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RESUMO

O géneroCalydorea pertence a familia Iridaceae, com aproximadamédiie
espécies, ocorrendo exclusivamente na América tid8untre essas;alydorea crocoides
Ravenna destaca-se por ser uma espécie bulbosagpeom distribuicdo predominante
no Sul do Brasil, na Regido dos Campos de Cimaedea $10 Rio Grande do Sul. Esta
regido contém um numero elevado de plantas endénsieado particularmente importante
para estudos relativos a conservacdo e a padroafveesificacdo em um ambiente
subtropical de transicdo. Os Campos de Cima daa Ssmrespondem a uma regiao
bastante antropizada por praticas agricola e esstat 0 que sem davida fornece um
laboratorio natural para o estudo da origem e gwaséo da biodiversidade. O presente
estudo objetivou investigar a variabilidade gerétE caracterizar com ferramentas
citogenéticas a espéci€alydorea crocoidesocorrente na Regido Sul do Brasil. Os
resultados da analise da variabilidade genétitiaando sete marcadores Inter Sequéncias
Simples Repetidas (ISSR) para 235 individuos peetgies a oito populacdes d&
crocoides amostradas nos estados do RS e SC mostrou queessidiade genética
detectada ao nivel populacional foi baixa, no dotan nivel de espécie foi relativamente
alta evidenciando uma moderada estruturacdo papoklc Espécies com faixa de
distribuicdo geografica limitada tendem a mantenones niveis de variacdo genética do
que espécies com distribuicdo geogréfica amplaerBidade genética alta € esperada ser
encontrada em uma espécie que tem vida longa, Umdreguéncia de fluxo génico e
dispersdo de sementeSspécies com baixo fluxo génico, resultado observeih C.
crocoides tendem a apresentar maior diferenciacdo gendticque espécies com alto
fluxo génico refletindo um certo grau de isolameespacial, embora ndo tenha havido
correlacdo entre distancia geogréfica e distanergtica. Provavelmente o nivel atual de
diversidade genética seja apenas um reflexo pateialm polimorfismo ancestral @&
crocoides,uma vez que é sabido que o fluxo génico atuahiéddo entre as populacdes. A
fragmentacdo da populacdo pelas atividades humaaa®hém pode aumentar
artificialmente a diferenciacdo genética entre@sufacdes ao longo do tempo. Resultados
provenientes das analises citogenéticas mostraumai@.ccrocoides uma espéecie diploide
(2n=14), nimero cromossdmico basico x=7, com @tpad claramente assimétrico, sendo

marcado pela bimodalidade. A avaliacdo da arqudetariotipica € de extrema relevancia



para inferéncias acerca da evolugcdo cromossémidamdia Iridaceae uma vez que a
grande diversidade de numeros e tamanhos cromass®n@ncontrada resulta da
ocorréncia de eventos de rearranjos cromossond@@pidias e poliploidia. A assimetria
cariotipica, provavelmente resultante de inversdjes translocacfes, sugere a evolucao
recente deC. crocoides,embora uma alta viabilidade polinica tenha sidoenlzla.
Mesmo que alteragdes cromossOmicas resultassem ienmuitdo da fertilidade,
provavelmente a presenca de bulbos@ntrocoidespermita a sobrevivéncia da espécie
via reproducdo assexuada. Os dados gerados porrasaho sdo inéditos e ampliam o
conhecimento acerca do géndéalydorea e principalmente da espédie crocoides A
associacdo de dados moleculares e citogenéticos,cbmo de caracteres morfologicos
permitira uma melhor compreensao dos processostexad que envolvem este grupo de

espécies.



ABSTRACT

The genugLCalydorea which belongs to the family Iridaceae, compriabsut 16
species and occurs exclusively in South America.oAgn these speciesCalydorea
crocoides Ravenna highlights for being a bulbous, perenmsiécies which occurs
predominantly in the Southern Brazil, in the CampesCima da Serra region in Rio
Grande do Sul. This region contains numerous erdeplants and is considered
particularly important in the conservation apprachand studies concerning the
diversification patterns in a subtropical enviromm&ansition.The Campos de Cima da
Serra region is very disturbed by agricultural axttactive practices, which undoubtedly
provides a natural laboratory for studying the iorignd biodiversity conservation. The
present study aimed to investigate the geneti@bdity and characterize with cytogenetic
tools Calydoreacrocoidesoccurring in southern Brazil. The results of thelgsis of
genetic variability using seven Inter Simple SeaqeeiRepeat (ISSR) markers to 235
individuals from eight populations @. crocoidessampled in the states of RS and SC
showed that the genetic diversity detected at thulation level was low, however the
species level was relatively high indicating a mratke population structuring. Species with
limited geographical distribution range tend to main lower levels of genetic variation
than species with wide geographic distribution. tHggenetic diversity is expected to be
found in a species that has long life, a high fesopy of gene flow and seed dispersal.
Species with low gene flow, a result observe@ircrocoides tend to have higher genetic
differentiation than species with high gene floWleeting a degree of spatial isolation,
although there was no correlation between geograpistance and genetic distance.
Probably the current level of genetic diversityoidy a partial reflection of an ancestral
polymorphism ofC. crocoidessince it is known that the current flow is resd among
populations. The fragmentation of populations bynhao activities can also artificially
increase the genetic differentiation among popoeti over time. Results from the
cytogenetic analyses showed that crocoidesis a diploid species (2n = 14), basic
chromosome number x = 7, with the karyotype cleadymmetrical, being characterized
by bimodality. The evaluation of karyotype architee is very important for inferences
about chromosomal evolution in the family Iridacesice the great diversity of

chromosomal numbers and sizes found, results frmotcurrence of chromosome!



rearrangements, disploidy and polyploidy. The ktyge asymmetric, probably resulting
from inversions and/or translocations, suggesesant evolution o€. crocoidesalthough

a high pollen viability has been observed. Evenogiosomal changes resulted in
decreased fertility, probably the presence of bulliS. crocoidesallow the survival of the
species through asexual reproductidime data generated by this work extend the
knowledge about the gen@alydoreaand especially for the speci€s crocoides The
association of molecular and cytogenetic data dsasemorphological characters allowed

better understand the evolutionary processes imghhis group of species.
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INTRODUCAO

IRIDACEAE - ASPECTOS MORFOLOGICOS, SISTEMATICA E
FILOGENIA.

A familia Iridaceae Jussieu pertence a ordem Agpéga (APGIII 2009) com cerca
de 2.030 espécies distribuidas entre 65-75 génemgjo uma familia relativamente
grande dentre as plantas monocotiledoneas (Galdblgtanning, 2008). Iridaceae possui
ampla distribuicio mundial, tendo o sul da Africano seu principal centro de diversidade
e a América do Sul o segundo centro de diversid@teikr & Capellari Jr, 2003). No
Brasil, a familia esta representada por 19 génerbS6 espécies, dentre as quais 60 séo
endémicas, distribuidas desde a caatinga e a relgidcerrado, ao longo da Floresta
Atlantica, até a regido Sul do pais, nos campas Eloresta de Araucarias (Eggetsal,
2012).

Grande parte das espécies nativas da familia taigestudada até entdo devido ao
curto periodo de florescimento, a fragilidade dase$ e a dificuldade de preservagédo das

caracteristicas morfolégicas importantes para @gfindas espécies (Eggers, 2008).

7

Iridaceae é constituida por ervas, raramente avhsstperenes ou anuais. Sao
plantas que podem apresentar sistema caulinarsari#e do tipo bulbo, cormo ou rizoma
e caule aéreo presente ou ndo. Apresentam follsasskau caulinares em numero variado,
cilindricas ou laminares, lineares ou ensiformdangs ou plicadas, paralelinérveas,
equitantes ou nao, bi ou unifaciais. As flores di&postas em inflorescéncia determinadas
do tipo ripidio, frequentemente modificada e asesereduzidas a uma flor solitaria,
terminal. Flores bissexuadas possuem simetrialradibilateral. Apresentam seis tépalas,
as externas as vezes diferenciadas das intemaes bu conadas, petaloides. Os estames
sdo em numero de trés (dois &iplarrhena Labill), opostos as tépalas externas, com
filetes livres ou conados, anteras lineares ouadas. Ovario infero (supero dsophysis
Moore), sincarpico, tricarpelar, trilocular, platagéo axilar, multiovulado. Possuem trés
estiletes, livres ou unidos parcialmente, estignmasiros a profundamente divididos
(Figura 1). Em quase todos os géneros, o frutaé @Apsula loculicida), com pericarpo
firme e cartilaginoso ou papirdceo a rigido e leghoSementes com abundante

10



endosperma, tipicamente duras e relativamente gsaf@didcet al, 2007; Goldblatet al,
2008).

Figura 1- Aspectos morfoldégicos d€alydorea crocoidesA- Flor em vista frontalB-
Anteras e estilete€- Fruto. D- Individuo isolado, flor, espatas envolvendo o figidE-
Individuos agregado§- Bulbos. Fotos: Leandro Dal Ri

Iridaceae € um grupo boténico complexo taxonomicémesendo a segunda
familia mais numerosa da ordem Asparagales (Gdtd&l&anning, 2008). Dahlgreet
al. (1985) realizaram os primeiros estudos filogeoétida familia Iridaceae. Esses autores
consideraram cinco subfamilias: Aristeoideae, Igsploideae, Iridoideae, Ixioideae e
Sisyrinchioideae, dispondsgeosiris aphyll&em Geosiridaceae.

O primeiro estudo cladistico amplo da familiadddae, abrangendo um total de 52
caracteres morfolégicos, embriolégicos, citologjopsimicos e anatdbmicos foi realizado
por Goldblatt (1990), segundo este autor a fanidiadividida em quatro subfamilias:
Iridoideae (tribos Trimezieae, Irideae, Sisyrinagie Tigridieae, 42 géneros, 60 espécies),

11



Isophysidoideae (género monoespecifico), Ixioideaatualmente Crocoideae - (tribos
Pillansieae, Watsonieae e Ixieae, 28 géneros, §p€ces) e Nivenioideae (seis géneros,
83 espécies). Neste trabalho foi apontado queba Tigridieae é pouco compreendida
taxonomicamente, apresentando trés importantepaimafias: folhas plicadas, presenca
de bulbo e numero cromossémico basico x=7. Devidlifiauldade em se obter uma
classificagdo de consenso entre algumas subfandéagidaceae, estudos posteriores

foram realizados na tentativa de elucidar essaslidsiv

Souza-Chiegt al (1997) analisaram a filogenia molecular de Iredee; com base
no gene plastidiatps4,mostrando que a monofilia da familia é bem stzten em
conformidade ao demonstrado por Dahlgetnal. (1985). A monofilia da subfamilia
Nivenioideaendo foi confirmada, evidenciando o parafiletismo giapo que reldne os
génerosAristea Aiton, Nivenia Ventenat ePartersoniaR. Brown. Isophysis tasmanica

Moorefoi indicada como sendo a espécie mais basal ndidam

Reeveset al (2001) utilizando quatros regides do DNA plastidios genes
codificadoresrbcL, rps4, o introntrnL e o espacador intergénitmlL-F) realizaram um
estudo de sistematica molecular em Iridaceae. Baltra indicou que as subfamilias
Isophysidoideae, Iridoideae e Crocoideae (ou Iea@ sdo monofiléticas, com excec¢do de
Nivenioideae que forma um grado basal com Ixioidé¥esultado este congruente aos
observados por Goldblatt (1990) e Souza-Chkieal (1997) em relacdo a monofilia das
subfamilias. A parafilia em Nivenioideae se deyaesenca de sequéncias extremamente
divergentes, além de auséncia de sinapomorfiasoibgitas.Geosiris aphyllareferida as
vezes como Geosiridaceae ou Burmannigciaeancluida no grado de Nivenioideae, e

Isophysis tasmaniceonsiderada como grupo irmao do restante da familia

Um estudo filogenético multigénico em Iridaceakzaindo o introrrpsl6, a regiao
trnL-F e os genesbcl, rps4 emak foi realizado por Goldblatet al. (2008). Os autores
confirmaram a posicao de Isophysidoideae como gimumpao ao restante da familia e a
parafilia da subfamilia Nivenioidegeropondo uma nova disposi¢éo infrafamiliar, com a
criacdo de trés novas subfamilias (Aristeoideaderf@anioideae e Geosiridoideae),
tornando Nivenioideae monofilética e reconhecendstal forma, sete subfamilias:
Isophysiodeae, Patersonioideae, Geosiridoideasteditdeae, Nivenioideae, Crocoideae e
Iridoideae, classificacdo hoje aceita.

12



Todas as espécies autdctones americanas de leéd@egtencem a subfamilia
Iridoideae e compreende as tribos: i) Diplarrher{eaerrentes na Australia e Tasmania);
i) Irideae (Africa, Eurasia e América do Nortd)) Tigridieae (Sul da América do Norte,
Ameérica Central e do Sul); iv) Trimezieae (AmériCantral e América do Sul) e v)
Sisyrinchieae (Américas e Austrdlia) (Goldbkittal., 2008).

As tribos Tigridieae, Sisyrinchieae e Trimezieae sldfamilia Iridoideae tém
representantes no sul do Brasil. De forma geraBmail a familia esta representada por
19 géneros e aproximadamente 156 espécies, seadi2qlesses géneros sdo encontrados
na regidao sul do Brasil. Os mais representativas Galydorea Herb. (nove espécie)
(Figura 2),

|:| C. alba, C. amabilis, O approxiima, C
azurea, C basalica, C. campestris, T
croceides, O Jongipes

. T compesiris, U longines

. C. compesiris

|:| C gardneri

Figura 2- Mapa de distribuicdo geografica @alydoreaHerb.
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CypellaHerb. (onze espéciedjlerbertia Sweet (seis espécies)SasyrinchiumL.
(45 espécies) (Eggees al, 2012).

Tigridieae inclui as espécies americanas bulbosasfolhas plicadas, abrangendo
0s género®\lophia Herb., Calydorea Cardenanthusk. C. FosterCipura Aubl., Cobana
RavennaCypella EleutherineHerb., EnnealophusN. E. Br, GelasineHerb., Herbertia,
HesperoxiphionBaker, Larentia Klatt, Mastigostyla I.M. Johnst., NemastylisNutt. e
Tigridia Juss, compreendendo 172 espécies e duas subffibigsdiinae e Cipurinae
(Rodriguez & Sytsma, 2006; Goldblattal, 2008).

A tribo Tigridieae esta estritamente distribuidaMovo Mundo, com centros de
diversidade na América do Sul e areas no Méxicouatédnala, sendo uma tribo com
relacdes filogenéticas pouco compreendidas (RoelziguSytsma, 2006). As dificuldades
taxondmicas séo devidas a grande variacdo mort@dgiduracdo efémera das flores, que

tem favorecido a criacdo de um grande numero dergértom poucas especies.

Um estudo envolvendo caracteres morfolégicos e entdees de 23 espécies da
tribo reconheceu a monofilia do grupo, que compteaiois clados principais. O primeiro
clado inclui os géneros pertencentes a subtribair@ige: Calydorea, Cipura, Cypella e
Nemastylis 0 segundo inclui todos os géneros tradicionaleehspostos na subtribo
Trigridiinae, além déleutherine, Ennealophus, Cardiostigm&lemastylisanteriormente
dispostos em Cipurinae (Rodriguez & Sytsma, 208@gundo estes autores, houve uma
recorrente dispersdo de espécies da subtribo sriGana Cipurinae em direcdo a
Ameérica do Norte, sugerindo a origem sul-americdmalado mexicano-guatemalteco das

espécies da subtribo Tigridiinae.
O GENEROCALYDOREAHERSB.

Calydorea é um género cuja monofilia vem sendo questionaola gmglobar
diversos géneros que expandem sua circunscricéauy€huet al, 2012; Souza-Chiest
al., in pres3.Goldblatt & Henrich (1991) tendo como base umaiaa cladistica utilizando
dados morfolégicos d€alydorea, Salpingostylig/. Bartram,CardiostigmaBaker, Itysa
RavennaCatila RavennaOnira, Cypelae outros géneros, concluiram ¢Dardiostigma
Itysa Catila e Salpingostylissdo incluidos enCalydorea ndo sendo géneros validos.

Calydorea seria um membro moderadamente especializado deletrd@igridieae que
14



possivelmente evoluiu de um ancestral semelha@gpalla,no qual os ramos do estilete
perderam o espessamento e 0s apéndices apicaiscdrem reducdo entre as tépalas
externas e internas. A flor deatilla amabilis € a mais préxima deste tipo ancestral.
Segundo estes autor€ardiostigmae Salpingostyligificilmente séo distinguiveis entre si
e diferem deCalydoreapeloestilete que se divide proximo do apice das angrasamos
simples e que tal caracteristica nao justificase@aracao genérica.

A taxonomia deCalydoreasofreu mudancgas ap0s os resultados do estudoackaliz
por Rodriguez & Systma (2006) utilizando dados mualeres e morfoldgicos para a tribo
Tigridieae. As espécieS. mexicana(R. C. Foster) Goldblatt & Henrich @. coelestina
(W. Bartram) Goldblatt & Henrich, dispostas ebalydoreapor Goldblatt & Henrich
(1991), e que ocorrem na América Central e Amé#&lorte, foram retiradas do género
e incluidas enCardiostigmaBaker eSalpingostylisSmall, respectivamente. Goldblatt &
Manning (2008) também revalidaram o génSadpingostylisdevido a auséncia de dados
citolégicos necessarios a possivel transferénci&.deoelestinaBartram pararigridia,
invalidando assimC. coelestina. Atualmente, os sinbnimos genéricos aceitos para
Calydoreaséao: Catila Ravenna, tipoC. amabilis = C. amabilis (Ravenna) Goldblatt &
Henrich; ItysaRavenna, tipoltysa gardneri(Baker) Ravenna€. gardneriBaker; Tamia

Ravenna, tippTamia pallengGriseb.) Ravenna €. pallensGriseb.

Calydoreapossui aproximadamente 16 espécies, inclui@dbla, Itysa e Tamig
ocorrendo exclusivamente na América do Sul (GottdlslaManning, 2008; Goldblatet
al., 2008). Este género caracteriza-se por apregglataas perenes, pequenas, com bulbos
providos de tunicas de cor marrom escura (FiguraA%)folhas sdo pouco numerosas,
lineares ou ensiformes. O caule florifero € simpkepouco ramificado, as inflorescéncias
sao ripidios, com espatas verdes, de texturas na@dbEas a coriaceas. As flores séo
radialmente simétricas, com tépalas subiguais @xt@snas marcadamente maiores que as
internas, com coloracdo variando de branca a parpscuro. Os estames séo
simetricamente arranjados, com filetes livres, rdertes, anteras suberetas ou
divergentes, frequentemente associadas aos ramesitde. O estilete é curto ou excede
um pouco as anteras, dividido em trés ramos cartoegos. As capsulas sdo obovoides a

cilindricas, contendo sementes angulares.
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Na América do Sul, espécies @alydoreaforam registradas em quase todos o0s

paises, exceto no Equador, Guiana Francesa, Pemiirame (IPNI 2012; KEW, 2012;
TROPICOS, 2012) (Tabela 1).

Tabela 1 —Lista das espécies @alydoreaencontradas na Ameérica do Sul e o seu

respectivo local de ocorréncia.

Local de ocorréncia

Argentina

Brasil

Bolivia

Espécie

Referéncia

C. amabilis(Ravenna) Goldblatt & Ravenna, 1983, 2001

Henrich

O 0O 0O 00 0000000000000 O00o0

. approximateR. C. Foster,
. azure&latt

. campestrigKlatt) Baker

. minimaRoitman & Castillo
. huda(Herb.) Baker

. pallensGriseb

. undulataRavenna

. alba

. amabilis

. approximata

. azurea

. basalticaRavenna

. campestris

. crocoideRavenna

. gardneri

. longipesRavenna

. luteola(Klatt) Baker.

. approximata

. azurea

. campestris

. pallens

Roitman et al., 2008
TROPICOS, 2012

Eggerset al, 2012

Foster, 1958
Innes, 1985
Ravenna, 2001
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Tabela 1 (Cont.).

Local de ocorréncia Espécie Referéncia
C. bifida Ravenna Innes, 1985
Chile C. xiphioides(Poepp) Espinosa Mufoz-Schick, 2003
Colbmbia C. cipuroidesKIatt Innes, 1985
C. approximata Innes,1985
Paraguai C. campestriyar.longicaulisBaker Roitman & Castillo,
C. gardneri (Baker) Goldblatt & 2007;
Henrich Roitmanet al, 2008
C. minima
C albaRoitman & A. Castillo Ravenna, 1983
Uruguai C. approximata Lombardo, 1984
C. azurea Innes, 1985
C. campestris Roitman & Castillo,
C. nuda 2005

Roitmanet al, 2008
C. venezolensi¢Baker) Goldblatt & Innes, 1985
Venezuela Henrich

Para o Brasil, Eggeret al. (2012) citaram a ocorréncia de dez espécies de
Calydorea No estudd-lora Fanerogamicado Estado de S&o PaylGhukr & Capellari Jr
(2003) citaram a ocorrénci@. campestris sendo também encontrada nos Estados de
Minas Gerais e Parana. Em um estudo sobre a Taxardas espécies sul-brasileiras de
Calydorea,Dal Ri (2012) relatou a ocorréncia de cinco esé€lealbg C. approximata

C. basalticaC. campestrie C. crocoides.
ESTUDOS CITOGENETICOS

A analise cariolégica de espécies vegetais temgitizada como ferramenta para
o entendimento de questdes evolutivas, atravédatdificacdo de variacdo do numero e
morfologia cromossGmica, bem como o uso de difeeentarcadores que contribuam para

uma melhor compreensao das relagdes filogenéticas.
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Segundo Sybenga (1992), a comparacdo do numeneossdmico de diferentes
espécies de um determinado taxon possibilita aénééa de seu nimero cromossdémico
ancestral, definindo as possiveis linhagens crodmoisas derivadas durante a histéria
evolutiva do grupo e ainda correlacionar essagdtifes linhagens com determinados

grupos taxondmicos.

Em lIridaceae, dados citoldgicos foram avaliadas pg@roximadamente 65% das
espécies, principalmente para as espécies do Walindo (Alvesetal., 2011; Goldblatt &
Takei, 1997). A maioria desses estudos limita-seomtagem cromossOmica. Para o
continente americano, destacam-se os trabalhos aldbl@t (1982) que revisou o0s
nameros cromossémicos para alguns géneros ne@i®picle Kenton & Heywood (1984)
gue analisaram um total de 13 géneros e 43 espéulemmericanas. Esses estudos
incluiram poucos taxons d€alydorea e apresentam amostragens amplas dentro de

Iridaceae.

Iridaceae apresenta numero cromossOmico basiecoanteo cromossémico e
morfologia cariotipica muito variaveis, o que tomanalise citologica uma importante
ferramenta para esclarecer a sistematica e a émldesta familia (Goldblatt & Takei,
1997).

O numero béasico para a familia permanece incertoposm 0 numero
cromossomico ancestral tenha sido sugerido parsedqodos os géneros (Goldblatt, 1990;
Goldblatt & Takei, 1997). O mais provavel é x=10[@blatt, 1990), com muitos numeros
derivados tais como 9, 8, 7 e 5 sendo essa varjagsgivelmente resultante de disploidia
decrescente (Goldblatt & Takei, 1997).

O numero cromossémico em Iridaceae varia de 2nagr@ximadamente 2n=230,
sugerindo que a poliploidia tem sido um evento irtgpde na evolucao das espécies desta
familia (Alveset al, 2011). A poliploidia parece ser o evento maisartgmte na evolucao
das espécies de Iridaceae da América do Sul ealiezdm alguns géneros exclusivamente
poliploides comoFosteria Molseed Cobanae SessilantherdMolseed & Cruden, ambos
com nuamero basico x=7 e numero diploide igual 28ldBlatt & Takei, 1997; Goldblatt
al., 1998).
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Estudos citologicos em espécies neotropicais megtdes a tribo Tigridieae
indicam que na tribo o cariétipo é bimodal com pale cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos (Goldblatt, 1982), exceto @elasine azureaonde ambos os pares
maiores sdo acrocéntricos (Kenton & Rudall, 1987ridtipos assimétricos do tipo
bimodal sdo ditos como sendo de evolucéo receesejtando de fusGes céntricas entre
cromossomos do provavel genoma ancestral (Gold&latakei, 1993). Goldblatet al.
(2008), a partir de dados filogenéticos, indicaare o aumento da bimodalidade ocorreu
diversas vezes em diferentes linhagens. A morfalegbmossdmica variavel e cariétipo
bimodal tém sido utilizados na delimitagcdo destsot(Kentonet al, 1990; Goldblatt &
Takei 1997; Reeves et al., 2001).

ESTUDOS CITOGENETICOS DEalydorea

Goldblatt & Takei (1997) avaliaram padrdes de \@#tacromossomica em cerca
de 1630 espécies de Iridaceae, observando variag@esisuais nas caracteristicas do
caridtipo, como disploidias, niveis de ploidia enmiio cromossdmico basico. Em
Calydoreao namero cromossémico foi determinado para ascesp€. amabilis C.
azurea C. nuda C. pallense C. xiphioides todas com x=7, embora trés diferentes
nameros cromossOmicos diploides foram encontra2ivs1lé, 28 ou 42) (Goldblatt, 1982;
Goldblatt & Takei 1997).

De Tullio et al. (2008) realizaram um estudo citolégico e cromosséndom
Tamia pallendRavenna Calydorea undulat@om a finalidade de avaliar a validade desta
altima. O cariotipo de C. undulata2n=14) foi descrito como bimodal, possuindo dois
pares cromossOmicos metacéntricos e cinco paresetabéntricos, sendo dois satelitados.
T. pallensé tetraploide (2n=28), e o caridtipo € moderadaeassimétricoT. pallensé

considerada sinbnimo d& pallens.

Das espécies déalydoreaque ocorremna RegidoSul do Brasil C. amabilis, C.
alba, C. approximata, C. campestris e C. longigésn numero cromossdémico
determinado, sendo todas diploides 2n=14 (GoldBlatakei, 1997; Kaltchuk - Santat
al., dados nado publicados). Nenhum estudo citologicadalizado até 0 momento et

crocoides
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ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA

Analises utilizando marcadores moleculares téro sédlizadas visando avaliar a
diversidade genética em espécies da familia Irelgcalém de estudos citogenéticos para
determinacdo do namero cromossémico e quantidad¥N\de (Sik et al, 2008; Brisolara
Corréa, 2011; Tacuatgt al, 2012 a, b).

A andlise da variabilidade genética nos niveisriefeu intrapopulacional, é de
extrema relevancia em estudos que visam a cawmatéd biologica de uma espécie e
também sua conservacdo. Permite relacionar suacéondtual e sua historia evolutiva

possibilitando delinear propostas de manejo e dauteacao da espécie.

O uso de marcadores moleculares tais como RAPDd@anAmplification of
Polymorphic DNA), SSR (Simple Sequence Repeats),PAfAmplified Fragment Length
Polymorphism) e ISSR (Inter Simple Sequence Repéats sido amplamente difundido
na caracterizacdo da variabilidade genética deetifes familias. Dentre estas, a técnica
de ISSR combina os beneficios das andlises por AFISSR com a universalidade do
RAPD. Além disto, possui alta reprodutibilidadeegrega principalmente como marcador
dominante (Reddgt al, 2002).

A técnica de ISSR esta baseada no método de PQRn@ase Chain Reaction) e
envolve a amplificacdo de um segmento de DNA ptesanuma distancia passivel de
amplificacdo entre duas regifes de microssatéidénticas e orientadas em direcdes
opostas. Sao utilizados “primers” (iniciadores)l@éea 25 pares de bases (pb), constituidos
de sequéncias di, tri, tetra ou penta-nucleotidibi@® necessita do conhecimento prévio
das sequéncias alvo como na técnica de SSR. Ogtpsoaimplificados possuem entre 200
a 2000 pb e podem ser detectados em gel de agawmode poliacrilamida. Possui alta
probabilidade de deteccédo de polimorfismo deviddaéo das taxas evolutivas na regido
de microssatélites serem altas (Reeéthal, 2002). Por sua heranca dominante, ou seja,
apenas um alelo por loco é detectado, todos oesatelos sdo agrupados em uma classe
simbolizada pela auséncia da banda no gel de feletse.

A aplicabilidade da técnica de ISSR é ampla: “fipgating” gendmico,
mapeamento do genoma, determinacdo da frequénai@otieos SSR, selecdo assistida,

biologia evolutiva e andlise da diversidade geadfReddyet al, 2002).

20



Poucos estudos tém sido realizados utilizando rdarea moleculares nucleares
para investigar a diversidade de espécies de &#macA maioria refere-se a estudos
filogenéticos e taxondmicos. Considerando essasgszaé de suma importancia estudos
que visem a caracterizacdo biologica de uma espécieariabilidade genética é
considerada crucial para a sobrevivéncia a longagoe continua evolugdo de populacdes
ou espécies (Frankel, 1983; Kehal 2005), portanto, um bom conhecimento do seu nivel
e distribuicdo nos permite estimar a importanciaattpumas forcas evolutivas, como
selecdo, mutacédo, migracdo e deriva genética. peaiametros s6 podem ser obtidos por
meio de uma andlise genética populacional (HaméickGodt, 1989). E importante
entender esses padrbes da estrutura populaciaral,cbmo, os padrdes de divergéncia
genética espacial porque a degradacdo e fragmentixgdecossistemas naturais podem
produzir uma vegetacdo em ilha, com a populacataenareas tornando-se menor devido
a reducdo na distribuicdo original das espéciesiz&et al. 1999; Telleset al, 2006).
Hoffmann & Parsons (1991) referiram que o estragssigiental grave pode ser considerado
como um teste ambiental levando a percepcdes exaguiteis que sao dificeis de revelar
sob condicbes menos extremas. A quantidade ebdigi#io da variacdo genética entre e
dentro das populagbes esta correlacionada comrastexdsticas da historia de vida e
histéria populacional de uma espécie, além dedatambientais (Hamrick & Godt, 1989).

Calydorea crocoideg uma espécie com distribuicdo predominante nadledps
Campos de Cima da Serra no Rio Grande do Sul &igumanexo 1). Esta € uma regido
bastante ameacada pela silvicultura e degradagéaciada a invasédo de espécies exoticas,
além da pecuaria. Uma grande diversidade de espéaien alto nivel de endemismo na
composicao floristica desta regido séo fatos rategaa serem considerados para estudos
referentes a conservacao (lgaecal, 2011). A compreensao da variacdo genética dentro
e entre populacdes € essencial para o estabeldoimerpraticas efetivas e eficientes de
conservagdo e manejo. Muitos aspectos da biologiacahservacdo, como perda da
diversidade genética em programas de conservac@stabelecimento de populacdes
ameacadas sO podem ser resolvidos por um detabsiddo de genética populacional
(Hamrick & Godt, 1996; Luaet al, 2006).
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JUSTIFICATIVA

A escassez de estudos para a familia Iridaceaeegi@dSul do Brasil evidencia a
importancia da pesquisa de suas espécies. Além disixisténcia de espécies endémicas
enfatiza a relevancia do estudo, no sentido debooda no conhecimento da

biodiversidade.

As espécies d€alydoreasao pouco conhecidas devido a diferentes aspaeiodo
o principal deles, a floragdo fugaz das plantas, dwra um ou dois dias. Além disto, os
caracteres vegetativos das plantas, como folhestaste altura total que néo ultrapassa 30
a 35 cm, faz com que sejam pouco percebidas noacamp

Calydorea crocoideg uma espécie de ocorréncia restrita a Regido Garasil,
principalmente na regido dos Campos de Cima da.Jeegido bastante rica em termos de
diversidade e endemismo de plantas, mas bastamtcado por atividades humanas. Nao
sdo conhecidas as estimativas da variabilidadetigardesta espécie e a sua relagcdo com a

distribuicdo geografica, o que interfere na tom@deldecisdes para a sua conservacao.

Combinar metodologias diversas aumenta a confi#ié e robustez das analises
genéticas, par&. crocoidesestudos sdo escassos, portanto, é extremamenessaete
aliar técnicas de citogenética e de marcadoresipdo ISSR-PCR para caracterizar as
populacdes ocorrentes na Regido Sul do Brasil edancontribuir para o conhecimento
taxondmico e evolutivo. Em um estudo de estrutwpufacional, do ponto de vista
genético e evolutivo, procura-se determinar vaigdide morfoldégica e quantitativa
existente entre os individuos, seu comportamep@adeativo, os padrées de fluxo génico,

e as estratégias adaptativas aos ambientes locais.
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OBJETIVOS

O presente projeto tem por objetivoabénvestigar a variabilidade genética e

aspectos citogenéticos da espétitydorea crocoidescorrente na Regido Sul do Brasil.

Objetivos Especificos

» Avaliar a diversidade genética intra e interpopiolaal de Calydorea crocoides

através de marcadores moleculares ISSR-PCR;

» Determinar o nimero cromossdmico desta espécievastigar a ocorréncia de

citotipos para a espécie;

» Caracterizar cariotipicamente a espécie;

» Avaliar a viabilidade e morfologia polinica.
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CAPITULO I

Aspectos da diversidade genética @alydorea crocoideglridaceae): uma
espécie de distribuicao restrita aos Campos de G@m&erra.

Artigo a ser convertido para o Inglés, para subfinisso periddicdotanical
Journal of the Linnean Society
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RESUMO

Calydorea crocoidefRavenna € uma espécie com distribuicdo predominamtSul do
Brasil, encontrada na Regido dos Campos de Cintdeda (Rio Grande do Sul, Brasil)
em altitudes variando de 800 a 1.500 m. Aspectiagives a diversidade genética e a
citogenética da espécie foram investigados. Pafiisanpopulacional, marcadores Inter
Sequéncia Simples Repetidas (ISSR) foram usad@sipagstigar os niveis e padrdo da
variacdo genética dentro e entre populacdesCdecrocoides Foi detectada uma
diversidade genética relativamente baixa ao niwglufacional (percentual de bandas
polimérficasPPB= 51,16%, numero efetivo de alelbg= 1,3268, diversidade génica de
Nei h= 0,1873, indice de informagdo de Shannen0,2771). A andlise da variagéo
molecular mostrou que maior parte da variagado {@&%) foi encontrada entre individuos
dentro das populagfes, enquanto que apenas 24%erarorentre as populacdes. O nivel
de fluxo génicol,,) foi de 0,9724 individuos por geragéo entre pagida, sugerindo que
a troca de genes entre populacdes foi baixa. Asandtologica mostrou qué. crocoides

€ uma espécie diploide (2n=14), com cromossomadivaimente grandes, apresentando
um comprimento médio (CL) de 7,7um (x 2,65)c®iotipo € assimétrico e bimodal. Foi
observado heteromorfismo em dois pares cromoss8msendo o par | ligeiramente
diferente e o par Il com um heteromorfismo maisnprwiado. A espécie apresentou uma
viabilidade polinica elevada, tendo sido observatiess diferentes morfologias de gréos
de polenC. crocoidesapresenta uma distribuicdo geogréfica limitadapgsatores como
fragmentacdo do habitat, isolamento, sistema deaoranto, dispersdo de poélen e de

sementes, podem estar interferindo no fluxo géantce as populacdes.

Palavras-chave: caridtipo — diferenciagdo genéticanarcadores ISSR — numero

cromossomico — viabilidade de polen.
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ABSTRACT

CalydoreacrocoidesRavenna is a species distributed predominantlganthern Brazil,
found in the region of Campos de Cima da Serra (Ri@nde do Sul, Brazil) at altitudes
ranging from 800 to 1500m. Aspects of diversityl arytogenetics of the species were
investigated. For population analyses, Inter-Sing#guence Repeat (ISSR) markers were
used to investigate the levels and pattern of geneariation within and among
populations ofC. crocoides Relatively low genetic diversity was detectedpapulation
level (percentage of polymorphic bandBB = 51.16%, effective number of alleldg=
1.3268, Nei's gene diversity= 0.1873, Shannon information indéx 0.2771). Analysis
of molecular variance showed that most of the tetalation (76%) was found between
individuals within populations, whereas only 24%watced among populations, the level
of gene flow Nm) was 0.9724 individuals per generation betweerufaons, suggesting
that gene flow between populations was low. Cytalag analysis showed that.
crocoidesis a diploid species (2n=14) in wich chromosomesralatively large with an
average length (CL) of 7.7um (x 2.65). The karyetyp asymmetrical and bimodal.
Heteromorphism was observed in two chromosome,ghiespair | is slightly different and
the pair Il showed a more pronounced heteromorphiEme species had a high pollen
viability was observed two different morphologiels pmllen grains.C. crocoideshas a
limited geographic distribution factors such as itebfragmentation, isolation, mating

system, pollen and seeds dispersal may be inflngrggne flow among populations.

Keywords: chromosome number — genetic differemmatr ISSR markers — karyotype —

pollen viability.
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INTRODUCAO

Calydorea Herb., pertence a familia Iridaceae, subfamiliadoideae, tribo
Tigridieae. Este género, restrito ao continente-aukricano, contém 16 espécies
(Goldblatt & Manning, 2008), sendo citada a ocati@nde 10 espécies para o Brasil

(Eggerset al, 2012).

Calydorea crocoideRavenna € uma espécie com distribuicdo predomimangl
do Brasil, na Regido dos Campos de Cima da SerRim&rande do Sul. Esta regido e
conhecida comdotspotde biodiversidade, uma vez que mantém alta diol&dsei de
espécies, sendo caracterizada por um endemism@delema composicdo floristica
(Boldrini et al, 2009; Igancet al. 2011). Sem duvida, tal regido fornece um laboratori

natural para o estudo da origem e conservacacoda/brsidade.

Calydorea crocoideg uma herbacea bulbosa, de pequeno porte, cors flageis,
de curta duracdo, com coloracao lilds arroxeadegrdrada em campos limpos, campos
com herbéaceas, encostas de morros, com altituéendarde 897 até 1.481 m (Dal &i

al., 2012 em preparacao).

Iridaceae contem cerca de 2030 espécies distribuidre 65-75 géneros
(Goldblatt& Manning, 2008). Certos géneros tém sido estudextesisivamente, devido a
importancia econbmica como plantas ornamentais\ealiicia e especiarias (Tacuatit
al., 2012). No entanto, pouco se conhece em relagdmicria dos géneros desprovidos de

valor econdmico, tais como as espécie€diydorea.

Esta familia é relativamente bem estudada quaimim@anacdes citogenéticas, com

namero cromossdémico determinado para mais de E8p8écies (aproximadamente 65%
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do total na familia), especialmente taxons do Véhmdo (Goldblatt & Takei, 1997). As
espécies do Novo Mundo tém sido menos estudaddshi@t, 1982; Kentoret al, 1986;

Goldblatt & Takei, 1997).

O padrdo cromossémico na tribo Americana Tigridiéaeazoavelmente claro,
sendo o numero ancestral basico fortemente cordergatre as suas espécies (x=7),
apesar desta homogeneidade do niamero basico aristegrande diversidade cariotipica
(Goldblatt & Takei, 1997). A assimetria, a bimodalle e o heteromorfismo
cromossOmico sdo comuns na tribo e indicam a aooaé&le rearranjos cromossOmicos
envolvendo inversdes e translocagdes (Goldblag2;1Bentonet al, 1990; Goldblatt &

Takei, 1997; De Tullieet al.2008; Alveset al, 2011).

O géneraCalydoreapossui 0 numero basico da tribo x=7 havendo sidiegritos
trés niveis de ploidia (2n=14, 28 e 42) (Goldbld®82; Goldblatt & Takei, 1997).
Contudo, séries poliploides intraespecificas n@orgktadas para o género. A despeito da
importancia das informacdes sobre numero cromossimanalise do caridtipo e
viabilidade polinica em estudos biossistematicdacs 1989), até o0 momento ndo houve

relatos de pesquisas utilizando estas abordagea€ perocoides.

Dentre as varias ferramentas moleculares, utilzgura estudos genéticos de
populacdes, especialmente em plantas (Gaptal, 1994; Bornetet al, 2002; Reddy,
Sarla & Siddig, 2002), os marcadores ISSR “Inteny8e Sequence Repeats” tém sido
amplamente empregados devido ao seu alto nivelotimgfismo e reprodutibilidade
(Bornet & Branchard, 2001). A técnica de ISSR é&bda no método de PCR (Polymerase
Chain Reaction) e envolve a amplificacdo de um segonde DNA presente a uma

distancia passivel de amplificagdo entre duas esgile microssatélites idénticas e
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orientadas em direcdes opostas, as quais sdo alesdadispersas por todo o genoma,
nao sendo necessario o conhecimento da sequéacnguélada (Zietkiewicz, Rafalski &
Labuda, 1994). ISSRs sado particularmente vantajgs=rs a analise de genomas
desconhecidos quando ha uma falta de informac&@ngea para o taxon estudado ($hi

al., 2006).

Estudos utilizando marcadores moleculares parasiipag a diversidade genética
em espécies da familia Iridaceae tém sido realzdiréblewskaet al, 2003, Caiola,
Caputo & Zanier, 2004; Spieaat al, 2008; Siket al, 2008; Tacuati@t al. 2012 a, b).
Contudo, ndo existem trabalhos relativos as espéle€alydorea Considerando qué.
crocoidesé uma espécie com distribuicdo restrita, teria ugtem menor variabilidade
genética do que espécies mais amplamente distadRiiEm virtude de seu padrdo de
distribuicdo, a diferenciacdo genética entre asulagpes é alta ou baixa? O presente
estudo se propde a investigar a diversidade eedif@acdo genética de populacdes naturais
de C. crocoidesatravés de marcadores ISSR, tendo como objetiyiecEios (a) avaliar
0s niveis de diversidade genética de populacbesraimst (b) determinar o grau de

diferenciacéo entre as populacdes, (c) caractarizayeneticamente a espécie.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Espécimes d€alydorea crocoidegoram amostrados em oito locais de coleta na
Regido Sul do Brasil (Fig.1; Tab.1). Exemplarescdda populagéo estdo depositados na
forma de exsicatas no Herbario ICN, Instituto decincias, Universidade Federal do Rio

Grande do Sul.
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CARACTERIZACAO MOLECULAR

O material vegetal utilizado foi folhas desidrasadam silica-gel, sendo

empregados de 25 a 30 individuos por populacaogsaaaalises populacionais.

Isolamento de DNA e amplificagdo de PCR ISSR

A extracdo de DNA foi realizada seguindo o protocoiodificado de Doyle &
Doyle (1987). Um total de 3firimers de ISSR foi testado; desses, tendo como base a
repetibilidade, a nitidez dos fragmentos e o pdudnde espécimes em que houve
amplificacéo, set@rimers foram selecionados para a amplificacdo de DNAodas as
populacdes (Tabela 2). As reagbes de PCR foranzadak em um volume total dej25
de acordo com as seguintes condicdes (respeitandarticularidades de cagamer): 3
pul de DNA (30 ng), 2,51 de tampéao 10x, 0,8-ul de dNTPs (10 mM), 1,2-2,Ql de
MgCl;, (2,4 — 5,0 mM), Jul primer (10 pmolfal), 0,2 ul de Tag DNA polimerase (5Ull),
g.s.p. 2pl H20O. As amplificacbes ocorreram em termociclador Boter MJ96G seguindo
as seguintes condi¢des: desnaturagao inicial a 94fG min.; seguido por 40 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 1 min., anelamento a 48fQ@%s, 72°C por 2 min.; extensao
final a 72°C por 5 min. Os produtos da reacdo dB Rtam analisados em gel de agarose
1,5% e corados com GelRed (Amicon Corp., LexingMA). O tamanho dos fragmentos

foi estimado comparativamente com Ladder 100bp {ligidiotec/Brasil).
Andlise Estatistica

Os fragmentos de DNA amplificados foram analisadosio varidveis binarias,
categorizadas em presenca (1) ou auséncia (0)cpaiea tamanho amplificado gerando
uma matriz binaria de dados. Parametros genéticdsindo o percentual de l6cus

polimérficos (PPB), nimero de alelos observadog, (Namero efetivo de alelos {\
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indice de informacdo de Shanndn(Lewontin, 1972), diversidade génica de Ngi({\ei,
1973) e fluxo génicoNy,) foram calculados usando o programa computacie@&GENE

v. 1.31 (Yeh, Yang & Boyle,1999).

Uma matriz de distancia genética (Nei, 1978) fmiaga pelo TFPGA versao 1.3
(Tools for Population Genetic Analyses; Miller, Z99ara construir um agrupamento
pareado ndo ponderado baseado na média aritmeiR@MA) com 1000 permutacdes.
Frequéncias dos marcadores foram estimadas cornaastimativa de expansao Lynch e
Milligan (1994) Taylor. Para avaliar o relacionartegenético entre as populacdes, um
dendrograma UPGMA baseado na similaridade de Jhdoarproduzido no programa

NTSYS (Rohlf, 2000).

A analise hierarquica da variancia molecular (AME\Excoffier et al, 1992) foi
obtida com o programa GenAlEx versédo 6.4 para oht@r os componentes da variancia

e 0S seus niveis de significancia.

Para testar a correlacdo entre a matriz de dist@enética e distancia geografica
(em Km) entre as populagdes, um Teste de Mantenfmregado usando GenAIlEx versao

6.4.

Uma andlise Bayesiana da estrutura populacioniatefalizada no conjunto de
dados usando o programa STRUCTURE versao 2.3.Hffratwal, 2007) para detectar a
estrutura das populacdes e estimar o numero prodevegrupamentos (K) em uma
amostra. O numero mais provavel de agrupamentolgmpoal (k) foi estimado sob o
modelo de mistura e correlacionados as frequémddisas, sem informacado prévia sobre
a origem da populagéo. O programa foi executada par000 iteracdes, apos uivutn-

in” de 10.000 iteragOes, para testar a subdivisgmgalacéo a partir de k = 1 para k = 16,
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e, assim, verificar se ha qualquer subdivisdo peks¥inte rodadas foram realizadas para
cada k para quantificar a variacao na probabilidadeo um meio de verificar se corridas
diferentes poderiam produzir valores de probaldiddiferentes. Proporcdes de misturas
individuais e meédia@) para cada populacdo em cada grupo genético eadonpelo
programa foram registradas para o modelo. Comdiawpdra a identificacdo do numero
de agrupamentos de individuos (k), os resultadoadge pelo STRUCTURE foram
subsequentemente analisados por meio do STRUCTUREVHSTER versdo 0.6.7
(Earl, 2011), de acordo com o método de Evaehal (2005). As estimativas de
diversidade genéticang definida como heterozigosidade média panmitiea}rd de cada
populacao foram também calculadas usando o progrd@KORY version 1.1 (Holsinger

et al 2002).

Utilizou-se o programa BOTTLENECK 1.2.02 (Piry, kart & Cornuet, 1999)
para testar se as populacfes se encontram embequéntre mutacdo e deriva genética,
conforme metodologia descrita em Cornuet & Luika896). O Modelo de Mutacao de
Infinitos Alelos (IAM) e Modelo de “Passos de Muiia¢ (SMM-stepwise mutation

model) foram implementados pasigntest
ANALISE CITOLOGICA
NUmero cromossémico e cariétipo

A determinacdo do numero cromossOmico e a caiz@téio cariotipica foram
realizadas a partir da analise de cromossomosioaigotPara tanto, raizes obtidas a partir
de bulbos foram pré-tratadas com paradiclorobengieéB®) a 10°C por 24h, fixadas em

etanol:acido acético (3:1) por 12-24h a temperatumdiente e estocadas a -20°C. Para
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determinacdo do numero cromossémico, foram anaksaiehte individuos pertencentes as

populagbes ESC 661, ESC 677, ESC 684, ESC 692688€ JLM-1.

O preparo das laminas envolveu lavagem das rairesigua destilada por 10
minutos seguida de hidrolise em HCI 5N por 20 nosuRealizou-se digestdo enzimatica
das raizes em solucéo de celulase 2% e pectinésa ZY°C por 30 minutos. O material
foi esmagado em uma gota de acido acético 45% ertcobom laminula. Utilizou-se

coloracao convencional com Giemsa 2% por 15min.

As células, cujos cromossomos apresentaram bonthaspento, foram registradas
em fotomicroscoépio optico Zeiss Axioplan. Para aliae da arquitetura cariotipica foram
determinados o comprimento cromossdmico (S - beacio, L - braco longo e TL - total),
razdo entre os bracos (R = L/S), indice centromér{€I=S/TL), morfologia
cromossOmica, comprimento cromossdmico medio (Clgomprimento haploide total
(THL). A assimetria do caridtipo foi estimada w#ndo-se os indices Al e A2 (intra- e
intercromossOmico, respectivamente) de Romero Z#1&86) e a classificagdo de
Stebbins (1971). A montagem do cariétipo e as nadahriotipicas foram realizadas no
software de edicéo de fotos Adobe Photoshop CS.

Morfologia e viabilidade dos graos-de-pélen

O material empregado para as analises de péletitoanse de inflorescéncias de
cinco a 10 individuos por populacdo (ESC 692, E88 & ESC 677), as quais foram
coletadas a campo e fixadas em solucéo 3:1 etaitwl/acético por 12-24 h a temperatura
ambiente. As laminas foram preparadas seguindo todméde Alexander (Alexander,
1980), em que os graos de pdlen vazios inviaveiantge de verde e graos de pdlen
viaveis coram-se de purpura. Para determinacaoatididade polinica, foram analisadas

amostras de 500 graos de pélen por flor a partirpgéo menos, sete individuos por
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populacdo. Foram também realizadas medidas dos pblar (P) e equatorial (E) de 20
graos de polen por laminas para a determinacacdalogia conforme Figura 4 D.

RESULTADOS
CARACTERIZACAO MOLECULAR
Diversidade genética

Neste estudo, a diversidade genética foi examieat@alydorea crocoidescom
base no padrdo de fingerprinting com marcadoref.IS®te primers foram escolhidos
para amplificar um total de 235 individuos de qitpulacfes (Tabela 1). O tamanho dos
produtos amplificados variou de 200 a 2.080 parbases e o numero de fragmentos
amplificados para cada primer foi de sete [A(J@&) 18 [(GACA)] com uma meédia de
13,86 por primer. O conteudo de informacéo de pafiismo (PIC) variou de 0,24 a 0,41
com uma meédia de 0,29 (Tabela 2). Os sete primetiipiram um total de 97 fragmentos
claramente identificaveis onde o percentual depotimérfico médio foi 51,16%, com um
intervalo de 36,08% (ESC 218) a 61,86% (JLM-1) aelnpopulacional (Tabela 3). O
namero médio de alelos efetivos por loco foi 1,3288sumindo equilibrio de Hardy—
Weinberg, a diversidade de Ndi) (variou entre 0,1331 a 0,2233 com uma média de
0,2821, e o indice de informagcdo de Shannprvdriou de 0,1970 a 0,3276 com valor
médio 0,4319. Resultados para diversidade gendéo&ro de cada populacdo (hs) para
uma analise Bayesiana no programa HICKORY (modelapteto) variou de 0,1418 a

0,2238, semelhante ao obtido para o indice de Nei.

Nenhum fragmento especifico foi detectado em camfaulpgdo. A divergéncia
entre as populacgdes foi atribuida principalmerddeaencas de frequéncia dos fragmentos

de DNA e néo por fixacédo de alelos.
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Estrutura genética populacional

O resultado da analise de variancia molecular (AMPMostrou variacdo genética
significativa (p<0.001) entre as populagbes. A maarte da variacao total (76%) foi
encontrada entre individuos dentro das populag@iegjanto que apenas 24% ocorreram
entre as populagdes. Além disso, o nivel de fluswoiap () foi 0,9724 individuos por
geracado entre populacdes, sugerindo que a troakelds entre populacdes foi baixa. Com
o intuito de analisar o fluxo génict{) e estruturacdo populacionals{}-entre as oito
populacdes d€. crocoidesuma matriz par a par foi construida. As popudaddSC 661
e ESC 218 foram as que apresentaram os maioreevale kr (0,41)e menoredN,

(1,152) (Tabela 4).

A identidade genética de Nei calculada entre pdegsopulacdes variou de 0,8080
(ESC 218 e ESC 677) a 0,8999 (ESC 677 e ESC 69R)res estes que, por serem
proximos a 1, mostram o alto grau de similaridagleétjca entre as populacdes avaliadas.
A distancia genética de Nei, calculada para ingedivergéncia genética entre populagdes,
variou de 0,1055 a 0,2132, e seu menor valor feentado entre os pares de populacdes
ESC 677 e ESC 692, enquanto o maior valor foi oasker entre os pares ESC 218 e ESC
677. ESC 677 € uma populacao originaria do mumiciji@ Tainhas (RS) e ESC 692 é
originaria de Bom Jardim (SC) distando quase 120ukma da outra. A populacdo ESC
218 esta localizada em Sao José dos Ausentesapr®xdmadamente 61 km da populacao
ESC 677. As populacbes proximas geograficamentes@id necessariamente aquelas mais

similares geneticamente.

A figura 2 ilustra o dendrograma produzido pelo gpamna TFPGA, o qual

apresenta uma topologia idéntica aquela gerada pelgrama NTSYS baseado na
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similaridade genética no indice de Jaccard (n&iréddo). O dendrograma revela que as
oito populacdes foram separadas em dois grupos;amtendo as populacdes ESC 661 e
ESC 218 (grupo I) e 0 segundo contendo as dem&iS @7, ESC 692, ESC 688, DR 71,
JLM-1 e ESC 684). No grupo | todos os individuosrisma populacdo foram arranjados
em cada agrupamento populacional especifico, o mesm sendo observado no segundo
agrupamento. O teste de Mantel ndo mostrou umalagéo significante entre a matriz de

distancia genética e de distancia geograficad,299, p<0.089, 999 permutacdes).

Na andlise realizada com o programa STRUCTURE (RigB), a maior
probabilidade de agrupamentos formados foi obtitkndo as amostras foram agrupadas
em dois gruposK = 2). A decisao foi baseada na estatidtjaea medida em que o nimero
do pico mais alto do seu valor modal correspondelawero de agrupamentos detectados
pelo software. Estes agrupamentos foram totalmeotesistentes com os resultados

produzidos para UPGMA pelo TFPGA e NTSYS.

Pelos testes de adequacao aos modelos de Mutadéfindes Alelos e de “Passos
de Mutacéo” (Cornuet & Luikart 1996), as populacB&C 661 e ESC 218 passaram por
um efeito gargalo de garrafacftleneck, enquanto que as demais popula¢cées mostraram-

se em Equilibrio de Mutacao e Deriva (Tabela 5).

ANALISE CITOGENETICA

Analise mitdtica foi realizada com individuos @alydorea crocoideprovenientes
de seis populagbes. Todos 0s acessos tém numenossomico basico x=7. O nivel de
ploidia se manteve o mesmo, com todos os individims acessos apresentando-se

diploides, 21 = 2x = 14 n&o sendo observados citotipos para estaieqpégura 4 A, B).
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As medidas cariotipicas obtidas a partir de célolatafasicas estdo apresentadas
na Tabela 6. Os cromossomos séo relativamente ggaagresentando um comprimento
médio (CL) de 7,7um (x 2,65), sendo o comprimeratpldide total de 54,40 um (x 2,65).
A espécie contém quatro cromossomos metacéntricakeze submetacéntricos. Dois
satélites foram observados nos bragos curtos depammcromossdmico metacéntrico
(Figura 4 B). Foi observado heteromorfismo em dmses cromossémicos, sendo 0s
cromossomos do par | ligeiramente diferentes eogsadl II com um heteromorfismo mais
pronunciado (Figura 4 B).

Uma clara bimodalidade foi verificada &ncrocoidesonde o par | metacéntrico
bem maior que o restante do complemento. Quanssignetria cariotipicaC. crocoidese
classificada, segundo Stebbins (1971) como 3B. #isade assimetria pelo método de
Romero Zarco (1986) mostrou a existéncia de assanietracromossomica (A1=0,39)
com variagcdo no comprimento dos bracos dos cromussotambém foi verificada uma
variagdo moderada no tamanho dos cromossomos tagAgesendo o indice de assimetria
intercromossomica A2 de 0,34.

Com relagéo a viabilidade de polen, os trés acemsafados apresentaram valores
superiores a 90%. As medidas dos graos de pllgaré-# D) foram também realizadas.
A razao entre eixos do polen (P/E) variou de 0,9008& (Tabela 7), compreendendo graos
de pdlen do tipo prolado esferoidal e oblado eglatpsegundo classificacdo de Erdtman
(1971) sendo ambos os tipos pertencentes a clabssferoidal. O pdélen do tipo oblado

esferoidal € o mais frequente.
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DISCUSSAO
CARACTERIZACAO MOLECULAR
Diversidade genética

No presente trabalho, sdo apresentados os primngaass genéticos referentes a
populacdes naturais dealydorea crocoidesEsses dados permitem uma avaliacdo dos
niveis atuais da variagcdo genética e estruturag@algcional podendo contribuir para a

conservagao e manejo da espécie que apresentasintatao restrita.

Como revelado por marcadores ISSR,crocoidesem uma diversidade genética
relativamente altaRPB =98,97%,h =0,2821), sendo maior do que os valores médios
encontrados em herbaceas perer@BBE 39,30%, h= 0,1240) e em espécies com
distribuicdo endémicaPPB= 40%, h=0,096) (Hamricket al1990). No entanto, em
contraste, a diversidade genética ao nivel pomnratifoi baixa PPB= 51,16%, h=
0,1873). Geralmente, espécies com faixa de digtdbugeografica pequena, por serem
adaptadas a um nicho de distribuicdo geogréafidaiteesbem como espécies ameacadas,
tendem a manter menores niveis de variacdo gerdiicpue espécies com distribuicao
geografica ampla (XiagodGe & Gong,2004; Li et al; 2005). Contudo, excec¢des ndo sdo

incomuns (Luaret al,2006; Lopez-Pujokt al2002).

A diversidade genética de espécies vegetais poddetada por muitos fatores, tais
como amplitude da area de distribuicdo, duracaciado de vida, sistema de cruzamento e
modo como suas sementes sao dispersas. Uma espécitem vida longa, uma alta
frequéncia de fluxo génico e muitas sementes tamalgresentar alta diversidade genética

(Wanget al.2012; Chain, Chen, Xu, 2010; Schaalal. 1998). A partir de observacdes a
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campo foi verificado que .Ccrocoidesé uma herbacea perene polinizada por abelhas
pequenas, as quais podem promover fecundacédo aryzeskibilitando a manutencéo de
variabilidade genética entre as populacfes mesmaosesta uma espécie que ocorre em
regido fragmentada. A regido dos Campos de Cinfeda, area de ocorréncia natural de
C. crocoidesg hoje um fragmento de floresta cercado por argasadas. E provavel que

a alta diversidade genética encontrada seja derigadima Unica populacao original mais

ampla.
Estrutura genética populacional

A analise da variancia molecular mostrou que a m@éote da variacdo genética
encontrada ocorreu dentro das populacdes (76%), Fegrglobal = 0,239 evidenciando
uma moderada estruturacdo populacional. Os dadogsr;do genética sugerem uma
estrutura genética caracteristica de plantas dendegdo cruzada. Segundo Hamrick &
Godt (1996), ha mais variagdo genética global eoseliferenciacao entre as populacoes
de plantas aldgamas do que em plantas de autofsgAmdEmbora os valores derF
globais apontem para populacdes mais estruturamasanalises realizadas pata

crocoideslevam a evidéncias de amplo fluxo génico entngogsilacdes investigadas.

A estrutura genética populacional de plantas eefheinteracdo de varios processos
evolutivos, incluindo a historia evolutiva a longmazo, como mudancas na distribuigéo,
fragmentacdo do habitat e isolamento populaciomaitacdo, deriva genética, sistema
reprodutivo, fluxo génico e selecéo (Schaal e1@8). Fatores como o isolamento e fluxo
génico, os quais afetam diretamente o tamanhovefela populacdo, podem ter uma
grande influéncia sobre os niveis de diversidadetiga dentro e entre populacdes de

espécies arboreas (Hamrick, Godt, Sherman-Broy89?).
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Espécies com baixo fluxo génico tendem a apresemar diferenciacdo genética
do que espécies com alto fluxo génico. A diferegimaentre populacdes cohy<l
ocorrera, sobretudo, a partir de fluxo génico lud em condi¢cdes de pressao seletiva alta
ou a distribuicdo descontinua (Wright, 1951; Statki985). No presente estuddy, para
C. crocoides foi de 0,9724 indicando que existe isolamentoaeigh e diferenciacao

genética entre as populacgdes.

Na arvore inferida por UPGMA, as populactes foramidatlas em dois grupos
principais (Figura 2). O grupo | reine as populacB8C 661 e ESC 218, enquanto as
populacdes remanescentes foram agrupadas em umdsegrupo. Esta constatacdo foi
consistente com o resultado da analise Bayesiam daramente foram identificados os

mesmos agrupamentos (Figura 3).

E importante notar que nas populacées ESC661 eZH8G percentagem de loci
polimorficos foi menor, na maioria dos individuagonhouve mistura de alelos com as
demais populacdes (Figura 3), e os indices de didagte genética foram os mais baixos

(Tabela 3).

O teste de Mantel mostrou, no entanto, que naoehoorrelagéo significativa entre
distancia geografica e distancia genética com bas@lados de ISSR (r = 0,299, p<0.089).
Multiplos fatores podem ser responsaveis por ested. Primeiro, € provavel que o nivel
atual de diversidade genética seja apenas um ogbarcial de um polimorfismo ancestral
de C. crocoides,uma vez que é sabido que o fluxo génico atuaimitddo entre as
populacdes. Segundo, a analisebdétlenecksugeriu que as populacdes ESC661 e ESC
218 possam ter experimentado umottleneckrecente sob os modelos IAM e SMM,

sugerindo que estas populacdes possam ter sofubseguente reducdo do tamanho
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através de uma diminuicéo periddica da populacabdla 5). Terceiro, a deriva genética
pode ter exercido um papel importante na deterrdma@ estrutura genética, uma vez que

a diferenciacdo genética deve aumentar em pop@agia vez menores e mais isoladas.

Barreiras geograficas podem impedir o fluxo génaausando diferenciacdo entre
as populagbes. No entanto, a fragmentacao da p@uteelas atividades humanas também
podem aumentar artificialmente a diferenciacdo tigaméntre as populacdes ao longo do

tempo (Hacet al, 2006).
CARACTERIZACAO CITOGENETICA
Numero cromossémico e analises cariotipicas

O numero cromossdmico e o caridtipo@alydorea crocoideforam relatados pela
primeira vez a partir deste estudo. Seguindo odumada tribo Tigridieae(:. crocoidedém
namero cromossdmico basico x=7, sendo uma espgboéde (2n=14), o que, juntamente
com a presenca de bulbos e folhas plicadas, édmada uma sinapomorfia para a tribo
Tigridieae (Goldblatt, 1982). Embora espécies pailijes sejam conhecidas no género
Calydorea(C. azureaKlatt, C. pallensGriseb., 2n=28 €. xiphioides(Poepp.) Espinosa
2n=42; Goldblatt 1982; Goldblatt & Takei, 1997),aeocorréncia de séries poliploides
intraespecificas seja comum na tribo Tigridieaeaefamilia Iridaceae (Souza-Chies

al.,2012 no prelo), ndo foi observada poliploidia@nerocoides

A bimodalidade cariotipica ocorre em muitas plaasimais e € considerada uma
forma cariotipica altamente especializada poderdaotfizada para caracterizar grupos de
géneros ou espécies (Natadial., 2009; Kentonet al, 1990; Naranjceet al, 1998).C.

crocoidesapresenta cariotipo claramente assimeétrico, seratgado pela bimodalidade.
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Os cromossomos sao grandes variando de 5,74 a i1B)7&dhde se observa uma grande
diferenca entre o comprimento do maior e do menmmossomo (R= 2,40) (Tabela 6 e
Figura 4). De Tullioet al. (2008) observaram uma pronunciada bimodalidadeCem
undulataRavenna, onde dois dos setes pares cromossomaasciaramente maiores do
que o restante. En€C. crocoidesapenas um dos pares difere significativamente em
tamanho dos demais.

A avaliacado da simetria cariotipica € de extrenevéacia para inferéncias acerca da
evolucdo cromossbmica, especialmente na familladeae onde a ocorréncia de eventos
de rearranjos cromossomicos, disploidias e polioiresultam em uma grande
diversidade de niumeros e tamanhos cromossdmicaso Zomencionado anteriormente, a
assimetria tem sido encontrada em inumeras espdaidsbo Tigridieae e entre elas,
espécies d€alydorea(De Tullio, 2008; Kaltchuk-Santos, dados ndo pw@aas). EmC.
crocoidesos indices de assimetria intra e intercromossO(#itae A2, respectivamente) e
a classificacédo de Stebbins (1971) evidenciam sté@ngia de assimetria, com variagao na
morfologia e tamanho dos cromossomos. Os indicessimetria encontrados no presente
estudo(A1=0,39 e A2=0,34) sdo semelhantes aos encontfzat@€. undulata(A1=0,31
e A2=0,30), embora na classificacdo de Stebbirduas espécies estejam em categorias
distintas, 3B e 2B respectivamente (De Tullio, 20stes dados indicam uma maior
assimetria enC. crocoides

Segundo Stebbins (1971) existe uma tendéncia déciespcom caridtipos mais
simétricos serem mais ancestrais e aqueles conr assnetria mais derivadas. O género
Calydorea assim como os demais géneros da tribo Tigridieade uma pronunciada
assimetria diferentemente das outras duas tribosutdtamilia Iridoideae, Trimezieae e

Sisyrinchieae. As filogenias da familia Iridaceadaesubfamilidridoideae (Goldblatet
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al., 2008; Chaveaet al, 2012), baseadas em marcadores moleculares oarobtais
dados cariotipicos, sendo Tigridieae mais derivada.

Heteromorfismos cromossdmicos sao frequentesibma Tigridieae, com registros
para Eleutherine bulbosa (Mill) Urb., em Gelasine elongatdR. Graham) Ravenna e
Cipura paludosa(Kenton & Rudal, 1987; Guerra, 1988, 1991; Ahatsal,2011). Tais
heteromorfismos podem ser resultantes de invessgiggdas de duplicacdo em tandem ou
de translocacdes. E@ crocoidedoi evidenciada a existéncia de heteromorfismo e d
pares cromossOmicos. Uma identificacdo mais predsaipo de alteracdo estrutural
envolvida na formacdo desses heteromorfismos sessiyel apos um estudo do
comportamento meidtico e da analise cariotipicareggmdo coloracao diferencial como
CMA/DAPI, bandamento C e FISH. Analises meiodticasliminares (Kaltchuk-Santos,
dados ndo publicados) tem evidenciado @ncrocoidesuma alta frequéncia de pontes
anafasicas, sugerindo a ocorréncia de rearranpa$y mbora a viabilidade polinica tenha
sido elevada (>90 % - Tabela 7). Mesmo que altesagiomossdomicas resultassem em
diminuicdo da fertilidade, provavelmente a preseategdulbos entC. crocoidegpermita a

sobrevivéncia da espécie via reproducéo assexuada.

Morfologia e viabilidade do pdlen

A quantidade e qualidade do pélen produzido por dieaé um componente
importante dofitness (Dafni &Firmage, 2000; Kelly, Ras¢hKalis, 2002), sendo a
qualidade muitas vezes equiparada a viabilidadmipal isto €, a propor¢cdo de graos de
pdlen que sao viaveis (Stanley & Linskens, 1974&léfeHarrison & Shivanna, 1984). Um
método comum para avaliar a quantidade de pdélenaeviabilidade € a coloragédo e

contagem direta (Alexander, 1980; Barrett, 1985&3tn, 1991).
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Em todos os acessos analisado€derocoidessem excecao, a média dos graos de
polen viaveis foi significativamente superior a ideiaveis (Tabela 7). Altas taxas de
viabilidade de pdlen podem ser um indicativo de @seplantas sdo macho-férteis
(Tacuatiaet al, 2012). Embora nédo tenha sido analisado o comperteo meiético, a alta

viabilidade polinica (90,73% - 96,84%) é um indiaide processo meiodtico regular.

Em relacdo a morfologia do pdlen, sabe-se queesnisa relacdo entre o tamanho
do grédo de pdlen, bem como o de outros caractepef®ldgicos, como o nivel de ploidia
de espécies vegetais, sendo observado muitas veedsto giga dessas caracteristicas
(Ramsey & Schemske, 2002; Tacuatiaal, 2012). Tacuati&@t al. (2012) encontraram
relacdo positiva entre o nivel de ploidia e tamamleo pélen ao estudar diferentes
morfotipos deSisyrinchium micranthunCav. (Iridaceae). No presente estudo, apesar de
haver diferenca estatisticamente significativa e@magdo ao tamanho do grédo de podlen,
todos os acessos analisados eram diploides, nédlw sglicavel o fendmeno giga em

relacdo ao pdlen.

Em um estudo sobre a morfologia do pdélen em TigaiejRudall & Wheeler
(1988) observaram que a subfamilia Iridoideae, & Gu crocoidesesta inserida, difere
consideravelmente quanto a forma e tamanho dodggmlen, com o tamanho variando
entre e dentro das espécies. Tal variacdo estd tepmesentada nos resultados
demonstrados aqui, tendo sido observadas duasemtifsr morfologias dentre os

exemplares analisados.
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CONCLUSOES

O sucesso da manutencdo e preservacdo de umaeesigpande de um bom
entendimento do nivel e distribuicdo da variacéonétgea. A diversidade genética em
populacdes naturais pode afetar significativamentsobrevivéncia e a evolucdo das
espécies ou populacbes em ambientes em mudangartantp, quaisquer esforcos de
conservacao devem ter como objetivo preservar ersidade genética maxima dentro do
“pool” de genes-alvo.

Os resultados reportados no presente estudo nastrama baixa diversidade
genética ao nivel populacional e uma alta divedadao nivel de espécie ebalydorea
crocoides.O fluxo genético entre as populacdes geograficaendigtantes € reduzido,
porém nao foi observada correlacdo entre a distayegrafica e genética, excluindo-se o
modelo “isolamento por distancia”. Os altos nivd@gpolimorfismo mantidos nesta espécie
asseguram praticas conservacionistas onde o abjptincipal é preservar o maximo
possivel do potencial evolutivo da espécie atrdeémanutencdo da diversidade genética.

A fragmentacdo do habitat, predominantemente atlibwa pressbées antrdpicas
causando uma reducdo do tamanho da populagéo, doespécie suscetivel a perda do
polimorfismo genético pelo efeito da deriva gergétiteatdria e da endogamia. A partir dos
resultados obtidos neste estudo, é possivel fateréncias sobre a conservacdoQle
crocoides Entre as populacdes estudas, a populacéo DR 71sdevensiderada para uma
conservagaaon situ, pois apresenta um nivel considerado de diversidghética e esta
distribuida ao longo de uma regido preservada,rqueaNacional dos Aparados da Serra,
podendo garantir a sobrevivéncia desta espécia.UPaa conservacdx situ a populacéo
JLM-1 deve ser considera, pois apresenta uma dilaels genética elevada em relagéo as

demais populacgdes, podendo assim fornecer quasse tsdpolimorfismos genéticos desta
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espécie. Uma vez que nenhum fragmento especifiatetectado em cada populacdo e a
divergéncia foi atribuida a diferencas de frequérdns fragmentos de DNA e nao por

fixac&o de alelos.

Os resultados gerados por este trabalho sdo iséditampliam o conhecimento
acerca do génerGalydorea e principalmente da espédie crocoides A associacdo de
dados moleculares e citogenéticos, bem como desicaracteres morfologicos permitira

uma melhor compreensédo dos processos evolutivosrousdvem este grupo de espécies.
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LEGENDAS

Figura 1. Localizacdo das populacbes estudadaSalgdorea crocoidesA — mapa do
Brasil e distribuicdo dos acessos na regido Supais. B — visualizacdo maior com

distribuicao e respectiva identificacdo dos acessos

Figura 2. Dendrograma UPGMA baseado na distancia genéticdNele(1978) das
populacdes d€alydorea crocoideseSC 661, ESC 218, ESC 677, ESC 684, ESC 688,

ESC692, JLM-1 e DR-71. Uma escala da distanciatgané fornecida no topo do grafico.

Figura 3. Proporcdes de mistura Bayesia@i (e individuos d€alydorea crocoidepara
K= 2, identificadas no STRUCTURE, indicadas em reifdges cores. O numero mais
provavel de agrupamentos (k) foi estimado com oatmde mistura e correlacionado as
frequéncias alélicas, sem nenhuma informacéo aripda origem da populacéo.
Populacdes analisadas: ESC 661, ESC 218, ESC 617 6B4, ESC 688, ESC 692, JLM-

1 e DR-71.

Figura 4. Andlise citogenética d€alydorea crocoidesA- célula mitética 2n=14, ESC
677. B- idiograma n=7. C- grdo de pélen, ESC 692mBdidas do grao de pdlen (P, eixo
polar; E, diametro equatorial). Graos de pélen elifg@scuro) e inviaveis (claros). Barra =

10 pm.

TABELAS
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Tabela 1. Dados de coleta das populagbes analisada<Calydorea crocoides na regido Sul do Brasil.

Populacao Localidade Latitude (°S) Longitude (°W) Altitude (m) N° individuos Voucher

ESC 661 Bom Jardim, SC 28°21'41,0” 49°35'20,0” 1360 30 173569 ICN
ESC 692 Bom Jardim, SC 28°23'08,3” 49°33'18,6” 1450 30 Eggersé& Souza-Chies 692
ESC 688 S&o Joaquim, SC 28°13'43,2” 49°50'51,3" 1148 30 Eggers& Souza-Chies 688
ESC 218 S&o Joseé dos Ausentes, RS  28°48°09,2” 4D357 1350 25 173567 ICN
ESC 677 Tainhas/RS 29°18'59,8” 50°09’'59,5” 946 30 ggé&rs& Souza-Chies 677
ESC 684 Bom Jesus, RS 28°28'53,9” 50°19'49,0” 1073 30 Eggers& Souza-Chies 684
JLM-1  S&o Francisco de Paula, R29°27'21,9” 50°36°28,3" 897 30 173415 ICN

DR 71 Cambara do Sul, RS 29°10'40,4” 50°06'15,2” 495 30 173573 ICN

Total 235

ESC indica os coletores Eggers e Souza-Chies, BiBaim coletor Dal Ri, JLM coletor Juliana Lustddatos.
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Tabela 2. Tamanho alélico (pb), nimero de locos (A) e cahbede informacdo de polimorfismo (PIC)
observado em cada um dos sete primer de ISSRash@di€m oito populacdes Galydorea crocoides.

Primer Temperatura de Tamanho alélico  Numero de lécus PIC
anelamento (°C) (pb)
F3 (AG)sYC 48 250-2080 17 0,26
F4 (GA)sYC 48 250-2080 17 0,23
F12 (GTGC), 48 400-1600 11 0,34
F11(GACA), 48 200-2080 18 0,24
SV8 (GA)C 48 500-2080 14 0,23
SV4 A(TG)s 48 700-1400 7 0,25
SP2 (AG)C 48 400-2080 13 0,27
Total 97
Média 13,86 0,26
Min-Max 200 — 2080 0,23-0,34

Tabela 3- Diversidade genética para populacde€diydorea crocoides

Populacées Na Ne h | PPB(%) NS

ESC 661 1,4227 12280 0,1369 0,2074 42,27  0,1418
ESC 218 1,3608 1,2315 0,1331 0,1970 36,08  0,1509
ESC 677 1,5670 1,3809 0,2171 0,3195 56,70  0,2207
ESC 684 1,5773 1,3986 0,2231 0,3261 57,73  0,2218
ESC 688 1,4948 1,2986 0,1763 0,2639 49,48  0,2003
ESC 692 1,5876 1,3967 0,2233 0,3276 58,76  0,2238
JLM-1 1,6186 1,3783 0,2143 0,3182 61,86  0,2152
DR- 71 14639 1,3018 0,1743 02574 46,39  0,1852
Média 1,5116 1,3268 0,1873 0,2771 51,16  0,1464

Nivel de espécie 19897 1,4724 0,2821 0,4319 98,97 0,1950

Na. nUmero de alelos observados; Mumero efetivo de alelos; h: diversidade de gHBés
(1973); I: indice de informacdo de Shannon’s; PPBrcentual de bandas polimérfica, hs:
diversidade genética.
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Tabela 4- Matriz par a par de fluxo génico (Nm) e estrugda populacional @) entre as oitos
populacdes d€alydoreacrocoides

Nm

For ESC 661 ESC 218 ESC 677 ESC 684 ESC 688 ESC 692 JLM 1 DR 71

ESC 661 - 1,152 1,462 1,491 1,612 1,318 1,47 1,084
ESC 218|0,41 - 1,099 1,459 1,511 1,257 1,2 1,015
ESC 677|0,417 0,411 - 2,573 2,402 2,82 2,208 2,106
ESC 684|0,36 0,334 0,169 - 2,076 2,239 1,925 2,017
ESC 688|0,306 0,311 0,148 0,141 - 2,339 2,134 2,018
ESC 692|0,36 0,341 0,099 0,134 0,111 - 2,605 2,225
JLM 1 0,361 0,368 0,173 0,198 0,138 0,122 - 1,918
DR 71 0,407 0,397 0,074 0,14 0,127 0,08 0,169 -

Tabela 5— Resultados para andliselngtleneckdas oito populagfes @alydorea crocoides.

Teste do Sinal

IAM SMM

Populacdo  N* Déficit Excesso P N* Déficit  Excesso P
ESC 661 41.58 67 30 0.01061 | 48.45 69 28 0.00002
ESC 218 44.67 638 29 0.00084 | 47.92 73 24 0.00000
ESC677 41.14 50 47 0.13539 | 48.43 54 43 0.15792
ESC 684 41.29 49 48 0.10131 | 48.56 52 45 0.26725
ESC 688 41.32 58 39 0.35572 | 48.67 61 36 0.00648
ESC 692 41.37 50 47 0.14581 | 48.77 52 45 0.25321

JLM 1 41.42 53 44 0.33299 | 48.95 56 41 0.06487

DR 71 41.35 60 37 0.21536 | 48.53 60 37 0.01224

N* numero esperado de locos com excesso hdterozigosidade sob o modelo, seguido pel
respectivos numeros de locos com déficitxeegso de heterozigosidade; P= probabilidade.
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Tabela 6.Medidas cariotipicas, férmula cariotipica e indidesassimetria d€alydorea crocoides.

PARES S (um) L (um) TL (um) Cl r Morfologia
I 6,35 7,40 13,75 46,16 1,17 M
Il 2,59 3,66 6,25 41,38 1,42 M
1] 2,67 5,33 7,99 33,37 2,00 SM
v 2,52 4,79 7,31 34,45 1,90 SM
Vv 2,49 4,39 6,88 36,22 1,76 SM
Vi 2,36 4,13 6,49 36,30 1,76 SM
Vil 2,02 3,72 5,74 35,23 1,84 SM
CL 7,77 (£ 2,65) *
THL 54,4 (+ 2,65) *
R 2,40
Formula cariotipica 4M + 10SM
Numero de satélite 2
Steb. 3B
Al 0,39
A2 0,34

S - brago curto; L - brago longo; TL - comprimertaal; Cl - indice centromérico; r - razdo dos bg¢M - metacéntrico; SM -

submetacéntrico; CL - comprimento cromossomico meéd@HL - comprimento hapldide total; R = razdo entis comprimentos do

cromossomo mais longo e o mais curto; Steb. - oategle assimetria de Stebbins; Al - assimetri@endmossémica; A2 - assimetria
intercromossOmica; * Média (um) £ DP
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Tabela 7— Morfologia e fertilidade do pdlen em acesso€dbdorea crocoidesa regido sul do Brasil.

Populacdo Eixo polar (P) Eixo equatorial P/E Morfologia Pdlen viavel Pdlen inviavel Viabilidade
(Hm) (E) (um) (%)

ESC 692 40,63a 38,28a 1.06 Prolado esferoidal 3500 356 90,76

ESC 688 39,32b 41,88b 0,94 Oblado esferoidal 3500 235 93,70

ESC 677 37,14c 41,20b 0,90 Oblado esferoidal 3500 114 96,84

58



FIGURA 1

® calydorea crocoides

Altitude (metros)
B o-430
] 431-9%0

[] 991 -1548 0
B 1549 - 2107 prmn
[ 2108 - 2665

ESC688
- + ESCE9YMESC56!
S3o Joaquim \

ESC684 |w

Google earth

59



FIGURA 2

15

100%

'
—

.05

1
0.000

ESC 677

ESC 692

ESC 688

DR 71

JIIM 1

ESC 684

ESC 661

ESC 218

60



1.00

080

0.60

0.40

0.20

0.00

661

218

677

FIGURA 3

684

688

692

JLM1

DR71

61



FIGURA 4

L

; xxexxxxﬁ

I Il m w v Vi Vil

62



CAPITULO Il

CONSIDERACOES FINAIS



CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados moleculares e citologicos apresestadostituem dados inéditos e
relevantes sobre a caracterizacdo da esp€aigdorea crocoidesuma espécie de
distribuicdo restrita ao dominio Mata Atlanticaggominantemente no sul do Brasil na
Regido dos Campos de Cima da Serra (RS). Pouamehecido sobre esta espécie, além
de sua descricdo morfologica em 1965 pelo botadieno Pierfelice Ravenna, tendo
como base exemplares coletados em Sao Francisd®ade, Rio Grande do Sul. O
endemismo para a regido Sul do Brasil é questibnéwe vez que, um espécime Qe
crocoidesfoi registrado para o estado de Minas Gerais. Manto, novas buscas desta
planta no sudeste brasileiro se fazem necessaascpnfirmacdo do registro e analise da

abrangéncia de sua distribuicéo.

Através de uma analise da estrutura populacionaC.derocoidesao longo dos
estados do RS e SC foi possivel observar que gnaade da variabilidade genética é
encontrada dentro das populacdes com nivel de fy@nco baixo, demonstrando uma
moderada estruturacdo populacional. As andlisesagipamento por individuos
evidenciaram que os mesmo tendem a agrupar pdrdecaigem (por populagcéo), porém
mistura de individuos séo observadas. Varios fatpoglem explicar um cenario de baixa
diversidade genética, como sistema de cruzamensperddo de pdlen e sementes,
alteracbes entre as interacdes planta-polinizaglém de fragmentacdo do habitat. A
regido dos Campos de Cima da Serra, area de ocarn@atural deC. crocoidesg¢ hoje

um fragmento de floresta cercado por areas agsicola

Uma analise citolégica para determinacdo do nunw@ommossOmico permitiu
identificar um Unico nivel de ploidia nos espéciraralisados para os estados de SC e RS
(2n=2x=14). Apesar da ocorréncia de séries polip®iintraespecificas ser comum na
tribo Tigridieae e na familia Iridaceae (Souza-Ghé¢ al, 2012 no prelo), ndo foi
encontrada poliploidia enC. crocoides Bimodalidade e assimetria cariotipica séo
claramente evidenciadas & crocoidescom heteromorfismo observado em dois pares

cromossOmico.

A bimodalidade cariotipica é considerada uma foroeiotipica altamente

especializada podendo ser utilizada para caraategerupos de géneros ou espeécies
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(Nataliaet al., 2009; Kentoret al, 1990; Naranjeet al, 1998). Existe uma tendéncia de

espécies com cariétipos mais assimétricos seresiaravados (Stebbins, 1971).

Calydoreaé um género pequeno com aproximadamente 16 espggae monofilia
vem sendo questionada por englobar taxons duvidtiBosltando a compreenséao da real
circunscricdo deste género (Chauvesial, 2012; Souza-Chiest al, in pres$. Caracteres
morfoldgicos, citoldégicos e moleculares tém siddizatdos como ferramentas para o
entendimento de questdes evolutivas, ou seja, uglaomcompreensdo das relagbes
filogenéticas. Dados quanto a diversidade genétiaa espécies d€alydorea sdo
praticamente inexistentes, sendo este trabalhoepmnnessa linha. Salienta-se a
importancia em conhecer cada espécie para umalzog#io do conhecimento do género

como um todo.

A integracdo de diferentes técnicas é de suma tdapua para a compreensdo dos
processos evolutivos como um todo. A partir doslltedos apresentados e devido as
questbes taxondmicas incertas ocorrentes no g&wyalorea,novas pesquisas poderao

aprimorar o conhecimento sobre este género.
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Figura 3- Area do Parque Nacional dos Aparados da Serra@nb@a do Sul, RS, Brasil, regi&o
de ocorréncia natural (Calydorea crocoide.



