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RESUMO

A poliploidia, condicdo que envolve a presenca de mais de dois conjuntos completos de
cromossomos no nucleo, é um importante mecanismo na evolucdo das plantas. Este estudo
aborda o papel da poliploidia na variacéo intraespecifica de Herbertia lahue (Iridaceae), uma
espécie que exibe diferentes niveis de ploidia (2x, 6x e 8x). Inicialmente, apresentamos, no
primeiro capitulo, dados sobre nimeros cromossdmicos e tamanho de genoma de H. lahue,
confirmando a presenca dos trés citdtipos em diversas populacbes ao longo de sua
distribuicdo geografica. Esses achados motivaram a investigacdo das implicacGes da
poliploidia na diversidade morfologica de H. lahue, abordada no segundo capitulo, onde
estimativas morfométricas baseadas em caracteristicas florais e de bulbo revelam distintos
grupos morfoldgicos correlacionados aos diferentes niveis de ploidia. No terceiro capitulo,
a influénciada poliploidia nadistribuicdo geografica e nas adaptacGes ecoldgicas dos citotipos
é explorada por meio de modelagem de nicho climatico. Os resultados mostram que 0s
citotipos de H. lahue exibem nichos semelhantes e equivalentes, com distribuigdo espacial
ndo aleatdria, o que pode ser por influéncia das varidveis climaticas. Tais varidveis, como
temperatura minima do més mais frio, temperatura média mensal e precipitacdo do més mais
chuvoso, desempenham papéis cruciais nas preferéncias de nicho. Esses achados ressaltam
como a poliploidia pode moldar a distribuicdo ecoldgica das plantas. No quarto capitulo,
dados preliminares sobre 0s mecanismos reprodutivos entre os citotipos, com intuito de
caracterizar o sistema reprodutivo das plantas diploides de H. lahue e avaliar a existéncia de
isolamento reprodutivo entre os citétipos. Os diploides mostram ser autoincompativeis,
dependendo da polinizacdo cruzada para reproducdo. Em contraste, os poliploides séo
autocompativeis, e realizam autopolinizacdo. Os experimentos de polinizagdo manual
demonstram que 0s cruzamentos entre citdtipos poliploides resultam em frutos e sementes
viaveis, enquanto os cruzamentos entre diploides e poliploides produzem frutos estéreis ou
sem sementes. Esses resultados indicam uma barreira reprodutiva entre os citdtipos, que
podem facilitar sua coexisténcia em populacGes naturais simpatricas. Em concluséo, este
estudo destaca a relevancia da poliploidia na diversificacdo intraespecifica de H. lahue,
evidenciando como diferentes niveis de ploidia podem impactar aspectos morfolégicos,

ecologicos e reprodutivos.



ABSTRACT

Polyploidy, a condition that involves the presence of more than two complete sets of chromosomes
in the nucleus, is an important mechanism in plant evolution. This study addresses the role of
polyploidy in the intraspecific variation of Herbertia lahue (Iridaceae), a species that exhibits
different levels of ploidy (2x, 6x, and 8x). Initially, in the first chapter, we present data on
chromosome numbers and genome size of H. lahue, confirming the presence of the three cytotypes
in different populations throughout its geographic distribution. These findings motivated the
investigation of the implications of polyploidy on the morphological diversity of H. lahue, covered
in the second chapter, where morphometric estimates based on floral and bulb characteristics reveal
distinct morphological groups correlated to different ploidy levels. In the third chapter, the influence
of polyploidy on the geographic distribution and ecological adaptations of cytotypes is explored
through climatic niche modeling. The results show that H. lahue cytotypes exhibit similar and
equivalent niches, with non-random spatial distribution, which may be due to the influence of
climatic variables. Such variables as minimum temperature of the coldest month, average monthly
temperature and precipitation of the wettest month play crucial roles in niche preferences. These
findings highlight how polyploidy can shape the ecological distribution of plants. In the fourth
chapter, preliminary data on the reproductive mechanisms between the cytotypes, to characterize the
reproductive system of diploid H. lahue plants and evaluate the existence of reproductive isolation
between the cytotypes. Diploids are shown to be self-incompatible, depending on cross-pollination
for reproduction. In contrast, polyploids are self-compatible and perform self-pollination. Hand
pollination experiments demonstrate that crosses between polyploid cytotypes result in viable fruits
and seeds, while crosses between diploids and polyploids produce sterile or seedless fruits. These
results indicate a reproductive barrier between cytotypes, which may facilitate their coexistence in
sympatric natural populations. In conclusion, this study highlights the relevance of polyploidy in the
intraspecific diversification of H. lahue, highlighting how different ploidy levels can impact

morphological, ecological, and reproductive aspects.



INTRODUCAO GERAL

A poliploidia, caracterizada pela presenca de mais de dois conjuntos completos de
cromossomos por nucleo celular, desempenha um papel significativo na evolucdo das plantas,
sendo um fendmeno onipresente (Soltis et al., 2009). Este fendbmeno impacta a dinamica do
genoma em uma Unica geragdo, gerando alteragdes em caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas,
reprodutivas e ecoldgicas (Ramsey e Schemske, 2002; Van de Peer et al., 2016; Van der Peer et
al., 2017; Rice et al., 2019; Rezende et al., 2020). Nas Angiospermas, a poliploidia € evidenciada
por diversas duplicagcdes do genoma, indicando sua contribuigdo para a diversificagdo (Kellogg,
2016).

A diversidade no nivel de ploidia ocorre tanto entre espécies de um mesmo género quanto
dentro de uma Unica espécie, formando séries poliploides intraespecificas (Soltis et al., 2010).
Estudos recentes apontaram que mais de 22% das espécies de plantas apresentam polimorfismo
citotipico (Rice et al., 2015). Neste contexto destaca-se Iridaceae, uma familia de
monocotileddneas da ordem Asparagales extremamente diversa em termos morfoldgicos e
carioldgicos e cuja evolucdo envolveu maltiplos eventos de poliploidia e disploidia (Goldblatt e
Takei, 1993; Moraes et al., 2015; Choi et al., 2020).

As espécies de Iridaceae possuem dois centros de diversificacdo (Goldblatt e Manning
2008), onde o principal esta localizado no sul da Africa, seguido pela regido Neotropical. As
espécies neotropicais estdo representadas por trés tribos (Sisyrinchieae, Trimezieae e Tigridieae)
das cinco que constituem a subfamilia Iridoideae, compreendendo cerca de 42% da riqueza de
espécies (Rodriguez e Sytsma 2006; Goldblatt e Manning 2008). No Brasil, a familia tem grande
representatividade na flora dos biomas Pampa, Mata Atlantica (hos Campos Sulinos) e Cerrado
com espécies concentradas especialmente nas regides Sul e Sudeste.

De acordo com Goldblatt e Manning (2008) a diversidade em termos de numero
cromossdmico, arquitetura cariotipica e contetido de DNA, faz com que caracteres citogenéticos
sejam especialmente Uteis para a delimitacdo de taxa em Iridaceae (Goldblatt, 1982; Goldblat e
Takei, 1997; Goldblatt e Manning, 2008; De Tulio et al., 2008; Alves et al., 2011; Souza-Chies et
al., 2012; Moraes et al., 2015). Dentre os géneros de Iridaceae, Herbertia Sweet (Tigridieae,



Iridaceae) se mostra um modelo bastante interessante para o estudo da poliploidia como um
mecanismo evolutivo em ecossistemas campestres, visto que as espécies do género sdo sazonais,
perenes, bulbosas e se propagam clonalmente, além de possuirem distintos modos de reproducéo
e quatro niveis de ploidia documentados na literatura: 2x, 4x, 6x e 8x (Winge, 1959; Goldblatt and
Takei, 1997; Moreno et al., 2009). O nimero cromossdmico basico em Herbertia é x = 7, e dentre
as espécies do género, séries poliploides j& foram reportadas para Herbertia lahue (Molina)
Goldblatt (2n = 2x = 14, 2n = 6x = 42 e 2n = 8x = 56) e Herbertia pulchella Sweet (2n = 2x = 14,
2n = 4x = 28 e 2n = 6x = 42), 0 que desperta um grande interesse nos estudos evolutivos e
taxondmicos destas espécies (Goldblatt e Takei, 1997; Moreno et al, 2008; Moraes et al., 2015,
Stiehl-Alves et al., 2016).

Herbertia lahue apresenta grande semelhanca vegetativa com as demais espécies do género,
sendo possivel o reconhecimento dos taxa somente pela flor. Por outro lado, em H. lahue os
caracteres florais tipicamente utilizados para sua diagnose apresentam grande variacdo (Stiehl-
Alves et al., 2016). Esta situacdo é agravada por descri¢des antigas, superficiais e pouco
informativas das caracteristicas de H. lahue, baseadas em material de herbario (Herbert, 1841). A
combinacdo desses fatores resultou em incertezas taxondmicas e um longo histérico de
sinonimizacdo em H. lahue, gerando controvérsias. Goldblatt (1977) reconheceu H. lahue como
trés subespécies: H. lahue subsp. lahue, H. lahue subsp. amoena (Griseb.) Goldbl. e H. lahue
subsp. caerulea (Herb.) Goldbl. Entretanto, atualmente essa classificacdo ndo é mais aceita.
Recentemente, Deble (2021) reconheceu H. lahue como trés espécies segregadas com base na
descricdo taxonémica de caracteres vegetativos e florais. Por outro lado, esse reconhecimento é
questionavel, pois ele carece de evidéncia estatistica legitimando a segregacdo em trés espécies.
Situacdes em que a caracterizacdo dos taxa € baseada unicamente em morfologia tém tido
repercussdes importantes na delimitacdo de Herbertia. Assim, € primordial distinguir outras fontes
de caracteres que permitam compreender melhor os relacionamentos evolutivos, favorecendo
delimitagdes confiaveis dos limites de espécie.

Ao longo dos anos, intensos esforcos de coleta tém sido empregados pelo nosso Grupo de
Pesquisas em lIridaceae da Universidade Federal do Rio Grande do Sul a fim de investigar
populacdes das espécies de Herbertia. Quanto a H. lahue, a ocorréncia de plantas diploides foi
referida unicamente por Winge (1959), mas nossa equipe identificou populacdes de plantas
morfologicamente afins a H. lahue, preliminarmente caracterizadas como diploides (2n = 2x = 14)

e de polinizacdo cruzada. Este achado reforcou ainda mais a necessidade de analises mais



detalhadas de cada um dos citdtipos existentes, caracterizando-0s citogeneticamente e
morfologicamente. Em vista disso, o primeiro capitulo desta tese tem como objetivo principal
apresentar os numeros cromossémicos de Herbertia, especialmente para H. lahue em diversas
populacgdes visando cobrir a area de distribuicdo geografica da espécie.

Além dos esforcos de coleta e da determinagdo dos nimeros cromossdémicos foi necessario
investigar os caracteres morfologicos que definem os cit6tipos de H. lahue, visto que as populagdes
desta espéecie podem incluir individuos com ampla variabilidade fenotipica, que presumivelmente
compreendem dois ou mais citotipos vivendo em simpatria. Embora os caracteres vegetativos de
H. lahue sejam muito semelhantes, um estudo anterior demonstrou que os cit6tipos haploides e
octaploides diferem em oito caracteristicas florais, incluindo comprimento do ovaério, tépalas
externas e internas, coluna estaminal, anteras e a porcao livre dos bragos do estilete, bem como
como largura do estilete externo e tépalas internas (Stiehl-Alves et al., 2016). Embora estes
caracteres florais dos citdtipos 6x e 8x tenham sido investigados, era necessaria uma analise
morfométrica com um maior numero de caracteres vegetativos e florais de todos os citotipos (2x,
6x e 8x), e assim compreender a extensdo da variabilidade morfoldgica floral e sua possivel relagdo
com o nivel de ploidia nesta espécie. Nesse sentido, 0 segundo capitulo desta tese tem como
objetivo principal investigar a existéncia de grupos morfoldgicos distintos em H. lahue, e se tais
grupos correspondem aos trés citdtipos diploide, hexaploide e octaploide.

Apbs a analise dos caracteres morfolégicos e niveis de ploidia em H. lahue discutidos no
segundo capitulo, surgiu a necessidade de compreender o impacto da poliploidia nos citétipos de
H. lahue. Além disso, estudos mostraram que as diferencas entre linhagens diploides e poliploides
resultam em um cenario evolutivo onde ha um diferencial no sucesso dos poliploides em certos
contextos ecoldgicos, geograficos, edaficos e climaticos (Levin, 1975; Glennon et al., 2014;
Mufioz-Pajares et al.,, 2018). Diante do exposto, no terceiro capitulo desta tese busca-se
compreender se e como a poliploidia afeta a distribuicdo geografica e as preferéncias de nicho
climatico dos citétipos de H. lahue. Para isso, foram realizadas anélises de modelagem de nicho
climética.

No quarto capitulo, sdo apresentados dados preliminares sobre a biologia reprodutiva de
H. lahue e teve como objetivo responder as perguntas-chaves relacionadas ao isolamento

reprodutivo entre os citétipos em areas de simpatria.

REFERENCIAL TEORICO



Poliploidia nos Campos Sulinos: implicagdes evolutivas

O termo poliploidia foi cunhado por Winkler em 1916, quando ele gerou os primeiros
poliploides artificiais conhecidos a partir de duas espécies da familia Solanaceae: Solanum
lycopersicum L. (tomate) e Solanum nigrum L. (erva-moura). No entanto, em 1911, Kuwada
sugeriu que a evolucdo do milho (Zea mays L.), uma espécie vegetal de grande interesse
econdémico e conhecida popularmente, estava ligada a duplicacdo cromossdmica. Essas
descobertas marcaram o inicio do estudo da poliploidia, que continua até os dias atuais.
Pesquisadores como Hugo de Vries (1901-1903), @jvind Winge (1915), Cyril Darlington (1937)
e G. Ledyard Stebbins Jr. (1940, 1947) realizaram trabalhos classicos que estabeleceram os
fundamentos do estudo dos poliploides.

Nas angiospermas, a poliploidia desempenhou um papel fundamental na evolucéo do grupo,
sendo considerada um dos principais mecanismos evolutivos envolvidos na diversificagdo das
plantas com flores (Ramsey e Schemske, 2002; Rice et al., 2019). Um evento de poliploidizacéo
tem efeitos imediatos e macicos em todo o genoma, resultando em variacbes como novas
combinac0es alélicas, complexas alteracdes genéticas e epigenéticas, rearranjos cromossdémicos,
perda de regibes de DNA, mudangas nos padroes de metilacdo e ativacdo de elementos
transponiveis (Otto, 2007). Essas mudancas podem levar a neofuncionalizacdo ou
subfuncionalizacdo de genes, aumentando a variabilidade fenotipica dos organismos poliploides.
Alguns desses novos atributos podem conferir vantagens adaptativas, permitindo a colonizacéo de
novos nichos ecoldgicos e aumentando o potencial invasivo em ambientes extremos (Ramsey e
Schemske, 1998, Soltis e Soltis, 2016).

Portanto, a poliploidia é considerada um mecanismo de especiacdo imediata e simpatrica,
uma vez que os poliploides recém-formados podem desenvolver barreiras reprodutivas em relacédo
aos parentais diploides, impedindo o fluxo génico entre eles (Ramsey e Schemske, 1998; Otto e
Whitton, 2000; Ramsey e Schemske, 2002; Rieseberg e Willis, 2007). A formagdo e o
estabelecimento dos poliploides s&o pontos criticos em sua evolugdo (Ramsey e Shemske, 1998).
Barreiras reprodutivas pds-zigéticas entre individuos com diferentes niveis de ploidia podem levar
a extincdo natural dos poliploides recém-formados, dificultando seu estabelecimento nas
comunidades vegetais (Rice et al., 2019). No entanto, linhagens poliploides que apresentam certos

atributos reprodutivos, como quebra da autoincompatibilidade resultando em autogamia ou



transicdo para reproducdo assexuada, ttm maior facilidade de estabelecimento e manutencdo (Otto
e Whitton, 2000; Ramsey e Schemske, 2002).

As diferencas fenotipicas entre linhagens diploides e poliploides criam um cenario evolutivo
no qual os poliploides podem ter um maior sucesso em certos contextos ecologicos, geograficos,
edéficos e climaticos, como aqueles encontrados em ambientes campestres (Rice et al., 2019). Por
exemplo, estudos recentes tém mostrado que espécies poliploides sdo mais comuns em ambientes
localizados em altas latitudes, especialmente nas zonas temperadas do hemisfério Norte, bem como
em ambientes campestres de altitudes elevadas, como os Andes (Rice et al., 2019). A distribuicédo
espacial dos diferentes cit6tipos é influenciada por uma série de processos interativos complexos
gue ocorrem nas populacdes naturais. Esses processos incluem a origem dos citétipos, taxas de
formacdo, preferéncias ecoldgicas, propagacdo vegetativa, apomixia, habilidades competitivas,
dispersdo e interacBes reprodutivas entre os citotipos (Levin, 2002). Para que um poliploide se
estabeleca na natureza, é necessario que ele apresente caracteristicas reprodutivas e competitivas
distintas que o ajudem a superar a desvantagem numérica em relacdo a populacdo progenitora,
resultando na excluséo do citétipo minoritario (Levin, 1975; Fowler e Levin, 1984; Husband, 2000;
Levin, 2002). Em muitos complexos poliploides, as diferencas nas caracteristicas permitem que 0s
individuos poliploides cresgcam e/ou colonizem habitats diferentes dos seus parentais, levando a
segregagdo espacial (Balao et al., 2009; Kolaf et al., 2009; Glennon et al., 2012). Uma das
caracteristicas que desempenha um papel significativo nessa segregacdo espacial é a capacidade
dos poliploides lidarem com condi¢Ges mais estressantes. Estudos sugerem que os poliploides
possuem maior tolerdncia a baixos niveis de nutrientes, seca e temperaturas frias (Levin, 2002;
Maherali et al., 2009; Hao et al., 2013; Thompson et al., 2014). Assim, o0 estabelecimento bem-
sucedido de linhagens poliploides esta associado a divergéncia de nicho ou ao particionamento de
nicho, ou seja, eles ocupam nichos ecoldgicos diferentes dos seus parentais (Levin, 1975; Glennon
et al., 2014; Thompson et al., 2014; Mufioz-Pajares et al., 2018).

Os Campos Sulinos s@o formacdes campestres localizadas em regides de clima subtropical
e possuem caracteristicas peculiares. Embora a presenca de espécies poliploides seja menos
expressiva em comparacdo com as zonas temperadas, ela ainda é relevante nesses ecossistemas
(lganci et al., 2011; Fregonezi et al., 2013; Iganci et al., 2013; Barros et al., 2015; Andrade et al.,
2019). Essa regido é conhecida mundialmente pela sua extraordinaria biodiversidade, abrigando
uma flora unica e apresentando muito endemismo de espécies vegetais (lganci et al., 2011). Os

Campos Sulinos sdo predominantemente compostos por vastas areas abertas dominadas por



gramineas e englobam duas ecorregides distintas: 0 Pampa e a Mata Atlantica (Overbeck et al.,
2007). O Pampa faz parte de uma ampla regido de pastagens que se estende até o Uruguai e o
centro-leste da Argentina (Soriano et al., 1992; Andrade et al., 2018). Por sua vez, a Mata Atlantica
contribui para os Campos Sulinos com a porc¢éo sul de seu territdrio, formando um mosaico com
as florestas de Araucaria presentes na metade norte do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana
(Overbeck et al., 2007). Essa complexidade da diversidade dos Campos Sulinos tem despertado o
interesse dos pesquisadores, que tém buscado compreender a evolugdo desses ambientes e sua
relacdo com a poliploidia (Iganci et al., 2011). No entanto, até 0 momento, ndo existem estudos
especificos sobre o papel da poliploidia na biogeografia, adaptacéo e evolugdo das plantas nessas
regioes.

Uma familia de plantas especialmente representativa nos Campos Sulinos € Iridaceae, que €
bem representada por espécies poliploides nessa regido (Eggers et al., 2015). Investigar a presenca
e os efeitos da poliploidia nessa familia e em outras plantas dos Campos Sulinos seria de grande
relevancia para a compreensdo da evolucdo desses ecossistemas e para a conservacdo da
diversidade bioldgica. Assim, apesar da importancia das informacdes sobre a poliploidia no
contexto da biogeografia, adaptacdo e evolucao das plantas, ainda sdo necessarias investigacoes
especificas nas espécies dos Campos Sulinos. Estudos que abordam a viabilidade e fertilidade dos
poliploides, o isolamento reprodutivo entre diferentes niveis de ploidia e a caracterizacdo do nicho
ecologico desses poliploides contribuirdo para um melhor entendimento desse fendmeno e seus
efeitos na diversidade vegetal desses ecossistemas Unicos. Ademais, € importante considerar que
0s Campos Sulinos sdo ecossistemas ameagados pela conversao de areas para atividades agricolas
e urbanizacdo. A compreensdo dos padrdes de poliploidia nessas regides pode auxiliar na
identificacdo de areas de alta diversidade genética e endemismo, subsidiando a¢des de conservacao

e preservacdo dessas areas.

Variabilidade cariotipica e relagdes evolutivas na familia Iridaceae

Iridaceae € uma das familias de monocotiledéneas mais diversificadas de Asparagales
(Angiosperm Phylogeny Group et al., 2016). Esta familia inclui cerca de 2.030 espécies de plantas
herbaceas de ampla distribuicdo geogréfica. As espécies possuem dois centros de diversificacdo
(Goldblatt e Manning 2008), onde o principal estd localizado no sul da Africa, e a regido

Neotropical representa o segundo maior. Apesar dos esforcos em compreender as relacdes



evolutivas das tribos da subfamilia Iridoideae (Chauveau et al., 2011; 2012; Lovo et al., 2012,
Karst e Wilson, 2012; Alves et al., 2011; Inacio et al., 2017; Lovo et al., 2018), as relagdes
filogenéticas dentro de tribos permanecem pouco resolvidas. Existem indicios de que uma parcela
substancial das principais subdivisfes identificadas dentro de cada tribo de Iridoideae se
diversificou rapidamente por influéncia de alteragbes na morfologia floral em resultado a
adaptacOes aos polinizadores (Chauveau et al., 2011; 2012). Em Tigridieae, que reune plantas
herbaceas, gedfitas e com folhas plicadas, duas linhagens foram identificadas através da analise de

caracteres moleculares e foram denominadas de clados A e B (Chauveau et al., 2012). Os
principais géneros do clado A, Calydorea Herb. e Cypella Herb., ndo sdo monofiléticos e estdo
relacionados a Herbertia Sweet, Nemastylis Nutt. e aos géneros monoespecificos Onira Ravenna,

Kelissa Ravenna, Catila Ravenna e Ainea Ravenna. A taxonomia deste conjunto € complexa, pois

sdo compartilhadas caracteristicas semelhantes no habito vegetativo e diferencas triviais

localizadas nas pecas florais sdo utilizadas no estabelecimento de espécies (Chauveau et al. 2012).

A ampla variabilidade cariotipica observada na familia, cujos nimeros cromossémicos
variam de 2n = 6 até 2n = 230, retratam o papel da poliploidia e da disploidia na evolucéo de
Iridaceae e no surgimento de novas espécies. O nimero basico descrito para a familia é x = 10,
entretanto, diversos nimeros cromossdémicos secundarios sdo descritos x2 = 9, 8, 7 e 5 (Goldblatt,

1982; Goldblat e Takei, 1997; Goldblatt e Manning, 2008; Alves et al., 2011; Souza-Chies et al.,
2012; Moraes et al., 2015). Segundo Goldblatt e Takei (1997), a neopoliploidia € comum nos
membros da familia ocorrentes no Hemisfério Norte, sendo estimada em torno de 60%. Cerca de
10% das espécies de Iridoideae sdo poliploides e 10% das demais espécies apresentam tanto
populacdes diploides como poliploides. Neste ambito, a poliploidia foi importante também na
evolucdo das Iridaceas das Américas do Sul e Central, onde, por exemplo, grande parte das
espécies ja investigadas da tribo Tigridieae sdo tetraploides e hexaploides (Goldblatt e Takei,
1997).

O género Herbertia Sweet (Tigridieae) como um modelo para o estudo da poliploidia

Dentre os géneros de Iridaceae, Herbertia Sweet compreende oito espécies Herbertia lahue
(Molina) Goldblatt; Herbertia amabilis Deble & F. S. Alves; Herbertia darwinii Roitman &
J.A.Castillo; Herbertia furcata (Klatt) Ravenna; Herbertia pulchella Sweet; Herbertia

guareimana Ravenna; Herbertia tigridioides (Hicken) Goldblatt; Herbertia zebrina Deble.)



(Deble e Alves, 2013) de plantas herbaceas, gedfitas, polinizadas por insetos, perenes e sazonais,
com poucas folhas, sendo a maioria delas com flores violeta. As espécies apresentam grande
semelhanca vegetativa, viabilizando o reconhecimento dos taxa somente pela flor. Entretanto, H.
darwinii, H. lahue, H. pulchella e H. quareimana exibem um amplo polimorfismo floral e, apesar
dos caracteres florais serem empregados como diagnosticos dentro do género, os limites ténues de
diferenciacéo interespecificas somado ao polimorfismo floral intraespecifico resulta em incertezas
taxonémicas (Chauveau et al., 2012).

Situacdes em que a caracterizacdo dos taxa é baseada unicamente em morfologia tém tido
repercussdes importantes na delimitacdo de Herbertia. Assim, é primordial distinguir outras fontes
de caracteres que permitam compreender melhor os relacionamentos evolutivos, favorecendo
delimitacGes confidveis dos limites de espécies. Essas condi¢Bes sdo primordiais para a resolugédo

taxonémica e, consequentemente, a conservacgdo dos taxa. Nesse sentido, caracteres cariotipicos
de Herbertia precisam ser investigados, uma vez que estes também tém sido Uteis para a elucidacéo
das relacBes de varios taxa de plantas (Bareka et al., 2008) e sdo potencialmente informativos em
Iridaceae (Goldblat e Takei, 1997). Tanto as analises cromossdmicas tradicionais (coloracao
convencional e bandeamento) como moleculares (hibridizacdo in situ fluorescente) tém sido
empregadas com sucesso em varias espécies para investigar relagdes inter e intraespecificas e nos
estudos evolutivos (Goldblatt e Manning 2008; Tacuatia et al., 2012, 2016; Burchardt et al., 2018).
A polinizacao cruzada é bastante comum em Iridaceae, sendo favorecida pela morfologia
reprodutiva, com a existéncia de dicogamia e hercogamia e a presenca de elaiéforos (estruturas
secretoras de Oleos para atracdo de polinizadores) em vérias espécies. Em Herbertia os tricomas
produtores de 6leo estdo presentes na por¢do adaxial das tépalas externas e comumente recebem
visitas de insetos, principalmente abelhas especializadas na coleta deste recurso (Chauveau et al.
2012). Apesar da representatividade do grupo, poucas sdo as informacdes acerca dos aspectos
ecologicos do sistema reprodutivo, tais como caracteristicas florais, experimentos de polinizacao
e identificagéo de polinizadores. Destacam-se 0s estudos que avaliaram a radia¢éo dos sistemas de
polinizacdo em Iridaceae (Goldblatt e Manning 2006), a evolugdo das estruturas florais glandulares
em tribos da subfamilia Iridoideae (Chauveau et al., 2012), caracterizacao da diversidade genética
e fenotipica em plantas 6x e 8x de H. lahue por meio de marcadores moleculares e morfometria
floral (Stiehl-Alves et al., 2016), e a diversidade de polinizadores, sendo especies de abelhas
coletoras de 6leo e abelhas generalistas (Tese Mabel Rocio Béez Lizarazo, 2019 — dados nédo
publicados).
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A relacdo entre poliploidia e biologia reprodutiva é relevante para compreender o
estabelecimento de uma linhagem poliploide, uma vez que a duplicacdo do genoma, como ja
mencionado brevemente, pode impactar na reproducdo de plantas. Comumente, as mudancas
incluem: alteracéo da reproducéo sexuada para reproducao assexuada e alteracdes nos periodos de
floragdo (Levin, 2002). Por isso é relevante compreender os efeitos desses fatores sobre possiveis
isolamentos reprodutivos e a manutencao dos poliploides nas populagdes naturais. Considerando
que os citotipos de H. lahue se encontram em simpatria em diversas areas de ocorréncia, €

importante avaliar a presenca de isolamento reprodutivo entre os citotipos.

Modelagem de nicho

O estudo da distribuicdo geografica dos citotipos pode fornecer informagbes importantes
sobre a origem e manutencdo dos diferentes niveis de ploidia, assim como auxiliar nas questdes
de diferenciagé@o de nicho ou coexisténcia (Mufioz-Pajares et al., 2017). A modelagem de nicho
ecologico permite uma avaliacdo quantitativa da divergéncia ecoldgica de espécies baseadas nas
distribuicbes geograficas. As abordagens dessa ferramenta também permitem quantificar a
sobreposicao de nichos e testar hipdteses de divergéncia ou conservadorismo de nichos ocupados
por diferentes taxa com o uso de testes de similaridade e equivaléncia de nicho (Warren et al.
2008). Uma estratégia integrativa que combina analises citogenéticas e de citometria de fluxo,
caracterizacdo do sistema reprodutivo e da morfologia externa dos poliploides, interpretados sob
um contexto citogeografico utilizando técnicas de modelagem de nicho, sdo potencialmente
interessantes para compreender a organizacdo e a evolugdo destas linhagens em ambientes
complexos, como € o caso dos ecossistemas campestres do Sul da América do Sul.

Adicionalmente, o conhecimento quanto a distribuicdo geogréfica de diferentes cit6tipos
diploides e poliploides ocupando nichos ecoldgicos distintos pode ser til para inferir mecanismos
de evolucdo poliploide, coexisténcia e/ou divergéncia (Castro et al., 2018). As zonas de contato,
isto é, areas contendo dois ou mais citdtipos, podem ser considerados laboratérios naturais para se
estudar a poliploidia (Castro et al., 2018). Uma série de estudos recentes relacionaram a presenga
de citotipos poliploides a maior capacidade de expansdo geografica em diversas especies,
associado ou ndo a mudancas de caracteristicas reprodutivas funcionais (Visger et al., 2016;

Mendonza et al., 2018). No entanto, pouco se sabe sobre como a diversidade de ploidia contribui
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para a adaptacéo e a diferenciagdo das populagfes em regides complexas, como os campos sul-
americanos.

Considerando as informacOes reportadas, fica evidente que H. lahue apresenta uma série de
caracteristicas que a tornam um interessante modelo para estudos multidisciplinares focando em

andlises citogenéticas combinadas a estratégias de modelagem de nicho e estudos reprodutivos.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desta tese visa estabelecer um panorama mais claro sobre a poliploidia e
seus impactos na diversidade morfoldgica, reprodutiva e ecologica de H. lahue, com

investigacao centrada na dindmica evolutiva dos citotipos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Ampliar a amostragem de populacfes de H. lahue ao longo da distribuicdo nos campos
do Sul do Brasil, contribuindo assim para o conhecimento mais abrangente sobre a dimenséo

da amplitude geogréfica;

b) Identificar e caracterizar e os citdtipos de H. lahue mediante andlises de citogenética

convencional e de tamanho de genoma;

c) Caracterizar H. lahue a partir de analises morfométricas, a fim de delimitar os morfotipos

e verificar sua relagdo com os diferentes niveis de ploidia;

d) Avaliar a diversidade e distribuicdo de citétipos de H. lahue por analise de nicho

climatico, usando modelagem de nicho ecoldgico.

e) Investigar sobre a existéncia de isolamento reprodutivo entre os trés citétipos de H.
lahue, e compreender sobre a dindmica de populagdes simpatricas, por meio de

experimentos de biologia reprodutiva.
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CAPITULO 1
Numero cromossémico de espécies do género Herbertia Sweet

Artigo aceito para publicacdo na revista IAPT Chromosome Data in The
Journal TAXON
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IRIDACEAE
Subfamily: Iridoideae
Tribe: Tigridieae

**Herbertia darwinii Roitman & J.A.Castillo
2n = 14, CHN. Brazil, Rio Grande do Sul, Alegrete, 29°8'51.0" S 56°01'49.7" W, 131 m,
2 Nov 2021, Tonetto-Vieira A; Nogueira L 5 (ICN).

~Herbertia aff. lahue (Molina) Goldblatt
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2n = 14; Brazil, Rio Grande do Sul, S&o Jerénimo do Sul, 30° 7'43.03" S 51°51'20.38"
W, 38 m, 8 Nov 2018, E. Kaltchuk, E.M. Stiehl-Alves & A. Vieira 5 (ICN). Brazil, Rio
Grande do Sul, S&o Jerdnimo do Sul, 30°10'48.40" S 51°23'33.29" W, 38m, 16 Nov 2018,
E. Kaltchuk, E.M. Stiehl-Alves & A. Vieira 17 (ICN). Brazil, Rio Grande do Sul, Cangucu,
31°17'0.6" S 53° 2'60.0" W, 376 m, 8 Nov 2019, E.M. Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira A, L.
Carvalho & 1. Hedlund 137 (ICN). Brazil, Rio Grande do Sul, Cangugu, 30°41'37.0" S
53°23'35.0", 376 m, 9 Nov 2019, E.M. Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira A, L. Carvalho & I.
Hedlund 145 (ICN). Brazil, Rio Grande do Sul, Santana da Boa Vista, 30°45'20.3" S
53°9'15.2" W, 190 m, 10 Nov 2019, E.M. Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira A, L. Carvalho &
I. Hedlund 162 (ICN). Brazil, Rio Grande do Sul, Lavras do Sul, 30°46'6.1" S 53°55'26.8"
W, 418 m, 11 Nov 2019, E.M. Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira A, L. Carvalho & I. Hedlund
171 (ICN). Brazil, Rio Grande do Sul, Cacapava do Sul, 30°41'34" S 53°23'32" W, 26 Oct
2018, A.M. Cristante, E.M. Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira & R. Becker 1 (ICN). Brazil,
Rio Grande do Sul, Cacapava do Sul, 30°53'42" S 53°25'48" W, 27 Oct 2018, A.M. Cristante,
E.M. Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira & R. Becker 2 (ICN). Brazil, Rio Grande do Sul,
Cacapavado Sul, 30°47'58" S 53°11'23" W, 03 Dec 2017, A.M. Cristante, E.M. Stiehl- Alves
& R.M. Marchioretto 12 (ICN) [Fig. 1A]

**Herbertia lahue (Molina) Goldblatt

2n =42, CHN. Brazil, Rio Grande do Sul, S&o Jer6nimo do Sul, 30°7'43.03" S 51°51'20.38",
38 m, 8 Nov 2018, E. Kaltchuk, E.M. Stiehl-Alves & A. Vieira 6 (ICN). Brazil, Rio Grande
do Sul, Santo Antonio das Missdes, 28°32'42.17" S 54°33'19.39", 284 m, 23 Oct 2019, E.M.
Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira, L. Carvalho & A. Mello 105 (ICN). Brazil, Rio Grande do
Sul, Santo Antonio das Missdes, 28°33'44.4" S 55°9'37.3" W, 284 m, 24 Oct 2019, E.M.
Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira, L. Carvalho & A. Mello 110 (ICN). Brazil, Rio Grande do
Sul, Itaqui, 29°0'22.7" S 56°3'38.7" W, 105 m, 25 Oct 2019, E.M. Stiehl-Alves, A. Tonetto-
Vieira, L. Carvalho & A. Mello 117 (ICN). Brazil, Rio Grande do Sul, Lavras do Sul,
30°46'6.1" S 53°55'26.8" W, 418 m, 11 Nov 2019, E.M. Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira A,
L. Carvalho & I. Hedlund 172 (ICN). [Fig. 1B]

**Herbertia lahue (Molina) Goldblatt

2n = 56, CHN. Brazil, Rio Grande do Sul, S&o Miguel das Missbes, 28°32'42.24"
S 54°33'18.93" W, 291 m, 23 Oct 2019, E.M. Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira, L. Carvalho
& A. Mello 104 (ICN).

Brazil, Rio Grande do Sul, S&o Jerdnimo do Sul, 30° 8'55.32" S 51°54'19.94" W, 38 m, 8
Nov 2018, E. Kaltchuk, E.M. Stiehl-Alves & A. Vieira 3 (ICN). Brazil, Rio Grande do Sul,
Santo Antonio das Missdes, 28°33'44.4" S 55°9'37.3" W, 284 m, 24 Oct 2019, E.M. Stiehl-
Alves, A. Tonetto-Vieira, L. Carvalho & A. Mello 111 (ICN). Brazil, Rio Grande do Sul,
Itaqui, 28°59'50.6™" S 56°05'50.00" W, 105 m, 25 Oct 2019, E.M. Stiehl-Alves, A. Tonetto-
Vieira, L. Carvalho & A. Mello 115 (ICN). Brazil, Rio Grande do Sul, Alegrete, 29°50'50.7"
S55°52'12.2" W, 195 m, 26 Oct 2019, E.M. Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira, L. Carvalho &
A. Mello 123 (ICN). Brazil, Rio Grande do Sul, Cristal, 30°54'35.4" S 52°4'22.4" W, 93 m,
7 Nov 2019, E.M. Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira A, L. Carvalho & 1. Hedlund 129 (ICN).
Brazil, Rio Grande do Sul, Cangucu, 31°21'44.1" S 52°48'25.8" W, 8 Nov 2019, 423 m,
E.M. Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira A, L. Carvalho & I. Hedlund 134 (ICN). Brazil, Rio
Grande do Sul, Cagapava do Sul, 30°49'58.80" S 53°30'14.40" W, 255 m, 9 Nov 2019, E.M.
Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira A, L. Carvalho & I. Hedlund 148 (ICN). Brazil, Rio Grande
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do Sul, Santana da Boa Vista, 30°45'20.3" S 53°9'15.2" W, 190 m, 10 Nov 2019, E.M. Stiehl-
Alves, A. Tonetto-Vieira A, L. Carvalho & I. Hedlund 161 (ICN) [Fig. 1C].

**Herbertia pulchella Sweet

2n = 28; CHN. Brazil, Rio Grande do Sul, Cangucgu, 31°21'48.0" S 52°44'48.0" W, 376 m,
8 Nov 2019, E.M. Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira A, L. Carvalho & I. Hedlund 133 (ICN).
Brazil, Rio Grande do Sul, Cangugu, 31°16'49.0" S 52°42'04.0" W, 376 m, 8 Nov 2019,
E.M. Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira A, L. Carvalho & I. Hedlund 143 (ICN). Brazil, Rio
Grande do Sul, Cacapava do Sul, 30°49'58.80" S 53°30'14.40" W, 255 m, 9 Nov 2019, E.M.
Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira A, L. Carvalho & I. Hedlund 150 (ICN). Brazil, Rio Grande
do Sul, Santana da Boa Vista, 30°47'58.02" S 53°11'23.96" W, 190 m, 10 Nov 2019, E.M.
Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira A, L. Carvalho & I. Hedlund 165 (ICN). Brazil, Rio Grande
do Sul, Santana do Livramento, 30°46'40.70" S 53°08'27.7" W, 26 Nov 2019, Tonetto-Vieira
A; Eggers L; Chauveau O 7 (ICN). [Fig. 1D]

*Herbertia aff. quareimana Ravenna

2n = 14, CHN. Brazil, Rio Grande do Sul, Sdo Nicolau, 28°12'29.52" S 55°19'13.80" W, 95
m, 23 Oct 2019, E.M. Stiehl-Alves, C. Forgiarini & F.S. Silveira 51 (ICN). Brazil, Rio
Grande do Sul, S&o Miguel das Missbes, 28°32'44.04" S 54°33'14.01" W, 284 m, 23 Oct
2019, E.M. Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira, L. Carvalho & A. Mello 106 (ICN). Brazil, Rio
Grande do Sul, Santo Antonio das MissGes, 28°31'24.01" S 55°14'2.11" W, 24 Oct 2019,
E.M. Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira, L. Carvalho & A. Mello 109 (ICN) [Fig. 1E]

**Herbertia quareimana Ravenna

2n =28, CHN. Brazil, Rio Grande do Sul, Santana do Livramento, 30°47'16.1" S 55°38'02.8"
W, 6 Nov 2012, L. Eggers, O. Chauveau & T. Pastori 1103 (ICN). Brazil, Rio Grande do
Sul, Uruguaiana, 29°53'22.2" S 57°07'16.5" W, 5 Nov 2012, L. Eggers, O. Chauveau & T.
Pastori 733A (ICN). Brazil, Rio Grande do Sul, Alegrete, 29°51'27.6" S 55°53'6.6" W, 140
m, 26 Oct 2019, E.M. Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira, L. Carvalho & A. Mello 125 (ICN).
Brazil, Rio Grande do Sul, Alegrete, 29°59'2.79" S 55°58'31.6" W, 195 m, 26 Oct 2019,
E.M. Stiehl-Alves, A. Tonetto-Vieira, L. Carvalho & A. Mello 126 (ICN). [Fig. 1F].

Herbertia is a small genus (eight species) belonging to the Clade A of Tigridieae (Chauveau
et al., 2012), that comprises perennial, herbaceous and bulbous geophytic plants, generally
with violet flowers (Goldblatt & Manning, 2008). Herbertia species show great vegetative
similarity, on the other hand, some have high floral polymorphism. Although floral
characters have been used as diagnostics within the genus, tenuous limits of interspecific
differentiation and a large intraspecific polymorphism result in taxonomic uncertainties
(Chauveau et al., 2012; Stiehl-Alves et al., 2016; Stiehl-Alves et al., 2017). In this sense,
karyotypic characters of Herbertia need to be investigated, since they have also been useful
for elucidating the relationships of various taxa being potentially informative in Iridaceae
(Goldblat & Takei, 1997).

According to literature, Clade A presents as base chromosome number x = 7 and ploidy
series in several species (Moraes et al., 2015). Six of the eight recognized Herbertia species
have chromosome counts with four ploidy levels reported: 2x, 4x, 6x and 8x. Intraspecific
polyploid series have been found for H. lahue and H. pulchella (Winge, 1959; Kenton &
Heywood, 1984; Goldblatt & Takei, 1997; Roitman & Castillo, 2004; Moreno et al., 2009;
Moraes et al., 2015).
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Herbertia occurs naturally in grasslands in the south of the Neotropical region (Goldblatt &
Manning, 2008), with seven species endemics to the northeast of Pampean province. The
Pampean province (hereafter Pampas) is part of the Chacoan biogeographical domain
(Morrone, 2017) and is a species-rich ecosystem characterized by a predominance of
grassland vegetation, with Poaceae, Asteraceae, Fabaceae, and Cyperaceae as the most
dominant families (Andrade et al., 2019).

Efforts have been made by our team to delineate a clearer picture of the patterns of
geographic distribution and evolutionary relationships of Herbertia species and thus
understand the impact of polyploidy on the genus evolution. Therefore, cytogenetic data for
Herbertia have been obtained for several populations throughout the distribution area. For
chromosome counting, root tips were pretreated with 8-hydroxyquinoline for 24 hours at 8°C
and fixed with 3 : 1 ethanol : glacial acetic acid. Slides were prepared according to Moraes et al.
(2015) and Alencar et al. (2018). Chromosomes obtained for the Herbertia populations in the
present study are represented by the image of the flower of each Herbertia species (Fig. 1 A-F).

In the present study, chromosome numbers are presented for 38 populations of four
Herbertia species: H. darwinii, H. lahue, H. pulchella and H. quareimana. Chromosome
numbers have been described in the literature for the four species investigated, however such
data are ancient and, moreover, taxonomic changes occurred in the genus. Furthermore, the
chromosome counts are restricted to a few points of occurrence, most of them outside Brazil.
In view of the existence of intraspecific cytotypes for the genus, evaluations of a greater
number of populations are necessary.

Herbertia darwinii is an endemic species of the Pampas distributed along the triple border
of Brazil, Argentina, and Uruguay, in an area of less than 40,000km:. The chromosome
number 2n = 14 found here for one population of H. darwinii is the same reported previously
in samples from another four populations of this species (Roitman & Castillo, 2004; Moreno
et al., 2009; Moraes et al., 2015). So far, only diploid plants have been found for this species,
even in populations located outermost of the geographic distribution of the species.

Herbertia lahue is the only one with a wide distribution, occurring throughout the Pampas
and on the borders with Chaco province (Chacoan dominion), Araucaria Forest province
(Parana dominion), and Atacama province (part of South American transition zone). There
are also records of populations of H. lahue in the southern USA, Australia, and Japan, but it
seems to represent recent introductions (Goldblatt & Manning, 2008). Twenty-three
populations of H. lahue sampled in southern Brazil were investigated. The cytotype (2n = 2x
= 14) was found in samples from nine populations named H. aff. lahue. Other cytotypes
previously reported for H. lahue were also observed in the present study, and hexaploids (2n
= 6x = 42) and octoploids (2n = 8x = 56) were recorded respectively in five and nine
populations. The chromosome number 2n = 42 was previously reported in samples from
Argentina (Moreno et al., 2009), Brazil (Moraes et al., 2015), Chile (Kenton & Heywood,
1984; Goldblatt & Takei, 1997), and Uruguay (Moreno et al., 2009), whereas the
chromosome number 2n = 56 was also previously reported in populations from Argentina
(Moreno et al., 2009) and Brazil (Moraes et al., 2015). The spatial distribution of H. lahue
populations in the Pampas is complex, ranging from mixed populations, where the three
ploidy levels are found in sympatry, as well as parapatric and allopatric distributed
populations (Stiehl-Alves et al., 2016; Martins et al., 2020).
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Herbertia pulchella is a species that is distributed in an area of about 100,000 km: located in
southern Brazil and Uruguay, in the Pampas. In this study, seven populations of H. pulchella
were studied and a chromosome number 2n = 28 was recorded for all samples. Chromosome
number 2n = 28 was also described by Moraes et al. (2015) in samples from four populations
from Rio Grande do Sul (Brazil). Older studies (Winge, 1956; Kenton & Heywood, 1984;
Goldblatt & Takey, 1997) reported other chromosome numbers for this species (2n = 14 and
2n = 42), which has motivated us to expand the sampling of this species to search for
populations unequivocally identified as H. pulchella. Despite the effort, only tetraploid
plants are being registered.

Herbertia quareimana is a species endemic to the Pampas, near the border of Brazil with
Argentina and Uruguay, covering an area of about 48,000 km:. Seven populations of H.
guareimana sampled in Rio Grande do Sul (Brazil) were investigated here, and three of them
presented chromosome number 2n = 2x = 14. This is the first report of diploid cytotype for
H. quareimana. The remaining four populations had 2n = 4x = 28. Tetraploid H. quareimana
was also reported for other Brazilian populations by Ravenna (1989) and Moraes et al.
(2015), as well as for populations located in Argentina and Uruguay (Moreno et al.,
2009). Geographic data obtained through collection expeditions carried out by our time since
2006 indicate that diploid and tetraploid populations are geographically isolated from each
other.
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CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo central deste estudo foi proporcionar uma compreensdo mais aprofundada sobre
apoliploidia e seus efeitos na diversidade morfoldgica, reprodutiva e ecologica de Herbertia lahue,
com énfase na dindmica evolutiva dos citotipos.

Conduzimos uma andlise detalhada dos aspectos citogenéticos, morfologicos e ecoldgicos
dos citotipos de H. lahue. Confirmamos a existéncia de trés niveis de ploidia na espécie (diploide,
hexaploide e octaploide) por meio de analises citogenéticas e de tamanho de genoma. Além disso,
identificamos diferencas significativas na morfologia floral e no nicho ecoldgico entre esses
citétipos, demonstrando que a poliploidia desempenha um papel crucial na determinacdo das
preferéncias de nicho ecoldgico. exploramos os mecanismos de isolamento reprodutivo e as
estratégias de reproducdo dos citétipos de H. lahue. Constatamos que os diploides sdo de
polinizacdo cruzada e autoincompativeis, enquanto os poliploides sdo autocompativeis e podem
realizar autofecundacdo.

Com base nos resultados, fica claro que a poliploidia desempenha um papel importante na
diversidade ecologica e morfoldgica de H. lahue. A existéncia de mdaltiplos citotipos com
preferéncias de nicho distintas sugere que a poliploidia é um fator-chave na adaptacéo da espécie
a diferentes ambientes ecoldgicos. Dentre as anélises realizadas, notamos que os diploides exibem
um caridtipo bimodal, ao passo que os poliploides apresentam uma reducdo gradual no tamanho
dos cromossomos. A Analise de Componentes Principais (PCA) destaca que o diploide esta mais
distante em relacdo ao hexa e octaploides, sendo que o tamanho do genoma mostra uma maior
similaridade entre hexa e octaploides do que com o diploide. A sobreposi¢éo de nicho também é
mais acentuada entre hexa e octaploide, contrastando com o diploide. Resultados de cruzamentos
reforcam a tendéncia, indicando que sempre que os individuos diploides estavam envolvidos, ndo
ocorria a formacdo de frutos, ao passo que entre os citdtipos poliploides, hexa e octaploides, o
processo ocorria normalmente.

A auséncia de frutos nos cruzamentos envolvendo diploides sugere a existéncia de barreiras
reprodutivas, levantando questionamentos sobre a natureza dessas diferengas. Esses resultados sao
consistentes com a expectativa para poliploides, visto que a formac&o de hibridos entre diferentes
niveis de ploidia pode ser dificultada. A formacao de poliploides pode ocorrer por eventos como
a duplicacdo cromossémica, e sua persisténcia na populacdo pode ser influenciada por fatores
como competicao e adaptacdo a diferentes nichos ecologicos.

Um fator que intriga é o fato de néo ter sido encontrada plantas tetraploides em H. Lahue. A
analise da tetraploide, excluindo possibilidade de alopoliploides (cruzamentos interespecificos),

sugere a possibilidade de citétipos minoritarios que podem surgir e desaparecer ao longo do tempo.
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Considerando a diploide como possivelmente outra espécie, focando exclusivamente no
autopoliploide, o desaparecimento desses citotipos pode ser atribuido @ menor competitividade em
comparagdo com os poliploides. Este € um assunto que precisa ser explorado em estudos futuros.

Considerando esses resultados, emerge a possibilidade de duas espécies diferentes ou uma
Unica espécie em estagio avancado de especiacdo em H. lahue. Estudos futuros envolvendo
conceitos de especie, como morfoespécie e bioldgico, bem como incorporar analises de DNA,
poderia enriquecer a discussao, explorando a literatura pertinente para embasar essas ponderacoes.

Em resumo, esta pesquisa avanca nosso entendimento sobre os efeitos da poliploidia na
diversidade bioldgica e fornece informagdes valiosas sobre a dindmica evolutiva de H. lahue. Ao
revelar como a poliploidia molda a morfologia, a ecologia e os mecanismos reprodutivos desta
espécie, nossa pesquisa destaca a importancia de considerar a poliploidia como um fator central
na evolucdo das plantas. Esperamos que este estudo estimule novas pesquisas e promova uma

apreciacdo mais profunda das complexidades da biologia evolutiva.
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