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“...the Pteridophyta are difficult cytological materials.
They keep a cytologist on his mettle the whole time to
an extent that the student of the more familiar
Flowering Plants only rarely experiences, and only by
patience, skill and the application of the most modern

methods can success be achieved.”
Manton 1950
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Resumo

Hymenophyllaceae compreende mais de 450 espécies de samambaias organizadas em duas
subfamilias: Trichomanoideae e Hymenophylloideae. Hymenophyllum, unico género da
linhagem Hymenophylloideae, apresenta considerdvel diversidade morfoldgica, além de
extrema variagao no numero de cromossomos. Além disso, o género apresenta distribui¢ao
dos tropicos até as regides temperadas. Na Mata Atlantica, um centro de diversidade e
endemismos para as samambaias, ocorrem 26 espécies de Hymenophyllum. Entre diversos
fatores que influenciam a evolugdo das plantas estdo as caracteristicas citogenéticas. Na
familia, o tamanho de genoma e niimero cromossomico tém sido utilizados como critérios
adicionais em estudos taxondmicos e evolutivos. Nesse contexto, o objetivo deste estudo
foi investigar a influéncia do nimero cromossomico e do tamanho de genoma na evolugdo
de Hymenophyllum. O trabalho esta estruturado em trés capitulos. O primeiro consiste em
uma revisdo dos dados citogenéticos previamente publicados para a familia, abrangendo
informagdes sobre niimero de cromossomos € o tamanho do genoma para 158 e 15
espécies, respectivamente. Essas caracteristicas exibem uma notdvel variagdo entre as
espécies, com numeros cromossdmicos de n = 11 a 178 e tamanhos de genoma de 2C =
21,47 a 73,2 pg. Essa revisdao identificou padrdes na distribuicdo de numeros
cromossOmicos na familia e aborda desafios metodologicos que permeiam a aquisicao de
dados citogenéticos. O segundo capitulo apresenta dados citogenéticos obtidos de sete
populacdes de quatro espécies de Hymenophyllum. Os nimeros de cromossomicos
encontrados variaram de n = 13 até n = 56, enquanto o tamanho do genoma variou de 2C =
36,17 pg até 129,49 pg. Curiosamente, o maior tamanho do genoma encontrado em nossas
analises ¢, ndo apenas o maior para Hymenophyllum, mas também o maior para toda a
familia. No terceiro capitulo, foram obtidos dados citogenéticos de 11 espécies de
Hymenophyllum subg. Sphaerocionium da Mata Atlantica. Esses dados foram analisados
sob uma perspectiva filogenética. Para isso, a filogenia de Hymenophyllaceae foi
reconstruida para investigar a evolu¢cdo do niimero de cromossomos € o tamanho do
genoma. Enquanto as estimativas de tamanho do genoma mostraram uma variagdo em
Sphaerocionium, de 2C = 31,32 pg até 54,27 pg, o nimero de cromossomos permaneceu
constante (n = 36), com excecdo H. hirsutum que apresentou dois citotipos (n =36 e 72). A
reconstru¢do do tamanho do genoma ancestral mostrou que eventos de aumento e redugdes
ocorreram ao longo da histdria evolutiva, sendo que espécies relacionadas ndo apresentam
conteudo de DNA semelhante. A evolugdo na familia do nimero cromossdmico envolveu
eventos de disploidia, poliploidia e demi-poliploidia. Em Sphaerocionium sdo retratados
apenas dois eventos de duplicacdo intraespecificos, evidenciando que alteragdes no nimero
cromossomico podem ndo ter influenciado diretamente sua evolugdo. Em
Hymenophyllaceae, o nimero cromossomico haploide 11 foi reconstruido como ancestral.
Em Hymenophyllum, houve um ganho de um par de cromossomos, elevando o provavel
numero ancestral para n = 12. J4 no em Sphaerocionium, temos n = 36 como ancestral, que
provavelmente foi resultado de eventos de poliploidia e demi-poliploidia. Hymenophyllum
apresenta o maior numero de eventos de transicdo de cromossomos quando comparado
com os outros géneros da familia. Assim, a maior taxa de diversificacdo nesse clado pode
estar associada com as mudancas cariologicas que ocorreram ao longo do tempo. Os novos
dados integrados com a filogenia contribuem para o avango do conhecimento sobre a
evolucdo da familia, além de estabelecer uma base para estudos futuros em samambaias.
Palavras-chave: Andlises evolutivas; Caracteristicas citogenéticas; conteudo de DNA;
samambaias; Sphaerocionium.



Abstract

Hymenophyllaceae comprises over 450 fern species organized into two subfamilies:
Trichomanoideae and Hymenophylloideae. Hymenophyllum, the only genus of the
Hymenophylloideae, displays considerable variation in morphology as well as in
chromosome number. Furthermore, the genus has a distribution from the tropics to
temperate regions. A total of 26 Hymenophyllum species occur in the Atlantic Forest, a
center for diversity and endemism of ferns. Among the factors known to drive plant
evolution are cytogenetic characteristics. Regarding this subject, Hymenophyllaceae
chromosome number and genome size have been employed as additional criteria in
taxonomic and evolutionary studies. In this context, our study aimed to investigate the
influence of chromosome number and genome size in the evolution of Hymenophyllum.
This document is structured in three chapters. The first consists in a review of previously
published cytogenetic data for Hymenophyllaceae, encompassing information on
chromosome number and genome size for 158 and 15 species, respectively. These
characteristics exhibit noteworthy variation among species, having chromosome numbers
ranging from n = 11 to 178 and genome sizes ranging from 2C = 21.47 to 73.2pg. This
review identified patterns in chromosome number distribution in the family and lays out
several methodological challenges associated with cytogenetic data acquisition for the
group. The second chapter is dedicated to new cytogenetic data obtained for seven
populations of four Hymenophyllum species. While chromosome numbers ranged from n =
13 to 56, genome sizes ranged from 36.17 to 129.49 pg. Interestingly, the largest genome
size estimated in our study is not only the largest size ever found for Hymenophyllum, but
also the largest for the whole family. In the third chapter we report the cytogenetic data
obtained for 11 Sphaerocionium species in the Atlantic Forest. These data were analyzed
through a phylogenetic perspective. Accordingly, the Hymenophyllaceae phylogeny was
reconstructed in order to base our investigations on chromosome number and genome size
evolution. The Sphaerocionium genome sizes showed a variation ranging from 2C = 31.32
pg to 54.27 pg. In contrast, the chromosome number of » = 36 remained constant for the
subgenus, with exception of H. hirsutum which displayed two cytotypes (n =36 and 72).
Ancestral genome size reconstruction revealed increments and reductions throughout the
evolutionary history of the group, resulting in dissimilar DNA content even across closely
related species. Evolution of chromosome number in the family involves events of
dysploidy, polyploidy and demi-polyploidy. Only two intraspecific transition events of
duplication were predicted for Sphaerocionium, suggesting that chromosome number
alterations might not have played a major role in the evolution of this genus. A haploid
chromosome number of 11 was reconstructed as ancestral for Hymenophyllaceae. In genus
Hymenophyllum, a chromosome pair is gained, elevating the most likely ancestral number
of this clade to n = 12. As for subgenus Sphaerocionium, n = 36 is inferred as the ancestral
state, likely resulting from polyploidy and demi-polyploidy events. Overall, genus
Hymenophyllum has more chromosome transition events when compared to other genera
within the family. Thus, the higher diversification rate for this clade may be associated by
the karyological changes throughout time. In summary, the new data gathered in our
research integrated in a robust phylogenetic framework has allowed significant
contributions towards advancing the current understanding of Hymenophyllaceae
evolution, establishing a solid foundation for future fern studies.

Key-words: Evolutionary analyses; cytogenetic traits; DNA content; ferns;
Sphaerocionium



1. Introducao Geral

1.1. As Samambaias e a Familia Hymenophyllaceae

Samambaias e licofitas evoluiram e se diversificaram em cerca de 12 mil espécies
existentes em todo o mundo (PPG I, 2016, Mehltreter et al., 2010). Ambos os grupos
comumente sdo referidos artificialmente como pteridofitas e sdo conhecidos por
apresentarem esporos livres, serem vasculares e possuirem ciclo reprodutivo marcado pela
alternancia de geragdes, consistindo em uma fase multicelular haploide (fase gametofitica)
¢ uma fase multicelular diploide (fase esporofitica). As samambaias, ou monil6fitas,
integram diferentes ecossistemas e possuem uma ampla diversidade ecologica e
morfologica (Judd ef al., 2009; Mehltreter et al., 2010). No Brasil, sdo reconhecidas mais
de 1400 espécies de samambaias e licofitas distribuidas em 39 familias (Flora e Funga do
Brasil, 2023). Além disso, o dominio da Mata Atlantica é um dos centros de diversidade e
endemismos do grupo na regido neotropical (Tryon, 1972; Suissa & Sundue, 2020).

Hymenophyllaceae Mart. estd entre os grupos de samambaias ocorrentes na Mata
Atlantica e ¢ a Unica familia da ordem Hymenophyllales A.B.Frank, compreendendo cerca
de 430 espécies distribuidas em duas subfamilias: Trichomanoideae C.Presl, e
Hymenophylloideae Burnett (PPG I, 2016). Os integrantes desta familia apresentam
esporangios agrupados em soros marginais protegidos por um involucro, sendo que em
Trichomanoideae as espécies possuem involucros tubulares (em formato de sino), enquanto
em Hymenophylloideae os integrantes possuem, em geral, involucros bivalvos (Ebihara et
al., 2006; PPG I, 2016). Apesar dessa distingdo, ha estados intermediarios entre soros
bivalvos e tubulares. Além disso, os involucros de base conica ou tubular apresentam
estado de carater plesiomorfico para a familia e os invdlucros bivalvos provavelmente
derivaram de um Unico evento dentro de Hymenophylloideae (Prayer, 2001).

As espécies de Hymenophyllaceae sdo conhecidas comumente como filmy ferns,
visto que apresentam aspecto translicido devido ao tecido laminar ser, geralmente,
constituido por somente uma camada de células (Iwatsuki, 1990). Além desses, outros
aspectos também sdo importantes para caracterizagdo do grupo, como esporangios com
anel obliquo em relagdo ao receptaculo, esporos clorofilados e triletes, rizomas finos e
longo-reptantes (por vezes eretos e robustos), auséncia de estdmatos e cuticula (ou

possuem cuticula muito reduzida) (Smith ez al., 2006).
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Em geral, espécies de Hymenophyllaceae sdo encontradas em ambientes com baixa
intensidade luminosa e alta umidade relativa (Parra et al., 2009; Proctor, 2012), como
florestas nebulares, areas de respingo ao redor de cachoeiras, ou em rochas ao longo de
corpos hidricos (Ebihara et al.,, 2007). A ocorréncia limitada dessas espécies em
ecossistemas secos ou com pouca disponibilidade de 4gua estd diretamente associada a
falta de mecanismos para prevenir a perda de agua (Gessner, 1939; Zotz & Biiche, 2000;
Dubuisson et al., 2003a). Ao longo do tempo existiu uma série de tentativas para
classificagdo infrafamiliar de Hymenophyllaceae, tanto utilizando a taxonomia tradicional
(e.g. Bosch, 1858; Morton, 1968; Pichi Sermolli, 1977; Iwatsuki, 1990), quanto por meio
de técnicas moleculares (e.g. Dubuisson, 1997; Pryer et al., 2001; Dubuisson et al., 2003b;
Hennequin et al., 2003a; 2003b; Ebihara et al., 2004; Ebihara et al., 2006; Hennequin et
al., 2006). Atualmente, sdo reconhecidos nove géneros monofiléticos para a familia, sendo:
Abrodictyum C. Presl, Callistopteris Copel., Cephalomanes C. Presl, Crepidomanes (C.
Presl) C. Presl, Didymoglossum Desv., Hymenophyllum Sw., Vandenboschia Copel.,
Polyphlebium Copel. e Trichomanes L. (Ebihara et al., 2006).

No Brasil, encontram-se 83 espécies de Hymenophyllaceae, das quais 13 sao
endémicas. Essas espécies estdo distribuidas em sete géneros, incluindo Abrodictyum,
Crepidomanes, Didymoglossum, Hymenophyllum, Vandenboschia, Polyphlebium e
Trichomanes. A Mata Atlantica se destaca como o dominio fitogeografico mais rico em
diversidade para esse grupo, abrigando todos os géneros encontrados no Brasil, com um
total de 55 espécies (Gonzatti e Windisch, 2023). Esse dominio fitogeografico, ndo apenas
para Hymenophyllaceae, mas também para todos os grupos de plantas, ¢ o mais diverso do
Brasil, com excecao apenas das gimnospermas (Flora e Funga do Brasil, 2023; BFG,
2022).

A Mata Atlantica ¢ um dos 25 hotspots de biodiversidade do mundo (Myers et al.,
2000). Contudo, a fragmentagao deste bioma aliado as mudangas climéticas torna-se fonte
de ameaca as espécies (Gasper et al., 2021; IPCC, 2014; Ribeiro ef al., 2009). Além disso,
a diversidade de samambaias esta fortemente relacionada com a disponibilidade de agua, e
modificacdes ambientais podem afetar a distribuicdo dos tadxons (Gasper et al., 2021;
Kessler et al., 2011). Como mencionado anteriormente, as Hymenophyllaceae nao
possuem mecanismos para evitar a perda de agua, tornando-as altamente sensiveis as

alteracdes no clima.
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1.2. O género Hymenophyllum
Caracteristicas Gerais

Além das caracteristicas tipicas de Hymenophyllaceae, Hymenophyllum ¢&
diferenciado por rizomas longo-reptantes quase glabros ou esparsamente cobertos com
tricomas, e involucros geralmente bivalvos (Ebihara et al., 2006). Para a delimitacdo das
espécies dentro do género sdo utilizadas, principalmente, caracteristicas da morfologia das
frondes, como o formato e a auséncia ou presenga de tricomas, padrdes de segmentacao da
lamina foliar, auséncia ou presenga de alas na raque e nos peciolos, forma e padrao de
recorte dos bordos da Iamina foliar e dos indusios (Morton; 1947, Windisch, 2014; Ebihara
et al., 2006). Esse género apresenta a maior diversidade da familia, sendo composto por

cerca de 250 espécies classificadas em 10 subgéneros (Tab. 1).

Tabela 1. Subgéneros de Hymenophyllum com distribui¢do geografica e nimero de espécies.

Subgéneros Distribuicio Geografica N° espécies
Cardiomanes (C. Presl) Ebihara & K. Iwats. Nova Zelandia monotipico
Diploéphyllum (Bosch) Ebihara & K. Iwats. Nova Zelandia monotipico
Fuciformia Ebihara & K. Iwats. Chile e Nova Zelandia 2

) Asia e Pacifico (somente duas
Globosa (Prantl) Ebihara & K. Iwats ) ) ca. 25
espécies na América)

Hymenoglossum (C. Presl) RM. Tryon & A.F. Tryon América e Madagascar 3
Hymenophyllum cosmopolita ca. 100
Mecodium C. Presl ex Copel. cosmopolita > 35
] América, Nova Zelandia e Nova
Myrmecostylum (C. Presl) Ebihara & K. Iwats. ca. 8
Caledonia

) Paleotropicos, especialmente em
Pleuromanes (C. Presl) Ebihara & K. Iwats. ] 5
regides do pacifico

Sphaerocionium (C. Presl) C. Chr. cosmopolita ca. 70

Fonte: Adaptado de Ebihara ef al., 2006.

As relagdes evolutivas em Hymenophyllum utilizando marcadores moleculares tém
sido exploradas em diferentes estudos. O primeiro estudo que utilizou marcadores
moleculares de espécies de Hymenophyllum foi conduzido por Dubuisson em 1997. No

entanto, o objetivo primordial dessa pesquisa era avaliar a eficidcia do gene rbcL na
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elucidagdo das relagdes intraespecificas da atual subfamilia Trichomanoideae (Dubuisson,
1997). Assim, apesar de trés espécies de Hymenophyllum terem sido incorporadas a
filogenia, o estudo nao abrangeu a diversidade de espécies desse género. Apenas mais
tarde no trabalho de Pryer et al. (2001) uma filogenia mais robusta que incluiu as duas
linhagens de Hymenophyllaceae foi construida a fim de examinar os padrdes evolutivos da
morfologia dos soros e indusio. Um achado deste trabalho foi o fato de que o gene rbcL,
apesar de fornecer uma boa resolucdo dentro de Trichomanoideae, apresenta baixa
resolugdo dentro de Hymenophyllum. Nesse caso, outros genes deveriam ser explorados
para o desenvolvimento de hipodteses evolutivas em Hymenophyllum (Pryer et al., 2001).
Desse modo, o estudo de Hennequin et al. (2003a) teve o propoésito de testar se o uso de
marcadores adicionais, o gene rps4 e o espacador intergénico rps4-trnS, em conjunto com
a inclusao de novas amostras teriam impacto na monofilia de Hymenophyllum proposta por
Pryer et al. (2001). A nova reconstrucdo filogenética confirmou o monofiletismo de
Hymenophyllum e mostrou que a regido intergénica adicionada as analises era promissora
para o grupo (Pryer ef al., 2001). Outros trabalhos utilizando abordagem de sistematica
molecular que buscaram explorar as relagdes dentro de Hymenophyllum foram conduzidos
posteriormente por Hennequin (2003b; 2006; 2010).

Hymenophyllum apresenta distribui¢do em toda a regido tropical até as regides
temperadas (Ebihara et al., 2006). A distribuicdo geografica de Hymenophyllum, assim
como para toda a familia, esta diretamente ligada as condi¢des climaticas, restringindo a
sua ocorréncia a ambientes imidos, embora algumas espécies sejam conhecidas por resistir
a dessecagdo (Zotz & Biiche, 2000). Dentre as quais estdo Hymenophyllum caudiculatum e
Hymenophyllum dentatum apresentam adaptagdao poiquilohidrica, sendo capazes de
permanecerem em alto estagio de desidratacdo por longos periodos de tempo (dias ou
semanas) e continuar viavel apds a reidratacdo (Cea ef al., 2014).

Inferéncias biogeograficas baseadas em dados filogenéticos reportados por Del Rio
et al. (2017) sugerem que Hymenophyllum divergiu ha 49,8 Milhdes de anos (Ma),
enquanto que para Hymenophyllaceae estima-se que esse evento tenha ocorrido a 176,2
Ma durante o Mesozodico. Os subgéneros Hymenophyllum e Mecodium apresentam
divergéncia mais recente, com idades estimadas de 33,1 e 26,6 Ma, respectivamente.
Acredita-se que a origem do género provavelmente ocorreu na Nova Zelandia, sendo

também inferida como area ancestral para os subgéneros Hymenophyllum, Globosa,
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Pleuromanes, Hymenoglossum, Fuciformia, Cardiomanes e Diploophyllum. No caso do
subgénero Sphaerocionium, possivelmente, também teve origem na Nova Zelandia,
embora tenha sido inferida uma outra area ancestral que inclui tanto a Nova Zelandia
quanto a Africa. O subgénero Mecodium, por outro lado, provavelmente teve origem na
América do Sul, apesar de também ter sido inferida uma area ancestral que inclui tanto a
Nova Zelandia quanto a América do Sul. Por fim, o subgénero Myrmecostylum pode ter se
originado na América do Sul, Nova Zelandia ou Nova Caleddnia, sendo o ultimo cenario

mais provavel (Del Rio et al., 2017).

Diversidade no dominio da Mata Atlintica

Na Mata Atlantica brasileira ocorrem 26 espécies de Hymenophyllum distribuidas
nos subgéneros Globosa, Hymenoglossum, Hymenophyllum, Mecodium, Myrmecostylum e
Sphaerocionium (Gonzatti e Windisch, 2023). O ultimo subgénero apresenta a maior
diversidade nesse dominio fitogeografico com um total de 14 espécies, ndo apenas na Mata
Atlantica, mas ao comparar as diferentes linhagens, Sphaerocionium também apresenta a
mais elevada diversidade de espécies na regido neotropical (Gonzatti et al., 2020). Dentre
os taxons desse subgénero ocorrentes na Mata Atlantica, quatro espécies sdo endémicas e
sete espécies sao enquadradas em categorias de ameaca de extingdo (criticamente em
perigo, em perigo e vulneravel), de acordo com os critérios da Unido Internacional para a
Conservacao da Natureza (IUCN) (IUCN, 2019; Gonzatti et al., 2020). Além disso,
Hymenophyllum delicatulum Sehnem também consta na lista dos tdxons da flora nativa do
Rio Grande do Sul ameagados de extingdo instituida pelo decreto 52.109, de 1° de
dezembro de 2014 (Rio Grande do Sul, 2014).

As espécies de Sphaerocionium possuem habito epifitico e apresentam
sinapomorfia marcada pela presenca de tricomas estrelados nas margens, nas nervuras ou
na superficie laminar. Todavia, as espécies também podem possuir nas frondes e nos
rizomas desde tricomas simples e unicelulares até ramificados e multicelulares (Morton
1947; Ebihara et al., 2006; Gonzatti et al., 2020). Assim, a disposicao, a densidade e a
variacdo morfoldgica dos tricomas foram critérios utilizados em diferentes classifica¢des
infra subgenérica de Sphaerocionium (e.g. Morton 1947; Morton, 1968). Analises
filogenéticas de espécies da Mata Atlantica, utilizando os marcadores rps4-trnS e

trnG-trnR, evidenciaram a natureza monofilética de Sphaerocionium. No entanto, o grupo
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apresenta uma morfologia altamente variavel, o que torna a delimitagdo taxonomica dificil
em niveis mais especificos (Gonzatti et al., 2020).

Além de Sphaerocionium, o subgénero Mecodium também apresenta representantes
na Mata Atlantica (Gonzatti ef al., 2023a). As espécies desse grupo sdo caracterizadas por
apresentarem habito epifito, frondes com tecido laminar glabro e de margem inteira,
rizomas longos reptantes, filiformes e glabrecentes (Ebihara et al., 2006). Até entdo, todas
as unidades taxondmicas de Mecodium encontradas na Mata Atlantica Brasileira eram
tratadas como Hymenophyllum polyanthos (Sw.) Sw lL.s., devido a falta de caracteres bem
estabelecidos para o reconhecimento dos taxa (Gonzatti et al., 2023a). Contudo, por meio
de filogenia molecular foi confirmado que H. polyanthos l.s. compreende, na verdade,
diferentes entidades taxondmicas e a aplicagdo do nome H. polyanthos estaria restrito a
espécimes das regides neotropicais (Vasques et al., 2019). Assim, na Mata Atlantica, H.
polyanthos s.s. ¢ restrito a floresta de altitude da Serra dos Orgdos no estado do Rio de
Janeiro. Outras cinco espécies passaram a ser reconhecidas nesse dominio fitogeografico,
incluindo H. apiculatum Mett. ex Kuhn, H. schomburgkii C. Presl ex J. W. Sturm., H.
undulatum (Sw.) Sw., H. viridissimum Fée e H. sturmii Bosch (Gonzatti ef al., 2023a). As
ultimas duas espécies mencionadas sdo endémicas da Mata Atlantica brasileira (Flora e
Funga do Brasil, 2023; Gonzatti et al., 2023a). Além disso, as espécies H. apiculatum, H.
polyanthos e H. viridissimum sao classificadas como vulneraveis de acordo com os
critérios da [IUCN (Gonzatti et al., 2023a).

O subgénero Hymenophyllum apesar de apresentar quase metade da diversidade de
espécies do género Hymenophyllum (Ebihara et al., 2006), na Mata Atlantica, ¢
representado por apenas trés espécies (Gonzatti ef al., 2023b). O subgénero ¢ caracterizado
por apresentar margem dos segmentos foliares e dos involucros denteadas, e soros
dispostos do lado acroscopicos das pinas (Ebihara et al., 2006). As espécies existentes na
Mata Atlantica sdo Hymenophyllum bradeanum Gonzatti & Windisch, Hymenophyllum
fucoides (Sw.) Sw. e Hymenophyllum megachilum C.Presl. A espécie H. fucoides apresenta
distribuicao disjunta entre o norte da América do Sul e América Central, e o Sul do Brasil.
Apesar disso, analises filogenéticas, utilizando os marcadores rbcL, rbcL-accD, rps4-trnS
e trnG-trnR, recuperaram amostras da Mata Atlantica brasileira de H. fucoides como irmas
de um espécime da Bolivia (Gonzatti et al., 2023b). As outras duas espécies do subgénero,

H. megachilum e H. bradeanum, sao endémicas da Mata Atlantica, sendo a ultima espécie
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categorizada como criticamente em perigo conforme os critérios da [IUCN devido ao seu
micro endemismo (IUCN, 2019; Gonzatti ¢ Windisch, 2023; Gonzatti et al., 2023b).

Os outros trés subgéneros de Hymenophyllum com representantes na Mata
Atlantica apresentam apenas uma Unica espécie, sendo Hymenophyllum asplenioides (Sw.)
Sw. (subg. Hymenoglossum), Hymenophyllum caudiculatum Mart. (subg. Globosa), e
Hymenophyllum magellanicum (Desv.) Willd. ex Kunze (subg. Myrmecostylum). H.
asplenioides possui ocorréncia geografica que se estende do México ao sudeste do Brasil
(Windisch, 2014; Gonzatti & Windisch, 2018). Por outro lado, H. caudiculatum tem sido
reconhecida como endémica do Brasil, ap6s analises filogenéticas demonstrarem a
separacdo de H. caudatum Bosch., que ocorre no Sul do Chile e da Argentina (Larsen et

al., 2020).

Aspectos Citogenéticos

Atualmente, diversos estudos tém buscado dados de nimero cromossdmico e de
tamanho de genoma para a compreensao de aspectos evolutivos e biogeograficos em
plantas das mais diversas familias, uma vez que, quando utilizados conjuntamente com
outras informacdes, como morfologicas e moleculares, possibilitam uma analise integrativa
das espécies (Guerra, 2008; Pellicer et al., 2018).

As mudancas cromossOmicas desempenham um papel importante na evolucao de
plantas e, portanto, sdo fundamentais para eventos de diversificacao e especiacdo (Storme
& Mason, 2014; Vimala ef al., 2021). Isso acontece porque o cariétipo ¢ o produto final de
multiplas forcas que operam no genoma em termos de sua estrutura, organizagao e fungao
(Guerra, 2008). A utilizagdo de caracteristicas cariologicas ajuda a avaliar as relacdes entre
espécies ou populagdes e também a compreender os mecanismos que levaram a
divergéncia das diferentes linhagens (Guerra, 2008; Choi et al., 2020).

O numero cromossdmico ¢ a caracteristica cariotipica mais comumente utilizada
em analises citogenéticas (Guerra, 2008). Em Hymenophyllum essa foi a principal
caracteristica citogenética explorada at¢ o momento. As primeiras contagens para o grupo
foram registradas no trabalho de Manton (1950) para Hymenophyllum tunbrigense (L.) Sm.
(n = 13) e Hymenophyllum unilaterale Bory ex Willd. (n = 18). A obra de Irene Manton
ndo apenas se destacou como um ponto de partida crucial para estudos citogenéticos em

Hymenophyllaceae, mas desempenhou um papel fundamental na evolucdo da pesquisa
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dessa natureza para todos os grupos de samambaia (Britton, 1974). Ao longo dos anos, o
nimero cromossomico tem sido extensivamente explorado em estudos taxondmicos,
sistematicos e evolutivos na familia, resultando na aquisi¢ao de dados para uma ampla
diversidade de espécies e regides geograficas (e.g. Vessey & Barlow, 1963; Walker 1966;
Braithwaite, 1975; Tryon et al., 1975; Mitui, 1976; Irudayaraj, 1996; Ebihara et al., 2002;
Hennequin et al., 2010).

A reconstru¢do do numero cromossomico ancestral utilizando abordagens
filogenéticas propdoem para Hymenophyllaceae n = 36 e supde-se que esse nimero surgiu
por poliploidia de 9 (Hennequin et al., 2010). No género Hymenophyllum, o nimero
cromossomico # = 36 também ¢ reconstruido como ancestral e conservado em diferentes
linhas evolutivas, como nos subgéneros Pleuromanes, Myrmecostylum, Hymenoglossum,
Cardiomanes, Fuciformia, Diploophyllum, Globosa e Sphaerocionium. Contudo, numeros
cromossOmicos mais baixos, como n = 28, 18, 14, 13, 12 ¢ 11, sdo encontrados nos
subgéneros Mecodium e Hymenophyllum, sendo provavelmente resultantes de eventos
reducionais (Hennequin et al., 2006; Hennequin et al., 2010).

A reconstrugdo do numero cromossdmico ancestral apresentado no trabalho de
Hennequin et al. (2010) utilizou o programa Mesquite (Maddison and Maddison, 2023). A
maxima parcimonia esta entre os critérios filogenéticos implementados no programa para
reconstrugdo de caracter ancestral. Apesar do uso da parcimdnia permitir a inferéncia dos
numeros de cromossomos em nos ancestrais, ndo faz uso de um modelo evolutivo
especifico para evolugdo cromossOmica e ignora, por exemplo, a possibilidade de
transicdes multiplas (poliploidia) (Mayrose & Lysak, 2020). Ou seja, o algoritmo utilizado
ndo ¢ especificamente destinado a avaliacdo de dados cromossdmicos. Para ilustrar, ele
trata uma mudanca de n = 10 para n = 20 como o resultado de dez alteracdes sucessivas,
em vez de atribuir essa mudanca a um unico evento de poliploidia (Sader et al., 2019).
Assim, considerando as particularidades envolvidas na evolugdo dos cromossomos, foram
desenvolvidos modelos que utilizam principios matematicos mais robustos, ao mesmo
tempo que consideram os mecanismos pelos quais os cromossomos mudam (Mayrose &
Lysak, 2020).

Apesar de Sphaerocionium ser o subgénero mais diverso na Mata Atlantica, o
mesmo possui dados de nimero cromossOmico disponiveis apenas para a espécie

Hymenophyllum hirsutum (L.) Sw. (n = 36). Essas contagens foram realizadas para



17

espécimes da Jamaica e Trinidad (Walker, 1966;1985). Os subgéneros Hymenophyllum.
Hymenoglossum e Mecodium também apresentam numero cromossdmico reportado para
espécies que ocorrem na Mata Atlantica, sendo H. fucoides (n = 56), H. asplenioides (Sw.)
Sw. (n = 36), H. undulatum (n = 28) e H. polyanthos (n = 28 £+ 2) (Mehra & Singh, 1957;
Walker, 1966; 1985; Tatuno & Takei, 1969; Braithwaite, 1975; Love, 1976). Para as trés
primeiras espécies, todas as contagens foram realizadas em populagdes da Jamaica,
enquanto H. polyanthos, devido a sua ampla distribuicdo, teve as contagens realizadas em
diferentes regides, incluindo uma populagao do Brasil.

O tamanho do genoma também desempenha um papel fundamental na
compreensdo da histéria evolutiva das espécies. A dinamica na evolu¢do do genoma
moldada pela duplicacdo do genoma inteiro, amplificacdo de DNA repetitivo e outros
processos, moldam a diversificagdo das plantas e contribuem para a surpreendente
diversidade de espécies de plantas terrestres (Travnicek et al., 2019; Samad et al., 2020;
Fujiwara et al., 2023). As consideraveis diferencas no conteiddo de DNA nuclear entre
espécies podem estar relacionadas a caracteristicas adaptativas, o que mostra que o
tamanho do genoma pode estar sujeito a pressdes seletivas e suas variagdes associadas a
historia evolutiva de um grupo (Ohri, 1998).

Em samambaias, estudos sugerem que o tamanho do genoma pode estar
relacionado com diferentes fatores. Henry e colaboradores (2014) exploraram a relagao
entre o tamanho do genoma e onze caracteristicas morfologicas e ecologicas, sendo
significativamente associado ao tamanho de células, tamanho de esporo, tipo de esporo e
tipo de habitat (Henry ef al., 2014). Outros trabalhos também correlacionaram o tamanho
do genoma com numero de cromossomos (Clark et al., 2016) e preferéncia por tipo de
habitat (Wang et al., 2022).

Contudo, apesar da relevancia para o estabelecimento de novos insights, no género
Hymenophyllum sdo conhecidos os tamanhos do genoma somente para os subgéneros
Globosa, Hymenophyllum e Mecodium, num total de apenas cinco espécies:
Hymenophyllum badium Hook. & Grev. (2C = 33,02 pg), H. sibthorpioides Bory ex Willd.
(2C = 36,10 pg), H. barbatum Bosch (2C = 45,68 pg), H. polyanthos Sw. (1C = 32.32 pg),
e H. coreanum Nakai (1C = 29.7 pg) (Clark et al., 2016; Kim & Kim, 2020; Fujiwara et

al., 2023). Nenhuma das estimativas realizadas incluiu populagdes brasileiras. Portanto,
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apesar dos avangos em metodologias, em geral, as samambaias ainda carecem de

informagdes acerca do tamanho do genoma (Lima et al., 2021).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho possui como objetivo investigar a influéncia do numero

cromossomico ¢ do tamanho de genoma na evolucdo no género Hymenophyllum no

dominio da Mata Atlantica brasileira.

2.2. Objetivos Especificos

a)

b)

c)

d)

Identificar, em escala global, os grupos taxondémicos dentro da familia
Hymenophyllaceae que carecem de informacgdes citogenéticas;

Detectar os desafios metodologicos associados a aquisicdo de dados citologicos
para a familia Hymenophyllaceae;

Determinar os niimeros cromossomicos € estimar o tamanho de genoma para as
espécies de Hymenophyllum ocorrentes nas formacdes da Mata Atlantica do Sul do
Brasil;

Combinar dados de numero de cromossomos, tamanho do genoma e filogenéticos a
fim de fornecer insights sobre a historia evolutiva do género Hymenophyllum tendo
como modelo o subgénero Sphaerocionium;

Inferir o nimero cromossdmico ¢ tamanho de genoma ancestral para o género
Hymenophyllum e subgénero Sphaerocionium;

Identificar quais sdo os principais mecanismos evolutivos que moldaram o cariotipo
e o tamanho do genoma no género Hymenophyllum, com énfase no subgénero

Sphaerocionium.
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Capitulo I

A global review on chromosome number and genome size for the filmy

ferns family (Hymenophyllaceae Mart., Polypodiopsida)

*Manuscrito submetido para publicagdo na
revista Rodriguésia (Revista do Jardim
Botanico do Rio de Janeiro) em uma edigao
especial (Ferns and Lycophytes as new

challenges and perspectives).
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Capitulo II

Chromosome Number for Hymenophyllum (Sw.) Sw.

IAPT chromosome data 40/1

*Manuscrito aceito para publicacdo na revista
TAXON - IAPT/IOPB Chromosome Number
Data.
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Capitulo 111

Chromosome number and genome size of Hymenophyllum subg.
Sphaerocionium (Hymenophyllaceae): evolutionary implications for

species in the Brazilian Atlantic Forest

*Manuscrito em preparagdo, para ser
submetido ao periddico Botanical Journal of

the Linnean Society.
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6. Consideracoes Finais
Neste trabalho, almejou-se explorar a influéncia do nimero cromossémico ¢ do
tamanho do genoma na evolucdo do género Hymenophyllum, em especial do subgénero
Sphaerocionium. Anteriormente a este estudo, as espécies presentes nas formacoes da Mata
Atlantica careciam de dados citogenéticos. A revisdo da literatura, os novos dados
citogenéticos adquiridos e as analises macroevolutivas permitem as seguintes
consideragdes:
=> A constru¢do de um panorama acerca do conhecimento citogenético disponivel
para Hymenophyllaceae evidencia a existéncia de lacunas que, ndo s6 nortearam a
pesquisa desenvolvida durante este mestrado, mas também abre perspectivas para
diversos outros estudos envolvendo a familia;
=> A ampla variagcdo em termos de numero cromossdmico em Hymenophyllum ¢
decorrente tanto de eventos de poliploidia, quanto de disploidia (praticamente
exclusivos desse grupo). A partir de nossas analises, inferimos que a maior
ocorréncia desses mecanismos de mudanga nesse género pode estar associada a
sua ampla diversidade de espécies, em comparacdo com outros géneros em
Hymenophyllaceae;
=> No subgénero Sphaerocionium, o nimero cromossémico foi constante, ao
contrario do tamanho de genoma que variou entre as espécies avaliadas. Isso nos
traz indicios que mesmo em taxons de Hymenophyllaceae nos quais o niumero
cromossOmico ¢ constante, , como as espécies de Sphaerocionium, o tamanho de

genoma pode estar envolvido em processos mais complexos como diversificagao.

Os esforcos de amostragem possibilitaram a cobertura de 40% da diversidade de
espécies da Floresta Atlantica para Hymenophyllaceae, incluindo andlises citogenéticas
para outras espécies que estdo em andamento. Assim, entre os proximos passos desta
pesquisa estdo concluir a aquisi¢do de contagens de nimeros cromossOmicos para espécies
da subfamilia Trichomanoideae e utilizar os dados citogenéticos em outras investigagdes
relacionadas a esse grupo. Outra perspectiva futura para esta linha de pesquisa € investigar
os aspectos citogenéticos de Mecodium, segundo subgénero mais diverso de

Hymenophyllum na Floresta Atlantica.
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Anexo I

Nimero Cromossomico e Tamanho de Genoma para

espécies da subfamilia Trichomanoideae

*Atualmente, a aquisicdo de nuameros
cromossOmicos estd em andamento. Apos a
conclusdo das analises citogenéticas, os dados

irdo integrar um manuscrito.
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Anexo 11

Chromosome Number for Iridaceae Juss.

IAPT chromosome data 40/5

*Manuscrito aceito para publicagdo na revista
TAXON - TAPT/IOPB Chromosome Number
Data.



