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RESUMO

Cipura Aubl., género pertencente a familia Iridaceae (tribo Tigridieae) é constituida
por cerca de oito espécies cujas plantas sdo herbaceas com presenga de bulbos. Ocorre no
Novo Mundo desde o sul do Brasil e Paraguai até o México.

Espécies de Cipura ocorrem na regidao de Cerrado do Estado de Goias e no
Nordeste do Brasil. Embora estudos de espécies do Cerrado sejam especialmente
relevantes devido a vulnerabilidade desse bioma, inexistem dados citogenéticos para as
espécies de Cipura ali presentes. Populac¢des de Cipura xanthomelas coletadas no Cerrado
exibem uma acentuada variagcdo fenotipica. Em Iridaceae, grande parte da variabilidade
morfologica intraespecifica e intragenérica se deve a diversidade cariotipica resultante de
eventos de poliploidia e disploidia. Assim, € possivel que a caracterizacao cariotipica de
C. xanthomelas contribua para uma melhor resolugdo taxondmica. Contudo, estudos
citogenéticos em Cipura sio limitados a quatro espécies.

O presente estudo tem por objetivo caracterizar citogeneticamente espécies de
Cipura ocorrentes no Cerrado (estado de Goias).

Bulbos de Cipura formosa ¢ de C. xanthomelas foram coletados a partir de trés
populagdes do Cerrado e mantidos em cultivo. Para a contagem cromossdmica e analise
da arquitetura cariotipica foram analisados cromossomos metafasicos a partir de
meristemas radiculares. No preparo das laminas foi empregada a técnica de gotejamento e
coloracdo com Giemsa. As analises foram realizadas em fotomicroscopio Optico Zeiss
Axioplan. As medi¢des cromossomicas foram feitas pelo programa Karyotype Analysis
2.0, sendo determinados a formula cariotipica (FC), o numero de cromossomos com
satélite, a razdo entre os cromossomos maior ¢ menor (L/S), indice de assimetria
intercromossomica (A2), categoria de assimetria de Stebbins (Steb) e comprimento
cromossdmico total (CCT). Estimou-se também a quantidade de DNA por citometria de

fluxo.



Os resultados obtidos para Cipura formosa sdo inéditos e evidenciam ser esta uma
espécie diploide com 2n = 14. Cipura xanthomelas apresenta 2n =28, sendo tetraploide e
corroborando dados anteriores para populacdes do Nordeste. Assim, as duas espécies
apresentam o numero bdsico descrito para o género x = 7, sendo esse altamente
conservado na tribo Tigridieae.

As duas espécies tém cariotipos assimétricos e bimodais, caracteristicos do
clado A de Tigridieae. Cipura formosa apresenta dois pares de cromossomos maiores ¢
cinco pares consideravelmente menores, sendo um par satelitado. Cipura xanthomelas
possui quatro pares grandes e os demais pequenos, com quatro satélites.

O heteromorfismo cromossdmico também foi evidenciado nas duas espécies,
carater esse recorrente em espécies dessa tribo.

Estimativas de tamanho de genoma mostram que C. xanthomelas possui maior
quantidade de DNA (2C) do que C. formosa, fato esse esperado considerando seus niveis
de ploidia tetraploide e diploide, respectivamente. Porém, o valor monoploide Cx maior
em C. formosa sugere “Genome Downsizing”.

A dificuldade de se obter cromossomos com espalhamento adequado e com boa
condensacdo da cromatina impossibilitou realizacdo das medidas cariotipicas nos
diferentes morfotipos coletados (“antera amarela” X “antera preta”) de C. xanthomelas.

Contudo, os nimeros cromossdmicos de ambos morfotipos sao 0 mesmo.

Palavras-chave: assimetria  cromossomica, Cipura, citogenética, cariotipo,

heteromorfismo cromossémico, Iridaceae, tamanho de genoma.



INTRODUCAO GERAL

1-Iridaceae

Integrante da ordem Asparagales (APG III, 2009) do clado de monocotiledoneas, a
familia Iridaceae ¢ considerada a segunda maior familia desta ordem segundo Goldblatt &
Manning (2008).

Encontrada em todo o globo, Iridaceae ¢ constituida por cerca de 2030 espécies
distribuidas entre 65-75 géneros sendo dividida em sete subfamilias: Isophysidoideae,
Patersonioideae, Geosiridoideae, Aristeoideae, Nivenioideae, Crocoideae e Iridoideae. A
partir de dados de sequéncias plastidiais, Iridoideae foi subdividida em cinco tribos:
Diplarreneae, Irideae, Sisyrinchieae, Trimezieae ¢ Tigridicae (Goldblatt et al., 2008).

No Brasil, hd ocorréncia de apenas uma subfamilia, Iridoideae, embora represente
cerca de 40% do total de espécies de Iridaceae, com 23 géneros e 190 espécies,
principalmente distribuidos na Floresta Atlantica, Cerrado ¢ bioma Pampa (Eggers et al.,
2016).

Alguns géneros de Iridaceae possuem grande valor econdmico em diversos
paises da Europa, bem como na India e Estados Unidos; sua importancia se deve
principalmente ao potencial ornamental e uso em paisagismo. Além disso, ¢ empregada
como fonte de alimentagdo, mediante o consumo de cormos ou pela utilizacdo de seus
estiletes e estigmas como especiarias (Goldblatt et al., 1998; Goldblatt & Manning,
2008). No género Cipura apenas a C. paludosa Aubl. ¢ usada como ornamental e
medicinal.

As plantas dessa familia podem ser anuais ou perenes; dispdem de um caule
frequentemente subterraneo, do tipo bulbo, cormo ou rizoma, sendo o caule aéreo presente
ou nao. Contém folhas caulinares ou basais em niimero variado, cilindricas ou laminares,

lineares ou ensiformes, planas ou plicadas, paralelinérveas, equitantes ou ndo, bi ou
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unifaciais (Judd et al., 2007; Goldblatt et al., 2008). A enorme variagdo morfoldgica
observada em alguns grupos de Iridaceae torna os seus relacionamentos internos

complexos (Chies et al., 2014).

As flores sdo dispostas em inflorescéncias determinadas do tipo ripidio,
frequentemente modificada e as vezes reduzidas a uma flor solitdria terminal. Flores
bissexuadas possuem simetria bilateral ou radial. Apresentam seis tépalas, as externas as
vezes diferenciadas das internas, livres ou conadas, petaloides (Judd et al., 2007,
Goldblatt et al., 2008).

As andlises dos caracteres morfologicos e anatdomicos foram essenciais para a
classificagdo, bem como a construgdo das primeiras arvores filogenéticas de Iridaceae,
sendo posteriormente empregados dados moleculares o que gerou pontos de discussao
por diversos autores, em vista da complexa taxonomia da familia (Goldblatt, 1990;

Souza-Chies et al., 1997; Reeves et al., 2001; Goldblatt, et al., 2008).

2- Tribo Tigridieae

A tribo Tigridieae inclui de 15 a 20 géneros e 172 espécies, ¢ estritamente
distribuida no Novo Mundo, com centros de diversidade na América do Sul e areas
no México e Guatemala (Rodriguez & Sytsma, 2006; Goldblatt et al., 2008).

Apds o estudo de Goldblatt et al. (2008) que subdividiu Iridoideae em cinco tribos,
constatou-se que Tigridieae ¢ taxonomicamente complexa ja que apresenta uma grande
variacdo morfoldgica, de dificil preservagdo de material em herbario (Rodriguez &
Sytsma, 2006).

Um estudo filogenético realizado por Chauveau et al. (2012), evidenciou que as
duas subtribos (Cipurinae e Tigridiinae) propostas por Goldblatt (1990) ndo sdo
monofiléticas. A ssim, os autores sugerem a divisdo da tribo em dois clados: o clado

A, que compreende somente espécies da subtribo Cipurinae, e o clado B que inclui



tanto espécies de Cipurinae quanto de Tigridiinae. A subtribo Cipurinae inclui:
Calydorea Herb., Cipura, Cypella Herb. e Nemastylis Nutt., o segundo inclui todos os
géneros tradicionalmente dispostos na subtribo Trigridiinae, além de Eleutherine Herb.,
Ennealophus N. E. Br., Cardiostigma ¢ Nemastylis anteriormente dispostos em
Cipurinae (Rodriguez & Sytsma, 2006).

3- O Género Cipura Aubl.

Cipura é um género composto por cerca de oito espécies distribuidas nas Américas
do Sul e Central (Dantas-Queiroz et al., 2016). Possuem raizes em forma de bulbos,
folhas plicadas e flores de cores variadas (amarelas, lilases, roxas, azuis ou brancas). As

tépalas internas sdo menores que as externas, os estames podem ser livres ou fusionados.
Cipura formosa Ravena

Segundo Dantas-Queiroz et al. (2016), as plantas de C. formosa possuem de 30 a 45
cm de altura com um bulbo resinifero, geralmente com rochas incrustadas em sua
superficie e folhas eretas rigidas. Suas flores sdo vistosas, lilas ou violeta. As tépalas
exteriores sdo repletas de pequenos pontos roxos, enquanto as tépalas interiores t€ém uma
linha branca (por¢do inferior) com a por¢do superior apresentando uma mancha amarela e
curvando-se para a frente (Figura 1A). Esta espécie ¢ encontrada em populacdes médias e
grandes, raramente isoladas. Tem floracdo na estagcdo chuvosa (Janeiro a Maio) emitindo
uma flor por vez por planta.

Cipura formosa ¢ endémica do Brasil, sendo encontrada em dominios fitogeograficos
do tipo Cerrado. Tem sua ocorréncia confirmada nas regides Norte, Nordeste ¢ Centro-

Oeste (Gil & Damasceno, 2018).



Cipura xanthomelas Maxim. ex Klatt

Apresenta plantas com altura bastante variavel de 10 a 60 cm (Dantas-Queiroz et
al., 2016). As folhas sdo eretas, assemelhando-se as primeiras folhas de algumas
Arecaceae. Suas flores sdo amarelas, com tépalas externas e pétalas internas eretas, com
marcas escuras em seu apice (Figura 1B).

As plantas dessa espécie muitas vezes encontram-se isoladas ou constituindo
populagdes com poucos individuos proximos uns dos outros. E encontrada em pastagens e
perto de habitagdes humanas. Floresce na estagdo chuvosa (Novembro a Margo),
geralmente com uma ou duas flores a0 mesmo tempo por planta. (Dantas-Queiroz, et
al.,2016).

De acordo com a Flora do Brasil (Gil & Damasceno, 2018), tem sua ocorréncia
confirmada apenas na regido Norte. Contudo, hé trabalhos que reportam sua coleta no

Nordeste e Centro-Oeste (Alves et al., 2011; Dantas-Queiroz et al., 2016).

Figura 1- A- C. formosa.; B - Cipura xanthomelas Fotos: A- Dantas-Queiroz et al. (2016).
B - RBG Kew;
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4- Estudos citogenéticos

Analises citogenéticas fornecem informagdes que podem ser usadas para
diferentes propdsitos no campo da biologia como: defini¢cdes taxonOmicas, estudos de
evolu¢do vegetal, caracterizacdo de germoplasmas, andlises clinicas e melhoramento
genético (Guerra, 1988) .

O numero cromossdomico ¢ o parametro mais utilizado na citogenética vegetal
para o entendimento de variagdes genéticas envolvidas na evolugdo de um grupo, como
também na delimitagdo taxonomica de espécies (Guerra, 2000; Pedrosa et al., 1999),
assim como para a reconstru¢do de filogenias (Stebbins, 1971; Goldblatt, 1990, 2000,
2006).

A investigacdo quanto a morfologia cromossdmica (comprimento cromossomico,
localizacdo da constricdo primaria e secundaria), permite a caracterizagdo cariotipica e
assim, a inferéncia da evolugdo daquele genoma.

Muitos dos estudos citogenéticos em Iridaceae foram desenvolvidos por Peter
Goldblatt, que trabalha com esta familia desde a década de 1960. Os trabalhos
de Goldblatt (1982) e de Goldblatt & Takei (1993) apresentam um grande
volume de dados citogenéticos de diversas espécies dessa familia.

Em Iridaceae, aproximadamente 65% das espécies (~1.330 espécies) possuem
dados citologicos publicados, embora a maioria dos resultados seja relativa apenas ao
nimero cromossdomico, ¢ grande parte das espécies do Hemisfério Norte e Africa (Alves
etal., 2011; Goldblatt & Takei, 1997).

A ocorréncia de eventos recorrentes de poliploidia e disploidia em Iridaceae ¢
bastante comum. Assim, € possivel encontrar na familia desde 2n = 6 até¢ 2n = 230
(Alves et al., 2011; Moraes et al., 2015). A poliploidia parece ser o evento mais
importante na evolucdo das espécies de Iridaceae da América do Sul e Central.

O nuamero basico para Iridaceae ¢ ainda incerto, mas considerando a distribui¢dao

dos numeros basicos dentro dos géneros menos especializados, o provavel numero basico
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¢ x = 10 do qual teriam derivado os nimeros 9, 8, 7 e 5 por disploidia decrescente
(Goldblatt, 1990; Goldblatt & Takei, 1993; Moraes et al., 2015). Na verdade, uma
imensa variacdo quanto ao numero basico € verificada dentro de cada tribo, € mesmo
género.

De acordo com Moraes et al. (2015) o nimero cromossdmico basico ancestral para
a subfamilia Iridoideae ¢ x = 8, porém dentre as tribos ¢ observada uma varia¢do no
nimero, sendo atribuido x = 7 para Tigridieae, x = 14 para Trimezieac ¢ x = 9 para
Sisyrinchieae. Tal diversidade evidencia a complexa evolucao do genoma nessa familia.

A ocorréncia de séries poliploides interespecificas ¢ bastante frequente em
espécies do clado A de Tigridieae. Por outro lado, para as espécies clado B e para
Trimezieae, eventos de disploidia parecem ter tipo um papel importante. Em Tigridieae,
acredita-se que o numero basico x=7 teve origem por disploidias reducionais por
translocacdes Robertsonianas.

A arquitetura cromossomica ¢ também bastante diversa em Iridaceae com grande
variacdo no tamanho e forma dos cromossomos. Assimetria cariotipica e bimodalidade
sao frequentes principalmente em Iridoideae (Alves et al, 2011; Souza-Chies et al., 2012).
Os caridtipos bimodais geralmente envolvem pares de cromossomos metacéntricos e
submetacéntico (Goldblatt, 1982), exceto em Gelasine azurea Herb., onde os pares
maiores sdo acrocéntricos (Kenton & Rudall, 1987).

Cariotipos assimétricos do tipo bimodal sdo ditos como sendo de evolugdo
recente, resultado de fusdes céntricas entre cromossomos do provéavel genoma ancestral
(Goldblatt & Takei, 1993). Goldblatt et al. (2008), a partir de dados filogenéticos,
indicaram que o aumento da bimodalidade ocorreu diversas vezes em diferentes
linhagens. A morfologia cromossomica varidvel e caridtipo bimodal tém sido
utilizados na delimitagdo da tribo Tigridieae (Kenton et al., 1990; Goldblatt &
Takei 1997; Reeves et al., 2001).

12



Também a presenca de heteromorfismo cromossomico tem sido verificada em
algumas espécies sendo resultantes de translocac¢des reciprocas desiguais (Souza-
Chies et al., 2012).

Em Iridaceae a estimativa da quantidade de DNA j4 foi realizada em cerca de 150
das 2.030espécies (7,4%), sendo evidenciada uma amplitude de variagdo de 0,96 a
62,76 pg para o conteudo diploide 2C (Moraes et al., 2015).

Na tribo Tigridieae, estima-se que apenas 0,69% das espécies tenham sua
estimativa da quantidade de DNA conhecida, destacando-se: Cypella spp. ¢ trés
espécies de Hesperoxiphion Baker valores 2C que variam de 2,48 a 8,76 pg; (Kenton
et al., 1990), Kelissa brasiliensis (Baker) Ravenna (2C = 17,50 pg), Gelasine elongata
(Graham) Ravenna (2C = 3,50 pg), Cipura paludosa Aubl. (2C = 16,9 pg) e quatro
espécies de Tigridia Juss. (7,75-16,20 pg) (Zonneveld et al., 2005; Bennett & Leitch,
2012).

Moraes et al. (2015) apresentam um levantamento dos dados de conteudo de
DNA j4 publicados para espécies das tribos Tigridieae, Trimezieae e Sisyrinchieae,
além de apresentar dados inéditos para 11 espécies. Neste estudo, os dados citogenéticos
(nimero cromossOmico e tamanho de genoma) sdo analisados dentro de uma
perspectiva filogenética a partir da arvore de Iridoideae reportada por Chauveau et al.
(2012), a fim de melhor compreender a evolugdo cromossdmica e buscar o numero
basico ancestral, com especial atencdo para Tigridieae e Trimezieae.

As informagdes citogenéticas encontradas para o género Cipura sdo escassas com
nimeros cromossdmicos determinados para apenas quatro espécies. Os poucos registros
disponiveis indicam um numero basico x = 7, com a ocorréncia de poliploidia
intragenérica. Goldblatt & Johnson (1990) apresentam os nimeros cromossomicos para
C. campanulata Ravenna (2n=4x=28) ¢ C. rupicola Goldblatt & Henrich (2n=4x=28).

Para Cipura paludosa foram reportados citotipos diploides ¢ tetraploides (2n = 14,
28) e presenga de cariotipo bimodal (Goldblatt, 1982; Alves et al, 2011).
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Com relagdo a Cipura xanthomelas a literatura refere ser tetraploide com 2n = 28,
apresentando assimetria intercromossOmica bastante significativa (Alves et al, 2011).

Para Cipura formosa ndo ha determinagdo de nimero cromossdmico na literatura.
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JUSTIFICATIVA

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma do Brasil com cerca de dois milhdes de
quilometros quadrados, o que representa 21% do territorio brasileiro. Possui a mais rica
flora dentre as savanas do mundo com mais de 7.000 espécies, sendo 40% delas
endémicas. Embora seja um dos biomas de maior biodiversidade mundial, o Cerrado ja
perdeu metade de sua area original pela introdu¢do de pastagens plantadas, culturas
anuais e outros tipos de uso. Estudos recentes indicam que estes ambientes naturais sdo
muito susceptiveis a degradacdo (Klink ¢ Machado 2005; Rocha et al., 2011).

Particularmente no estado de Goias, vegetagcdo nativa diminuiu consideravelmente
(Dantas-Queiroz et al., 2016). Mais de 30 espécies vegetais nativas consideradas
ornamentais encontram-se ameac¢adas e uma espécie extinta devido ao comércio
extrativista. Portanto, o estudo da biodiversidade do Cerrado ¢ fundamental para a adocao
de medidas urgentes para sua conservac¢ado (Klink & Machado, 2005).

Dentre as familias de plantas ocorrentes no Cerrado estad Iridaceae com
representantes dos géneros Cipura, Sisyrinchium L. e Trimezia Salib. ex Herb., sendo
largamente encontrados (Dantas-Queiroz et al., 2016).

O género Cipura ainda é pouco estudado, com a maior parte dos trabalhos sendo
de descrigdo de espécies. Trabalhos com C. paludosa sdo mais frequentes tendo em vista
suas propriedades medicinais. Embora dados citogenéticos em Iridaceae sejam
extremamente Uteis na taxonomia ¢ em estudos evolutivos, estes sdo escassos para o
género. Na ultima filogenia publicada para a subfamilia Iridoideac (Chauveau et al.,
2012) apenas duas espécies de Cipura foram contempladas. Estudos de diversidade
genética inexistem para espécies desse género.

Cipura possui espécies com grande semelhanca vegetativa, porém algumas
apresentam elevado polimorfismo floral. Uma ampla variabilidade fenotipica

intraespecifica tem sido observada em campo (O. Chauveau, comunicagdo pessoal)
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dificultando a delimitacdo das espécies. Em coletas recentes de Iridaceae na regido do
Cerrado pela equipe do Dr. Olivier Chauveau, foi verificada uma notavel variagdo em
caracteres morfologicos para C. xanthomelas, principalmente quanto a aspectos florais
como a coloragdo das anteras. Além de plantas com a coloracdo usual das anteras
amarelas, foi encontrada uma populacdo com um morfotipo distinto de anteras com
coloracao escura.

Considerando que os estudos taxonOmicos tém sido realizados baseados
principalmente na morfologia, ¢ recomendavel a busca por outros caracteres que auxiliem
no reconhecimento das espécies. Nesse sentido, a caracterizacao citogenética surge como
uma estratégia adicional para agregar informagdes que permitam a caracterizagdo dessas
espécies. Assim, o presente estudo se propde a obter dados citogenéticos para duas
espécies de Cipura da regido do Cerrado, de maneira a contribuir para o conhecimento

relativo a flora dessa regido ameacada.
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OBJETIVO GERAL

Caracterizar citogeneticamente espécies de Cipura ocorrentes no Cerrado (estado

de Goias).

Objetivos Especificos

Determinar o nimero cromossomico das espécies e investigar a ocorréncia de

citotipos intra-especificos;

Realizar medidas cromossomicas visando a determinagdo de diversos parametros

cariologicos;

Construcao de idiogramas;

Estimar indices de assimetria;

Analisar comparativamente os cariotipos das populagdes de C. xanthomelas do

Nordeste e do Cerrado.

Estimar o conteudo de DNA de cada uma das espécies de Cipura.
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MATERIAL E METODOS

Coleta do material vegetal

As coletas do material utilizado nas andlises citogenéticas foram realizadas no
estado de Goias (Tabela 1). Os vouchers foram depositados no herbario ICN da UFRGS.
Os bulbos foram plantados e mantidos em viveiro, sendo coletadas raizes e folhas para

analises citologicas e de citometria de fluxo, respectivamente.

Tabela 1: Localidades das coletas de Cipura em Goias

Espécie Acesso (Voucher) Municipio Latitude (s) Latitude

C. xanthomelas O.Chauveau & Alto Paraiso, Sdo S 14°11'10.6" W 47°4726.4"
antera amarela A.Aguiar 909 Jorge

C. xanthomelas O.Chauveau & Alto Paraiso, Sdo S 14°08'55.00" W 47°44'47.00"
antera preta A.Aguiar 909 Jorge

C. formosa Béaez M. 224 Cavalcante S 13°36'14.1" W 47°31'38.2"

Analises citogenéticas

2.1.  Coleta de raizes

As raizes velhas dos bulbos coletados a campo foram removidas com ajuda de uma
gilete e posteriormente acondicionadas em frascos contendo agua destilada para que
ocorresse o estimulo de crescimento de novas raizes. No laboratorio foram recolocadas
em vermiculita, onde raramente havia emissdo de raizes. Passado alguns meses de
dorméncia foi feita substitui¢do nos copos plasticos de uma mistura de terra preta com

vermiculita, e realocados em uma sala de crescimento a 24,6 °C com fotoperiodo de 16h.
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As raizes novas, emitidas foram coletadas e submetidas a um pré-tratamento com
uma solug@o anti-mitdtica de 8-Hidroxiquinoleina overnight. Apos essa etapa, as raizes
foram fixadas em Carnoy (3 etanol:1 4cido acético), em temperatura ambiente por 4 a 10
horas, sob agitacdo. O material permaneceu estocado em freezer até 0 momento da analise

(Figura 2).

Figura 2. A- Os bulbos na sala de crescimento; B- Emissdao de raizes do bulbo; C- eppendorf

contendo material no fixador.

2.2. Determinac¢ao do nimero cromossomico

Para a observagdao de cromossomos foi empregada a técnica de gotejamento. As
raizes foram lavadas em 4gua destilada por trés vezes de 6 min e submetidas a digestdo
enzimatica em 30ul de solucdo de celulase 2% e pectinase 20% a 37°C em camara imida

por 4 h. O material ja digerido foi homogeneizado com uma micropipeta e centrifugado
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por 4 min a 12.000 rpm. Depois da centrifugacdo, a enzima foi retirada do eppendorf e
adicionado 20pul de agua destilada, homogeneizado novamente e centrifugado a 3min.
Essa operagdo foi repetida duas ou trés vezes. Apos a lavagem das raizes com a agua foi
adicionado 20ul de 3:1 e novamente homogeneizado. Esse processo também se repetiu
duas ou trés vezes.

Para o preparo da ldmina, a solu¢do de protoplastos foi gotejada com uma
micropipeta a uma distancia de aproximadamente 50 cm a fim de melhorar o
espalhamento dos cromossomos.

Depois de prontas, as laminas foram secas a temperatura ambiente e

posteriormente coradas com Giemsa 2%.

2.3. Visualizagado e analise dos dados citologicos

As células contendo cromossomos com boa condensag¢do e um bom espalhamento
foram analisadas e fotografadas no fotomicroscopio Zeiss Axioplan com o uso do
programa AxioVision. Para as andlises de morfologia cromossomica, foram analisadas de
trés a seis metafases para cada espécie.

Para a analise da arquitetura cariotipica, foi utilizado o programa Karyotype
Analysis 2.0, através do qual foram determinados os seguintes parametros: formula
cariotipica (FC), a razdo entre os cromossomos maior ¢ menor (L/S), o indice de
assimetria intercromossomica (A2) proposto por Romero-Zarco (1986), a assimetria de

acordo com Stebbins (Steb) e o comprimento cromossomico total (CCT).

2.4. Analise de tamanho de genoma

Para a estimativa de quantidade de DNA, foram realizadas analises por citometria

de fluxo de dois individuos de C. formosa e cinco individuos de C. xanthomelas.
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Para cada amostra a ser analisada, foi macerado cerca de 20 a 30 mg de tecido
foliar da espécie e aproximadamente a mesma quantidade de material foliar da planta-
padrao de referéncia Pisum sativum cv. Ctirad (2C = 9,09 pg).

Com auxilio de um bisturi, as folhas foram trituradas em placa de Petri na presenca
do tampao LBO1 (1 mL) para liberar os nucleos (Dolezel et al., 1989). A solugdo
proveniente desta maceracao foi filtrada através de tubo contendo um filtro de 30 um. Os
nucleos foram corados com 25 uL de uma solugdo composta por iodeto de propidio 1
mg/mL" e 5 uL de RNAse.

Pelo menos 10.000 nucleos foram analisados para cada amostra usando um
citometro FACS-Aria (Becton-Dickinson).

Os valores 2C de cada amostra foram calculados pela intensidade de fluorescéncia

relativa da amostra ¢ do padrdo conforme a seguinte equagao:

DNA amostra= [ G1 daamostra| x DNA padrio
G1 do padrao

O valor total de DNA 2C foi calculado utilizando a relagdo linear entre os sinais
fluorescentes dos nucleos corados da amostra desconhecida e o padrio interno. As
amostras foram avaliadas para cada espécie e o desvio-padrao (DP) foi calculado. O
tamanho do genoma monoploide (1Cx) foi utilizado para representar o teor de DNA no
cromossomo (x) de uma célula somatica (Greilhuber, 2005), enquanto 2C refere-se a todo
o conteudo de DNA de uma célula somatica. O valor de 1 pg de DNA equivale a 978
Mpb (Dolezel et al., 2003).
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RESULTADOS

O presente estudo apresenta os numeros cromossomicos € a caracterizacao
cariotipica das espécies Cipura formosa e C. xanthomelas. Estaéa primeira
descrigdo de dados citogenéticos para tais espécies de Cipura do Cerrado no estado de
Goias.

Para Cipura formosa n3o ha informacgdes citogenéticas anteriores, sendo os
dados aqui apresentados inéditos.

Os dados cariotipicos ¢ de tamanho de genoma obtidos estdo apresentados na
Tabela 2. As Figuras 3 e 4 mostram as metafases mitoticas das espécies analisadas e os
respectivos idiogramas estdo ilustrados nas Figuras 5 e 6. As andlises mostram que
ambas as espécies possuem o numero basico da tribo x = 7, sendo C. formosa
diploide (2n = 14) e C. xantomelas tetraploide (2n = 28).

Cipura formosa apresenta cromossomos de médios a grandes (Figuras 3 e 5)
tendo o menor cromossomo 2,87 wm e o maior 7,79 pm com a razao entre eles de 2,71
um. O comprimento cromossomico total ¢ de 66,20 um (Tabela 2). A féormula
cariotipica para essa espécie ¢ 8M + 6SM, com dois satélites localizados no par 4. O
par satelitado exibe um moderado heteromorfismo quanto ao tamanho dos
cromossomos ¢ quanto a posicdo do centrOmero, sendo um metacéntrico € o outro
submetacéntrico. Foi ainda observado heteromorfismo nos pares 1 e 3, sendo bastante
pronunciado no par 1. A diferenca no tamanho dos cromossomos evidencia a
assimetria cariotipica da espécie. O indice de assimetria intercromossomica foi A2=
0.32. Foi classificada na categoria 2B de Stebbins (Tabela 2).

Estimativas de conteudo de DNA através de citometria de fluxo mostram que C.
formosa possui 2C= 7,15pg, com o tamanho monoploide de Cx= 3,57 (Tabela 2).

Com relagdo a espécie Cipura xantomelas, pretendia-se averiguar possiveis
diferengas cariotipicas entre os morfotipos “antera amarela” e “antera preta”. Ambos os
morfotipos apresentaram caridtipo tetraploide com 2n=28. Contudo, a dificuldade na
obten¢do de cromossomos com espalhamento adequado e com igual condensa¢do da
cromatina (Figura 7) inviabilizou a realizacdo das medidas cariotipicas do morfotipo
“antera preta”. Embora para o morfotipo “amarelo” também tenham sido encontradas
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as mesmas dificuldades (Figura 7), foi possivel a obten¢do de placas metafasicas de
6tima qualidade.

A analise cariotipica do morfotipo “antera amarela” de C.
xanthomelas evidencia que essa espécie possui 0S Cromossomos
maiores do que C. formosa, com o menor ¢ maior cromossomos medindo
respectivamente 3,72 e 8,73 um. Porém, a razdo entre o maior € 0 menor cromossomo
do complemento ¢ de 2,34 um, mostrando que tal diferenga ¢ menos pronunciada do
que em C. formosa. O comprimento total foi de 156,78 um. A férmula
cariotipica para C. xanthomelas é 12M + 16SM, mostrando claramente a presenca
de quatro satélites (Pares 6 e 10; Figuras 4 e 6). Heteromorfismo cromossomico foi
evidenciado nos Pares 1, 3, 8 ¢ 9.

Assim como C. formosa, essa espécie apresenta uma clara assimetria
cariotipica. O indice de assimetria intercromossdmica foi A2=0.30, sendo incluida na
categoria 3B de Stebbins.

Cipura xanthomelas possui um conteido de DNA 2C de 7,15 pg, com o

tamanho monoploide de Cx= 3,57 pg (Tabela 2).
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Tabela 2 - Parametros cariotipicos de espécies de Cipura: niimero cromossdémico somatico (2n) e nivel de ploidia, féormula cariotipica

(FC), nimero de cromossomos com satélite, variagdo entre o tamanho do menor e do maior cromossomo do cariétipo (Var), razao entre os

cromossomos maior € menor (L/S), indice de assimetria intercromossomica (A2), categoria de assimetria de Stebbins (Steb), comprimento

cromossomico total (CCT), quantidade de DNA em picogramas (2C), tamanho monoploide do genoma (Cx) e coeficiente de variagao para

analises de citometria (CV).

Espécies 2n FC N° Var L/S A2 Steb CCT 2C Cx Cv

sat (um) (nm) (pg)  (p®)
C. formosa 2n=2x=14 8M + 6SM 2 2,87-7,79 2,71 0,32 2B 66,20 7,15 3,57 3,20
C. xanthomelas  2n=2x=28 12M + 16SM 4 3,72 - 8,73 2,34 0,30 3B 156,78 12,74 3,18 4,55
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Figura 4. Células metafasicas Cipura xanthomelas - 2n=4x=28. Setas indicando os satélites. Escala

Sum.
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Figura 5. Idiograma de Cipura formosa - Pares 1, 3 e 4 heteromorficos. Escala Spm.
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Figura 6. Idiograma de Cipura xanthomelas - Pares 1, 3, 8 ¢ 9 heteromorficos. Escala S5um.
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Figura 7. A - Cipura xanthomelas morfotipo “antera preta” (2n= 4x= 28) com os
cromossomos descondensados. B, C, E e F — C. xanthomelas de antera amarela (2n= 4x=
28) com dificil visualizagdo do centromero e com cromossomos descondensados; D - C.

xanthomelas “antera amarela” com cromossomos ndo espalhados. Escala de 5pum.

27



DISCUSSAO

Cipura é um pequeno género constituido por oito a nove espécies distribuidas do
centro do México ao Sudeste do Brasil (Celis et al., 2003). Como mencionado
anteriormente, hd dados citogenéticos disponiveis para apenas quatro de suas espécies.
Com relagdo as duas espécies analisadas no presente estudo, ha dados citologicos
publicados apenas para C. xanthomelas, contudo tais informagdes sdo referentes a
populagoes coletadas no Nordeste do Brasil (Alves et al., 2011). Para C. formosa nao ha

analises anteriores reportadas na literatura.

As espécies investigadas nesse estudo, assim como as demais do género,
apresentaram nimero cromossomico basico x = 7 (Goldblatt, 1982; Goldblatt & Takei,
1993; Alves et al., 2011). Para a tribo Tigridieae esse é considerado o nimero ancestral,
sendo altamente conservado entre seus géneros (Goldblatt & Manning, 2008; Moraes et

al., 2015).

Para o clado A de Tigridieae ¢ freqiiente a ocorréncia de series poliploides
intraespecificas como em Herbertia lahue (Molina) Goldblatt (2x, 4x, 6x, e 8x). Dentro
de Cipura, a maior parte das espécies estudadas até o momento apresenta apenas um
nivel de ploidia; somente em C. paludosa foram observados dois citdtipos (2n = 14, 28;
Goldblatt, 1982). Os niveis de plodia descritos para o género sdo diploide e tetraploide,

nao havendo ploidias elevadas.

Quanto as espécies aqui investigadas foi encontrado o nivel diploide para C.
formosa (2n = 14) ¢ tetraploide para C. xanthomelas (2n =28), ndo sendo observada a

existéncia de citotipos intraespecificos como relatado para o clado.

Assimetria cariotipica e bimodalidade tém sido amplamente observadas em
espécies dos géneros Alophia Herb., Calydorea, Cipura e Eleutherine (Guerra, 1988;
Alencar, 2012; Alves et al., 2011). Segundo Goldblatt (1982) tais variagdes cariotipicas

se devem principalmente a eventos de translocagdo e inversao.
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A avaliagdo da simetria permite inferéncias quanto a evolugdo cromossdmica,
especialmente em grupos taxonOmicos onde ha ocorréncia de rearranjos
cromossdmicos. A bimodalidade ocorre em muitas plantas sendo considerada uma
forma cariotipica altamente especializada e derivada, podendo ser utilizada para
caracterizar grupos de géneros ou espécies (Moreno et al., 2009; Kenton et al., 1990;

Goldblatt & Takei, 1997).

Cipura formosa apresenta um cariotipo assimétrico com dois pares maiores de
cromossomos € 0s demais pares visivelmente menores; o padrio bimodal com dois
pares longos mais cinco pares curtos ¢ considerado também um carater conservado que
refor¢a a monofiletismo da tribo (Goldblatt, 1982; Moraes et al., 2015). O cariotipo
dessa espécie apresenta apenas cromossomos meta e submetacéntricos (8M + 6SM).
Para populagdes de Cipura paludosa do Nordeste, espécie também diploide, sdo
encontrados oito acrocéntricos, além dos quatro meta e dois submetacéntricos (Alves et

al., 2011) evidenciando uma clara diferenciag@o cariotipica entre essas duas espécies.

A assimetria em C. formosa pode ser claramente constatada pela diferenca de
tamanho entre os pares maior € o menor (7,79 e 2,87, respectivamente), sendo esse
ultimo quase trés vezes menor (L/S = 2,71). O indice de assimetria intercromossomal
(A2 = 0,32) confirma a bimodalidade cariotipica e a classificacdo de Stebbins (Steb =
2A) evidencia ainda uma assimetria quanto a morfologia cromossomica (posicdo do

centromero).

Quanto a C. xanthomelas, foi encontrado para ambas as populagdes e para ambos
os morfotipos 0 mesmo niimero cromossomico ja reportado por Alves et al. (2011) em
espécimes coletados no Piaui (2n = 28). Embora tenham sido observadas diferencas
marcantes quanto alguns aspectos morfoldgicos nas plantas coletadas no Cerrado, como
a coloracdo das anteras (amarelas X pretas), tais variantes ndo refletem alteragdes

quanto ao nimero cromossomico.

Por outro lado, a andlise da arquitetura cariotipica, traz diferencas substanciais
quanto a formula cariotipica das populagdes das duas regides. No presente estudo,

foram observados apenas cromossomos meta e submetacéntricos (12M + 16SM),
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enquanto Alves et al. (2011) reportam 10M + 8SM + 10A. Tal discrepancia
possivelmente se deve a artefatos da técnica, como grau de condensacdo dos
cromossomos. Um indicio de que essa seja uma explicagdo plausivel para nossos dados
¢ a confirmag¢do da presenca das constrigdes secunddrias e dos satélites. Enquanto
naquele trabalho os autores mencionam ndo terem visualizado satélites, as metafases da
Figura 4 mostram claramente a ocorréncia de quatro satélites (Pares 6 ¢ 10 — Figura 6).
Da mesma forma, Alencar et al., (no prelo) encontraram resultados para Calydorea
crocoides Ravenna quanto a morfologia cromossomica que discordam daqueles
reportados por Moraes et al. (2015), tendo esse segundo estudo encontrado além de

metacéntricos € submetacéntricos, um par telocéntrico.

Cipura xanthomelas segue o padrdo assimétrico e bimodal do género com quatro
pares grandes e 10 menores, também observado nas populacdes do Nordeste (Alves et
al., 2011). Embora ambos os estudos confirmem a assimetria nessa espécie, os indices
estimados diferem. No presente estudo os indices foram A2 = 0,30 e Steb = 3B, e no
artigo referido, A2 = 0,55 e Steb = 3C. Possivelmente, tais diferengas sejam resultantes
dos diferentes programas de andlise cariotipica empregados em cada estudo e também

ao grau de condensacao cromossdmica, como ja mencionado anteriormente.

As espécies de Cipura possuem cromossomos de tamanho médio a grande.
Avaliando as duas espécies comparativamente, pode ser verificado que C. formosa
apresenta cromossomos menores (2,87 — 7,79 um) do que C. xanthomelas (3,72- 8,73
um). Por outro lado, C. formosa possui um cariotipo ligeiramente mais assimétrico (L/S
= 2,71 ¢ A2 = 0,32) do que C. xanthomelas (L/S = 2,34 ¢ A2 = 0,30). A analise
cariotipica de C. xanthomelas para as populagdes do Nordeste reporta tamanhos
cromossOmicos menores, variando de 2,64 — 6,02 um; porém o L/S foi semelhante ao
encontrado no presente estudo (2,28). Muito provavelmente as diferengas se devem
apenas a questdes metodologicas. Alves et al. (2011) verificaram para a espécie C.
paludosa uma maior variagdo no tamanho dos cromossomos (2,21 — 9,48 um) e
consequentemente, uma bimodalidade mais pronunciada (L/S = 4,24 e A2 = 4,28) do
que as espécies aqui analisadas. Narayan & Durrant (1983) sugerem que genomas

maiores tendem a estar correlacionados com caridtipos mais simétricos. Considerando
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os dados disponiveis para Cipura acima relatados, a espécie tetraploide C. xanthomelas
apresenta o cariotipo ligeiramente mais simétrico do que as duas espécies diploides C.
formosa e¢ C. paludosa. O mesmo pode ser observado nos resultados de Alves et al.
(2011).

O género Cipura, assim como os demais géneros da tribo Tigridieae, exibe uma
pronunciada assimetria diferentemente das outras duas tribos da subfamilia Iridoideae,
Trimezieae ¢ Sisyrinchicae (Alves et al., 2011; Moraes et al., 2015). Segundo Stebbins
(1971) existe uma tendéncia de espécies com caridtipos mais simétricos serem mais
ancestrais e aquelas com maior assimetria serem mais derivadas. As filogenias da
familia Iridaceaec e da subfamilia Iridoideae (Goldblatt et al., 2008; Chauveau et al.,
2012) baseadas em marcadores moleculares corroboram tais dados cariotipicos, sendo

Tigridieae mais derivada que as duas outras tribos .

Em ambas as espécies analisadas foi observado heteromorfismo quanto ao
tamanho ou a morfologia dos cromossomos. Em Cipura formosa foi observado trés
pares heteromorficos (1, 3 e 4) enquanto C. xanthomelas apresentou quatro pares (1, 3,
8 ¢ 9) (Figuras 5 e 6). Em C. paludosa foi encontrado heteromorfismo para dois pares (1
e 2) em todas as populagdes analisadas, sugerindo translocagdes reciprocas (Alves et al.,

2011).

A ocorréncia de heteromorfismo cromossdémico ¢ frequentemente relatada na
familia Iridaceae, especialmente nesta tribo, com registros anteriores para Eleutherine
bulbosa (Mill) Urb., Gelasine elongata (R. Graham) Ravenna, Calydorea crocoides e
Cipura paludosa (Kenton & Rudal, 1987; Guerra, 1988, 1991; Alves et al., 2011;
Alencar et al, no prelo). Tais heteromorfismos normalmente sao resultantes de inversdes
seguidas de duplicagdo em tandem ou de translocagdes. A confirmag¢dao da condigdo
heteromorfica de todos os pares observados, bem como a compreensdo de sua origem
requer analises cariotipicas envolvendo um maior tamanho amostral, o uso de coloragao

diferencial e também uma avaliagdo do comportamento meidtico.

Os dados referentes ao comprimento cromossomico total (CCT) e a quantidade

de DNA (valor 2C) refletem o esperado para as duas espécies investigadas considerando
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seus niveis de ploidia. Cipura formosa (diploide) tem menor tamanho de genoma que a
tetraploide Cipura xanthomelas (CCT = 66,20 um e 2C= 7,15pg; CCT = 156,78 um,;
2C=12,74 pg, respectivamente).

Estimativas de conteudo de DNA para Cipura se restringem ao trabalho de
Goldblatt et al. (1984) com C. paludosa cujo valor 2C foi de 16,9 pg. Analisando
comparativamente essa informa¢do e aquelas obtidas para C. formosa e para C.
xanthomelas, esse valor ¢ maior do que o esperado. Cipura paludosa ¢ diploide e tem
um CCT de 67,81 um; C. formosa semelhantemente ¢ diploide e tem um CCT de 66,20
um, contudo seu tamanho de genoma ¢ de apenas 7,15 pg nessa ultima. Mesmo a
tetraploide C. xanthomelas teve um conteido de DNA de 12,74 pg. A aparente
contradicdo ¢ muito provavelmente resultado da metodologia empregada, que no
trabalho com C. paludosa foi por citofotometria (microdensitometria) enquanto nossas
analises foram por citometria de fluxo. A microdensitometria ¢ uma técnica

praticamente em desuso nos dias atuais devido a baixa confiabilidade.

Considerando o tamanho monoploide do genoma (Cx), C. formosa possui maior
quantidade de DNA (3,57 um) do que C. xanthomelas (3,18 um). Esses dados indicam
uma ligeira redugdo do genoma diploide para o tetraploide, sugerindo o fendmeno
conhecido como “Genome Downsizing”, o qual j4 foi amplamente reportado para
diferentes taxa com representantes poliploides. A poliploidia via auto ou alopoliploida
pode levar a reorganizacdo do genoma através de rearranjos que levam a reduciao no
conteudo de DNA (Leitch & Bennett 2004; Parisod et al., 2010). Tacuatia et al. (2016)
reportaram “genome downsizing” em Iridaceae para a espécie Sisyrinchium micranthum
Cav., na qual existe uma série poliploide (2x, 4x e 6x); os autores descreveram nao so a
diminui¢cdo no tamanho do genoma dos poliploides como também uma redugdo no

numero de bandas heterocromaticas e de sitios de DNAr.
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CONCLUSAO

Os resultados sobre caracterizacdo cromossdomica obtidos neste trabalho sdo os
primeiros reportados para as espécies de Cipura do Cerrado no estado de Goias. Os
estudos citogenéticos anteriores para C. xanthomelas sdo relativos a populagdes do

Nordeste.

Para C. formosa os dados obtidos sdo inéditos, sendo esse o primeiro trabalho

descrevendo o nlimero cromossdmico € o caridtipo para essa espécie.

Cipura formosa ¢ diploide com 2n = 14 e C. xanthomelas tetraploide (2n =28),

portanto ambas com o nimero basico x=7.

As medi¢des dos cromossomos constaram que ambas as espécies possuem

cromossomos de médio a grandes, sendo, porém maiores em Cipura xanthomelas.

A assimetria cariotipica esta presente nas duas espécies, seguindo o padrao

bimodal do clado A de Tidridieae.

O heteromorfismo também foi relatado aqui para diversos pares cromossOmicos

nas duas espécies. Em C. formosa, o par de satelitado é heteromorfico.

A quantidade de DNA para cada uma das espécies aumenta de acordo com o
nivel de ploidia; contudo, considerando o tamanho monoploide do genoma observa-se

uma reducgdo para a espécie poliploide C. xanthomelas sugerindo genome downsizing.

A comparacdo dos dados cariotipicos de C. xanthomelas de populagdes do
Cerrado com aquelas do Nordeste investigadas por Alves et al. (2011) mostra uma
constancia no padrao geral, sendo ambos assimétricos. Pequenas diferengas observadas

possivelmente se devam a questdes metodologicas.

As diferencas fenotipicas observadas entre os morfotipos “antera amarela” e
“antera preta” de C. xanthomelas ndo refletem diferengas quanto ao namero

cromossOmico ou cariotipo.
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