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RESUMO

Enquanto que nos EUA e Canada estima-se que um quinto de suas pteridéfitas sejam espécies de
origem hibrida, no Brasil, com trés vezes mais espécies deste grupo, pouco se sabe sobre hibridos
naturais, e menos ainda sobre espécies de origem hibrida. O presente projeto tem como objetivo
adentrar neste ramo da ciéncia ainda obscuro no Brasil, continuando investigacoes prévias dos
presentes autores. A metodologia consistira em: analises populacionais in loco, coleta de espécimes
de pteridéfita, analises morfologicas dos supostos hibridos e seus parentais, sequenciamento de
regioes do DNA do cloroplasto e da mitocondria (identidade materna), e sequenciamento de regioes
do DNA nuclear (identidade materna e paterna).
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ABSTRACT

It is estimated that one fifth of the pteridophytes from USA and Canada are species of hybrid origin.
In Brazil, with three times more species than these two countries, there is little knowledge about
natural hybrids, and even less data on species with hybrid origin. In this project, we intend to enter
in this branch of science still obscure in Brazil, continuing our previous studies. The methodology
consists of: local observation of populations, collection of specimens, morphological analyses of the
putative hybrids and their parents, chloroplast and mitochondrial DNA sequencing (maternal
inheritance), and nuclear DNA sequencing (maternal and paternal inheritance).
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INTRODUCAO

Nos sistemas de classificacao atuais (e.g., PPG I 2016) as pteridofitas correspondem a duas
Classes de plantas: Polypodiopsida e Lycopodiopsida. Polypodiopsida compreende plantas
popularmente chamadas de samambaias, avencas, cavalinhas, xaxins, samambaiucus, orelhas-de-
onga, chifres-de-veado e rendas. Ja Lycopodiopsida compreende as selaginelas, patas-de-lobo, e
algumas espécies ornamentais erroneamente chamadas de “musgos” (musgo-azul, musgo-brasileiro,
musgo-variegado). Estes dois grupos somam cerca de 12.000 a 15.000 espécies no Mundo (Moran
2008; PPG I 2016). O Brasil, com sua vasta extensdo territorial e, principalmente, pelas florestas
montanhosas quentes e Umidas favordveis a diversidade destes grupos, abriga 1.427 espécies
atualmente conhecidas — ou seja, cerca de 10% da biodiversidade mundial (Prado et al. 2015; Flora
do Brasil 2020; Flora & Funga do Brasil 2026). O numero de espécies conhecidas vem
constantemente aumentando, tendo subido de 1.053 a 1.111 no intervalo dos anos 2010 a 2015, por
exemplo (Prado et al. 2015).

As pteridéfitas sdo caracterizadas por serem plantas vasculares, com marcada alternancia de
geracao, na qual o gamet6fito é a fase haploide, produtora de gametas masculinos e femininos, e o
espordfito, a fase diploide, produtora de esporos via meiose. O esporofito é a fase perene,
vegetativa, duradoura, macroscopica, conhecida pelas pessoas em geral; ja o gametofito é efémero,
temporario, quase microscopico e praticamente imperceptivel. A partir da década de 1950,
principalmente a partir da obra de Manton (1950), passou-se a saber que as pteridéfitas sao plantas
que comumente hibridizam na natureza. Em outras palavras, duas espécies distintas, porém
filogeneticamente proximas (da mesma familia, género, clado, etc.), quando produzem gametofitos
espacialmente préximos, sdo capazes de inter-fecundar seus gametas e produzirem esporoéfitos
hibridos. O resultado destas hibridizacdes sdo, geralmente, plantas com crescimento e
desenvolvimento vegetativo normais, porém inférteis, incapazes de parear cromossomos e, por
conseguinte, incapazes de formar esporos viaveis e se dispersar (Manton 1950). Porém, alguns
botanicos foram além (ver copilacdo em Grusz 2016) e descobriram que as pteridéfitas apresentam
um incrivel mecanismo biolégico que pode contornar esta impotencialidade: elas podem sofrer
apomixia, ou seja, a formacdo de esporos sem a ocorrréncia de meiose (diplosporia), seguida da
formacdao de gametofitos diploides, culminando em esporéfitos formados a partir de células
somaticas dos gameto6fitos (apogamia). Assim, estes hibridos incialmente estéreis passam a formar
populagOes viaveis.

Uma outra mudanga, ainda mais radical que pode acontecer com estes hibridos estéreis, é a

formacao de seres alotetraploides. Inicialmente, os hibridos seguem o mesmo caminho apomitico: a
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formacdo de esporos sem a ocorrréncia de meiose, seguida da formacdao de gametofitos diploides; \(-:f,.\.\_-. {;/
porém, os gametofitos formam gametas vidveis (também diploides) que podem se fecundar, seja por
auto-fecundacdo do gametofito, ou seja por fecundacdo cruzada de gameto6fitos adjacentes. O
resultado é a germinacdo de espordfitos alotetraploides. Estes alotetraploides passam entdo a
produzir esporos viavies, uma vez que sdao capazes de parear os cromossomos duplicados. Por
consequéncia da ploidia duplicada, estes hibridos passam a ser reprodutivamente incompativeis com
seus progenitores. Com este isolamento reprodutivo hd, entdo, a especiagdo: a formacao de uma
nova espécie através da evolucdo reticulada, diferente de ambas as espécies progenitoras
(Barrington et al. 1989; Haufler 2008; Chao et al. 2012; Sessa et al. 2012; Sigel 2016). Na
literatura, estes seres sdo chamados de hibridos alotetraploides ou, melhor, de espécies de origem
hibrida alotetraploide.

Os EUA e Canada juntos apresentam praticamente o dobro da extensao territorial do Brasil,
porém cerca de apenas 400 espécies de pteridofitas (FNAEC 1993; Moran 2008), devido ao clima
menos favoravel. Destas ca. 400 espécies, a estimativa é que 20% (ca. 80 espécies) sejam de origem
hibrida alotetraploide ou alopoliploide (FNAEC 1993; Haufler 2008; Sigel 2016). No Brasil, com
cerca de trés vezes mais espécies, o conhecimento sobre os hibridos e espécies de origem hibrida
ainda esta se iniciando, sendo alvo de alguns estudos recentes, principalmente pelos proponentes do
presente projeto. Até o momento, foram documentados hibridos entre espécies dos seguintes
generos: Alsophila (Conant 1983), Anemia (Mickel 2016; Rabelo & Schwartsburd 2016; Pena et al.
2017; Pereira et al. 2022), Blechnum (Dittrich et al. 2015; Medeiros & Schwartsburd 2023;
Carvalho et al. in prep.), Cyathea (Lehnert & Weigand 2013; Schwartsburd et al. 2015),
Doryopteris (Sehnem 1979; Schwartsburd et al. 2017; Oliveira et al. 2024), Hypolepis
(Schwartsburd & Prado 2016; Schwartsburd et al. 2020; Yafiez et al. 2022), Isoétes (Pereira et al.
2015, 2019), Lygodium (Rabelo & Schwartsburd 2016), Oleandra (Schwartsburd et al. 2016;
Miranda & Schwartsburd in press), Salvinia (Miranda & Schwartsburd 2019; Holt Jr. et al. 2023;
Sigel et al. 2025), e Serpocaulon (Schwartsburd & Smith 2013; Sanin et al. 2023; Schwartsburd et
al. in press). Dois hibridos inter-genéricos também ja foram relatados, entre os géneros-irmao
Cyclodium e Polybotrya (Engels & Canestraro 2017; Schwartsburd et al. 2018).

Boa parte dos hibridos acima citados foram evidenciados apenas por estudos morfologicos;
alguns outros por estudos morfolégicos acompanhados de estudos populacionais in loco. Mas,
apenas uns poucos tiveram também estudos genéticos para evidéncias mais robustas, principalmente
na confirmacdo do progenitor materno, via sequéncias do cloroplasto (e.g., Schwartsburd et al.

2020; Yaiiez et al. 2022; Holt Jr. et al. 2023).
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Quanto a espécies de origem hibrida, esta lacuna no conhecimento evidencia o quanto ainda

ndo se sabe sobre a biodiversidade brasileira, o quanto a pesquisa basica ainda precisa avancar neste
grande territorio, e o quao longe ainda se esta da qualidade de pesquisa dos EUA e Canada, por
exemplo. Dentre os estudos acima citados, apenas uma espécie de Alsophila, uma de Cyathea, e
algumas de Isoétes e Salvinia foram categorizadas como “espécies de origem hibrida” (Conant
1983; Lehnert & Wigand 2013; Pereira et al. 2015, 2019; Holt Jr. 2023; Sigel et al. 2025). Ainda
assim, dentre elas, apenas as espécies de Isoétes e Salvinia tiveram evidéncias genéticas de suporte
— as espécies Alsophila e Cyathea foram assim classificadas baseando-se apenas em caracteristicas
morfoldgicas.

No cenério atual de perda de biodiversidade, quer seja pela destruicao total ou fragmentacao
de habitats, quer seja por mudangas climaticas, quer seja por outros motivos, o quanto se esta
ganhando em biodiversidade? Quantas especies estdo sendo formadas em tempo real? Assim,
através deste projeto, os proponentes pretendem investir neste ramo das Ciéncias Naturais ainda
obscuro no Brasil. Pretende-se evidenciar a evolucdo reticulada em pteridéfitas brasileiras,

investigando a hibridizacao natural e espécies de origem hibrida.

OBJETIVO GERAL
Evidenciar a evolucdo reticulada em pteridéfitas brasileiras, investigando a hibridizacdo natural e

espécies de origem hibrida.

Objetivos Especificos
Investigar e descrever novos eventos de hibridizacdo natural nas pteridofitas brasileiras;
Inferir sobre as herancas materna e patrena dos hibridos;

Inferir sobre espécies de origem hibrida.

MATERIAIS & METODOS

Expedicdes a campo

Serdo feitas expedi¢des a campo para a visualizacdo in loco de populagdes e para a procura
de potenciais hibridos de pteridofitas. Serdo coletados amostras em forma de exsicatas, a serem
tombadas nos herbarios RB, SP, UPCB e VIC; e também fragmentos laminares acondicionados em

silica-gel.
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Anadlise morfolégica

A primeira evidéncia de hibridizacdo ocorre quando se constatam espécimes com morfologia
intermediaria entre duas espécies conhecidas. Inclusive, para validamente publicar o nome de um
hibrido, deve-se fazer uma descricdo morfolégica do mesmo, comparando com e indicando os
provaveis progenitores (Turland et al. 2018 — Capitulo H). O estudo morfolégico é feito com

observagoes e medicdes de exsicatas, macroscopicamente e também sob estereo-microscopios.

Identidade materna

Estudos prévios indicam que o cloroplasto e a mitocondria das pteridéfitas sao herdados
através da célula gamética feminina (= oosfera), similar a muitos outros organismos (e.g., Sheffield,
2008; Wolf & Roper 2008; Sessa et al. 2012; Kuo et al. 2018). Assim, os DNAs destas organelas de
geracoes F1 é igual aos do G materno. No caso dos hibridos, eles tém os mesmos cpDNA e mtDNA
da espécie diploide que contribuiu com a oosfera — é impresindivel relembrar que a tetraploidia
ocorre no DNA nuclear, e ndo no das organelas. Logo, por comparagoes de sequéncias de cpDNA e
mtDNA é possivel identificar qual espécie é a progenitora materna dos hibridos.

Para esta identificacdo serdo utilizados pelo menos dois marcadores génicos do cloroplasto:
um de evolugdo lenta, para se atestar a posicdo filogenética dos hibridos e dos parietais; e outro de
evolucao rapida, para se detectar nuancias no DNA que refinem as posi¢oes filogenéticas.

A principio serdo sequenciados o rbcL de todos os taxons a serem analizados — o rbcL é
considerado um dos fingerprint de plantas. J4 o marcador de evolucdo rapida, serd escolhido de
acordo com cada grupo, por exemplo o rpl16 para Dennstaedtiaceae (Schwartsburd et al. 2020), o
rps4-trnS para Polypodiaceae (Labiak & Moran 2017), e assim por diante.

Para a extracdao de DNA se seguira o protocolo padrao de CTAB. Os protocolos de PCR
seguirdo trabalhos de filogenia ja existentes para cada grupo (e.g., Labiak & Moran 2017;
Schwartsburd et al. 2020). A extracdo de DNA e a producdo de PCRs serdo feitas no LASEP,
laboratério onde os proponentes trabalham. O sequenciamento dos produtos de PCR sera feito por
companhias terceirizadas.

Uma vez com as sequéncias em maos, elas serdo paredas e editadas no software Geneious V.
9.1.2 (Biomatters Ltd., San Francisco, California, USA), e alinhadas com o plugin MAFFT neste
mesmo software. Com a adicao de sequéncias de outgroups adquiridas no GenBank, serdo feitas
arvores filogenéticas a partir de analises de Massima Verossimilhanca e Andalise Bayesiana. As

arvores geradas serdo analizadas no software FigTree (Rambaut 2018).

Assinatura Simples realizada por: Pedro Bond Schwartsburd (XXX.928.309-XX) em 11/02/2026 15:05 Local: CIDADAO. Inserido ao protocolo 25.412.285-8 por: Pedro
Bond Schwartsburd em: 11/02/2026 15:05. Documento assinado nos termos do Art. 38 do Decreto Estadual n® 7304/2021. A autenticidade deste documento pode ser
validada no endereco: https://www.eprotocolo.pr.gov.br/spiweb/validarDocumento com o cédigo: 7b81978f6f4977e95cd9ade563f80asf




Identidade paterna

Para a identidade paterna existem algumas técnicas diferentes. Alguns pesquisadores
utilizaram com sucesso o sequenciamento de proxima geracao (next generation), no qual grandes
partes ou a totalidade do genoma nuclear é sequenciado (e.g., Rothfels et al. 2016). Infelizmente, no
Brasil esta técnica é ainda muito cara e dependeria de financiamento complementar a este projeto.
Entretanto, existem técnicas mais baratas para se a origem paterna dos hibridos: o sequenciamento
de regides especificas do DNA nuclear. Nas pteridofitas, dois marcadores tém dados respostas
positivas neste sentido, o0 gapCp e o PgiC (Schuettpelz et al. 2008; Chao et al. 2012; Sessa et al.
2012). Quando o sequenciamento destes marcadores geram mais de uma sequéncia para uma
mesma amostra, percebe-se que sao diferentes alelos, evidenciando-se, assim, herancas hibridas.

Pretende-se sequenciar estes dois marcadores, no presente projeto.

CRONOGRAMA E ORCAMENTO

O cronograma do projeto é maleavel, dependendo da disponibilidade das viagens de coleta —
tanto por parte dos pesquisadores proponentes, quanto pela recepcao pelas Unidade de
Conservacdo. Depois de uma expedicdo de coleta feita (1° més), nos dois meses seguintes serao
feitas a identificacdo dos espécimes e a extracao de DNA; no quarto més serdo produzidos os PCRs
e o sequenciamento. No quinto e sexto més fazem-se as analises filogenéticas; e no sétimo e oitavo
meés os resultados sdo escritos na forma de artigos cientificos a serem publicados.

Este projeto é custeado em parte pela FAPEMIG, em parte pela CAPES (via PROAP), e em
parte pela propria UFV.
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