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RESUMO

Herbertia quareimana é uma espécie herbacea com distribuicéo restrita a poucas localidades
do bioma Pampa proximas a fronteira do Brasil com Argentina e Uruguai. Dois tipos de
populacdes de H. quareimana sdo observados a campo: populagdes proximas a Fronteira-
Oeste do Estado do Rio Grande do Sul com caracteristicas florais e vegetativas maiores
(morfotipo grande) e populagdes na regido das Missdes com morfologia aparentemente
menor (morfotipo pequeno). Populacdes mistas contendo os dois morfotipos ndo foram
encontradas até o momento. Analises citogenéticas preliminares realizadas pelo grupo de
pesquisa indicavam a existéncia de plantas diploides em H. quareimana nas Missdes, em
adicdo ao citotipo tetraploide (morfotipo grande) ja descrito na literatura. A existéncia de
variacdo intraespecifica em nivel de ploidia € um evento comum em Iridaceae e outros
grupos de plantas. A poliploidia pode resultar em diferencas morfoldgicas e ecoldgicas, com
reflexo na taxonomia. Assim, o presente estudo tem como objetivo responder aos seguintes
guestionamentos: i) existem realmente dois morfotipos distintos de H. quareimana? ii) ha
alguma relacdo entre essa diferenca morfologica e o nivel de ploidia? iii) o que poderia
explicar a separacdo geogréafica entre eles? Para atingir esse objetivo, foi utilizado um
conjunto de abordagens que contemplaram técnicas de citogenética, analise morfométrica e
de modelagem de nicho. Contagem cromossdmica e citometria de fluxo foram empregadas
para acessar o nivel de ploidia de individuos pertencentes tanto ao morfotipo pequeno quanto
ao morfotipo grande. Para a analise morfométrica foram examinados 22 caracteres florais e
23 vegetativos e estatistica univariada e multivariada foi empregada para acessar a variagao.
Modelagem de nicho foi realizada para investigar a distribuicdo de H. quareimana, através
de uma abordagem focada em machine learning, gerando modelos de distribuicdo para cada
citotipo e para a espécie. As analises citogenéticas revelaram a existéncia de um citétipo
diploide que corresponde ao morfotipo pequeno e confirmaram o citdtipo tetraploide ja
previamente reportado na literatura (morfotipo grande). Nao foram observadas populag¢des
mistas para os dois niveis de ploidia em nenhuma das amostragens investigadas. Os
resultados das analises morfométricas foram consistentes com as observagcfes a campo e
identificaram dois grupos morfologicos bastante distintos: um somente com individuos
pequenos (diploides) e outro somente com individuos grandes (tetraploides). Além disso, a
andlise estatistica mostrou que os niveis de ploidia de H. quareimana podem ser

identificados através de nove caracteres florais. A analise dos dados geogréaficos disponiveis



para H. quareimana mostrou que o0s citétipos encontram-se segregados geograficamente:
populacdes diploides ocorrem na regido noroeste do Rio Grande do Sul (na regido das
Missbes) e populacOes tetraploides sdo encontradas no sudoeste do Rio Grande do Sul
(compreendendo a regido da Campanha). Esse resultado foi validado pela modelagem de
nicho: foi verificado que os cit6tipos ocupam nichos distintos, com éreas de probabilidade
de ocorréncia com abrangéncia distinta entre os niveis de ploidia. As estratégias de analise
empregadas no presente estudo permitiram confirmar a existéncia de dois citétipos em
Herbertia quareimana, bem como evidenciaram que o nivel de ploidia impacta na
morfologia e na ecologia do organismo em questdo. Esses resultados contribuem para um
melhor entendimento sobre os limites de espécie em H. quareimana e sugerem novas
perspectivas para hipoteses evolutivas. Ainda, os resultados de modelagem podem também

ser Uteis como subsidio em uma futura revisdo do status de conservacdo da especie.

PALAVRAS-CHAVE: caracteres morfoldgicos, citometria de fluxo, citétipos, modelagem
de nicho, morfometria, nimero cromossémico, Pampa, poliploidia, Tigridieae, variacao

morfoldgica.



ABSTRACT

Herbertia quareimana is an herbaceous species with distribution restricted to a few localities
in the Pampa biome near the border of Brazil with Argentina and Uruguay. Two types of
populations of H. quareimana are observed in the field: populations close to the Fronteira-
Oeste of the State of Rio Grande do Sul with larger floral and vegetative characteristics
(large morphotype) and populations in the Missdes region with apparently smaller
morphology (small morphotype). Mixed populations containing both morphotypes have not
been found so far. Preliminary cytogenetic analyzes carried out by the research group
indicated the existence of diploid plants in H. quareimana in the MissGes, in addition to the
tetraploid cytotype (large morphotype) already described in the literature. The existence of
intraspecific variation at the ploidy level is a common event in Iridaceae and other plant
groups. Polyploidy can result in morphological and ecological differences, with an impact
on taxonomy. Thus, the present study aims to answer the following questions: i) are there
really two distinct morphotypes of H. quareimana? ii) is there any relationship between this
morphological difference and the ploidy level? iii) what could explain the geographical
separation between them? To achieve this goal, a set of approaches was used that included
cytogenetic, morphometric analysis and niche modeling techniques. Chromosome counting
and flow cytometry were used to assess the ploidy level of individuals belonging to both the
small and large morphotypes. For the morphometric analysis, 22 floral and 23 vegetative
characters were examined and univariate and multivariate statistics were used to assess the
variation. Niche modeling was performed to investigate the distribution of H. quareimana,
through a machine learning approach, generating distribution models for each cytotype and
for the species. Cytogenetic analyzes revealed the existence of a diploid cytotype that
corresponds to the small morphotype and confirmed the tetraploid cytotype previously
reported in the literature (large morphotype). Mixed populations were not observed for the
two ploidy levels in any of the investigated samples. The results of the morphometric
analyzes were consistent with the field observations and identified two very distinct
morphological groups: one with only small individuals (diploid) and the other with only
large individuals (tetraploid). Furthermore, the statistical analysis showed that the ploidy
levels of H. quareimana can be identified through nine floral characters. The analysis of the
geographic data available for H. quareimana showed that the cytotypes are geographically

segregated: diploid populations occur in northwestern Rio Grande do Sul (in the Miss6es
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region) and tetraploid populations are found in southwestern Rio Grande do Sul (comprising
the Campanha region). This result was validated by niche modeling: it was verified that the
cytotypes occupy distinct niches, with areas of probability of occurrence with different
coverage between ploidy levels. The analysis strategies employed in the present study
allowed us to confirm the existence of two cytotypes in Herbertia quareimana, as well as
showing that the level of ploidy impacts the morphology and ecology of the organism in
question. These results contribute to a better understanding of species boundaries in H.
quareimana and suggest new perspectives for evolutionary hypotheses. Furthermore, the
modeling results may also be useful as input in a future review of the conservation status of

the species.

KEYWORDS: chromosome number, cytotypes, flow cytometry, morphological characters,

morphological variation, morphometry, niche modeling, Pampa, polyploidy, Tigridieae.
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INTRODUCAO

1.  Poliploidia
A poliploidia € a condicdo hereditaria em que o organismo possui mais de dois

conjuntos completos de cromossomos, resultado da duplicagédo do genoma inteiro (WGD ou
Whole Genome Duplication). Este € um mecanismo considerado de grande importancia na
evolucdo das plantas uma vez que possibilita 0 aumento da diversidade genética (SOLTIS
etal., 2009; JIAO et al., 2011; GLENNON et al., 2014; VAN DE PEER et al., 2017, 2021;
BANIAGA et al., 2019). Estima-se que a poliploidia esteja envolvida na origem de um
grande namero de espécies, variando de 15 a 80% das angiospermas, dependendo do estudo
(MASTERSON, 1994; LEITCH e BENNETT, 1997; WOOD et al., 2009; RICE et al.,
2019).

Os poliploides podem ser estaveis, especialmente quando estes apresentam um
namero par de conjuntos cromossémicos, sendo a tetraploidia (quatro conjuntos) o nivel de
ploidia mais comum (COMAI, 2005; KUSHWAH et al., 2018; QU et al., 2021). Esta
estabilidade é importante, pois a formacdo de gametas ndo-balanceados, aqueles com
cromossomo(s) extra(s) ou faltante(s), diminui a probabilidade de estabelecimento dos
poliploides.

Os poliploides podem ser classificados de acordo com sua origem em autopoliploides
ou alopoliploides. Sdo denominados autopoliploides aqueles poliploides que surgem dentro
de uma unica espécie como resultado da duplicagcdo de um conjunto de cromossomos; 0S
alopoliploides sdo aqueles que surgem através da fusdo dos conjuntos de cromossomos de
diferentes espécies (hibridacdo) e subsequente duplicagcdo (VAN DE PEER, 2017).

A determinacdo do nivel de ploidia de uma dada espécie ou conjunto de espécies é
muito importante sendo o método mais preciso para isso a contagem do nimero de
cromossomos mediante analises mit6ticas ou meidticas. Outro método que vem sendo
largamente utilizado atualmente para inferir o nivel de ploidia é a estimativa do tamanho do
genoma através da citometria de fluxo (DOLEZEL et al., 2007; TE BEEST et al., 2012).
Embora seja um método bastante rapido e eficiente, & fundamental o conhecimento prévio
relativo aos nimeros cromossémicos do taxa em questdo, a fim de melhor interpretacdo dos
dados.

A poliploidia pode acarretar em aumento nuclear e celular, irregularidades meiéticas

e mitoticas tais como a producdo de células aneuploides (com cromossomo/s extra/s ou
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faltante/s) e instabilidade epigenética que pode impactar na regulacdo e expressao génica,
podendo ainda trazer impactos no sistema reprodutivo, como a perda da auto-
incompatibilidade e ganho de reproducéo assexuada (COMALI, 2005; TE BEEST etal., 2012,
MORGAN et al., 2020). Quando h& isolamento reprodutivo em relacdo aos parentais
diploides, os poliploides recém-formados precisam encontrar parceiros poliploides para se
reproduzir em um ambiente onde geralmente estdo rodeados por diploides, sendo necessario
superar a exclusao dos citétipos minoritarios para que se mantenham (VAN DE PEER et al.,
2017).

Por outro lado, a poliploidia traz diversas alteracGes que representam vantagens
adaptativas aos organismos. A duplicacdo do genoma resulta em redundancia génica que
pode trazer beneficios importantes, como o mascaramento do efeito deletério de alelos
recessivos por alelos dominantes ou servir de matriz para a diversificagdo génica, com
eventos de neofuncionalizacdo (VAN DE PEER, 2017). Também alteracBes em nivel de
expressao génica em termos temporais e/ou espaciais, bem como, subfuncionalizacdo
(CLARK e DONOUGHUE, 2018; WENDEL et al., 2018). Tem sido observado que tais
alteragdes podem levar ao aumento da tolerancia a uma gama mais ampla de condi¢des
ecoldgicas e ambientais (tolerdncia a estresse), resultando na separacdo de nicho dos
parentais diploides e tamanho da populacéo, aumento dos 6rgéos das plantas, protecao contra
mutacOes deletérias, aumento da heterozigosidade e do vigor hibrido (SATLER et al., 2016;
VAN DE PEER et al., 2017; QIU e KOHLER, 2021).

Tem sido observado que varias caracteristicas reprodutivas podem diferir
significativamente em virtude da duplicacdo do genoma, como os tamanhos relativos e
relacdes espaciais dos érgdos florais (DE BOTT et al., 2005) e a fenologia. Niveis de ploidias
distintos podem diferir quanto ao inicio do periodo de floracdo, sua duracéo e tempo de
desenvolvimento da planta (CORNEILLIE et al., 2019). Também a fertilidade pode ser
impactada em termos de producdo de sementes, sua viabilidade e germinabilidade
(CORNEILLIE et al., 2019). Todas essas caracteristicas podem resultar em uma
diferenciacdo de nicho ecoldgico entre os diploides e os poliploides. Em outras palavras, a
poliploidia, por varios caminhos, pode levar a especiagdo (OTTO e WHITTON, 2000; VAN
DE PEER et al., 2017; MEUDT et al., 2019).

Eventos de poliplodia estdo diretamente relacionados a momentos decisivos na

historia evolutiva das plantas, como importantes transi¢cdes evolutivas, grandes saltos no
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desenvolvimento e/ou radiagdes adaptativas de espécies, bem como podem afetar a interacao
com polinizadores, assim, sugerindo que a poliploidia tenha seu papel na especiacdo
adaptativa (DE BODT et al., 2005; FAWCETT et al., 2009; REZENDE et al., 2020).

2. Herbertia Sweet: um género de Iridaceae
Pertencente a Asparagales (APG 1V, 2016), Iridaceae é constituida de sete

subfamilias reconhecidas, sendo elas: Isophysidoideae, Patersonioideae, Geosiridoideae,
Aristeoideae, Nivenioideae, Crocoideae e Iridoideae. A familia possui mais de 2.000
espécies distribuidas dentre 65 a 75 géneros (GOLDBLATT et al., 2008).

Iridaceae possui uma distribuicio cosmopolita, sendo o sul da Africa um de seus
centros de diversidade uma vez que é o local de ocorréncia de mais da metade das espécies.
A segunda zona de maior riqueza encontra-se no Hemisfério Sul, onde existe uma grande
ocorréncia de espécies na regido Neotropical, muitas delas endémicas (GOLDBLATT etal.,
2008; GOLDBLATT e MANNING, 2008). Possui espécies utilizadas como plantas
ornamentais e como flores de corte, especialmente os géneros Iris L., Gladiolus L.,
Belamcanda Adans. e Freesia Eckl. ex Klatt (SINGAB et al., 2016). Na economia, Crocus
sativus L. (a fonte do acafrdo) e Iris (raiz de orris) sdo considerados 0s mais importantes
representantes da familia (GLIMN-LACY e KAUFMAN, 2006).

Possuindo pelo menos 900 espécies e representando cerca de 40% da riqueza de
espécies em Iridaceae (GOLDBLATT e MANNING, 2008), Iridoideae é a Unica subfamilia
com representantes no Brasil (EGGERS et al., 2020). Iridoideae € subdividida atualmente,
com base em sequéncias plastidiais, em cinco tribos: Diplarreneae, Irideae, Sisyrinchieae,
Trimezieae e Tigridieae (GOLDBLATT et al., 2008) (Figura 1). Dessas, trés tribos séo
encontradas na América do Sul, Sisyrinchieae, Tigridieae e Trimezieae (GOLDBLATT e
MANNING, 2008; GOLDBLATT et al., 2008).

No Brasil, as espécies de Iridaceae concentram-se principalmente nas regides Sul e
Sudeste, com forte representatividade na flora dos biomas Pampa, Mata Atlantica e Cerrado.
Sa0 26 géneros abarcando 212 espécies, das quais 115 sdo endémicas (EGGERS et al.,
2020), indicando que o Brasil seja provavelmente o maior centro de diversificacdo de
Iridaceae no continente americano. A regido sul do pais conta com o maior nimero de
espécies, 116. O Rio Grande do Sul é o Estado com maior numero de espécies (91) e o
Pampa o terceiro maior bioma com 61 espécies (EGGERS et al., 2020; LIZARAZO, 2019).
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Figura 1: Arvore filogenética da subfamilia Iridoideae, destacando as cinco tribos: Diplarreneae,
Irideae, Sisyrinchieae, Tigridiae e Trimezieae . Modificado de Goldblatt et al. (2008).

A tribo Tigridieae compreende de 15 a 20 géneros e 172 espécies, divididos em dois
clados principais que sdo formalmente chamados de Clado A e Clado B (CHAUVEAU et
al, 2012). No sul do Brasil sdo encontrados nove géneros (EGGERS et al., 2020), a saber
Calydorea Herb, Catila Ravenna, Cypella Herb., Eleutherine Herb., Gelasine Herb.,
Herbertia Sweet, Kelissa Ravenna, Onira Ravenna e Phalocallis Herb.

Tigrideae é considerada uma tribo taxonomicamente complexa. Ha grande variacao
na cor, forma e estrutura das flores, mas essas sdo muito efémeras e preservam-se
precariamente como espécimes de herbario (RODRIGUEZ e SYTSMA, 2006). Ha também
descri¢Oes superficiais e com falta de caracteres diagnosticos. Somando-se todos esses
fatores, o resultado foi uma taxonomia confusa do grupo e o estabelecimento de 40 géneros
distintos, varios deles monotipicos (RODRIGUEZ e SYTSMA, 2006). Em 1990 Goldblatt
propds que Tigridieae fosse dividida em Cipurinae e Tigridiinae. Essa divisdo foi
parcialmente refutada por Chauveau e colaboradores em 2012, quando publicaram uma

filogenia que demonstrou a tribo subdividida em dois clados denominados A e B, como
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mencionado anteriormente (Figura 2). O clado A é composto por géneros incluidos
exclusivamente na subtribo Cipurinae Benth. & Hook.f. (inclusive Herbertia), porém néo

todos. O clado B compreende os géneros restantes de Cipurinae e todos da subtribo

Tigridiinae Pax.
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Figura 2: Arvore filogenética de Iridoideae, destacando clado A e clado B de Tigridieae. O quadrado
marca a posicao do género Herbertia dentro do clado A e a estrela indica Herbertia quareimana,
espécie foco do presente estudo. Adaptado de Chauveau et al, 2012.

3. Citogenética em Iridaceae
A citogenética € uma ferramenta Gtil na resolugdo de problemas taxondmicos,

especialmente para espécies vegetais (GUERRA, 1988; 2008; 2012), uma vez que 0
conhecimento sobre caracteres citoldgicos tem sido especialmente importante para a ajudar
a resolver a circunscricdo e entender a relacdo de géneros e espécies (GOLDBLATT e
TAKEI, 1997).
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Essa é uma familia bastante varidvel em nivel de ploidia e nimero cromossémico
basico (x), sendo o0 numero bésico ancestral para a familia x = 10 (KENTON e HEYWOOD,
1984; MORAES et al., 2015, BURCHARDT et al., 2018). E comum nos membros da familia
que ocorrem no Hemisfério Norte a neoploidia (relativa a poliploidia infragenérica), sendo
estimada sua ocorréncia em cerca de 60% das espécies (GOLDBLATT e TAKEI, 1997).
Eventos recorrentes de poliploidia sdo bastante comuns, o que resulta em uma variacao na
familia de 2n = 6 até 2n = 230 (ALVES et al., 2011; MORAES et al., 2015).

Outro fenbmeno importante na evolucao cariotipica de Iridaceae é a disploidia. A
disploidia é o aumento ou o decréscimo gradual no nimero cromossémico haploide (n)
originada de rearranjos estruturais. Diferentemente da aneuploidia, onde a mudanca do
numero cromossdmico se deve a segregacao irregular na divisdo celular com consequente
perda ou ganho de cromossomos, na disploidia a alteracéo se deve especialmente a eventos
de fusdo e fissdo cromossdmica.

A diversidade de nimeros basicos dentro de alguns géneros dessa familia é causada
por eventos de poliploidia e disploidia, resultando em ndmeros basicos secundarios tais
comoxz2=5,7,8,9, 11,12 e 14 (GOLDBLATT e TAKEI, 1997; MORAES et al., 2015).

Aproximadamente 10% das espécies de Iridoideae sdo poliploides e 10% das demais
espécies possuem tanto populacées diploides como poliploides. Nesse sentido, observa-se a
importancia da poliploidia na evolucdo das Iridaceas das Américas do Sul e Central, onde
grande parte das espécies ja investigadas da tribo Tigridieae séo tetraploides e hexaploides
(GOLDBLATT e TAKEI, 1997; SOUZA-CHIES et al., 2012; MORAES et al., 2015,
BURCHARDT et al., 2018).

Em Tigridieae o nimero basico é relativamente uniforme (KENTON e HEYWOOD,
1984) com a maioria das espécies apresentando x = 7 (GOLDBLATT, 1982), exceto para o
género Eleutherine Herb., para Gelasine elongata (Graham) Ravenna com x = 6 e para
Phalocallis coelestis (Lehm.) Ravenna com x =5 (KENTON e RUDALL, 1987; MORAES
et al., 2015). Moraes et al. (2015), usando dados citogenéticos dentro de uma abordagem
filogenética elucidaram algumas questbes relativas a evolucdo do ndmero basico para
Iridoideae. Foi sugerido o nimero basico ancestral x = 8 para a subfamilia, x = 9 para
Sisyrinchieae, x =7 para Tigridieae (em conformidade com o que foi proposto por Goldblatt
em 1982) e x = 14 para Trimezieae. Observando os demais resultados é possivel notar que

séries poliploides intragenéricas e intraespecificas sdo comuns, principalmente no clado A
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de Tigridieae e parecem ser especialmente importantes clado B de Tigridieae e em
Trimezieae.

Assim como a maior parte dos géneros da tribo Tigridieae, Herbertia possui um unico
ndmero cromossdmico basico x = 7. Para seis das oito espécies aceitas no género existem
contagens cromossdmicas realizadas, sendo reportados quatro niveis de ploidia: 2x, 4x, 6x e
8x (KENTON e HEYWOOD, 1984; GOLDBLATT e TAKEI, 1997; MORENO et al., 2009;
MORAES et al., 2015). Além disso, séries poliploides intraespecificas foram descritas para
H. lahue (2n = 14, 42 e 56) e H. pulchella Sweet (2n = 14 e 28) (MORAES et al., 2015).

A estimativa de tamanho de genoma por citometria de fluxo esté se tornando cada
vez mais difundida devido a sua aplicabilidade. Os dados de contetdo de DNA além de
serem frequentemente usados para inferir niveis de ploidia (PELLICER e LEITCH, 2014),
vém sendo empregados na elucidacdo de questdes evolutivas dos mais diversos taxa.
Estimativas de tamanho de genoma podem integrar e enriquecer as analises filogenéticas
(DOLEZEL et al., 2007; MORAES et al., 2015; BURCHARDT et al., 2018; BAINARD et
al., 2020; MOEGLEIN et al., 2020; CHOI et al., 2020), bem como serem empregadas dentro
de uma abordagem ecoldgica de modelagem de nicho.

De acordo o Plant DNA C-Values Database o tamanho médio de genoma para
Iridaceae é de 2C = 11,31, variando de 1,0 até 62,70 pg (LEITCH et al., 2019). Em
Herbertia, os valores variam de 2C = 4,13 a 2C = 15,43 pg, tendo H. quareimana um
conteudo 2C de 8,70 pg para individuos com 2n = 28 (MORAES et al., 2015).

4. Um pouco mais sobre Herbertia
Conhecido popularmente como “Bibi”, Herbertia é integrante do clado A de

Tigridieae (Figura 2) (CHAUVEAU et al., 2012), sendo composto por oito espécies
(DEBLE e ALVES, 2013) de plantas herbaceas, bulbosas, perenes e sazonais, com poucas
folhas. Herbertia apresenta plantas com flores que variam de lilas a violeta ou sdo brancas
(EGGERS, 2020), séo polinizadas por insetos e estdo presentes naturalmente em areas de
campo aberto no sul da America do Sul (STIEHL-ALVES, 2013). Essas plantas possuem
grande semelhanca vegetativa. Contudo, algumas exibem elevado polimorfismo floral,
tornando possivel o reconhecimento das espécies através da flor.

Quanto a distribuicdo geografica, este género engloba desde espécies restritas ao

bioma Pampa, como a H. darwinii Roitman & J. A.Castillo, até espécies de distribuicdo mais
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abrangente como a H. lahue (Molina) Goldblatt, que é encontrada nos trés Estados da regido
Sul do Brasil, na Argentina, Uruguai, Paraguai e Chile (EGGERS, 2020). Herbertia
quareimana Ravenna, foco do presente estudo, é encontrada no sul do Rio Grande do Sul,
Uruguai e no centro leste da Argentina (EGGERS, 2020) e atualmente é avaliada como quase
ameacada de extingdo (NT). Enquanto isso, H. furcata, assim como H. darwinii séo

classificadas como “em perigo” e H. zebrina esta categorizada como “criticamente em perigo”

(Tabela 1) (SEMA, 2014).

Figura 3. Algumas das espécies de Herbertia ilustrando a diversidade do género: (A) Herbertia
lahue (6x); (B) H. pulchella; (C) H. zebrina; (D) H. quareimana (morfotipo pequeno); (E) H.
guareimana (morfotipo grande); e, (F) H. quareimana (morfotipo pequeno) ao lado de Cypella
hauthalii (Kuntze) R.C.Foster. Fotos: Luana Carvalho.
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Tabela 1. Padrdes de distribuigdo geografica e status de conservacao das oito espécies de Herbertia.

Espécie Dlstrlbyl_(;ao Status de Conservacéao Regides de ocorréncia
geografica
H. amabilis N&o avaliado, Rio Grande do Sul
Deble & F. S. Endémica provavelmente (provavelmente restrita a
Alves Criticamente em Perigo Depressdo Central)
(CR)
H. darwinii Fronteira do Rio Grande do
Roitman & Restrita Em Perigo (EN) Sul com Argentina e
J.A.Castillo Uruguai
H. furcata (Klatt) Endémica Em Perigo (EN) Fronteira do Rio Gra}nde do
Ravenna Sul com Argentina
H. lahue (Molina) « . Sul do Brasil, Argentina,
Goldblatt Ampla Ndo avaliado Uruguai, Paraguai e Chile
H. pulchella Restrita No avaliado, Rio Grande dg Sule
Sweet . Uruguai
provavelmente Em Perigo
H. quareimana Fronteira do Rio Grande do
‘ ?? Restrita Quase ameacada (NT) Sul com Argentina e
avenna Uruguai
H. tigridioides Provavelmente Provincia de Tucuman,
(Hicken) A Né&o avaliado Argentina
endémica
Goldblatt
Criticamente em Perido Rio Grande do Sul (restrita
H. zebrina Deble Endémica g a Serra do Sudeste)

(CR)

Notas: ! Status de conservacdo conforme decreto N° 52.109, de 1° de dezembro de 2014 publicado
pela Assembleia Legislativa do estado do Rio Grande do Sul.

5. Morfometria
Tradicionalmente, a identificacdo das espécies depende fortemente de caracteres

morfoldgicos. Em plantas, os caracteres morfolégicos sdo avaliados a partir de medidas,
formas e cores das flores, das folhas, do poélen, do caule, enfim, de tudo que possa
caracteriza-las (HAIDER, 2018). Contudo, as espécies compdem um sistema complexo e
possuem relagbes multidimensionais com seu proprio ambiente e outras espécies. Para
melhor entender esse sistema, é benéfico utilizar dados morfoldgicos integrados a dados
genéticos, demandas ecoldgicas, preferéncia de nicho, entre outros (RAJEI, 2015; ERST et
al., 2020, LUCENO et al., 2021).
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Estudos de caracteres morfoldgicos (florais e vegetativos) tém sido bastante
proveitosos na investigacdo e delimitacdo de citétipos. Em 1999, Keeler e Davis
relacionaram o cit6tipo nonaploide (2n = 9x = 90) de Andropogon gerardii Vitman a um
morfotipo maior e mais alto quando comparado com o morfotipo hexaploide (2n = 6x = 60).
De 14 para c4, tem aumentado os estudos que relacionam positivamente caracteres
morfoldgicos a séries poliploides (PADOAN et al., 2013; SINSKI et al., 2014; CHANSLER
et al., 2016; MCCARTHY et al., 2016; MUNOZ-PAJARES et al., 2018; SILBERNAGL e
SCHONSWETTER, 2019).

Em Iridaceae, essa abordagem se mostra bastante promissora. Estudos demonstram
gue muito mais gque variar em tamanho total, os poliploides da familia apresentam variacao
mais expressiva nas flores (TACUATIA et al., 2012; STIEHL-ALVES et al., 2016;
FACHINETTO et al., 2017). Assim, a utilizacdo de abordagens morfométricas poderia ser

bastante informativa e esclarecedora em nosso estudo.

6. Modelagem de nicho
Fatores abidticos, tais como temperatura e precipitacdo, desempenham um papel

fundamental na distribuicao de espécies e na biodiversidade (CASTRO et al., 2020). Unindo
esses fatores abidticos com a distribui¢do geografica, surgem os modelos de nicho ambiental,
0s quais sdo gerados através da combinacgdo de dados de ocorréncia de espécies com camadas
de dados ambientais (obtidos a partir de um sistema de informacao geografica). Modelos de
nicho vem sendo utilizados para responder a questdes de evolucdo de nicho, especiacéo e
acumulo de diversidade ecologica dentro de clados (WARREN et al., 2008, HUANG et al.,
2017; MUNOZ-PAJARES et al., 2018; BOSCH et al., 2019; SILBERNAGL e
SCHONSWETTER, 2019).

E fundamental conhecer bem a distribuicdo de espécies endémicas, assim como a
paisagem biocliméatica associada as mesmas. Nesse sentido, estudos que fazem uso da
modelagem de nicho e de distribuicdo tém se mostrado muito importantes (SEGATTO et
al., 2017; FLORES-TOLENTINO et al., 2019), ndo apenas como forma de caracterizar a
adequacéo e probabilidade de ocorréncia das espécies, mas também auxiliando na avalia¢éo
de risco de extincdo e no estabelecimento de estratégias de conservacdo dessas espécies
(GILS et al., 2012; SOHN et al., 2013; ALENCAR et al., 2015; SRINIVASULU et al.,

2021). Esses estudos sdo valiosos uma vez que podem auxiliar na busca de estratégias para
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a preservacdo do Bioma Pampa, sabidamente possuidor de elevado indice de endemismo
(BOLDRINI, 2020). Contudo, a literatura € ainda escassa (SEGATTO et al., 2017;
PEDRANA et al., 2018).

Em Iridaceae existe apenas um estudo utilizando de modelagem de nicho
(ALENCAR et al., 2015). No estudo, foi investigada Calydorea crocoides Ravenna, uma
espécie ameacada de extingdo tipica das regifes serranas do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina (EGGERS e CHAUVEAU, 2020). Atraves da modelagem de nicho foi possivel
identificar a distribuicdo potencial focada em habitats adequados para a espécie,
contribuindo assim para o entendimento da evolugédo do taxa e permitindo a sugestdo da
atualizacdo do status de conservagcdo a qual passou de “menor preocupagdo” para
“vulneravel” na Lista Vermelha (IUCN).

A modelagem de nicho pode também ser empregada em estudos de poliploidia.
Niveis mais altos de ploidia podem resultar em nicho ecol6gico mais amplo e maior
tolerancia a condi¢cdes mais extremas, o que pode levar a diferentes nichos e segregacao
espacial. Isso foi demonstrado recentemente por Decanter e colaboradores (2020) em
Saxifraga rosacea Moench, onde a temperatura média anual adequada para os hexaploides
€ mais alta do que para de octoploides, assim como maior tolerancia a geada entre os
octoploides. Também Castro e colaboradores (2020) verificaram que para o tetraploide de
Jasione maritima var. sabularia (Cout.) Sales & Hedge as mudancas nos requisitos
ambientais podem ter permitido que ele se espalhasse em habitats ndo favoraveis ao seu
progenitor diploide. Tetraploides e hexaploides de Eutrema edwardsii R. Br. foram
avaliados quanto ao nicho e verificou-se que o tetraploide possuia um nicho mais estreito
em comparag¢do do hexaploide, este com um uma adequagao maior a diferentes ambientes

(MASTIN et al., 2018).

7. Por que estudar Herbertia quareimana?

Descrita em 1989, as plantas desta espécie apresentam flores com coloracéo violeta
viva e escura. Diferenciam-se das demais espécies do género pela presenca anteras retas,
lamina das tepalas externas amplamente obovadas e divisbes secundarias dos estiletes
recurvadas.

O modo como as plantas se reproduzem tem efeito direto na estrutura genética das
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populacdes, uma vez que determinara o fluxo génico entre as populacdes da espécie. Stiehl-
Alves e colaboradores (2017) realizaram experimentos a fim de investigar o modo de
reproducdo dessa espécie com tratamentos de autopolinizacdo autbnoma, autopolinizagao
manual e polinizacdo cruzada manual. Herbertia quareimana foi definida como uma espécie
auto-incompativel e, portanto, alégama. Nesse artigo também foi realizada uma anélise de
ISSR. Essa analise identificou que H. quareimana apresenta a maior parte da variabilidade
genética distribuida dentro de populacBes (66%) e diferenciou-a geneticamente dos dois
outros grupos (H. darwinii e H. pulchella).

Atualmente sabe-se que H.quareimana é uma espécie endémica do Pampa (ou
Campos Sulinos). Sua distribuicdo é descrita para 0os campos de Artigas no Uruguai € em
Quarai no Rio Grande do Sul, sendo que nessa Gltima localidade ela cresce junto a H. lahue
(Ravenna, 1989). A distribuicdo atual de H. quareimana inclui a regido das Missdes, em
municipios como Entre-ljuis, Sdo Borja, Sdo Nicolau, Santo Ant6énio das Missbes e Sdo
Miguel das MissBes) e em municipios da Fronteira Oeste (Alegrete, Uruguaiana e Barra do
Quarai). Em praticamente todas estas areas a espécie cresce com a presenca de outras
espécies de Iridaceae (STIEHL-ALVES et al., 2017).

Durante incursdes em campo de nosso grupo foi observada a ocorréncia de
populacdes de H. quareimana cujas plantas apresentavam diferencas morfoldgicas evidentes,
principalmente quanto ao porte das plantas e tamanho das flores (STIEHL-ALVES, dados
ndo publicados). Aparentemente, ha uma distribuicdo disjunta das popula¢des dos dois tipos
morfoldgicos, com as plantas de porte maior ocorrendo na Fronteira Oeste enquanto 0s
individuos menores sdo encontrados apenas em populacdes na regido das MissOes.
Populag6es mistas com plantas dos dois morfotipos ainda ndo foram localizadas, apesar de
intenso esforco de coleta empregado até o0 momento.

Herbertia quareimana é uma espécie tetraploide (2n = 4x = 28) cujo tamanho de
genoma € de 2C = 8,70 pg (RAVENNA, 1989; MORENO et al., 2009; MORAES et al.,
2015). Até o momento, ndo foram reportados outros cit6tipos ou uma série poliploide para
H. quareimana, como ja descrita para outras espécies do género. Entretanto, analises
preliminares de individuos reconhecidos como afins a H. quareimana indicam a existéncia
de diploides 2n = 2x = 14 (dados ndo publicados). Aparentemente, estes putativos diploides
de H. quareimana, diferem dos tetraploides quanto as dimensdes dos caracteres morfoldgicos

florais e vegetativos.

23



Tendo em vista variagdo morfoldgica observada para H. quareimana, a ocorréncia
disjunta dos morfotipos e a possivel existéncia de dois niveis de ploidias, nossa hipétese para
esse estudo € essa espécie possui individuos diploides e tetraploides, os quais podem ser
distinguidos a partir de caracteres morfoldgicos, especialmente aqueles relacionados ao
tamanho de estruturas florais. Além disso, com base nos dados de distribuicdo geogréfica
obtidos até entdo, acreditamos que tais citotipos ndo ocorrem em simpatria, estando

geograficamente e, presumivelmente, ecologicamente separados.

Justificativa

Assim, surgem perguntas:

i) existem realmente dois morfotipos distintos de H. quareimana?

ii) ha alguma relacéo entre essa diferenca morfoldgica e o nivel de ploidia?

iii) 0 que poderia explicar a separacdo geografica entre eles?

Com base no que foi apresentado, este trabalho busca caracterizar
morfometricamente H quareimana a fim de confirmar a existéncia de dois morfotipos e sua
possivel relacdo com o nivel de ploidia. O presente estudo se propde ainda, a buscar
subsidios que possam explicar a distribuicao disjunta dos morfotipos.

Atualmente, H. quareimana apresenta o status de espécie “quase ameacada de
extingdo” (NT) ou Blab (iii) (SEMA, 2014), porém sua conservacgdo requer a elucidagdo
dessas lacunas de conhecimento, as quais trardo informacoes relevantes ndo apenas para a
compreensdo da diversidade dessa espécie geofita de campos sulinos, mas também fornecer

subsidios para sua preservacao.
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OBJETIVOS

O presente estudo tem por objetivo entender e descrever a diversidade de H.
guareimana, através de uma abordagem multidisciplinar, visando uma melhor compreensao
ndo sé do taxon, mas também buscando informacdes que possam contribuir para um maior
entendimento a respeito da evolucéo e diversificacdo do género Herbertia. Para atingir tal

objetivo, serdo empregadas andlises citogenéticas, morfométricas e de modelagem de nicho.

Objetivos especificos

a) Confirmar a existéncia de populacdes de plantas diploides, bem como sua
distribuicdo geografica;

b) Determinar nimero cromossémico e estimar o tamanho de genoma de individuos de
diferentes populacdes ao longo da distribuicdo geogréafica da espécie;

c) Realizar analises de morfometria a fim de delimitar os morfotipos e elucidar sua
relagdo com os citétipos;

d) Revisar a distribuicdo geografica de H. quareimana a partir de coletas a campo e
bancos de dados;

e) Analisar a distribuicdo de H. quareimana através da modelagem de distribuicéo de
espeécies, levando em consideracao o nivel de ploidia.
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MATERIAL E METODOS

1. Coleta/estratégia de amostragem

A espécie do presente estudo é endémica do Bioma Pampa. O Pampa estéa localizado
ao sul da América do Sul e possui uma porgéo brasileira (176.496 km?, aproximadamente
2,07% do territério nacional) que se conecta ao restante do bioma no Uruguai, na Argentina
e a uma pequena parte no Paraguai. Forma um ambiente peculiar e muito antigo geoldgica,
climatica e biologicamente. Essas caracteristicas ddo ao bioma um potencial enddgeno vasto.
Apesar dessas caracteristicas, 0 pampa permanece carente de pesquisas e desenvolvimento.
E um bioma com elevado indice de endemismos (cerca de 260 espécies da flora) e com
muitos géneros da fauna e flora ameacados de extingdo (BOLDRINI, 2020), o que torna
necessario estratégias de conservagao.

Nesse contexto, em outubro de 2019 foram realizadas expedi¢0es a campo no interior
do estado do Rio Grande do Sul em busca de populagdes naturais de H. quareimana. Foram
encontradas trés populacdes do morfotipo pequeno (uma em Sdo Miguel das Missdes e duas
em Santo Antonio das Missdes, identificadas como SATVCM 03, SATVCM 04 e SATVCM
06) e trés do morfotipo grande (todas em regides distintas no municipio de Alegrete,
identificadas como SATVCM 22, SATVCM 23 e SATVCM 24) (Figura 4, Tabela 2).
Embora muitas buscas tenham sido feitas no ano de 2019 e em anos anteriores, regifes de
simpatria ndo foram encontradas.

Para cada populacdo, foram coletados individuos para as diferentes analises
previstas: bulbos para analises citogenéticas, flores com tépalas integras fixadas em solucéo
de alcool-glicerol 7:3 e plantas preservadas para analise morfoldgica. Em todas as
expedicOes, foi coletado material testemunho na forma de exsicatas (voucher) a serem
depositadas no herbario ICN da UFRGS.
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Tabela 2: Tabela com a localizacdo do material coletado em 2019.

Populacéo Morfotipo Localidade Longitude Latitude
SATVCM 03 Pequeno S&o Miguel das MissGes/RS -54.55389 -28.546
SATVCM 04 Pequeno Santo Antonio das Missdes/RS -55.21797  -28.506
SATVCM 06 Pequeno Santo Antonio das Missdes/RS -55.23392  -28.523
SATVCM 22 Grande Alegrete -55.88517 -29.858
SATVCM 23 Grande Alegrete -55.97544  -29.984
SATVCM 24 Grande Alegrete -55.98703  -30.281
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Figura 4: Mapa indicando os locais de ocorréncia das popula¢bes de Herbertia quareimana
amostradas em 2019. Pontos rosas no mapa indicam popula¢6es com morfotipo pequeno e pontos
azuis indicam populacGes com morfotipo grande.

2. Analises citogenéticas

Visando a manutencdo das plantas e a obtencdo de raizes para analises citogenéticas,
os bulbos coletados foram limpos, as raizes originais removidas com bisturi e plantados em

vasos contendo terra e vermiculita (2:1, v/v). Aproximadamente 14 dias apés o plantio, 0s
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bulbos foram lavados e as raizes jovens foram coletadas e pré-tratadas com solugdo de 8-
hidroxiquinolina 2 mM por 4h a 15°C. Subsequentemente as raizes foram fixadas em solucao

de etanol-acido acético 3:1 (v/v) fresco e armazenadas a -20°C até o0 momento do uso.

2.1 Contagem cromossomica

Para acessar 0 numero cromossémico foram utilizados materiais da presente coleta e
também de coletas anteriores que estavam armazenados no laboratorio (morfotipo pequeno:
SAFS17; morfotipo grande: E1103, ECP733 e ESC513), pelo menos cinco individuos por
populacdo. Para a preparagdo das laminas, as raizes foram lavadas em &gua destilada para
remocdo do fixador e entdo, submetidas a digestdo enzimatica (1% de macerozima (Sigma),
2% de celulase (Onozuka) e 20% de pectinase (Sigma) em banho-maria a 37°C. O tempo de
digestéo variou de 30 a 65 minutos, dependendo do tamanho da raiz. O preparo da lamina se
deu por esmagamento do meristema radicular em uma gota de acido acético 45%. As laminas
foram congeladas em nitrogénio liquido para retirada da laminula com o auxilio de um
bisturi e depois secadas em temperatura ambiente.

As laminas com as melhores metafases foram selecionadas em contraste de fase no
microscopio Zeiss Axioplan para posterior coloracdo. Estas entdo foram coradas em solucdo
Giemsa a 2% por 20 minutos e montadas em Entellan (Merck). Pelo menos dez células com
bom espalhamento cromossémico e em condensacdo equivalente foram analisadas por
planta. As melhores metafases foram fotografadas em microscopio Zeiss Axioplan, equipado
com sistema de captura digital de imagem software AxioVision Zeiss e selecionadas para

contagem do nimero cromossémico.

2.2 Tamanho de genoma

Para a estimativa de conteddo de DNA foi empregada citometria de fluxo.
Fragmentos de folhas frescas de 2 cm? foram macerados em 1 mL de tamp&o de lise LBO1.
Posteriormente, os nucleos em suspensao foram filtrados com malha de nylon de 40 um em
microtubos de citometria. No momento da andlise, foi adicionado 50 pg mL™ de RNAse e
50 ug mL? de iodeto de propideo. Espécies de tamanho de genoma conhecido foram
utilizadas como padrdes internos, sendo maceradas junto com as amostras de H. quareimana.
Foram empregadas Solanum lycopersicum L. ‘Stupické’ (2C = 1,96 pg) e Pisum sativum L.
(2C =9,09 pg) (DOLEZEL et al., 2007).

As suspensdes nucleares foram analisadas em citdmetro de fluxo FACS-Aria
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(Becton-Dickinson). Cerca de 10.000 nucleos foram analisados. Os histogramas foram
gerados a partir do software BD FACSDiva software 6.0. A estimativa do conteddo de DNA
das espécies foi realizada através da comparacao dos picos correspondentes aos estagios de

G0/G1 da espécie padrao e das amostras de H. quareimana.

3. Analises morfométricas

Para as analises morfométricas foram feitas medidas florais de todos os acessos
coletados (neste contexto, o termo “acesso” refere-se as populacdes e sera empregado daqui
para frente), exceto SATVCM 24 (morfotipo grande), uma vez que ndo foram encontradas
flores integras para analise. Esse acesso foi substituido por SADR09 (ICN184238), outro
morfotipo grande, advindo de Quarai/RS, que possuia flores integras previamente coletadas
em glicerol-alcool e estocadas em laboratério. Um total de 51 individuos foram analisados,
sendo 25 do morfotipo pequeno e 26 do grande. Para as medidas vegetativas foram utilizados
individuos de todos os acessos da coleta de 2019, totalizando 57 individuos mensurados (27
do morfotipo pequeno e 30 do morfotipo grande).

Com o auxilio de um paquimetro digital, dados de 41 caracteristicas morfologicas,
18 florais e 23 vegetativas, foram coletados para cada planta (Tabela 4). As tépalas mantidas
em solucéo de etanol e glicerol foram colocadas sobre cartdes (4x4cm) de papel de gramatura
média Canson branco (140g/m?), sendo identificadas por individuo e populagio. Para melhor
representar a forma das tépalas externas, seu comprimento foi subdividido em duas medidas
e sua largura em quatro (Figura 5). Algumas estruturas florais, por serem demasiado
pequenas, necessitaram de auxilio de lupa para medicéo.

Para medir area e perimetro, os cartGes foram fotografados com uma camera digital
Nikon D5300 em resolugdo méxima (6000 x 4000 pixels) e o contorno das tépalas externas
e internas foi recuperado e disposto sobre fundo preto utilizando o software GIMP 2.10.24
(Figura 6). A analise foi executada no pacote de processamento de imagem de codigo aberto
Fiji-ImageJ2 (SCHINDELIN et al., 2012), utilizando Set Scale para definir a escala espacial
das estruturas para que os resultados das medi¢fes possam ser apresentados em unidades
calibradas (em centimetros). A seguir, as imagens foram convertidas para tons de cinza em

8-bits utilizando o submenu Type, os limites superiores e inferiores da analise foram
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estabelecidos utilizando o submenu Image, a seguir Adjust — AutoThreshold — RenyiEntropy
method.(KAPUR et al, 1985) e as imagens foram entdo binarizadas utilizando Process —
Binary — Make binary. Analyze (Set Measurements) foi utilizado para estabelecer os
parametros da analise de contorno.

Figura 5: Medidas de comprimento e largura das tépalas externas de H. quareimana diploide (A) e
tetraploide (B) (Tabela 3).
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Figura 6: Exemplo de imagens de tépalas internas (A e C) e externas (B e D) de H. quareimana
utilizadas para obter dados de area e de perimetro. Plantas diploides acima (A e B) e tetraploides
abaixo (C e D). Escala: 1 cm.

4. Analises estatisticas

Para os dados morfoldgicos, foram verificadas as suposi¢6es do teste ANOVA (com
0 teste post hoc de Tukey para comparacdes pareadas) a partir do teste de normalidade de
Shapiro-Wilk e do teste de homocedasticidade de Levene. Uma vez ndo satisfeitos os
requisitos da ANOVA, o teste de Kruskal-Wallis (com teste post hoc de Mann-Whitney para
determinar a significancia) foi aplicado (a0 = 0,05).

O teste de correlagdo de Spearman foi aplicado para testar a correlacdo entre os
caracteres. Dois caracteres de morfologia floral foram excluidos (comprimento total do
estilete e bracos do estilete - comprimento da parte concrescente) antes de realizar as
proximas analises pois estavam altamente correlacionados com pelo menos um outro
parametro (r > 0,95) ou ainda por apresentarem alta correlacdo com pelo menos dois outros
parametros (0,90 <r > 0,95) (KOLARCIK et al., 2019). Os demais seguiram para analise de
componentes principais (PCA). Devido a fase de florescimento encontrada durante a coleta,
alguns individuos tetraploides ndo possuiam capsulas, o que levou a dados faltantes nesses
caracteres, situagdo que foi contornada utilizando a funcao imputePCA do pacote missMDA
(versdo 1.18) (JOSSE e HUSSON, 2016).

Os graficos ilustrando as analises foram criados usando o pacote ggplot2 (versdo
3.3.5) (WICKHAM, 2016). Todas as analises foram realizadas no software R (versdo 4.0.2)
(R Core Team, 2020).

5. Modelagem de nicho

Para a modelagem de nicho foram compiladas informacges atualizadas obtidas a
partir das coletas de Herbertia quareimana da propria equipe, bem como dados ja existentes
de plataformas de dados digitais, como Species Link (http://splink.cria.org.br) e Global
Biodiversity Information Facility — GBIF (https://www.gbif.org; Agosto de 2021). Seguiram

para analise oito pontos para a diploide e 25 pontos para a tetraploide, totalizando 33 pontos
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para a espécie (Tabela 5).

O processo de selecdo de variadveis utilizou variaveis bioclimaticas atuais obtidas do
PaleoClim (BROWN et al., 2018), com resolucéao espacial de 2,5 arco-minutos. Foram pre-
selecionadas seis variaveis ecologicamente significativas que poderiam apresentar efeito de
causalidade com a persisténcia da espécie, sdo elas: Faixa Diurna Média (C°) (B102),
Isotermalidade (B1O3), Temperatura maxima do més mais quente (°C*10) (BIO5),
Temperatura minima do més mais frio (°C*10) (B1O6), Precipitacdo Anual (mm/ano)
(B10O12) e Precipitacdo do més mais seco (mm/més) (B1014). Foi construida uma anélise de
componentes principais (PCA) com variaveis e eixos projetados no espaco ambiental. Uma
vez que o namero de registros é pequeno, foram mantidos trés eixos para evitar sobreajuste
(BREINER et al., 2015; HARREL et al., 1996). Os trés eixos sintetizam 95,2% da variancia
ambiental da espécie. A projecdo da PCA foi feita através do pacote ntbox do R (OSORIO-
OLVERA et al., 2020; R Core Team, 2021). O R foi escolhido para essa e as demais analises
devido a possibilidade de melhor parametrizacdo dos algoritmos.

Pseudo-auséncias foram geradas pela criacdo de um envelope climatico, que é um
método baseado apenas em presencas para construir modelos de distribuicdo de espécies. O
envelope foi binarizado levando em consideracdo que qualquer valor maior que zero seria
considerado uma presenca. Pseudo-auséncias foram coletadas na regido com zero
probabilidade de ocorréncia (a regido fora do envelope climéatico), mas dentro de um raio de
5 graus em torno dos registros de presenca. Esta abordagem constréi pseudo-auséncias que
sdo mais similares a auséncias reais (LOBO et al., 2006). Foram construidos 10 conjuntos
de pseudo-auséncias para rodar os modelos e cada conjunto possuia nimeros iguais de
presencas e pseudo-auséncias. Esta simetria entre presencas e pseudo-auséncias é importante
para evitar problemas de desequilibrio que podem comprometer a validacdo do modelo
(JAPKOWICZ e STEPHEN, 2002).

Para a construgéo dos modelos foram utilizados trés algoritmos de machine learning
de diferentes classes: Radial Basis Function (um algoritmo de rede neural), Support Vector
Machine (um algoritmo de maquina vetorial) e Mixed Discriminant Analysis (um algoritmo
discriminante). Para evitar sobreajuste, os algoritmos foram definidos para parametriza¢ao
padrdo. Cada algoritmo foi rodado 10 vezes, uma vez que algoritmos machine learning
possuem um efeito randémico no inicio que pode enviesar os resultados (SILLERO e
BARBOSA, 2021).
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A validacdo dos modelos foi realizada por uma validag¢éo cruzada com quatro grupos,
somando um total de 1200 modelos (10 conjuntos de pseudo-auséncias em validagéo cruzada
quatro vezes, rodando 10 vezes trés algoritmos). Foram calculadas a area sob a curva (AUC)
e True Skill Statistic (TSS) para cada modelo, bem como suas médias. Modelos com valores
de AUC e TSS maiores que a média foram agrupados usando uma votacdo simples: as
projecdes sdo binarizadas com um limiar que maximize a soma de sensibilidade e
especificidade; apds, os rasters sdo somados e normalizados. Isso resulta em um raster que
varia de zero a um, onde zero é onde todos 0os modelos concordam com as auséncias e um €
onde todos os modelos concordam com as presencas, resultando em um raster com incerteza
e probabilidade de ocorréncia. Os modelos foram projetados para o cenatio atual e passados,
compreendendo Holoceno Médio (entre 4,2 e 8,3 mil anos atras) e o Ultimo Maximo Glacial
(cerca de 21 mil anos atras). A modelagem de nicho foi feita utilizando o pacote sdm versao
1.0-89 no R (NAIMI e ARAUJO, 2016). Como existem poucos registros para o citotipo
diploide, ndo foi possivel obter seu nicho atraves de algoritmos de machine learning. Desta
forma, a titulo de comparacédo, as projecdes desse citotipo foram obtidas subtraindo as
projecdes do citotipo tetraploide das projecdes utilizando todos os registros.

Para testar se os nichos climéaticos dos niveis de ploidia sdo semelhantes, foram
extraidos, das projecdes das tetraploides, os valores de probabilidade de ocorréncia nos
registros das diploides. Em seguida, foram simulados 1200 conjuntos dados de pseudo-
auséncias, excluindo o envelope bioclimético obtido dos registros de presenca das diploides
(oito registros). O AUC foi calculado para cada um dos conjuntos de dados de pseudo-
auséncia e também foi calculada uma correlacdo de Pearson entre AUCs de diploides e
tetraploides. O nicho bioclimatico da espécie devera ser menos diferente do que o esperado
ao acaso se P > 0,95. Também foi calculada uma correlacdo de Pearson entre as projecoes

geradas.
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RESULTADOS

1. Analises citogenéticas
1.1 Contagem cromossémica

O numero cromossémico foi determinado para sete acessos (Tabela 3, Figura 7).
Desses sete acessos, 0s trés do morfotipo pequeno apresentaram 2n = 2x = 14 e 0s quatro do
morfotipo grande apresentaram 2n = 4x = 28. Portanto, para todas as populagoes
investigadas, o numero cromossémico encontrado confirmou o nivel de ploidia sugerido
pelo fendtipo. Esses dados trazem pela primeira vez a ocorréncia de cit6tipo diploide para
H. quareimana, além de confirmar os dados ja presentes na literatura para o citotipo

tetraploide.

1.2 Tamanho de genoma

Com relacdo ao conteddo de DNA, foram analisados seis acessos (Tabela 3). Desses,
somente um acesso, com trés individuos analisados, é do morfotipo pequeno (SATVCM 06).
Os cinco acessos restantes sdo todos do morfotipo grande e possuem de dois a cinco
individuos analisados. Nas diploides o valor 2C foi de 4,80 pg, sendo pela primeira vez
registrado o conteido de DNA para esse citétipo. J& nas tetraploides variou de 8,57 a 9,46
pg, um pouco maior que o reportado na literatura. E possivel observar um aumento nos

valores de 2C em H. quareimana ocorrendo juntamente com o aumento da ploidia.
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Tabela 3: Dados das analises citogenéticas para 0s acessos analisados: nimero cromossdmico e
tamanho de genoma.

Populagéo Localidade Morfotipo 2n V(e;)l 8;*2C
SAFS17 Séo Nicolau/RS Pequeno 2x =14 ND
SATVCM 03 S&o Miguel das MissGes/RS Pequeno 2x =14 ND
SATVCM 04 Santo Anténio das MissGes/RS Pequeno ND ND
SATVCM 06 Santo Antbnio das Missdes/RS Pequeno 2x =14 4,80 (0,04)
E1103 Santana do Livramento/RS Grande 4x =28 9,41 (0,06)
ECP733 Uruguaiana/RS Grande 4x = 28 9,46(0,07)
ESC513 Quarai/RS Grande ND 8,57 (0,17)
SATVCM 22 Alegrete Grande 4x = 28 9,04 (0,14)
SATVCM 23 Alegrete Grande 4x =28 9,32 (0,20)
SATVCM 24 Alegrete Grande ND ND

*Média e desvio padrdo (entre parénteses) para contelldo de DNA; ND = N&o Determinado.

Figura 7: Metéafases mitoticas de H. quareimana. (A) citotipo diploide 2n = 14 pertencente ao acesso
SATVCM 06 e (B) citotipo tetraploide 2n = 28 pertencente ao acesso SATVCM 22. Escala: 10 pm.

2. Analises morfométricas

Foram analisados 45 caracteres morfolégicos, sendo 22 florais e 23 vegetativos
(Tabela 4, Figuras 8 e 9). Dentre os caracteres florais, somente as larguras 2 e 4 da tépala
externa ndo apresentaram diferenca significativa. Quanto aos caracteres vegetativos, nove
deles ndo apresentaram diferenca significativa, sendo todos referentes a comprimentos: da
planta (parte area e subterranea), do caule floral, do primeiro entrend, da primeira folha
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caulinar, das bracteas caulinares, do pedunculo do ripidio, da capsula e do pedunculo da
capsula.

No total, foram 34 caracteres que apresentaram diferencas significativas entre os
citétipos (20 florais e 14 vegetativos). Desses, a grande maioria (29 caracteres) evidenciava
maiores médias para os individuos tetraploides, sendo que somente cinco caracteres
apresentaram maior média nos diploides, todos eles vegetativos: numero de folhas basais,
comprimento da folha basal mais longa, comprimento das folhas caulinares basais, nUmero
de espatas e largura da capsula. Nove caracteres ndo apresentaram sobreposicao entre 0s
citotipos: comprimento 1 da tépala externa, comprimento, largura, area e perimetro da tépala
interna, comprimento dos filamentos da parte conata e comprimento total do estilete, dos
bracos do estilete e da parte concrescente dos bracgos do estilete.

A PCA dos caracteres florais é apresentada na figura 10. Na base, individuos de
ploidia semelhante agruparam juntos, indicando uma associagéo entre a ploidia e a variagao
fenotipica dos eixos primarios. O primeiro componente principal (PC1) explica 52,22% da
variacdo morfologica observada entre os individuos. O segundo componente principal (PC2)
é responsavel por 9,62% da variacao entre os individuos. N&o é observado sobreposicao das
elipses: os diploides apresentam autovalores mais baixos do que os tetraploides no PC1 e
compartilham alguns autovalores no PC2.

A PCA dos caracteres vegetativos é apresentada na figura 11. Assim como na PCA
dos caracteres florais, individuos de ploidia semelhantes agruparam juntos. Os componentes
principais da PCA explicam, respectivamente, 35,23% e 19,72% da variagdo morfoldgica
observada nos individuos. Ainda, os caracteres vegetativos apresentaram uma pequena
sobreposicdo das elipses. Embora os autovalores sejam maiores no tetraploide, ambos
compartilham uma pequena faixa de autovalores tanto no PC1 como no PC2.

Uma PCA que relne todos os caracteres morfoldgicos analisados é apresentada na
figura 12. O primeiro componente principal (PC1) explica 37,21% da variagdo morfologica
observada entre os individuos. O segundo componente principal (PC2) é responsavel por
15,17% da variacdo entre os individuos. Nessa PCA fica ainda mais evidente amplitude

morfoldgica entre as ploidias. N&o é observado sobreposicao das elipses.
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Tabela 4: Relacdo dos caracteres florais e vegetativos analisados. Os resultados estdo organizados de acordo com 0s supostos niveis de ploidia. A média e o
erro padrdo encontram-se na segunda coluna, desvio padrdo na terceira coluna, valores minimos e maximos na quarta e quinta coluna respectivamente e o
coeficiente de variagdo na sexta coluna.

Caracteres Citotipo Desv. Pad. Min. Max. Coef. de var.
FLORAL
Ovério
Ovério — comprimento (mm) 2x (média = 5,29; EP = 0,140)* 0,699 3,73 6,63 13,209
4x (média = 6,83; EP =0,215)* 1,096 5,17 9,87 13,209
Ovaério — largura (mm) 2x (média = 2,46; EP = 0,069)* 0,345 1,87 3,00 14,023
4x (média = 2,88; EP = 0,086)* 0,439 2,00 3,70 14,023
Tépalas externas
Tépala externa — comprimento 1 (mm) 2x (média = 26,34; EP = 0,426)* 0,551 3,03 5,30 12,849
4x (média = 35,30; EP = 0,722)* 0,728 3,57 6,63 12,849
Tépala externa — comprimento 2 (mm) 2x (média = 7,58; EP = 0,265)* 1,393 6,83 12,37 15,440
4x (média =9,79; EP = 0,283)* 1,754 6,83 13,33 15,440
Tépala externa — largura 1 (mm) 2x (média = 4,29; EP = 0,110)* 2,289 1480 21,90 12,323
4x (média = 5,37; EP = 0,143)* 4,131 16,13 31,93 12,323
Tépala externa — largura 2 (mm) 2x (média =9,02; EP = 0,279) 1,903 4,93 11,63 21,646
4x (média = 9,90; EP = 0,344) 1,525 6,13 12,17 21,646
Tépala externa — largura 3 (mm) 2x (média = 18,58; EP = 0,458)* 2,130 22,30 29,30 8,086
4x (média = 21,14; EP = 0,810)* 3,679 29,77 4547 8,086
Tépala externa — largura 4 (mm) 2x (média = 8,79; EP = 0,381) 1,327 5,80 11,23 17,513

4x (media = 9,26; EP = 0,299) 1,443 6,07 12,17 17,513
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Caracteres Citotipo Desv. Pad. Min. Max. Coef. de var.
Tépala externa — area (cm?) 2x (média = 2,78; EP = 0,107)* 0,537 1,89 3,61 19,342
4x (média = 4,21; EP = 0,259)* 1,213 2,68 7,33 19,342
Tépala externa — perimetro (cm) 2x (média = 10,78; EP = 0,399) 1,955 8,27 16,97 18,138
4x (média = 13,33; EP = 0,359) 1,682 9,40 16,08 18,138
Tépalas internas
Tépala interna — comprimento (mm) 2x (média = 7,95; EP = 0,194)* 0,972 5,67 9,37 12,781
4x (média = 14,44; EP = 0,348)* 1,775 9,57 17,60 12,781
Tépala interna — largura (mm) 2x (média = 3,77; EP = 0,096)* 0,482 2,70 4,53 12,223
4x (média = 6,67; EP = 0,207)* 1,058 537 10,03 12,223
Tépala interna — area (cm?) 2x (média = 0,15; EP =0,007)* 0,035 0,10 0,25 22,364
4x (média = 0,58; EP = 0,030)* 0,137 0,37 0,94 22,364
Tépala interna — perimetro (cm) 2x (média = 2,79; EP = 0,096)* 0,478 2,06 3,87 17,128
4x (média = 4,96; EP = 0,181)* 0,849 3,94 6,82 17,128
Estames
Filamentos — comprimento da parte conata (mm) 2x (média = 4,74; EP = 0,079)* 0,395 3,93 5,40 8,336
4x (média = 7,35; EP = 0,135)* 0,689 5,57 8,50 8,336
Filamentos — comprimento da parte livre (mm) 2x (média = 0,99; EP = 0,059)* 0,294 0,57 1,70 29,598
4x (média = 2,13; EP = 0,145)* 0,737 1,00 4,13 29,598
Anteras — comprimento (mm) 2x (média = 8,22; EP = 0,220)* 1,102 513 10,53 13,409
4x (média = 9,37; EP = 0,169)* 0,862 723 1163 13,409
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Anteras — largura (mm) 2x (média = 0,32; EP = 0,013)* 0,064 0,23 0,50 20,246
4x (média = 0,38; EP = 0,011)* 0,057 0,30 0,53 20,246
Caracteres Citdtipo Desv. Pad. Min. Max. Coef. de var.
Estilete e estigma
Estilete — comprimento total (mm) 2x (média = 4,92; EP = 0,091)* 0,454 4,03 5,67 9,245
4x (média = 7,72; EP = 0,120)* 0,611 6,77 8,93 9,245
Bracos do estilete — comprimento total (mm) 2x (média = 2,40; EP = 0,072)* 0,359 1,67 3,10 14,976
4x (média = 3,65; EP = 0,083)* 0,425 2,93 4,47 14,976
Bracos do estilete — comprimento da parte concrescente (mm) 2x (média = 3,33; EP = 0,069)* 0,346 2,57 4,23 10,390
4x (média = 5,67; EP = 0,124)* 0,631 4,47 7,03 10,390
Bracos do estilete — comprimento da parte livre (mm) 2x (média = 1,46; EP = 0,050)* 0,249 1,00 2,07 17,021
4x (média = 1,67; EP = 0,059)* 0,300 1,17 2,43 17,021
VEGETATIVO
Altura da planta
Planta — parte aérea (cm) 2x (média = 19,40; EP =0,458) 23,844 1552 23,85 12,291
4x (média = 22,51; EP = 1,087) 59,541 108,90 358,60 12,291
Planta — parte subterranea (cm) 2x (média = 56,46; EP = 2,245) 11,666 33,07 75,90 20,660
4x (média = 56,07; EP = 2,866) 15,165 34,00 94,00 20,660
Bulbo
Bulbo — comprimento (mm) 2x (média = 26,00; EP = 0,835)* 4,091 19,00 33,47 15,732
4x (média = 28,50; EP = 0,580)* 3,178 23,00 35,00 15,732
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Bulbo — largura do eixo menor (mm) 2x (média = 15,26; EP = 0,401)* 1,967 13,00 20,60 12,887
4x (média = 18,29; EP = 0,488)* 2,670 11,00 24,00 12,887
Bulbo — largura do eixo maior (mm) 2x (média = 18,49; EP = 0,603)* 2,955 13,00 24,73 15,982
4x (média = 20,50; EP = 0,524)* 2,867 13,00 28,00 15,982
Caracteres Citotipo Desv. Pad. Min. Max. Coef. de var.
Folhas basais
Numero de folhas basais 2x (média = 4,25; EP = 0,199)* 1,031 2,00 7,00 24,288
4x (média = 3,86; EP = 0,200)* 1,092 2,00 7,00 24,288
Folha basal mais longa — comprimento (cm) 2x (média = 20,29; EP = 0,666)* 28,278 16,01 25,04 13,935
4x (média = 15,83; EP = 1,433)* 62,473 7,83 29,61 13,935
Folha basal mais longa — largura (mm) 2x (média = 2,58; EP = 0,104)* 0,441 1,80 3,50 17,056
4x (média = 4,09; EP =0,173)* 0,792 2,20 4,95 17,056
Folhas caulinares basais — comprimento (cm) 2x (média = 18,32; EP = 0,960)* 39,580 10,48 24,63 21,602
4x (média = 15,08; EP = 1,541)* 67,164 6,65 29,61 21,602
Folhas caulinares basais — largura (mm) 2x (média = 2,57; EP = 0,080)* 0,413 1,33 3,45 16,054
4x (média = 4,17; EP = 0,149)* 0,814 2,83 5,93 16,054
Caule floral
Caule floral — comprimento (cm) 2x (média = 14,94; EP = 5,123) 26,620 1156 24,12 17,820
4x (média = 16,44; EP = 0,892) 48,839 8,16 2481 17,820
Primeiro entrend — comprimento (cm) 2x (média = 4,97; EP = 0,230) 11,974 2,50 6,99 24,073
4x (média = 5,09; EP = 0,510) 27,919 1,93 11,93 24,073
Primeira folha caulinar — comprimento (cm) 2x (média = 10,12; EP = 0,508) 22,709 6,13 14,14 22,373
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4x (média = 11,68; EP = 0,929) 43,577 543 20,92 22,373
Primeira folha caulinar — largura (mm) 2x (média = 2,91; EP = 0,153)* 0,797 1,83 4,73 27,376
4x (média = 4,41; EP = 0,302)* 1,655 2,47 9,75 27,376
Brécteas caulinares (totalmente revestidas) — comprimento (mm) 2x (média = 39,89; EP = 1,424) 7,397 25,03 56,43 18,543
4x (média = 42,92; EP = 1,824) 9,822 30,17 70,10 18,543
Pedlnculo do ripidio — comprimento (mm) 2x (média = 58,84; EP = 1,996) 10,373 4470 85,60 17,629
4x (média = 64,44; EP = 3,766) 20,628 31,27 139,90 17,629
Caracteres Citotipo Desv. Pad. Min. Max. Coef. devar.
Espatas
Numero de espatas 2x (média = 1,67; EP = 0,123)* 0,641 1,00 4,00 38,447
4x (média = 1,22; EP = 0,054)* 0,295 1,00 2,00 38,447
Valva inferior da espata — comprimento (mm) 2x (média = 28,02; EP = 0,388)* 2,013 23,43 32,73 7,186
4x (média = 35,12; EP = 0,872)* 4,778 28,20 51,05 7,186
Valva superior da espata — comprimento (mm) 2x (média = 33,96; EP = 0,488)* 2,535 2950 38,40 7,466
4x (média = 42,06; EP = 0,938)* 5,135 30,33 54,85 7,466
Espata — largura (mm) 2x (média = 3,89; EP = 0,108)* 0,563 3,07 5,27 14,462
4x (média =5,41; EP = 0,190)* 1,041 3,70 7,45 14,462
Cépsula
Cépsula — comprimento (mm) 2x (média = 10,64; EP = 0,761) 3,804 5,43 17,50 35,753
4x (média = 7,67; EP = 0,713) 1,234 6,30 8,70 35,753
Cépsula — largura (mm) 2x (média = 5,37; EP = 0,976)* 4,880 2,63 15,03 90,882
4x (média = 2,67; EP = 0,088)* 0,153 2,50 2,80 90,882
Pedlnculo da capsula — comprimento (mm) 2x (média = 3,16; EP = 0,243) 1,217 2,00 7,50 38,459
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4x (média = 3,57; EP = 0,841)

1,457

2,40

5,20

38,459

Notas: (*) indicam diferencas estatisticamente significativa.
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Caracteres florais analisados
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Figura 8: Analise boxplot dos valores continuos dos caracteres florais mensurados em individuos
diploides (rosa) e tetraploides (azul) de H. quareimana. As caixas indicam as distancias medianas
e interquartis dos valores dos caracteres; linhas retas estendem—se aos valores maximos e minimos
do intervalo interquartil; os circulos representam outliers além do intervalo interquartil. Caracteres
sublinhados ndo apresentaram sobreposicdo de médias.
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Caracteres vegetativos analisados
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Figura 9: Analise boxplot dos valores continuos dos caracteres vegetativos mensurados em
individuos diploides (rosa) e tetraploides (azul) de H. quareimana. As caixas indicam as distancias
medianas e interquartis dos valores dos caracteres; linhas retas estendem—se aos valores maximos
e minimos do intervalo interquartil; os circulos representam outliers além do intervalo interquartil.
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PCA dos caracteres florais

Citotipos
[] Diploide
[:] Tetraploide

PC1 (52,22%)

Figura 10: Andlise de componentes principais (PCA) de 18 caracteres florais amostrados a partir
de populacdes diploides (rosa) e tetraploides (azul) de H. quareimana. A contribuicdo de cada eixo
é mostrada dentro dos parénteses. Sem sobreposicéo de elipses (intervalo de confianga de 95%).

PCA dos caracteres vegetativos

Citotipos
[[] Diploide
[:] Tetraploide

PC1 (35,23%)

Figura 11: Analise de componentes principais (PCA) de 23 caracteres vegetativos amostrados a
partir de populagdes diploides (rosa) e tetraploides (azul) de H. quareimana. A contribuicio de
cada eixo € mostrada dentro dos parénteses. Com sobreposicdo de elipses (intervalo de confianga
de 95%).
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PCA de todos os caracteres analisados

Citétipos
[] Diploide
[:] Tetraploide

PC2 (15,17%)

PC1 (37,21%)

Figura 12: Anélise de componentes principais (PCA) de todos os caracteres morfoldgicos
amostrados a partir de populacdes diploides (rosa) e tetraploides (azul) de H. quareimana. A
contribuicdo de cada eixo € mostrada dentro dos parénteses. Sem sobreposi¢do de elipses (intervalo
de confianca de 95%).

3. Modelagem de nicho

Os modelos e projecGes de probabilidade de ocorréncia para cada cenario climatico
e conjunto de dados foram gerados para H. quareimana utilizando 33 pontos (Tabela 5) e
sdo mostrados na figura 13. Também foram realizados modelos e proje¢des levando-se em
consideracdo separadamente a distribuicdo dos citétipos diploide e tetraploide de H.

quareimana (Figura 13). As estatisticas associadas a AUC e TSS sdo apresentadas na tabela

6.
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Tabela 5: Locais de ocorréncia da espécie e suas respectivas coordenadas empregados na analise de modelagem de nicho.

Morfojﬂpo Longitude Latitude Localidade Contagem « Codigo de campo Voucher (Herbério)
putativo cromossémica
Diploide -54,64133  -28,40164 Vitoria das Missdes/RS ECP768 Eggers et al 768 (ICN)
Diploide -54,55722  -28,54639  S&o Miguel das Missdes/RS ESC-112 Eggers & Souza-Chies 112 (ICN)
Diploide -54,55808  -28,54413  S&o Miguel das MissBes/RS SAFS-02 Stiehl-Alves et al 37 (ICN)
Diploide -55,27542  -28,47522  Santo Antonio das Missdes/RS SAFS-14 Stiehl-Alves et al 48 (ICN)
Diploide -55,32050  -28,20820 Séo Nicolau/RS SAFS17 Stiehl-Alves et al, 51 (ICN)
Diploide -54,55389  -28,54557  Sédo Miguel das Missdes/RS SATVCM 03 Stiehl-Alves et al, 106
Diploide -55,21797  -28,50614 Santo Antdnio das Miss6es/RS SATVCM 04 Stiehl-Alves et al, 107
Diploide -55,23392  -28,52334 Santo Antonio das Missdes/RS SATVCM 06 Stiehl-Alves et al, 109
Tetraploide -56,48869  -30,19542 Quarai/RS 2n =4x =28 ESC513 Eggers & Souza-Chies 513 (ICN)
Tetraploide -56,43556  -30,39250 Quarai/RS 2n = 4x =28 E-699 Eggers 699 (ICN)
Tetraploide -55,63411  -30,78781 Santana do Livramento/RS E1103 Eggers et al 1103
Tetraploide -56,51111  -30,46639 Artigas, Uruguai ECIP-834 Eggers et al 834 (ICN)
Tetraploide -57,12125  -29,88950 Uruguaiana/RS ECP733 Eggers etal 733 (ICN)
Tetraploide -56,36250  -30,01389 Uruguaiana/RS ECIP-870 Eggers et al 870 (ICN)
Tetraploide -55,61250 -30,80778  Santana do Livramento/RS ESC-50 Eggers & Souza-Chies 50 (ICN)
Tetraploide -56,05917  -30,57556  Santana do Livramento/RS ESC-53 Eggers & Souza-Chies 53
Tetraploide -57,15075  -29,90969 Uruguaiana/RS 2n=4x =28 ESC-520 Eggers & Souza-Chies 520 (ICN)
Tetraploide -54,39908  -28,45606 Entre-ljuis/RS 2n = 2x = 14** ESC-536 Eggers & Souza-Chies 536
Tetraploide -55,92528  -30,45972  Santana do Livramento/RS F-723 Ferreira 723 (FURB)
Tetraploide -55,53278  -30,88944  Santana do Livramento/RS H-sn Haesbaert sem nimero (MPUC)
Tetraploide -54,49778  -30,25917 S30 Gabriel/RS LIV-sn Lindeman et al sem nimero
Tetraploide -56,49389  -30,39472 Artigas, Uruguai MB-sn Berro sem nimero
Tetraploide -55,97583  -29,98333 Alegrete/RS PJSF-2079 Silva Filho et al 2079 (ICN)
Tetraploide -56,51333  -30,42306 Artigas, Uruguai 2n =4x =28 PR-008 Ravenna 008
Tetraploide -56,44806  -30,35861 Quarai/RS 2n =4x =28 PR-999 Ravenna 999
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Morfofupo Longitude Latitude Localidade Contager_n « Codigo de campo Voucher (Herbério)
putativo cromossdémica
Tetraploide -56,50156  -30,27714 Quarai/RS 2n=4x =28 SADR-09 Stiehl-Alves & DalRi 09 (ICN)
Tetraploide -55,88517  -29,85767 Alegrete/RS SATVCM 22 Stiehl-Alves et al, 125
Tetraploide -55,97544  -29,98411 Alegrete/RS SATVCM 23 Stiehl-Alves et al, 126
Tetraploide -55,98703  -30,28083 Quarai/RS SATVCM 24 Stiehl-Alves et al, 127
Tetraploide -56,45140  -30,38750 Quarai/RS S-2021 Stehmann et al 2021 (UEC)
Tetraploide -55,52603  -30,70372  Santana do Livramento/RS TSB-1006 Trevisan et al-1006
Tetraploide -55,94639  -30,29389 Quarai/RS VE-407 Vogel-Ely et al 407 (ICN)
Tetraploide -56,95000  -28,76000 Corrientes, Argentina 96845 Schinini 96845 (IBODA)

Notas: * dados presentes na literatura (GOLDBLAT e TAKEI, 1997; MORENO et al, 2009; MORAES et al, 2015); ** Dados ndo publicados do grupo de
pesquisa
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Tabela 6: Resultados de modelagem de nicho ecoldgico. Valores de area sob a curva (AUC) e True
Skill Statistics (TSS).

AUC TSS
Min.—-Max. Média Min.-Max. Média
H. quareimana 0-1 0,95 0-1 0,89
H. quareimana (4x) 0-1 0,92 0-1 0,86

Areas atuais de probabilidade de ocorréncia para diploide incluem pequenas zonas em
Santa Catarina, Parand, Argentina e Paraguai. Para a tetraploide, a distribuigdo das &reas de
probabilidade de ocorréncia encontra—se centrada na Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul,
proximo a regido onde foi originalmente descrita (Quarai) e estende-se lateralmente tanto a
leste (em direcédo ao centro do estado) quanto a oeste (incluindo pequenas regides da Argentina
e do Uruguai). Ao utilizar todo o conjunto de dados, ou seja, modelando a espécie como um
todo, é possivel notar certa perda de areas de probabilidade de ocorréncia ao norte e um grande
ganho de areas ao sul do mapa, ocupando regides maiores da Argentina e do Uruguai.

No Holoceno Médio quase ndo ha mudancas nas areas de probabilidade de ocorréncia
das diploides quando comparado ao presente, exceto talvez por uma leve adicdo da regido nos
arredores de Carazinho e Passo Fundo. Para as tetraploides, no entanto, praticamente inexistem
areas de probabilidade de ocorréncia. Para a espécie como um todo, € possivel notar uma
contracdo a sudoeste na Argentina e adi¢do de zonas ao norte e leste quando comparado com
a distribuicdo atual das areas de probabilidade de ocorréncia.

No Ultimo Maximo Glacial as areas de probabilidade de ocorréncia das diploides
situam-se mais ao norte, restritas a pequenas zonas ao sul do Paraguai. Para as tetraploides
essas areas ndo existem. Contudo, a espécie ainda apresenta uma consideravel abrangéncia
dessas areas. Sua distribuicdo estd centrada préximo a regido de Formosa na Argentina e se
estende ao sudoeste do Paraguai.

Ao observar todo o conjunto de projecdes (Figura 13) chamam a aten¢do duas coisas:
1) a auséncia quase completa de areas de probabilidade de ocorréncia para a tetraploide no
passado em comparacdo com a extensdao dessas areas no presente, ocupando um territorio
muito maior do que a diploide; e 2) o aparente movimento dessas areas, cada vez mais ao sul

do continente.
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H. quareimana

Diploide Tetraploide

Holoceno Médio Presente Registros

Ultimo Méaximo Glacial

Probabilidade de ocorréncia

] e ]

Figura 13: ProjecOes para a distribuicdo das areas de probabilidade de ocorréncia de Herbertia
guareimana para multiplos cenarios (linhas) considerando diferentes conjuntos de dados (colunas).

Na tabela 7 € apresentada a correlacdo de Pearson calculada entre os as projecdes dos
modelos. Com base em seus valores, entende-se que o modelo de H. quareimana assemelha-
se com 0s modelos das diferentes ploidia. Porém, entre ploidias os modelos sdo extremamente
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diferentes, reiterando a diferenca entre os nichos ocupados por diploides e tetraploides.

Tabela 7: Correlacdo de Pearson calculada para os modelos.

H. quareimana Diploide Tetraploide

H. quareimana 1,0000 0,7106 0,6131
Diploide 1,0000 -0,0020
Tetraploide 1,0000

Ainda, é possivel observar como se comportaram as variaveis bioclimaticas, utilizadas
para a construcdo das projecdes e modelos, nos diferentes citétipos (Tabela 8). A Biol2
(precipitacdo anual) foi a que apresentou a maior variacao, enquanto a Bio3 (isotermalidade)

foi a com menor variagéo.

Tabela 8: Varia¢do observadas nas variaveis bioclimaticas entre os citotipos diploide e tetraploide.

Variaveis bioclimaticas Citotipo Min. Max. Range
Biol2 Diploide 1644 2077 433
Tetraploide 1274 1705 431
Biol4 Diploide 109 147 38
Tetraploide 58 92 34
Bio2 Diploide 82 84
Tetraploide 86 87 1
Bio3 Diploide 42 42
Tetraploide 40 41
Bio5 Diploide 289 304 15
Tetraploide 281 306 25
Bio6 Diploide 95 108 13
Tetraploide 71 97 26
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DISCUSSAO

A motivacdo para a realizacdo do presente estudo surgiu de observac¢des a campo onde
se visualizava que dentro de Herbertia quareimana havia um nitido dimorfismo fenotipico
entre individuos de diferentes populaces. Entretanto, esses dois morfotipos ndo eram
encontrados em simpatria, sendo sua ocorréncia em regides bastante distantes uma da outra.
Essas particularidades constatadas dentre os morfotipos, instigaram a busca por informacdes
que permitissem uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos no estabelecimento
dessa espécie. A hipdtese era de que existiriam dois citdtipos, os quais refletiam diferencas
morfoldgicas e ecologicas. Para confirmar tais suposi¢cBes foi utilizado um enfoque

multidisciplinar, cujas abordagens empregadas se encontram ilustradas na Figura 14.

Citogenética Morfometria
Modelagem
Contagem de Quantidade i i . de nicho
Cromossomos de DNA Floral Vegetativa

Tetraploide Tetraploide Tetraploide Tetraploide Tetraploide

Figura 14: Representacdo esquematica das abordagens utilizadas no estudo dos citétipos de Herbertia
guareimana. Com base nas analises estatisticas realizadas neste estudo, as linhas sélidas indicam dados
que permitiram distinguir diploides de tetraploides, enquanto as linhas tracejadas indicam os dados que
distinguiram parcialmente os cit6tipos.

As andlises citogenéticas confirmaram a existéncia de dois nUmeros cromossdmicos
para Herbertia quareimana, onde o numero basico é x=7, conforme esperado para o0 género
(WINGE, 1959; KENTON e HEYWOOD, 1984; GOLDBLAT e TAKEI, 1997; BAEZA et
al., 2001; MORENO et al., 2009; MORAES et al., 2015; STIEHL-ALVES et al., 2017). Esse
é o primeiro registro de citdtipo diploide para a espécie, bem como da existéncia de uma série
poliploide.

Esses dados corroboram estudos prévios que indicam o nimero cromossémico basico
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x = 7 para o clado A da tribo Tigridieae, apresentando séries poliploides sem eventos de
disploidia (GOLDBLATT, 1982; KENTON et al., 1990; ALVES et al., 2011; MORAES et
al., 2015). Apesar deste ser o primeiro registro de um diploide de H. quareimana, séries
poliploides sdo frequentemente observadas entre os géneros de Tigridieae. Sdo exemplos
algumas espécies de Calydorea: C. azurea Klatt e C. pallens (2n = 4x = 28) e C. xiphioides
(Poepp.) Espinosa (2n = 6x = 42) (GOLDBLATT, 1982; GOLDBLATT e TAKEI, 1997; DE
TULLIO et al., 2008). Em Herbertia esta condigcdo € encontrada em H. lahue para qual trés
niveis de ploidia sdo reportados (2x, 6x e 8x) e em H. pulchella com trés citétipos (2x, 4x e 6x)
(WINGE, 1959; KENTON e HEYWOOD, 1984; GOLDBLATT e TAKEI, 1997; MORENO
et al., 2009; MORAES et al., 2015).

Anélises de tamanho de genoma por citometria de fluxo foram realizadas para os dois
citotipos investigados. As estimativas de quantidade de DNA corroboram os dados de
contagem cromossémica, evidenciando dois niveis de ploidia.

Dados de tamanho de genoma estdo reportados para diversas espécies da tribo
Tigrideae, incluindo Herbertia, conforme revisado por Moraes et al (20015). O valor 2C
encontrado no presente estudo para o cit6tipo diploide assemelha-se aqueles descritos para
algumas outras espécies diploides do clado A da tribo Tigridieae, como Calydorea
approximata R.C.Foster (4,58pg), Cypella laxa Ravenna (4,83pg), Kelissa brasiliensis (Baker)
Ravenna (4,73pg) e Onira unguiculata (Baker) Ravenna (4,57pg) (MORAES et al., 2015).
Dentro de Herbertia existem ainda duas espécies diploides que apresentam tamanho de
genoma relativamente proximos ao do diploide de H. quareimana, sdo elas: H. furcata
Roitman & J.A. Castillo (4,13pg) e H. darwinii Roitman & J.A.Castillo (4,60pg) (MORAES
etal., 2015).

Quanto ao citotipo tetraploide de H. quareimana, a quantidade de DNA foi um pouco
maior em comparacao com os dados da literatura para a mesma espécie (8,70pg) e também
para a outra tetraploide do género com tamanho de genoma determinado, H. pulchella, com
2C = 8,60pg (MORAES et al., 2015). A respeito da diferenca entre os valores encontrados em
nossa analise, sendo mais altos que os presentes na literatura, é possivel que variacdes
intraespecificas ocorram (NANDINI et al., 2008; LAPORT et al., 2012; JEFFERY et al.,
2016; BECHER et al., 2021). De toda forma, limitacGes metodoldgicas podem também ter
resultado na referida variacdo. As dificuldades encontradas na obtencdo de boas leituras e

também o fato dos dados para diploides se restringirem a uma populagao, motivam a realizagao
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de novas analises incluindo um maior nimero de populagdes, bem como a otimizacdo do
protocolo.

Uma das perguntas que norteou a conducao desse estudo era se realmente existiam dois
morfotipos para H. quareimana, como sugerido nas observacdes a campo. Através das analises
morfométricas, foi demonstrado que a espécie de fato apresenta dois fenotipos distintos,
principalmente quanto ao tamanho de diversos caracteres florais. Outro questionamento era
quanto a uma possivel relagdo entre as diferencas morfoldgicas e os niveis de ploidia, 0 que
fora confirmado, sendo os individuos do cit6tipo diploide aqueles de morfologia pequena e 0s
tetraploides de morfologia grande. Para muitos dos caracteres morfolégicos analisados, as
medidas aumentam de acordo com o nivel de ploidia dos individuos, isso tanto nos caracteres
florais quanto nos vegetativos. Uma das consequéncias possiveis da duplicacdo do genoma é
o efeito giga. Entende-se que o efeito giga (células e 6rgdos maiores) seja resultante da
necessidade de acomodar uma maior quantidade de DNA dentro das células (MUNTZING,
1936; STEBBINS, 1971), levando ao aumento destas e, consequentemente, dos 6rgdos e do
tamanho da planta (SALMA et al., 2017; ENG e HO, 2019; NIAZIAN e NALOUSI, 2020).
Lembrando que o tamanho da célula é frequentemente maior em poliploides e 0 aumento do
tamanho da célula é o efeito mais conhecido de poliploidizacdo em plantas (NIAZIAN e
NALOUSI, 2020).

Em Tigridieae, caracteres florais normalmente sdo usados como diagndsticos para as
espécies por serem mais varidveis, enquanto caracteres vegetativos costumam ser
negligenciados como diagnosticos por serem mais uniformes em suas caracteristicas e medidas
entre as espécies (RODRIGUEZ e SYTSMA, 2006; GOLDBLATT et al., 2008). Entretanto,
a variagcdo morfométrica dos caracteres ainda ndo é bem compreendida em muitas espécies de
Tigridieae, visto que muitas descri¢des taxondmicas para a tribo séo superficiais e focadas na
analise de um ou dois individuos apenas. Este fato gera confusdo e torna intrincada a
taxonomia de alguns géneros de Tigridieae, além de dificultar o reconhecimento de espécies a
campo.

Um exemplo é o género Herbertia, onde as espécies sdo reconhecidas em sua maioria
pelos caracteres florais e, mais especificamente em H. lahue, seus cit6tipos sdo diferenciados
apenas por sutis diferencas no formato das tépalas: hexaploides frequentemente apresentam
tépalas externas com apice uncinado e constricdo na base e tépalas internas lanceoladas,

enquanto octoploides ndo apresentam apice uncinado nem constricdo na base da tépala externa
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e a tépala interna é obovada (STIEHL-ALVES et al., 2016), ndo havendo diferenga no porte
das plantas ou tamanho das flores. Para os citotipos de H. quareimana, entretanto, seria
possivel tracar limites tanto nos caracteres florais quanto nos caracteres vegetativos (Tabela
4), sendo a primeira espécie do género a apresentar diferenca estatistica em caracteres
vegetativos referente a diferentes citdtipos. Dos caracteres florais analisados, 90,91% (20 de
22) apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os citétipos. Dentre os que
apresentaram diferenca estatistica, nove poderiam ser Uteis como diagnosticos entre 0s
citotipos pois ndo apresentam sobreposicdo de médias (aqueles caracteres sublinhados na
figura 8): comprimento 1 da tépala externa, comprimento, largura, area e perimetro da tépala
interna, comprimento dos filamentos da parte conata e comprimento total do estilete, dos
bragos do estilete e da parte concrescente dos bragos do estilete. Quanto aos caracteres
vegetativos, 60,87% (14 de 23) também apresentaram diferencas estatisticamente
significativas. Apesar disso, nenhum deles seria um bom candidato a caracter diagnostico uma
vez que todos apresentam sobreposicdo de médias.

A terceira pergunta que guiou esse estudo era sobre o que poderia explicar a separacao
geografica entre os morfotipos. Andlises de modelagem de nicho associadas a registros
geoldgicos sdo largamente empregados, porém em Iridaceae tais registros sao ainda escassos.
Contudo, foi identificada a presenca de pélen de Cypella na regido de Corrientes (Argentina)
referente ao Holoceno Médio (PACELLA e LARA, 2019). Esta informacdo mostra-se
importante uma vez que em populacdes naturais, H. quareimana e Cypella hauthalii podem
ser encontradas em simpatria (Figura 3-F) e também pela ocorréncia H. quareimana
tetraploide em Corrientes (Tabela 5). Considerando-se isso, pode-se dizer que a projecao de
H. quareimana no Holoceno Médio é congruente com a literatura, uma vez que esta inclui em
suas areas de probabilidade de ocorréncia a mesma regido descrita por de Pacella e Lara, 2019.

Observando a figura 13 é possivel ver que as tetraploides possuem areas de
probabilidade de ocorréncia ndo somente distintas, mas também muito mais abrangentes do
que as diploides. De fato, os resultados da tabela 7 evidenciam essa diferenca uma vez que
entre ploidias os modelos sdo extremamente distintos. Esses resultados estdo de acordo com
alguns estudos que indicam que pode haver diferenca de nicho e/ou aumento da tolerancia
ambiental por poliploides em relacdo aos diploides (MUNOZ-PAJARES et al., 2018;
BANIAGA et al., 2019; CASTRO et al., 2020; DECANTER et al., 2020; KIEDRZYNSKI et

al., 2021).
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Um estudo publicado por Duchoslav e colaboradores em 2020 pontua ainda que o
aumento da tolerancia ambiental em poliploides pode ser seguido por uma subsequente
contracdo de nicho. Ao estudarem seis citotipos (3x, 4x, 5%, 6x, 7x e 8x) de Allium oleraceum
L. eles encontraram tanto inovagdo quanto expansao de nicho do tetraploide em relacdo ao
triploide. Entretanto, niveis mais altos de ploidia mostraram quase zero expansao de nicho.
Isso foi causado por uma contracdo dos envelopes de nicho emc direcdo a menor
continentalidade do clima e resultou em uma diminuicgdo gradual da amplitude do nicho.

Embora a poliploidia possa levar a maior tolerancia ambiental em relacéo aos diploides
e ocupacdo de novos nichos, essa ndo é uma regra (GLENNON et al., 2014). Um estudo com
a tribo Potentilleae (Rosaceae) demonstrou que as transicdes para niveis maiores de ploidia
estdo, na verdade, associadas a tamanho e amplitude ecoldgica reduzidos (BRITTINGHAM et
al., 2018). Em H. lahue, por exemplo, € possivel encontrar cada um dos trés citdtipos (2x, 6x
e 8x) ocorrendo isoladamente, bem como em simpatria. Ao proceder a modelagem de nicho,
foi constatado que os citétipos possuem nichos equivalentes, mas ndo semelhantes ou
sobrepostos (TONETTO-VIEIRA, A., dados ndo publicados).

A diferenca de nicho observada entre diploides e tetraploides de H. quareimana é
reiterada ao examinar-se a tabela 8. Das seis variaveis bioclimaticas analisadas, trés
apresentam sobreposicédo de valores, sdo elas BIO5 (temperatura maxima do més mais quente),
BIO6 (temperatura minima do més mais frio) e BIO12 (precipitacdo anual). No caso das
varidveis BIO5 e BIOG6, apesar de haver sobreposi¢do das faixas de temperatura, em ambas
variaveis a faixa € maior nas tetraploides, o que parece indicar que plantas tetraploides de H.
guareimana estariam aptas a ocupar ambientes mais extremos (maior tolerancia ambiental)
que as diploides. Em outras palavras, a tetraploide de H. quareimana parece apta a habitar
ambientes com maior amplitude térmica do que a diploide.

No presente estudo ndo foram estimadas projecdes para o futuro em H. quareimana,
contudo, Pinho e colaboradores (2020) publicaram um estudo a respeito da resiliéncia dos
biomas brasileiros frente as mudangas climaticas. Nesse artigo, eles definem a resiliéncia
(limiares de transicdo ecossistémicos pelos quais habitats conseguem se estruturar perante
perturbacdes externas) do Pampa: temperatura de 18 a 22°C e precipitacdo anual de 1.100 a
2.000 ml. As projecdes foram feitas para quatro cenarios, sendo o ultimo o fim do século (2070
a 2099). Os valores das variaveis bioclimaticas extraidos dos pontos utlizados para a

modelagem de nicho de H. quareimana estdo dentro da faixa de valores de resiliéncia
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calculados por Pinho e colaboradores, 2020. Ou seja, se apenas essas variaveis fossem
necessarias para garantir a manutencao das populac@es de H. quareimana, a espécie poderia
passar por essas mudancas climaticas sem maiores problemas. Além do fato das variaveis
bioclimaticas de H. quareimana se encontrarem dentro da faixa de resiliéncia proposta no
artigo, a projecdo dos modelos mostra uma tendéncia das areas de probabilidade de ocorréncia
de H. quareimana moverem-se em dire¢do ao Sul. Contudo, existe a possibilidade de que a
contragdo do bioma seja rapida demais para que a espécie acompanhe essas mudangas, sem
mencionar que esses ndo sdo 0s Unicos fatores que impactam a distribuicdo do taxa. Na
verdade, h4d uma tendéncia de aumento da vulnerabilidade as mudancas climéaticas no Pampa
devido as projecdes de aumento de temperatura e eventos pluviométricos extremos, o que
afetard sua resiliéncia e capacidade adaptativa (PINHO et al., 2020), colocando em risco todos
0s organismos que nele vivem.

Em suma, os dados obtidos no presente estudo confirmam que em H. quareimana séo
encontradas populagdes que apresentam diferencas entre si quanto ao nivel de ploidia (nimero
de cromossomos e quantidade de DNA), quanto a morfologia (floral e vegetativa) e ao nicho
ambiental por eles ocupado (Figura 14). Os dados apresentados reforcam que ha uma relagéo
entre o nivel de ploidia e o fenotipo, corroborado a percepcdo de que a poliploidia pode
contribuir com maior diversidade fenotipica em populacdes naturais (CHANSLER et al.,
2016). As andlises morfométricas demonstraram que existem nove caracteres morfoldgicos
florais que podem ser utilizados no reconhecimento dos dois cit6tipos de H. quareimana e que
dois conjuntos fenéticos inteiramente distintos foram formados através da analise multivariada
(Figura 12). Através da modelagem de nicho foi possivel identificar que existe variacdo
intraespecifica no nicho climdtico em H. quareimana: diploides e tetraploides ndo
compartilham areas de probabilidade de ocorréncia, suportando a hipdtese de divergéncia de
nicho entre citotipos (CHANSLER et al., 2016; MASTIN et al., 2018; DECANTER et al.,
2020).

Estudos que investigam os efeitos da poliploidia em um contexto integrativo estdo
tornando-se representativos. Em Erysimum mediohispanicum Polatschek (Brassicaceae)
individuos diploides e tetraploides apresentam nichos diferentes, nos quais a precipitacdo foi
maior nas regides ocupadas por individuos tetraploides, que apresentam tubos de corola mais
largos e caules mais finos, porém mais altos que os diploides (MUNOZ-PAJARES et al.,

2018). Em Campanula rotundifolia L. (Campanulaceae) foi investigado como a diferenciacao
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morfoldgica e ambiental poderiam atuar como barreiras reprodutivas pré-zigéticas utilizando
trés citotipos (2x, 4x e 6x) da espécie (SEMBEROVA et al., 2021). Diploides apresentaram o
nicho ambiental mais amplo, enquanto os hexaploides apresentaram nicho menor e
especializado. Houve também diferenca morfoldgica: enquanto a morfologia da folha e da
parte aérea foi influenciada pelas condi¢cGes ambientais e poliploidia, a morfologia da flor
dependeu exclusivamente do cit6tipo. Além disso, diploides e poliploides apresentaram
isolamento pds-zigadtico. Por outro lado, foi verificado que entre os poliploides a mudanga de
nicho ambiental é essencial para o isolamento reprodutivo (SEMBEROVA et al., 2021).

Durante a coleta de 2019 os individuos encontrados na regido das Missfes apresentavam
capsulas, o que quase ndo ocorreu com os tetraploides. Essa observacdo inicial poderia estar
indicando uma diferenga no tempo de floracdo e maturacdo dos citdtipos. Essa condicdo foi
reportada em Arabidopsis thaliana ao comparar diploides com tetra, hexa e octaploides
(CORNEILLIE et al., 2019). Dentro do género, os citétipos de H. lahue apresentam diferencas
quanto a algumas caracteristicas das sementes, requerimentos ecofisioldgicos, tempo de floracdo
e também no timer de abertura/fechamento das flores (diploides abrem antes das poliploides)
(MARTINS et al., 2021; TONETTO-VIEIRA, A., dados ndo publicados).

A segregacdo temporal entre individuos de diferentes niveis de ploidia, pode resultar
no isolamento reprodutivo de linhagens e em sua especiacdo. Variacdes em tracos florais, na
fenologia, bem como diferencas nos niveis de autocompatibilidade ja& foram observadas por
nossa equipe em espécies de Iridaceae. Assim, uma investigacdo mais cuidadosa da fenologia
floral é fundamental para avaliar seu possivel impacto na separacdo citotipos. Experimentos
de biologia reprodutiva sdo necessarios para verificar se existe isolamento reprodutivo entre
0s citétipos. Os tetraploides de H. quareimana sdo auto-incompativeis e, portanto, alégamos
(STIEHL-ALVES et al., 2017). E necessario também determinar o modo de reproducéo do
citétipo diploide, bem como investigar se existem polinizadores associados a sua reproducao.
Estudos preliminares indicam que, assim como o citétipo tetraploide, o cit6tipo diploide
apresenta polinizacdo cruzada, é auto-incompativel e necessita de vetores para a polinizacéo.
Anélises adicionais de fenologia e biologia reprodutiva sdo necessarias para responder essas

questdes que ficaram em aberto a respeito de H. quareimana.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Nesse estudo, uma combinacdo de abordagens foi utilizada para entender melhor H.

quareimana sendo gerados dados novos que poderdo auxiliar na compreensédo da evolucédo do
género Herbertia. As abordagens utilizadas responderam as perguntas iniciais do estudo,
permitiram determinar um novo citdtipo para a espécie e também evidenciaram que o nivel de

ploidia impacta a morfologia e adequabilidade ecoldgica dos organismos.

Estudos citogenéticos adicionais sdo necessarios para inclusdo das demais populagdes
coletadas e que, em virtude da pandemia, ndo foram contempladas a tempo da finalizagédo da
dissertacdo. Esse material encontra-se fixado e armazenado no laboratdrio estando disponivel
para analises ndo somente quanto a determinacdo de nimeros cromossémicos, como para
estudos cariotipicos convencionais e hibridizacdo in situ. E necessario que se otimize o
protocolo de citometria e que analises adicionais sejam realizadas para inclusdo de novas
populacdes e assim confirmar os tamanhos de genoma de ambos os cit6tipos, além de

confrontar com os dados presentes na literatura.

Uma vez que é confirmada a existéncia de um novo citotipo para a espécie e este difere do
previamente descrito, € necessario que se faca a descricdo formal desse novo citétipo diploide,
bem como a confeccdo de uma chave dicotdmica para identifica-los. E importante também que
sejam realizados estudos de morfometria geométrica pois eles podem trazer caracteres adicionais

Uteis para a descri¢do dos citotipos.

Tendo conhecimento a respeito das areas de probabilidade de ocorréncia, tanto para 0s
citétipos quanto para a espécie, essas informacdes podem ser Uteis como subsidio em uma

futura atualizacdo de status de conservacao da espécie.
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