Mariana de Sa Ricca Manadelo Ferreira

DIVERSIDADE GENETICA DE POPULAGOES DO COMPLEXO DE Sphagnum subsecundum Nees e
DE Platyhypnidium lusitanicum (Schimp.) Ochyra & Bednarek-Ochyra @ P. riparioides (Hedw.) Dixon

Departamento de Zoologia/Antropologia
Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto
2006



@
I

Biblioteca

F Faouldade da Clénclas
Universidade do Porlo

66212




JCIBIO

Centro de Investigacdo

[@PORTO ;

F FACULDADE DE CIENCIAS ¢ Recursos Genéticos
UNIVERSIDADE DO PORTO

Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto

CIBIO-UP

l,)"Ggl

DIVERSIDADE GENETICA DE POPULAGOES DO COMPLEXO DE Sphagnum subsecundum Nees e
DE Platyhypnidium lusitanicum (Schimp.) Ochyra & Bednarek-Ochyra € P. riparioides (Hedw.) Dixon

Mariana de Sa Ricca Manadelo Ferreira

Dissertagdo para obtengdo do grau de Mestre em
Biodiversidade e Recursos Genéticos apresentada a
Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto.

Orientadora: Ana Séneca (Professora Auxiliar do
Departamento de Botanica da Faculdade Ciéncias

Universidade Porto).

Porto
2006



O presidente do Juri

etV



Diversidade genética de populagdes de Sphagnum subsecundum agg. e Platyhypnidium lusitanicum € P. riparioides

AGRADECIMENTOS

Nao poderia iniciar esta dissertagdo sem antes dirigir algumas palavras de agradecimento a todos aqueles que,
de alguma forma, contribuiram para a sua realizagao.

Em primeiro lugar gostaria de prestar os meus agradecimentos & Professora Doutora Ana Séneca, orientadora
deste trabalho, pela disponibilidade e dedicagao, nomeadamente no esclarecimento de dividas e pelo estimulo
constante.

Ao Professor Doutor Nuno Ferrand, coordenador do CIBIO e do mestrado em Biodiversidade e Recursos
Genéticos, gostaria de agradecer principalmente a confianga demonstrada e a oportunidade de fazer parte deste
grupo de investigagdo. A formagao de que pudemos usufruir ao longo deste curso foi sem davida de enorme
qualidade, potenciando o nosso interesse e motivagao como investigadores.

Nao quero ainda deixar de manifestar a minha sincera gratidéo ao Professor Doutor Barreto Caldas, Professora
Doutora Susana Pereira, Professor Doutor Jodo Honrado, Doutor Alain Vanderpoorten, Doutor James Harris, Doutor
Claude Dopagne, Angela Lomba, Cristiana Vieira, Helena Hespanhol, Jodo Torres, Joana Marques, Paulo Alves,
Sara Rocha, Sara Ferreira, Sérgio Timateo e Teresa Azevedo sem os quais, pela amizade e apoio cientifico e

técnico, este trabalho nao teria sido realizado.

Devo ainda um agradecimento especial & minha familia e ao Nuno, aos quais subtrai a atengdo que me

merecem!



Diversidade genética de populagdes de Sphagnum subsecundum agg. e Platyhypnidium [usitanicum e P. riparioides

REsumo

Nos Ultimos 20 anos, estudos com isoenzimas revelaram inesperados niveis de variagdo genetica de briofitas, o
que conduziu a uma reavaliagdo da biologia populacional e das taxas de evolugao nestes organismos.
Recentemente, em varios trabalhos verificaram-se discrepancias entre a taxonomia convencional e os resultados
obtidos por analises genéticas, evidenciando que é necesséario melhorar o conhecimento que temos sobre a biologia

destas plantas.

Este trabalho visa o estudo de populagdes do agregado de espécies de Sphagnum L. mais comum em Portugal
— 0 complexo de S. subsecundum Nees e o da diversidade genética de duas morfoespécies controversas e de dificil
delimitagao Platyhypnidium lusitanicum (Schimp.) Ochyra & Bednarek-Ochyra e P. riparioides (Hedw.) Dixon
utilizando ISSR.

Os resultados obtidos mostram que as populagdes que representam o limite sul da distribuigéo europeia do
complexo de S. subsecundum para além de geograficamente isoladas, sdo também geneticamente diferenciadas,
mostrando a importancia de conservagao destas areas.

Com estes marcadores ndo se obteve uma distingao entre as duas espécies de Platyhypnidium, antes elevados

valores de variagao intraespecifica.
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ABSTRACT

In the last 20 years, isoenzymes studies in bryophytes revealed unexpected leveles of genetic variation, which
led to a reevaluation of the populacional biology and evolution rates of these organisms. Recently, many papers
highlighted discrepancies between tradicional taxonomy and results obtained by genetic analysis, emphasizing that

is still too much to learn about the biology of these plants.

This work focuses on the populational study of the most comum species of Sphagnum L in Portugal - the S.
subsecundum Nees complex — and on the genetic diversity of two controversial morphospecies Platyhypnidium
lusitanicum (Schimp.) Ochyra & Bednarek-Ochyra e P. riparioides (Hedw.) Dixon using ISSR as genetic markers.

The obtained results show that the southernmost populations besides geographically isolated, are genetically
differenciated, exposing the importance of conservation of these areas.

In the case of Platyhypnidium, these markers didn't segregated the two species in different groups, and was

obtained high levels of infraspecific variation.
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1. INTRODUGAO

A divisdo Bryophyta inclui quatro subdivisbes monofiléticas: Sphagnopsida (Sphagnum L., Ambuchanania
Seppelt & H.A. Crum), Andreopsida (Andreaea Hedw., Andreaeobryum Steere & B.M. Murray), Takakiopsida
(Takakia S. Hatt. & Inoue) e Bryopsida (865 géneros).

O estudo filogenético das bri6fitas a nivel especifico e da sistematica molecular &, em muitos casos, limitado
pela baixa variabilidade dos marcadores moleculares usados correntemente ou por dificuldades técnicas do uso de
marcadores mais variaveis.

As espeécies de bridfitas tém geralmente areas de distribuigdo muito alargadas, ocorrendo frequentemente em
varios continentes. Por vezes, as mais comuns albergam varios taxa infraespecificos que ou séo reconhecidos como
sendo unidades evolutivas distintas ou como modificagbes induzidas por variagbes de diversos parametros
ambientais (Cronberg 2004). Contudo, com a crescente aplicagdo de métodos moleculares tem-se descoberto a
existéncia de vdrias espécies cripticas €, ja que apenas uma minoria de espécies de bridfitas foi estudada, é de
esperar que o numero de espécies cripticas venha a aumentar (Shaw 2001). Torna-se assim importante investigar o
fundo genético das espécies que sdo definidas por caracteres morfologicos (Cronberg 2004).

Varios conceitos de espécie e de populagao de britfitas tém sido utilizados nos Ultimos anos. A maioria dos
taxonomistas usa uma abordagem baseada em padrdes de morfologia, definindo espécies como grupos de
individuos que formam agregados com alguns caracteres morfolégicos distinctos. Outros baseiam o seu conceito de
espécie em pressupostos de funcionamento das forgas evolutivas (Stengien 2002).

Em ecologia, as populagdes s@o definidas como conjuntos de individuos da mesma espécie que ocorrem na
mesma area no mesmo intervalo de tempo e ocupam o mesmo nicho ecolégico. Uma populagdo pode ser vista
como uma linhagem evolutiva mais ou menos distinta, ou seja, um agregado de individuos ou genes no qual novas
variantes genéticas podem surgir, dispersar-se e, eventualmente, substituir outras. Forgas evolutivas como o fluxo
génico, mutagéo, deriva genética e selecgdo sdo factores que influenciam a probabilidade de fixagdo de um alelo
numa populagdo. Em organismos essencialmente clonais, os cruzamentos devem ter apenas um papel coesivo
limitado e as caracteristicas distintivas das linhagens evolutivas sdo determinadas por selecg@o, mutagdo e deriva

genética, para além do fluxo genético entre as populagdes (Stengien 2002).
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1.1 Sphagnum L.

Uma das ordens da divisao Bryophyta é a das Sphagnales, que inclui apenas uma familia SPHAGNACEAE e
esta dois géneros Sphagnum L. e Ambuchanania Seppelt & Crum. No género Sphagnum estéo incluidas cerca de
250-450 espécies (Shaw 2000a), que tém preferencialmente uma distribuigdo arctica-boreal, com componentes
tropicais no hemisfério Sul (Séneca 1999).

As plantas do género Sphganum apresentam uma morfologia e anatomia distintas das restantes briofitas:
ramos dispostos em fasciculos e a presenga de um capitulo mais ou menos bem definido ou um agregado de ramos
jovens no apice do gametdfito (Figura 1). Uma das caracteristicas mais marcadas deste género é a diferenciagéo de
clorocistos e de hialocistos nas folhas. Os hialocistos séo células mortas na maturidade, por vezes porosas, e
fibriladas. Os clorocistos séo células vivas, clorofilinas, ndo porosas e estreitas, dispostas numa malha que envolve

os hialocistos (Figura 1). A diferenciagdo destes dois tipos celulares envolve padrdes complexos de divisdes

celulares durante a ontogenia da folha (Shaw 2000a).

Flgura 1. Em cima, plantas de Sphagnum sp. com cépsulas A esquerda, morfoiogla de Sphagnum sp 1 Malha de células hialinas mortas (h),
rodeadas por estreitas células clorofilinas (c) nas folhas de Sphagnum, & direita.2,

As espécies de Sphagnum apresentam grande plasticidade morfologica, que se pensa ser o resultado de:

adaptagbes a condigbes ambientais locais ou diferengas genotipicas. Qualquer que seja a origem desta

! Imagem disponivel em http:/fwww.bioimages.org.uk. Copyright Malcolm Storey.
2 Imagem disponibilizada pela Doutora Ana Séneca.
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variabilidade, ela acarreta dificuldades na delimitagéo das espécies, sendo até considerado por Shaw (2000a) que a

taxonomia a nivel de espécie deste género & uma das mais controversas nas bridfitas.

1.1.2 Ecologia

As comunidades em que os esfagnos predominam sdo denominadas turfeiras, dados os factores ambientais
peculiares e também a morfologia e tipo de crescimento que caracterizam estes habitats e estas britfitas (Séneca
1999).

Na Peninsula Ibérica, os esfagnos néo sdo tao abundantes nem cobrem areas tdo extensas como nos paises
do Norte e Centro da Europa, de clima marcadamente atlantico ou boreal, nem onde a topografia permite drenagens
muito lentas de aguas superficiais efou subterraneas e as condigdes climaticas favorecem taxas de
evapotranspiragdo baixas. Ainda assim, sdo elementos relativamente habituais na area cantabrico-atlantica, no
Noroeste de Portugal e nalgumas ilhas dos Agores (Séneca 1999). No interior peninsular e dreas mediterranicas,
refugiam-se em areas montanhosas efou mais humidas. Crescem sobre substratos siliciosos e acidos. As
verdadeiras turfeiras sao raras na Peninsula Ibérica (Brugués et al. 2004). O mais comum é encontrar estas plantas
em pequenas zonas humidas ou inundadas com deposito reduzido de turfa, como nascentes e depressdes
encharcadas, urzais e pastagens muito himidas e higroturfosas, taludes acidos ressumantes, rochedos siliciosos
orientados a Norte, bacias lacustres colmatadas ou encharcamentos nos bordos das lagoas ou regatos de
montanha.

A importancia ecoldgica de Sphagnum nos ecossistemas esta relacionada com a capacidade de diminuir a taxa
de decomposigdo, por contribuir activamente para a acidificagdo do meio em condigbes anaerébias, e acumular
grandes quantidades de &gua nos seus hialocistos, com o que contribui activamente para a regulagdo dos recursos
hidricos locais. Numa determinada extensdo é uma planta que, pelo tipo de alteragbes que induz no meio
envolvente, regula a presenga de outros organismos, competindo com sucesso com a maioria das plantas, incluindo
plantas superiores. As espécies de Sphagnum sdo extremamente sensiveis a alteragdes de determinados
parametros quimicos e fisicos, sendo, por isso, bons bioindicadores (Vitt 1997 in Séneca, 1999).

Estas plantas séo unicas em numerosos aspectos da morfologia dos esporéfito e gametdfito. Sdo também os
unicos musgos com valor econdmico directo e substancial. Do ponto de vista ecoldgico séo bastante importantes ja
que as turfeiras constituem importantes reservas globais de carbono, influenciando também fluxos de gases que
regulam parametros climaticos globais, reciclagem de nutrientes, padrdes regionais de hidrologia e biodiversidade.
As caracteristicas que os tornam economicamente Uteis e ecologicamente importantes estdo directamente

relacionadas com as caracteristicas fisicas e quimicas que apresentam (Shaw et al 2003).

1.1.3 Secgédo Subsecunda Lindb.

Sphagnum é um dos géneros mais diverso de Bryophyta, contudo o nimero total de espécies é desconhecido
(por exemplo, 200 espécies segundo Crum 2001, ja Clymo & Hayward 1982 - in Sundberg 2000 — apontam 300),

uma vez que a taxonomia especifica e infraespecifica &€ uma das mais controversas nos musgos. Como em muitos
9
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outros géneros de plantas ricos em espécies, algumas espécies de Sphagnum sdo morfologicamente distintas

enquanto que outras pertencem a complexos de morfétipos com formas intermédias, contudo distinguiveis. Grande

parte da controvérsia centra-se nestes complexos, porque alguns taxonomistas reconhecem apenas um taxon e

outros varios (Shaw et al 2005). Estes complexos ocorrem nas quatros maiores secgdes do género: Acutifolia Wils.

(McQueen 1989; Cronberg 1996), Cuspidata Lindb. (Sastad 1998), Sphagnum L. (Flatberg 1986) e Subsecunda
1 Lindb. (Krzakowa & Melosik 2000),

As espécies da secgdo Subsecunda sdo caracterizadas por terem hialoderme do eixo principal e ramos sem
células fibriladas, folhas dos ramos com poros dispostos em rosario ao longo das margens das células hialinas e
clorocistos lenticulares, em secgdo transversal, mais ou menos igualmente expostos nas superficies adaxial e
abaxial. A secgéo inclui um enorme espectro de variagdo morfoldgica, provavelmente mais do que qualquer outra.
Espécies morfologicamente muito diferentes e tradicionalmente colocadas noutras secgdes ou mesmo géneros
(e.g., S. macrophyllum Bernh. ex Brid. incluida na secgdo Isocladus, S. pylaesii Brid. na sec¢do Hemitheca), em
estudos filogenéticos foram incluidas nesta secgdo (Shaw 2000 e Shaw et al. 2004). Estas espécies incluem formas
sem poros, sem ramos efou sem fibras, com maracada isofilia, ndo apresentando, de forma marcada, trés das

| caracteristicas diagnostico do género Sphagnum.

A taxonomia especifica dentro desta secgdo é especialmente problematica dado que é a mais rica em espécies
(Eddy 1977, 1985) e a morfologia do gametdfito apresenta grande plasticidade em resposta a diferentes condigdes |
do habitat (Goosens & De Sloover 1981; Flatberg 1985). As espécies distinguem-se pelo nimero de ramos :
ffasciculo, tamanho, forma, anatomia, fibrilagdo e porosidade das folhas do caule e do ramo (Hill 1975; Eddy 1977,
Crum 1984; Daniels & Eddy, 1985, Flatberg.1985, Melosik 2000).

1.1.4 O complexo de Sphagnum subsecundum Nees

A secgao Subsecunda inclui, no Hemisfério Norte, um grupo de espécies préximas de Sphagnum subsecundum
| Nees, que se distingue das restantes espécies desta secgdo por apresentarem caules unicorticados (com apenas
uma camada de células hialinas no cértex). O complexo de S. subsecundum inclui taxa que tém sido distinguidos
como espécies (Russow, 1894; Flatberg, 1985; Melosik, 2000), subespécies (Daniels and Eddy, 1985; Eddy, 1977)
ou variedades (Rahman, 1972; Hill, 1975; Crum 1984). Os taxa deste complexo sdo comuns na América do Norte,
Europa e Asia. Tém um habitat distinto quando comparados com outros esfagnos, aparecendo frequentemente em

locais higroturfosos e minerotréficos, em vez de turfeiras ombrotréficas.

As relagOes sisteméticas entre os faxa deste complexo sdo controversas dadas a plasticidade morfoldgica,
ampla area de distribuigdo, ocorrendo frequentemente em varios continentes, e a auséncia de informagéo sobre os
padrdes e processos genéticos das populages. Alguns dos caracteres morfoldgicos diagndstico (como a forma e
tamanho das folhas dos ramos e caulinares, nimero de ramos por fasciculo, n® de folhas por ramo, localizagéo dos
poros e fibrilagéo das folhas caulinares) parecem ser consistentes nalgumas regides da sua éarea de distribuigo,

enquanto que noutras ocorrem formas de estados intermédios, acarretando grandes dificuldades sistematicas.

10
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Em Portugal, sendo o grupo de esfagnos mais comum e dado que a sua area de distribuigéo se estende por
regides com caracteristicas climaticas/topograficas muito diversas, a delimitagdo do grupo é particularmente dificil.
Existe um sem nimero de formas intermédias dificeis de incluir nos taxa de acordo com a globalidade dos caracters
diagndstico descritos (Séneca 1999, 2003). Existem ainda descri¢bes de formas que parecem relacionadas com
tipos diferentes de habitats e que se intergradam de modo complexo de acordo com variagbes dos diferentes
parametros que caracterizam 0s seus nichos ecoldgicos.

As plantas pertencentes a S. subsecundum Nees. ssp. subsecundum sao pequenas € delicadas, formam tufos
mais ou menos laxos acima do nivel da agua, raramente aparecendo submersas (Brugues ef al. 2004), em lugares
encharcados ou simplesmente humidos.

As plantas de S. subsecundum Ness ssp. inundatum (Russ.) Eddy sdo de tamanho médio, por vezes robustas,
ocupam o mesmo tipo de habitat, podendo, contudo, aparecer em locais menos encharcados e frequentemente
ensombrados (Séneca 1999, 2003).

Os exemplares de S. auricufatum Schimp séo variaveis em termos de robustez do habito, formam tufos mais ou
menos laxos, vulgarmente grandes e de cor variavel. Sdo plantas higréfilas, raramente hidréfilas, abundantes
sobretudo a baixas altitudes onde formam tufos ou tapetes nas margens de lagoachos, ribeiros ou em locais
periodicamente encharcados (Séneca 1999, 2003). E a espécie mais abundante do género na Peninsula Ibérica e a
menos exigente relativamente as condi¢des ambientais (Séneca 1999). Cresce em todo o tipo de lugares
higroturfosos, desde verdadeiras turfeiras a encharcamentos no bordo de lagoas ou cursos de &gua (Brugués et al.
2004). Estas plantas sdo extremamente polimorficas, podendo ser delicadas ou muito curtas, consoante o grau de
€xposi¢ao e no caso de serem plantas pioneiras sobre solos turfosos.

Foram descritas varias formas desta espécie, entre as quais S. auriculatum Schimp f. crassicladum Warnst. e S.
auriculatum Schimp f. obesum Warnst. (Warnstorf, 1911, descreveu dezenas que no presente ndo sdo mais
consideradas como tal, mas apenas morfotipos). As plantas de S. auriculatum f. crassicladum incluem plantas
robustas ou n&do, formando tufos muito laxos de plantas pouco rigidas, com folhas dos ramos raramente porosas ou
aporosas na face dorsal e porosidade maior na ventral. A S. auriculatum f. obesum pertencem plantas cujas folhas
dos ramos, sdo em média de maior dimensdo que as da forma anterior, ndo possuem poros ou possuem poros
raros em ambas as faces. Ndo se conhecem em Portugal exemplares férteis destas duas formas. Séo plantas
hidrofilas ou submersas, crescendo no mesmo tipo de habitat que as do taxon anterior (Séneca 1999, 2003).

Este grupo de taxa tem sofrido diversos tratamentos taxonémicos que se traduzem num elevado nimero de
nomes e sindnimos publicados (Warnstorf 1911, Andrews 1913, Aberg 1937, Andrews 1959, Isoviita 1966, Crum
1984 - in Shaw et al. 2005). Em geral todos os autores concordam que S. subsecundum tal como esta definido
raramente apresenta problemas de identificagdo. S. auriculatum é considerado como sendo o taxon mais variavel do
grupo e é particularmente influenciado na forma e na estrutura pelas condigbes ambientais, das quais se destaca
submersao sazonal e dessecagéo. As formas S. auriculatum f. obesum e S. auriculatum f. crassicladum parecem
relacionar-se com a influéncia que estes factores exercem na morfologia. S. auriculatum pode ainda confundir-se,
nalguns casos, com S. subsecundum ssp. inundatum. Este taxon é muito problematico, foi ja considerado como
espécie independente (Russow 1894, Casares Gil 1925, Flatberg 1994, Krzakowa & Melosik 2000) como taxon

infraespecifico subordinado tanto a S.auriculatum (Hill 1978) como a S. subsecundum (Nyholm 1969, Daniel & Eddy
11
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1985). A proximidade a estas espécies parece depender dos caracteres analisados. Resultados obtidos por
Krzakowa & Melosik (2000) ndo séo conclusivos, sendo, por isso, mantida como espécie independente. Alguns dos
sistemas enzimaticos analisados aproximam-no de S. subsecundum enquanto que outros, assim como
determinados padrdes fendlicos analisados o relacionam mais estreitamente com S. auriculatum, o que demonstra
que as suas afinidades taxonomicas estdo longe de estar estabelecidas, tal como estdo por definir quais os
caracteres que discriminam os taxa. Daniels & Eddy (1985) indicam que muito desta plasticidade pode dever-se a

variabilidade genética, mas que a sua detecgdo é obscurecida por respostas induzidas por factores ambientais.

1.1.5 Taxonomia e nomenclatura

Sphagnum denticulatum Brid. € o nome mais antigo para S. auriculatum (Dirkse & Isoviita 1986, Duell 1992, in
Séneca 2003). Contudo, neste trabalho optou-se por utilizar o segundo, uma vez que na revisdo do tipo de S.
denticulatum, Wanstorf (1911) incluiu-o em S. obesum Warnst., confirmando a natureza aglomerativa do nome S.
denticulatum, que nao permite a distingéo entre as formas de S. auriculatum (Séneca 1999, 2003).

Corley et al (1981), Corley & Crundwell (1992) e Duell (1985) (in Séneca 1999, 2003) apontam como nome
correcto para S. auriculatum, S. lescurii Sull. Contudo, S. lescurii foi descrito para a América do Norte, mas ainda
hoje é duvidosa a sua existéncia na Europa (Dirkse & Isovitta 1986 in Séneca 1999, 2003) e estando ainda por
investigar as suas afinidades com o material europeu (Séneca 1999, 2003). Além disso, este nome de tdo
aglomerativo que é reduz a sinénimos os taxa S. subsecundum ssp. inundatum e S. auriculatum, assim, as
afinidades e diferencas entre estes taxa no complexo de de S. subsecundum néo sédo tidas em consideragéo
quando S. lescurii é utilizado (Séneca 1999, 2003).

As afinidades entre S. inundatum Russ., S. auriculatum e S. subsecundum tém sido objecto de inimeros
trabalhos com diferentes abordagens. Que S. subsecundum parece ser uma espécie bem individualizada das
restantes e consensual, 0 mesmo ndo acontecendo com S. auriculatum e S. inundatum tratados ora como
variedades do primeiro (Rahman, 1972), ora fazendo S. inundatum uma variedade de S. auriculatum ou
considerando S. inundatum como subespécie de S. subsecundum (Eddy, 1977, Daniels & Eddy, 1985). A
inexisténcia de registos de colénias mistas, parecem indicar que S. auriculatum é uma espécie geneticamente
diferente, apesar de morfologicamente semelhante a S. inundatum. A distingdo faz-se através de um conjunto de
caracteres que, nalgumas regides da sua area de distribuigdo, parecem consistentes enquanto que noutras alguns
dos caracteres considerados como distintivos aparecem em estados intermédios, produzindo formas de delimitagéo
dificil (Séneca 1999, 2003).
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1.2 Platyhypnidium M. Fleisch

Os musgos pleurocarpicos incluem cerca de 5000 espécies, aproximadamente 50% de todos os musgos (Buck
& Goffinet 2000). Séo bastante diversos nas florestas tropicais, apesar de também estarem bem representados nas
regides temperadas dos Hemisférios Norte e Sul (Shaw & Renzaglia 2004). Correspondem ao ramo mais recente da
evolugdo dos musgos (Vitt 1984; Capesius & Stech 1998, Vanderpoorten et al. 2002), formando um grupo
monofilético que evoluiu a partir de ancestrais acrocarpicos (De Luna et al. 2000; Newton ef al., 2000; Goffinet et al.
2001; Cox et al. 2004).

As espécies de musgos pleurocéarpicos podem ser distinguidas pela posigdo das estruturas reprodutivas
femininas. Os espordfitos desenvolvem-se em ramos laterais reduzidos, enquanto que na maior parte dos outros
musgos crescem no apice de ramos terminando assim o crescimento apical (La Farge-England 1996).

Tradicionalmente a classificagdo nos musgos tem-se baseado em poucos caracteres num contexto de falta de
informagéo relativamente a evolugdo morfolégica. Consequentemente, a relevancia taxonoémica de muitos destes
caracteres tem sido questionada por dados moleculares recentes (Buck & Goffinet, 2000). O problema & ainda mais
agudo em muitos musgos pleurocérpicos aquaticos, dado que partilham muitas caracteristicas do esporéfito do
ancestral terrestre (Vitt 1981 in Vanderpoorten & Jacquemart 2004) e, portanto, a classificagéo é feita baseando-se
em caracteres do gametdfito, que é especialmente propenso a fenémenos de convergéncia e plasticidade (Vitt &
Glime 1984; Hedenas 1996 in Vanderpoorten & Jacquemart 2004).

A familia BRACHYTECIACEAE é uma das maiores familias de musgos pleurocarpicos, inclui cerca de 250 a
350 espécies e 41 géneros (Ignatov & Huttunen 2002) e é considerada um desafio taxonémico. A maioria das
espécies cresce em habitats florestais, rochas, taludes, madeira em decomposigéo e solo, mas ha também espécies
epifitas e aquaticas. Apesar das inimeras dificuldades em circunscrever esta familia, é actualmente considerada
uma das mais bem definidas dentro do grupo dos musgos pleurocérpicos (Hedenas 1989, 1992; Ignatov 1998,
1999). A definicdo dos géneros, contudo, permanece controversa, devido a uma consideravel variabilidade
morfoldgica, provavelmente sujeita a fenomenos de homoplasia (Huttunen & Ignatov 2004). Ao longo de todo o
século XX, foram efectuadas varias tentativas de melhorar a classificagdo genérica. Os géneros com maior nimero
de espécies Brachythecium Schimp., Rhynchostegium Bruch & Schimp., Rhynchostegiella (Schimp.) Limpr. e
Eurhynchium Bruch & Schimp. foram considerados bastante heterogéneos, e, por isso, divididos em secgdes
(Kindberg 1897) ou separados em géneros mais pequenos (eg. Warnstorf 1905, Fleischer 1923, Grout 1928,
Robinson 1962, 1967, 1987). Simultaneamente, o conhecimento de musgos tropicais até ha pouco desconhecidos,
fez aumentar o nimero de espécies e géneros nesta familia, passando dos 20 géneros reconhecidos por Brotherus
(1925) para 34 por Vitt (1984).

Em 1923, Fleischer descreveu o género Platyhypnidium como um desenvolvimento da ideia de Loeske (1911)
de colocar musgos pleurocarpicos aquaticos robustos de folhas grandes ou largas num género diferente,

Platyhypnum. Contudo, este nome era ilegitimo dado que Platyhypnum Hampe ja existia como nome valido. Fleisher
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sugeriu entdo Platyhypnidium M. Fleisch.. Desde entdo, o nimero de espécies descritas no género foi variando

consoante os diferentes tratamentos taxondmicos a este nivel (Ignatov ef al. 1999).

1.2.1 Taxonomia e nomenclatura de Platyhypnidium

O género Platyhypnidium é caracterizado por incluir plantas aquaticas, pouco ramificadas, com folhas muito
largas com apices obtusos ou agudos. Foi reconhecido em 1923, néo tendo, contudo, sido unanimemente aceite e,
por isso, algumas espécies tém sido colocadas nos géneros Eurhynchium ou Rhynchostegium. Contudo, recorrendo
a marcadores moleculares, verificou-se que P. riparioides (Hedw.) Dixon é diferente de Eurhynchium e de
Rhynchostegium (Stech & Frahm 1999), apesar de Huttunen & Ignatov (2004) sugerirem que Platyhypnidium & um
género polifilético. As trés espécies incluidas na andlise, P. riparioides, P. austrinum (Hook. f. & Wilson) M. Fleisch.
e P. patulifolium (Cardot & Thér.) Broth., nunca formaram um grupo monofilético. P. riparioides em todas arvores
filogenéticas elaboradas parece estar mais proximo do grupo das espécies de Rhynchostegium. Contudo, a falta de
dados de um dos marcadores moleculares utilizado no estudo e o facto de apenas um espécime ter sido amostrado
pode ter interferido com estes resultados (Huttunen & Ignatov, 2004).

Estes trés géneros formam um complexo que necessita de um cuidadoso estudo a nivel mundial.
Platyhypnidium parece ocupar uma posi¢do intermédia entre os outros dois (Ochyra & Bednarek-Ochyra 1999).
Difere anatomicamente de Eurhynchium nas celulas apicais curtas, restritas a uma pequena banda marginal em vez
de uma area grande para além do apice da nervura, e de Rhynchostegium por apresentar apice da folha plano e

nao torcido.

1.2.2 Platyhypnidium riparioides e P. lusitanicum (Schimp.) Ochyra & Bednarek-Ochyra

Platyhypnidium lusitanicum e P. riparioides s@o duas espécies estreitamente relacionadas, tendo a primeira sido
considerada uma variedade da segunda durante bastante tempo. Na Europa, séo por vezes indistinguiveis dado que

ha varias formas intermédias, resultado de plasticidade fenotipica induzida por factores ambientais.

P. lusitanicum foi descrito em 1846 por Schimper como Hypnum lusitanicum Schimp. baseado num espécime
do norte montanhoso e &cido de Portugal, colhido por Welwitsch. Foi submetido a posteriori a varios tratamentos
nomenclaturais e taxonémicos, tendo sido incluido em diferentes géneros (Hygrohypnum Lindb., Eurhynchium e
Rhynchostegium). R. alopecuroides (Brid.) A. J. E. Smith surgiu depois de se ter verificado que Hypnum lusitanicum
Schimp era sinénimo de Hypnum rusciforme Weiss ex Brid. var. alopecuroides Brid. e que o restritivo especifico
lusitanicum ja existia (Smith 1981). Para alguns bridlogos P. lusitanicum é apenas mais uma variedade de P.
riparioides, enquanto que outros discutem a possibilidade de todos os espécimes portugueses serem P. lusitanicum.
A P. riparioides foram descritos muitos faxa infraespecificos (Podpéra 1954 listou 23 variedades e formas) que
necessitam de uma cuidadosa tipificagdo. Todos os dados indicam que este problema necessita de um estudo
sistematico bastante extenso. P. ripariodes € muito plastico e pode ser facilmente modificado, como indica o caso de

P.mutatum ou P. torrenticola (Ochyra, pers. Com DATA.) As variagdes morfolégicas podem estar relacionadas com
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condigdes do microhabitat, como a qualidade e composigdo quimica da agua. Num estudo de acumulagéo de metais
pesados em populagées de P. riparioides tornou-se evidente que esta espécie exibe uma grande plasticidade
morfologica relacionada com diferentes tipos de habitat (Wehr & Whitton 1986). Correlagbes com variaveis
ambientais mostraram que as plantas sdo significativamente menos robustas, com as folhas mais pequenas e com

denticulagdo menos pronunciada quando colhidas em aguas ricas em nutrientes, (Wehr & Whitton 1986).

1.2.2.1 Ecologia e descri¢do de P. riparioides e P. lusitanicum

Segundo Machado (1931), Platyhypnidium rusciforme (Neck.) Fleisch. (= P. riparioides) € uma planta
extremamente polimorfa, com varias variedades, das quais a mais abundante no Norte do pais seria a P. rusciforme
var. lusitanicum (Schimp.) Mach..

Machado (1931). descreve P. rusciforme (Neck.) Fleisch como englobando plantas mondicas, frequentes em
todo o pais que cresce sobre pedras inundadas, e forma tufos extensos, + rigidos, laxos, verde-escuros,
enegrecidos na base, com caules alongados, de 3-15 cm, prostrados ou pendentes, negros e desnudados na base,
iregularmente ramificados, ramos erectos, arqueados, ou compridos e paralelos aos caules. As folhas sdo
pendentes ou imbricadas, largamente ovadas, brevemente acuminadas, c6ncavas, de bordos planos, serrilhadas
em toda a volta. A nervura é robusta, atingindo ou excedendo % comprimento do limbo, as células das folhas no
apice sao lineares-flexuosas,e na base mais largas, elipticas, sem auriculas distintas. No espordfito a seda é
flexuosa de 4-6 mm, cépsula suborizontal, ovado-oblonga, subarqueada com opérculo longamente rostrado,

peristoma duplo.

Figura 2. Platyhypnidium rfparfor'd (tfo).

P. lusitanicum & um taxon que circunscreve plantas que crescem em tufos densos, deprimidos, fortemente
aderentes ao suporte, acastanhados ou olivaceos, com frequéncia manchados de puarpura. Os ramos sdo
fasciculados, por vezes contorcidos, julaceos e atenuados na extremidade. As folhas sdo densas, muito cdncavas,
agudas ou subobtusas e estreitamente imbricadas. E a forma mais abundante em quase todo o norte de Portugal
continental, sobretudo nas regies montanhosas. Durante algum tempo foi considerado endémico da Peninsula

Ibérica, mas ha registos de Franga, Alemanha e Inglaterra. E um taxon de caracteristicas atlanticas, que, na
15
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Peninsula Ibérica, parece preferir zonas montanhosas costeiras, sujeitas a ventos oceanicos moderados. No interior
da peninsula ocorre associado a florestas de Prunus lusitanica L. subsp. lusitanica ou Alnus glutinosa (L.) Gaertner.
Estas florestas humidas, ricas em elementos de Laurissilva pouco sujeitas a grandes variagdes da temperatura,

apresentam as condigbes ambientais favoraveis a ocorréncia de elementos atlanticos (Lara et al. 1994).

\ g
Figura 3. Platyhypnidium lusitanicum (tufo), colhido por Machado (PO) n° 1916.

A variag@o fenotipica nos musgos aquaticos € bem conhecida e atribuida fundamentalmente a influéncias
ambientais directas (Vanderporteen & Jacquemart 2004, Wher & Whitton 1986). A individualizagdo de factores
genéticos e ndo-genéticos subjacentes a variabilidade morfoldgica é frequentemente abordada recorrendo a
experiéncias de cultivo. Em taxonomia, é axioméatico que “bons” caracteres reflectem diferengas genéticas dos
organismos (Vanderporteen & Jacquemart 2004, Wher & Whitton 1986). Contudo, em Portugal Continental ocorrem
um conjunto de formas intermédias entre as duas espécies, tornando a sua correcta identificagdo uma tarefa ardua,

dado que ndo ha estudos da influéncia de factores ecoldgicos no fenotipo destes taxa.
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1.3 Utilizagdo de marcadores moleculares em estudos populacionais e filogenéticos de briofitas

As relagBes entre as trés linhagens das bridfitas - Marchantiophyta; Anthocerophyta; Bryophyta — continua
como sendo uma das questdes ainda n&o resolvidas da biologia da evolugo das plantas (Goffinet 2000). As trés
linhagens séo consideradas trés clades monofiléticos, mas praticamente todas as hipoteses de relagéo entre estes
foram ja publicadas (exemplos em Goffinet 2000). Os resultados variam de acordo com os marcadores utilizados —
por exemplo18S, psbA, rbcl, 19S, psbD, rpoC2, psaA, 268, 5S - e com os caracteres morfolégicos analisados.

As relagoes filogenéticas de familias de briofitas tém sido estudadas recorrendo principlamente a sequenciagéo
de DNA, os marcadores mais utilizados séo — nucleares 26S, ITS, cloroplastidiais rps4, trnL-trnF, e mitocondriais
nad4. A variabilidade destes varia de familia para familia e, portanto, varia também a sua aplicabilidade. S&o
bastante versateis, uma vez que para além das zonas codificantes tém espagadores intergénicos ou intrbes, o que
permite utiliza-los para resolver relagbes sistematicas a diferentes niveis (revisdo em Shaw & Renzaglia 2004).

Nos estudos de filogeografia a nivel especifico, infraespecifico ou em estudos populacionais 0s marcadores
mais usados séo isoenzimas, RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA), microsatélites e sequéncias de DNA
(nomeadamente ITS e trnL-tmF) (revisdo em Shaw 2001). Os estudos populacionais séo contudo muitas vezes
travadas pelos baixos niveis de variagdo molecular destes marcadores em estudos infraespecificos de briofitas
(Vanderpoorten ef al. 2003). Até & data publicado ha apenas microssatélites desenvolvidos para Polytrichum
formosum Hedw. que permitiram responder a questdes ao nivel populacional, quando isoenzimas testadas nao

apresentavam o nivel de polimorfismo apropriado (van der Velde et al. 2001).

1.3.1 Marcadores ISSR

Os microssatélites sdo uma classe de sequéncias repetitivas de DNA presentes em todos 0s organismos, quer
eucarioticos (Morgante ef al. 2002) quer procarioticos (Gur-Arie et al. 2000). Sao arranjos repetidos de varios
nucleotideos, geralmente 2-6, distribuidos pelo genoma (apesar da distribui¢ao variar de acordo com a espécie e o
cromossoma) e sdo flanqueados por sequéncias conservadas (Chambers ef al. 2000). Apesar de estarem presentes
em zonas codificantes e ndo-codificantes, a sua frequéncia € mais elevada em regides transcritas, especialmente
UTR (Untranslated regions) (Morgante et al. 2002; Hongtrakul et al. 1998; Panaud et al. 1995).

As caracteristicas particulares dos microssatelites, como a presenga em todos organismos vivos, elevado nivel
de variagdo alélica, co-dominancia e a facilidade de analise, transformam-nos em 6ptimas ferramentas de estudo
para genotipagem e mapeagao (Trojanowska & Bolibok 2004 ).

ISSR - Intersimple Sequence Repeats - sdo semelhantes a RAPD (Williams et al. 1990) uma vez que apenas
se usa um primer na reacgdo de PCR (Polimerase Chain Reaction) , contudo este primer ndo é aleatorio mas sim
desenhado para emparelhar com sequéncias de microssatélites.

Os marcadores ISSRs consistem em sequéncias repetitivas de 2, 3 ou 4 motivos, aos quais se adiciona uma

base azotada diferente a 5’ ou 3', para tornar o local de emparelhamento mais especifico e reprodutivel (ha também
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primers ISSR sem esta base). Obtém-se habitualmente como resultado de cada reacgéo de PCR, 25 a 50 produtos,
que consistem em loci andnimos de SSR (Simple Sequence Repeats) (Nybom 2004).

Se dois microssatélites se encontram perto um do outro no genoma em orientagdes opostas, o primer ISSR
amplifica a regido entre eles, e insergdes ou delecgdes nesta regido ou a perda ou ganho serdo detectadas como
polimorfismos de bandas (Yang et al. 1996).

Os dados obtidos com esta técnica produzem, presumivelmente, uma imagem aleatoria de todo o genoma. Esta
técnica, introduzida por Gupta et al. (1994) e Zietkiewicz ef al. (1994), é bastante utilizada no estudo de cultivares e
de variedades de plantas, tendo apenas recentemente adoptada para estudo de genética populacional ou de
taxonomia (Wolfe and Liston 1998). Werner et. al. (2003) é o primeiro trabalho publicado em que se esta técnica é
aplicada a genética populacional de musgos.

Considera-se que é preferivel usar marcadores mapped como RFLPs, CAPS, SSRs em vez de marcadores
unmapped, uma vez que se podem escolher os loci adequados ao estudo. No entanto, marcadores nao mapeados,
como ISSRs sdo amplamente usados em estudos de diversidade genética, com as seguintes vantagens: néo é
necessario ter informagédo prévia sobre 0 genoma, os custos de desenvolvimento sdo relativamente baixos e os
procedimentos laboratoriais podem ser facilmente aplicados a varias espécies vegetais.

Em bridfitas estes marcadores foram ja utilizados para em estudos de genética populacional - Sphagnum
angermanicum Melin (Gunnarsson ef al. 2005), e em estudos de diferenciagéo genética entre espécies do género
Rhytidiadelphus (Limpr.) Warnst. (Vanderpoorten et al. 2003), Anacolia Schimp. (Werner et al. 2003), Weissia Hedw.
(Werner et al. 2004) e Amblystegium Schimp. (Vanderpoorten & Jacquemar 2004).

18
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1.4 Objectivos

Pretendeu-se com este trabalho estudar a diversidade genética de populagbes do S. subsecundum agg em
Portugal, nomeadamente compreender a relag&o entre elas.

Relativamente a P. riparioides e P. lusitanicum o objectivo era compreender qual a relag@o genética entre estes
taxa e averiguar a possibilidade de associar um padréo genético a cada um.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

2.1.1 Sphagnum

Foram utilizadas plantas frescas e de herbario (PO) de Sphagnum pertencentes ao grupo dos unicorticados da
secgdo Subsecunda que ocorrem em Portugal (os exemplares mais antigos datam de 1990), de 25 populagdes, um
total de 59 amostras (n° total de plantas), distribuidas de forma desigual pelas populagbes (Anexo I). Foi colhido
material de diversos locais do Gerés, da Serra de Arga, Serra de Montemuro, Serra de Sdo Mamede, Valongo,
Serra da Freita, Serra da Lousa, Serra da Estrela. Todo o material colhido foi referenciado com as coordenadas
UTM (1x1 km) do local. Em cada local de amostragem avaliou-se o padréo de distribuigéo das plantas, a morfologia,
a abundancia e o micro-habitat de modo que todas as condi¢des fossem amostradas. Foram recolhidas pelo menos
cinco plantas em cada mochéo, de mochdes afastados 10 a 50 cm.

A determinagéo do taxon do material colhido foi feita de acordo com Daniels & Eddy (1985).
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2.1.2 Platyhypnidium

Foi utilizado material de herbario de P. riparioides e P. lusitanicum de diversos locais do pais, mas também da
Alemanha, Franga, Inglaterra, Sérvia, Espanha, Finlandia, um total de 41 amostras, 16 de material identificado como

P. riparioides e 25 P. lusitanicum, de acordo com o anexo Il e com as figuras 5, 6 e 7.
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Figura 5. Mapa da Europa com a localizagdo e codigos (ver Anexo Il) das amostras analisadas de Platyhypnidium riparioides (a azul) e P.

lusitanicum (a vermelho).

2.2 Extracgédo de DNA

O DNA total foi extraido a partir de um ou dois capitulos do gametéfito de Sphagnum e de um ou dois ramos de
Platyhypnidium, correspondente a tecidos jovens para maximizar a produtividade da extracgdo e a qualidade do
DNA extraido. O DNA foi extraido utilizando um kit de extracgdo apropriado — NucleoSpin® Plant Kit (Macherey-
Nagel) ou DNeasy Plant Mini Kit (Quiagen) - tendo-se procedido de de acordo com as instrugdes do fabricante.
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Figura 6. Mapa de Portugal Continental com a localizago e codigos (ver Anexo ) das amostras

analisadas de Platyhypnidium riparioides.
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Figura 7. Mapa de Portugal Continental com a localizago e cddigos (ver Anexo Il) das amostras
analisadas de Platyhypnidium lusitanicum. As amostras PPL18 - Rio Douro — e PPL19 - Rio Vouga -
n&o estdo representadas por falta de informag&o sobre sua localizagdo precisa na etiqueta de herbario.

2.3 Reacgéao de amplificagédo

As amplificagbes foram efectuadas utilizando tubos de PCR de 200 (L num termociclador T3 Thermocycler da
BiometraTM. As temperaturas de hibridagéo dos primers, escolhidas para o estabelecimento do programa de
amplificagéo, foram determinadas com base na literatura (Gunnarsson et al. 2005, Hassel & Gunnarsson 2003,
Werner et al. 2003, Werner et al. 2004, Vanderpoorten et al. 2003), com ligeiros ajustes adequados ao material e as

condigdes laboratoriais.
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2.3.1 Primers utilizados

Todos os primers utilizados foram ja descritos e utilizados em bridfitas (Tabela 3). Foi preparada uma solugéo

de trabalho em agua ultra pura a 10puM.

Tabela 3. Descrigdo dos primers utilizados.

Nome do primer Sequéncia (5'13')

807 AGA GAG AGA GAG AGA GT
808 AGA GAG AGA GAG AGA GC
811 GAG AGA GAG AGA GAG AC
812 GAG AGA GAG AGA GAG AA
818 CAC ACA CAC ACA CAC AG
823 TCTCTCTCTCTCTCT CC
825 ACA CAC ACA CACACACT
840 GAG AGA GAG AGA GAG ACT
841 GAG AGA GAG AGA GAG ACC
853 ACA CAC ACA CACACACTG
873 GAC AGA CAG ACA GAC A

2.3.2 Reacgao

A composigéo basica das reacgdes preparadas para PCR esté descrita na tabela 4.
No sentido de optimizar a reacgdo de PCR foram testados: diferentes concentragdes de DNA-molde,
temperaturas (desnaturag&o e emparelhamento) e duragéo dos ciclos. O DNA molde foi diluido 1:10.

Tabela 4. Resumo da composig&o basica das reacgies de PCR com a enzima EcoTaq (Ecogen)
para um volume final de 200L. * Ecogen™. **Fermentas™

Reagente Concentragao stock Concentragdo final Volume

Agua ultra pura Completar até 20 1L
Tampéo de Enzima* 10x 1x 21L

Mistura de nucleotideos** 10mM 0,1mM 0,20
Primer 10uM 0,5uM 1L

MgCl2* 50mM 2,5mM 1L

BSA™ 20mg/mL 0,25uM 0,251L

DNA polimerase* 5UnL 0,01UML 0,041L
DNA-molde - - 1aslL

Para qualquer das reacgdes, a temperatura de hibridagéo e o tempo de extens&o utilizados eram adequados
aos primers da reacgdo utilizados e o nimero de ciclos & quantidade de produto que se desejava obter, sem
exceder os 35 ciclos. Em todas as experiéncias foi preparado também um controlo negativo com 4gua ultra pura. A

sequéncia de ciclos esta generalizada na tabela 5.
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Tabela 5. Programa geral do programa PCR.

Namero de ciclos Temperatura Tempo
1x 94°C 4 minutos
94°C 1 minuto
30x 55-60°C 2 minutos
72°C 45s
1x 72°C 7 minutos
1x 4°C ]

2.4 Electroforese em gel de poliacrilamida

O gel de poliacrilamida nativo obteve-se pela solidificagdo de uma solugéo comercial de poliacrilamida a 40%
(37,5 acrilamida:1 bisacrilamida) (Merck) com TBE 1x, PSA 0,1%, TEMED 0,031% e agua. Previamente & aplicagéo
das amostras no gel, adicionou-se a 10 yL pLde produto de PCR 1,6 uLtampéo de amostra 6X Loading Dye Solution
#R0611 (Fermentas™) (10 mM Tris-HCI - pH 7.6, 60% de glicerol; 0,03% de azul de bromofenol: 0,03% de cianol
xileno FF e 60 mM EDTA). Procedeu-se a separagéo electroforética do resultado das amplificagdes num gel de
poliacrilamida nativo 8%, sujeito a um campo eléctrico de 300 V, numa unidade vertical Hoefer SE 600. O gel foi
preparado sem brometo de etidio, pois este impede a polimerizagdo da acrilamida (Sambrook & Russel 2001). O
marcador utilizado foi o SM0403 (Fermentas™) e SM0371 (Fermentas™). Uma vez finalizada a corrida, o gel foi
corado com brometo de etidio 0,50g/mL durante 10 minutos e os resultados visualizados com radiagdo UV e

fotografados com o sistema de captagéo de imagem Kodak™ EDAS 290.

2.5 Anélise dos dados

No caso de Sphagnum, as bandas polimérficas foram assinaladas como presentes/ausentes e a matriz
resultante foi introduzida no programa Arlequin ver. 2.000 (Schneider et al., 2000), que se utilizou para todos os
calculos e analises descritos em seguida. Para cada populagdo foram calculadas as seguintes medidas de
diversidade: frequéncia de loci polimérficos, diversidade génica (hs, Nei 1987 in Gunnarsson ef al. 2005) e
diversidade genética média dos loci (Hs, Nei 1987 in Gunnarsson et al. 2005). Efectuou-se a analise da variancia
molecular (AMOVA), os valores de pairwise genetic distances entre populagdes foram estimados pelos valores de
Fst e pelo nimero médio de pairwise differences entre populagdes.

De modo a diminuir o efeito possivel que o numero de individuos amostrados por populagdo poderia ter nos
resultados anteriormente descritos (especialmente porque para algumas populagdes foi apenas analisado um Unico
individuo), agruparam-se as amostras de acordo com caracteristicas geograficas e climaticas dos locais de

ocorréncia (Tabela 6 e Figura 8).

Igualmente, nos resultados de Platyhypnidium, as bandas polimorficas foram assinaladas como
presentes/ausentes e a matriz resultante foi introduzida no programa PAUP*4.08b (Swofford, 2000). A distancia
genética foi calculada usando o indice de Nei & Li (1979). A partir da matriz de distancias genéticas resultante foram
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inferidas arvores fenéticas por Neighbour-Joining (NJ) e UPGMA. O grau de confianga de cada um dos ramos da

arvore foi obtido por NJ bootstrapping, para o qual se usaram 10000 réplicas. A andlise da variancia molecular
(AMOVA,) foi efectuada utilizando o software Arlequin ver. 2.000 (Schneider et al. 2000).

Tabela 6. Lista e composi¢éo do agrupamento por regido geografica das amostras do complexo de Sphagnum subsecundum.

Nome

) N° de individuos/regido
Composigao

geografica
Regido1  PTRALS (Peninsula de Tréia, Alcacer do Sal) 2
Regido2 ~ CBA+ALV+VLR (Cabeceira Basto, Alvéo, Vila Real 4
Regidod PTL+VNC+CBI+ARG+SGO (Ponte de Lima, Vila Nova de Cerveira, Corno do Bico, Serra d' Arga, ii
Serra de Gois)
Regido4  EST (Serra da Estrela) 3
Regido5  GER+MAL (Serra do Gerés, Montalegre) 3
Regido6  MIN+MAI+VAL+SMF (Mindelo, Maia, Valongo, Sta M Feira) 7
Regidgo7  EIX +SVO (Eixo, Sever de Vouga) 5
Regido8  MAM (Serra de S Mamede) 4
Regi#o9  PEN (Peneda) 8
Regido10 LOU (Lous3) 3
Regido11  FRE+MNT (Serra da Freita, Serra de Montemuro) 5
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Figura 8. Mapa com o agrupamento das populagdes do complexo de Sphagnum subsecundum

por areas, delimitadas a vermelho.
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3. RESULTADOS
3.1 Diversidade genética de populagdes do complexo de Sphagnum subsecundum

De todos os marcadores testados apenas se obtiveram resultados consistentes de PCR com os primers 808 e
873 Gunnarsson ef al. (2005). Analisaram-se no total 13 loci todos polimérficos (tabela 7) e foram distinguidos 43

haplétipos (exemplos de resultados no Anexo IlI).

Tabela 7. Resultado da amplificagdo com os primers ISSR 808 e 873 de amostras analisadas do complexo de
Sphagnum subsecundum.

Primer N° de loci N° de loci polimérficos Bp Temperatura de emparelhamento
808 6 6 750-350 57°C
873 7 7 700-400 58°C

Os resultados obtidos com os restantes revelaram-se dificeis de analisar, dado que se obtinham muitas bandas

que apenas se tornavam mais ténues com os aumentos sucessivos da temperatura de emparelhamento.

Obtiveram-se varios padrdes de bandas para cada um dos marcadores, que se revelaram muito polimérficos,
permitindo apenas esbogar tragos gerais de relagao entre estes com a sua distribuigdo geografica.

3.1.1 Resultados do marcador 808
Ha padrdes amplamente distribuidos (ex: 11, 13, 10, 2), ocorrendo desde areas terméfilas até montanhas no
NW do pais, outros como 6, 7, 8, 12, 25 sdo Unicos no centro e NW do (Figura 9). Os padrbes 15 e 16 ocorrem

apenas na Serra de Estrela (1600 — 2000 m). Observa-se uma maior diversidade de padrGes em areas com um

clima com marcadas tendéncias atlanticas.
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Figura 9. Distribuiao geografica dos padrdes de bandas obtidos com o marcador 808 nas amostras

analisadas do complexo de Sphagnum subsecundum.

3.1.2 Resultados do marcador 873

Vérios padroes de bandas parecem ter também uma distribuicdo bastante alargada, mas neste caso, as
populagdo mais a sul apresenta padrées Unicos (19, 25). O 15 aparece apenas na Serra da Estrela. De uma
maneira geral, com este marcador obteve-se um maior nimero de padrdes néo partilhados do que com o anterior. A

maior diversidade encontra-se igualmente no NW do pais (Figura 10).
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Figura 10. Distribuigdo geografica dos padrdes de bandas obtidos com o marcador 873 nas amostras
analisadas do complexo de Sphagnum subsecundum.

3.1.3 Composigao haplotipica das amostras quando agrupadas por regido

Da combinagéo dos padrdes obtidos para cada marcador definiram-se os haplétipos obtidos. Na figura 11 esta
representada a proporgao de haplétipos para cada regido geogréafica descrita na secgéo 2.5.
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Figura 11. Frequéncia haplotipica de cada regido geografica das amostras analisadas do complexo de
Sphagnum subsecundum.

3.1.3 Resultados de AMOVA

A anélise revelou que 69% da variag@o é intrapopulacional e que 31% interpopulacional. O valor de Fst é

significativamente diferente de zero (p<0,001; g.1=53), o que indica diferenciagdo (estruturagéo) genética entre as

populagdes (tabela 8).
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Os valores de pairwise Fst variaram entre -0,55 e 1 e as populagbes da Corno do Bico, Serra da Estrela, da
Freita, da Lousd, de S. Mamede e da Peneda (CBI, EST, FRE, LOU, MAM e PEN respectivamente) apresentam
dois ou mais valores de pairwise Fst estatisticamente significativos (tabela 9).

Tabela 8. Resultado da andlise AMOVA de 23 populagdes de Portugal do complexo de Sphagnum. subsecundum: 69% of da varigéo
observada corresponde a diferengas ao nivel infrapopulacional. A probabilidade de obter aleatoriamente valores de F« iguais ou superiores
aos encontrados é inferior a 0,001; n.s? p>0,05.

Fonte de variagao Gl Soma dos quadrados Componentes de varidncia Percentagem de variagao
Interpopulacional 22 91,120 091150 va 30,82
Intrapopulacional K 63,417 2,04570 vb 69,18

Total 53 154,537 2,95720

Fixation index Fst=0,30823

3 N&o significativo
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3.1.4 Resultados da AMOVA das amostras agrupadas por regido geografica

O resultado desta anélise foi semelhante ao anterior, 84% da variagdo é intrapopulacional e apenas 16%

interpopulacional, o valor de Fy € significativamente diferente de zero (p<0,001; g.1=53), indicando diferenciagdo

genética entre os grupos populagdes analisados (tabela 10).

Tabela 10. Resultado da analise AMOVA de 11 regides de Portugal do complexo de Sphyagnum subsecundum: 84% of da varigdo observada

corresponde a diferengas ao nivel intrapopulacional. A probabilidade de obter aleatoriamente valores de Fg iguais ou superiores aos

encontrados ¢ inferior a 0,001; n.s p>0,05.

Fonte de variagéo Gl Soma dos quadrados Componentes de varidncia Percentagem de variagio
Interpopulacional 10 47,499 047133 va 15,92
Intrapopulacional 43 107, 038 2,48926 vb 84,08

Total 53 154,537 2,96059

Fixation index Fst=0,15920

A diversidade génica variou entre 0,7 e 1 e a média de todas as populagbes foi de 1,0608+ 0,22325. A
diversidade genética média dos loci variou entre 0,13 e 0,52 e a média de todas as populagdes foi 0,37+ 0,28. As
regides 3 e 4 apresentam a maior variabilidade genética de cada loci e algumas das regiées marginais apresentam
os valores mais baixos (regido 8 — Serra da Estrela — e 10 — Serra de S. Mamede). O nimero médio de pairwise

differences variou entre 0,58 para a regido 2 e 6,82 na regido 3 (tabela 11).

Tabela 11. Indices de diversidade para cada uma das populagdes do complexo de Sphagnum subsecundum.

No. de

No. de

loci

Diversidade genética média dos

No. médio de pairwise

haplétipos polimérficos Diversidade génica loci differences
Regido1 2 2 3 1,00+ 0,50 0,23+ 0,27 300+ 245
Regido2 4 4 11 1,00+ 0,18 045+ 0,32 058+ 353
Regido3 10 8 13 0,96 + 0,06 052+ 0,30 6,82+ 351
Regidod 3 3 9 1,00+ 0,27 046+ 0,38 6,00+ 3,93
Regido5 3 3 7 1,00+ 0,27 036+ 030 467+ 313
Regido6 7 6 10 0,95+ 0,10 037+ 024 486+ 269
Regido7 5 5 10 1,00 £ 0,13 042+ 028 540+ 313
Regidod 4 4 3 1,00+ 0,18 0,13+ 0M 167+ 1,22
Regido9 8 8 13 1,00+ 0,06 045+ 0,28 593+ 317
Regidgo10 3 3 3 1,00+ 0,27 0,15+ 0,16 200+ 151
Regido11 5 5 6 0,70+ 0,22 0,18+ 0,14 240+ 1,56

Os valores de pairwise Fst variaram entre -0,08 e 0,73 e as regides 2, 8, 10 e 11 tém trés ou mais valores de

Fst significativos (tabela 12).
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Tabela 12. Anlise interpopulacional das regides do complexo de Sphagnum subsecundum estudadas: nimero médio de pairwise differences
entre populagbes (acima da diagonal), pairwise Fst values (abaixo da diagonal). Nimeros em negrito correspondem a valores

significativamente diferentes de 0 (n.s p>0,05).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
1 6,75 7.2 6,17 6,17 6,93 6,3 75 6,5 6,83 6,7
2 0,27 6,1 6,25 6,92 6,89 6,85 8,13 6,94 6,08 7,65
3 0,18 -0,05 643 6,57 6,19 6,22 6.3 6,28 6,3 6,06
4 0,21 0,05 0,01 6 6,14 587 6,83 5,92 6,44 58
5 0,34 0,23 0,08 0,11 548 5,07 517 542 4,22 5,27
6 0,36 0,24 0,05 0,14 0,13 5,23 379 546 548 4,23
7 0,25 0,18 0,01 0,04 -0,01 0,02 48 525 6,13 4,12
8 0,73 0,54 0,23 0,49 0,43 0,08 0,23 4,63 6,33 3
9 0,20 0,15 0,018 0,01 -0,01 0,01 0,08 0,10 6,33 4,55
10 0,66 0,314 0,18 0,38 0,21 0,30 0,34 0,72 0,27 6,33
1 0,61 0,48 0,18 0,34 0,37 0,12 0,05 0,31 0,05 0,64
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3.2 Diversidade genética de Platyhypnidium lusitanicum e P. riparioides

De todos os marcadores testados apenas se obtiveram resultados consistentes com os 825 e 873. No total
foram analisados 9 loci, 8 polimérficos (tabela 13) e distinguiram-se 27 haplétipos, um dos quais presentes nos dois
taxa (haplotipo 5) presente nas amostras EPL1 e PPR5 (exemplos de resultados no Anexo IV). Seis amostras de
Platyhypnidium lusitanicum de Portugal (PPL5, PPL12, PPL18, PPL19a, PPL20 e PPL21) partlham o mesmo

haplétipo — 19 — sendo este 0 mais comum (figuras 12, 13 e 14).

Tabela 13. Resultado da amplificagdo com os primers ISSR 825 e 873.

Primer N° de loci N° de loci polimérficos Bp Temperatura de emparelhamento
825 5 4 790-400 57°C
873 4 4 800-700 58°C

Hapidtipos
10 0 200480400 920 801840 Metos ~ ®  @mostras da Poriparioides
7 IS R T (B v i [ ®  amostras de P. lusitanicum

Figura 12. Distribuigéo geografica dos haplétipos na Europa de Platyhypnidium riparioides (a azul) e P. lusitanicum (a vermelho).
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Figura 14. Distribuicdo geogréfica dos haplétipos em Portugal Continental de Platyhypnidium.

lusitanicum. As amostras PPL18 e PPL19 (ndo representadas) apresentam o haplétipo 19.

3.2.1 Resultados da analise fenética

As analises por Neigbhour Joining (NJ) e UPGMA usando o indice de distancia de Nei & Li (1979) ndo separam
os dois taxa e os valores de bootstrap sdo muito baixos. Os resultados diferem, com NJ as amostras PPR1 e PPR6
sdo as mais distintas, j@ com UPGMA a amostra PPL23 é a mais diferente. A analise fenética - UPGMA, NJ -
também nao permite uma distingdo clara entre as espécies (Figuras 15 e 16). Com os dois métodos, obtiveram-se
valores de bootsrap acima dos 50% para os clades que agrupam as amostras PPR5 e EPL1, PPR4 e EPR1, FIPR1
e MPR2. A excepgdo do primeiro, todos associam amostras de Platyhypnidium riparioides de diferentes locais
(Portugal, Inglaterra e Finlandia) mas aparecem dentro de clades com amostras de P. lusitanicum. PPR5 e EPL1

sdo amostras de P. riparioides de Portugal e P. lusitanicum de Inglaterra. Nao é possivel visualizar grupos distintos
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dos dois taxa, nem agrupamentos pela proximidade geografica ou semelhanga de habitat, antes uma mistura das

amostras evidenciando a sua elevada variabilidade genética (Figuras 15 e 16).
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EPR3

SPPR2

PPL11

FPL3

e ———— |

PPRS
52 L—gpuy
- B PPR4
66 EPR1

pPL22
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— = PPL1da
I—E FIPR1
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Figura 15. Arvore resultante da andlise por NJ dos dados de ISSR de Platyhypnidium
riparioides e P. lusitanicum. Valores de bootstrap acima dos 50% apresentados nos clades.
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Figura 16. Arvore resultante da anélise por UPGMA dos dados de ISSR de
Platyhypnidium riparioides e P. lusitanicum. Valores de bootstrap acima dos 50%

apresentados nos clades.

3.2.2 Resultados de AMOVA

A analise AMOVA revelou que cerca de 94,15% da variag&o se deve a variagao intraspecifica, e o valor de Fg
obtido é significativo apenas a um nivel de significancia de 0,05 (p=0,04; ¢.I=39) (tabela 14). Estes marcadores
indicam que estas duas espécies formam dois sistemas diferenciados, com elevados valores de variabilidade
genética.
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Tabela 14. Resultado da AMOVA baseado nos dados ISSR obtidos para Platyhypnidium riparioides e P. lusitanicum. Cerca de 94% da
variagio observada corresponde a diferengas infra especificas. A probabilidade de obter aleatoriamente valores de Fst iguais ou superiores

aos encontrados é inferior a 0,05; n.s p>0,05.

Fonte de variagdo Gl Soma dos quadrados Componentes de variéncia Percentagem de variagao
Entre taxa 1 3,433 0,09853 va 5,85

Inter taxa 38 60,267 1,58596 vb 94,15

Total 39 63,70 1,68449

Fixation index Fst=0,05849
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4. DiscussAo

4.1 Sphagnum

4.1.1 Diversidade genética de populagdes do complexo de Sphagnum subsecundum

Os resultados obtidos com os marcadores utilizados revelaram um nimero elevado de padres de bandas.
Utilizados em técnicas de DNA fingerprinting, o uso destes marcadores neste estudo justifica-se, a partida, pelo o
facto de estas plantas raramente apresentarem reprodugéo sexual o presumiria que individuos de determinada area
apresentassem muito pouca variabilidade genética, o que néo se verificou. Esta variabilidade pode estar relacionada
com o facto de serem utilizados em técnicas de DNA fingerprinting e com as diferentes qualidades de DNA extraido
a partir de material fresco e de herbério, o que pode contribuir para haver muito ruido nos resultados. Obtiveram-se

quase tantos padres de bandas como individuos estudados.

Com o primer 808 (Figura 9) obtiveram-se cinco padrdes de bandas que aparecem unicamente no centro e NW
do pais e confirmam a extrema fragmentacédo destas populagdes que tém sido sistematicamente sujeitas a pressao
antropogenica. Os padrdes 15 e 16 ocorrem apenas na Serra de Estrela (1600 - 2000 m), que sofreu efeito das
glaciagdes do Quaternario (van der Knaap & van Leeuwen 1995).

De uma maneira geral, com o primer 873 (Figura 10) obteve-se um maior numero de padres néo partilhados
do que com o anterior. A populagdo mais a sul apresenta padrbes Gnicos (19, 25), 0 que se pode dever ao
isolamento prolongado destas. O padrdo 15 aparece apenas na Serra da Estrela, provavelmente pelas razdes

expostas anteriormente.

4.1.2 Diferenciagdo de populagdes

Os resultados da AMOVA indicam elevados valores de variabilidade intrapopulacional e diferenciagdo entre as
populagdes. Analisando as pairwise differences (tabela 9) verifica-se que trés das populagdes geograficamente mais
isoladas - Serra da Estrela, Serra da Lousa e Serra de S. Mamede - apresentam valores signicativamente
diferentes de Fst, indiciando alguma diferenciagao.

O que parece observar-se actualmente através dos resultados obtidos, é uma “paisagem fragmentada” do que
tera sido, entdo, uma distribuicdo mais alargada destas espécies. Assim, parecem evidentes dois factores
importantes na historia destas populagdes, por um lado, a filogeografia relacionada com as alteragdes climaticas e
re-colonizaga@o (aquando as glaciagdes do Quaternario o limite de distribuicdo destas plantas ser mais a sul, mas
apds o aquecimento do Holoceno (10000 anos até presente) esse limite recuou para Norte — Séneca et al. 1992), e
por outro, a fragmentagéo e a diminui¢o de habitats disponiveis no ultimo século. O padrdo de diferenciagéo que
observamos pode estar relacionado com estes dois factores, mas € dificil perceber qual deles é que, para cada

local, & mais influente em cada populago.
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A Serra da Estrela, € o Unico local em Portugal continental onde se acumulam depésitos de turfa e a
abundancia de plantas deste complexo é menor relativamente a outras espécies de Sphagnum (Séneca et al. 1992).
O resultado obtido, indica que a disperséo a partir e para esta area deve ser bastante limitada, o que é corroborado
pelo facto de ndo haver registo de reprodugdo sexuada destas plantas nesta drea. No final da era glacial, ha
evidéncias palinologicas que a vegetacdo na Serra da Estrela era caracterizada por diferentes zonas: deserto polar,
nas zonas de elevada altitude, vegetagéo rasteira, numa zona intermédia das montanhas, e, nos vales abrigados
nas zonas baixas, florestas de formagao aberta; o clima deveria ser bastante frio e seco (van der Knaap & van
Leeuwen 1995). Nestas condi¢des as populagbes de Sphagnum poderiam ter sobrevivido em pequenos refugios,
onde as condigdes topograficas e climaticas permitissem manter, durante a maior parte do ano, &gua com drenagem
lenta. Assim sendo, as populagdes na Serra da Estrela poderdo ser o resultado da dispersao a partir de pequenas
reflgios locais (nunataks) apds o recuo do gelo efou resultado de uma recolonizagéo posterior a partir de outras
populagdes de areas proximas actualmente extintas.

Na Serra de S. Mamede (Figura 4) estas plantas ocorrem junto a uma linha de agua, mas dado que é bastante
isolada, é pouco provavel a ocorréncia de trocas genéticas frequentes com plantas de outros locais. A ocorréncia de
Sphagnum nesta area esta restringida devido a limitagbes climaticas (Invernos frios e Verbes quentes e secos) e
topograficas (poucos locais que permitam drenagens suficientemente lentas), apenas localmente é possivel o
estabelecimento de areas higroturfosas. A populagéo da Serra da Lousa (Figura 4) aparece numa ressumancia junto
a um caminho, nao havendo mais registos de Sphagnum para aquela zona (as populagdes mais proximas sdo na
Serra da Estrela) possivelmente pelas mesmas razées. Verifica-se, portanto, um padréo de diferenciagéo, em que a
bacia do Rio Mondego (Figura 4) parece funcionar como charneira entre populagdes diferenciadas a sul e um
conjunto mais homogéneo a norte. Este tipo de padrao filogeografico foi ja verificado em outros organismos de
distribuicdo atlantica, que ocorrem em areas de floresta de caducifolia - que também desapareceram com as
alteragdes climaticas decorrentes das glaciagdes — nomeadamente para anfibios (Chioglossa lusitanica Bocage,
Alexandrino ef al. 2000), répteis (Lacerta schreiberi Bedriaga, Paulo ef al. 2002) e plantas vasculares (e.g. Quercus
robur L., Petit et al. 2002). E dado adquirido a importancia dos refugios do Sul da Europa na recolonizagéo apés a
contracgdo do gelo do Quaterndrio, serd interessante estudar com maior pormenor a dindmica destes micro-
refugios, a semelhanga do que tem sido feito para os organismos supra-citados, em espécies de briéfitas, no sentido
de cimentar o conhecimento sobre padrdes filogeograficos nestas regides. O mais provavel é que estas populagdes
sejam reliquias do Holoceno de uma anterior distribuicdo, que se tornaram isoladas pela diminuigdo de habitats
disponiveis causados pelas alteragdes climaticas e por pressao antropogénica.

Curiosamente a populagdo mais a SW Troia e Alcacer do Sal (Figura 4) ndo apresenta valores de pairwise
differences significativamente diferentes (tabela 9). Nesta &rea, as populagdes de Sphagnum ocorriam em
pequenas, e por vezes temporarias, lagoas, onde as plantas viviam completamente submersas no Inverno e
sobrevivendo em media, a 6 meses de escassa precipitagdo, gragas a sua capacidade de retengdo de agua e a
humidade do solo, sendo por isso, populagbes bastante vulneraveis a alteragbes, quer climaticas quer
antropogeénicas. O material analisado foi colhido em 1991/92, e actualmente, no local, hd uma exploragéo agricola o
que levou a extingdo da populagdo. Pode-se questionar se em 91/92 haveria suficiente fluxo genético com

populagbes mais a norte e a sul [ha registos para taxa deste complexo em Palmela (Setlbal) ( Séneca 1999,
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Séneca 2003) e registos de zonas turfosas na Serra de Monchique® (Algarve) (Beliz 1982)], e efectivos
populacionais grandes que impedissem o isolamento genético destas. Este resultado pode estar relacionado com o
facto de apenas se terem analisados dois individuos. Seria interessante re-analisar esta populagéo uma vez que é
provavelmente uma reliquia da distribuigio destas plantas durante a glaciagao do Quaternario. Num estudo de perfis
de turfa no Litoral do Alentejo (Mateus 88-89; Mateus 1991 in Séneca ef al, 1992) foram identificados esporos de
Sphagnum auriculatum, que no periodo correspondente de 5500 a 4900 anos eram bastante comuns, revelando que
ao contrério do que se verifica na actualidade populagdes deste taxa eram comuns no SW do pais, que corresponde

ao limite sul da sua distribuigdo na Europa (Séneca et al, 1992).
4.1.3 Diferenciagédo de populagdes entre regiées geograficas

Os resultados obtidos na AMOVA repartem a variagdo da mesma maneira do caso anterior e indicam,
igualmente, que ha alguma subestruturagao destas populagdes. E curioso notar que para todas as populagées ha
dois ou mais valores estatisticamente significativos de pairwise differences, o que demonstra como o nimero de
individuos por populagdo pode influenciar os resultados. Séo as regides 2 (Cabeceira Basto, Alvéo, Vila Real), 8
(Serra de S Mamede), 10 (Serra da Lousa) e 11 (Serra da Freita e Serra de Montemuro) as que apresentam mais
valores estatisticamente siginificativos, dessas a 8 e a 10 correspondem a populagdes isoladas e que representam
os limites da distribuicdo mais a sul (tabela 12, Figura 8). As outras regides (2 e 11) podem ter sido também
reflgios, que apds o aquecimento, colonizaram novas areas, a semelhanga do que observado para C. lusitanica, em
que entre o rio Mondego e Douro parecem ter existido pequenos reflgios, nomeadamente na Serra de Montemuro
(Alexandrino et al., 2000).

Contudo, contrariamente ao observado para C. lusitanica e L. schreiberi, analisando os dados dos indices de
diversidade intrapopulacional (tabela 11) ndo se verifica uma diminuigdo da variabilidade genética (média de
diversidade genética entre loci) em direcgéo ao norte, sugerindo que ndo ha grandes barreiras de dispersdo nem de
cruzamento no Norte do pais. Sdo as populagdes mais a sul que apresentam valores mais baixos de variabilidade,
provavalmente dado o seu isolamento e diminuigdo progressiva de habitats disponiveis e efectivos populacionais,
enquanto que no Norte ha um maior nimero de populages e a probablidade de cruzamento/dispersdo é maior.
Porém, os resultados obtidos para a andlise intrapopulacional estdo certamente desviados dado que, mesmo
agrupando as as populagdes, 0 nimero de amostras por regiéo varia, enviesando os resultados, principalmente a
estimativa de diversidade genética (tabela 12).

A utilizagdo de outros marcadores, como microssatélites ou testando mais primers de ISSR ou RAPDs
provavelmente permitiia uma maior resolugdo dos resultados e 0os mesmos marcadores poderiam ser ainda

utilizados para esclarecer as complexas relagdes filogenéticas entre os diferentes taxa do complexo.

4 Actualmente na suposta area turfosa néo ha Sphagnum devido a nitrificagéo do solo.
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4.2 Diversidade genética de Platyhypnidium riparioides e P. lusitanicum

Estes marcadores indicam que estas duas espécies formam dois sistemas diferenciados (o resultado de
AMOVA - tabela 14 - ¢ significativo para 0,05), com elevados valores de variabilidade genética intra taxa (cerca de
94%), sugerindo que a delimitagéo morfoldgica dos taxa ndo é acompanhada de variagédo genética entre os dois
taxa. Os resultados das andlises fenéticas (UPGMA e NJ) ndo separam os dois faxa em dois grupos diferentes nem
se consegue também deslindar um padrao geografico (Figuras 1 e 15).

Tendo em conta, a plasticidade morfolégica destas plantas e a presenga de formas intermédias entre os taxa,
estes resultados ndo sdo surpreendentes. Alguns espécimes de P. lusitanicum apresentam largos espectros de
variabilidade morfoldgica e, em Portugal, ha diversas formas especialmente em areas montanhosas com folhas mais
concavas e imbricadas que o tipo.

A variag@o molecular obtida pode explicar outros factores, como por exemplo a filogeografia, e ndo acompanhar
as variagbes de morfologia, e estes faxa corresponderem a apenas uma espécie. Experiéncias de cultivo e
transplantes reciprocos poderiam ajudar a clarificar se a variagdo morfologica destes taxa ¢ fixada geneticamente ou
se é induzida por factores ambientais. Recorrendo a microsatélites também se podera obter uma melhor informagéo
acerca da variabilidade genética destes taxa, principaimente da dindmica populacional.

Ha varios casos em briofitas de padrdes morfolégicos que ndo séo acompanhados por padrbes genéticos e
vice-versa, resultando, por um lado, em especiagdes cripticas (por exemplo, Shaw 2000, Shaw & Allen 2000) e, por
outro lado, em baixos niveis de variabilidade genética em taxa com elevada variabilidade morfolégica.

Foram ja revelados casos de especiagéo criptica em espécies de musgos e de hepaticas (exemplos em Shaw
2001), sugerindo que a uma uniformidade morfoldgica corresponde uma complexa estrutura genética, que evolui
mais rapidamente que a morfologia. Noutros casos, verificou-se que morfoespécies reconhecidas tradicionalmente
resultam como sendo polifiléticas em andlises filogenéticas, o que pode ser explicado por plasticidade morfolégica
das espécies ao meio ou por fenémenos de convergéncia genética (por exemplo, em taxa aquaticos: Vanderpoorten
et al. 2004, Vanderpoorten & Jacquemart 2004 e em taxa terrestres Stech & Wagner 2005, Werner et al. 2005a e
Werner et al. 2005b).
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos apontam que & variabilidade morfologica corresponde uma variabilidade genética. No
caso do complexo de Sphagnum subsecundum apenas perceber que as populagdes mais a sul do pais além de
geograficamente isoladas, sdo também geneticamente diferenciadas. No norte ha também populagdes
diferenciadas, como na Serra da Peneda, Serra de Montemuro e Serra da Freita. Estas populagdes tém interesse de
conservagdo, uma vez que poderdo ter sido refugios - sendo, por isso, populagdes antigas e ricas em termos de
variabilidade genética - e sujeitas a elevada presséo antropogénica.

Quanto ao problema taxonémico entre Platyhypnidium riparicides e P. lusitanicum ndo se mostraram entidades
taxonomicas distintas nesta analise. Os resultados apontam apenas para uma diferenciagdo genética entre as
amostras, que com outros marcadores podera ser resolvida. Essa diferenciagdo podera estar relacionada com a

existéncia de variantes filogeograficos.
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Diversidade genética de populagtes de Sphagnum subsecundum agg. e Platyhypnidium {usitanicum e P. riparioides

ANexo lll

Fotografias de electroforese dos produtos de PCR em amostras do complexo de Sphagnum subsecundum.

Primer 808:

Gel de poliacrilamida corado com brometo de etideo, representando uma electroforese dos produtos obtidos a partir do PCR do
primer 808 em amostras de Sphagnum As bandas cujo peso molecular esta assinalado correspondem ao marcador de pesos

moleculares (SM0403 Fermentas™), que correu na pista da direita.

As bandas consideradas neste trabalho tinham os seguintes pesos moleculares:
Banda 1: ~760 bp
Banda 2: ~740 bp
Banda 3: ~690 bp
Banda 4: ~390 bp
Banda 5: ~370 bp
Banda 6: ~350 bp
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Primer 873:
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Gel de poliacrilamida corado com brometo de etideo, representando uma electroforese dos produtos obtidos a partir do PCR do
primer 873 em amostras de Sphagnum As bandas cujo peso molecular esta assinalado correspondem ao marcador de pesos

moleculares (SM0403 Fermentas™), que correu na pista da direita.

As bandas consideradas neste trabalho tinham os seguintes pesos moleculares:
Banda 1: ~680 bp
Banda 2: ~640 bp
Banda 3: ~610 bp
Banda 4: ~580 bp
Banda 5: ~430 bp
Banda 6: ~420 bp
Banda 7: ~400bp
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ANEXO IV
Fotografias de electroforese dos produtos de PCR em amostras de Platyhypnidium lusitanicum e P. riparioides.

Primer 825:

10000 bp

1500 bp
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300 bp

Gel de poliacrilamida corado com brometo de etideo, representando uma electroforese dos produtos obtidos a partir do PCR do
primer 825 em amostras de Playthypnidium. As bandas cujo peso molecular esta assinalado correspondem ao marcador de

pesos moleculares (SM0403 Fermentas™), que correu nas pistas da esquerda e direita.

As bandas consideradas neste trabalho tinham os seguintes pesos moleculares:
Banda 1: ~780 bp
Banda 2: ~640 bp
Banda 3: ~560 bp
Banda 4: ~475 bp
Banda 5: ~400 bp
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Primer 873:

Gel de poliacrilamida corado com brometo de etideo, representando uma electroforese dos produtos obtidos a partir do PCR do
primer 873 em amostras de Playthypnidium. As bandas cujo peso molecular esta assinalado correspondem ao marcador de

pesos moleculares (SM0403 Fermentas™), que correu na pista da direita.

As bandas consideradas neste trabalho tinham os seguintes pesos moleculares:
Banda 1; ~777 bp
Banda 2; ~750 bp
Banda 3: ~732 bp
Banda 4; ~720 bp
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