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Resumo: Hymenophyllaceae, ou “filmy ferns”, ¢ uma familia de samambaias com mais de
450 espécies de distribuicdo pantropical. As espécies geralmente sdo encontradas em
ambientes umidos e com baixa luminosidade e apresentam alta sensibilidade a mudangas
ecologicas. Hymenophyllum € o género com maior riqueza de taxons da familia, composto
por cerca de 250 espécies circunscritas em 10 subgéneros. Entre os subgéneros de
Hymenophyllum, Sphaerocionium apresenta maior diversidade floristica na regido
neotropical. Na Mata Atlantica, um centro de riqueza e endemismo de samambaias,
ocorrem 14 espécies do subgénero, entre essas, quatro espécies sdo endémicas e sete
constam nas listas de espécies ameacadas de extin¢do. As espécies de Sphaerocionium sao
epifitas ou rupestres e possuem como sinapomorfia a presenca de tricomas estrelados nas
margens, nervuras ou superficie laminar. A monofilia do subgénero foi confirmada por
analises moleculares. Porém, as relagdes entre as espécies ndo sdao suficientemente
explicadas através de caracteristicas morfologicas. Nesse sentido, dados citogenéticos
tornam-se subsidios para o entendimento da diversificagdo e evolugdao do grupo. Em
Sphaerocionium ¢ conhecido o numero cromossomico de dez espécies (niimero
esporofitico conhecido ¢ 2rn=72); todavia, nenhum estudo contemplou populacdes
brasileiras. Outro dado citogenético relevante ¢ o tamanho do genoma, mas essa
informagdo ndo ¢é conhecida para as espécies do subgénero. A inclusdo de dados
citogenéticos na filogenia do grupo pode contribuir para o entendimento da historia
evolutiva. Portanto, este projeto possui como finalidade combinar dados citogenéticos e
filogenéticos para realizar inferéncias sobre a diversificacdo e evolugdo das espécies de
Hymenophyllum, com énfase no subgénero Sphaerocionium, presentes no dominio Mata
Atlantica. Para isso serdo amostradas 12 espécies ocorrentes nas formagdes da Mata
Atlantica nos trés estados do Sul do Brasil (Rio Grande do Sul, Santa Catarina ¢ Parana). O
tamanho do genoma serd mensurado por meio de citometria de fluxo e a contagem do
namero cromossomico ocorrera através de andlise meidtica. Esses dados serdo
relacionados com a filogenia do subgénero. Também serd investigada a influéncia das
variagOes citogenéticas em caracteristicas morfologicas. Uma analise integrativa utilizando
dados citogenéticos sdo fontes excelentes e insubstituiveis em estudos taxondmicos e
evolutivos. Além das andlises citogenéticas, esse estudo também pretende realizar uma
analise de modelagem de nicho ecoldgico para conhecer o nicho atual das espécies e
averiguar a influéncia dos fatores climaticos na distribui¢do potencial dos tdxons, visto a
alta sensibilidade das Hymenophyllaceae as mudangas ambientais. Por fim, o estudo
propiciara subsidios para que sejam tracados esfor¢os de conservacdo e preservagdo da
biodiversidade de samambaias.

Palavras-chave: Mata Atlantica; nicho ecologico; nimero cromossdmico; tamanho de

genoma; samambaia.
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Abstract: Hymenophyllaceae, popularly known as filmy ferns, is a family of over 450
species of ferns with a pantropical distribution. They are commonly found in humid low
light environments and display a high sensitivity to ecological change. Hymenophyllum,
the genus with the highest species richness within the family, is composed of
approximately 250 species situated in 10 subgenera. Out of these Hymenophyllum
subgenera, Sphaerocionium has the highest floral diversity in the neotropical region. The
Atlantic Forest (Mata Atlantica) biome, a hotspot for fern diversity and endemism, is home
to 14 species of Sphaerocionium, of which four are endemic and seven are included in
endangered listings. Sphaerocionium species are either epiphytic or rupestrian and share as
a synapomorphy the presence of stellate trichomes on the margin, veins or laminar surface.
The monophyletic nature of the subgenus has been confirmed by molecular analyses.
However, the phylogenetic relationships between the taxa are not sufficiently explained
through the use of morphological characteristics. In this sense, cytogenetics data can
provide insights towards understanding the diversification and evolution of the group. A
chromosome number has already been determined for ten Sphaerocionium species (2n=72
for sporophyte); albeit no study covers Brazilian populations. Another relevant cytogenetic
analysis is the estimation of genome size, but this information is currently unknown for all
species of the subgenus. The incorporation of cytogenetic data in the phylogeny may
further unravel the evolutionary history of the group. Therefore, this project aims to
combine cytogenetic and phylogenetic data in order to contribute novel inferences with
respect to the evolution and diversity of Hymenophyllum species from the Atlantic Forest,
giving emphasis to the Sphaerocionium subgenus. For this, 12 species that occur in
Atlantic Forest formations at the three southern states of Brazil (Rio Grande do Sul, Santa
Catarina and Parand) will be sampled. Genome size will be measured by flow cytometry
and chromosome number count through meiotic analyses. The cytogenetic data will be
integrated with the subgenus phylogeny, also investigating possible associations to
morphological characteristics. Integrative analyses making use of cytogenetic data are
essential in taxonomic and evolutionary studies. This study will also carry out an
ecological niche modeling analysis for the species in order to verify the influence of
climatic factors in the potential taxa distribution, given the high sensitivity of
Hymenophyllaceae to environmental change. Overall, the study will offer a foundation on
which conservational efforts can be based to preserve the biodiversity of ferns.

Key-words: Atlantic Forest; ecological niche; chromosome number; genome size; ferns.
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1. INTRODUCAO

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 pteridéfitas e sdo conhecidos por
apresentarem esporos livres, serem vasculares e possuirem ciclo reprodutivo marcado pela
alternancia de geragdes. No Brasil, sdo reconhecidas mais de 1400 espécies de samambaias
e licofitas distribuidas em 39 familias (Flora do Brasil, 2022). Além disso, o dominio da
Mata Atlantica ¢ um dos centros de diversidade e endemismos do grupo na regido
neotropical (Tryon, 1972). As samambaias, ou moniléfitas, integram diferentes
ecossistemas e possuem uma ampla diversidade ecoldgica e morfologica (Judd et al., 2009;
Mehltreter et al., 2010).

Hymenophyllaceae Mart. ¢ a tnica familia da ordem Hymenophyllales A.B.Frank e
compreende cerca de 430 espécies de samambaias 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, na subfamilia Trichomanoideae as espécies possuem involucros tubulares (em
formato de sino), enquanto que os integrantes da subfamilia Hymenophylloideae possuem
involucros bivalvos (Ebihara et al., 2006; PPG I, 2016). As espécies da familia
Hymenophyllaceae sdo conhecidas comumente como filmy ferns, visto que apresentam
aspecto translucido devido ao tecido laminar ser constituido por somente uma camada de
células (Iwatsuki, 1990). Além desses, outros aspectos também s3ao 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 ereto e robusto),
auséncia de estdmatos e cuticula (ou possuem cuticula muito reduzida) (Smith et al., 2006).

As espécies da familia Hymenophyllaceae possuem distribuicdo pantropical
(Dubuisson et al., 2003a), sendo que a maior abundancia e diversidade de espécies sdo
encontradas em florestas tropicais montanhosas (Proctor, 2012). Em geral, essas
samambaias 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 ndo
ocorréncia das espécies desse grupo em ecossistemas secos, ou de baixa disponibilidade

hidrica, e alta sensibilidade a mudangas ecologicas esta intimamente relacionado com a
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auséncia de mecanismos para evitar a perda de agua (Gessner, 1939; Zotz & Biiche, 2000;
Dubuisson et al., 2003a).

Ao longo do tempo existiu uma série de tentativas para classificacao infrafamiliar
de Hymenophyllaceae, tanto utilizando a taxonomia tradicional (e.g. Bosch, 1858; Morton,
1968; 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., 2003;
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, Vandenboschia Copel., Polyphlebium Copel. e
Trichomanes L. (Ebihara et al., 2006). Hymenophyllum é o género com maior riqueza da
familia, sendo composto por cerca de 250 espécies classificadas em 10 subgéneros (Tabela
1) e distribuidas ao longo dos tropicos, bem como regides temperadas (Ebihara et al.,

2006).

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

Subgénero 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 . L. 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
Myrmecostylum (C. Presl) Ebihara & K. Iwats. América, Nova ZAe la}ndla ¢ Nova ca. 8
Caleddnia
Pleuromanes (C. Presl) Ebihara & K. Iwats. Paleotroplfz 708 especwrtlmente em 5
regides do pacifico
Sphaerocionium (C. Presl) C. Chr. cosmopolita ca. 70

Fonte: Adaptado de Ebihara et al., 2006.

Entre os subgéneros de Hymenophyllum, Sphaerocionium (C. Presl) C. Chr.

apresenta distribui¢do geografica cosmopolita e elevada diversidade na regido neotropical,
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quando comparado com outras linhagens do grupo (Ebihara et al., 2006). Inferéncias
biogeograficas baseadas em dados filogenéticos sugerem que o subgénero Sphaerocionium
provavelmente teve origem na Nova Zelandia. O tempo estimado para a divergéncia do
grupo ¢ de 37,2 milhdes de anos, enquanto que a idade média estimada para a origem do
género Hymenophyllum ¢ de 49,8 milhdes de anos (Del Rio ef al., 2017). As espécies
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 disposi¢do, a densidade e a variagdo morfologica dos tricomas foram critérios
utilizados em diferentes classificagdes infra subgenérica de Sphaerocionium (e.g. Morton
1947; Morton, 1968). Contudo, analises filogenéticas das espécies ocorrentes na Floresta
Atlantica, utilizando os marcadores rps4-trnS e trnG-R, ratificaram a monofilia do
subgénero, apesar dos agrupamentos nao serem suficientemente explicados pelo padrio de
tricomas ou outras caracteristicas morfologicas (Gonzatti ef al., 2020).

No dominio Mata Atlantica ocorrem 14 espécies do subgénero Sphaerocionium
(Tabela 2). Esse dominio ¢ um dos 25 hotspots de biodiversidade do mundo (Myers ef al.,
2000), sendo um centro de riqueza e endemismo de samambaias (Tryon, 1972). Contudo, a
fragmentacdo deste bioma aliado as mudangas climaticas torna-se fonte de ameaga as
espécies (Gasper et al., 2021; IPCC, 2014; Ribeiro et al., 2009). Além disso, a diversidade
de samambaias estd fortemente relacionada com a disponibilidade de d4gua, e modificacdes
ambientais podem afetar a distribuicdo dos tdxons (Gasper et al., 2021; Kessler et al.,
2011). Como mencionado anteriormente, as Hymenophyllaceae ndo possuem mecanismos

para evitar a perda de agua, tornando-as altamente sensiveis as alteragcdes no clima.

Tabela 2. InformacSes sobre endemismo, status de conservacdo e distribui¢do das espécies do subgénero
Sphaerocionium (C. Presl) C. Chr. ao longo do dominio Mata Atlantica.

. . . Estados brasileiros de Status de
Espécies Endemismo A . 5
ocorréncia conservacio
H. crispum Kunth ndo endémica MG, RJ, SP, PR, SC e RS vu
H. delicatulum Sehnem endémica SCeRS EN
H. elegans Spreng. ndo endémica BA, MG, ES, RJ, SP, PR e SC LC
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H. fragile (Hedw.) C.V. Morton nao endémica MG, ES, RJ, SP, PR, SC ¢ RS LC

H. glaziovii Baker endémica RJ e SP DD
. ~ A CE, PE, AL, BA, MG, ES, RJ,
H. hirsutum (L.) Sw. ndo endémica SP, PR, SC ¢ RS LC
H. microcarpum Desv. nao endémica MG, ES, RJ, SP, PR e SC NT
H. plumosum Kaulf. ndo endémica MG, ES, RJ, SP e PR \'48}
H. pulchellum Schltdl. & Cham. ndo endémica MG, ES, RJ, SP, PR, SC e RS LC
. A BA, MG,
H. rufum Fée endémica ES. RJ, SP, PR, SC e RS VU
H. trapezoidale Liebm. ndo endémica MG extinta
localmente
H. trichophyllum Kunth nao endémica MG e SC EN
H. venustum Desv. endémica BA, MG, ES’E;’ SP,PR, SCe VU
H. vestitum (C. Presl) Bosh endémica BA, ES, RJ, SP, PR, SC ¢ RS vu

*Status de conservagdo de acordo com critérios da Unido Internacional para a Conservagdo da Natureza
(IUCN). Siglas: em perigo, EN; vulneravel, VU; quase ameagada, NT; menos preocupante, LC; dados
insuficientes, DD. Fonte: Adaptado de Gonzatti et al. (2020)

Entre as espécies do subgénero presentes na Floresta Atlantica, quatro espécies sao
endémicas e sete espécies sdo enquadradas em categorias de ameaca de extingdo
(criticamente em perigo, em perigo € vulneravel), de acordo com os critérios da Unido
Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN) (Gonzatti et al., 2020). A espécie
Hymenophyllum delicatulum Sehnem também consta na lista dos taxons 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). Outras quatro espécies do subgénero em
questdao ndo estdo inseridas no dominio Mata Atlantica, mas possuem ocorréncia para o
Brasil, sendo H. angustum Bosch, H. karstenianum J. W. Sturm, H. lindenii Hook. e H.
prionema Kunze ex J.W. Sturm (Gonzatti & Windisch, 2022).

Os estudos citogenéticos de Hymenophyllaceae, comecaram apos a década de 1950
com a publicagdo do trabalho de Monton (1950) intitulado “Problems of Evolution in the
Pteridophyta”. Esta obra foi o marco inicial para investigacdo dos cromossomos em

estudos com samambaias (Britton, 1974). Em Hymenophyllaceae, informagdes citologicas
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fornecem um critério adicional para avaliar tdxons e proporcionam evidéncias importantes
para elucidagdo das relagdes entre as espécies (Brathwaite, 1975).

A reconstrugdo 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 niimero
cromossomico n = 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 sdo encontrados nos subgéneros Mecodium e Hymenophyllum,
sendo provavelmente resultantes de eventos reducionais (Hennequin et al., 2006;
Hennequin et al., 2010). No subgénero Sphaerocionium ¢ conhecido o namero
cromossdmico para cerca de dez espécies, sendo 2n = 72 o nimero esporofitico (Brownlie,
1958; Brownlie, 1965; Walker, 1966; Monton & Vida, 1968; Braithwaite, 1975). Foram
analisados nos estudos citogenéticos, espécimes amostradas da Jamaica, Nova Zelandia,
Fiji, Tristan da Cunha e Australia, ndo sendo contempladas populacdes brasileiras.

Além do numero cromossdmico, outra caracteristica citogenética importante de ser
investigada ¢ o tamanho do genoma. Em samambaias, estudos sugerem que o tamanho do
genoma pode estar relacionado com diferentes fatores. Henry e colaboradores (2014)
exploraram a relacdo entre o tamanho do genoma e onze caracteristicas morfologicas e
ecologicas, como comprimento dos estdmatos, comprimentos dos esporos, comprimento
largura da lamina foliar, tipo de habitat e preferéncia por luz (Henry et al., 2014). Outros
trabalhos também correlacionaram o tamanho do genoma com numero de cromossomos
(Clark et al., 2016), tamanho de esporos (Dyer et al., 2013) e habitat (Wang et al., 2022).
Contudo, apesar da relevancia para o estabelecimento de novos insights, no género
Hymenophyllum sdao conhecidos os tamanhos do genoma somente para os subgéneros
Globosa, Hymenophyllum e Mecodium, num total de apenas cinco espécies:
Hymenophyllum badium Hook. & Grev. (1C = 16,51 pg), H. sibthorpioides Bory ex Willd.
(1C = 18,05 pg), H. barbatum Bosch (1C =22.84 pg), H. polyanthos Sw. (1C = 16.16 pg),
e H. coreanum Nakai (1C = 14.85 pg) (Clark et al., 2016; Kim & Kim, 2020; Fujiwara et
al., 2021). Em média, as samambaias possuem um tamanho de genoma de 1C = 14.29 pg

(Clark et al., 2016). Portanto, apesar dos avancos em metodologias, em geral, as
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samambaias ainda carecem de informagdes acerca do tamanho do genoma (Lima et al.,
2021).

Atualmente, diversos estudos tém buscado dados de niimero cromossomico e de
tamanho de genoma para a compreensao de aspectos evolutivos e biogeograficos em
plantas das mais diversas familias vegetais, uma vez que quando utilizados conjuntamente
outras informagdes, como morfologicas e moleculares, possibilitam uma analise integrativa
das espécies (Guerra 2008; Pellicer et al., 2018). Os dados citologicos sdo fontes
excelentes e insubstituiveis para estudos taxonomicos e evolutivos (Guerra, 2012).

Dentre os diversos fatores que influenciam na manutencao das populagdes de uma
espécie, cada vez mais tem sido reportado os impactos causados pelas alteracdes
climaticas. A medida que a taxa e a magnitude das mudancas climaticas aceleram, a
compreensdo das suas consequéncias para as espécies torna-se cada vez mais importante
(Wiens et al., 2009). Nesse sentido, a modelagem de nicho ecologico pode ser utilizada
para identificar areas de endemismo e avaliar efeitos das mudangas climaticas através da
inferéncia da distribuicdo atual e futura das espécies, ambas aplicagdes que auxiliam em
estratégias para conservacao (Peterson & Vieglais, 2001; Silva, 2013). Estudos
integrativos, combinando dados de diversidade genética, citogenéticos e de modelagem de
nicho ecolédgico sao valiosos para o entendimento da dindmica evolutiva dos tdxons, além
de contribuirem na conservagao de espécies ameagadas de extingdo (Sohnet et al., 2013).
Assim, a realizacdo de estudos de modelagem de nicho para Hymenophyllum subg.
Sphaerocionium ¢ de grande relevancia, visto que o grupo apresenta elevada diversidade e
endemismo na Mata Atlantica, que estd entre os habitats mais ameagados por mudangas

climaticas, causando perda de biodiversidade (Scarano & Ceotto, 2015;Boit et al., 2016).

2. JUSTIFICATIVA

Hymenophyllum subg. Sphaerocionium apresenta elevada diversidade floristica no
neotropico. Na Mata Atlantica, esse subgénero possui espécies endémicas e taxons em
estado de ameaca de extingdo. E importante ressaltar que esse bioma sofreu consideravel
reducdo de 4rea e modificagdes ecologicas colocando em risco a conservagdo da
biodiversidade. Aliado a isso, as espécies da familia Hymenophyllaceae possuem alta
sensibilidade as mudangas ambientais, devido as suas caracteristicas morfologicas e
ecologicas. Assim, as alteragdes no micro ou macrohabitat podem significar um risco para

conservacdo dessas espécies. E fundamental a compreensdo da diversificagdo e historia
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evolutiva dos grupos taxondmicos para que sejam tracados esfor¢os de conservacio e
preservacgdo da biodiversidade. Apesar disso, as relacdes de parentesco entre as espécies de
Sphaerocionium inferidas através do uso de marcadores moleculares nao foram
suficientemente explicadas por meio de caracteristicas morfoldgicas. Nesse contexto,
incluir na filogenia do grupo informacgdes citogenéticas, como tamanho de genoma e
nimero cromossdmico, proporciona uma contribui¢do essencial para o entendimento da
diversificacdo e evolugdo do subgénero. At¢ o momento, nenhum estudo citogenético foi
realizado com populacdes do género Hymenophyllum ocorrentes na Mata Atlantica. Em
complemento, a modelagem de nicho ecologico das espécies do subgénero pode contribuir
para o entendimento da influéncia das mudangas climaticas na distribui¢do e diversidade
desse grupo de samambaias. Essa abordagem também contribui para a compreensdo do
nicho ecoldgico ocupado atualmente pelas espécies ao longo das formagdes

fitogeograficas.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho possui como objetivo combinar dados citogenéticos e
filogenéticos para realizar inferéncias sobre a diversificacdo e evolugdo das espécies de
Hymenophyllum (Hymenophyllaceae), com énfase no subgénero Sphaerocionium,

presentes no dominio Mata Atlantica no Sul do Brasil.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar os numeros cromossomicos de espécies de Hymenophyllum subg.
Sphaerocionium incluindo diferentes populagdes do dominio Mata Atlantica;

b) Estimar o tamanho do genoma das espécies de Hymenophyllum subg.
Sphaerocionium a partir de citometria de fluxo;

c) Relacionar o numero cromossomico € o tamanho de genoma com dados
filogenéticos, a fim de inferir a historia evolutiva do subgénero Sphaerocionium;

d) Investigar a influéncia do tamanho do genoma e do nimero cromossémico em
caracteristicas  morfologicas das espécies de Hymenophyllum  subg.

Sphaerocionium, para verificar a relacio entre essas variaveis;
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e) Realizar a modelagem de nicho ecoldgico das espécies de Hymenophyllum subg.

Sphaerocionium para conhecer o nicho atual das espécies;

f) A partir dos dados de modelagem futura, inferir os impactos das mudangas

climaticas na distribuicao potencial dos taxons e sua vulnerabilidade;

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. AMOSTRAGEM DOS TAXONS

Serdo amostradas 12 espécies de Hymenophyllum subg. Sphaerocionium (Tabela 3)

ocorrentes nas formacgdes da Mata Atlantica nos trés estados da regido Sul do Brasil (Rio

Grande do Sul, Santa Catarina e Parana). Para amostragem das populagdes serdo utilizados

os pontos de ocorréncia do mapa de distribui¢do presente na revisdo para o subgénero

publicada por Gonzatti e colaboradores (2020). Nessa revisao, foram realizadas expedicoes

de campo entre 2016 e 2018 nas formagdes da Mata Atlantica e materiais de herbario

também foram revisados, a fim de delimitar a distribui¢do geografica das espécies.

Tabela 3. Populagdes que serdo amostradas para cada espécie.

Espécies

Pontos de coleta com coordenadas geograficas

N° populacdes

H. crispum

H. delicatulum

H. fragile

H. elegans

Cambara do Sul - RS (-50.051833, -28.996556)
Caxias do Sul - RS (-51.010639, -29.016456)

Sao José dos Ausentes - RS (-49.808028, -28.614194)
Sdo Joaquim - SC (-49.635397, -28.142194)
Urupema - SC (-49.856389, -27.922222)
Campina Grande do Sul - PR (-48.863722,-25.262611)

Caxias do Sul - RS (-50.971322, -28.882622)
Cambara do Sul - RS (-50.051833, -28.996556)
Sdo José dos Ausentes - RS (-49.975217, -28.598203)
Sao Francisco de Paula - RS (-50.58359, -29.448099)

Cambara do Sul - RS (-50.078792, -29.158775)
Morrinhos do Sul - RS (-50.005556, -29.395)
Urubici - SC (-49.386528, -28.057917)

Rio do Sul - SC (-49.509411, -27.282064)

Sao Bonifacio - SC (-48.897389, -27.805167)
Campina Grande do Sul - PR (-48.863722, -25.262611)
Morretes - PR (-48.929722, -25.455833)

Ponta Grossa - PR (-50.16189, -25.09499)

Urubici - SC (-49.59170, -28.01499)
Rio do Sul - SC (-49.509411, -27.282064)
Ponta Grossa - PR (-49.957639, -25.189167)
Campina Grande do Sul - PR (-48.863722, -25.262611)
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H. hirsutum Rio do Sul - SC (-49.509411, -27.282064) )
Ponta Grossa - PR (-49.957639, -25.189181)
Anitapolis - SC (-49.179111, -27.967944)
H. microcarpum S&o Bonifacio - SC (-48.897389, -27.821833) 4

Rio do Sul - SC (-49.509411, -27.282064)
Pico Camapua - PR (-48.863722, -25.262611)

Ponta Grossa - PR (-49.95, -25.15)
H. plumosum Pirai do Sul - PR (-50.0580556, -24.4361111) 3
Balsa Nova - PR (-49.635601, -25.58390)

Cambara do Sul - RS (-50.14469, -29.04780)

Sdo Francisco de Paula - RS (-50.5835990, -29.448099)
Sdo José dos Ausentes - RS (-49.988528, -28.8048006)
Sdo Joaquim - SC (-49.93170, -28.293899)
Garuva - SC (-48.85499, -26.026699)

Urubici - SC (-49.5917, -28.01499)

Campina Grande do Sul - PR (-48.863722, -25.262611)
Ponta Grossa - PR (-49.957639, -25.189167)

H. pulchellum

Cambara do Sul - RS (-50.049722, -29.012583)
Sdo José dos Ausentes - RS (-49.813361, -28.626917
H. rufum Sdo Joaquim - SC (-49.635278, -28.141944)
Urupema - SC (-49.856944, -27.922222)
Urubici - SC (-49.386528, -28.057917)
Santa Rosa de Lima - SC (-49.313972, -28.41875)

Bom Jesus - RS (-50.326944, -28.715278)

H. trichophyllum
Rio do Sul - SC (-49.509411, -27.282064)

Morrinhos do Sul - RS (-50.005556, -29.395)
Sdo Francisco de Paula - RS (-50.071111, -29.370278)
H. venustum Sao Bonifacio - SC (-48.897389, -27.821667) 5
Garuva - SC (-48.976778, -26.024583)
Campina Grande do Sul - PR (-48.847722, -25.230083)

Sao Francisco de Paula - RS (-50.5835, -29.448099)
Cambara do Sul - RS (-50.042333, -29.180028)
. S&o Bonifacio - SC (-48.897389, -27.821833)
H. vestitum Garuva - SC (-48.976778, -26.024583) 7
Piraquara - PR (-49.06330, -25.44169)
Campina Grande do Sul - PR (-49.05530, -25.305599)
Sao José dos Pinhais - PR (-49.20640, -25.534700)

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Entre as espécies do subgénero Sphaerocionium ocorrentes na area de estudo
somente H. glaziovii e H. trapezoidale ndo serdao incluidas na amostragem, visto que a
primeira ¢ pouco delimitada e duvidosa taxonomicamente ¢ a segunda esta localmente
extinta (Gonzatti et al., 2020). Por fim, materiais testemunho de cada populagdo serdo

depositados no Herbario do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do Rio
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Grande do Sul (ICN) e as duplicatas serdo encaminhadas ao Herbario da Universidade de

Caxias do Sul (HUCS).

4.2. CONTAGEM DO NUMERO CROMOSSOMICO

Para contar o nimero de cromossomos das espécies selecionadas para este estudo,
frondes com soros em diferentes estagios de maturagdo serdo fixadas imediatamente apos a
coleta, por cerca de 24 horas em Carnoy (3 etanol absoluto: 1 acido acético glacial). Em
seguida, as amostras serdo armazenadas no congelador at¢ o momento da analise. Os
esporangios individuais em estdgio adequado de desenvolvimento serdo preparados para
andlise meidtica seguindo o método de esmagamento e coloragdo em aceto-carmim a 2%
ou carmim-propidnico a 2% (Monton, 1950). As contagens de cromossomos meioticos
ocorrerdo em espordcitos, preferencialmente, em diacinese. As andlises serdo realizadas
em fotomicroscopio Zeiss Axioplan e a captura e tratamento das imagens empregando o

software AxioVision.

4.3. ESTIMATIVA DO TAMANHO DE GENOMA

O contetido de DNA total serd avaliado por citometria de fluxo de acordo com
Dolezel et al. (2007). A cultivar Pisum sativum L.‘Ctirad’ (2C = 9,09 pg; Dolezel ef al.,
2007) sera utilizada como padrdo interno. Esse podera ser modificado, conforme os
resultados obtidos nas andlises. As frondes jovens das espécies analisadas e o padrao
interno serdo picados com uma ldmina de barbear em uma placa de Petri sobre o gelo
contendo 1 mL de tampao de lise. O tampao serd determinado com base na qualidade dos
picos nos histogramas de fluxo. A suspensao serd filtrada através de uma malha de nylon
de 35 um e os nucleos serdo corados com iodeto de propidio. Também sera adicionado
RNase a solu¢do. O contetdo de DNA sera mensurado em citdmetro de fluxo FacsAria. Os
valores 2C de DNA e os desvios padrdo para cada taxon serdo calculados utilizando uma
relacdo linear dos sinais fluorescentes dos niicleos corados entre a amostra € o padrao

interno.

4.4. EVOLUCAO DO NUMERO CROMOSSOMICO E DO TAMANHO DE GENOMA
A reconstrugdo filogenética serd inferida com base em uma matriz de dados de duas

regides do genoma plastidial (rps4-trnS e trnG-R) disponivel no GenBank para populagdes
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da Mata Atlantica (Tabela 4), sendo também incluidas outras amostras. Os dados serdo
editados e alinhados usando o algoritmo ClustalW implementado no Mega v.10 (Kumar et
al., 2018). Serdo utilizadas as andlises de Maximas Parcimonia e Maxima Verossimilhanga
conforme implementado no software Mesquite v.3.7 (Maddison & Maddison, 2021) para
reconstru¢do da historia evolutiva dos caracteres citogenéticos. Esse procedimento serad
realizado separadamente para o nimero cromossdmico e tamanho do genoma. A inferéncia
da evolugdo do niimero cromossOmico também serd realizada utilizando o programa
ChromEvol v.2, que ¢ baseado em modelos de verossimilhanga (Mayrose et al., 2010;

Glick & Mayrose 2014).

Tabela 4. Nuimero de acesso do GenBank para os marcadores rps4-trnS e trnG-R.

Espécies rps4-trnS trnG-R
H. crispum Kunth MN257856 MN257878
H. delicatulum Sehnem MN257857 MN257879
H. elegans Spreng. MN257858, MN257859, MN257880, MN257881,
MN257860 MN257882
H. fragile (Hedw.) C.V. Morton MN257861 MN257883
MN257862, MN257863, MN257884, MN257885,
H. hirsutum (L.) Sw. MN257864, MN257865, MN257886, MN257887,
MN257866, MN257888
H. microcarpum Desv. MN257867, MN257868, MN257889, MN257890
H. plumosum Kaulf. MN257869 MN257891
H. pulchellum Schltdl. & Cham. MN257870 MN257892
H. rufum Fée MN257872 MN257894
H. venustum Desv. MN257873 MN257895
H.vestitun (C. Pres) Bosh VN2STRI6MN2STSTT  NIN2STROR, MN2S T899

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

4.5. AQUISICAO DE DADOS MORFOLOGICOS

Os dados morfologicos serdo compilados para caracteristicas quantitativas
(comprimento e largura da fronde, largura e comprimento da lamina foliar, tamanho das
células da lamina foliar e dos esporos) e caracteristicas categoricas (morfologia dos

tricomas no estipe, distribui¢do e densidade dos tricomas na lamina). Para obter os dados
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das caracteristicas continuas sera utilizado régua ou paquimetro, também serdo medidas
trés replicatas por espécime. Serdo mensurados os vouchers ja depositados nos herbarios
HUCS e ICN, bem como os provenientes das coletas realizadas durante o desenvolvimento
do projeto. Adicionalmente, as medidas dos esporos serdo extraidas do trabalho de
Lorscheitter e colaboradores (1999), no qual foi realizada a descricdo morfolégica dos
esporos das samambaias ocorrentes do Rio Grande do Sul, também serdo consultados

outros trabalhos na literatura.

4.6. COMPILACAO DE DADOS DE REPOSITORIOS E DA LITERATURA

Além dos dados gerados durante a execug@o deste projeto, sera realizada busca em
repositorios e literatura especializada, a fim de obter dados complementares para as
analises, tanto para as espécies do subgénero Sphaerocionium, quanto para outras espécies
do género Hymenophyllum. As contagens de numero cromossomos serdo extraidas do
Index to Plant Chromosome Number (Goldblatt & Johnson, 1979) e The Chromosome
Counts Database (Rice et al., 2015), bem como em publicagdes. Os valores de tamanho de
genoma serao obtidos no repositorio Plant DNA C-values Database (Leitch ef al., 2019) e

artigos cientificos.

4.7. ANALISE ESTATISTICA

Para testar a correlagdo entre as variaveis citogenéticas (tamanho de genoma e
nimero cromossdmico) € os caracteres morfologicos quantitativos, incluindo as medidas
dos esporos, sera calculada a correlagdo por meio do teste de Pearson. Os resultados serao
avaliados através dos valores do coeficiente r e a visualizagdo ocorrerd por meio de
diagramas de dispersdo. Ja a relacdo entre as variaveis citogenéticas (tamanho de genoma e
nimero cromossOmico) € os caracteres categoricos serda avaliada por meio de teste de
comparacdo de médias. As andlises estatisticas serdo realizadas em R v.4.0.2 (R Core

Team, 2020), que ¢ adequado para dados biologicos e aplicagdo de estatistica (Gentleman,

2008).

4.8. MODELAGEM DE NICHO ECOLOGICO
Os pontos de ocorréncia das espécies serdo obtidos dos bancos de dados
SpeciesLink (CRIA, 2022) e Global Biodiversity Information Facility — GBIF (GBIF,

2022), bem como dos registros citados em Gonzatti et al. (2020). Os registros encontrados
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serdo filtrados, utilizando os critérios de disponibilidade completa dos dados e revisao
taxondmica. Os dados bioclimaticos serdo extraidos do repositorio WorldClim (Hijmans et
al., 2005), com resolu¢do de 2,5 arco-minutos. As variaveis bioclimaticas serdo
cuidadosamente selecionadas por analise de correlagdo utilizando o pacote usdm (Naimi,
2017) em R, sendo escolhidas as varidveis com menor taxa de correlagdo; pois, até mesmo
camadas levemente correlacionadas sdo conhecidas por influenciar a precisdo dos modelos
de distribuicao de espécies (Veloz, 2009). Para modelar a probabilidade de distribuigdo das
espécies, sera utilizado o algoritmo MaxEnt (Phillips et al., 2006), disponivel no pacote
'dismo' (Hijmans et al., 2022) em R. Os modelos serdo projetados para 2050 em cenarios
otimistas e pessimistas de mudancgas climdticas. As andlises serao realizadas utilizando a

linguagem de programag@o R (R Core Team, 2020).

5. CRONOGRAMA

Tabela 5. Cronograma das atividades que serdo realizadas durante o mestrado.

2022
Atividades

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

Ingresso no PPGBM
Redac¢ao do Projeto
Revisdo Bibliografica
Expedicdes de coleta
Realizagao das disciplinas*
Analises citogenéticas

Exame de proficiéncia

2023
Atividades
Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

Revisdo Bibliografica
Expedigdes de coleta
Realizagdo das disciplinas*
Analises citogenéticas

Analises estatisticas

Inserido ao protocolo 19.801.654-3 por: Fernanda Pessi de Abreu em: 06/12/2022 10:18. A autenticidade deste documento pode ser validada no enderego:
https://www.eprotocolo.pr.gov.br/spiweb/validarDocumento com o cédigo: 6341f66b407053d9a75308bb433cec38.




Reconstrugdo filogenética
Estagio docéncia

Escrita de artigos
cientificos

Redagdo da dissertagao
Seminario de dados

Entrega da dissertagdo para
comissdo de pds-graduagio

Defesa

*As disciplinas que serdo cursadas durante o mestrado sdo seminarios (GEP00007 e GEP00007); genética
estatistica (GEP00010); métodos de analises filogeograficas (GEP00195); genética, evolucdo e conservagao
de plantas (GEP0305); sistematica filogenética (GEP00088); citotaxonomia (BOT00146); fundamentos de
sistematica (BOT00051); bioinformatica aplicada a sistematica, biogeografia e macroevolugao (BOT00175);
topicos especiais II: teoria e pratica em biogeografia de plantas (BOT00027) e praticas de ensino em genética
(GEP00069). Fonte: Elaborado pela autora (2022).

6. ORCAMENTO

Tabela 6. Orcamento estimado para execugdo do projeto.

Descricio dos equipamentos e
recursos

Elemento de despesa Valor estimado

Expedigoes de coleta Combus‘uyel, acorPodagao © R$ 4000,00
alimentagao
Reagentes e utensilios de
laboratorio (Vldr‘arla, Plpetas RS 500,00
pasteur, tubo conico, laminas e
laminulas de microscopia, luvas)

Analise meiotica

Reagentes (tampao, iodeto de
proplde,of RNgse) e utensﬂles .de RS 3000,00
laboratorio (pipeta, luvas, lamina
de barbear, filtros)

Citometria de fluxo

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

7. INFRAESTRUTURA

Para realiza¢do deste projeto serd utilizada a infraestrutura fisica e tecnologica do
Instituto de Biociéncia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, incluindo o
laboratorio de Citogenética Vegetal do Departamento de Genética. Também sera usufruida
a infraestrutura da Universidade de Caxias do Sul, como o Museu de Ciéncias Naturais da

e apoio logistico.
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8. RESULTADOS ESPERADOS

A partir da realizagdo do presente estudo espera-se a melhor compreensao da
historia evolutiva e diversificacao das espécies de Hymenophyllum subg. Sphaerocionium.
Além disso, presume-se que as variacdes citogenéticas tenham correlagdo com as
caracteristicas morfologicas. Em relacdo a modelagem de nicho, pretende-se conhecer o
nicho atual das espécies e averiguar a influéncia das mudangas climéticas na alteragdo da
distribuicao potencial das espécies do grupo estudado, tendo em vista que apresentam alta
sensibilidade as mudancas ambientais. No final dos estudos serdo obtidos dados para a
publicacdo de dois artigos cientificos. O primeiro sobre a influéncia das variagdes
citogenéticas na evolugdo e diversificagdo de espécies de Hymenophyllum subg.
Sphaerocionium, e o segundo artigo relacionado a modelagem de nicho e a influéncia das

mudancas climaticas na distribuicdo das espécies do subgénero.
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