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RESUMO

O “complexo Sisyrinchium vaginatuim (Iridaceae) compreende as espécies
pertencentes a sec#8iperella caracterizada por plantas apresentando folhassbassentes
a muito reduzidas, com caule aéreo ancipitadoedloamarelas e folhas com bainha
desenvolvida. Fazem parte deste complexo as esp@igginchium ciliolatum(Ravenna)
Ravenna,S. deflexumR. C. FosterS. marchioidesRavenna,S. perpruinosumRavenna)
RavennaS. reitziiR. C. FosterS. scalariumRavennaS. sinuosunRavennasS. sulcatum
Gillies ex Hook.,S. tenuifoliumHumb. & Bonpl. ex Wild.S. tereticauleRavennaS. alatum
Hook.,S. alatumvar. minor Rusby,S. balansa@aker,S. distantiflorunKranzlin, S. glaziovii
Baker, S. incurvatumGardner ex Hook.S. mandoniiBaker, S. marchio(Vell.) Steud.,S.
parvifolium Baker,S. restioidesSpreng. S. sulcatunGillies ex Hook.,S. vaginatunSpreng.,
S. weirii Baker. Sao plantas perenes com representantedbwidbs nas Américas do Sul,
Central e México. No Sul do Brasil, observactescdmpo tém permitido verificar a
existéncia de uma grande variagcdo morfologicacjg@mente vegetativa. Todas as espéecies
estudadas apresentaram numero basico de cromossomo$, sendo em sua maioria
diploides (2n = 18). Os numeros cromossomicos descna literatura para espécies deste
grupo eram restritos &. alatum(2n = 4x = 36), para o Mexico e Peru. Nao foratataglos
anteriormente dipldides ou hexaploides para esspgceges. Poucos estudos abordaram
aspectos do sistema de cruzamento deste génerahemmeestudo acessou a diversidade
genética encontrada neste grupo taxonémico. Em @&sescassez de estudos sobre a biologia
e diversidade genética das espécies componentekotaplexo S. vaginaturh e sua
importancia como grupo de espécies nativas, alémcatagorizacdo deSisyrinchium
vaginatumcomo espécie em perigo de extin¢do, este tratzibo métodos citogenéticos e

moleculares, com o0 uso de marcadores dominantépadSSR-PCR para caracterizar as



espécies deste complexo que ocorrem no Sul dolBAasiespécies apresentaram-se bem
definidas com o uso das ferramentas utilizadasenessido, sendo que a maior parte da
variacao existente encontrou-se em nivel intraamgpahal. A maioria das espécies que ocorre
nestes trés estados é dipldide, 2n = 2x = 18. Bastisete espécies ocorrentes no Rio Grande
do Sul, seis%. balansagS. parvifolium S. restioidesS. vaginatumSisyrinchiumsp. nova 2

e Sisyrinchiumsp. nova 3) sdo dipléides e apenas uma espéeteapldide §. marchioides

2n = 4x = 36. Enquanto que para o estado de Sataida foram encontradas sete espécies
diploides §. alatum S. balansaeS. parvifolium S. restioidesS. vaginatumS. vaginatum
perpruinosume Sisyrinchiumsp. nova 1) e duas espécies tetrapléi@esr(archioides S.
marchig. Contudo, para o estado do Parana foi encontuawia espécie hexaploidé.(
weirii), 2n = 6x = 54, duas espécies tetraploides rharchioidese S. marchiy e cinco
espécies diploidesS( alatum S. balansaeS. parvifolium S. restioidesS. vaginatum A
poliploidizacdo possui maior relevancia em maiakgudes, onde as espécies polipléides
sdo encontradas. Com isso, 0 Unico acesso tetiapdbicontrado no Rio Grande do Sul foi
coletado apenas em regifes serranas. Os marcaf&Rgoram utilizados para a construgéo
de um dendrograma. Observa-se no dendrograma qespgeies poliploides ndo estdo
agrupadas. Um agrupamento bem suportado (bootstr86%) foi constituido pelas espécies
S. vaginatun{2n = 18),S. marchioide¢2n = 36) €S. restioideg2n = 18). No extremo oposto

a este grupo, encoutrou-se a esp&cipalmifolium na forma de um agrupamento externo,
concordando com a morfologia, ja que esta faz plertem grupo de espécies proximas a este
complexo. Os estudos reprodutivos mostraram3jueaginatumé auto-incompativel, sendo
sua polinizagcdo completamente dependente de vetmiesipalmente abelhas coletoras de
poélen e sirfideos no Estado do Rio Grande do SstesEresultados mostram que a

complexidade encontrada neste grupo € devida aipioglt mecanismos evolutivos,



confirmando a necessidade de que diferentes almrdaggjam utilizadas na caracterizacao

desta diversidade e de suas consequéncias evslutiva



ABSTRACT

“Sisyrinchium vaginaturnomplex” belongs to the sectidfiperella, characterized by absent
or extremely reduced basal leaves, ancipitated,syettow dish flowers, and leaves with
large sheaths along the stem. The spe8isgrinchium ciliolatum(Ravenna) Ravenn&.
deflexumR. C. FosterS. marchioidesRavenna,S. perpruinosumRavenna) Ravennd.
reitzii R. C. FosterS. scalariumRavenna,S. sinuosunRavenna,S. sulcatumGillies ex
Hook., S. tenuifoliumHumb. & Bonpl. ex Wild.S. tereticauleRavennaS. alatumHook., S.
alatumvar. minor Rusby,S. balansa@aker,S. distantiflorunKranzlin, S. glazioviiBaker,S.
incurvatumGardner ex Hook.$. mandoniBaker,S. marchio(Vell.) Steud.,S. parvifolium
Baker, S. restioidesSpreng.,S. sulcatunGillies ex Hook.,S. vaginatunmSpreng.,S. weirii
Baker. belong to this species complex. They arerpgal with representives distributed in
South and Central Americas and Mexico. In Southgnawil, field observations allowed to
verify the existence of a wide morphological vaaai mainly vegetative. The chromosome
numbers described in the literature for this grofigpecies are restricted  alatum(2n =

4x = 36), from Mexico and Peru. None diploid or &pboid species were reported before for
this group. Studies addressing mating system oecntdr aspects relatives to this group are
unknown. Taking acount the scarceity of studiesualtime biology and genetic diversity of
“S. vaginatuntomplex” species and its importance as a natigaof species, besides that
categorization oBisyrinchium vaginaturas an endangered species. This study tried tg brin
together cytogenetic and molecular methods, usidgrainant marker of the ISSR-PCR to
characterize the species belonging to this comptex occurred in Southern Brazil. The
species are quite structured, being the most panecexisting variation under intrapopulation
level. All species studied presented basic chromesoaumber x=9, most of them being
diploids (2n=2x=18). Among the seven species oaogrm Rio Grande do Sul six were

diploid (S. balansaeS. parvifolium S. restioidesS. vaginatumsSisyrinchiumsp. nova 2 e



Sisyrinchiumsp. nova 3) and just one species was tetrapfidharchioideg2n =2x= 36). To
the Santa Catarina state were found diploiis glatum S. balansageS. parvifolium S.
restioides S. vaginatum S. vaginatum perpruinosurme Sisyrinchiumsp. nova 1) and
tetraploids §. marchioidese S. marchip, while for the Parana state was found one
hexaploid speciesS. weirii (2n=2x=54), tetraploidsS. marchioidese S. marchiy, and
diploids S. alatumS. balansagS. parvifolium S. restioidesS. vaginatum Polyploidization
had more importance in higher grasslands, whergdhgloid species are more commonly
found. The polyploid species did not clusteringtiba dendrogram. A quite supported cluster
(bootstrap of 96%) was formed f&. vaginatum2n = 18),S. marchioideg2n = 36) eS.
restioides(2n = 18) species. On the opposite extreme of ¢hister is theS. palmifolium
species, used in this analysis as outgroup, ihiagreement with morphology, even so it
belongs to a closely related group of this compléde breeding system studies presented that
S. vaginatums auto-incompatible, being the pollination cadrieut by pollen collector bees
or sirphids in Rio Grande do Sul. These resultsystimat the complexity found in this group
is due to multiple evolutionary mechanisms, coniiimgnthe needs to use different approaches

for the characterization of this diversity andtsfevolutionary consequences.
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INTRODUCAO



INTRODUCAO

A FAMILIA IRIDACEAE

ASPECTOS MORFOLOGICOS

A familia Iridaceae Juss. € constituida por ervasmente arbustivas, perenes ou anuais,
podendo apresentar sistema caulinar subterrandggaldulbo, cormo ou rizoma e caule aéreo
presente ou ndo. As raizes sdo adventicias, tigleasnonocotiledéneas. Apresentam folhas
cilindricas ou laminares, lineares ou ensiformésnas ou plicadas, paralelinérvias, equitantes ou
nao, bi ou unifaciais. Inflorescéncias complexasdtecomo unidade basica o ripidio, escapos
eretos, cilindricos ou achatados, afilos ou bradea Flores bissexuadas, actinomorfas ou
zigomorfas, trimeras, tépalas livres ou formandm fudénticas ou bem diferenciadas entre si. Trés
estames (dois emiplarrhena Labill.), opostos as tépalas do verticilo exteragteras extrorsas ou
latrorsas, lineares ou sagitadas. Ovario inferpgiiemisophysisMoore), sincarpico, tricarpelar,
trilocular, placentacédo axilar, multiovulado. Passutrés estiletes, livres ou unidos parcialmente,
estigmas inteiros a profundamente divididos. Fdatdipo capsula loculicida, mono a polispérmico,
sementes globosas, achatadas ou poliédricas. Ese dados os géneros, o fruto é seco, com
pericarpo firme e cartilaginoso ou papiraceo addge lenhoso. Sementes com abundante
endosperma, tipicamente duras e relativamente gsamdais ou menos globosas a angulosas por
pressdo dentro da capsula durante o desenvolvimpatiendo ainda ser segmentadas por uma

crista (Judcet al, 2007; Goldblatet al, 2008).

SISTEMATICA E FILOGENIA DA FAMILIA IRIDACEAE

Iridaceae ou a familia das iris € um grupo botanaraplexo, constituido por 2030 espécies
distribuidas em 65-75 géneros, sendo uma das redamrélias da ordem Asparagales (Goldbdatt
al., 2008; Stevens, 2008). Contudo, tém-se considenatdmumero maior de espécies e géneros,

principalmente, devido ao histérico de poucos esudxondmicos realizados para a América do

11



Sul. Essa familia possui uma distribuicdo cosméggolporém, com sua maior diversidade
concentrada, especialmente, no Hemisfério Sul,csandfrica o maior centro de diversidade e a
América do Sul o segundo maior (Goldblatt, 1990).

A base para a classificagdo atual ao nivel infraiffar de Iridaceae derivou do estudo
conduzido por Goldblatt (1990), que utilizou caesisticas morfoldgicas, fitoquimicas, citoldégicas
e de estrutura do grdo-de-pdlen, em um total deab2cteres, para identificar os quatro maiores
clados: Ixioideae - atualmente Crocoideae - (tribB8lansieae, Watsonieae e Ixieae),
Isophysidoideae, Nivenioideae e Iridoideae (tribbeEmezieae, Iridineae, Sisyrinchieae e
Tigrideae). Pela dificuldade em se obter uma diaagéio de consenso entre algumas subfamilias
de Iridaceae, alguns estudos posteriores foranzaeak visando esclarecer essas duvidas.

Estudos envolvendo caracteres moleculares evidantigue a tribo Sisyrinchieae (Reeves
et al, 2001), os génerdss L. (Souza-Chiest al, 1997) eMoraeaMiller (Goldblattet al., 2002),

e a subfamilia Nivenioideae (Souza-Cheesal, 1997; Reevest al, 2001) ndo sdo monofiléticos.

Em destaque, o trabalho realizado por Reet@s. (2001), o qual utilizou quatro regides do
DNA plastidial (os genes codificadordscL, rps4, o introntrnL e o espacador intergénitmL-F)

e obteve resultados congruentes com aqueles obssrve estudo anterior (Goldblatt, 1990),
principalmente com relacdo a resolucdo em Isopbigede, Crocoideae (ou Ixioideae) e
Iridoideae.

Posteriormente, um estudo filogenético multigénitiizando o introrrpsl6, a regiadrnL-

F e os genedcl, rps4 emat (Goldblattet al, 2008) foi realizado, no qual um dos objetivos&oi
resolucdo do relacionamento na tribo Tigridiae, wemque os limites genéricos nessa tribo ainda
ndo se encontram resolvidos. Um dos motivos pamésa ampla diversidade de variantes florais
observadas, que tem favorecido a criacdo de undgradmero de géneros com poucas especies,
criando confusdo na resolugédo dos limites genédeotibo. No caso do clado correspondente a
Tigridia, foi sugerido pelos autores que os hoje reconbe@énerofineaRavennaCardiostigma

Baker,Colima (Ravenna) Rodriguez & Ortiz-Catedral (sistema dinzacao adaptado para uma
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ampla diversidade de polinizadoreRjgidella (polinizacdo por beija-floresfosteria Molseed,
SessilantheraMlolseed & Cruden sejam reduzidos a sinonimid ideidia Jussieu, para que esse
género seja considerado monofilético. Embora egéasros tenham variacdes significativas na
morfologia floral, estas resultam de radiacOes tadi@ps recentes impulsionadas pela adaptacéo a
diferentes tipos de polinizadores. Segundo Goltbdat al. (2008), estas mudancgas foram
demasiadamente rapidas para a diferenciacdo genééstas espécies em géneros distintos,
considerando os caracteres vegetativos como de neepancia para a sustentacao de géneros, por
derivarem de adaptacfes ecoldgicas mais amplaérarfoi proposto por Goldblatt al. (2008)

a subdivisdo da familia em sete subfamilias cone b@s filogenia molecular, sendo essas:
Isophysioideae, Patersonioideae, Geosiridoideadastedideae, Nivenioideae, Crocoideae e
Iridoideae. Iridoideae compreende as tribos Trieezi Tigridieae, Irideae, Diplarrheneae e
Sisyrinchieae.

As tribos do Novo Mundo, Sisyrinchieae, TrimezieaEigridieae, provavelmente partilham
0 mesmo ancestral. A separagcao das primitivas iBttyeae do ancestral comum a Trimezieae e
Tigridieae provavelmente ocorreu ha cerca de 46&e8 de anos, coincidindo com a separagédo do
génerolris das linhagens africanas Deéetes Salisbury,Bobartia L., Ferraria L. e Moraea (tribo
Irideae). Ja Trimezieae (espécies com rizomas ouax) e Tigridieae (bulbos) divergiram ha cerca
de 35 milhGes de anos. Cabe ressaltar que a trdyoirfehieae manteve representantes no Velho
Mundo, pois a divergéncia se deu antes do inicimiggacéo para o Novo Mundo (Goldblattal,
2008).

No Brasil, encontram-se espécies nativas e exdatiagamilia Iridaceae. De forma geral, a
familia esta representada por 14 géneros e 11@iesdénnes, 1985). Enquanto que o numero de
espécies de Iridaceae citadas para o Estado ddsRiode do Sul é 43 (Eggers, comunicacao
pessoal). Destas, cinco espécies saGalgdoreaHerb., cinco d&CypellaHerb., duas d&elasine
Herbert, cinco ddHerbertia Sweet, uma d&elissaRavenna, duas ddeomarica uma deOnira

Ravenna, até 20 espéciesSisyrinchiumlL., uma deSympaRavenna e uma deimeziaSalisb. ex
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Herb. Os géneroKelissa Onira e Sympasao monoespecificos e foram criados por Ravenna

(1981a; 1983).

BIOLOGIA REPRODUTIVA

Tanto o sistema reprodutivo quanto o sistema deaanento estéo diretamente relacionados
com a composicdo genética das populacdes vegetsis,0 primeiro define se ha ou ndo a
formacao de individuos pela unido de gametas aieddayma estes sdo produzidos, enquanto que o
segundo determina de que forma os gametas se remadiormacao do zigoto (Charlesworth,
2006).

Mudancas evolutivas no sentido alogamia para aot@ggm sido mediadas pela reducéo
do tamanho da flor e alteracbes na morfologia fl¢@rnduff, 1969) que reduzem o custo
energético por flor e facilitam a auto-polinizagc@antudo, em contraste a reducdo do tamanho das
anteras e do numero de graos-de-pdlen encontradivte as espécies autdgamas quando
comparadas as espécies albgamas mais proximaganéce haver uma reducdo no numero de
ovulos (Cruden, 1977). Dessa forma, a transicdolugva de fecundacdo cruzada para
autofecundacédo tem ocorrido em muitos grupos vegetle forma que diferentes sistemas
reprodutivos tém sido observados tanto entre espémlacionadas, quanto entre populacoes
distintas da mesma espécie (Jain, 1976). Esta madssia, geralmente, associada com alteracdes
na morfologia floral, forma de vida e adaptacGebiantais (Barreet al, 1996; Ornduff, 1969).

Muitas vezes, as espécies aldbgamas apresentam s@mai genético de auto-
incompatibilidade (Al), este por conseguinte stnper a alogamia, promovendo a manutencao da
variabilidade genética. Isso € de consideravel tApoia, jA que a maior parte das angiospermas
apresenta flores androginas, de modo que espaci@nfavorecem a auto-fecundacédo pela
proximidade dos gametas masculino e feminino. Enseguéncia disto, a Al é considerada um dos
fatores mais importantes para o0 sucesso evolusamgiospermas (Brewbaker, 1957; Heslop-

Harrison, 1983). Por outro lado, em alguns caso#|l g@ode levar a uma certa ineficiéncia
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reprodutiva pela reducdo significativa dos frutosesentes gerados (Schiffino-Wittmann &
Dall’Agnol, 2002).

Todas estas variagbes que incorrem em mudancasstaségias reprodutivas descritas
acima, dependem, na maioria das vezes, de relagco&®gicas agonisticas entre as plantas e seus
potenciais polinizadores, sendo essa interacdoasmeecanismos mais eficientes envolvidos com
processos de radiacédo adaptativa e especiacamatag(Stebbins, 1970).

Flores que oferecem 6leos como recompensa aossns@inizadores foram registradas, até
0 momento, em apenas oito familias de plantas (&#h2004), estando a familia Iridaceae entre
as mais importantes. Essas espécies apresentamntumsrespecializadas na producdo de acido
graxos chamadas elai6foros. Essas glandulas poeemta ou ndo os 6leos produzidos em seus
tricomas florais, além disso, em geral sdo locdtizaem pontos estratégicos da flor como tubo
estaminifero $isyrinchiun e base das tépaldddrbertia). Na regido Neotropical, flores produtoras
de 6leo sao visitadas, principalmente, por gruppsliklhas especializadas pertencentes as tribos
Centridini, Tapinotaspidini e Tetrapediini (Apida&pinae) (Buchmann, 1987). Em relacdo as
espécies dé&isyrinchiumcom flores produtoras de 6leo, Cocucci & VogelQ®0Omencionam a
existéncia de especializacbes e adaptacdes muitessreéio conhecidas, relatando a ocorréncia de
oligolectia, ou seja a existéncia de estreitascages entre flores destas espécies e espécies de
abelhas dos géneros Tapinotaspidini

A origem da producéo de dleos florais parece terrmo entre 12 milhdes e 1 milhdo de
anos atras em Iridaceae, sendo uma das ultimadiamndie plantas que desenvolveram essa
adaptacao (Renner & Schaefer, 2010). Contudo,aelgatacao teve origem recorrente em Iridaceae
e Orchidaceae, embora as outras familias tenhaesexgiado uma Gnica origem. Em Iridaceae, as
tribos Trimezieae e Tigrideae séo taxa irmaos e lbase na topologia da filogenia, a explicacao
mais parcimoniosa para a distribuicdo de elaidéfparece ser que eles evoluiram uma Unica vez a
partir de um ancestral comum destas duas tribogjith®es de anos atras, e que a secre¢do de 6leo

foi perdida ao menos seis vezes (Renner & Scha&déf)). Contudo, de acordo com a estimativa
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de datacdo molecular realizada por Goldbéittal (2008) essas duas tribos se divergiram
anteriormente, aproximadamente 37 milhdes de amés. &sse mutualismo entre flores de Oleo e
abelhas envolve espécies altamente especializadasndia Apidae (Michener, 2007).

Nectéarios florais secretores de compostos sacasidido pouco comuns entre as espécies
Sul-americanas, mas muito frequentes na subfar@il@oideae ocorrente nos continentes da
Africa e Euréasia (Goldblatt, 2008).

No estudo filogenético do géneRisyrinchiumrealizado por Chauveaet al (2011), os
autores mostram que o surgimento de tricomas glareguprodutores de 6leo (tipo encontrado em
elaioforos) teria ocorrido pelo menos duas vezesas mprovavelmente trés vezes,
independentemente, durante a historia evolutivgé&lero, sendo que a perda subsequente desta
capacidade de recompensa lipidica ao polinizadorre@e em outras espécies, indicando que as
espécies da América do Norte podem ter desempenimagmapel chave nos padrées de especiacédo

encontrados no géne®syrinchium

ESTUDOS DE DIVERSIDADE GENETICA

A variabilidade genética, representada nos niveés e/ou intrapopulacionais, é de extrema
relevancia em estudos que visam a compreensaotaioede conservacdo de uma espécie, assim
como de sua Biologia reprodutiva. Além disso, pegmelacionar sua condicdo atual a sua historia
evolutiva, possibilitando delinear propostas de ejae de conservacdo natural da espécie, esteja
ela em risco de extingdo ou nao.

O uso de marcadores moleculares, tais como RAPRNEBM Amplified Polymorphic
DNA"), SSR (“Simple Sequence Repeats”), AFLP (“Arfipl Fragment Length Polymorphism”)
e ISSR (“Inter Simple Sequence Repeats”), € ampignelifundido na caracterizacdo da
variabilidade genética em espécies vegetais. Destes, a técnica de ISSR combina os beneficios

das andlises por AFLP e SSR com a universalidadeRA®D. Além disto, possui alta

reprodutibilidade e segrega, principalmente, comecador dominante (Nybost al, 2002).
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A técnica de ISSR é baseada no método de PCR (flreohge Chain Reaction”) e envolve
a amplificacdo de um segmento de DNA presente adigstancia passivel de amplificacdo entre
duas regifes de microssatélites idénticas e invenste orientadas. Sao utilizadmémersde 16 a
25 pb, constituidos de sequéncias di, tri, tetrgpenta-nucleotidicas. Ndo é necessario nenhum
conhecimento prévio das sequéncias alvo, ao cantd& técnica de SSR, onde as sequéncias
flanqueadoras da regido de microssatélites deversostecidas para a confeccdo dos pares de
primers Os produtos amplificados possuem entre 200 — pB0® podem ser detectados em gel de
agarose ou de poliacrilamida. Esta técnica possupatencial de detecc¢édo de polimorfismo devido
ao fato das taxas evolutivas em regifes de miakddgea serem muito elevadas (Redglyal,
2002).

A aplicabilidade da técnica de ISSR é ampfaderprinting’ gendmico, mapeamento do
genoma, determinacdo da frequéncia de motivos S8&;a0 assistida, biologia evolutiva e analise
da diversidade genética (Reddy al, 2002). Considerando a analise da diversidadetigané
técnica ISSR-PCR vem sendo empregada em variagiespge monocotiledéneas, tais como
Asparagus acutifoliud.. (AsparagaceaeSica et al 2005), Psammochloa villosgTrin.) Bor.
(Poaceae) (Li & Ge, 2001 ragrostis tef{Zucc.) Trotter (Poaceae) (Assefiaal.,2003).

Caiolaet al (2004)utilizou a técnica de RAPD para investigar a validdidde genética em
acafrdo(Crocus sativud.., Iridaceae) de diferentes paises, e sua relegéooutras espécies do
mesmo género, em busca de sua ancestralidade esgposcde especiacdo. Meereial. (2005)
num estudo comris hexagonaWalter, que apresenta uma ampla variacdo morfaogias
populac6es da Flérida, isolou e caracterizouldeizde microssatélites nesta espécie. Wroblewska
et al (2003) aplicou 0 método RAPD-PCR para acessariabilidade intrapopulacional des
aphyllaL, espécie perene e rizomatosa, considerada rana gsco de extingdo, o que permitiu a
diferenciacdo de suas popula¢des na Pol6nia, aénvdstigar o fluxo génico existente.

No ambito da ordem Asparagales, poucos estudosagessam a diversidade genética

empregando marcadores moleculares de DNA foranmizaeals. A grande maioria refere-se a
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estudos filogenéticos e taxondmicos. Apesar da amplicabilidade da andlise de polimorfismos
moleculares em espécies vegetais, percebe-se nupadoda dos estudos realizados focaram-se em
plantas cultivadas, ou de elevado valor econérmeoguanto que espécies nativas com potencial
pouco conhecido, como as do géng&isyrinchiumpermaneceram em segundo plano. Com isso,
pouco conhecimento tem sido acumulado no sentideeddesvendar o potencial econémico de
espécies nativas de biomas campestres brasil@isoguais s6 serdo bem compreendidas apds a
prospeccdo de estudos bioldégicos mais aprofundagEr®ndo conhecimento a cerca da sua

reproducdo, diversidade, distribuicdo, ecologiareservagéao.

O GENERO Sisyrinchium L.

COMPLEXIDADE TAXONOMICA

Sisyrinchiumpertence a subfamilia Iridoideae, tribo Sisyrieelei (Presl, 1846). E um
género com cerca de 200 espécies situadas, pilimeipi, nas Américas, sendo que algumas tém
sido introduzidas ou dispersas em outras parteswtwo (Rudalkt al, 1986). Bentham & Hooker
(1883) definiram quatro secdes para o génBermudiana Echthronema Eriphilema e Nuna
Porém, Chauveaet al.(2011), com base na filogenia molecular do génmapuseram sete clados
para o género.

Johnston (1938) enfatizou a América do Sul comeemtro de origem e distribuicdo de
Sisyrinchium Este género tem sido enfoque de uma série dalttiedde Ravenna (1968, 1981b,
2001, 2002a, 2002b), no entanto, tais estudos fp@mo esclarecedores, tendo em vista a falta de
ilustracdes e/ou chaves dicotémicas que contribpaa a determinagdo das espécies.

Embora a origem Sul-americana p&iayrinchiumseja sugerida com base na localizag&o
dos centros de diversidade do género (Cocucci &eV/0o2001) e em estudos filogenéticos da
familia Iridaceae e da tribo Sisyrinchieae (Golttbéd al, 2008), a filogenia do género parece
demonstrar um outro contexto, sugerindo que o gésagiu geograficamente entre a Bolivia e 0

Sudoeste dos Estados Unidos e teve dois grandets\de dispersao (Chauvestal, 2011).
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A taxonomia deSisyrinchiumé notoriamente confusa (Cholewa & Henderson, 1984;
Kentonet al, 1986). Isto se deve especialmente a naturezadeale possivelmente autofértil da
maioria de suas espécies, 0 que causa considerarnatdo entre, e uniformidade dentro das
populacbes (Rudabt al, 1986). Estudos realizados com este género recemhgue 0 mesmo €&
constituido de membros com ampla variabilidade ¢deson, 1976). Alguns dos principais
caracteres usados pelos taxonomistas para a dededoi das espécies eBisyrinchiumséao
extremamente variaveis e geralmente de naturezditaiza (ex. altura da planta), enquanto outros
sao praticamente invariaveis (textura da superticipdlen) (Cholewa & Henderson, 1984).

Segundo Henderson (1976), os caracteres taxondémiags seguros sao encontrados nas
flores e na forma da haste, podendo estes seri@adg®@o nimero cromossdmico e sistema de
cruzamento. Nosso grupo de pesquisa tem verificagoo formato da espata, tamanho da flor,

comprimento do pedunculo e forma do fruto tambéoncsdiacteres taxonémicos relevantes.

O “COMPLEXO Sisyrinchium vaginatum”

Sisyrinchium vaginatumSpreng. caracteriza-se por ser uma planta herbacea, folhas
caulinares e flores amarelas com tubo estaminab.cAssim comaoS. palmifoliumL., esta nao
apresenta glandulas ou tricomas no tubo estanarsgus polinizadores recebem como recompensa
apenas polen (Freitas & Sazima, 2003). Sua belezantiestavel esta no conjunto das formas
delicadas de sua estrutura vegetativa e de suas.f®& vaginatunmé a espécie do género com a
maior distribuicdo geografica dentro do Brasil, meodo em praticamente todos os estados
brasileiros. Sua ocorréncia na América do Sul inphises como Argentina, Bolivia, Equador,
Guiana, Paraguai, Peru, Uruguai, Venezuela e Bi@.ilkr & Capellari Jr, 2003), embora espécies
deste complexo sejam encontradas até o México.

Além do potencial ornamental & vaginatumcomum dentre a maioria das espécies deste
género, muitas das espécies do géssgrinchiumtambém sdo usadas popularmente como ervas

medicinais. Outras espécies sdo citadas como tntimento, ou também na medicina popular
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por povos amerindios, tal con®isyrinchium bellumS. Watson (McClendon, 1921), ou sao
utilizadas na inducdo de aborto, para o controleatalidade em algumas tribos indigenas da
Califérnia (Strike, 1994pudAdams & Garcia, 2006).

Em trabalhos sobre etnofarmacologia realizadosMeentz et al. (1997) e Dickelet al.
(2007)S. vaginatuntonsta como erva de uso tradicional em Porto Aleggndo o decocto de seus
rizomas utilizado como depurativo e diaforéticod@ifico). No entanto, ndo foram encontrados
pelos autores, dados quimicos e bioldgicos naatites que corroborassem esses dados. No
municipio de Alto Paraiso, Goia§. vaginatumé conhecida como capim-reis e é utilizada
popularmente para o tratamento de febre, resfriadbsfuncdes intestinais (Souza & Felfili, 2006).

O escasso conhecimento, o potencial ornamentatneatalogico, além da importancia
ecologica da espécie sdo aspectos que devem seioteem conta no incentivo deste estudo. A
escassez de estudos genéticos e citogenéticosertammlevidenciada para esta espécie, apesar da
importancia destes na contribuicdo para o conhettontaxonémico e evolutivo deste taxon.

A circunscricdo des. vaginatune complicada e esta espécie é facilmente confancbch
outras morfologicamente semelhantes, de tal formeanguitas exsicatas em herbérios identificadas
como “complexoS. vaginatuth Em virtude deste polimorfismo morfolégico encanto nas
andlises deste taxon, preferiu-se utilizar a denagé@o de Johnston (1938). Apesar deste autor ndo
ter revisado as espécies relacionadas a este camplas considerou que um trabalho em separado
seria necessario para as espécies do “compfexwvaginatury esta foi certamente a revisdo
taxonémica mais relevante na circunscricao dascesp8ul-americanas do género.

Johnston (1938) propds o agrupamento de 13 téitasdos abaixo, na forma de um
complexo taxondmico de espécies sob a denominag&sisyrinchium vaginaturand allies”:

S. alatumHook.

S. alatunvar.minor Rusby

S. balansa®aker

S. distantiflorunKranzlin
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. glazioviiBaker
. incurvatunGardner ex Hook.
. mandoniBaker

. marchigVell.) Steud.

S
S
S
S
S. parvifoliumBaker
S. restioidesSpreng.
S. sulcatuntillies ex Hook.
S. vaginatunspreng.
S. weiriiBaker

No entanto, Johnton (1938) certamente se equivaoaolocar as espéci8s mandonie S.
glaziovii, pois estas ndo sao relacionadas ao “comfexaginaturh Outros autores (Standley &
Steyermark, 1952; Molina, 1975), também cometerase eequivoco, indicandS. convolutum
como pertencente ao complexo. Na realidade, duatagiespécies pertencem a um grupo
taxondmico no qual comumente as espécies apreseanfars tuberosas (Henrich & Goldblatt,
1987), como é o caso & convolutune S. mandonjisendo esta caracteristica ausente entre 0s
representantes do “comple vaginaturh Além disso, essas espécies apresentam-se como um
grupo natural com ocorréncia mais setentrionalrepé@Em um clado basal distintdsa vaginatum
na filogenia do género (Chauveat al, 2011). ContudoS. glaziovij uma espécie sem raizes
tuberosas, ainda permanece incerta quanto ao ssgigmamento filogenético, apesar disso,
provavelmente ndo é relacionada ao clado onde tmomze as espécies do “comple$o
vaginatumi.

Apo6s a proposicdo do complexo, outras espéciesnfatescritas ou relacionadas a este
complexo, sendo estas pertencentes a este grupalnat

Sisyrinchium ciliolatun{Ravenna) Ravenna

S. deflexunik. C. Foster

S. marchioide®RRavenna
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. vaginatunssp.perpruinosun{(Ravenna) Ravenna
. reitziiR. C. Foster

. scalariumRavenna

. sinuosunRavenna

. sulcatun@Gillies ex Hook.

. tenuifoliumHumb. & Bonpl. ex Wild.

w unu u u u u uw

. tereticauldRavenna

Sprengel (1825) descreveu as espégiegaginatune S. restioidesem um Unico trabalho,
depois disso, Beauverd (1905) propds a inclusdspéciesS. restioidegomo uma subespécie 8e
vaginatum considerando que haviam muitas semelhancasdleraegetativas entre os dois taxons.
Vieira et al. (2003) propds a emergéncia 8erestioidesao nivel de espécie novamente, contudo,
algumas das caracteristicas descritas pelos autoras de maior relevancia na diferenciacao
destas duas espécies ndo sdo compativeis com esc@les originais nem com os hol6tipos
originais para estas espécies (dados nao apresshtadpresenca de folhas basais nesta espécie,
por exemplo, nem sempre é vista em condicdo nafpodE € uma caracteristica muito plastica,
assim como em outras espécies deste grupo ondmisb®&m pode ocorrer. Como exemplo, 8m
balansagonde sao encontradas plantas com e sem folhas lbasna mesma populacao.

Outra caracteristica distintiva muito plastica garaente artificial € a presenca de nervura
central ondulada nas tépalas®levaginatumlisso se deve ao processo de herboriza¢do, ndo send
visto em flores fixadas para a andlise morfolégiceem em flores natura além disso, ndo houve
reprodutibilidade desta caracteristica em todasxagkatas da mesma espécie. Contudo, a base do
escapo dé&. restioidesem geral é cilindrica, contrastando com a babatada encontrada et
vaginatum A posicdo do inicio da ramificagdo do escapo #mke® uma outra caracteristica

distintiva, geralmente, sendo no terco inferior®@nvaginatune no tergco superior el restioides
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As comparagfes morfolégicas encontradas abaixdafeadas na comparacdo entre as
decrigbes originais (protologos), hol6tipos, exsisadas populacdes coletadas e consultas a
herbarios, realizada pelo grupo de pesquisa noigsele-se este estudo

As espéciesS. marchioe S. alatumsédo igualmente muito semelhantes, porém a primeira
possui 0s entrends mais longos em comparacdo caguada. Além disso, a segunda apresenta as
bracteas da espata de aspecto folidceo, podenéaciarente confundidas com as folhas da planta,
enquanto que a primeira apresenta bracteas espaidedextura coriacea, amplamente carenadas e
sem prolongamento foliaceo.

Também ha um grupo caracterizado por espécies agsai@m inflorescéncias axilares, ndo
apenas terminais como nos outros taxons deste emmpEste € o caso d® balansaee S.
parvifoliumBaker, os quais sdo muito similares, diferenciaselpelo primeiro apresentar as folhas
do escapo maiores, principalmente no terco infeBoo escapo geralmente sinuoso. O segundo
parece ser mais ereto que o primeiro.

A subespécieS. vaginatumssp. perpruinosum apresenta seu habito como principal
caracteristica na diferenciacdo destas duas suldespealém de ser de menor porte, ndo possui a
sinuosidade evidente nos ramosSde&aginatunssp.vaginatum

S. weirii € caracterizado pelo seu porte compacto em reg80as espécies mais similares
(S. marchio, S. alatum, S. marchioifeadificilmente sendo confundido com outras espEqessui
ramos relativamente curtos encimados por espdtases grandes, raizes crassas e entrends muito
curtos.

A espécieS. marchioide® morfologicamente muito similar & alatum S. marchioe S.
weirii. Basicamente se diferencia destas pela presengspdéas menores que asSlalatume S.
marchioe pelo porte maior e com ramos mais divididosequé&. weirii

A espécieSisyrinchium palmifoliung inclusa no “complex8. palmifoliury, cujas espécies
sao relacionadas ao “comple%o vaginaturh(Chauveau et al., 2011), contudo estes dois grupo

nao compartilham diversas caracteristicas morfolsgi sendo facilmente distinguidos pela
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presenca de folhas basais desenvolvidas e em aimiad&scapo afilo e caule rizomatoso,
caracteristicas presentes no “compl&galmifoliumi, que juntamente com varias outras espécies
representam um outro grupo taxondmico, formado por grande numero de espécies
taxonomicamente complicadas, tal qual no “complé&ovaginaturh Estes dois complexos
formaram um clado monofilético na filogenia molegsubdo género, embora ndo tenha havido
mistura entre as espécies dos dois complexos, aéeehresolucdo para a separacdo em duas
unidades taxondmicas distintas (Chauveauwal, 2011). Isto provavelmente se deve ao baixo
polimorfismo das sequéncias de DNA utilizadas,ué gste parece ser um grupo de evolugdo muito
recente.

Aparentemente, esta evolucdo recente pode teridmioccom as ultimas glaciacdes
pleistocénicas, ainda ndo bem avaliadas no henoisgd, mas que representam uma escala de
tempo relativamente recente e tém sido citadas asmmalos mais importantes mecanismos de
diversificacao recente pelo isolamento seguidospe@acao, teoria dos refugios, principalmente na
vegetacao ao longo da costa Atlantica. A extens@edeitos dessa glaciagcao parecem nao ter sido
grandes em funcdo da distribuicdo das terras esagaahemisfério Sul, ou seja, por razbes
geograficas, contudo, desempenharam papel relevanteestabelecimento e distribuicdo

fitogeogréafica de populacdes vegetais no Sul dsiBfdieira & Rangel 1988).

Esses periodos glaciais provavelmente devem ter fsiddamentais na evolucdo desta
secdo, pois a auséncia de folhas basais e o dégemeo de um caule aéreo na seydperella
devem ter conferido alguma vantagem adaptativaretegdo a uma maior eficiéncia energética na
captacdo de energia luminosa. E importante saligpta essa é uma caracteristica apomorfica no
género e provavelmente seja uma sinapomorfia niwifc do “complexé. vaginaturh

Apesar do grande apelo ornamental de muitas daéciespque compdem o género
Sisyrinchiume da forte presséo antropica que as mesmas féendw, devido a destruicdo de seus

habitats naturais, estudos sobre aspectos relevdeste taxon praticamente se limitam as espécies
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Norte-Americanas. Informagfes sobre estrutura @apahal, modo de reproducéo e, até mesmo

namero cromossdmico, inexistem para grande pastesjf@cies nativas do Sul do Brasil.

ESTUDOS CITOGENETICOS

O ndmero cromossdmico é o parametro mais utilizadoaplicacdo de informacgdes
citogenéticas em nivel taxonémico, pois, com baseconjunto de dados das espécies e seus
respectivos nimeros em um determinado grupo, se gedluzir o nimero cromossdmico basico do
taxon estudado (Raven, 197ppdendo ainda ser usado na construgdo de filageambora, na
maioria das vezes, estas ndo possam ser exclusiterbaseadas no ndmero cromossdmico
(Guerra, 2008).

A comparacdo do numero cromossémico de diferergpécees de um determinado tdxon
possibilita a inferéncia de seu nimero cromossoraitestral, definindo as possiveis linhagens
cromossOmicas derivadas durante a historia evalutie grupo e ainda correlacionar essas
diferentes linhagens com determinados grupos taraod (Sybenga, 1992).

Informacdes citoldgicas quanto as espécies deck@aocorrentes na América do Sul sdo
realmente escassas, principalmente para a tribgirikieae (subfamilia Iridoideae) (Goldblatt,
1982; Kentoret al, 1986). Para a familia, existe registro de numeromossémicos para cerca de
1330 espécies, o que corresponde a 65,5% do tetalspécies, sendo estas, em sua maioria,
espécies do Hemisfério Norte e Africa (GoldblatiT&kei, 1997). Entretanto, o nimero bésico é
incerto, e ndo ha contagem cromossémica fdamphysis 0 Unico género da subfamilia
Isophysioideae (Goldblatt, 1990; Kenton & Heywodd®84). Nivenioideae apresenta numero
basico x=16, endristeae Nivenig Klattia e Witsenia x = 10 para alguns dos géneros de Ixioideae,
e entre os géneros de Iridoideae ddtiaeacom x = 10 e x = 6 como secundario, x = 19 para
Libertia, x = 27 pardrthrosanthugGoldblattet al, 1998; Goldblatt, 1982) e x = 9 paBdsynium

este ultimo foi descrito por Goldblatt (1982), coRfmaiophlepd-oster.
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O géneralris apresenta um grande numero tanto de polipléides abenaneupldides e
disploides, e os numeros monopldides mais comns=sE2 e 10. O nimero cromossdmico basico
em lris é x = 12, sendo 10, 9 e 8 numeros basicos sedaad@oldblatt, 1990; Goldblakt
al.,1998).

O numero cromossbmico basico para a familia Iridacedo foi proposto no classico
trabalho de Raven (1975), por ndo haverem evidénsidicientes para propor uma hipotese
concreta para este grupo. A maioria dos numeromasedmicos basicos em Iridaceae séo
relativamente altos, o que sugere um evento aatesgtmpoliploidia na evolugéo da familia ou uma
origem paleopolipléide para a familia (GoldblatfT&kei, 1997). A partir do resultado dos estudos
citolégicos realizados por Goldblatt (1982) foi posto, para tribo Tigridieae (subfamilia
Iridioideae) a subdivisdo em duas subtribos, Ciiagie Tigriniieae, ambas exclusivas do Novo
mundo (Goldblatt & Takei, 1997).

A poliploidia € a alteragdo cromossGmica numéricaismimportante na especiacdo e
evolucdo vegetal (Stebbins, 1971), ocorrendo em 3 pteridofitas, muito rara entre as
gimnospermas, ocorrendo em 15% das angiospermdmraraltamente variavel, onde 37% das
eudicotiledoneas basais, 29% das monocotiledoressssoe 46% das monocotiledbneas superiores
apresentam especiacao polipléide (Webdl, 2009).

A determinagdo do conteado de DNA para espécigiatgas tem sido uma metodologia
importante para a caracterizagdo de genomas pdisléassim como, para inferéncias evolutivas
em diversos grupos taxond6micos. Dessa forma, a nbemia é uma ciéncia que tem sido
grandemente beneficiada pela utilizacdo da citoende fluxo na andlise de niveis de ploidia e na
evolucdo de genomas. Uma vez que a contagem cromimssé uma metodologia muito laboriosa,
apenas pode se analisar um namero limitado deithdig, de tal forma que populacdes similares
fenotipicamente, mas que diferem no nivel de poilbdem passar desapercebidas (Misset &
Gourret, 1996; Lysék & Dolezel, 1998). Assim, aogietria de fluxo representa uma potencial

ferramenta no estudo de estrutura e dindmica emlagjes vegetais que apresentam individuos
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com sistemas reprodutivos nao-convencionais, coragaaospermia. Estas populacbes podem
ser caracterizadas por varias micro-espécies daeeni em nivel de ploidia (Renm al. 1995).
Contudo, variagdes citométricas, principalmenteh@&marquias taxonémicas superiores, podem ser
devido a uma real diferenca em contetdo e ndo &sl dé ploidia, haja visto, que em muitas
espécies ocorre reducdo do valor C sem variacdoeneando complemento cromossémico
dipléide. Apesar disso, a comparacéo entre a efioldp tamanho de genomas e formas de vida
tem sido a resposta mais plausivel a este fendnoemeg emAllium L., onde as espécies mais
derivadas, mesmo quando polipléides, apresentaor linferior as dipléides (Ricrocht al,
2005).

Em complexos poliploides, diferengas no nUmero oss@mico, por serem caracteristicas
distintivas de natureza discreta, podem ser umm fatevante para se determinar novas espécies ou
para se distinguir diferentes espécies (Guerrad)208s0 se deve ao fato de um polipldide recente
produzir um isolamento reprodutivamente perfeittapespécies simpatricas, de modo que o nivel
de ploidia seja frequentemente usado como um catiéeriminatério na delimitagdo taxonémica
de espécies (Soltat al, 2003).

Em Iridaceae, numero bésico, nivel de ploidia, camgnto e razdo dos bracos
cromossémicos e quantidade de heterocromatinaasdoteristicas importantes para consideracdes
sistematicas e evolutivas. Os géndtosneria(Goldblatt, 1980)Gelasing(Kenton & Rudal, 1987)

e Eleuthering(Guerra, 1988), por exemplo, tém sido caracterigadon base nesses parametros. A
freqUente ocorréncia em alguns grupos de cariétigesnétricos do tipo bimodal é discutida por
alguns autores como sendo um tipo de cariétipo maiente e com origem a partir de
cromossomos menores através de fusbes céntricas emmossomos do provavel genoma
ancestral (Goldblatt & Takei, 1993). Porém, dadlogénéticos recentes indicam que o aumento da
bimodalidade ocorreu diversas vezes em diferemtkadens (Goldblagt al, 2008). A morfologia
cromossémica variavel de telocéntricos a acroc®#rie metacéntricos e cariotipo bimodal é

comum em representantes de Tigridieae, e tem sildada na delimitacdo desse grupo (Kengbn
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al., 1990; Goldblatt & Takey, 1997; Reeves al, 2001). Nos neotrdOpicos, essa assimetria €
observada especialmente nos génktestherine, Gelasine, CipuAlophia

Estudo realizado por Bocher (1966) em espéciesromodis de Iridaceae revelou uma
grande variacdo infragenérica em numero e comptonaromossémicos, posteriormente
confirmados por Kenton & Heywood (1984). Nesse grygarece ser comum o aumento e reducao
do genoma durante a evolugdo da familia (Goldefatl, 1984). Em espécies @&isyrinchium
muitos cariétipos apresentam cromossomos acrocésitou telocéntricos, enquanto poucos sao
metacéntricos, sendo que estes possuem maior dondeIDNA (Kentoret al, 1986). Contudo,
isso ndo se enquadra na regra de evolugdo careotiig Stebbins (1950), na qual espécies com
cariotipo mais assimétrico sdo mais derivadas, pars tanto é necesséario que haja disploidia
decrescente, em que o genoma disploide apresentai@ simetria devido a fusdes entre
cromossomos acrocéntricos a telocéntricos. Estdesdaorroboram a hipétese de Narayan &
Durrant (1983) de que genomas maiores estdo rakis a caridtipos mais simétricos. Neste
caso, o cariétipo d&isyrinchium patagonicuroom 2n= 6x= 64 e cromossomos metacéntricos,

além da poliploidia, também estaria relacionadasédés cromossémicas.

CITOGENETICA DE Sisyrinchium

De acordo com Kentoet al.(1986), diferencas no tamanho do genoma podemesaemire
plantas anuais e perenes dentro de uma familia. f2@@ nas escassas informacdes disponiveis de
conteudos de DNA em espécies anuais e perene&dsgianchium os autores sugerem que as
espécies anuais tenderiam a apresentar genomasasielm espécies de outras familias ha relatos
neste sentido e que sugerem que 0 genoma pequana esdacionado com a velocidade requerida
pelas plantas para completarem seu ciclo de vidar(@&t, 1972).

Kentonet al. (1986) descreveu uma forte relagéo entre pessataentes e a quantidade de
DNA nas espécies dsisyrinchiumdo Hemisfério Sul, o que pode refletir diferengasciclo de

vida. As espécies com menor contetdo de DNA saugsacujo crescimento ativo se da no verao,
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sendo estas sementes pequenas. Como consequéssea, reesmos autores reportaram que
espécies com grandes 6rgdos de armazenamento tereaoimento no outono ou no inicio da
primavera, portanto sob condi¢gbes de frio, com, issoderiam a apresentar maior quantidade de
DNA e sementes maiores.

Apesar deSisyrinchiumser o maior género desta tribo, muitas espéciataapresentam
namero cromossémico desconhecido, além disso, arimalas espécies onde este carater foi
descrito sdo naturais da América do Norte. A pdds estudos de Kentah al. (1986) e Ruddatt
al. (1986), o género é descrito como tendo cromossqgoegsienos, numeros cromossémicos
elevados e varidveis devido a poliploidia e a béxgéo. Informacgdes carioldgicas sobre a maioria
das espécies deste género sao geralmente reatnitameros cromossdmicos, sendo que apenas
alguns cariogramas foram descritos até o momergatf€Qet al, 1986), provavelmente, devido ao
tamanho diminuto dos cromossomos da maioria de esfécies. Goldblatt (1982) fez um estudo
citolégico das iridaceas neotropicais, embora ré&mha analisado espécies 8ésyrinchium
compilou os dados que ja haviam sido publicadoatéomento e fez a primeira proposi¢cao do
namero cromossdmico basico para este género, looiniio muito para o conhecimento do nimero
cromossOmico em iridaceas neotropicais. Além disso,seu trabalho ressaltou que em alguns
casos de contagens prévias ao seu trabalho, sidage citologica seja provavelmente em funcao
de contagens equivocadas, principalmente, devidar@es na determinacdo das espécies. No
entanto, pela auséncia de exsicatas representativasespécimes analisados em trabalhos
anteriores, nao se pode averiguar a veracidadeetesninacoes.

Rudall et al. (1986), reportam que dentro da se&@hthronemaas espécies sdo variaveis
guanto ao numero basico, nivel de ploidia e tamarbhmossémico, sendo separadas em dois
grupos com base no numero basico (x = 8 e x = @m@nho dos cromossomos (pequenos e
variaveis). A variagcdo no tamanho cromossémico & mp@nunciada entre os dipldides. Nao se

sabe se as diferencas citologicas estao relacisreadaudancas morfoldgicas externas. Contudo, a
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distingdo citogenética pode ser correlacionada ocowniclo de vida e habitat preferencial em
algumas espécies.

Segundo Goldblatt (1982) e Rudatlal. (1986), o nivel de ploidia aumenta com a latitude:
dipléides no México e Sul dos EUA, tetrapléidesNuarte dos EUA, e aqueles com maiores niveis
de ploidia (octa e dodecapléides) no Canada. @s altveis de ploidia em zonas temperadas do
Hemisfério Norte podem indicar uma necessidade ueeato da heterozigosidade nas espécies
colonizadoras.

O géneroSisyrinchiumapresenta extensa variagdo cromossémica numeétiegeneérica,
com X = 9 como 0 numero cromossdmico basico e xcerBo um numero monopléide derivado
(Goldblatt, 1982). No entanto, em vista da possimelorporacdo deOlsynium no género
Sisyrinchium(Chauveau et al., 2011), um novo panorama de e&olarioldgica teria de ser
analisado, ja que este grupo forma um clado bases@écies do génegisyrinchiume possui um

namero cromossémico basico mais primitivo (x = 10).
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JUSTIFICATIVA

Considerando a escassez de informagfes relativggr@ducéo e diversidade genética das
espécies do “complex8isyrinchium vaginatuim principalmente quanto a aspectos morfoldgicos,
citogenéticos, reprodutivos e moleculares, aléntataplexidade taxonémica associada a muitos
dos grupos morfolégicos encontrados entre as espédd génerdcSisyrinchium os estudos
apresentados na presente dissertacdo poderdoboontpara uma melhor compreensao da
taxonomia e divergéncia genética destas espécies.

Este projeto de pesquisa faz parte de um projets amplo onde estdo sendo investigados
aspectos relacionados a filogenia, variabilidadeétiea, citogenética, biogeografia, biologia
reprodutiva, interacdo com polinizadores, estudogforanatdmicos deste e de outros géneros da
familia Iridaceae ocorrentes na América do Sul.sTiaformacdes sdo fundamentais para a
utilizacdo e conservacgédo destes recursos genétitosais.

O “complexoSisyrinchium vaginatutrfoi escolhido em fungéo de ser um grupo de egséci
pobremente estudado, embora seja comumente erdmmioaSul do Brasil e apresente uma grande
diversidade de espécies nesta regido. De forma egie,é um grupo taxonomicamente pouco
resolvido, em funcéo do padrdo complexo de variagédoldgica reportado por diversos autores
(Chukr, 1992; Takeuclhat al, 2008), no qual a sobreposicao de medidas de@sts vegetativas e
reprodutivas tem dificultando a delimitacdo dasssespécies. Com isso, estudos moleculares e
citogenéticos podem contribuir para uma maior dedigdo taxondmica das espécies inseridas neste

complexo.
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OBJETIVOS
Este trabalho tem como principal objetivo caraztarias espécies componentes do
“complexo Sisyrinchiumvaginatum” ocorrentes no Sul do Brasil, aliando determinafi@sistema
de cruzamento com estudos moleculares e citogesétc partir de tais investigacdes espera-se
contribuir para uma melhor compreensao do enquasrmtaxondmico destas espécies, assim

como da biologia reprodutiva e evolugéo destasoespé

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Determinar o niumero cromossémico de espécies dmglExo Sisyrinchiumvaginatuni
ocorrentes no Sul do Brasil;

* Determinar o conteido de DNA (valor C) através ienetria de fluxo de amostras das
espécies do “complex@isyrinchiunmvaginaturi;

* Determinar o sistema reprodutivo da esp&igyrinchium vaginatune relaciona-lo com
aspectos morfoldgicos, moleculares e citogenéticos;

» Avaliar comparativamente a diversidade genéticamingda para os taxons pertencentes ao
“complexo Sisyrinchiumvaginatumi ocorrentes no Sul do Brasil inferida através de

marcadores moleculares ISSR-PCR.

32



CAPITULO Il

Diversidade genética em espécies do compleSigyrinchium vaginatum no Sul do Brasil
(Iridaceae) através de marcadores ISSR e determinag do sistema reprodutivo ens.

vaginatum Spreng.

Artigo a ser convertido para o Inglés, para sua suhisséao ao periodico Plant Systematics and

Evolution.
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Diversidade genética em espécies do compleSigyrinchium vaginatum no Sul do Brasil
(Iridaceae) através de marcadores ISSR e determinag do sistema reprodutivo ens.

vaginatum Spreng.

Lauis Brisolara-Corréa, Lilian Eggers, Mardiore l&imo dos Santos, Eliane Kaltchuk-Santos,

Tatiana Teixeira de Souza-Chies

RESUMO - O complexo Sisyrinchium vaginatumcorresponde a um grupo de taxons
morfologicamente heterogéneo, classificados naos®&gderella do géneroSisyrinchium Este
trabalho teve como objetivos analisar a diversidgateética dos taxons que compdem o complexo
Sisyrinchium vaginatuncoletados no Sul do Brasil e determinar o sistel®acruzamento da
espécieS. vaginatumForam analisados 103 individuos pertencentes esf8cies com relacdo a
variabilidade genética intra e interespecificaaRanto, foram utilizados oifarimersde ISSR que
geraram um total de 156 fragmentos de DNA amptifica (280-2080 pb). Uma analise de
agrupamento com base em dados de ISSR foi realpeldamétodo de UPGMA. O dendrograma
resultante mostrou um agrupamento formado pelaéceEsS. vaginatumS. marchioidese S.
restioides que se separou distintamente das outras espéo@ssadas. Além disso, este
agrupamento apresentou os valores mais elevadesniaridade quando comparadas entreSsi,
vaginatumS. marchioideg0,93), S.restioide&S. vaginatum(0,92) e S. restioide&S marchioides
(0,907). Como esperado, o menor valor de similded®i obtido entrés.marchio/S. palmifolium
(0.574), sendo o n6 que sep&apalmifoliumdo grupo interno foi suportado pelo valor 100% de
bootstrap Os experimentos de determinagcdo do sistema dearoento mostraram qus.
vaginatumeé auto-incompativel, j& que suas flores ndo piicgluz frutos apds autopolinizacao
espontanea e induzida, enquanto que a média des fifiormados nas flores submetidas a

polinizagéo cruzada foi de 87%. Estes resultadasodstraram que existe uma grande diversidade
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genética entre as espécies deste complexo, cont8ddiouve uma diferenciacdo genética capaz

de distinguir estas espécies em nivel molecular.

Palavras-chave:Inter Simple Sequence Repeats; sistema reproduBiigyrinchiumspp; secao

Viperella
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Genetic diversity among species of th8isyrinchium vaginatum complex (Iridaceae) based on

ISSR markers and mating system irf. vaginatum Spreng.

ABSTRACT - Sisyrinchium vaginatuncomplex is a heterogeneous morphological group,
represented by the sectidfiperella of the genus Sisyrinchium The goal of this work was to
analyzethe genetic diversity among different taxa beloggm “Sisyrinchium vaginam complex”
collected in Southern Brazil and determine the ngasiystem ofisyrinchium vaginatunSamples

of 103 individuals belonging to 13 species wereesssd to examine intra and interespecific
diversity using eight ISSR primers that generatéota of 156 amplified fragments (280-2080 pb).
A dendrogram constructed by UPGMA method basedS&@RI data was used to obtain groupments
among the studied taxa. A cluster with 98% of bimapsdistinguishe&. vaginatumS. marchioides
and S. restioidedrom the remainder species. The highest similaralues among species were
obtained for the comparison betwegnvaginaturts. marchioide$0.93), S.restioideS. vaginatum
(0.92), S. restioidessS marchioides(0.907). As expected, the lowest similarity valas obtained
betweenS.marchio/S. palmifoliunf0.574), being the node that separ&tepalmifoliumof the
“ingroup” supported by 100% of bootstrap. Resuft$he mating system experiments showed that
S. vaginatunis self -incompatible, since its flowers did net &uits after spontaneous and induced
self-pollination, while the percentage of the ageraetting on cross-pollinated flowers was 87%.
These results showed there is a great diversityngnspecies of this complex, but there were not
genetic differences able to discriminate theseispaan molecular level.

Key-words: Inter Simple Sequence Repeats; breeding sys&yrinchiumspp; sectionViperella
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INTRODUCAO

O géneroSisyrinchiumL. (Iridaceae) pertence a subfamilia Iridoideasserida na tribo
Sisyrinchieae e apresenta cerca de 200 espéciebudidas, principalmente, nas Américas, sendo
gue algumas foram introduzidas ou se dispersararoyitas partes do mundo (Rudall et al. 1986).
Sisyrinchiumapresenta uma taxonomia infragenérica complic&@teléwa e Henderson 1984),
historicamente conturbada por diversas mudancamdaxicas ocorridas e pela dificuldade na
delimitacdo de espécies pertencentes a grupos @aMoos complexos. Os motivos para esta
complexidade taxonOmica sao diversos, contudo,egsms de especiacao recente e evolugéo
reticulada séo, provavelmente, os mais associadstedendmeno (Stebbins 1970).

Segundo Henderson (1976), os caracteres morfogiom maior valor taxonémico sao
encontrados em flores e no escapo floral, poissesteacteristicas sdo passiveis de associacédo a
diferencas no nivel de ploidia e sistema de crunam@lém disso, espécies autbgamas apresentam
alteracgOes florais, tais quais como a perda daohelicogamia e reducao perigonial. Observacdes
comparativas realizadas com a esp&gyrinchium vaginatune outras espécies que compdem o
“complexoS. vaginaturhdemonstraram que a espata, flor, pedinculo eut@p$io os caracteres
taxondémicos mais relevantes na diferenciacdo dacies deste grupo taxondémico. No “complexo
S. vaginaturh observa-se uma relativa estabilidade na morfalodioral, enquanto que
caracteristicas vegetativas sofreram uma difere@cianais significativa durante a evolugcdo do
grupo.

Apesar da complexidade taxonbmica encontrada rgsf®, S. vaginatumconsta como
uma espécie em perigo de extingdo (World Conservatlonitoring Centre 2000), conforme
critérios de categorizacdo descritos pelo IUCNefimational Union for Conservation of Nature).
Contudo, a confusdo devida aos problemas taxon8mgjoanto a circunscricdo da maioria das
espécies que fazem parte do compleXigyrinchium vaginatunimpede a determinagdo da

categorizacao correta em que tais espécies sedraqua
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Tacuatia (2008) analisando a diversidade genéticaspécies do “complex@isyrinchium
micranthuni encontrou uma variacdo molecular intrapopuladiogwgperior a interpopulacional
comparando populacdes de espécies simpatricasrirsimejue estas evoluiram recentemente.
Além disso, outros estudos realizados com esterg@&®enonstraram gue o0 mesmo é constituido de
populacées com ampla variabilidade genética (Heoael976).

Poucos trabalhos tém sido realizados no sentidacdenular dados relativos a biologia
reprodutiva de espécies sul-americanas deste géNeste sentido, Freitas e Sazima (2003)
analisaram o comportamento de polinizadores em popalacéo dé&. vaginatunmum campo de
altitude localizado na Serra da Bocaina (entrestexles do Rio de Janeiro e Sao Paulo).

Com vista ao esclarecimento da natureza reproddéste grupo, a determinagéo do sistema
de cruzamento parece necesséria para o entendichersioa biologia e evolucao, ja que diversas
espécies da América do Norte sdo caracterizada® @rbvgamas, enquanto que outras sao
alégamas (Mosquin 1970).

A evolucéo fenotipica deste grupo de espécies paeedranscorrido de forma complexa, ja
qgue ndo foi acompanhada de significativa difereg@magenética. Isso foi demonstrado pela
filogenia do géneroSisyrinchiumonde pouca resolugcdo foi observada no clado cdotem
“complexoSisyrinchium vaginatutre outras espécies do género (Chauveau et al) 20d funcao
de um contetdo informativo reduzido nas regifetfisauas.

Considerando os problemas no reconhecimento taxionddas espécies componentes do
complexo Sisyrinchiumvaginatum o desconhecimento das relacdes genéticas e ieasldntre
estes taxons e das descri¢fes de plasticidadddisaojue nortearam a proposi¢do deste complexo
de espécieq) presente trabalho teve como objetivos (1) dedeevmarcadores moleculares ISSR
para diferenciacdo genética das diferentes espgmegncentes ao “complex8isyrinchium
vaginatuni encontradas no Sul do Brasil, (2) comparar geagiente as espécies do complexo
com uma espécie inter-relacionada palmifoliunm e (3) determinar o sistema reprodutivo para a

especiesS. vaginatum
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Para facilitar a compreensdo dos resultados, earstitas distintivas entre as espécies
analisadas do complexo neste estudo estao apré@asiokaforma comparativa (Tabela 1).

Amostras de 103 individuos, ao menos cinco indivdoor espécie (Tabela 2), pertencentes
ao complexdisyrinchiunvaginatumforam coletadas durante as viagens a campo entiaas de
2007 e 2010, em populacdes naturais nos estadBsod@rande do Sul, Santa Catarina e Parana
(Brasil). Para cada ponto de coleta e cada esf@iciado um namero de coletor e coletada uma
exsicata do espécime a ser analisado, a qual fmsitada no herbario ICN da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Além dissmbém foram determinadas as coordenadas
geograficas correspondentes a localizacao das qugijmd pelo Sistema de Posicionamento Global,
com auxilio de um aparelho GPS - Global Positior8ygtem (Fig. 1). Amostras de tecido vegetal
(ramos com folhas) foram coletadas, preparadasordaxionadas em sacos plasticos contendo
silica gel, devidamente identificados com o nunter@oletor.

Extracdo de DNA

Amostras de 10-50 mg de tecido vegetal foram pegjgar e secas com silica-gel, colocadas
em almofariz, congeladas com nitrogénio liquido acenadas até que se tornassem um po fino.
DNA genbmico total foi extraido usando o protocde CTAB (hexadecyltrimetyl-ammonium
bromide) de acordo com Doyle e Doyle (1987) moddm. Para determinacdo qualitativa do DNA,
foi adicionado o corante intercalante de DNA Gel para visualizacdo do DNA por eletroforese
em gel de agarose (1%), padrdes de DNA lambdamtzotracdo conhecida foram incluidos no gel
para quantificacdo de DNA e comparagdo com ostegfd obtidos por espectrofotometria. As
amostras de DNA foram quantificadas em espectrofetd (Nanodrop) no comprimento de onda

de 260 nm. A leiturdysorsopara cada amostra de DNA variou de OD 1,6 a 2,0.
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Selecdo dgrimers e amplificacdo de DNA por PCR

Para os testes de selecdo mtemers foram utilizados cinco individuos da espéSe
vaginatum Os oitoprimersutilizados (Tabela 3) foram selecionados a pddium conjunto de 26
primers de ISSR, com base no numero de produtos amplificadjualidade dos perfis
eletroforéticos e reprodutibilidade dos produtostidus. Destes, seigrimers foram de
oligonucleotideos ancorados na posicédo 3’, GEG)YCTEG, (AC)sA, (TG)sA, (CA)sG, (GAXT,e
dois primers foram de oligonucleotideos ancorados na posicad ®&A)s e A(TG), estes oito
primers selecionados foram usados para a amplificacdocodastas amostras. Também foram
testadas as condi¢cdes Otimas de amplificacdo do,lAdAquais foram determinadas testando-se
diferentes concentragdes de DNA (10 a 50 ng), ate magnésio (1,5 a 5 mMpemers (0,32 a
0,8 uM). A temperatura de anelamento variou dedcoom a composi¢cdo dasimers contudo
foram realizados testes com temperaturas mais ddsveonforme a necessidade de aumento da
estringéncia da reacdo para otimizacao do peditadbrético, estabelecendo-se essa temperatura
de anelamento nas reacdes (Tabela 3). As reac@apldicacdo de PCR foram realizadas em um
volume total de 25uL. As condicOes de reacdo otidaz para cadarimer variaram basicamente
na concentracdo de cageimer (0,4 -0,8 uM), de cloreto de magnésio (2,4 -5mBINTP
invitrogen™ Brasil (1,28 - 1,6 mM), tampdo 1X, 1U de Tag DNhlimerase (Ludwig
Biotec/Brasil) e 20 a 40 ng de DNA gendmico.

As amplificacées foram realizadas usando um tercrembor (Applied Biosystems, AB-
Veriti 96 Well Thermal Cycler) com uma desnaturagéoal por 5 minutos a 94°C, seguida por 40
ciclos. Cada ciclo foi constituido por uma desregéio de 1 minuto a 94°C, seguida pela
temperatura de anelamento, sendo que para asim@eraturas de anelamento utilizadas foram
usados dois diferentes tempos (1minuto a 45°C osegbindos para 48°C e 50°C), concluindo o
ciclo por 2 minutos de extensdo a 72°C. Uma extefisal por 5 minutos a 72°C foi incluida.
Condicdes 6timas foram determinadas com base p&ugés dos produtos de PCR gerados para

cadaprimer. Um controle negativo que continha todos os coraptes da reacdo de PCR com
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excecao do DNA foi incluido em todos os experimgn@s produtos de amplificacdo de PCR-
ISSR foram corados com GelREd(0,5 mg/mL) e separados por eletroforese horit@meagel de
agarose (1,5%) dissolvido em tampao TBE (Tris/addddco/EDTA) 1X (50mM Tris; 50 mM
acido boérico; 2,5 mM EDTA,; pH8,3) sob uma corred&e70 mA. Os géis de eletroforese foram
visualizados e fotografados sob luz ultravioletéizaindo um fotodocumentador. O tamanho dos
produtos amplificados foi determinado pela comp@acom um marcadoladder de peso
molecular de 100 pb (Ludwig Biotec/Brasil).
Analise de dados

Os fragmentos de DNA amplificados foram analisadmsmo variaveis binarias,
categorizadas em presenca (1) ou auséncia (0)cpda tamanho de fragmento amplificado. A
matriz binaria (1/0) foi usada para calcular a eficiente de identidade genética de Nei (1972,
1978) entre cada par de amostras e a estatistmamFo programa TFPGA v. 1.3 (Tools for
population Genetic Analyses) (Miller 1997). O numer a porcentagem de locos polimérficos, a
identidade genética de Nei (1972), o indice derdigtade fenotipica de Shannon (Shannon e
Weaver, 1949), a variacdo genética interespecffisd) e a estimativa do niumero de migrantes
(Nm) foram computados com o programa POPGENE v.1.82 @t al. 2000). Analises de variagcédo
molecular (AMOVA) e de componentes principais daiagio foram realizadas no programa
GenAlex v. 6.41 (Peakal e Smouse 2006). Todos desdpara as amostras de mesma espécie
foram combinados para calcular a identidade gemdtistrada na Tabela 4. Um dendrograma foi
construido utilizando o algoritmo UPGMA (unweighteair-group method arithmetic average) no
programa NTSYS package (Rohlf 2001) O indice derdifciagdo fenotipica de Shannon e a
identidade genética de Nei foram selecionados pktgrminar a capacidade potencial de
diferenciacdo genética entre os locos analisadodisé&riminacdo potencial de cagamer foi
expressa pelo coeficiente de Simpsir= Y (1-Yp?)/n, ondepi é a freqiiéncia do aleloe n

corresponde ao numero de locos detectados parapdatker (Hunter e Gaston 1988; Valk et al.
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2005). O valor 1,0 indica queprimer é discriminante entre todas as amostras, e osegalh0
indicam que todas as amostras séo idénticas.

A relacdo de similaridade entre as espécies fonada pela construcdo de um dendrograma
usando o método UPGMA. Esta analise foi realizdiiaando o programa POPGENE, assumindo
que todos os locos eram dominantes e estavam eiffbequde Hardy-Weinberg. O programa
TFPGA também foi utilizado na construcdo de um degpéma pelo método UPGMA, este
programa utilizou a correcdo de Linch-Milligan (#9%ara calcular as frequéncias génicas dos
alelos recessivos, previamente ao calculo dasndists genéticas (Nei 1978), o teste de bootstrap
com 1000 replicacgbes foi realizado para determar@nsisténcia dos agrupamentos formados.
Experimentos de Biologia Reprodutiva

Experimentos para verificagdo do sistema reprodudim Sisyrinchium vaginatunfioram
realizados com flores de 15 plantas provenientesydepopulacdo natural localizada no Distrito de
Monte Bonito, Pelotas, RS. As plantas coletadasnfiocultivadas em vasos mantidos no telado do
Departamento de Genética da Universidade FedeRiaGrande do Sul (UFRGS).

A definicho de antese seguiu-se de acordo com iFaedrijl (1979), sendo esta
correspondente ao periodo entre a abertura daktépao inicio da senescéncia de estames e
pistilos. A antese emSisyrinchium vaginatumfoi observada em 25 botbes marcados
individualmente. A receptividade dos estigmas flofai analisada pela adicdo de uma gota de agua
oxigenada 10 volumes ¢(B,) sobre a superficie estigmatica ndo injuriada, wwbmicroscépio
estereoscopico; foi verificada a formacao de boftsasuperficie estigmética quando esta apresenta-
se receptiva a germinacgdo dos graos de poélen (Dag#). As analises foram realizadas em botbes
florais (antes da antese), logo em seguida a areesdlores de primeiro e segundo dias, assim
como em flores colapsadas.

Os cruzamentos foram realizados em flores de daotalmente protegidas sob sacos de
tule para impedir o acesso de visitantes, ndo seodeivel o isolamento de flores individuais

devido a sensibilidade destas ao manuseio. Em eggarimento, pelo menos 30 flores foram
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identificadas na fase de botdo e utilizadas naesgRadford et al. 1974): (1) autopolinizagcéo
espontanea, flores marcadas em pré-antese foratidasgasem nenhum tratamento até a realizacéo
dos experimentos; (2) autopolinizacdo induzidaeBomarcadas em pré-antese foram polinizadas
manualmente com seu préprio poélen; (3) polinizagg@iaada, flores marcadas em pré-antese foram
polinizadas manualmente com pdlen de outras plabtagido ao tamanho muito reduzido dos
estames e a parcial fusdo dos filetes (antera) osnestiletes (estigma) formando o tubo
estaminifero, ndo foi possivel a emasculacdo aassfl jA que isso poderia acarretar na perda de
estigmas florais, gerando falsos negativos no @xeeito de fecundacéo cruzada. Durante trés dias
(4, 5 e 6 de Janeiro de 2009), dez individuos fararcados no campo e a cada 30 minutos foram
realizadas observacdes sobre o padrdo de anteag €larante o intervalo das 10:00 as 19:00,
totalizando 27 horas de observacdo. Estes expdaosidoram realizados na Regido serrana do

municipio de Pelotas, RS (&B’'17,62"S/5256'22,15"W).

RESULTADOS
Diversidade genética inferida por ISSR

As 103 amostras das espécies analisadas com ogrimiters geraram um total de 156
fragmentos amplificados e a porcentagem de loctism@dicos variou de 95 a 100% com um
polimorfismo global de 96,36%. Os fragmentos angados por ISSR geraram uma média de 19,5
produtos poprimer, e 0 numero de produtos amplificados pomer variou de 15 [(GAJT] a 23
[(AG)sC e (TG}A]. O tamanho dos produtos amplificados variou 88 2 2080 pares de base
(Tabela 3, Fig. 2). Os oitprimersde ISSR utilizados apresentaram perfil altameotangrfico,
com fragmentos de DNA sendo amplificados em todasspécies analisadas do “complexo
Sisyrinchiumvaginatuni. Todos osprimers apresentaram habilidade discriminatéria signifieat
sustentada pelo coeficiente de Simpson variand®,@&¢A(TG)] a 0,81[(AC}A] (média de 0,67)

(Tabela 3). A proximidade genética inferida peldide de identidade genética de Nei para todas as
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espécies par-a-par variou de 0,53. (marchio/S. palmifoliuma 0,93 §. vaginatum/S.
marchioide$ (Tabela 4).

O numero de locos polimorficos variou de 11 (ESCH0 nova 2) a 785( vaginatume a
porcentagem de polimorfismo para cada populacdowake 8,03% (ESC140, sp. nova 2) a 50%
(ESC546,S. vaginatum (Tabela 5). A identidade genética de Nei varieuOdl084 (ESC140, sp.
nova 2) a 0,21179 palmifoliun), enquanto que, o indice de Shannon apresentotesatntre 0,15
(ESC140, sp. nova 2) e 0,3018. (palmifoliun), mostrando uma alta correspondéncia entre 0s
valores estimados pelos dois métodos.

Os maiores valores de similaridade foram obtidos ctamparacdes entre as espéSes
vaginatumS. marchioides(0,93), S.restioidetS. vaginatum(0,92), S. restioidesS.marchioides
(0,907). Como esperado, o menor valor de similded®i obtido entré&s.marchio/S. palmifolium
(0,574), concordando com a taxonomia destes grupois, S. palmifoliumnédo pertence ao
complexoS. vaginatune foi utilizado como “grupo externo” na analiSe palmifoliumcompartilha
muitas similaridades morfologicas, ecolédgicas g&ograficas com a sec&iperellae encontra-se
no mesmo clado que todos os tdxons pertencentesraplexoS. vaginatum(Chauveau et al.
2011).

Um dendrograma mostrando a diversidade entre @&iespfoi construido (Fig. 3), o qual
distintamente separou um agrupamento formado psiaéciesS. vaginatumS. marchioides S.
restioides A espécieS. marchioide® um tetrapldéide (2n = 4x = 36, veja Fig. 3) gpesaenta alta
variabilidade genética e, aparentemente, comparijifande parte de sua diversidade com as
espéciesS. vaginatune S. restioidesa julgar pelo elevado valor dmotstrap(98%) que suporta
este grupo e os altos indices de similaridade ganébm estas espécies. Os maiores niveis de
polimorfismo intrapopulacional foram encontradosrap@s acessos d8. vaginatum(50%),
enquanto que o menor indice foi encontrado em wpalacdo da espécie nova 2 (9,08%). As duas

populacfes analisadas da esp&ialatumforam muito similares em todos os perfis analisaglo
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apresentaram um polimorfismo muito baixo (19,87 4¢74%) em relagcdo a todas as outras
espécies analisadas.

A andlise de componentes principais da variagddeaciou trés dos componentes [1
(40,62%), 2 (14,77%) e 3 (13,74%)] sendo respornsdpar 69,13% de toda a variacdo encontrada,
o0 componente principal 1 separa todas as populag8anta Catarina e do Parana, enquanto que a
combinacdo do componente principal 1 e 2 separamquadrante, praticamente, restrito as
populacbes de Santa Catarina e Parana (Fig. 4)akdsa de variacdo molecular implementada no
GenAlex obteve um valor déstigual a 0,4846F < 0,001), o que significa que aproximadamente
48% de toda a diversidade genética esta contida astpopulacdes, enquanto que o restante (52%)
€ mantido em nivel intrapopulacional. A analise vdeiacdo molecular realizada no programa
TFPGA mostrou uma porcentagem similar aquela cadieupelo GenAlex, com a variagdo genética
entre as espécies igual a 0,4934, considerada ierantiacdo genética moderada e significando
que em meédia 51% da variacdo existiu dentro daslaoipes. Apesar disso, com 0 uso de outra
andlise de variagdo interpopulacional, baseadanddisa da diversidade genética de Nei em
populacdes subdivididas, mensurada pela difereieiagtre as populacdessfisfoi gerada pelo
programa POPGENE e revelou que 0,596 (0,001) da variagcao reside dentro das populacoes,
ou seja, apenas 41% da variacédo foi interpopulatidimbora este valor mais elevado, estes
diferentes testes tem demonstrado que a variagéapapulacional é realmente superior aquela
encontrada entre as populagdes. Foi estimado taralbb@mero de migrantes (Nm), calculado com
base no valor de skpelo programa POPGENE, como uma forma de estinflaixo génico entre
estas populagdes, estimando como 0,3447 indivichigiantes entre as populagfes por geracao.

A andlise do dendrograma, gerado pelo programa MT3Nostra as relagfes individuais
dentro e entre as populagbes analisadas, evidelacigne individuos da mesma populacéo
agruparam-se em conjunto (Fig. 5). Contudo, acedaosiesma espécie, algumas vezes, ndo se

agruparam.
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Biologia Reprodutiva

Sisyrinchium vaginaturé uma espécie com flores hermafroditas, amard¢as,- 1,5 cm de
didmetro, com aspecto radial, possui tubo estaemmifjlabro e anteras inseridas abaixo da
ramificacdo do estilete. Caracterizada pela aua&teifolhas basais e pelo escapo floral com pelo
menos cinco folhas invaginantes ao longo de sea eixapresentando apenas inflorescéncias
terminais.

A espécieS. vaginatunfloresce praticamente o ano todo na populacaoralatmalisada,
excetuando-se os meses de junho e julho quandocemtea em periodo vegetativo, com uma
maior densidade de floragdo nos meses de setena@zeabro. A antese floral teve duracéo de até
trés dias, com cada flor abrindo-se e fechanddssepbs dia, até a sua polinizagdo ou senescéncia
no terceiro dia. No primeiro dia, as flores iniaiar a abertura a partir das 11 horas (horario do sol
sendo que entre 11 e 13h, todas as flores estavampletamente abertas. As 13h todas as flores
apresentavam anteras ja deiscentes. Além dissoprsdioginicas, apresentando maturacdo do
estigma antes a deiscéncia das anteras, contudacdor de receptividade estigmatica foi mais
evidente apos algumas horas de abertura e nosatiascutivos. As flores comecaram a se fechar
as 16 horas (com uma variagdo das 15 as 18 h@as)stigmas permanecem receptivos apos o
fechamento das floress flores de segundo e terceiro dias também imniasua abertura entre 11
e 12h e o fechamento a partir das 16 horas em peatido que apos as 18h ndo foram observadas
flores abertas. A deiscéncia das anteras foi doriifposa longitudinal, iniciando a deiscéncia do
apice em direcdo a base da antera. A deiscéncieeadogo apos a antese floral, com excecao de
dias chuvosos, quando ndo houve liberacdo do polen.

Os experimentos de autofecundacao espontanea adadudo produziram frutos (Tabela
6). O experimento de fecundagdo cruzada apresemt@utaxa de formagédo de frutos elevada
(89,58%). A maturacdo dos frutos (cdpsulas) foieokda de trés a quatro semanas apds as
polinizacOes realizadas para a determinagdo densdstle cruzamento, quando estes apresentaram

coloragéo alvo-esverdeada e superficie lisa, coregdo da regido delimitada pela constricdo do
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hipanto, onde ocorre o inicio da deiscéncia dmfrasta se apresenta levemente corrugada, com

iss0, a deiscéncia das capsulas é apicab.emginatumcom dispersdo autocorica das sementes.

DISCUSSAO

Os resultados relativos a diversidade genética complexo Sisyrinchium vaginatuin
sugerem que ha uma diferenciacdo 8myrinchium alatumcom relacdo as outras espécies,
apresentando uma menor porcentagem de polimorfistrapopulacional (Tabela 5), isso pode ser
devido ao seu sistema reprodutivo. Redug¢fes nabitidade genética também sdo encontradas em
outras espécies devido a mudangas no sistema wpmdcomo em populacbes delarkia
tembloriensisVasek. (Onagraceae), analisadas por Holtsfordlsr&itid (1989), que utilizando
isoenzimas, observou que havia uma forte influédaiaistema reprodutivo sobre a distribuicdo da
variacdo genética entre e dentro de suas populabfs$e caso, as populagbes de polinizagédo
aberta apresentavam maior variagdo genética e wnarrdiferenciacdo entre as populacdes do que
as populacdes autbgamas. Isso parece ser compatined estratégia encontrada 8isyrinchium
pois o padrdo de variagcdo encontrado para o “compl. vaginaturh sugere uma alta
variabilidade genética intrapopulacional associada uma baixa diferenciagdo genética
interpopulacional. Tacuatia (2008) reporta um padi@melhante par&isyrinchium micranthum
Cav. utilizando marcadores ISSR, onde apenas 30%artecao foi encontrada entre as populagcdes
analisadas, apesar de serem populacfes simpéathtas. disso, Marco et al. (2009) usando
marcadores ISSR evidenciaram que existe uma dfti#eacao genética entre duas populagbes de
Cypella fucataRavenna encontrando apenas 8,51% da variacaodertsepopulacdes alopatricas.

A ndo formagéo de frutos nos autocruzamentos indiaxisténcia de um mecanismo
genético de auto-incompatibilidade, provavelmeramefofitico, ja que a auto-incompatibilidade

esporofitica esta, em geral, associada com pdtarcteado, que ndo ocorre &isyrinchium
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Com isso, as duas populagbesSdealatumcom uma distancia geografica de pelo menos
120 Km, apresentavam polimorfismo e variagdo msiitailar, além dos perfis eletroforéticos, que
para doigprimersforam praticamente idénticos.

O numero estimado de migrant&s) foi muito similar aquele encontrado por Zhanglet
(2006) para uma espécie autégama da China, a qiesdtita pelos autores como apresentando
isolamento reprodutivo entre as popula¢gfes analssddla mesma forma, a maioria das espécies do
“complexo S. vaginaturh foram amostradas de diferentes regides do SuBdsil, sendo o
isolamento reprodutivo esperado neste caso.

Sisyrinchium weirii(2n = 6x = 54) apresentou um dos mais elevadoserasnde locos
polimérficos, isso pode ser devido ao seu alto Indke ploidia e heterozigosidade fixada. As
espécies diploides e polipldides deste complexaogoeem no estado do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Parana ndo formaram nenhum agrupamsepéziico contendo apenas um nivel de
ploidia, estando os trés polipldides distribuidetopdendrograma$. marchio(2n = 4x = 36) na
base,S. weirii (2n = 6x = 54) no centro 8. marchioideg2n = 4x = 36) no topo. Apesar disso, a
filogenia do génerdisyrinchiumpublicada recentemente, (Chauveau et al. 201 Bsaptou um
clado agrupando estas trés espécies polipléidesprantodo o clado que envolvia os comple&os
vaginatume S. palmifoliumtenha apresentado uma resolugdo muito baixa, sergtapo com a
menos resolvido em toda a filogenia.

As espécies. parvifoliume S. balansaese mantiveram associadas, algo esperado, ja que
ambas compartilham um carater morfolégico bem dhfimeste grupo que séo as flores axilares,
assim, poucas espécies apresentam esta caracdenigtientanto a similaridade estimada nao foi
muito alta (0,786).

Segundo Wong et al. (2001) a altitude pode desengparm importante fator evolutivo na
selecdo natural em subespécies de bananeira naidjalémonstrando que a diferenciagdo genética
de algumas subespécies de banana foi evidenciaaéstde dados moleculares obtidos por

marcadores AFLP. Da mesma forma, em espécic&sisyeinchium a altitude parece ser um fator
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que favorece a especiagdo, concentrando os maitveis de ploidia encontrados no “complexo
S. vaginaturhe muitas espécies que ndo ocorrem em regidesdemaltitude.

As andlises de componentes principais da variac@strartam que considerando o
componente principal 1, existe uma separa¢do entogies os polipldides e alguns diploides estdo
num conjunto € um outro conjunto que apresentazepdiploides do Rio Grande do Sul.

Em espécies perenes, a variabilidade dentro dadgudjes tende a ser maior que a variacao
entre as populacdes, contudo outros fatores podiemaraesse padrdo. A estrutura genética de
populacbes naturais € fortemente afetada por fatim&insecos, assim como, capacidade
migratoria, sistema de cruzamento e fatores ertrossincluindo caracteristicas ecoldgicas de seus
habitats e eventos histéricos (Xiao et al. 2004seEparece ser 0 caso da espécie nova 2
(LBCO1/ESC140), a qual é de ocorréncia, até o mememdémica pois foi encontrada apenas no
Morro Santana, cujas amostras das duas coletasa@ apresentaram uma diversidade genética
menor gque a maioria das outras espécies. Por ewdémrfoldgica se estima que esta espécie seja
albgama, com isso, essa variabilidade genéticazidauprovavelmente, pode ser devido a um
evento de efeito do fundador, ja que as populagést espécie estdo restritas a uma pequena area
(Morro Santana, Porto Alegre) e sofrem forte pressatropica, em funcdo dos incéndios
criminosos que anualmente atingem estas populatfiaste seu periodo reprodutivo.

As espécies que apresentaram menor diversidadspapminlacional foram coletadas em
campos de regides com maior altitude. Em altittelegadas hd uma tendéncia de decréscimo na
diversidade de abelhas polinizadoras (Vogel 19&83¢ pode ser um dos motivos para a baixa
variabilidade evidenciada. Freitas e Sazima (2@@3¥crevem uma dominancia de polinizadores
sirfideos tendo sido visualizada apenas uma alukliente as andlises de observacao focal. Isso é
compativel com o conhecimento existente quantalacéo altitudinal nas assembléias de abelhas
polinizadoras.

Embora Freitas e Sazima (2003) tenham descritocspeaelacionados a biologia da

polinizacéo en§. vaginatumaparentemente, a populagdo analisada n&o paedeSisyrinchium
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vaginatumsensuSprenger, jA que o tamanho das flores descritaseenestudo era muito maior
gue o caracteristico para a espécie, sendo prawantd outra espécie do complexo. No presente
trabalho as flores apresentaram um diametro enffeell,5 cm quando as tépalas estavam
completamente expandidas, concordando com a dagcrilp protdlogo, além de outras
caracteristicas vegetativas também concordaBtesaginatunioi constatada ser uma espécie auto-
incompativel, sendo a fertilizacdo desta espéamseguentemente, dependente de visitas de
polinizadores. Além diss&isyrinchium vaginaturapresenta como Unico recurso ao polinizador, o
pélen, observagcbes a campo evidenciaram que aiegakece ser visitada tanto por sirfideos como
por pequenas abelhas coletoras de pédlen (Fig. 6fofBra-Corréa e Pinheiro, dados nao
publicados), sendo ambos potenciais polinizadoseshora as abelhas sejam mais eficientes.
Provavelmente, as abelhas serdo mais efetivaslimzpgdo que os sirfideos, e contribuirdo com
uma maior taxa de cruzamento entre individuos alitels e ndo aparentados, favorecendo o
incremento de variabilidade intrapopulacional. féib se deve ao comportamento e morfologia das
abelhas, por fazerem voos ciclicos e carregarem graade carga polinica em suas cerdas,
engquanto que os sirfideos ndo tém comportamenticiads a v6os ciclicos e apenas carregam
polen na sua probdscide. Tais dados sao prelinsnareesta ainda muito a se descrever sobre
interacdes entre as assembléias de polinizadoees diferentes espécies &syrinchium suas
variacbes sazonais e regionais em vista da amplaibdicdo geogréfica e longo periodo de
floracdo destas espécies. Para as espécieSigyeinchiumda Ameérica do Norte, ja foram
observadas abelhas solitarias da familia MegaelaiédHenderson 1976) e Halictidae (Cholewa e
Henderson 1984) como polinizadores, assim como ewinchium palmifoliunma Argentina
(Cocucci e Vogel 2001). Além disso, polinizacdo pequenas abelhas coletoras de polen foi
registrada par&. vaginatundurante o verdao em uma regiao de cerrado de Mieagis (Barbosa
1997), enquanto Freitas e Sazima (2003) observdumante o inverno na Serra da Bocaina que os
sirfideos, ao invés de abelhas, foram os principalgizadores, devido a sua alta frequéncia na

assembleia de polinizadores. Isto pode estar ogladb ao fato de que durante o inverno ha um
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decréscimo na diversidade e numero de abelhasntamte, o pico de florescimento na area
estudada foi durante o inverno, ao contrario deasutegides, onde o pico de florescimento ocorre
na primavera e verdo. Quanto ao padrdo de antessd, fhA uma concordancia com trabalhos
anteriores, que mostram que as espécies que amséiores de pdélen, tendem a uma antese
vespertina (tarde), como citado p&avaginatumentre 13 e 15h na Serra da Bocaina (Freitas e
Sazima 2003) e 15:30h pa&a palmifoliumna Argentina (Cocucci e Vogel 2001). Apesar disso,
espécies d&isyrinchiumcom elaiéforos (tricomas com producdo de lipidgos servem como
recompensa aos polinizadores) tendem a uma ant&seima (manh&d) como o que ocorre 8m
micranthum(Truylio et al. 2002).

Sobre a pouca diferenciacdo floral encontrada easeespécies do “complex8.
vaginatuni, estima-se que sua sindrome de polinizacdo @araatla pela baixa especificidade por
polinizadores, tanto sirfideos como espécies dithabeoletoras de pdélen, pode ser o motivo desta
caracteristica. De acordo com Stebbins (1970) &ceéspio € consequentemente seguida por
divergéncia morfolégica, seja devido a selecdo rabtou deriva genética, nesse caso, ha uma
pressdo seletiva para a manutencdo desta sindremgolthizacdo e contraria a fixacdo de
mudancas morfolégicas em funcéo da deriva geng¢ficpye mudancas florais sdo associadas com
novas estratégias reprodutivas. Se o principal mece de diversificacdo morfologica, a deriva
genética, estivesse atuando, as mudancas floragayelmente trariam menos beneficios que a
manutenc¢do do modelo de estratégia reprodutivantege

Aparentemente, a Unica barreira de especificidanitagnanho de abelha passivel de realizar
a polinizagao, pois a flor ndo suportaria o pesmsketos maiores, de forma que quando pousassem,
nao conseguiriam acessar seu recurso floral.

Apesar da pouca diferenciacao floral encontradtereesnplexo, diferencas vegetativas sao
marcantes, contribuindo com uma ampla diversidaddabdgica que caracteriza a maioria das

espécies deste complexo.
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Os resultados obtidos permitiram um melhor conhento da diversidade genética entre
algumas espécies do génedasyrinchiumocorrentes no Sul do Brasil e contribuiram para o
reconhecimento da existéncia de duas novas espgmiencentes ao “compleX@ vaginaturh
Outros estudos devem ser realizados, principalnegtdeterminacdo das espécies de sirfideos e
abelhas que polinizam estas espécies, assim coradagdo espacial temporal encontrada nestas

assembléias de polinizadores.
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Tabela 1 Principais caracteristicas morfologicas de valagadstico na determinagdo das espécies do “com@msyrinchium vaginatum
de acordo com as analises morfologicas realizanlasgsso grupo de pesquisa.

Espécie Folha Espata Pedunculo Pedicelo
Sisyrinchium marchio desenvolvidas, com  grande com apices justaposto alongado e amplamente ereto e curto
(Vell.) Steud. apice agudo e encurvac alargado
S. balansa®aker ensiformes a pequena com apices curto e medianamente ereto e curto
escamiformes desencontrados alargado
S. vaginatum vaginatum escamiformes pequena com apices alongado e levemente ereto
perpruinosunRavenna desencontrados alargado
S. vaginatum vaginatum pequenas a pequena com apices alongado e levemente curvo e
Spreng. escamiformes desencontrados alargado desenvolvido
S. parvifoliumBaker escamiformes pequena com apices alongado e medianament ereto e desenvolvido
desencontrados alargado
S. restioidesSSpreng. escamiformes ou muito pequena com apices alongado e delicado curto
reduzidas desencontrados
sp. noval (ESC383) desenvolvidas, pequen: pequena com apices converger curto e levemente alargac curto
e com apice encurvadc
sp. nova2 (ESC140) desenvolvidas, com mediana, de aspecto folidceo e alongado e medianamente  curvo e curto
apices agudos e com &pices altamente alargado
encurvados desencontrados
S. marchioidefRavenna desenvolvidas, com mediana com apices justapostt alongado e medianament ereto e longo
apice agudo e encurvac alargado
S. weiriiBaker desenvolvidas, com grande com apices justapostos curto e medianamente ereto e curto
apice agudo e encurvado alargado
S. alatumHook. desenvolvidas, com grande, de aspecto foliaceo e muito curto e altamente curto
apice arredondado e apices divergentes alargado
encurvado
sp. nova 3 (LBCO06) pequenas a pequena com apices converger  alongado e levemente curvo e curto
escamiformes alargado
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Tabela 1 Continuacdo... Principais caracteristicas morfalégi de valor diagnostico na determinacdo das espam “complexo

Sisyrinchium vaginatuinde acordo com as analises morfologicas realz@da nosso grupo de pesquisa.

Espécie Habito Porte/ ramificacdo Flor Cépsula
Sisyrinchium marchio ereto grande/pouco ramificadc terminais e grandes globosa grande
(Vell.) Steud.
S. balansa®aker ereto a grande/ramificado terminais e axilares de tamanédion  subglobosa pequena
decumbente
S. vaginatum vaginatum ereto pequeno/pouco ramificac terminais e pequenas subglobosa pequena

perpruinosunRavenna

S. vaginatum vaginatum decumbente = médio/muito ramificado

Spreng. castanho
S. parvifoliumBaker ereto a grande/ramificado terminais e axilares de tamanho méc
decumbente
S. restioidesSpreng. decumbente  grande/muito ramificado tesmpequenas

sp. noval (ESC383) decumbente pequeno/ramificado terminais e pequenas

sp. nova2 (ESC140) decumbente  grande/muito rarddica terminais e pequenas
S. marchioideRavenna ereto médio/ramificado terminais e grandes
S. weiriiBaker ereto pequeno a terminais e grandes
médio/ramificado
S. alatumHook. ereto médio/raramente terminais e grandes
ramificado
sp. nova 3 (LBCO06) ereto pequeno/pouco ramificac terminais e pequenas

terminais e pegse nunca com centro subglobosa pequena

subglobosa pequena
subglobosa pequena
subglobosa pequena
subglobosa pequena
subglobosa média
subglobosa grande
eliptica grande

subglobosa pequena

58



Tabela 2Dados sobre as espécies coletadas do comgisydnchium vaginatum.

Espécie Populacéo N Altitude Latitude Longitude Localidade
(voucher)*
Sisyrinchium marchio  ESC318 5 975 26°10'15,2" 49°14'4,6" Campo Alegre, SC
(Vell.) Steud.

S. balansa®aker ESC464 5 895 29°29'11,9" 50°13'15,6" S&o Francisco de Paula, RS
S. vaginatum vaginatun ESC228 5 27° 43" 35,2" 50° 20' 07,6" Lages, SC
perpruinosunRavenna

ESC555 5 355 29° 02' 56,9" 55° 06' 17,3" Unistalda, RS
S. vaginatum vaginatum ESC546 5 112 28° 35' 39,4" 55° 38' 49,3" Santo Antnio das Missdes, RS
Spreng. ESCA476 5 72 31° 48' 58,0" 52° 36'53,4" Capdao do Ledo, RS
LBCO4 5 Pelotas, RS
S. parvifoliumBaker ESC560 5 140 29° 38' 05,8" 54° 16' 05,5" Unistalda, RS
S restioidesSoren ESC120 3 880 29° 25'18,2" 50° 30" 34,4" Séo Francisco de Paula
' Preng. escos2 5 27°37'07,3"  50°20' 43,1" Correia Pinto, SC
sp. noval ESC383 5 839 26° 22' 00,5" 52° 31'57,9" Maridpolis, PR
sp. nova 2 LBCO1 5 30° 02'51,6" 51° 07' 01" Porto Alegre, RS
P- ESC140 3 30°03'35,18" 51° 07'29,30" Porto Alegre, RS
LBC 05A 5 121 o 4 " 0 4 " Pelotas, RS
S. marchioidefkavenna  LBCS5B 5 135 ggo 32 égj égo ég g?g Pelotas, RS
ESC562 5 ' ' Caxias do Sul, RS
S. weiriiBaker ESC248 5 25° 26' 05,4" 49° 50" 54,5" nfedla, PR
S alatumHook ESC239 5 26° 05' 10,2" 51°39'42,9" Bituruna, PR
' ' ESC232 5 27°00' 21,4" 51°52' 25,2" Irani, SC
sp. nova 3 LBCO6 5 Capéao do Leao, RS
S. palmifoliuniL. LBCs/n 7 SO0 e 51° 07' 01" Porto Alegre, RS

*Caddigo do coletor - ESC: Eggers e Souza-ChiesC1lRBuis Brisolara Corréa.
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Tabela 3 Temperatura de anelamento das amplificacbes de R@Rnho dos fragmentos amplificados, coeficiel@eSimpson, nimero

total de locos encontrados e porcentagem de lawlondorficos para cada primer ISSR utilizado nadiaeg do “complexé.vaginaturh

Tamanho de Porcentagem de
Temperatura de _ o
Primer anelamento fragmento polimorfismo
(AG)sC 48°C 280 - 2000 0,63 23 100
(CT)G 500C 500 - 2000 0,72 20 95
T(CA)s 48°C 700 - 2080 0,65 21 100
a -
(AC)s 48°C 600 - 1800 0,81 19 100
A(TG)g 48°C 400 - 1700 0,6 19 100
(TG)A 450C 350 - 2080 0,74 23 100
(CA)sG 48°C 450 - 2080 0,61 16 100
(GA)sT 450C 300 - 1700 0,63 15 100

Média 280 - 2080 0,67 156 99,36
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Tabela 4 Similaridade genética (Nei 1972) entre espécie&dmplexoSisyrinchium vaginatutrcalculadas a partir da matriz binaria dos

fragmentos ISSR amplificados.

Espécie S. S. Sp.Nova2 S.vaginatum  S. S. S. sp.noval S. S. S. S.

P vaginatum marchioides P perpruinosum alatum weirii  parvifolium P marchio balansae restioides palmifolium
S.vaginatum Fokkk 0.9346 0.8929 0.8648 0.8592 0.8673 0.8354 ®82 0.7539 0.8474 0.9224 0.7314
S.marchioides ik 0.8492 0.8497 0.8643 0.8454 0.8275 0.8388 33 0.8351 0.9074 0.6992

sp.nova2 ok 0.8238 0.7877 0.7744 0.7756 0.7642 0.7368 0.8007 0.8455 0.6880
S. vaginatum 0.7527 0.8176  0.7978 0.8141 07838  0.7650 .8493 0.6739
perpruinosum

S.alatum Wk 0.8074 0.7929 0.7826 0.7231 0.8073 0.8489 0.6137

S.weirii ko 0.7334 0.7613 0.7166  0.7643 0.8391 0.6774
S.parvifolium Frkk 0.7596 0.6985 0.7856 0.8180 0.6305

sp.noval okkk 0.7319 0.7681 0.8138 0.6651
S.marchio Fokkk 0.7348 0.7485 0.5744
S.balansae rkkx 0.8410 0.6393
S.restioides Fkkk 0.7009

S.palmifolium

*kkk
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Tabela 5Numero de locos polimérficos, porcentagem de paifiemo encontrada em cada populacéo,
indice de diferenciacdo fenotipica de Shannon atiitkede genética de Nei para cada populacéo,

considerando todos os locos analisados.

PORUAGED  poimerers | oroademd®  Shannon Nei
ESC555 o4 38,46 0,2596 0,1777
LBC5A 65 41,66 0,2802 0,1937
LBC5B 62 39,74 0,2712 0,1882
ESC546 8 50 0,2774 0,1915
ESCA476 75 48,08 0,2920 0,2038
LBCO1 38 24,36 0,2521 0,1762
ESC228 71 45,51 0,2880 0,2003
ESC562 3 46,79 0,2853 0,1978
ESC232 31 19,87 0,2275 0,1570
ESC239 23 14,74 0,2244 0,1588
ESC248 69 44,23 0,2791 0,1925
ESC560 57 36,54 0,2687 0,1845
ESC383 59 37,82 0,2717 0,1889
ESC318 34 21,79 0,2393 0,1652
ESC464 o8 32,69 0,2701 0,1853
ESC252 59 37,82 0,2785 0,1924
LBC04 67 48,9 0,2981 0,2097
LBCO6 43 31,39 0,2604 0,18
ESC120 37 27 0,2548 0,1744
ESC140 11 8,03 0,1580 0,1084

S. palmifolium 65 47,44 0,3019 0,2117

Media
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Tabela 6 Resultados dos experimentos de polinizagd&ewaginatum

Tipo de tratamento N°. de flores N°. de frutos Ofrdeficacao
Autopolinizagéo induzida

34 0 0
Autopolinizacdo espontanea

80 0 0
Polinizacdo cruzada

48 43 89,58
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Fig. 1 Mapa da localizacdo dos pontos de coleta pars@écies do “complex&isyrinchium vaginatuin Simbolos indicam 3
localizacdo das populacfes para as espécies aiaBliSamarchioide$*), S. palmifolium(O), S. vaginatun{®), S. vaginatunssp.
perpruinosum(A\), S. balansae(A), S. parvifolium @), S restioides (@), S. marchio (), Sisyrinchiumsp. nova 2 ¥,
Sisyrinchiumsp. nova 1*), S. alatum(3-), S. weirii(#) e Sisyrinchiumsp. nova 3@).
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Fig. 2 Polimorfismo de ISSR visualizado em usandprimer (AG)sYC; M marcadorladder 100pb; 1 e 2§.
marchioidesESC562); 3 ao 79 alatumESC232); 8 ao 125( alatumESC239); 13 ao 175( weiriiESC248); 18 ao
22 (S. parvifoliumESC560); 23 ao 275(syrinchiunsp. noval ESC383); 28 ao & (nmarchicESC318); 33 ao 35(

balansaeESC464); 38%. restioide£SC252).



4,000 3,000 2,000 1,000 0,000
60 S. vaginatum (2n=18)

98 S. marchioides (2n=36)

S. restioides (2n=18)

S.vaginatum ssp. perpuinosum (2n=18)

S. weirii (2n=54)

S. alatum (2n=18)

ESC383 sp.nov.1 (2n=18)

S. balansae (2n=18)

S. parvifolium (2n=18)
58
LBCO1 sp.nov2. (2n=18)
65_ LBCO06 sp.nov3 (2n=18)
100

S. marchio (2n=36)

S. palmifolium (2n=18)

Fig. 3 Dendrograma gerado pelo algoritmo UPGMA a paskiucha matriz de distancias (coeficiente de idedédgenética de

Nei, 1972) entre as espécies do “compl8&xwaginaturty construido com base nos marcadores ISSR. Valtgdsootstrap sédo

mostrados sobre os ramos.
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Fig. 4 Analise de componentes principais da variacaocddsponentes 1 (40,62%), 2 (14,77%) e 3 (13,74%}ribolem com 69,13% de
toda a variagdo encontrada na andlise das esp®@ganchiumsp. noval (ESC383)Sisyrinchiumsp. nova2 (ESC140 e LBCO1),
Sisyrinchiumsp. nova3 (LBC06)S. alatum(ESC232 e ESC239%. balansadESC464),S. marchio(ESC318),S. marchioidegESC562 e

LBCO05), S. palmifolium(Palm),S. parvifolium(ESC560),S. restioideESC120 e ESC252§. vaginatunssp.perpruinosumESC228) S.
vaginatumssp.vaginatum(ESC476, ESC546, ESC555 e LBCO4.aveirii (ESC248).
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Fig. 5 Dendrograma demonstrando a similaridade genéta qoeficiente de Dice, gerado pelo algoritmo deupamento

UPGMA.
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Fig. 6 Flor de Sisyrinchium vaginatunsendo polinizada por uma abelha

Halictideae.
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CAPITULO Il

Poliploidia e evolucdo no tamanho do genoma em espEs do complexdisyrinchium

vaginatum (Iridaceae)

Artigo a ser convertido para o Inglés, para sua subisséo ao periodico

Plant Systematics and Evolution.
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Poliploidia e evolugcéo no tamanho do genoma em egpEs do complexdisyrinchium

vaginatum (Iridaceae)

Lauis Brisolara-Corréa, Sonja Siljak-Yakovlev, aii Eggers, Paula B. Picoli, Tatiana Teixeira de

Souza-Chies, Eliane Kaltchuk-Santos

RESUMO - A taxonomia deSisyrinchiumé notoriamente confusa, com um grande numero de
espécies descritas que ndo apresentam um enquatlvatagzonémico aceitavel. Informacdes
citotaxondmicas inexistem para as espécies do “mpSisyrinchium vaginatuin NUumeros
cromossOmicos para 11 espéci&s (harchig S. balansaeS. vaginatumssp perpruinosumS.
vaginatum ssp. vaginatyn®g. parvifolium S. restioides S. marchioidesS. weirii S. alatum
Sisyrinchiumsp. nova 1,Sisyrinchiumsp. nova 2) deste complexo sdo descritos no pgeesen
trabalho. Todas as espécies estudadas apresemtarsasmo nimero cromossdmico basico, x = 9,
ocorrendo trés niveis de ploidia entre as espéciaksadas: dipléide (2n = 2x = 18), tetrapléide (2

= 4x = 36) e hexaploide (2n = 6x = 54). Neste estsdib apresentados resultados relativos ao valor
Cx para sete espéci€s. (balansaeS. vaginatumSisyrinchiumsp. nova 1Sisyrinchiunmsp. nova 2,

S. marchioidesS. weirii S. parvifolium), havendo pouca variagdo entre as espécies atedisas
espécies dipléides apresentaram valores de 1,85-ph, a tetrapl6id&. marchioidesle 1,38 —
1,56 pg e o hexaploids. weirii apresentou 1,16 pg. O hexaploifle weirii apresentou um dos
menores valores de Cx, decréscimo este que poddes@lo ao fenbmeno de “downsizing”. A
altitude tem se demonstrado como o principal fegeponsavel pelo aumento em niveis de ploidia
para as espécies deste complexo. Futuros estudnsaodlise da morfologia cromossémica
comparada e comportamento meiotico nos poliplégBEs cruciais para a compreensao destes
mecanismos evolutivos.

Palavras-chave: numero cromossoémico, conteiddo de DNA nuclear, @@oudo tamanho de

genoma, citometria de flux&jsyrinchiumspp., secaviperella

71



Poliploidy and genome size evolution in species thie Sisyrinchium vaginatum complex

(Iridaceae)

ABSTRACT - The taxonomy ofSisyrinchiumis markedly confused, with a big part of the
described species do not presenting an accepi@hd@dmic outline. Cytotaxonomic data are not
available for the species ofisyrinchium vaginatunsomplex” Chromosome numbers of 13. (
marchiq S. balansae S. vaginatumssp perpruinosum S. vaginatum ssp. vaginatuns.
parvifolium S. restioides S. marchioides S. weirii S. alatum Sisyrinchium sp. nova 1,
Sisyrinchiumsp. nova 2) species of such complex are deschibiguls study. All the studied species
showed the same basic chromosome number, x = Qrroug three ploidy levels: diploid (2n = 2x

= 18), tetraploid (2n = 4x =36), and hexaploid 26x = 54). This paper presents the results of Cx
value relative to seven speci€s. palansaeS. vaginatumsSisyrinchiumsp. nova 1Sisyrinchium

Sp. nova 2S. marchioidesS. weirii S. parvifoliun), showing a small variation among the species
analyzed. The genome sizes presented little vaniadimong the species and showed significant
variation among different populations of the sarpecges some times. In this study are presented
the results of Cx value to seven species. The idigpecies show values from 1.14 pg — 1.55 pg,
the tetraploidS. marchioidespecies from 1.38 pg-1.56 pg, and the hexaf@omeirii species show
1,16 pg. The Cx value found in the hexapl&d weirii was one of the smaller genomes, this
reduction may be due to a “downsizing” phenomefdre altitude seems to be the most important
environmental factor for increasing of ploidy levébr the species of this complex. Future studies
on morphological analyses of the chromosomes andtimédehavior of the polyploids will be

crucial to understanding these evolving mechanisms.

Key-words: chromosome number, nuclear DNA amount, genomeesiakition, flow cytometry,

Sisyrinchiunspp., sectioViperella

72



INTRODUCAO

O género Byrinchium é um dos mais abundantes e diversificados entrgéneros da
familia Iridaceae, sendo o maior género neotropleafamilia. Esse género pertence a subfamilia
Iridoideae, tribo Sisyrinchieae e apresenta cescd 4D espécies nativas das Américas (Goldblatt
2008), com algumas introduzidas em outras parteawtao (Innes 1985). Diversas espécies deste
género sao cultivadas como plantas ornamentaidpsgue algumas fugiram ao cultivo (Rudall et
al. 1986).

A taxonomia deSisyrinchiumé notoriamente confusa (Cholewa e Henderson 1&dton
et al. 1986; Rudall et al. 1986), com um grande endnule espécies descritas que nao apresentam
um enquadramento taxonémico aceitavel (Goldbla@0L9Estudos realizados com este género
reconhecem que o mesmo é constituido de membros aropla variabilidade morfolégica
(Henderson 1976; Mosquin 1970). Johnston (1938),esimdar as espécies @&syrinchium
ocorrentes no Uruguai, Paraguai e Brasil, considestratamentos taxonémicos anteriores como
insatisfatorios e preferiu propor o “complego vaginaturh quando se referiu a estas espécies,
indicando a necessidade de maiores estudos pasinitacdo taxonOmica destas. Todas as
espécies pertencentes a este complexo sdo agrupadasadiperella contudo algumas espécies
ja foram erroneamente inseridas no “compl&xaaginatur) sendo que estas ndo compartilham a
mesma se¢do nem séo proximamente relacionadas grego.

Informacdes cariologicas sobre a maioria das espéid géner8isyrinchiunséo escassas e
geralmente restritas a numeros cromossdmicos (@Gtd982; Kenton et al. 1986),
provavelmente, devido ao tamanho diminuto dos cesmmos da maioria de suas espécies. Das
140 espécies que ocorrem no género, cerca de @8iesgAlves 2008) ja foram analisadas para
determinacdo do numero cromossémico e 39 parai¢sao tamanho de genoma (Kenton et al.
1986). No entanto, mesmo os dados ja publicadamafio pouco conclusivos quanto as relagdes
evolutivas entre espécies relacionadas, evolucéente com complexo poliploide, e relacbes

ecoldgicas e geograficas associadas com estasgdepido genoma.
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Em relacdo as espécies de Iridaceae raras, endémiem risco de extincdo, apenas uma
listagem foi desenvolvida pelo World Conservatiororiioring Centre (WCMC 2001), onde
Sisyrinchium vaginaturoonsta como uma das espécies em perigo de exti@gatudo, a confusédo
devida a problemas taxondémicos nao resolvidos ulifica determinacdo de uma correta
categorizacao para estas espeécies, pois ha umdtiestmento da distribuicdo geografica associada
a cada uma destas espécies, assim como de daddE@eere ecoldgicos, 0s quais sdo imperativos
para a definicdo da abrangéncia necesséria a sagéer(Armstrong e Lange 2005).

Diante da existéncia de poucos estudos citogemséfiama a maioria das espécies de
Sisyrinchiume do desconhecimento do niumero cromossémico Eaes@ecies do compleXx®.
vaginatum este trabalho teve como objetivos (1) analisar mard cromossdmico das espécies

deste complexo encontradas no Sul do Brasil esfithar o tamanho dos seus respectivos genomas.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Foram coletados botbes florais, plantas e semehtesite as viagens a campo entre 0s
anos de 2007 e 2010, em populagdes naturais rexfosestio Rio Grande do Sul, Santa Catarina e
Parana. Para cada ponto de coleta e cada espédadfo um namero de coletor e coletada uma
exsicata do espécime a ser analisado, a qual fmsitada no herbario ICN da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). As coordengdagraficas correspondentes a localizagédo
das populacdes foram determinadas por GPS - GRaslioning System (Tabela 1, Fig. 1).
Determinagdo do nimero cromossdmico

Botbes florais jovens foram coletados e fixadosatool etilico absoluto: acido acético
glacial (3:1) por 12 a 24 h em temperatura ambiergpds foram mantidos a -20°C. A contagem do
namero cromossémico foi realizada em meidcitoso@primento do eixo longitudinal das anteras
(mm) em que foram encontrados meiocitos em faseuadia para a contagem do nuamero

cromossOomico sdo encontrados na Tabela 2. As lanfiamam preparadas pelo esmagamento das
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anteras em carmim propionico 1%, sendo usadas #xlasteras de uma flor para a confecgéao de
cada lamina. A andlise do material foi realizadaf@immicroscopio de contraste de fase Axioscope
Zeiss. Para a contagem dos cromossomos, aproxineatiar20 células com bom espalhamento
cromossémico foram analisadas em meiose, nasdasdiacinese, metafase | e anéfase I.
Estimativa do tamanho dos genomas

O contetdo do DNA total foi acessado por citometiéafluxo de acordo com Marie e
Brown (1993). As analises de citometria de fluxmifo realizadas no Laboratério de Citometria de
Fluxo do Institut des Sciences du Végétal, CNRS 2B5R (France). Folhas jovens e saudaveis
foram coletadas e acondicionadas em sacos plaststseis e secos e enviadas para a
determinacdo do DNA nuclear em um prazo maximo m@ semana, para que nao houvesse
deterioracdo e consequentemente a contaminacdoatkriah por fungos e bactérias, causando
interferéncias na analise. Os padrbes internoanfartilizados de acordo com Marie e Brown
(1993),Pisum sativuntv. “Long Express” (2C = 2x = 8,37 pg; 40,5% GEgtunia hybridaPxPc6
(2C = 2x = 2,85 pg; 41% GC) kycopersicon esculenturrv. “Roma” (2C = 2x = 1,99 pg),
conforme o tamanho do genoma da amostra analithda. amostra de 100 mg de folhas das
espécies estudadas e dos padrdes internos foréada®com uma lamina de barbear em uma placa
de Petri contendo aproximadamente 1mL do tampadisde(tampdo Galbraith 0,1% Triton;
100ug/mL RNAseA), uma solucdo hipotdnica com unemente ndo-idbnico e RNAse. Apos o
isolamento dos nucleos, estes foram filtrados puat tede de nylon com cerca de s, de forma
a eliminar a maior parte dos residuos obtidos. Eguiga os nucleos foram corados com um
fluorocromo que se liga especificamente e estegetiocamente ao DNA, neste caso foi usado o
iodeto de propidio (50 — 100 pg/mL).

Andlises de citometria de fluxo de 2000-5000 niglwyam realizadas em um citbmetro
Epics V (Beckman-Coulter, Roissy, France) configoraom lasers de espectro fisico usando uma
configuracdo de 514 nm para excitacdo e emissa0® »8@ As intensidades de fluorescéncia

emitidas pelos nucleos foram registradas e anaksach graficos numa tela e computador Coulter
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MDADS. Os conteudos de DNA total (2C) foram caldala com base nas leituras
espectrofotométricas dos ndcleos das amostras seule padrdes internos. Foram calculados
também os coeficientes de variacdo e os desviosigaehtre as leituras. O contetdo Cx foi
calculado levando-se em consideracdo o nivel deliplala espécie para se obter o valor C,
respectivo ao genoma haploide ancestral (x). Oecalat de DNA foi convertido em tamanho de
genoma expresso em Mbp (megabase pairs) de nddestile acordo com Bennett et al. (2000), o

gual reporta 1 pg ser equivalente a 980 Mbp.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Onze espécies do “complegisyrinchium vaginatutrforam analisadas quanto ao namero
cromossémico, sendo esta a primeira determinag@&olfadelas (Tabela 2). Para algumas espécies
ndo foi possivel a determinacdo do conteudo de DR¥ido a auséncia de plantas sob cultivo,
necessérias para as analises com citometria de. flDMas populacdes coletadas apresentaram
aspectos morfolégicos que sugerem que sejam espaoMas. Também, estas tiveram o seu
namero cromossémico determinado. Todas as espésiedadas apresentaram 0 mesmo numero
basico, x = 9 (Fig. 2A-E), ocorrendo trés niveipliedia entre as espécies analisadas: dipléide (2n
= 2x = 18), tetrapléide (2n = 4x = 36) e hexapl§i@e = 6x = 54). As espécies diploides foram as
mais abundantes no Sul do Brasil, havendo apersss eipécies tetrapldides e uma Unica espécie
hexapldide ocorrentes nesta regido.

O numero cromossémico basico observado nas espat#éisadas indica que mudancas
numéricas tém sido importantes na evolucdo dasiespgeste complexo, concordando com o que
ocorre na maioria das espécies de Iridaceae (GitdblTakei 1997). Além disso, concorda com o
namero cromossdmico basico descrito para as espéo@s relacionadas &isyrinchium
vaginatum provavelmente sendo uma sinapomorfia deste c(&mauveau et al. 2011). Tal
evidéncia foi observada igualmente para o “compl@syrinchium micranthutngrupo de ampla

ocorréncia no Sul do Brasil, que possui nimerocbasi= 8 e populacdes di, tetra e hexaploides
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(Tacuatia, 2008). Com isso, em uma mesma populaghepmo em populacdes simpatricas de
diferentes morfotipos do “complex&. micranthurfy dois ou mais citétipos puderam ser
encontrados(Tacuatia 2008), embora, na maioria das vezes,tgdade diferentes citétipos
apresentassem um mesmo padrdo morfolégico. No esmphginatum nenhuma variacao intra-
especifica foi detectada.

Do ponto de vista citogenético, o comple® vaginatummostrou ser um grupo
heterogéneo, o que provavelmente contribui para randg variagdo morfologica e,
consequentemente, para a dificuldade taxondmiaganénacla no grupo. Chukr e Capellari Jr (2003)
considerarant. restioidescomo uma espécie em separadoSdevaginatum contudo, propés a
sinonimizacdo das espéci&s parvifolium S. balansaee S. weirii sob o0 taxonS. vaginatum
considerando as quatro como sendo uma Unica esmigievirtude da plasticidade morfologica
encontrada entre as populacfes. Os dados citogenéfpresentados neste estudo mostransque
parvifolium S. balansae S. vaginatunsao dipléides enquanto qBe weirii € hexapldide. Embora
populacbes destas espécies ocorram em simpateaham padrées de distribuicdo geografica
sobrepostos, ndo foi observada a formacéo de b#pdtativos. Além disso, o cruzamento entre
hexaploides e dipldides é pouco provavel, mas sgegse teria uma progénie tetrapléide (Husband
2004).

A variacdo numeérica no genoma dessas espéciesodieydliploidia levanta questdes sobre
a provavel origem destes polipléides. Embora asgja dificil determinar sua origem, h& indicios
de que ao menos a espécie tetrapl@denarchioidegenha origem alopolipldide, tendo em vista
sua ocorréncia simultanea com as outras cinco iespdipldides no Rio Grande do Sul, onde esta é
a Unica espécie polipldide ocorrente. Ela tambépn@ontrada nos estados do Parani e Santa
Catarina concomitantemente com as outras espéqiddds e polipléides. Mas a principal
evidéncia € a condicdo morfoldgica intermediarimesas dipldides encontrados no Sul (com ramos
finos) e 0os que ndo ocorrem no Sul (com caule adembipitado). Atualmente, € reconhecido que

espécies polipléides possuem mudltiplas origensseja, tém formacdo recorrente, introduzindo
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nova variabilidade genética a cada origem (SoltiSoltis 1999). Isso pode explicar a variacao
morfolégica encontrada entre as populacdes doptéide S. marchioidesAssim, a formacéao

recorrente dos polipléides, amplamente aceita nalidade, pode ter contribuido para esta
diversidade morfologica encontrada entre as popekadesta espécie (Soltis e Soltis 1999; Adams

e Wendel 2005).

Os Unicos numeros cromossdmicos relacionados & Ségérella prévios a este trabalho
foram reportados por Kenton et al. (1986) e pordHuet al. (1986), onde no primeiro trabalho
descreveram 2n = 4x = 36 cromossomos e o0 valor=C®,1 pg de DNA, par8&. alatumdo Peru,
enguanto que no segundo trabalho foram reportadascontagens também tetrapdides para esta
espécie, sendo duas do Peru e uma do México. Rorteanhum dipléide ou hexapldide havia sido
reportado anteriormente para este complexo.

Nas espécies deiperella nem sempre os polipldides tém seus 6rgdos maendelvidos
em funcéo de efeitgiga. No caso dé&. alatum(2n = 2x = 18) o tamanho dos 6érgéos € nitidamente
maior que emS. marchioideg2n = 4x = 36), e tanto a primeira como a seguapl@sentam
estrutura vegetativa mais robusta que as espéipigsdds ocorrentes no estado do Rio Grande do
Sul.

As andlises realizadas para a esp8&cialatumevidenciaram pela primeira vez a ocorréncia
de dipldides (2n = 2x = 18), indicando a existémgecitotipos para esta espécie, ou talvez, que se
trate de espécies distintas, o que é prematuro gaErafirmado sem um estudo morfolégico
comparativo.

A taxonomia € uma area que tem sido beneficiadadgraente com o uso da citometria de
fluxo na andlise de genomas. Uma vez que a contagemossémica € laboriosa, um numero
limitado de individuos pode ser analisado, de taflonque populagBes similares fenotipicamente,
mas que diferem no nivel de ploidia, podem passsagercebidas (Misset e Gourret 1996; Lysak e
Dolezel 1998). Na Tabela 2 sao apresentados okawssi relativos ao valor Cx e quantificagéo de

DNA para sete espécies (incluindo as possiveiscespéovas). O valor Cx variou de 1,16 — 1,56
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pg. As espécies dipléides apresentaram valores2fe—11,55 pg; a tetrapléide marchioidesle

1,38 — 1,56 pg e o hexaplbi®e weiriiapresentou 1,16 pg.

Nenhuma diferencga estatisticamente significativeefecontrada entre as replicatas e todos
os coeficientes de variagcao apresentaram valoasabe 3 (dados nao apresentados). Em geral o
coeficiente de variagdo (CV) obtido em analisegjulentificacdo de DNA nuclear varia entre 1 e
10% em plantas, contudo, na maioria dos casoslosesade CV estdo abaixo de 3%, estes valores
representam o indice de confiabilidade da metodlotilizada na determinacdo do conteudo de

DNA nuclear (Marie e Brown 1993).

Um dos genomas com menor valor Cx foi encontradtex@ploideS. weirii (1,16 pg),
sendo, portanto, menor que o do tetrapl@denarchioideg1,38 — 1,56 pg) e dos dipldides (1,14 —
1,55 pg). E amplamente relatada na literatura atmgaracdo do genoma apds o processo de
poliploidizacdo, além da ocorréncia do fendmenotddevnsizing”, ou seja, existe uma redu¢ao no
valor C em relacdo as espécies progenitoras (L&tBlennett 2004). Benett et al. (2000) também
reportam a diminuicdo na quantidade de DNA com memio do nivel de ploidia em diversas
angiospermas, especialmente monocotiledéneas.el&(@007) descreve esse fendbmeno como uma
forma de reorganizacdo do genoma para o estabeletwnde uma fungdo normal do organismo
apos o estresse decorrente do desequilibrio cebuiginado pelo excesso de genes funcionais.
Cabe observar que. marchioidegtetraploide) ndo apresentou este fendmeno, pdsenée por
ser um poliploide de nivel mais baixo ou por telosjerado recentemente na evolucédo do género,

ndo havendo o tempo necessario para uma reorgaaizegucional do genoma.

Kenton et al. (1986) determinaram o valor Cx patdtas espécies deisyrinchium o qual
variou de 0,25 pg er8. tinctoriumaté 2,1 pg en$. alatum Dessa forma, o conteddo de DNA (8,4
pg) descrito para esta espécie tetraploide é aimailar que o descrito aqui para uma espécie
hexaploide §. weirii, 6,96 pg) do mesmo complexo. Apesar disto, 0 espesatia que

apresentassem o mesmo valor Cx ou similar ja qogpadilham o mesmo ancestral comum, no
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entanto apresentam um genoma significativamenténtdis Siljak-Yakovlev et al.(2008),

descreveram um fenémeno parecido ocorrendo no @&aenondaonde uma das trés espécies que
hibridizava possuia um genoma significativamentiereinte, propondo entdo que o valor do
genoma monopldide fosse diferente em funcdo deamoestralidade recente distinta, ou seja, que
as espécies evoluiram de um ancestral dipldéideadertho de genoma distinto, j& que um
incremento do valor C ap6s o evento de poliploghpaé considerado improvavel e em direcdo
contraria aos fendmenos subsequentes de reduc@&orgamizacdo gendmica que ocorrem no

genoma polipléide.

Um fato interessante a ser mencionado € a ocoaréiasi trés espécies polipldides em locais
de altitudes elevadas. A espécie hexapl@deveirii foi coletada nas maiores altitudes, acima de
1000 m do nivel do mar (Fig. 1). Apesar disso, nemd relacdo com a latitude de ocorréncia das
espécies diploides e poliploides foi encontradayaan a latitude seja citada como importante na
determinacdo dos padrdes de distribuicdo geograéfecaespécies Norte-Americanas do género
Sisyrinchium(Kenton et al. 1986). As espécies diploides ocormamMéxico e Sul dos EUA, as
tetrapléides no Norte dos EUA e aquelas com maivel de ploidia (octa e dodecapléides)
ocorrem no Canada (Goldblatt 1982; Rudall et a6)98to estd amplamente de acordo com o que
foi descrito para outras angiospermas, que apanente € uma regra, de forma que para altas
latitudes e altitudes séo esperadas frequénciasicigs de eventos e processos de especiacdo
poliploide, sendo citados como os fatores de maiuéncia na distribuicdo, formacdo e
especiacdo em populacdes polipléides (Soltis 20413; Stebbins 1984, 1985; Ehrendorfer 1980;

Grant 1981).

Dessa forma, a distribuicdo geogréfica de poligdigode ser distinta para cada complexo
poliploide encontrado em um género, dependendaipeimente da relagdo das espécies com a
estrutura edafo climatica na qual estes gruposssdbdiem. No hemisfério Norte, a distribuicdo dos
niveis de ploidia em espécies 8esyrinchiumapresenta uma correlagdo positiva com a latitude,

enquanto que as espécies do gérigyrinchiumda América do Sul parecem ndo apresentar
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nenhuma associacéo latitudinal ou longitudinal aetacdo ao aumento dos niveis de ploidia.
Apesar disto, a altitude tem demonstrado ser aipah fator responsavel pelo aumento em niveis
de ploidia para as espécies deste complexo. O aamernvalor C também tem sido citado como
um fendmeno favorecido pelo aumento altitudinal Radall et al. (1986), os quais descreveram
gue para algumas espécies do Hemisfério Sul hatami#€ncia de incremento no valor Cx e
aumento de tamanho dos cromossomos dos dipléidalgaimas espécies que ocorrem em maiores
altitudes. Estes autores também reportaram um aonmen valor Cx entre alguns grupos de
espécies. Essa informacéo é reproduzida fielmeotealguns clados formados na filogenia do
géneroSisyrinchium(Chauveau et al. 2011), na qual os dois clados besais encontrados na
arvore §. acreatéS.tinctorium S.angustissimunatéS. jamesonji foram constituidos por espécies
gue apresentavam menor valor Cx (inferior a 1) elacfo aos dois clados superiores (parte da
secaoSpathirachis se¢coedHydastyluse Viperella) com um valor Cx mais elevado (acima de 1).
Rudall et al. (1986) descreveram isso em funcanidel de ploidia que, fazendo um paralelo, nos
clados mais basais era alto, com as espécies ndorentre 2000 e 3000 m de altitude enquanto
gue os outros dois clados superiores (maior valgr &tam de espécies do Hemisfério Sul, na
maioria diploides. Esses dados evidenciam que mesnuefinicdo de se¢des o conteido de DNA
tem se mostrado de grande valia taxondémica. Al&sodidemonstram que durante a evolug¢do do
géneroSisyrinchium a poliploidizacdo e outras mudancas cromossomecaso a disploidia, tem
certamente ocorrido e sdo cruciais para um proc#gssespeciacdo simpdatrica rapida e eficiente.
Para a maioria das angiospermas, a duplicacdo ssgmmica € seguida pela divergéncia de genoma
e também pela diploidizacdo, dando origem a digad® em namero cromossdmico e conteudo de
DNA (Wendel 2000).

Goldblatt (1982) fez um estudo citolégico das icel#s neotropicais, embora ndo tenha
analisado espécies &syrinchium onde compilou dados que ja haviam sido publicatésquele
momento e propds que o numero cromossdmico basie gste género seria x = 9, com X = 8

sendo um numero basico secundario, derivado pplodti&a decrescente de x = 9. De acordo com
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Rudall et al. (1986) a secdchthronemapossui dois grupos bem definidos por seus numeros
cromossOmicos basicos (x = 8 ou x = 9) e tamanharalmossomo (pequeno ou variavel), contudo
este parece ser um grupo artificial na filogenidemdar publicada por Chauveau et al. (2011).
Esse grupo apresenta-se artificial por considergran de fusdo das anteras como carater de
diferenciacdo das outras se¢des do género; corsid@aracteristica apresenta-se muito distribuida
na filogenia ndo sendo suportada como uma sinag@moorfolégica, provavelmente em funcao
de multiplas origens dispersas durante a histévisludva do género, sendo, portanto uma
convergéncia adaptativa. Além disso, 0 nimero css@mico basico se mantém bem preservado
dentro dos clados da filogenia, com excecdo na Baddogenia, onde existem alguns numeros
ainda ndo bem compreendidos (Chauveau et al. 2011).

Os numeros cromossdmicos e o conteudo de DNA geEies deSisyrinchiumanalisadas
neste trabalho, em geral, seguem o padrdo citagendescrito para a maioria dos grupos
taxondmicos da familia Iridaceae. Aparentementeespgcies dipldides derivam de um ancestral
comum com tamanho de genoma similar as espécias gitu que o valor Cx foi essencialmente o
mesmo para as espécies deste complexo. Contutio,guis muitas das espécies do “compl&xo
vaginatuni apresentaram o mesmo namero cromossémico, sendmero cromossémico basico x
= 9, futuros estudos com andlise morfoldgica, astaucromossémica e comportamento meiético
nos polipldides e dipldides sdo cruciais para adsi@ggenciacdo cariologica, contribuindo para um
suporte citotaxondbmico dessas espécies. Avaliagfiganto ao posicionamento de blocos
heterocromaticos pelo uso de bandeamento cromossdfnandas C, NOR, CMA3, DAPI) e
estudos de hibridizagdaon situ permitirdo inferéncias quanto a evolugdo carioéipie,

consequentemente, contribuirdo no entendimentoetiagdes filogenéticas dentro do género.
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Tabela 1Localizagdo geografica das espécies analisadesrdplexoSisyrinchium vaginatum

Espécie Cddigo Altitude Latitude Longitude Localidade
(voucher)*
Sisyrinchium marchio ESC318 975 26°10'15,2" 49°14'4,6" Campo Alegre, SC
(Vell.) Steud.
S. balansa®aker ESC464 895 29°29'11,9" 50° 13'15,6" Saméisco de Paula, RS
S. vaginatunssp ESC228 27° 43' 35,2" 50° 20' 07,6" Lages, SC
perpruinosunRavenna
S. vaginatum ssp. ESC463 Pelotas, RS
vaginatumSpreng. ESC546 112 28° 35'39,4" 55° 38' 49,3" Santo Antdnio das Missdes, RS
ESC476 72 31° 48' 58,0" 52° 36' 53,4" Capéo do Leédo, RS
LBCO02 122 30° 02'51,6" 51°07' 01" Porto Alegre, RS
ESC471 394 31° 31'20,0" 53° 30'40,1" Candiota, RS
ESC563 835 29° 04' 00,4" 50° 58' 31,5" Caxias do Sul, RS
S. parvifoliumBaker ESC560 140 29° 38' 05,8" 54° 16' 05,5" Unistalda, RS
S. restioidesSpreng. ESC217 29° 23' 06" 50° 26' 09" Séo Francisco de Paula, RS
ESC252 27° 37' 07,3" 500 20' 43,1" Correia Pinto, SC
sp noval ESC383 839 26° 22' 00,5" 52° 31'57,9" Maridpolis, PR
Sp novaz2 LBCO1 30° 02' 51,6" 51°07' 01" Porto Alegre, RS
ESC140 30°03'35,18" 51° 07'29,30" Porto Alegre, RS
S. marchioidefRavenna ESC319 971 26° 10' 13,9" 49° 13' 59,6" Campo Alegre, SC
ESC562 835 29° 04' 00,4" 500 58' 31,5" Caxias do Sul, RS
ESC580 Cambara do Sul, RS
S. weiriiBaker ESC359 1048 25° 27' 55,8" 49° 44' 54,1" Balsa Nova, PR
ESC248 25° 26' 05,4" 49° 50' 54,5" Palmeira, PR
ESC340 1127 24°21'17,4" 49° 48' 22,1" Jaguariaiva, PR
S. alatumHook. ESC239 26° 05' 10,2" 51°39'42,9" Bituruna, PR
ESC232 27°00' 21,4" 51° 52' 25,2" Irani, SC

*Cddigo do coletor - ESC: Eggers e Souza-Chies; 1LRGis Brisolara Corréa.
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Tabela 2Numero cromossoémico e conteudo de DNA em espéoiésotnplexoSisyrinchium vaginatuin

Espécie Cadigo N 2C n Antera Cx Cx
(voucher) (P9) (mm) (P9) (Mbp)
S. marchio ESC318 18 1,70
S. balansae ESC464 6 2,54+0,06 9 1,27 1.244.,6
S. vaginatum ESC228 9 1,30

perpruinosum

S. vaginatum ESC463 5 2,68+0,08 9 1,20 1,34 1.313,2

vaginatum ESC546 4 2,64+0,07 9 1,40 1,32 1.293,6
ESC476 9 1,20

LBCO02 1 2,51 9 1,20 1,25 1.225,0

ESC471 5 2,60+0,07 1,30 1.274,0

ESC563 1 2,28 1,14 1.117,2

S. parvifolium ESC560 9 3,11+0,06 9 1,55 1.519,0
S. restioides ESC217 9 1,00
ESC252 9 1,10

sp noval ESC383 1 2,94 9 1,50 1,47 1.440,6

sp nova2 LBCO1 9 2,65+0,04 9 1,30 1,32 1.298,5
ESC140 9 1,40

S. marchioides ESC319 1 6,26 18 1,90 1,56 1.528,8

ESC562 5 5,86+0,10 18 2,68 1,46 1.430,8

ESC580 6 5,54+0,11 18 2,56 1,38 1.352,4
S. weirii ESC359 27 2,40
ESC248 27 2,00

ESC340 1 6,96 27 2,10 1,16 1.136,8
S. alatum ESC239 9
ESC232 9

N = numero de plantas analisadas para citometrimuxie; 2C = conteido de DNA somatico e desvio gagdn= nimero cromossémico
hapldide; Cx = conteddo por genoma monoploide; pgantidade de DNA em picogramas; Mbp = quantidesdBNA em Mega pares de
base.
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Fig. 1 Mapa em relevo e localizacdo dos pontos de colata ps espécies do “complexq
Sisyrinchium vaginatuim Simbolos indicam a localizacdo das populacfes s espécies
analisadas.S. marchioides(‘ff(), S. palmifolium (O), S. vaginatum(®), S. vaginatumssp.
perpruinosum(A\), S. balansag(A), S. parvifolium (@), S. restioides(®), S. marchio (i),
Sisyrinchiumsp. nova 1*), Sisyrinchiumsp. nova 2Wl), S. alatum(3), S. weirii (#). Barra

equivale a 100 Km.
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Fig. 2 Complemento cromoss6mico hapléide em CMPs (céldea-de-polen) das espécies
do complexdSisyrinchium vaginatupem DiacineseA. S. vaginatum perpruinosufn = 9);
B. S. marchioidegn = 18);C. ESC140 (sp. nova, n = 9. S. restioidegn = 9);E. S.
parvifolium (n = 9); F. S. alatum(n = 9); G. S. weirii (n = 27);H. S. vaginatumn = 9).

Escalas correspondem a .
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CAPITULO IV

CONSIDERACOES FINAIS



CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados moleculares e citologicos obtidogenémbalho constituem dados
inéditos e levantam uma série de questdes a resgaitdiversificacdo dé&isyrinchium
vaginatum

A extensa diversidade morfolégica encontrada easeespécies deste grupo é
marcante e esta, aparentemente, associada a umog@mo fenotipico real entre estas
espécies e ndo a uma plasticidade morfologicaitéaias como 0 que ocorre em ecotipos ao
longo de um gradiente geogréfico. Durante as cglefaando houveram espécies ocorrendo
em simpatria, muitas vezes com poucos centimetrye endividuos de espécies distintas,
nao havia nenhum indicio da formacéao de hibridostpos.

As analises relativas a diversidade genética elawero cromossémico realizadas para
as diferentes espécies e populagcbes do “com@esywinchium vaginatuhmo Sul do Brasil
sugerem uma alta variabilidade intra-populacional maioria dessas espécies. Também
mostraram que os diferentes fenoétipos respectiviada uma das espécies analisadas foram
devidamente associados com seu nivel de ploidioéas as populacdes. Ou seja, ndo parece
haver variagdo do niumero cromossémico dentro da eath das populacdes e nem entre as
diferentes populacdes da mesma espécie.

As analises de agupamento por individuos evidemtiague os individuos de cada
local de origem aguparam-se entre si, sem que Bsavaistura de individuos de diferentes
populacdes. Contudo, as duas populacteS. ddatum embora com significativa separacao
geografica, apresentaram baixa taxa de variacéoerihter-populacional.

Os numeros cromossOmicos e conteudos de DNA desard literatura para este
grupo se restringem a uma unica espé&igyrinchium alatumcom 2n =4x =36e Cx = 2,1
pg de DNA. Contudo, as trés amostras anteriormantdisadas para esta espécie, eram

originais do México (1) e do Peru (2) (Kentehal, 1986; Ruddakt al, 1986). Apos a
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comparacao com os valores de conteudo de DNA emrclm® em nossas amostras pode-se
inferir que aquela deve ser uma outra espécie,sgiggenoma (valor Cx) foi praticamente o
dobro do encontrado entre as espécies estudagessertando um citétipo distinto (2n = 2x
= 18) daqueles tetraploides (2n = 4x = 36) citagmsKentonet al (1986) e Ruddaét al
(1986).

As analises de determinacdo do numero cromossomémitiram verificar a
ocorréncia de dois niveis de ploidia nos estadoRidoGrande do Sul e de Santa Catarina
(dipléides com 2n = 2x = 18 e tetraploides com 2Ax= 36) e trés niveis de ploidia no
estado do Parana (diploides, tetraploides e hexgs@om 2n = 6x = 54). Os diploides foram
descritos pela primeira vez para a se¥gmerella sendo o nivel de ploidia mais frequente
entre as espécies do Sul do Brasil. Com relacaorfologia, era esperada uma relacéo entre
o nivel de ploidia dos individuos e o tamanho natatlos 6rgdos da planta, tal como ocorre
para a maioria das espécies poliploides descotase o efeito diga’ é responsavel por um
aumento no tamanho geral da planta ou de estrutepasdutivas e vegetativas, tais como
flores, frutos, folhas, grdos de pdlen e semerRssngey & Schemske, 2002; Adams &
Wendel, 2005; Chen, 2007). Embora nao tenha sidontrada nenhuma associacao quanto
ao tamanho geral das plantas (altura, porte, congoito de ramos), a maioria das espécies
dipldides apresentavam espatas, flores, capsutasnentes menores que as de polipléides.
Apesar disso, uma excecédo foi encontrada nestelogsiu alatum(2n = 2x = 18) néo
apresentou um fendtipo reduzido em relacdo aoplpmles. Esta espécie apresentou capsulas
e folhas ainda maiores que todos os polipléidesdesibs, evidenciando que a morfologia
caracteristica para esta espécie ndo € em funcpoligéidizacdo, mas sim de sua historia
evolutiva.

Todos estes resultados tém evidenciado que a @idi@litem sido um fator de extrema

relevancia na diversificacdo deste grupo. Uma bg®sobre a possivel origem hibrida destes

93



polipldides ndo pbde ser sugerida no momento, donparece plausivel se pensar em
alopoliploidia, jA que existem muitas espécies dilijgls que partilham uma mesma
distribuicdo geografica, e uma vez que a alopatidogera novas combinacées genémicas e
uma ampla reestruturacdo do genoma como um todsticondo uma fonte adicional de
diversidade genética, com implicacbes evolutivapoitantes no processo de especiacao
(Soltis & Soltis, 1999). Apesar disso, no trabalt® Kentonet al. (1986), o0s autores
apresentem um cariograma da esp8caatum que possui um cariétipo compativel com uma
autopoliploidia, apresentando nove grupos morfaldgji com quatro cromossomos em cada
um.

A maioria dos grupos taxondémicos em lIridaceae taml@resentam poliploidia,
sendo estimado que 60% das espécies do Hemisfente Mao poliploides e que nas
Américas do Sul e Central, sdo reportados polip®idtetra e hexapldéides) para,
praticamente, todas as espécies da tribo Tigrideamstituindo um fator de peculiar
relevancia na evolucéo e diversificacdo das espélgsta familia (Goldblatt & Takei, 1997;
Goldblatt, 1982).

Pouco se sabe a respeito da biologia reprodutivgéteroSisyrinchium e como a
poliploidia tem atuado modificando a fenologia e estruturas reprodutivas nas varias
espécies que compdem o génewsyrinchium Da mesma forma, sdo desconhecidas
alteracdes associadas ao comportamento dos pdimes Para algumas espécies de
Sisyrinchiumda América do Norte, ja foram descritas modifies;fia maturacdo dos 6rgaos
reprodutivos florais associadas com o nivel ded@odas plantas. De forma que espécies
protandricas apresentaram reducéo no intervalordelarecimento das partes reprodutivas
conforme aumentava o nivel de ploidia das espéemsdadas, favorecendo a auto-
fertilizagcdo nas espécies auto-compativeis (Heonders976). Além disso, neste mesmo

estudo, a auto-compatibilidade foi mais comum re®@es com altos niveis de ploidia.
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Geralmente, espera-se que as plantas polipléidesaygem taxas mais elevadas de auto-
fecundacéo do que seus progenitores diploidesi(Stel®50). Nas espécies com mecanismos
genéticos que controlam a auto-incompatibilidadepedindo a auto-fecundacdo, a
poliploidia poderia ser favorecida pela quebra elesstema de incompatibilidade genética.
No entanto, Mable (2004) acessando uma ampla bas#gados a respeito dos numeros
cromossomicos, niveis de ploidia e sistema de ctibijpgade em angiospermas, verificou
que existem evidéncias de associacao entre palipleiautocompatibilidade.

Dentre as espécies brasileiras do géngisyrinchium micranthurfuma espécie com
elaioforos) foi estudada por Truyliet al. (2002), sendo descrita como uma espécie de
fecundacéo cruzada, auto-incompativel com difesemga periodo de amadurecimento das
partes reprodutivas (protoginia). Da mesma formeit&s & Sazima (2003), descreveram
aspectos relacionados a biologia reprodutiv&idgrinchium vaginatunctontudo esta espécie
provavelmente € um polipldide e teve uma deterndinagquivocada, diferindo da espécie
S.vaginatumna qual os estudos de biologia reprodutiva t@meam no presente traball&.
vaginatumapresentou padréo similar de antese floral aquederito por Freitas & Sazima
(2003), no entanto, a fenologia foi distinta, ngweaentando pico de floragdo durante o
inverno (maio a agosto), mas durante a primavetarfro a dezembro). E esperado que em
espécies polinizadas por sirfideos, como aquelssriths por Freitas & Sazima (2003) haja
uma variabilidade genética intra-populacional ilmieaquela das espécies polinizadas por
abelhas, isso se deve ao comportamento do polonizagle pode proporcionar um
favorecimento do fluxo génico entre individuos amenor grau de parentesco.

Diversos fendmenos podem explicar um cenério dealwhversidade genética, como
autofecundacao, alteracdes entre as interacOemgalinizador, eventos estocasticos, efeito
fundador, reducdo no tamanho efetivo de populabatiléneck entre outros. Com isso,

guanto a espécigisyrinchium alatunf2n = 2x = 18) analisada no presente trabalhainha

95



baixa probabilidade de que a pequena porcentagepolif@orfismo encontrada em suas
populacdes seja devida a efeito fundador, j& quepadrdo polimorfico muito similar foi
encontrado nas duas populacdes, as quais foratadaseem diferentes estados (SC e PR),
com uma distancia de pelo menos 120 kildbmetroseadrduas populacdes. Além disso, a
reproducdo assexual é improvavel em virtude danaisé&le caracteristicas morfologicas
relacionadas a esta adaptacdo, como estoldoes, rapros raizes adventicias, rizoma
estolonifero, etc. No entanto, devido a observaligiama planta isolada (ESC232), que sob
cultivo formou frutos sem uma planta doadora deemodlprovavelmente, sendo de
autofecundacéo espontanea, cujas sementes foragisyisso explica a menor variabilidade
genética encontrada nesta espécie em relacdo asoatrto-incompativeis, coms.
vaginatum

A poliploidia constitui um mecanismo relevante @gpexiacdo das plantas e no caso
de Sisyrinchium vaginaturé evidente seu papel na diversificacdo das esppenrtencentes a
este complexo e ocorrentes no Sul do Brasil.

A integracao de diferentes ferramentas para aval@aracterizar a variagdo ocorrente
neste complexo foi de extrema importancia e revaloecessidade de se utilizar diferentes
ferramentas com novas abordagens para a compregosgoocessos evolutivos envolvidos
como um todo.

Em vista de tantas questdes a serem esclarecislggerapectivas futuras séo de
amostrar uma area maior de distribuicdo geograficBrasil e na América Latina e manter as
abordagens citogenéticas e moleculares. Contudemprego de novas tecnologias de
citogenética molecular devem ser pensadas, poisdogtde FISH e GISH, assim como,
marcadores moleculares de heranca co-dominante soonossatélites, sdo imperativos para
se estimar a diferenciac&o cariologica e a pogtlié de se fazer estimativas de fluxo génico

e taxas de cruzamento entre estas espécies, reapemite. Além disso, sdo necessarios
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estudos de diversidade populacional, com um numeior de individuos por populacéo, que
associados com a determinacdo do sistema reproddéstas, serdo determinantes para a

formacéao de modelos de conservacao e manejo a=ftasies.
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