuros, poderdo

subsidiar planos mais adequados de manejo e recuperacdo da paisagem.
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3.2.

MATERIAL E METODOS

Vitoria-Trindade, entre as coordenadas 20° 29-32' S e 29°17-21' W e ocupa uma area

3.2.1. Areade estudo

A llha da Trindade, Brasil, esta localizada no extremo oriental da Cadeia

emersa de cerca de 10 km? (Figura 9). Distando mais de 1.100 Km da costa brasileira e

3.570 km ao ponto mais proximo da Africa, esta ilha se apresenta praticamente isolada

no Oceano Atlantico, com excecdo do pequeno arquipélago de Martin Vaz, que dista 48
km dali.
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Figura 9: Mapa de localizagdo da llha da Trindade. Autor: Ruy José Valka Alves.

A llha foi soerguida ha aproximadamente 3 milhdes de anos, e a Ultima erupcéao

vulcanica ocorreu entre o Pleistoceno e Holoceno (Almeida 2006). Seu relevo

acidentado resulta de processos erosivos atuando sobre um maci¢o rochoso

heterogéneo. Na parte central da llha é encontrado o pico do Desejado, 0 mais alto da

Ilha, com 640m. O mesmo faz parte da sequéncia do Desejado, juntamente com 0s picos




de Séo Bonifacio e Trindade (Almeida 2000). O clima é do tipo oceénico tropical, com

temperatura média anual de 25,2°C (Alves 1998).

Os acorianos iniciaram a colonizacédo da Ilha em 1783, deflagrando seu processo
de degradacdo, em consequéncia do corte predatdrio da vegetacdo e criacdo de ovelhas,
porcos e cabras. Apesar da devastacdo secular causada por esses animais, a flora da Ilha
inclui hoje varias espécies endémicas de plantas vasculares. A primeira iniciativa de
recuperacdo da vegetacao ocorreu em 1994, pela Marinha do Brasil em cooperagédo com
0 Museu Nacional. As cabras foram erradicadas da Ilha em 2005, o que resultou no
reaparecimento de varias espécies endémicas a partir do banco de sementes e esporos.
Assim, em fevereiro de 2010, cinco anos apos a erradicacdo das cabras, haviam sido
localizadas populacdes de todas as espécies vasculares endémicas conhecidas (Silva &
Alves 2011; Silva et al. 2013).

A llha da Trindade, portanto, vem passando por um processo de franca
recuperacdo da paisagem natural, incitando a discussdo sobre a origem continental do
banco de sementes e esporos encontrados na llha e os eventos de dispersdo a longas
distancias que o originou. No entanto, até 0 momento, iniciativas de pesquisas na llha
da Trindade dentro da grande é&rea das Ciéncias Bioldgicas convergem para
levantamentos e aspectos da biologia da fauna vertebrada e invertebrada (ex. Vannucci
1950; Brito 1971; Mazzoleni & Schwingel 2002; Dias et al. 2010), levantamentos
floristicos e recuperacdo de areas degradadas (ex. Alves & Martins 2004; Alves 2006;
Martins & Alves 2007; Faria 2012), nenhuma delas abordando as origens continentais
da biota.

3.2.2. Taxons e marcadores moleculares

Para a construcdo da arvore datada, nds utilizamos uma matriz com dados
compilados por Gustafsson et al. (2010), incluindo espécies selecionadas de
Polystachya e mais cinco taxons utilizados como grupo externo na andlise realizada no
Capitulo 1 desta tese. Ao todo, a matriz combinada de dados possui 121 sequéncias de
DNA plastidial (genes matK e rbcL) e 2.957 caracteres. As sequéncias foram alinhadas
usando o MAFFT 7 (Katoh & Standley 2013) e editadas no BioEdit (Hall 1999).
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Na analise de reconstrucdo de areas ancestrais, foi utilizado o amplo conjunto de
dados plastidiais obtidos atraves da tecnologia NGS, apresentado no Capitulo 2. Este
conjunto de dados incluiu 104 genes, seis pseudogenes, introns com estrutura
secundaria e as sequéncias intergénicas, sequenciados a partir de 41 amostras de

Polysatchya.

3.2.3. Analise de datacgéo

O tempo de divergéncia entre linhagens pode ser avaliado a partir do nivel de
divergéncia molecular, ou distancia genética, de sequéncias de DNA (ou proteinas)
aliado a uma taxa de calibracdo da substituicdo dos aminoacidos, que pode ser obtida

por meio da analise do registro féssil (Bromham & Penny 2003).

Trés registros fdsseis disponiveis para Orchidaceae foram utilizados como
pontos internos de calibracdo da arvore. O primeiro deles data de 15-20 Ma e é o fossil
de uma abelha que foi encontrada em amber dominicano coberta com polineas de uma
espécie de orquidea da subtribo Goodyerinae (Ramirez et al. 2007). Os outros dois
registros sdo de folhas fosseis provenientes da Nova Zelancia e pertencentes ao género

Dendrobium e Earina, datados no Mioceno Inferior (Conran et al. 2009).

A matriz de Polystachya foi analisada usando a abordagem do Rel6gio
Molecular Relaxado com o programa BEAST v1.8.0 (Drummond et al. 2012). O
arquivo de entrada utilizado no BEAST foi compilado no BEAUti v1.8.0 usando 0s
seguintes parametros: modelo evolutivo GTR+I+G, determinado com o programa
jModel Test. 2.1.4 (Darriba et al. 2012), aplicando-se 0 modelo designado pelo Akaike
Information Criterion (AIC) em default; Yule process como modelo de especiacéo;
pontos de calibragdo conforme descrito acima e; quatro corridas independentes de duas
cadeias MCMC para 80 milhdes de geracdes. As arvores e tempos de divergéncia
estimados no BEAST foram sumarizados no programa TreeAnnotator v1.8.0, anotando
a idade média de todos os nés e o seu intervalo de credibilidade de 95%. A arvore final
foi visualizada no FigTree v1.4.2. 25% das arvores foram descartadas apos burn-in. Os
parametros amostrados na analise foram avaliados com Tracer v.1.4.1 (Rambaut &
Drummond 2007) para certificar-se de que atingiram valores satisfatorios quanto aos

ESSs (tamanho efetivo da amostragem).
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3.2.4. Reconstrucao de area ancestral

A reconstrucdo de area ancestral foi conduzida no Bayes-Lagrange,
implementado no programa RASP (Reconstruct Ancestral State in Phylogenies) (Yu et
al. 2011). Esta andlise permite o cruzamento dos dados de distribuicdo atual das
espécies com a topologia da arvore para inferir as probabilidades de distribuicéo
geogréfica dos n6s de uma arvore filogenética. Foram amostradas 50.000 arvores
binérias geradas pela analise no programa BEAST. A distribuicdo geogréfica atual das
espécies foi codificada em seis areas: Ilhas localizadas no Oceano Indico, Africa, llha
da Trindade, Brasil, Asia e América extra Brasil. A amplitude geografica ocupada pelas
espécies foram retiradas de Barros et al. (2010) e Mytnik-Ejsmont (2011). A
distribuicdo geografica de P. concreta foi dividida em dois grupos, com a area de
ocorréncia das amostras de P. concreta brasileiras, limitada ao Brasil e a area de
ocorréncia das P. concreta africanas, limitadas as llhas do Oceano indico, Africa e Asia.
Esta diferenciacdo levou em consideracgdo a separacao geogréafica desta espécie refletida

no seu posicionamento na arvore filogenética mostrada no Capitulo 2.
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3.3. RESULTADOS

A estimativa molecular da idade dos clados esta representada na figura 10. A
andlise preliminar do tempo relativo de divergéncia sugere que as primeiras linhagens
contemporaneas divergentes de Polysatachya surgiram durante o Mioceno (ca 15 Ma).
A separacdo entre as linhagens brasileiras e africanas foi acompanhada dos eventos de
dispersdo a longas distancias que resultou na colonizacdo do Brasil por este género. O
clado que inclui as espécies brasileiras foi estabelecido antes de 1,5 Ma. Eventos de
dispersdo a longas distancias também foram os responsaveis pela chegada relativamente

recente de Polystachya na Ilha da Trindade.

A arvore de consenso obtida pela analise no BEAST e usada na anélise de areas
ancestrais pode ser vista na figura 11. A figura 12 representa a reconstrucdo das areas
ancestrais baseada no Bayes-Lagrange para um clado de Polystachya. A analise sugere
que o ancestral comum mais recente (ACMR) do clado correspondente as espécies
brasileiras originou-se na Africa. Esta analise também mostrou que a linhagem de
Polystachya estrellensis que colonizou a llha da Trindade teve origem das populacdes

brasileiras desta espécie.
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3.4. DISCUSSAO

3.4.1. Datacdo e reconstrucéo de areas ancestrais

A Africa é considerada o centro de diversidade genética de Polystachya (Russell
2010) e também de diversidade de espécies (Dressler 1993). Ainda, acredita-se que a
Africa oriental seja o centro de origem dos taxons, com a maioria das linhagens mais

antigas endémicas do leste africano (Russell et al. 2010).

A dispersdo do género a partir da Africa para a Asia e Neotropico é recente
(Russell et al. 2010) e com relacdo a chegada de taxons especificamente na América do
Sul séo reconhecidas trés rotas possiveis. A primeira e a segunda rota sdo possivelmente
explicadas por pontes de terra que uniam a América do Norte oriental a Europa (North
Atlantic Land Bridge) e a América do Norte ocidental a Asia (Bering Land Bridge),

ambas no periodo Terciario.

A Ponte de Terra do Atlantico Norte (North Atlantic Land Bridge - NALB) é
tradicionalmente considerada corredor para a migracdo das plantas principalmente na
primeira metade do Cenozdico (Milne & Abbott 2002). Essa rota de dispersdo foi
comprovada para Guatteria (Annonaceae) cujos resultados das anélises biogeograficas
apontaram para a dispersdo através da Ponte do Atlantico Norte no Baixo e Médio
Eoceno (Erkens et al. 2009). A migracdo por essa via pode ter se estendido para além do
Eoceno, constituindo-se como uma rota de migracdo de plantas também no final do
Cenozdico (veja a revisdo feita por Tiffney 2008). Por exemplo, Denk et al. (2010)
relataram a presenca de polen de carvalho nos sedimentos datados do Mioceno na
Islandia, mostrando afinidades com carvalhos brancos existentes do hemisfério norte e
carvalhos vermelhos norte-americanos. Nos sedimentos datados de 15-10 Ma ndo ha

indicios de polen de carvalhos sugerindo sua chegada apds esse tempo.

A Ponte Terrestre de Bering (Bering Land Bridge - BLB) conectava a América
do Norte ocidental & Eurasia (Hopkins 1967 apud DeChaine 2008). Varios indicios
apontam a regido da Beringia como refugio de plantas herbaceas, arbustivas e arvores
(ex. Brubaker et al.2005; DeChaine 2008). A baixa precipitacdo nesta regido inibiu a
formacédo de geleiras ao longo do Quaternario (Hopkins 1967 apud DeChaine 2008).
Analises sobre tempo de divergéncia entre especies relictuais forneceram indicios da
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ruptura na continuidade da flora do Terciario entre a Asia e América do Norte antes da
Ponte Terrestre de Bering ser cortada, ha aproximadamente 5 Ma (Milne & Abbott
2002).

A terceira rota de migracdo que pode ser considerada é dispersdo da Africa
diretamente para a America do Sul (Morley 2003). A dispersao a longas distancias entre
populacdes ndo € tdo infrequente como antes se pensava (Schaal et al. 1998) e alta
frequéncia desses eventos deve ser considerada nas hipoteses biogeograficas em
detrimento ao uso da vicariancia como explicacgao a priori (Queiroz 2005).

Baseado em dois marcadores de cloroplasto, Russell et al. (2010) indicaram duas
possiveis rotas, ndo excludentes, da dispersio de Polystachya para fora da Africa: i)
dispersdo transatlantica da Africa para a América do Sul, e; ii) dispersdo da Africa em
direcdo ao sul e sudeste da Asia e entdo para o Neotropico. Estas hipoteses devem ser
olhadas com cautela considerando a baixa resolucdo encontrada na arvore filogenética
apresentada. Além disso, ambas hip6teses ndo encontraram suporte na reconstrugdo de
areas ancestrais complementar a este mesmo trabalho, devido a falta de suporte

estatistico.

De acordo com os resultados preliminares deste estudo, os eventos de dispersao
em direcdo ao Brasil ocorreram ha cerca de 1,5 milhdo de anos (Figura 10), apds o
soerguimento da Ilha da Trindade (cerca de trés milhdes de anos) e que o ACMR do
clado correspondente as espécies brasileiras originou-se no Brasil (Figura 12),
descartando a hipo6tese de colonizacdo direta Africa-Brasil, através de eventos de
dispersdo a longas distancias. Tal hipotese poderia ser considerada viavel devido ao
tamanho diminuto das sementes de Orchidaceae e poliploidia das espécies extra-
africanas (vide capitulo 1; Russell et al. 2010; Rupp et al. 2010), ja que a correlacdo
entre poliploidia e maior dispersdo tem sido observado em alguns grupos de plantas
(Brochmann et al. 2004; Hijmans et al. 2007; Lowry & Lester 2006). Em contrapartida,
as correntes oceanicas sao consideradas a via preponderante utilizada pelas plantas que
se dispersam da Africa em direcio a América do Sul (Renner 2004), diferente das
sementes de Polystachya, que como as outras espécies de Orchidaceae, sdo dispersas

pelo vento.

No Terciario, durante o 6timo climéatico do Baixo Eoceno (50-52 Ma) e durante
0 otimo climético do final do Médio Mioceno (18-13 Ma) (Zachos et al., 2001) as
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condicdes climaticas propiciaram a expansdo de florestas tropicais e movimentacdo da
biota (Morley 2000; 2007). Lavin et al. (2000) demostraram a influéncia do NALB
sobre a disjuncdo de leguminosas entre a Africa e América. A mesma disjuncéo
intercontinental é encontrada em Cornus (Cornaraceae) (Xiang et al. 2005). Nos dois
casos, 0 NALB ¢ a hipdtese possivel para explicar a ligacéo terrestre de taxons tropicais
entre a Africa e a América. Ja os ancestrais de Calycanthus (Calycanthaceae) cruzaram
0 BLB, no Mioceno (Zhou et al. 2006). Diante do exposto, essas duas rotas de disperséo

devem ser consideradas na historia biogeografica de Polystachya.

A capacidade de dispersdo a longas distancias por duas rotas principais,
dispersdo transatlantica vinda da Africa e dispersdo de taxons norte americanos através
do Istmo do Panamd, pode ter tido um papel importante na riqueza de espécies
encontradas hoje no Neotrépico (Antonelli & Sanmartin 2011).

A chegada do género na llha da Trindade € um dos eventos mais recentes dentro
do clado estudado (Figura 9). A reconstrucdo das areas ancestrais sugere que o ACMR
da linhagem de Polystachya estrellensis que colonizou a Ilha da Trindade teve origem
das populacGes brasileiras desta espécie. Este resultado é confluente com os estudos
sobre a direcdo de migracdo Africa-América/América-Africa. A mesma pode estar
relacionada as correntes de vento (Moran & Smith 2001; Renner 2004) e correntes
oceanicas (Renner 2004). De maneira geral, a dispersdo da América do Sul em direcéo a
Africa envolve a disperséo através dos ventos que sopram do nordeste do Brasil para
noroeste da Africa. O transporte pelo vento é uma explicacdo possivel para a dispersao
em direcdo a Africa de Pitcairnia feliciana (Bromeliaceae), Maschalocephalus dinklagi
(Rapataceae) (Givnish et al. 2004), algumas linhagens lenhosas de Melastomataceae
(Renner & Meyer 2001) e possivelmente Ceiba pentandra (Malvaceae) (Dick et al.
2007). Portanto, ndo ha indicios de origem africana da espécie de Polystachya
encontrada na Ilha da Trindade e nem da utilizac&o da Ilha como stepping stone durante

a chegada do género no Brasil.

3.4.2. Perspectivas futuras

A andlise de reconstrucdo de areas ancestrais apresentada foi baseada em um

namero limitado de tdxons. Ao todo utilizamos 41 tdxons e 15 espécies pertencentes ao
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clado de Polystachya que inclui as espécies de interesse para este estudo. As amostras
foram coletadas principalmente na Africa e na América do Sul, com énfase no Brasil.
Para resultados mais conclusivos acerca da chegada de Polystachya no Neotropico e
especialmente na América do Sul outros tdxons neotropicais devem ser incluidos na

analise filogenética e biogeografica do género.

A analise preliminar do tempo de divergéncia sugere que as primeiras linhagens
contemporaneas divergentes de Polysatchya surgiram durante o Mioceno (Figura 10).
Um namero expressivo de estudos revela que as espécies neotropicais tém aparecido de
forma continua desde o final do Eoceno/Baixo Oligoceno (Rull 2008). Os resultados ora
apresentados representam a investigacéo inicial da biogeografia do género. Acreditamos
que a obtencdo de uma filogenia mais ampla de Orchidaceae e posterior datacdo, sera
essencial para resultados mais precisos do tempo de divergéncia de Polystachya. Esta
analise estd em processamento na Universidade de Gotemburgo utilizando o programa
SUPERSMART (The Self-Updating Platform for Estimating Rates of Speciation and
Migration, Ages and Relationships of Taxa) (Antonelli et al. 2014).
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3.5. CONCLUSAO

Nossas analises representam os resultados preliminares da histéria biogeografica
de Polystachya. Mesmo assim, revelou aspectos interessantes da colonizacdo da Ilha da
Trindade e do Brasil por espécies do género. A reconstrucdo de areas ancestrais mostra
que o ancestral comum mais recente do clado que inclui as espécies brasileiras
amostradas, originou-se do Brasil. Com isso, a hipotese de dispersdo direta Africa-
Brasil pode ser descartada. Baseado na idade relativa dos nés e na filogenia apresentada
no segundo capitulo, duas hipoteses possiveis podem ser consideradas acerca da
dispersdo do género para o Neotropico: através de pontes terrestres pretéritas que
ligavam a América do Norte & Asia e América do Norte a Europa. Para resultados mais
conclusivos novos terminais devem ser incluidos na andlise, principalmente aqueles
originados de outras areas do Neotrépico. Com relacdo a colonizacdo da llha da
Trindade, ndo existem indicios de origem africana e sua colonizacdo é resultado de
eventos de dispersdo a longas distancias a partir do Brasil, provavelmente relacionados
as correntes de ventos que sopram do nordeste do Brasil para noroeste da Africa.
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ANEXO I: PROTOCOLO DE EXTRACAO CTAB COM MODIFICACOES

REAGENTES E SOLUCOES

1) 2% CTAB (Liysis Buffer)
e 02gCTAB
e 5,78 ml de agua destilada
e 1 mlde TRIS-HCI [1M]
e 2,8 ml de NaCl [5M]
e 0,4mlEDTA[0,5M]
e 20 pl mercaptoetanol

2) Cloroférmio

3) Isopropanol

4) Etanol 70%

5) TE Buffer

PROTOCOLO

1) Triturar 20 mg de folha seca em silica gel (frequéncia 30/s ca. 1 min).

2) Adicionar 750 pl de CTAN 2% e aquecer a 65°C por 40 min. VVortexar a mistura
de tempos em tempos.

3) Marcar 3 séries de ependorfes (1,5 ml) para as proximas etapas.

4) Centrifugar por 5 minutos a 13.000 rpm e transferir o sobrenadante para um
novo tubo.

5) Adicionar 1 volume de cloroférmio/isoamylalcool [24:1] e agitar por 30 minutos
6) Centrifugar por 10 minutos a 10.000 rpm.

7) Colocar o sobrenadante um novo tubo.

8) Repetir 0 passo 5.

9) Centrifugar por 5 minutos a 10.000 rpm. Colocar o sobrenadante em um novo
tubo.

10)  Precipitar o DNA com 1,5V de isopropanol.

11)  Misturar e deixar em over-night.

12)  Centrifugar por 30 minutos a 13.000 rpm e descartar o sobrenadante por
derramamento.

13)  Ressuspender o DNA adicionando 200 ul de etanol 70% (-20°C).

14)  Centrifugar por 5 minutos a 7.000 rpm, escorrer e deixar secar por 5 minutos.
15)  Ressuspender o pelet em 50 ul de agua destilada mais 50 pl de TE Buffer.

16)  Misturar até dissolver o pelet.

PURIFICACAO DO DNA

1) Adicionar 3 volumes de solugdo Nal.
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2) Calcular o volume de Glassmilk necessaria a cada amostra (1 volume de
Glassmilk para cada 20 volumes de Nal+DNA) e adicionar a solucéo.
3) Vortexar o Glassmilk por 1 minuto antes de adicionar & solu¢do do passo

anterior.
4) Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos e misturar.
5) Descartar o sobrenadante.

6) Adicionar 500 pul de “Prepared NEW Wash”.

7) Centrifugar por 5 minutos e descartar o sobrenadante.

8) Repetir os passos 6 e 7.

9) Secar o pelet e remover o etanol residual.

10)  Adicionar agua. O volume de H,O deve ser igual ao usado de Glassmilk.
Ressuspenda o pelet e misture para diluir o DNA.

11)  Centrifugar por 30 segundos e remover o sobrenadante que contem o DNA.

106



