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Organizacao da Tese

Para a maior compreensdo do leitor, a presente tese esta organizada em uma introdugédo
geral da Familia Fissidentaceae Schimp., incluindo a justificativa da pesquisa, seguida

pela divisao de trés capitulos.

Capitulo 1. Filogenia de Fissidentaceae Schimp. (Bryophyta) — Compreende os estudos
filogenéticos e morfoldgicos das espécies de Fissidentaceae com ocorréncia registrada
para o Brasil. Foi amplificado os marcadores rps4 e trnG e realizadas as analises de
Maxima Parcimonia, Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana, para testar a monofilia do

género Fissidens.

Capitulo 2. Phylogeny and morphology of Fissidentaceae Schimper. in the South
Atlantic islands and description of a new species— Trata-se do estudo das espécies de
Fissidentaceae com ocorréncia registrada para as llhas da Trindade e Fernando de
Noronha relacionando-as com as espécies continentais, compde analises morfologicas e
analises filogenéticas com o uso dos marcadores rps4 e trnG. Os resultados proporcionam
a descricdo de duas novas espécies para a ciéncia, como também um novo registro de
ocorréncia para o arquipélago Fernando de Noronha. Artigo publicado na revista

Cryptogamie, Qualis B1.

Capitulo 3. Taxonomic notes on South American Fissidens (Fissidentaceae) Estudo
molecular das espécies complexo do subgénero Fissidens — Abarca estudos filogenéticos
e morfoldgicos das espécies de dificil delimitacdo que sdo encontradas dentro do
subgénero Fissidens, para este estudo foi utilizado os marcadores rps4 e trnG, buscando
esclarecer a melhor delimitagdo dessas espécies. Este estudo permitiu a sinonimizagéo de
Fissidens acacioides e a validacdo da espécie nova F. trindadensis (Artigo em processo

de submissdo na Revista Phytotaxa).
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RESUMO

Fissidentaceae Schimp. E uma das maiores familias de bridfitas e possui apenas
um género, Fissidens que abrange cerca de 440 espécies. O primeiro sistema de
classificacdo que tratou da familia foi publicado por Mdiller, em 1901, na obra “Genera
Muscorum Frondosorum” e abrange trés géneros, Fissidens Hedw. Conomitrium Mont.
e Moenkemeyera Miill. Hal. Posteriormente, outras classificacdes foram realizadas, mas
todas elas baseadas apenas em dados morfoldgicos e somente em 2018 foi publicado uma
nova circunscricao para o género utilizado dados moleculares, no entanto, apenas com
espécies oriundas do Japdo. Sendo assim, este estudo teve como objetivo propor uma
hipdtese filogenética para a familia Fissidentaceae baseada em dados moleculares e testar
o monofiletismo dos subgéneros de Fissidens propostos por Pursell & Bruggeman-
Nannenga (2004) e Suzuki et al. (2018) tratados para o Brasil. Foram coletadas 95
amostras frescas e selecionadas 351 amostras de herbarios para extracdo, amplificacéo e
sequenciamento, e também incluiu-se 10 amostras do GenBank. Foram sequenciados 0s
marcadores de cloroplasto rps4 e trnG, obtendo posteriormente resultados de anélises de
Méxima Parcimonia, Maxima Verossimilhanca e analise de Inferéncia Bayesiana.
Obteve-se aproximadamente 150 novas sequéncias (de distintas regides do DNA) para as
espécies de Fissidentaceae ocorrentes no Brasil, incluindo as espécies do arquipélago
Fernando de Noronha e Ilha da Trindade. Os estudos filogenéticos e a morfologia
corroboram para a circunscricdo de alguns dos subgéneros de Fissidens, evidenciando
que os subgéneros propostos por Pursell & Bruggeman-Nannenga (2004) ndo sdo todos
monofiléticos, pois o subgénero Octodiceras (Brid). Broth. mencionado pelos autores se
mistura ao subgénero Fissidens. Contudo, para o Brasil sdo reconhecidos trés clados bem
suportados: Pachyfissidens (Mull Hal.) Kindb., Fissidens e Aloma Kindb. Também foram
estudadas as espécies de Fissidentaceae do arquipélago Fernando de Noronha e Ilha da
Trindade comparando-as com as do continente, mostrando que as espécies das ilhas séo
geneticamente e morfologicamente semelhante as amostras do continente, com excegéo
de duas espécies que anteriormente, estavam identificadas erroneamente como F. crispus
Mont. (Fernando de Noronha) e F. zollingeri Mont. (Ilha da Trindande) permitindo dessa
maneira a descri¢do de duas novas espécies F. noronhensis Teixeira, Bordin & M. Carv.-
Silva e F. trindadensis respectivamente. Para o Arquipélago Fernando de Noronha

também foi registrado uma nova ocorréncia, F. steerei Grout. Esses estudos moleculares
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com as espécies brasileiras também permitiram uma nova sinonimizacdo para F.

acacioides Schrad.

Palavras chave: Fissidens, rps4, trnG, ilhas, sinonimizacéo, espécie nova

ABSTRACT

Fissidentaceae Schimp. It is one of the largest families of bryophytes and has only
one genus, Fissidens, which encompasses about 440 species. The first classification
system that dealt with the family was published by Miiller, in 1901, in the work “Genera
Muscorum Frondosorum” and covers three genera, Fissidens Hedw. Conomitrium Mt.
and Moenkemeyera Mull. Hal. Subsequently, other classifications were carried out, but
all of them based only on morphological data and only in 2018 a new circumscription
was published for the genus using molecular data, however, only with species from Japan.
Therefore, this study aimed to propose a phylogenetic hypothesis for the family
Fissidentaceae based on molecular data and to test the monophyly of the Fissidens
subgenera proposed by Pursell & Bruggeman-Nannenga (2004) and Suzuki et al. (2018)
treaties for Brazil. 95 fresh samples were collected and 351 herbarium samples were
selected for extraction, amplification and sequencing, and 10 samples from GenBank
were also included. Chloroplast markers rps4 and trnG were sequenced, obtaining later
results of Maximum Parsimony, Maximum Likelihood and Bayesian Inference analysis.
Approximately 150 new sequences were obtained (from different DNA regions) for
species of Fissidentaceae occurring in Brazil, including species from the Fernando de
Noronha archipelago and Trindade Island. Phylogenetic and morphological studies
corroborate the circumscription of some of the subgenera of Fissidens, showing that the
subgenera proposed by Pursell & Bruggeman-Nannenga (2004) are not all monophyletic,
as the subgenus Octodiceras (Brid). Broth. mentioned by the authors is mixed with the
subgenre Fissidens. However, for Brazil, three well-supported clades are recognized:
Pachyfissidens (Mull Hal.) Kindb., Fissidens and Aloma Kindb. The species of
Fissidentaceae from the archipelago Fernando de Noronha and Ilha da Trindade were also
studied, comparing them with those from the mainland, showing that the species from the
islands are genetically and morphologically similar to the samples from the mainland,
with the exception of two species that were previously identified. erroneously as F.

crispus Mont. (Fernando de Noronha) and F. zollingeri Mont. (llha da Trindande) thus
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allowing the description of two new species F. noronhensis Teixeira, Bordin & M. Carv.-
Silva and F. trindadensis respectively. A new occurrence was also recorded for the
Fernando de Noronha Archipelago, F. steerei Grout. These molecular studies with the

Brazilian species also allowed a new synonymization for F. acacioides Schrad.

Keywords: Fissidens, rps4, trnG, islands, synonymization, new species

Introducao Geral

As bridfitas sdo o segundo maior grupo de plantas terrestres do Brasil, com
aproximadamente 1.607 espécies (Flora e Funga do Brasil 2022). Este grupo compreende
trés linhagens evolutivas, as hepéticas (Marchantiophyta), os musgos (Bryophyta) e os
antoceros (Anthocerotophyta). Dentre essas linhagens, reconhecidas taxonomicamente
como divisdes, Bryophyta se destaca em numero de espécies e sdo altamente
diversificadas e distribuidas em todos os ecossistemas terrestres, desde as regides polares
até os tropicos (Frey & Stech 2009). Séo estimadas para o Brasil cerca de 895 espécies
de musgos (Bryophyta), distribuidas em 280 géneros e 73 familias (Flora e Funga do
Brasil 2022).

As formas de vida dos musgos sao influenciadas por condi¢fes microclimaticas e
estdo fortemente relacionadas as condi¢cbes de umidade e luminosidade. Algumas
espécies apresentam baixa tolerancia a dessecacéao, predominando em ambientes Umidos
e sombreados. Por outro lado, outras espécies, estao relacionadas a locais mais secos, por

possuirem caracteristicas que conferem tolerancia a baixa umidade (Glime 2007).

Devido ao numero limitado de caracteres morfolgicos disponiveis, a
identificacdo das espécies de bridfitas por meio da morfologia €, frequentemente, dificil
(Vanderpoorten & Goffinet 2009). As circunscri¢cbes de espécies e o significado da
variabilidade morfoldgica sdo muitas vezes mal compreendidos, principalmente, em
complexos de espécies afins (Lang & Stech 2014). Com esta problematica de
identificacdo morfologica, os estudos ecolégicos geralmente tratavam este grupo de
plantas como Unica categoria sem distin¢do de espécies, ou distinguiam apenas géneros

ou poucas espécies facilmente reconheciveis (Hudson & Henry 2010).
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Dentre as familias das Bryophyta que predominam nessa complexidade, vale
ressaltar Fissidentaceae que € uma das mais bem representadas no grupo dos musgos,
(Costa et al. 2015), formada por um Unico género Fissidens Hedw. com cerca de 440
especies (Suzuki et al. 2018). Apesar da familia estar bem delimitada, a distincdo de
especies é, taxonomicamente, dificil (Iwatsuki & Suzuki 1982) pois possui morfologia
muito varidvel (Pursell 2007, Bordin & Yano 2013) devido as diferengas de tamanho,

morfologia dos filidios e ornamentacgdo das células, entre outras caracteristicas.

Diante desse pressuposto, € necessario estudos com enfoque molecular, com o
intuito de resolver a problematica taxondmica do grupo, e melhor conhecer as espécies
de Fissidentaceae, ja que a filogenia das espécies que ocorrem no Brasil, permanece
desconhecida.

Justificativa

Fissidentaceae € uma familia bem delimitada morfologicamente, porém existe
uma complexidade taxondmica no seu Unico género Fissidens (lwatsuki & Suzuki 1982),
que é muito variavel (Pursell 2007), devido as espécies apresentarem diferencas
morfoldgicas e celulares, consequentemente, consideradas dificeis para a identificacdo
(Bordin & Yano 2013). A estrutura do filidio e o tipo de peristbmio sdo caracteres
utilizados para reconhecer Fissidens, no entanto, as relacBes entre os téxons

infragenéricos ainda permanecem incertas (Pursell & Bruggeman-Nannenga 2004).

Considerando essa grande complexidade taxondmica infragenérica e que 0s
estudos utilizados para a compreensao e classificacdo atual das espécies que ocorrem no
Brasil estdo direcionados apenas para a morfologia, outras propostas de estudos como o
uso de dados moleculares, podem esclarecer essas relacfes filogenéticas e evolutivas, ou
até mesmo fornecer subsidios para delimitar melhor os subgéneros e as espécies e
propostas por Pursell (2007). Nessa perspectiva, este estudo permitira uma melhor
compreensdo da familia, a circunscri¢do dos subgéneros e os caracteres morfoldgicos que
os delimitam. O trabalho também contribuira para o entendimento sobre a evolucdo dos

caracteres morfoldgicos, além das relagdes evolutivas entre as espécies.

Embora exista um trabalho com dados moleculares para o género (Suzuki et al.
2018) e importante que mais dados moleculares de outras espécies se tornam disponiveis

para elucidar a classificagdo infragenérica de Fissidentaceae, principalmente, voltados
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para as especies que ocorrem no Brasil, por exemplo, o complexo de espécies do género
Fissidens, secdo Fissidens citado por Bordin & Yano (2013) que possuem poucas
caracteristicas morfoldgicas estaveis, sendo dificil a distingdo das mesmas.

Objetivo geral:

Este estudo teve como objetivo propor uma hipotese filogenética para a familia
Fissidentaceae baseada em dados moleculares e testar o monofiletismo dos subgéneros
de Fissidens propostos por Pursell & Bruggeman- Nannenga (2004) e Suzuki et al. (2018)

tratados para o Brasil.

Objetivos especificos:

Entender o valor evolucionario das variagbes morfolégicas e genéticas
encontradas entre as populcdes das espéceis de Fissidens entre as ilhas Fernando de
Noronha e Ilha da Trindade e do continente.

Verificar a circunscricdo dos subgéneros de Fissidens e algumas espécies

brasileiras do género.
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CAPITULO 1

Filogenia de Fissidentaceae Schimp. (Bryophyta)

RESUMO

Fissidentaceae possui apenas um género, Fissidens e abrange cerca de 440 espécies,
sendo registradas 66 para o Brasil em todas as fitofisionomias. Embora existam varias
classificacfes propostas para 0 género, nenhuma tentativa de classificagdo combinando
dados morfologicos e moleculares foram feitos contendo as espécies brasileiras. Aqui
apresentamos pela primeira vez uma arvore filogenética com as espécies do Brasil

resultante de dados concaternados de dois marcadores de cloroplasto, rps4 e trnG. Foram
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sequenciados 48 taxons de Fissidens e os dados morfoldgicos e moleculares confirmam
o monofiletismo do género e evidencia trés subgéneros, Pachyfissidens (Mull.Hal.)
Kindb., Fissidens Hedw. e Aloma Kindb.

Palavras-chave: Fissidens, taxonomy, morfologia, marcador rps4, marcador trnG,

subgéneros

1. Introducéao

Fissidentaceae Schimp. pertence a classe Bryopsida e a ordem Dicranales
(Goffinet et al. 2009). Com cerca de 440 espécies (Suzuki et al. 2018), para o Brasil sdo
registrados 66 taxons, dos quais 7 sdo endémicos (Bordin 2022, Teixeira et al. 2022). A
familia tem sido considerada a segunda maior familia de musgos e as suas espécies estdo
distribuidas em todos os dominios geograficos, com maior nimero, na Mata Atlantica
com cerca de 55 espécies (Bordin 2022).

A familia é reconhecida pela lamina vaginante, a estrutura do filidio com limbidio
e pelo peristdmio com dentes divididos. O nome do género Fissidens é de origem latina
(Fissus = Fenda + dens = dente) e refere-se a divisdo dos dentes do peristdmio que segue
até grande parte do seu comprimento. Desde 1901 este género foi separado em outros
géneros, secoes e subgéneros pelo uso da classificacdo da variagdo dessa estrutura (Pursell
2007).

O género Fissidens foi descrito por Hedwig (1801) sendo reconhecidas 14
espécies baseadas nos dentes dos peristdmios simples e bifidos. No entanto, o primeiro
sistema de classificacao que tratou da familia foi publicado na obra “Genera Muscorum
Frondosorum” (Muller 1901) e abrange trés géneros, Fissidens Hedw. Conomitrium

Mont. e Moenkemeyera Mull. Hal.

Baseado nesta ultima classificacdo Brotherus (1909,1924) constituiu uma nova
divisdo para a familia, o mais amplamente aceito e adotado na época, no qual considerava-
se quatro géneros: Fissidens Hedw., Fissidentella Cardot., Moenkemeyera Miill. Hal. e

Simplicidens Herzog.

Posteriormente, outras classificagdes surgiram (Cardot 1909, Herzog 1909, Grout
1941,1943, Iwatsuki 1985) e outros géneros foram descritos para a familia (Fissidentella

Cardot., Simplicidens Herzog., Bryoxiphium Mitt., Sarawakia (Mull. Hal.) Z. Iwats. e
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Serridium (Mill. Hal.). Entretanto, a classificacdo baseada em caracteres morfoldgicos
e amplamente utilizada atualmente, foi proposta por Pursell & Bruggeman-Nannenga
(2004), na qual classificaram a familia com apenas um género, Fissidens.

Pursell & Bruggeman-Nannenga (2004) revisaram os taxons infragenéricos de
Fissidens, dividindo o género em quatro subgéneros, Aloma Kindb., Fissidens Hedw.,
Octodiceras (Brid.) Mitt. e Pachyfissidens Mull. Hal.,, com base nos caracteres
morfologicos utilizados por Brotherus (1924), como distribuicdo e extensao do limbidio,
ornamentacdo da parede das células, e adicionaram outros caracteres, como tipo de
peristbmio, tipo de costa e numero de fileiras de células do exotécio. Pursell &
Bruggeman-Nannenga (2004) também subdividiram o subgénero Fissidens em duas
secOes: Fissidens e Sarawakia (Mull. Hal.) Pursell & Brugg-Nann. O subgénero
Pachyfissidens em trés secdes: Amblyothalia Mull. Hal. (este engloba as espécies
consideradas as mais basais do género), Crispidium Mull. Hal., e Pachyfissidens Mull.
Hal., entretanto, os subgéneros Aloma e Octodiceras ndo foram subdivididos, sendo

ambos 0s subgéneros considerados os mais derivados dentro do grupo pelos autores.

No Brasil séo citadas a ocorréncia de representantes de todos os subgéneros e

secdes, com excecdo de Sarawakia e Crispidium (Pursell & Bruggeman-Nannenga 2004)

O ultimo estudo que tratou da familia (Suzuki et al. 2018) considerou apenas 0
género Fissidens dividido em trés subgéneros (Fissidens, Pachyfissidens e
Neoamblyothallia Tad.Suzuki & Z. Iwats). As espécies que compreendiam o subgénero
Octodiceras e Aloma da classificacdo de Pursell & Bruggeman-Nannenga (2004)

passaram a pertencer ao subgénero Fissidens.

Para esta classificacdo, Suzuki et al. (2018) analisaram 50 representantes do
género Fissidens e dividiram os trés subgéneros em sete secOes: Fissidens compreende
as secOes Fissidens, Polypodiopsis Mull.Hal., Aloma Kindb., Areofissidens Mull.Hal. e
Semilimbidium Mull.Hal., vale ressaltar que essas quatro secdes sdo equivalentes ao
subgénero Aloma proposto por Pursell e Buggeman-Nannenga (2004), o subgénero
Neoamblyothallia dividido em duas se¢c6es Neoamblyothallia Tad. Suzuki & Z. Iwats. e
Crispidium (Mill.Hal.) Broth; e o subgénero Pachyfissidens sem nenhuma se¢éo, sendo
este ultimo, considerado o grupo mais basal de Fissidentaceae. A se¢do Semilimbidium é

amais derivada, e sua elevada diversidade nos tropicos, pressupde que a historia evolutiva
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do género aconteceu por meio da adaptacéo e diversificagdo em regides tropicais (Suzuki
et al. 2018).

No Brasil, os primeiros trabalhos que listaram espécies de Fissidentaceae foram
os da Flora Brasiliensis de Hornschuch (1840) com duas espécies, de Angstrom (1876)
com nove especies para Caldas (Minas Gerais), Hampe (1879), com nove espécies para
Sdo Paulo e Rio de Janeiro e Brotherus (1895) com 13 espécies coletadas no Rio de
Janeiro, Sao Paulo e Minas Gerais. Sehnem (1972) realizou um trabalho com a familia,
tratando 35 espécies em sua obra “Musgos Sul-Brasileiros, descrevendo Fissidens

flaveolus (hoje sindnimo de F. brevipes Besch.).

Desde ntdo, outros estudos foram realizados para as espécies da familia (Yano &
Oliveira-e-Silva, 1997; Pursell, 2007; Oliveira & Bastos, 2010). Dentre esses, vale
ressaltar o da Flora Neotrdpica (Pursell 2007), onde sdo apresentadas chaves de
identificacdo para os subgéneros, secdes e espécies, descri¢des, distribui¢do geogréafica e

ilustracGes para cada taxon.

Buscando compreender melhor as espécies com ocorréncia no Brasil, Bordin &
Yano (2013) desenvolveram um trabalho com anélises morfologicas e morfométricas, e
estudaram detalhadamente por meio de microscépio eletrénico de varredura as papilas
foliares. Foram encontrados 72 tdxons de Fissidens para o Brasil, sendo uma nova espécie
descrita: Fissidens pseudoplurisetus Bordin, Pursell & O. Yano e foram registradas trés
novas ocorréncias para o pais: F. ecuadorensis Pursell& Brugg. -Nann., F. steerei Grout
e F. yucatanensis Steere. Bordin & Yano (2013) identificaram um complexo de espécies
do subgénero Fissidens, secdo Fissidens, contendo 13 téxons, através do estudo
morfométrico o qual confirmou a grande variabilidade dos caracteres dentro entre os
taxons mostrando a presenca de poucas caracteristicas morfologicas estaveis. Neste
tratamento taxonémico foi apresentada uma chave para a identificacdo dos taxons de
Fissidentaceae que ocorrem no Brasil, seguido de descrigdo, ilustracdo, distribuicdo
geografica e comentarios, porém, para a elaboracdo da chave, ndo foram utilizadas

categorias, como subgéneros e se¢oes.

Em Fissidentaceae, algumas espécies sdo muito semelhantes, e os caracteres
utilizados para identificagdo sdo muito varidveis, tornando dificil a delimitagdo
taxonémica das mesmas (Pursell 2007, Bordin & Yano 2013). Assim, trabalhos com

enfoque molecular em musgos, tém sido alvo de pesquisadores, a fim de esclarecer a
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filogenia dos grupos e solucionar problemas taxondémicos (Carvalho-Silva et al. 2017).
Essa ferramenta tem sido de extrema importancia, por fornecer provas suficientes para a
sinonimizacao, recircunscrigdo e delimitacdo de diversos taxons (Vanderpoorten & Shaw
2010).

As descobertas advindas das analises moleculares tém demostrado equivocos nos
padrdes filogenéticos quando se baseiam apenas em caracteres morfoldgicos para a
classificacdo. Entretanto, quando sao inseridos dados moleculares para tais analises,
temos a representacdo mais historica e evolutiva desses padrdes, que sugerem em alguns
casos, novas circunscricbes, e até mesmo servem como modelo para reavaliacfes
morfoldgicas. Concomitantemente, pode ocorrer a descoberta de novas caracteristicas

morfoldgicas e a descricdo de novos taxons (Holyoak & Pedersen 2007).

Em raz8o da problematica morfoldgica e taxonémica, bem como a auséncia de
estudos moleculares com as espécies de Fissidentaceae ocorrentes no Brasil, o objetivo
desse trabalho foi propor uma hipotese filogenética para a familia Fissidentaceae baseada
em dados moleculares e testar o monofiletismo dos subgéneros de Fissidens propostos
por Pursell & Bruggeman- Nannenga (2004) e Suzuki et al. (2018) tratados para o Brasil.

2. Material e Métodos

2.1.Amostragem geral

Foram realizadas coletas de material para obtencdo de amostras frescas no periodo
de 2018 e 2019, nos estados da Bahia, Goias e Distrito Federal, e também foram
analisados materiais de herbarios como UB, SP, ALCB, QCNE, QCA (acronimias
segundo Thiers, atualizado continuamente). As amostras coletadas foram herborizadas
conforme as orientacfes de Yano (1984) e posteriormente depositadas no herbéario da
Universidade de Brasilia (UB). Para as analises moleculares foram utilizadas amostras
oriundas de coletas, material de herbario bem como 10 sequencias extraidas do banco de
dados GenBank.

2.2.Extracéo, amplificacdo e sequenciamento de DNA

As amostras foram lavadas com agua destilada para retirada total do substrato e
impurezas presentes. Em seguida foram acondicionadas em envelopes de papel filtro e

armazenados em silica para a sua secagem por aproximadamente trés dias. O DNA foi
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extraido pelo método mini-CTAB (Doyle & Doyle 1987), com adaptacdes (Camara
2010). Utilizou-se os marcadores de cloroplasto, rps4 e trnG, para a amplificacdo foi
utilizado a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), com as condi¢des sugeridas
por Werner et al. (2009) e temperatura de anelamento modificada para 51/52°C, ja para

0 trnG, a temperatura ideal foi de 56/57°C.

Todos os processos de extracdo e amplificacdo foram realizados no Laboratorio
de Biologia Molecular de Plantas do Departamento de Boténica da Universidade de
Brasilia e a purificacdo e o sequenciamento realizados pela empresa MACROGEN INC

(Coreia do Sul) e BPI Biotecnologia, Pesquisa e Inovacéo Ltda (Brasil).

2.3.Analise morfoldgica

Para a identificagdo do material, as amostras foram observadas em microscopio
estereoscopico LEICA EZAD e microscépio 6ptico DM 750. Foram montadas laminas
semipermanentes fixadas com Hoyer (Anderson 1954) para preservar o material
testemunho e a identificacdo das espécies foi feita consultando Pursell (2007), e Bordin
& Yano (2013). A partir desses dados foi feito uma tabela. Foram utilizados os caracteres
considerados mais importantes para separacdo de espécies como a presenca e/ou auséncia

do limbidio, papilas, tipo de costa, peristdmio, e nédulo hialino (Pursell 2007).

O limbidio é constituido por células diferenciadas, prosenquimatosa, hialinas ou
amareladas e pode ser uniestratoso ou pluriestratoso. Essa estrutura pode estar presente
ou ausente e varia na largura e ocorréncia (Pursell 2007). Para este caracter considerou-
se 0s seguintes estados: limbidio ausente (A), limbidio em toda a lamina do filidio (TF),
limbidio restrito a lamina vaginante de todos os filidios (LV) e limbidio apenas na lamina

vaginante dos filidios periqueciais (FP).

As células do filidio podem ser lisas ou ornamentadas (unipapilosa, pluripapilosa
ou prorada) (Pursell 2007), para essa estrutura utilizou-se 0s seguintes estados: células

lisas (L), células unipapilosa (UP) e células pluripapilosa (PL).

A costa em Fissidentaceae é simples, normalmente ocupando o meio do filidio,
entre a lamina dorsal e lamina vaginante e apical, Bruggeman-Nannenga (1990)
reconhece trés tipos: o tipo bryoides, com duas celulas guias e duas bandas laterais
estéreis separadas por uma (ou mais) célula central grande. O tipo taxifolius com quatro
ou mais células guias e duas bandas laterais estéreis separados geralmente por 1-5 grandes

células centrais e o tipo oblongifolius com trés bandas de células esteroides (duas laterais
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e uma ventral) e com até 16 células guia, dispostas na forma de u e V, e até 5 grandes
células centrais. Para este critério, considerou-se a costa do tipo: bryoides (B) taxifolius
(T) e oblongifolius (O).

O peristdbmio de Fissidentaceae € um endostomo de 16 dentes geralmente
divididos e possui algumas variagdes, das quais as mais importantes sdo as bryoides,
scariosus, similiretis e taxifolius (Bruggeman- Nannenga & Berendsen 1990). Algumas
espécies apresentam dentes ndo divididos ou parcialmente divididos, denominados de
peristdmio anémalo, em outras, essa estrutura pode estar ausente (Pursell 2007). Para esse
caracter consideramos o0s seguintes estados, peristomio anémalo (AN), peristémio do tipo

scariosus (SC), bryoides (BR) e similiretis (SI).

O nédulo axilar hialino € definido por lwatsuki & Pursell (1980) como um grupo
de células infladas e hialinas presente no caulidio, na axila dos filidios e
morfologicamente, constituem-se em brotos primordiais que na maioria das vezes,

permanecem indiferenciados. Para essa estrutura usou-se o critério presenca e auséncia.

2.4.Analises filogenéticas

As sequéncias de DNA obtidas foram editadas e montadas no Geneious v5.3.6
(Kearse et al. 2012), e alinhadas utilizando o programa ClustalX 2.1 (Thompson et al.
1997). Quando necessario foram ajustados manualmente, com PhyDe v0.9971 (Muller et
al. 2005). O outgroup escolhido foi a espécie Dicranum scoparium baseados nos
trabalhos de Cox et al. (2010).

As analises foram feitas por maxima parciménia, maxima verossimilhanca e
analise bayesiana com o uso dos seguintes softwares respectivamente: PAUP* v. 4.0b10
para Macintosh (Swofford, 2002), RAXML v.8.2.X e MrBayes v. 3.2.2 (Ronquist et al.
2012). Os suportes para 0s nds foram obtidos por bootstrap ndo paramétrico para
parciménia e verossimilhanga (Felsenstein 1985) e probabilidades posteriores para

analise bayesiana.

Para as analises de verossimilhanca e bayesiana, os modelos de evolucdo foram
obtidos por meio do software JModeltest 2.1.1 (Guindon & Gascuel 2003). Além de
substituicdes, indels foram codificados baseado em “Simple Indel Coding” (SIC;
Simmons & Ochoterena 2000) usando o software Seqstate 1.4.1(Muller 2005).
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3. Resultados

Além das 95 amostras frescas (coletadas entre os anos de 2018 e 2019), foram
analisadas 351 exsicatas, 32 (QCNE), 54 (QCA) 40 (SP), 25 (ALCB) e 200 (UB)
Contudo, s6 foi possivel obter sequéncia dos materiais fresco e de herbario com coletas

recentes entre 2009 — 2019, totalizando 48 espécies com ocorréncia registrada no Brasil.

Foram testados quatro marcadores moleculares, trés de cloroplastos (rps4, trnL-
F, trnG) e um nuclear (ITS), contudo, 0 que obtivemos melhor resultado tanto para
amplificacdo e para as analises, foram os marcadores rps4 e trnG , ambos separam bem
as categorias taxonomicas dentro de Fissidentaceae.

Para o trnL-F ndo possui variacdo suficiente para separar a categoria “espécie”,
assim foi excluido do estudo. Entretanto as amostras amplificadas para o marcador ITS,
foram muito varidveis, ndo permitindo um alinhamento confiavel devido a alta variagdo

no marcador, assim este também ndo foram utilizados.

3.1.Anélise morfolégica

As amostras foram observadas quanto as caracteristicas morfoldgicas,
considerando principalmente os caracteres considerados mais informativos para a
identificacdo, como a presenca e/ou auséncia do limbidio, as células do filidio, tipo de

costa, peristdmio, e nédulo hialino.

O limbidio ausente predomina dentro do clado Pachyfissidens, incluindo todas 0s
representantes do subgénero, mas em algumas espécies do subg. Aloma também esta
ausente, no entanto nenhuma espécie do subgénero Fissidens possui esse estado de
carater. O limbidio presente em toda a ldmina tem representantes dentro do subgénero
Fissidens e Aloma. Para o limbidio restrito a lamina vaginante de todos os filidios e o
limbidio apenas na lamina vaginante dos filidios periqueciais, 0 maior nimero de espécies
foi encontrado no subgénero Aloma, embora também exista algumas espécies dentro de

Fissidens.

As células lisas e as unipapilosas foram encontradas em todos os subgéneros.
Embora o subgénero Aloma é o Unico que possui representantes com células
pluripapilosas, neste também sdo encontradas espécies com células lisas e as

unipapilosas.
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A costa do tipo bryoides foi encontrada em todos os representantes do subgénero
Fissidens e Aloma. A costa do tipo oblongifolius e taxifolius foram registradas apenas

para o subg. Pachyfissidens.

O peristémio do tipo bryoides foi encontrado dentro do subg. Fissidens. O tipo
scariosus predominou dentro do subg. Aloma, o peristbmio anémalo foi observado no
subgénero Fissidens e Aloma e o tipo taxifolius e similiretis apenas em Pachyfissidens.O
nodulo axilar est4 presente e ausente em todos 0s grupos, ndo apresentando nenhum

padréo.

Durante os estudos moleculares e morfoldgicos algumas amostras foram
denominadas como espécies complexas, pois o resultado apds percorrer a chave de
identificacdo ndo condizia com os caracteres da descri¢do, um outro problema, é que
alguns espécimes ndo estavam em fase reprodutiva, sendo impossivel observar a presenca
ou auséncia de limbidio nos filidios periqueciais, caracter Util para determinar algumas

espécies.

a

L
Vac-High PC-Std. 1

Lo & o T
Vac-High PC-Std. 10KV X 3000 e—— 10 pm 000027

Fig. 1. Imagens de microscopia de varredura: Fissidens noronhensis A- filidio; B- células do filidio

3.2.Analises filogenéticas

A matriz de dados para as espécies que ocorrem no Brasil como as extraidas do
GenBank que ocorrem no Japdo foi obtida utilizando apenas o marcador rps4, no qual o

comprimento final ficou de 633 pb (Fig 2).
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Considerando os dados concatenados com os marcadores rps4 e trnG para as
espécies do Brasil, a matriz inclui 72 amostras representadas e o comprimento total de
1159 pb, sendo 633 pb para rps4 e 526 pb para trnG. O modelo de substituicdo
nucleotidica utilizado foi 0 GTR (General Time Reversible) para todas as arvores. As
arvores resultantes (Fig. 2 e 3) confirmam o monofiletismo de Fissidens (Fissidentaceae)
com trés clados dentro do género, correspondendo aos subgéneros Pachyfissidens,
Fissidens e Aloma.

A amostragem que inclui as espécies tratadas por Suzuki et al. (2018) e as espécies
do Brasil (Fig. 2), o subg. Neoamblyothalia proposto por Suzuki et al. (2018) esta
posicionada dentro de Pachyfissidens. O subgénero Pachyfissidens (Fig 2), manteve
como um grupo monofilético, em um clado com suporte (94/98/1).

Fissidens subgénero Fissidens também apresentou um alto suporte (98/80/0.9),
entretanto os representantes de Octodiceras anteriormente designado por Pursell &
Bruggeman-Nannenga (2004) estdo inseridos neste mesmo clado, evidencianto para o

Brasil um Unico clado, nomeado Fissidens subgénero Fissidens.

Vale ressaltar que para essa andlise incluindo as espécies com ocorréncia para o
Japdo e as do Brasil, utilizou-se apenas o marcador rps4 e os subgéneros Pachyfissidens
e Fissidens permanecem bem resolvidos, entretanto, algumas espécies ndo tiveram
resolucdo definidas como: F. goyazensis, F. bogoriensis, F. asplenioides e F. scalaris,
ndo ficando claro a qual subgénero estas espécies pertencem. Ao analisar somente as
espécies brasileiras e acrescentando o marcador trnG, os subgéneros tiveram um maior

suporte e assim foram melhor resolvidos.

Sendo assim, ap0s a inferéncia filogenética sdo reconhecidos 3 subgéneros com

ocorréncia no Brasil: Pachyfissidens, Fissidens e Aloma.
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Fig. 2. Arvore filogenética baseada em analises com o marcador de cloroplasto rps4 para espécies brasileiras e tAxons japoneses retirados

de Suzuki et al. (2018), os valores proximos aos ramos correspondem os valores obtidos por Parcimdnia, Maxima verossimilhanca e

Inferéncia bayesiana
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Fig. 3. Arvore filogenética baseada em analises com o marcador de cloroplasto rps4 e trnG para as espécies brasileiras, os
valores préximos aos ramos correspondem os valores obtidos por Parciménia, Maxima verossimilhanga e Inferéncia bayesiana,
respectivamente. A tabela a direita indica os caracteres morfologicos (Limbidio: A- ausente, TF- limbidio em todo filidio, LV-
limbidio restrito a Iamina vaginante, FP- limbidio nos filidios periqueciais, NO- ndo observado; Costa: B- tipo bryoides, O- tipo
oblongifolius, T- tipo taxifolius, NO- ndo observado; Papilas: L- células lisas, UP- células unipapilosas, PL- células
pluripapilosas; Nodulo hialino:P-presente, A-ausente; Peristdmio: A- andémalo, S- tipo scariosus, BR- tipo bryoides, Sl- tipo
similiretis.. TA- tino taxifolius:
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4. Discussdo

O marcador rps4 foi o mais satisfatério para as analises obtidas, pelo fato de ter
facil amplificacdo e possuir alta variagdo entre as especies de Fissidentaceae, separando
bem as categorias taxondémicas de subgénero e espécie. Esse mesmo marcador foi
utilizado para analise filogenética de 655 géneros de musgos, incluindo Fissidens (Cox
et al. 2010) e também para o estudo molecular das espécies de Fissidentaceae do Japéo

(Suzuki et al. 2018) evidenciando excelentes resultados.

O marcador trnG mostrou um nivel relativamente alto de variabilidade, o que
também foi verificado em outros trabalhos (por exemplo, Werner et al. 2009), e em alguns
casos, aparentemente maior, em comparacdo com a regido trnL-F (Pacak &
Szweykowska-Kulinska 2000, Pedersen & Hedenés 2003).

O uso do marcador propiciou uma maior resolucdo dos clados e os dados
corroboram com os dados ja obtidos usando o marcador rps4, entretanto, como ndo ha
amostras para a familia no GenBank, este foi utilizado somente para as analises das

espécies brasileiras.

A partir dos dados obtidos, o monofiletismo do género Fissidens foi confirmado
e os dados aqui apresentados corroboram com a classificacdo sugerida por Pursell &
Bruggeman-Nannenga (2004), com excessdo do subg. Octodiceras, que baseados em
dados moleculares estdo junto com as espécies do subg. Fissidens. Desde a classificacao
proposta por Brotherus (1909,1924) Octodiceras sempre foi estreitamente relacionado a
Fissidens, Brotherus ressaltava que ndo existiam caracteristicas diagndsticas para

reconhecer o subgénero Octodiceras.

Pursell & Bruggeman-Nannenga (2004) considera Octodiceras como um dos
subgéneros mais avancados que reune espécies que apresentam adaptacfes para o
ambiente aquéatico, como plantas frageis, flutuantes e com filidio longo e estreito.
Contudo, este subgénero compartilha caracteres com os subg. Fissidens e Aloma, como
costa do tipo bryoides e o peristbmio andmalo. Suzuki et al. (2018) considerou o
peristomio de Octodiceras como uma forma reduzida do proposto, Fissidens-type, e usou

isso junto com os dados obtidos para ndo reconhecer a categoria.

29



Os dados moleculares aqui apresentados evidenciam que Octodiceras forma um
Unico grupo com as espécies de Fissidens e as caracteristicas morfoldgicas como a costa

do tipo bryoides e o peristdmio andmalo sustentam essa classificacao.

Para o subgénero Pachyfissidens sdo amostrados dois taxons brasileiros, F.
taxifolius e F. flabellatus. Pursell & Bruggeman-Nannenga (2004) sugeriram a divisdo de
Pachyfissidens em trés secGes: Pachyfissidens, Amblyothalia e Crispidium. Nossos dados
(Fig. 2 e Fig. 3) corroboram com Pursell & Bruggeman-Nannenga (2004) no qual a
espécie F. taxifolius possui caracteristicas como costa e peristdbmio do tipo taxifolius
(sec. Pachyfissidens) e F. flabellatus com costa do tipo oblongifolius e peristbmio do

tipo similiretis (sec. Amblyothalia).

Fissidens asplenioides Hedw. apesar do posicionamento inconclusivo na
comparagdo com espécies com ocorréncia no Japdo, quando inserido somente com as
especies brasileiras, ela é colocada dentro do clado Pachyfissidens, (Fig. 3) mesmo com
baixo suporte (65/70/0.7) consideramos a mesma como pertencente a este subgénero, ja
que compartilham das mesmas caracteristicas morfoldgicas das espécies desse grupo,

como limbidio ausente, costa oblongifolius e peristdmio do tipo taxifolius

Todas as espécies brasileiras listadas para o subg. Fissidens baseado em dados
moleculares corroboram com a classificagéo de Pursell & Bruggeman-Nannenga (2004),
com excecdo de duas espécies, F. termitarum e Fissidens cf. goyazensis, as quais
deveriam pertencer a Aloma, morfologicamente, F. termitarum compartilha
caracteristicas que permite sua inclusdo dentro do subg. Fissidens, como o peristémio do
tipo andmalo, entretanto, F. cf. goyazensis apresenta o peristomio do tipo scariosus,
sendo assim, como ndo foi observado o espordéfito desse material utilizado nas analises
moleculares, sugerimos que outras espécies de Fissidens cf. goyazensis sejam incluidas
para que tenhamos certeza que esse taxon pertence a este grupo ou se trata de um equivoco

de identificacdo.

O subgénero Aloma proposto por Pursell & Bruggeman-Nannenga (2004) e/ou
secdo Aloma (Suzuki & Iwatsuki 2007) inclui espécies com muita variabilidade
morfoldgica e, segundo Suzuki et al. (2018), este € polifilético. Entretanto, os dados

moleculares aqui apresentados sustenta o0 monofiletismo do subgénero Aloma.

Fissidens subg. Aloma € o maior grupo representado e as espécies do clado
também confirma a classificacdo de Pursell & Bruggeman-Nannenga (2004), exceto as
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especies F. taylori e F. acacioides, porém, Bruggeman-Nannenga (2021) relata que F.
acacioides possui algumas exce¢des em relacdo ao proprio peristdmio, este € anémalo e
é sugerido como uma adaptacdo para 0 ambiente aquatico. Sendo assim, apesar de
anteriormente ser classificado como subgénero Fissidens, os dados moleculares o
incluem dentro de subgénero Aloma, vale ressaltar que esse subgénero também apresenta
espécies com o peristémio do tipo anémalo. Para compreender melhor a classificacéo da
espécie F. taylori é necessario a insercdo de mais amostras para validar qual subgénero
essa espécie realmente pertence, no entanto, aqui consideramos como pertencente ao

subgénero Aloma.

Suzuki et al. (2018) afirma que o "grupo™ Aloma é estreitamente relacionado com
Fissidens (subgénero e/ou secdo) com evidéncias moleculares e morfoldgicas, como a
costa do tipo bryoides e ainda reduziram os tipos de peristomios bryoides e scariosus em
um, o tipo fissidens. Logo, eles ndo reconheceram o subgénero Aloma que se baseia
principalmente no peristomo tipo scariosus e a presenca de apenas 32 células exoteciais
ao redor da cépsula. Ao invés disso, eles consideram um clado subg. Fissidens secéo

Poliodiopsis + sec. Areofissidens + sec. Aloma + sec. Semilimbidium.

No entanto, Bruggeman-Nannenga (2021), afirma que o clado com 4 das 5 se¢des
do subg Fissidens de Suzuki et al. (2018) equivalem ao subgénero Aloma de Pursell &
Bruggeman Nannenga (2004) agora com evidéncias esporofitica e molecular. Nossos

dados corroboram com essa informacéo.

Considerando as analises morfologicas e moleculares aqui retratadas,
Pachyfissidens é um dos subgéneros mais estavel em relacdo a sua morfologia, 0s seus

representantes apresentam peristdmio do tipo taxifolius e similiretis e o limbidio ausente.

Apds esse estudo fica evidente que o tipo de peristdmio € um carater importante
para delimitar melhor os subgéneros, contudo, é necessario estudar detalhadamente as
amostras brasileiras, principalmente, a ornamentacao superior dos filamentos como foi
feito para as espécies do Japéo (Suzuki & Iwatsuki 2007). A importancia desse caracter
para classificacdo infragenerica também foi mencionada por Pursell & Bruggeman-
Nannenga (2004) e Bruggeman-Nannenga (2021). Aqui essa analise ndo foi minuciosa,

devido a auséncia de peristbmio em parte das amostras.

Bruggeman-Nannenga e Berendsen (1990) consideraram que espécies que

apresentavam o peristdmio do tipo taxifolius, sdo primitivas, pois em alguns taxons da
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familia Dicranaceae também sdo encontrados uma estrutura peristdmica semelhante. Esse
cardter também foi mencionado por Suzuki et al. (2018) como uma estrutura

filogeneticamente informativa e o mais Util para circunscrever cada subgénero.

De acordo com Suzuki et al. (2018), existem trés apomorfias claras dentro dos
subgéneros de Fissidentaceae, os dentes do peristdbmio, limbidio e o nimero de
cromossomos, o peristdmio do tipo Pachyfissidens (também conhecido como taxifolius)
foi inferido como ancestral e o peristdmio do tipo Fissidens evoluiu no subg. Fissidens.

Os demais caracteres s@o bastante heterogéneo e podem ser encontrados em todos
os clados de Fissidentaceae, vale ressaltar, a necessidade de estudar de forma mais
minuciosa as células papilosas, inclusive, as que sob o microscopio eletrénico sdo
reconhecidas como lisas, pois nesse estudo verificou-se em microscopio eletrénico de
varredura a presenca de papilas em algumas células na base inferior de células

consideradas lisas (Fig. 1).

Assim, propde-se a classificacdo para as espécies de Fissidens:

Fissidens Hedw., Sp. Musc. Frond. 152. 1801. Tipo: Fissidens bryoides Hedw.
(Lectdtipo designado por E. Britton in Britton, F1. Bermuda:435.1918).

Gametofito acrocérpico, caulidios eretos a decumbentes, simples ou ramificados.
Nodulos axilares hialinos presentes ou ausentes, filidios  disticos, equitativos,
complanado, limbidio presente em todo filidio ou ausente ou apenas em filidios
periqueciais, costa Unica, geralmente bem desenvolvida, as vezes reduzida ou ausente,
tipo bryoides, taxifolius ou oblongifolius, ld&mina vaginante presente, células lisas,
papilosas, gutuladas ou egutaladas, raramente prorada, esporofitos terminais, laterais ou
basais, peristdbmio Unico, haplolepido, endostomado, raramente ausente, constituindo de
16 dentes, geralmente divididos ¥%-2/3 comprimento, raramente indiviso ou

irregularmente dividido.

Fissidens Hedw. Subg. Pachyfissidens (Mill. Hal.) Kindb., Eur. N. Am. Bryin
2:166.1897. Tipo: Fissidens grandifrons Brid.

Limbidio ausente, costa do tipo taxifolius ou oblongifolius, peristdmio do tipo taxifolius

(Pachyfissidens) ou similiretis, ndédulo axilar presente ou ausente.
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Espécies representadas: F. taxifolius Hedw., F. flabellatus Hornsch.

Todas essas espécies representadas também pertenciam ao subg. Pachyfissidens na
classificacdo anterior, proposta por Pursell & Bruggeman-Nannenga (2004).

Fissidens Hedw. Subg. Fissidens

Costa do tipo bryoides, limbidio em todo filidio ou restrito a lamina vaginante, células
laminais lisas ou unipapilosas, peristbmio do tipo bryoides ou anémalo, nédulo presente

ou ausente.

Espécies representadas: F. crispus, F. termitarum F. anguste-limbatus, F. cf. goyazensis,

F. bryoides, F. berteroi, F. scalaris.

Fissidens Hedw. Subg. Aloma Kindb., Eur. N. Am. Bryin. 2: 165. 1897. Tipo: Fissidens

pauperculus M. Howe.

Costa do tipo bryoides, limbidio ausente, em todo filidio, ou restrito a lamina vaginante,
células lisas, unipapilosas ou pluripapilosas, peristbmio do tipo scariosus ou anémalo,

nodulo hialino presente ou ausente.

Espécies representadas: F. spurio-limbatus, F. palmatus, F. lindbergii, F. saprophilus,
F. scariosus, F. taylori, F. dissitifolius, F. flaccidus, F. zollingeri, F. noronhensis, F.
pellucidus, F. lagenarius, F. steerei, F. yonoae, F. angustifolius, F. acacioides, F.
brevipes, F. intromarginatus, F. pallidinervis, F. elegans, F. ramicola, F. neglectus, F.
hornschuchii, F. serratus, F. trindadensis, F. leptophilus, F. perfalcatus, F. weirii

hemicraspedophylus, F. submarginatus.

5. Conclusdes

Considerando as analises moleculares e morfologicas das espécies com ocorréncia
registrada para o Brasil investigadas nesse estudo, é confirmado a classificagdo proposta
por Pursell & Bruggeman-Nannenga (2004) para a familia Fissidentaceae considerando
a presenca de trés subgéneros no Brasil, Pachyfissidens, Fissidens e Aloma. Acreditamos
gue é necessario um estudo mais detalhado das estruturas morfoldgicas, como peristdmio

e papilas, principalmente utilizando o microscopio de varredura, € encontrar mais
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caracteres sinapomorficos para melhor determinacdo dos subgéneros. Os dados
moleculares e morfoldgicos desse estudo evidenciam que as caracteristicas do limbidio,

costa e principalmente do peristdmio s&o Uteis para delimitar os subgéneros.
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7. Anexos

Tabela 1. Amostras analisadas. Amostras, estado, voucher, herbario e marcadores

amplificados.

AMOSTRAS ESTADO VOUCHER HERBARIO rps4 trnG

F. acacioides RS Bordin,3946 uB X

F. acacioides RS Bordin, 3949 uB X

F. anguste-limbatus RS Bordin, 3836 UB X

F. angustifolius GO Bijos, 136 uB X

F. angustifolius * Ferreira, 369 uB X

F. angustifolius GO Faria, 710 uB X

F. angustifolius MG Camara,864a uB X

F. angustifolius RJ Faria, 1267 uB X
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F. asplenioides RJ Faria, 1170b UB
F. berteroi RS Bordin, 1940 SP
F. berteroi RS Gonzatti,3614 HUCS
F. brevipes DF Teixeira, 96 uB
F. bryoides SP Peralta,12470 SP
F. bryoides USA Shevock,32994 UB
F. crispus USA Shevock,29721 UB
F. crispus RS Bordin, 3779 uB
F. crispus DF Gama, 563 uB
F. crispus DF Gama, 560 uB
F. crispus RS Bordin, 3887 uB
F. curvatus RS Bordin, 3776 uB

F. dissitifolius BA Teixeira, 43 uB
F. elegans DF Soares, 128 uB

F. flabellatus Bordin, 2054 SP
F. flabellatus SP Bordin, 3766 uB
F. flaccidus DF Teixeira, 85 uUB

F. flaccidus PE Pereira, 226 UB
TP76 RS Bordin, 3967 UB

F. goyazensis BA Bordin, 2171 SP
F. hornschuchii PE Faria, 111 UB
F. hornschuchii PE Faria, 278 UB
F. hornschuchii T PE Faria, 592 UB
TP259 GO Teixeira, 94 UB
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F. intromarginatus RJ Faria, 1250 uB
F. lagenarius var. SP Bordin, 2134 SP
lagenarius

TP20 DF Coelho,2990189 uB

TP206 DF Carvalho, 28 uB

F. lindbergii BA Teixeira, 17 uB

TP260 RJ Faria, 1276 uB

F. neglectus MA Bordin, 2009 SP

F. noronhensis PE Pereira, 497 uB

F. noronhensis PE Pereira, 126 uB

F. leptophilus GO Carv-Silva,1881 uB

F. pallidinervis RS Bordin, 3866 uB

F. pallidinervis RS Bordin, 3764

F. pallidinervis RS Bordin, 3761 uB

F. palmatus BA Sousa, 598 uB

F. perfalcatus MG Cunha, 254 UB

TP43 RS Bordin, 3864 UB

F. pellucidus DF Teixeira, 83 uUB
F. ramicola BA Vilas-Boas 3243 ALCB

TP147 GO Teixeira, 68 uB

F. scariosus RS Bordin, 3868 uB

F. scariosus RS Bordin, 3827 UB

F. spurio limabrus RS Bordin, 3767 uB

F. serratus DF Soares, 846 uB

TP 128 MG Cunha, 248 uB
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F. steerei PE Pereira, 70b uB X

F. steerei PE Pereira, 68 uB X

F. submarginatus RS Bordin, 3871 UB X

F. submarginatus RS Bordin, 3870 UB X

F. taxifolius PR Bordin, 4004 SP X

F. taxifolius PR Henz, s/n SP X

F. taylori MG Peralta, 11929 SP X

TP 184 RS Bordin, 3951 uB X

F. termitarum BA Oliveira, 44 ALCB X

F. trindadensis PE Faria, 420 uB X

F. weirii var. RJ Faria, 1274 uB X
hemicraspedophyllus

F. weirii var. weirii DF Teixeira, 84 uB X

F. yonoae RS Bordin, 3829 uB X

F. zollingeri PE Pereira, 120 uB X

F164 MG Sousa, 191 uB X

F165 RJ Faria, 1275 uB X

Tabela 2. Taxon, nameros de acesso do GenBank para a regido rps4. *espécie
utilizada como outgroup nas analises moleculares.

Taxon Acesso GenBank
Fissidens taxifolius DQ463123
Fissidens osmunoides LC272047 1
Fissidens moorae AF226760 1
Fissidens schmidii LC272057 1




Fissidens geppii LC272032 1
Fissidens bogoriensis LC272014 1
Fissidens flaccidus LC272029 1
Fissidens firmus LC272027 1
Fissidens parkii LC272049 1
*Dicranum scoparium GU068419 1
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ABSTRACT

Phylogenetic and morphological analyzes were used to compare the samples collected in
the Fernando de Noronha and Trindade Islands with the continental ones. A phylogenetic
tree comprising 37 representatives of Fissidens was reconstructed using plastid gene data
(trnG and rps4). Specimens of F. flaccidus Mitt. and F. hornschuchii Mont. on the islands
are genetically and morphologically similar to samples from the continent. Together these
studies showed that the F. crispus Mont. occurring on Fernando de Noronha is a species
that differs both from those previously recorded on islands and from those on the
continent, leading us to describe a new species. Furthermore F. steerei Grout is new

recorded to Fernando de Noronha, Brazil.

RESUME

Des analyses phylogénétiques et morphologiques ont été utilisées pour comparer les
échantillons prélevés dans les Tles Fernando de Noronha et Trindade avec les échantillons
continentaux. Un arbre phylogénétique comprenant 37 représentants de Fissidens a été
reconstruit en utilisant les données des genes plastidiens (trnG et rps4). Des spécimens de
F. flaccidus Mitt. et F. hornschuchii Mont. sur les Tles sont génétiqguement et
morphologiquement similaires aux échantillons du continent. Ensemble, ces études ont
montré que le F. crispus Mont. présente sur Fernando de Noronha est une espéce qui
differe a la fois de celles précédemment recensées sur les Tles et de celles du continent, ce
qui nous ameéne a décrire une nouvelle espece. En outre F. steerei Grout est nouveau

enregistré a Fernando de Noronha, Bresil.

Key words: Endemism, Fissidens, Fernando de Noronha Island, Trindade Islands, rps4

marker, trnG marker.
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Introduction

The South Atlantic Islands are widely dispersed and extends from the Tropic of
Cancer to the Southern Ocean, they are largely volcanic, some rise close to the crest of
the Atlantic while other mountain ranges are built on submarine banks closer to the
continental margins (Baker 1973).

Among the islands of the South Atlantic, are the Trindade Island and the
Archipelago of Fernando de Noronha. According to Soto (2009), from the XVI century
onwards, the Trindade and Fernando de Noronha Islands offered conditions for human
occupation, causing profound environmental changes through the introduction of exotic
species; deforestation; mineral exploration and infection of water bodies. However, the
biodiversity of these islands is still remarkable, the percentage of endemic species is high
and the vulnerability of these species is high compared to those of the continent, due to
the restricted and unique geographical space (Walter 2004).

Trindade Island was discovered in 1502 and between 1700 to 1926 it was
occupied, abandoned and reoccupied many times (Alves 1998). It is located about
1,200km from the Brazilian coast, with a maximum altitude of 620m and its area totaling
9.28 kmz, the climate is tropical Atlantic, mitigated by east and southeast trade winds with
an annual average temperature of 27 °C (Serafini et al. 2010). The island currently has a
great diversity of vascular plants with approximately 130 taxa, including 11 endemic
species (Alves 2006). The mosses are represented by 11 taxa, distributed in 8 families,
the richest in number of species of which are Fissidentaceae, Leucobryaceae and
Pottiaceae with two species each. For the Fissidentaceae these are Fissidens zollingeri

Mont. and F. hornschuchii Mont. (Faria et al. 2012).
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The Archipelago of Fernando de Noronha was discovered in 1503 (Teixeira et al.
2003) and is located 345 km from the Brazilian coast and comprises a total of 21 islands
and islets. The climate is tropical, with two well-defined seasons, the dry (August to
February) and the rainy (March to July), with an average precipitation of 1,400 mm and
an average temperature of 25°C (Serafini et al. 2010). The phanerogam flora is
represented by 450 species (Batistella 1993) and the bryoflora has 28 species, of which
23 are mosses distributed in eight families, the Fissidentaceae being best represented with
12 species (Pereira & Camara 2015).

Fissidentaceae Schimp. is one of the largest and most wide spread families of
mosses, with approximately 440 species (Crosby et al. 2000). In the Neotropics there are
93 species, of which 62% are endemic (Pursell 2007). In Brazil the family is represented
by 72 taxa, occurring in all biomes (Bordin & Yano 2013).

The family is monogeneric and characterized by distichous, equitant leaves, the
distinctive leaf is composed of two vaginant laminae, one ventral lamina and one dorsal
lamina (Pursell 2007). Despite being well delimited, the genus Fissidens is taxonomically
difficult and highly variable (lwatsuki & Suzuki 1982; Pursell 2007) due to differences
in size, cell ornamentation and other characteristics that overlap in many species (Bordin
& Yano 2013).

Several molecular phylogenetic studies have been carried out to clarify the
relationships within closely related species, such as F. bryoides Hedw., F. dubius P.
Beauv. and F. adianthoides Hedw. (Hassel et al. 2013), and the geographical
relationships of the endemic moss Fissidens luisieri P. Varde from Macronesia (Werner
et al. 2009), as well as the species of Fissidentaceae from Japan (Suzuki et al. 2018). So

far, no molecular study has been carried out for Fissidens on the South Atlantic islands
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and phylogenetic relationships between species occurring on these islands and on the
continent are unknown.

In this context, the present study aimed to understand the evolutionary value and
the morphological and genetic variations found between island and continental
populations of the species of Fissidens.

Materials and methods

Samples of 37 specimens of Fissidens from Archipelago of Fernando de
Noronha, Trindade Island and Brazilian continent were selected, all deposited in the UB
and SP Herbaria (Additional documents 1). To confirm the identity of the specimens
semi-permanent slides were mounted with Hoyer (Anderson 1954) and observed with an
optical microscope.

DNA was extracted using the mini-CTAB method (Doyle & Doyle 1987), with
adaptations (Camara 2009). Two phylogenetic markers were selected for the present
analyses, chloroplast ribosomal protein S4 (rps4) and trnG intron. For the amplification,
the polymerase chain reaction (PCR) technique was used, and the annealing temperature
modified to 51/52°C for the rps4 marker (Suzuki et al. 2018) and 58°C for trnG (Werner
et al. 2009). The sequencing was done by MACROGEN INC. (South Korea).

Sequences of the two genes were aligned separately by using the ClustalX 2.1
(Thompson et al. 1997) and MAFFT 7.0 (Katoh et al. 2002). When necessary, they were
adjusted manually, with PhyDe v0.9971 (Muller et al. 2006). The analyzes were made by
Maximum Parsimony, Maximum Likelihood and Bayesian analysis using the following
software, respectively: PAUP * v. 4.0b10 for Macintosh (Swofford 2002), RAXML
v.8.2.X and MrBayes v. 3.2.2 (Ronquist et al. 2012).

Clade support was evaluated using the non-parametric bootstrap (Felsenstein

1985). The Bayesian Inference (Bl) support was evaluated using posterior probabilities.
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For the likelihood and Bayesian analyzes, the evolution models were obtained using the
JModeltest 2.1.1 software (Guindon & Gascuel 2003). In addition to substitutions, indels
were coded based on “Simple Indel Coding” (SIC; Simmons & Ochoterena 2000) using
the Seqstate 1.4.1 software (Muller 2004). Maximum likelihood scores were calculated
for topologies with and without restriction. The significance of the difference between
the two hypotheses was given by the SH test (Shimodaira & Hasegawa 1999). Dicranum
scoparium was chosen as an outgroup, based on the results of Cox et al. (2010).

Results

Based on the morphological and molecular analyses carried out in this study, we
could confirm the presence of four species in the Fernando de Noronha Islands: viz. F.
flaccidus Mitt., F. zollingeri Mont., F. steerei Grout and, F. noronhensis sp. nov. and two
species in the Trindade islands: viz. horschuchii Mont., Fissidens sp.

The concatenated data matrix had a total length of 1,120bp, which one 668bp for
the trnG and 452bp for the rps4. There was no incongruity between the trees when the
markers were analyzed separately. The nucleotide substitution model used was GTR
(General Time Reversible) for all trees. The resulting tree (Fig. 1) separates the species
that occur on the Trindade Island, Fernando de Noronha and the continent.

Clades A and F present the specimens identified as F. crispus continental and
insular, respectively. The insular specimens are genetically (Additional documents 2),
and morphologically (Figs. 2A-G) different from the specimens of the continent forming
two distinct, separate clades with high support: clade A (96/100/1), and clade F
(100/93/1). The island specimens are described as Fissidens noronhensis sp. nov.

Clade B includes the species F. hornschuchii from Trindade Island with high
support (90/95/1). We didn’t find morphological or genetic differences with the

specimens of the continent, although a sampled specimen from Trindade Island (F.
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hornschuchii T VI) is not within the clade. The monophilia test Shimodaira-Hasegawa
(SH) was performed and showed that the tree without restriction is significantly better
than the tree with restrictions, with values greater than 0.5, thus the null hypothesis of
non-monophyletism of the specimens separately is not rejected.

Clade C is well supported (100/88/1) and includes the species F. steerei. Clades
D and E comprise the species F. flaccidus and F. zollingeri, respectively, and includes
specimens from the Fernando de Noronha as well as continental ones. The clades are well
resolved and with high support (99/99/1), (100/99/1), respectively.

The material identified on the Trindade Island as F. zollingeri, is paraphyletic and
differs genetically and morphologically (Additional documents 3), from the specimens of
F. zollingeri from Fernando de Noronha and the continent.

Taxonomy

Fissidens noronhensis Teixeira, Bordin & M.Carv.-Silva, sp. nov. Fig. 2A-G.

Diagnosis

The new species differs from Fissidens crispus by its small plants (x 2mm versus 4-35
mm alt.), thin-walled and papillose (papillae inconspicuous in optical microscope). The
new species resembles F. lindbergii,but can easily be distinguished by its much smaller
cells (7.5 x 5 um versus 27-67 um in F. lindbergii) and its hardly visible papillae (when
observed with an optical microscope and even when observed o with SEM visible only
in a few cells only), whereas in F. lindbergii papillae are easily visible in the center of the

cells.
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TYPE. BRAZIL. PERNAMBUCO: Fernando de Noronha, Trilha para Baia dos
Golfinhos, 3°51°25”S, 32°26°37°W, 09.V.2014, Pereira & Santos 480 (holotype: UB

isotype: SP).

Etymology: From latin noronhensis, referring to the name of Fernando de Noronha

Archipelago.

Description:

Plants light to dark green. Stems monomorphic, unbranched or branched, quite variable
in length, 2-3 mm long x 1.35-1.5 mm wide often dark brown red or castaneous
proximally; weak axillary hyaline nodules present; epidermis and outer tiers of cortical
cell small, incrassate, pigmented, inner cortical cells larger, thin-walled, hyaline, central
strand present or absent; rhizoids basal, branched, smooth, brownish to castaneous; leaves
crispate when dry, as many as 6 pairs, distant to imbricate , oblong to lanceolate, 0.7—
0.10mm long x 0.2-0.3 mm wide, acute apex, margin entire, limbate typically on all
lamina, limbidium usually ending slightly below leaf apex and at the leaf insertion
(shorter in fig 2F), limbidial cells uni-to tristratose, with 1-3 rows of quadrate to oblong
chlorophyllose cells on the proximal parts of vaginant laminae, costa percurrent, bryoides
type, dorsal lamina variable, even on the same plant, ceasing at or slightly above insertion
to long decurrent, vaginant laminae of cauline leaves Y% leaf length, acute, equal or nearly
so; lamina cells eguttulate, unistratose, firm walled inconspicuously papillose (uni),
papillae generally inconspicuous in optical microscope, cells (7.5 x 5 um) and
hexagonal, often arranged in distinct rows in dorsal and ventral lamina. Sporophyte not

observed.
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Additional material: BRAZIL. PERNAMBUCO, Fernando de Noronha, lat. 3 865556
long. 32 424444, 09.V.2014, Pereira & Santos 460 (UB). idem, lat. 3 858056 long. 32
442778, 04.V.2014, Pereira & Santos 235 (UB). ibidem, lat. 3 8575 long. 32 444167,
10. 11 .2014, Pereira & Santos 95 (UB). ibidem, lat. 3 5156 long. 32 2528, 09. V. 2014,
Pereira & Santos 452 (UB).

Although the species is similar in some morphological aspects to F. crispus and F.
lindbergii, genetically F. noronhensis forms a distant group from the other species and
with high support (100/93/1), comprising 36 mutations using the markers rps4 e trnG,
being 26 transitions and 10 transversions when compared with F. lindbergii and 34
mutations, 23 transitions and 11 transversions with F. crispus.

4. Discussion

Several island records proved to be based on incorrectly identified material. This
is not unexpected as Fissidens is a taxonomically difficult and variable taxon (lwatsuki
& Suzuki 1982; Pursell 2007; Bordin & Yano 2013), which causes a lot of conflict in the
identification and circumscription of species.

On Fernando de Noronha Island, 12 species of Fissidentaceae were listed by
Pereira & Camara (2015), however, after re-examination and molecular analysis, this
number is reduced to seven. All the samples identified by Pereira & Camara (2015) as
Fissidens lindbergii A. Jaeger, were re-identified as F. flaccidus. The specimens
identified as F. biformis Mitt. (as F. angustifolius Sull.), F. bryoides Hedw. and F.
goyazensis Broth. all appeared to be one and the same undescribed species, Fissidens
noronhensis sp. nov. The specimens named F. hornschuchii and F. lagenarius Mont.
appeared to be F. steerei, a new occurrence for the Fernando de Noronha Island (Fig. 1).

The updated list comprises four species studied in this paper : viz. F. flaccidus

Mitt., F. zollingeri Mont., F. steerei Grout and, F. noronhensis sp. nov. Fissidens
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lindbergii, F. biformis (as F. angustifolius Sull.), F. bryoides, F. hornschuchii, F.
lagenarius and F. goyazensis are excluded from the bryoflora of the Fernando de Noronha
Island.

Clade D, includes one species F. flaccidus. The specimens included in the clade
were cited as F. lindbergii by Pereira & Camara (2015). However, F. lindbergii has
papillose cells whereas these specimens have smooth cells and thus are F. flaccidus.
Mainland specimens of F. flaccidus are morphologically or genetically identical with the
island species.

The clade C includes the specimens F. steerii from Fernando de Noronha Island.
Fissidens steerei has a wide distribution, occurring in Mexico, Central America, and
South America, growing on soil, limestone and sandstone, usually close to watercourses
(Pursell 2007) and are also found on islands, such as Mona Islands (Reyes-Colon & Sastre
1998). In Brazil, F. steerei is known only in Goias and Sao Paulo states (Bordin & Yano
2013).

The inclusion of F. crispus in the phylogeny (Fig. 1) shows that the specimens
from the continent do not form a monophyletic clade with the specimens identified as F.
crispus from Fernando de Noronha (Clades A and F). Moreover, they are morphologically
quite different. Fissidens noronhensis has smaller gametophytes, an acute apex, thin-
walled and papillose (papillae inconspicuous in optical microscope). These differences
separates F. crispus specimens from the continent from the island specimens, thus
allowing the recognition of a new species, Fissidens noronhensis from Fernando de
Noronha Island, with a genetic distance of 0 between them, however, the continental ones
varied genetically, obtaining an average distance between them of 0.006 (Additional

documents 3).
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Although Fernando de Noronha is a small island of approximately 26 km?2 but very
close to the Brazilian continent, about 545 km, it shares three species of Fissidens with
the continent (F. flaccidus, F. zollingeri, F. steerei). Fissidens noronhensis is endemic to
the islan and Fissidens zollingeri and F. flaccidus are also known from Pernambuco, one
of the closest states to the island, suggesting that these species may have arrived on the
island due to the flow of people caused by the strong tourism occurring in Noronha, as
well as long distance dispersion (LDD). The spores contribute to the LDD, mainly, the
monoecious species (like the two mentioned) that present larger ranges than the dioecious
species (Longton & Schuster 1983). Evidence suggests that vegetative propagules may
also contribute to LDD by the wind over more than 4000 km (Karlin et al. 2011).

All species registered for Trindade and Fernando de Noronha Island are
monoecious species with a rhizautoicous system (male branches attached to the female
ones by the rhizoid), this condition favors a greater pre-zygotic investment directed to the
male function (Santos et al. 2018). In bryophytes it can be explained by the segregation
of sexual functions observed in the rhizautoicous and dioicous systems.

These characteristics reveal that the law of Baker (1973) applies to bryophytes,
because there is a predominance of bisexual species in the islands, this feature allows
intra-gametophytic self-fertilization (fusion of gametes produced by adult gametophytic
shoots of the same protonema, and therefore originating from the same sporophyte), thus
being able to quickly eliminate harmful recessive mutations and avoid the demographic
effect of inbreeding depression (Patifio et al. 2013).

For the Trindade Island, the occurrence of two species of Fissidentaceae was
confirmed, Fissidens sp. and F. hornschuchii. The latter is also found in the Brazilian
continent corroborating the hypothesis that this species may have arrived through the flow

of people visiting the island or through LDD (Karlin et al. 2011). The lower number of
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species could be explained by the small size of the island when compared to Fernando de
Noronha.
The new specie Fissidens noronhensis were also inserted in other analyzes with
other species of Fissidentaceae (Teixeira et al. in prep.). The results support the present
clades. As Trindade and Fernando de Noronha are oceanic islands, endemic species are
common due to their geolocation, as well as the eventuality of speciation occurring
quickly (Stuessy & Ono 1998). Other endemic species have been recorded on other
islands as Society Islands (Whittier & Miller 1967), Easter Island (Ireland & Bellolio
2002), and Macronesia (Lobo et al. 2011).
It is worth mentioning that all-species found here to occur in Trindade and
Fernando de Noronha Islands, have also been reported for other islands: F. crispus from
Madeira Archipelago (Lobo et al. 2011), F. flaccidus from the Arabian Peninsula and
Socotra (Kirschner & Ochyra 2004), F. zollingeri, F. steerei in Mona Islands (Reyes-
Colén & Sastre -DJ 1998) and F. hornschuchii from the Virgin Islands (Pursell 2007).
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Figure 1. Phylogenetic tree based on analysis with the concatenated sequences of
chloroplast rps4 and trnG genes. The numbers next to the branches are the bootstrap
values for Maximum Parsimony, Maximum Likelihood and later probabilities for
Bayesian, respectively. Abbreviations follow, C (continental); T (Trindade Island); FN

(Fernando de Noronha)
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Figure 2. Fissidens noronhensis sp. nov.: (A) Vegetative plant, (B) oblong leaf, (C)

axillary nodules, (D) cross section vaginant laminae, (E) leaf with acute apex, (F) basal

part of leaf, (G) mid leaf with hexagonal cells.
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ABSTRACT

Three contributions for the taxonomy of Fissidens are provided here: Fissidens
trindadensis is validated and two varieties of Fissidens acacioides are synonymized. The
name Fissidens trindadensis was formerly used without a valid description and herewith
we describe it as an endemic new species to Trindade Island. We provide a complete
description, illustration and comparison with closed related species.

Key words: Fissidens acacioides, Fissidens trindadensis, new species, synonymy

Introduction

Fissidentaceae Schimper (1856:96) are acrocarpous mosses comprising a single
genus, Fissidens Hedwig (1801:152) that includes c. 440 species worldwide (Crosby et
al., 2000), with 66 species recorded in Brazil (Bordin 2022, Teixeira et al. 2022).
Although the family is well delimited, species distinction is considered difficult (Iwatsuki
& Suzuki 1982) as the morphology of the species is very plastic (Pursell, 2007, Bordin &
Yano 2013) with variability in size, leaf morphology and cell ornamentation cells, among
other features.

Teixeira et al. (2022) studied Fissidens in the Brazilian Oceanic Islands using
molecular and morphological data comprising 37 representatives of the genus with plastid
gene data (trnG and rps4), recovering and a clade named “B”. The name Fissidens
trindadensis was cited in this clade, however it lacked a proper description thus has not
been validly published according to the International Code of Plant and Fungi Names,
article 32 (Turland et al. 2018).

Faria et al. (2012) recorded two species in Trindade Island morphologically
determined as F. zollingeri Montagne (1845:114) and F. hornschuchii Montagne
(1840:342). However, Teixeira et al. (2022) using molecular tools confirmed only F.
hornschuchii and cited another species (Fissidens sp.). Fissidens sp. refers to a species
different according to the molecular and morphological data presented and was cited in
“Clade B” with the name Fissidens trindadensis. In this way we are providing a formal
description to validate this name here.

Another adjustment needed after the molecular study regards the heterotypic
varieties of Fissidens acacioides Schrader (1803:197). The name F. acacioides was
placed in the synonymy of F. osmundioides Hedwig (1801:7-11) by Turner in 1804
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(TURNER 1804), however Pursell (1999) reestablished F. acacioides at species level and
created two new combinations: F. acacioides var. immersus (Mitt.) Pursell (1999:175)
and F. acacioides var. brevicostatus (Pursell, Brugg.-Nann. & Allen) Pursell (1999:175).
Fissidens acacioides belongs the subgenus Fissidens, section Fissidens (Pursell 2007)
which encompasses species with few stable characters and considerable variability,
consequently difficult to identify (Bruggeman-Nannenga 1973, Pursell 2007, Bordin
2011).

Pursell et al. (1988) and Pursell (2007) pointed out the short costa as the only
characteristic that separates theF. acacioides var. brevicostatus from the other varieties,
while they split out the F. acacioides var. acacioides from F. acacioides var. immersus
using the leaf shape and exserted capsule in F. acacioides var. acacioides vs. immersed
in F. acacioides var. immersus. the identification of specimens without sporophytes is
difficult, restricting the determination only to the variable leaf shape.

As part of her doctoral thesis, Bordin (2011) carried out a morphometric study of
the species of the subgenus Fissidens, section Fissidens. The results showed that the F.
acaciodes varieties (F. acacioides var. acacioides, F. acacioides var. immersus;
F.acacioides var. brevicostatus) formed a separate group from the other taxa by the
absence of limbidium, however, the measurements did not segregate the varieties. Bordin
(2011) also studied the type materials of these varieties and did not find features for the
separation of varieties, and emphasized the use of molecular tools to clarify these
relations.

Therefore, using morphometric and morphological results from Bordin (2011) and

our molecular data we are indicating their synonymization.

Material and methods

Morphological studies were based on the analysis of 80 specimens from 8 herbaria
(H-BR, HUCS, MBM, PACA, SP, ICN and ALCB, UB) acronyms according to Thiers,
continuously updated). To confirm the identity of the specimens, the samples were
mounted with Hoyer (Anderson 1954) semi-permanent slides and observed in
stereoscopic microscope and optical microscope, species identification was carried out
by consulting specific literature.

Our molecular study used chloroplast markers (rps4 and trnG). The samples (table
1) were subjected to extraction and amplification (Suzuki et al. 2018, Teixeira et al. 2022,
Werner et al. 2009). The sequencing was done by MACROGEN INC. (South Korea).
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Genetic distance analyses were performed using the software PAUP Version 4.0a169
(Swofford 2000).

Taxonomic treatment

Fissidens trindadensis Teixeira, Bordin, Alkimim-Faria & M. Carv.-Silva Type: Brazil.
Trindade Island: Ilha da Trindade, leito do cdrrego e ponto do Noroeste da ilha, (Lat:-
20.509167 long:-29.337222 WGS84), 332 m alt. 28.11.2011, A.L.A. Faria 420 (holotype
UB; isotype SP) (Figure 1).

Diagnosis: The species is recognized by its large leaves, quadratic and isodiametric cells
and limbidium, in the vaginant laminae, 4 cells wide at the base. The species was
previously treated as F. zollingeri for presents leaves palmately arranged, cells hexagonal
and axillary hyaline nodules. However, in the analyzed material could not observed long-
retangular and pellucids cells in the median region of vaginant laminae as occurs in F.

zollingeri.
Etimology: the specific epithet trindadensis refers to its distribution in Trindade Island.

Plants usually light green to brown. Stems monomorphic, unbranched and branched,
very variable in length, 1.5-2.5x0.7-1.3mm; rhizoids, basal and axillary, smooth, reddish,
axillary hyaline nodules present. Leaves crispate when dry, usually loosely imbricate,
often palmately arranged, as many as 5 pairs, oblong, acute, ca. 1.6x0.28mm, margin
entire, serrulate at apex, cells isodiametric quadratic, limbate on all lamina, limbidium
cell uni-and bistratose; costa percurrent, bryoides type; vaginant laminae + ¥ leaf length,
acute, unequal, lamina cells rectangular,limbidium in the vaginant laminae 4 cells at base.

Perichaetia terminal. Sporophyte not observed.

Although the species shares some characters with F. zollingeri, F. trindadensis forms a
distinct and completely separate clade (Clade B) from F. zollingeri, with 16 mutations for
the rps4 marker, 11 transitions and 5 transversions (Teixeira et al. 2022). The species is
recognized by its large leaves, quadratic and isodiametric cells and limbidium in the
vaginant laminae 4 cells wide at base. On the island the species was previously treated as
F. zollingeri, presenting palmately arranged leaves, hexagonal cells and axillary hyaline
nodules as described by Bordin & Yano (2013) and Pursell (2007). However, the analyzed
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material from Trindade Island lacks the long rectangular and pellucid cells in the median
region of vaginant laminae found in F. zollingeri. Although known only from the type
material, there is no doubt regarding the morphological and molecular differences to

support the description of this species.

FIGURE 1. Fissidens trindadensis sp. nov.: (A)vegetative plant, (B)axillary nodules, (C) mid
leaf, (D) vaginant laminae (E) cross section vaginant laminae, (F) leaf (G) leaf apex, (H) basal

part of leaf.
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Fissidens acacioides Schrad, J. Bot. (Schrad.) 1:197. 1803, Type. Patagonia (Lectotype
OXF! designated by Pursell, 1999a)

=Fissidens acacioides var. brevicostatus (Pursell, Brugg.- Nann. & B.H. Allen) Pursell,
Bryobrothera 5: 175.1999. Fissidens stissotheca var. brevicostatus Pursell, Brugg.-Nann.
& B. H. Allen, Bryologist 91:213.1988. — Type. Brazil. Rio Grande do Sul: Herval,
600m. 11-1913, Herter s.n. (Holotype, H-BR!), syn. nov.

=Fissidens acacioides var. immersus (Mitt.) Pursell, Bryobrothera 5:175.1999. Fissidens
immersus Mitt., J. Linn. Soc., Bot: 12:584.1869. — Type: Brazil, Burchell 7737-2]
(Holotype, NY), syn. nov.

F. acacioides presents a small difference in the plant size among the varieties, however,
Pursell (1988, 2007) differentiates F. acacioides var. brevicostatus from the others by
presenting a smaller coast and F. acacioides var. acacioides from F. acacioides var.

immersus by the shape of the leaves and the emerged or immersed capsule.

F. acacioides is distinguished by its bryoides costa, large leaves, margin elimbate,
laminal cell distinct and eguttulate. The molecular data (Teixeira et al. 2022) allows the
recognition of a single species, however it does not allow to varietal distinction, with a
distance of 0 among them, while the difference of F. acacioides and the closer species F.
zollingeri is 0.03800 (Table 1).

The Fissidens var. brevicostatus was not included in the molecular analysis
because the only citation of the taxon is the type material (Brazil, Rio Grande do Sul,
Herter s.n.). However, this type material, later placed in the herbarium H (hb Brotherus),
was analyzed by Bordin (2011) and Bordin & Yano (2013) and the observations served

as a basis for the present synonymization.

Phylogenetic evidence

A tree with complex species of the Fissidens subgenus Fissidens was built with a
total of 12 taxa amplified with the rps4 and trnG markers (Fig. 2), and 1159 pair bases,
despite having few samples of each taxon and with some poorly supported clades, it is
possible to verify that F. acacioides. var. acacioides and F. acacioides var. immersus
(Fig. 2, clade 1) are retrieved together with high support (100/100/1), including genetic

distance as 0. Thus, allowing the synonymization of these varieties.
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FIGURE 2. Phylogenetic tree based on analyzes with the chloroplast markers rps4 and
trnG, the figures close to the branches correspond to the values obtained by Parsimony,
Maximum Likelihood and Bayesian Inference

The results referring to clade | allowed the synonymization of Fissidens
acacioides. The morphological data show small variations in size between the varieties,
corroborating the data obtained by Bordin & Yano (2013), however, the molecular data

are blunt that it is about of the same taxon, with distance 0 between them.
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Table 1. Genetic distance between Fissidens acacioides.

1 2 3

1. F. zollingeri -
2. F. acacioides var. acacioides 0.03800 -

3. F. acacioides var. immersus 0.03800  0,00000 -
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List of samples used in phylogenetic analysis

SPECIES LOCALITY VOUCHER
F. acacioides Nova Esperanca, RS Bordin, 3946 (UB)
F. acacioides Nova Esperanca, RS Bordin, 3949 (UB)
F. acacioides Sdo Vicente do Sul, RS Bordin, 3864 (UB)
F. anguste-limbatus Cambaréa do Sul, RS Bordin, 3836 (UB)
F. bryoides Campos do Jordao, SP Peralta 12470 (SP)
F. bryoides USA Shevock 32994 (UB)
F. crispus Brasilia, DF Gama 563 (UB)
F. crispus Santa Tereza, RS Bordin 3779 (UB)
F. crispus Brasilia, DF Gama 560 (UB)
F. crispus Rio Grande do Sul Bordin 3887 (UB)
F. scalaris Nova Esperanca, RS Bordin, 3951
F. taylori Minas Gerais Peralta 11929 (SP)
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