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RESUMO

Herbertia quareimana é uma espécie herbacea com distribuicdo restrita a poucas localidades
do bioma Pampa préximas a fronteira do Brasil com Argentina e Uruguai. Dois tipos de
populacbes de H. quareimana sdo observados a campo: popula¢Bes proximas a Fronteira-
Oeste do Estado do Rio Grande do Sul com caracteristicas florais e vegetativas maiores
(morfotipo grande) e populagdes na regido das Miss6es com morfologia aparentemente menor
(morfotipo pequeno). Populagbes mistas contendo os dois morfotipos ndo foram encontradas
até o momento. Andlises citogenéticas preliminares realizadas pelo grupo de pesquisa
indicavam a existéncia de plantas diploides em H. quareimana nas Missfes, em adi¢do ao
citétipo tetraploide (morfotipo grande) ja descrito na literatura. A existéncia de variacéo
intraespecifica em nivel de ploidia € um evento comum em Iridaceae e outros grupos de
plantas. A poliploidia pode resultar em diferencas morfol6gicas e ecologicas, com reflexo na
taxonomia. Assim, o presente estudo tem como objetivo responder aos seguintes
questionamentos: i) existem realmente dois morfotipos distintos de H. quareimana? ii) ha
alguma relacdo entre essa diferenca morfolédgica e o nivel de ploidia? iii) o que poderia explicar
a separacdo geografica 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 cromossomica 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 variagdo. Modelagem de
nicho foi realizada para investigar a distribuicdo de H. quareimana, atraves de uma abordagem
focada em machine learning, gerando modelos de distribuicdo para cada citétipo e para a
espécie. As analises citogenéticas revelaram a existéncia de um citétipo diploide que
corresponde ao morfotipo pequeno e confirmaram o citétipo tetraploide ja previamente
reportado na literatura (morfotipo grande). Nao foram observadas popula¢es mistas para 0s
dois niveis de ploidia em nenhuma das amostragens investigadas. Os resultados das analises
morfométricas foram consistentes com as observacGes a campo e identificaram dois grupos
morfoldgicos bastante distintos: um somente com individuos pequenos (diploides) e outro
somente com individuos grandes (tetraploides). Além disso, a analise estatistica mostrou que

os niveis de ploidia de H. quareimana podem ser identificados através de nove caracteres
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florais. A andlise dos dados geograficos disponiveis para H. quareimana mostrou que 0s
citétipos encontram-se segregados geograficamente: populacdes diploides ocorrem na regiao
noroeste do Rio Grande do Sul (na regido das Missdes) e populacdes tetraploides séo
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 citétipos ocupam nichos
distintos, com areas 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 Gteis como subsidio em uma futura revisdo do status de conservacao da

especie.

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

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 Miss@es, 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
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Grande do Sul (in the Missdes 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 é a condicdo hereditaria em que 0 organismo possui mais de dois

conjuntos completos de cromossomos, resultado da duplicacdo 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 et
al., 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
numero 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
numero par de conjuntos cromossdmicos, 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 nao-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 duplicacdo de um conjunto de cromossomos; 0S
alopoliploides sdo aqueles que surgem através da fusdo dos conjuntos de cromossomos de
diferentes espécies (hibridacédo) e subsequente duplicacdo (VAN DE PEER, 2017).

A determinacdo do nivel de ploidia de uma dada espécie ou conjunto de espécies €
muito importante sendo o método mais preciso para isso a contagem do numero de
cromossomos mediante analises mitoticas 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, é fundamental o conhecimento prévio
relativo aos numeros cromossdémicos do taxa em questdo, a fim de melhor interpretacdo dos
dados.

A poliploidia pode acarretar em aumento nuclear e celular, irregularidades meioticas 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 regulagdo e expressdo génica,
podendo ainda trazer impactos no sistema reprodutivo, como a perda da auto-
incompatibilidade e ganho de reproducdo assexuada (COMAI, 2005; TE BEEST et al., 2012;
MORGAN et al., 2020). Quando hé isolamento reprodutivo em relacéo 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
exclusdo 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 redundéncia 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 alteracdes em nivel de expressdo génica
em termos temporais e/ou espaciais, bem como, subfuncionalizacdo (CLARK e
DONOUGHUE, 2018; WENDEL et al., 2018). Tem sido observado que tais alteracdes podem
levar ao aumento da tolerancia a uma gama mais ampla de condi¢des ecoldgicas e ambientais
(tolerancia a estresse), resultando na separac¢do de nicho dos parentais diploides e tamanho da
populacdo, aumento dos 6rgédos das plantas, protecdo contra mutacGes 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 orgéos florais (DE BOTT et al., 2005) e a fenologia. Niveis de ploidias
distintos podem diferir quanto ao inicio do periodo de floragcdo, sua duracdo 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 transicbes evolutivas, grandes saltos no

desenvolvimento e/ou radia¢@es adaptativas de espécies, bem como podem afetar a interagcdo
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com polinizadores, assim, sugerindo que a poliploidia tenha seu papel na especiacao 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 IV, 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 distribuicdo cosmopolita, sendo o sul da Africa um de seus
centros de diversidade uma vez que € o local de ocorréncia de mais da metade das espécies. A
segunda zona de maior rigqueza encontra-se no Hemisfério Sul, onde existe uma grande
ocorréncia de espécies na regido Neotropical, muitas delas endémicas (GOLDBLATT et al.,
2008; GOLDBLATT e MANNING, 2008). Possui especies 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 os 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 € a Unica subfamilia
com representantes no Brasil (EGGERS et al., 2020). Iridoideae é 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 Atléantica e Cerrado.
Sao 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 regiao sul do pais conta com o maior nimero de espécies, 116. O Rio
Grande do Sul é o Estado com maior nimero 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 sao 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. H& grande varia¢do 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 descricdes
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 mencionado anteriormente (Figura 2).
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O clado A é composto por géneros incluidos exclusivamente na subtribo Cipurinae Benth. &
Hook.f. (inclusive Herbertia), porém ndo 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 posi¢cdo 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 Util na resolucdo de problemas taxonémicos,

especialmente para espécies vegetais (GUERRA, 1988; 2008; 2012), uma vez que 0O
conhecimento sobre caracteres citologicos tem sido especialmente importante para a ajudar a
resolver a circunscri¢do 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
béasico (x), sendo o nimero basico 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 variacdo na familia de
2n =6 até 2n = 230 (ALVES et al., 2011; MORAES et al., 2015).

Outro fendmeno importante na evolucdo cariotipica de Iridaceae é a disploidia. A
disploidia é o aumento ou o decréscimo gradual no numero cromossémico haploide (n)
originada de rearranjos estruturais. Diferentemente da aneuploidia, onde a mudanga do nimero
cromossémico se deve a segregacdo irregular na divisdo celular com consequente perda ou
ganho de cromossomos, na disploidia a alteracdo se deve especialmente a eventos de fuséo e
fissdo cromossémica.

A diversidade de nimeros bésicos dentro de alguns géneros dessa familia é causada
por eventos de poliploidia e disploidia, resultando em nimeros basicos secundarios tais como
X2=5,7,8,9, 11,12 ¢ 14 (GOLDBLATT e TAKEI, 1997; MORAES et al., 2015).

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

Em Tigridieae 0 numero 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 questdes relativas a evolugdo do numero bésico para
Iridoideae. Foi sugerido o namero béasico 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 de
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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
numero cromossdémico basico x = 7. Para seis das oito espécies aceitas no género existem
contagens cromossémicas 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 esta se tornando cada vez
mais difundida devido a sua aplicabilidade. Os dados de conteldo de DNA além de serem
frequentemente usados para inferir niveis de ploidia (PELLICER e LEITCH, 2014), vém sendo
empregados na elucidagdo de questdes evolutivas dos mais diversos taxa. Estimativas de
tamanho de genoma podem integrar e enriquecer as anélises 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 séo brancas (EGGERS, 2020),
sdo polinizadas por insetos e estdo presentes naturalmente em areas de campo aberto no sul da
América 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
guareimana Ravenna, foco do presente estudo, € 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 extincdo (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. quareimana
(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 distribuicdo geografica e status de conservacdo das oito espécies de Herbertia.

Espécie Dlstrlbyl_gao Status de Conservacéo Regibes de ocorréncia
geografica
H. amabilis Deble N&o avaliado, Rio Grande do Sul
' &E. S Alves Endémica provavelmente (provavelmente restrita a
" 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) A . Fronteira do Rio Grande do
Ravenna Endeémica Em Perigo (EN) Sul com Argentina
H. lahue (Molina) x . Sul do Brasil, Argentina,
Goldblatt Ampla N0 avaliado Uruguai, Paraguai e Chile
H. pulchella Restrita N3o avaliado, Rio Grande dc_) 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 N&o avaliado Argentina
endémica
Goldblatt
Criticamente em Perido Rio Grande do Sul (restrita a
H. zebrina Deble Endémica g Serra do Sudeste)

(CR)

Notas: ! Status de conservagdo 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 espéecies depende fortemente de caracteres

morfolégicos. Em plantas, os caracteres morfoldgicos sdo avaliados a partir de medidas,
formas e cores das flores, das folhas, do polen, do caule, enfim, de tudo que possa caracteriza-
las (HAIDER, 2018). Contudo, as espécies compdem um sistema complexo e possuem
relacGes multidimensionais com seu proprio ambiente e outras espécies. Para melhor entender
esse sistema, é benéfico utilizar dados morfolégicos integrados a dados genéticos, demandas
ecoldgicas, preferéncia de nicho, entre outros (RAJEI, 2015; ERST et al., 2020, LUCENO et
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al., 2021).

Estudos de caracteres morfologicos (florais e vegetativos) tém sido bastante
proveitosos na investigacao e delimitacdo de citotipos. Em 1999, Keeler e Davis relacionaram
0 citotipo 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 ca, 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 que
muito mais que variar em tamanho total, os poliploides da familia apresentam variacdo mais
expressiva nas flores (TACUATIA et al., 2012; STIEHL-ALVES et al., 2016; FACHINETTO
etal., 2017). Assim, a utilizacdo de abordagens morfometricas 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 distribuicdo de espécies e na biodiversidade (CASTRO et al., 2020). Unindo
esses fatores abioticos com a distribuicdo geogréafica, surgem os modelos de nicho ambiental,
0s quais sdo gerados através da combinacéo de dados de ocorréncia de espécies com camadas
de dados ambientais (obtidos a partir de um sistema de informacdo geografica). Modelos de
nicho vem sendo utilizados para responder a questfes de evolugdo de nicho, especiagéo e
acumulo de diversidade ecoldgica 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
adequacdo e probabilidade de ocorréncia das espécies, mas também auxiliando na avaliacdo

de risco de extingédo e no estabelecimento de estratégias de conservagdo dessas espécies (GILS
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etal., 2012; SOHN et al., 2013; ALENCAR et al., 2015; SRINIVASULU et al., 2021). Esses
estudos séo valiosos uma vez que podem auxiliar na busca de estratégias para a preservacao
do Bioma Pampa, sabidamente possuidor de elevado indice de endemismo (BOLDRINI,
2020). Contudo, a literatura é ainda escassa (SEGATTO et al., 2017; PEDRANA et al., 2018).

Em Iridaceae existe apenas um estudo utilizando de modelagem de nicho (ALENCAR
etal., 2015). No estudo, foi investigada Calydorea crocoides Ravenna, uma espécie ameagada
de extincdo tipica das regides serranas do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (EGGERS e
CHAUVEAU, 2020). Através da modelagem de nicho foi possivel identificar a distribuicdo
potencial focada em habitats adequados para a espécie, contribuindo assim para o
entendimento da evolucdo do taxa e permitindo a sugestdo da atualizagdo do status de
conservacdo 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 ecoldgico mais amplo e maior tolerdncia a
condic¢des mais extremas, o que pode levar a diferentes nichos e segregacéo espacial. 1sso 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 comparacdo do hexaploide, este com um uma

adequacao maior a diferentes ambientes (MASTIN et al., 2018).

7. Por que estudar Herbertia quareimana?

Descritaem 1989, as plantas desta espécie apresentam flores com coloragdo violeta viva
e escura. Diferenciam-se das demais espécies do género pela presenca anteras retas, lamina das
tépalas externas amplamente obovadas e divisdes secundarias dos estiletes recurvadas.

O modo como as plantas se reproduzem tem efeito direto na estrutura genética das

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

Atualmente sabe-se que H. quareimana ¢ uma espécie endémica do Pampa (ou Campos
Sulinos). Sua distribuicdo é descrita para os campos de Artigas no Uruguai e em Quarai no Rio
Grande do Sul, sendo que nessa Ultima 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 Anténio das Missdes e Sdo Miguel das Missdes) 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 populagoes
de H. quareimana cujas plantas apresentavam diferencas morfologicas 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 Missdes. Populacdes
mistas com plantas dos dois morfotipos ainda ndo foram localizadas, apesar de intenso esforgo
de coleta empregado até o0 momento.

Herbertia quareimana é uma espécie tetraploide (2n = 4x = 28) cujo tamanho de
genoma é de 2C = 8,70 pg (RAVENNA, 1989; MORENO et al., 2009; MORAES et al., 2015).
Até o momento, ndo foram reportados outros citotipos 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.

Tendo em vista variacdo morfologica observada para H. quareimana, a ocorréncia

disjunta dos morfotipos e a possivel existéncia de dois niveis de ploidias, nossa hipo6tese para
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esse estudo é 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 geogréafica
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 morfologica 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 prop6e ainda, a buscar subsidios que possam explicar
a distribuicdo disjunta dos morfotipos.

Atualmente, H. quareimana apresenta o status de espécie “quase ameagada de
extingd@o” (NT) ou Blab (iii) (SEMA, 2014), porém sua conservac¢do requer a elucidacio
dessas lacunas de conhecimento, as quais trardo informacdes 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.
quareimana, através de uma abordagem multidisciplinar, visando uma melhor compreenséo
ndo s6 do taxon, mas também buscando informacdes que possam contribuir para um maior
entendimento a respeito da evolucdo e diversificagdo do género Herbertia. Para atingir tal

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

Obijetivos especificos

a) Confirmar a existéncia de populagdes de plantas diploides, bem como sua distribuicéo
geogréfica;

b) Determinar nUmero cromossdmico e estimar o tamanho de genoma de individuos de
diferentes populagdes ao longo da distribuicdo geogréafica da espécie;

c) Realizar andlises de morfometria a fim de delimitar os morfotipos e elucidar sua
relacdo 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 distribuicdo de
especies, levando em consideracao o nivel de ploidia.
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