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Nota Cientifica / Short Communication

Qualidade polinica, anormalidades meioticas e poliploidia em
Sisyrinchium commutatum (Iridaceae)
Pollen quality, meiotic abnormalities and poliploidy in Sisyrinchium commutatum (Iridaceae)

Rubem Samuel de Avila Junior', Juan Urdampilleta® & André Braganca Gil®

Resumo

O comportamento meidtico de Sisyrinchium commutatum (Iridaceae) foi avaliado e associado com a qualidade
polinica observada em uma populago do sudeste do Brasil. Além disso, pela primeira vez, descreve-se o nu-
mero cromossdmico desta espécie (2n = 36), contribuindo assim para a sistematica do grupo. Alguns aspectos
da biologia floral sdo relatados e confirmam a ocorréncia de apresentagdo secundaria de polen e a auséncia
de autofertilizacdo e apomixia, comuns para o género. Os resultados do presente trabalho confirmam a agio
das anormalidades meidticas (multivalentes e pontes cromossdmicas) como possivel mecanismo disruptivo
na formagdo de graos de pdlen com consequéncias ao sucesso reprodutivo na populagao estudada.
Palavras-chave: pdlen, nimero cromossdmico, meiose, poliploidia.

Abstract

The meiotic behaviour of Sisyrinchium commutatum (Iridaceae) was studied and associated to the pollen
quality observed in a southeastern population in Brazil. For the first time, the chromosome number is reported
for this species (2n = 36). Some traits of floral biology were recorded and secondary pollen presentation as
well as the absence of autonomous self-fertilization and apomixy were observed. The results of this study
confirm the abnormalities in the meiosis process breaking the pollen grain formation with consequences to
reproductive success in the studied population.

Key words: pollen, chromosome number, meiosis, poliploidy.

O sucesso reprodutivo de individuos
vegetais esta relacionado diretamente a uma
série de fatores bidticos e abiodticos (Barret &
Eckert 1990). Eficiéncia e disponibilidade de
polinizadores e dispersores, estrutura populacional
e as caracteristicas do ambiente podem contribuir
neste sentido. Além destes, os diferentes
mecanismos e sistemas reprodutivos encontrados
em angiospermas atuam nas condi¢des e na
potencial capacidade de germinacdo dos graos
de polen em estigmas coespecificos e posterior
fertilizagdo dos 6vulos (Barrett 2002). Componente
fundamental neste sentido ¢ a qualidade do poélen
que chega aos estigmas, ou em outros termos, a
viabilidade polinica. Os fatores acima descritos

sdo extensivamente avaliados nos estudos de
biologia reprodutiva, porém, aqueles associados as
diferentes taxas de viabilidade polinica observadas
em distintas espécies vegetais sdo ainda pouco
explorados. Como exemplos de potenciais fatores
incidentes na qualidade do pélen (viabilidade
polinica), podem ser citados aqueles relacionados
as caracteristicas ambientais locais (umidade e
temperatura), morfologicos (local de exposicao
nas flores) ou endogenos (caracteristicas da
microsporogénese) (Dafni & Firmage 2000).
Além disso, alguns estudos associam taxas
diferenciais de crescimento de tubos polinicos
ao nivel de ploidia de determinadas espécies
e apontam que a poliploidia pode contribuir
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negativamente neste parametro (Green 1946; Sarkar
& Paria 1980). Por outro lado, a poliploidia pode
acarretar em vantagens adaptativas reprodutivas em
espécies invasoras colonizando novos ambientes,
aumentando a distribuigdo geografica (te Beest et
al. 2012).

O género Sisyrinchium L. (Iridaceae Juss.:
Iridoideae Eaton: Sisyrinchieae J. S. Presl) apresenta
aproximadamente 130-140 espécies aceitas
distribuidas nas Américas, ocorrendo em locais
abertos como campos graminosos, pradarias e
paramos. Sisyrinchium ¢ o maior género de Iridaceae
do Novo Mundo, contudo ainda apresenta lacunas
no seu entendimento tanto infragenérico, quanto
interespecifico (Goldblatt & Manning 2008;
Chauveau et al. 2011; Karst & Wilson 2012).

Sisyrinchium caracteriza-se por apresentar
ervas perenes (raramente anuais), de folhas
unifaciais planas (por vezes, cilindricas) com nervura
central inconspicua; ramos floriferos achatados e
tipicamente alados; inflorescéncias ramificadas (por
vezes, reduzidas a flor solitaria); flores actinomorfas,
amarelas, azuis ou roxas, com seis tépalas livres e
trés estames simétricos, com filetes fusionados, no
minimo na regido basal; coluna estaminal, algumas
vezes, inflada e muitas vezes, glandular-pubescentes
e estiletes parcialmente fusionados terminados em
trés estigmas (Goldblatt & Manning 2008; Karst &
Wilson 2012). A diferenciagdo especifica no género
baseia-se no trato foliar e nas caracteristicas florais,
em particular na organizagdo do androceu (Souza-
Chies et al. 2012).

Informagdes citologicas no género Sisyrinchium
revelam uma importante variagdo infragenérica
quanto ao niimero e tamanho cromossomico,
destacando uma importante correlagdo entre o
tamanho do genoma com fatores ambientais e o
nivel de ploidia (Goldblatt 1982; Kenton et al.
1984, 1986). Para o género Sisyrinchium foram
reconhecidos varios niimeros cromossémicos (n =
8,9, 11, 16, 17 e 32) em diferentes niveis de ploidia
(Goldblatt & Takei 1997), inclusive a presenca de
diferentes citotipos poliploides em S. micranthum
(Tacuatia ef al. 2012). Os nimeros basicos x =8 e 9
sdo os mais frequentes, mas x =9 foi proposto como
o nimero basico ancestral para o género (Goldblatt
1982; Kenton et al. 1986; Goldblatt & Takei
1997). A diversidade genética entre populagdes
da mesma espécie foi descrita e observada pelo
comportamento cromossdmico na meiose de
hibridos artificiais, reconhecendo assim barreiras
reprodutivas intraespecificas em Sisyrinchium
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bermudianum L. (Ingram 1968). Poucos estudos
cromossomicos foram desenvolvidos para esclarecer
a biologia reprodutiva destas espécies, sendo esta
completamente desconhecida em Sisyrinchium
commutatum Klatt.

Sisyrinchium commutatum é uma espécie
herbacea, de pequeno porte, facilmente reconhecida
pela presenga de folhas e pedunculos dos ramos
floriferos planos, com uma conspicua e continua
bractea terminal ao pedunculo, e filetes totalmente
soldados, com presenca de clevado nimero de
tricomas glandulares (elaioforos), mais densamente
agrupados na base da coluna estaminal (adaptado de
Chukr & Capellari Jr. 2003) (Fig.1). A espécie ocorre
no Cerrado ¢ na Mata Atlantica, em campos abertos,
brejos, gramados e beira de matas, nos estados
brasileiros de Goids, Bahia, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Sao Paulo e Parana, alcangando o norte do
Paraguai (Chukr & Capellari Jr. 2003; Eggers 2013).

Este trabalho teve como objetivo caracterizar o
numero cromossdmico de S. commutatum, verificar
os eventos meiodticos com relagdo a aspectos da
biologia reprodutiva, formagao dos graos-de-pdlen
e qualidade polinica desta espécie.

Individuos de S. commutatum foram coletados
no campus da Universidade Estadual de Campinas
(22°49°12,47” S e47° 04’ 13,37”°0), municipio de
Campinas, Sao Paulo, entre novembro e dezembro
de 2005 e mantidos em casa de vegetagdo. Vinte
e um individuos foram utilizados no estudo, dos
quais 25 flores de diferentes individuos foram
marcadas para acompanhamento da taxa de
produgdo de frutos através de polinizagdo natural
(mantidos abertos para visitagdo da fauna de
potenciais polinizadores), enquanto 31 flores
foram isoladas para verificagdo de autopolinizacdo
espontanea ou ainda emasculadas para possivel
formagdo de frutos apomiticos. Além disso, 16
flores de distintos individuos foram aleatoriamente
escolhidas para verificagao da qualidade do pdlen
através da atividade enzimatica pela coloragdo
dos gridos de poélen com vermelho neutro (Dafni
1992). As laminas foram entdo visualizadas e as
cargas polinicas foram contabilizadas através de
microscopio optico. As propor¢des de pélen vidvel e
inviavel por flor foram comparadas através de Teste
nao-paramétrico de Wilcoxon (Zar 2010).

O estudo dos cromossomos em mitose foi
desenvolvido utilizando-se raizes de dez individuos
pré-tratadas com 8-Hidroxiquinoleina 2 mM durante
5h a 15°C e fixadas em solugdo de etanol e acido
acético glacial (3:1). A coloragdo foi realizada
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Figura 1 — Detalhes da estrutura reprodutiva de S. commutatum. a-b. detalhes da inflorescéncia. c-d. tricomas

glandulares em dois niveis distintos. e. anteras fusionadas. f. &mbolo na por¢do mediana do estilete.
Figure 1 — Reproductive structure details in S. commutatum. a-b. inflorescences details. c-d. glandular trichomes in two distinctive
levels. e. fusioned anthers. f. style with embolus in the middle portion.
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mediante a técnica HCl/Giemsa (Guerra 1983), a
qual constitui-se de hidrolise da raiz primeiramente
em HCI IN durante 10 min a 60°C. A lamina foi
entdo montada em acido acético 45% e a laminula
descolada em nitrogénio liquido, posteriormente,
deixando secar o material ao ar livre. Apds estes
procedimentos, o material foi corado com Giemsa
2% durante 2—5 min.

Para a analise meiotica foram utilizados
botdes florais de varios individuos corados
mediante a técnica de Feulgen. Os botdes florais
foram fixados em fixador 3:1 (etanol: acido
acético glacial), hidrolisados em HCI 1IN durante
10 min a 60°C e corados em reativo de Schiff
durante 2h. Posteriormente a lamina foi montada
em acido acético 45% e a laminula removida
por congelamento com nitrogénio liquido para a
montagem de ldmina permanente.

Sisyrinchium commutatum apresentou taxa de
producdo de frutos por poliniza¢do natural de 52
% (n= 25 flores, 17 individuos). Autopoliniza¢ao
espontanea (n = 16 flores, 4 individuos) e apomixia
ndo foram observadas (n= 15 flores, 5 individuos).
A deiscéncia das anteras ocorre antes mesmo da
abertura da flor. O poélen disponivel e liberado
das anteras ¢ empurrado pelo prolongamento
do estilete ao longo da antese promovendo a
apresentagdo secundaria do polen com auxilio de
um espessamento (€émbolo) na por¢cdo mediana
do estilete. Desta forma, a massa de pdlen entra
obrigatoriamente em contato com o estigma sem a
participagao de polinizadores. Tal caracteristica foi
observada também para S. bermudianum (Ingram
1967). Assim, A autopolinizagdo espontanea
poderia ocorrer, porém sem a ocorréncia de
autofertilizacdo. A auséncia de frutos formados
a partir de autopolinizagdo espontdnea pode ser
indicio da possivel separacao temporal do periodo
de atividade estigmatica (protandria), caracteristica
observada para outras espécies do género
(Henderson 1976), ou ainda de outro mecanismo
que atue no impedimento da autofertilizag@o.

Elevada taxa de inviabilidade polinica foi
observada na populag@o estudada (88 % + 45 %,
n = 16 flores). Nao foi observada diferenga na
propor¢do de pdlen inviavel/ pdlen viavel para
cada flor avaliada na popula¢do amostral, com
predominio de flores com polen inviavel (Teste
de Wilcoxon, Z = 1,21, p = 0,22). Ainda assim,
37,5% da amostra foi composta por flores com
quase a totalidade de pélen inviavel. Vale salientar
que embora os métodos colorimétricos sejam
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aproximagdes da verdadeira eficiéncia polinica
em seu potencial na fertilizagdo de 6vulos, estudos
tém apontado que tais técnicas superestimam a
viabilidade polinica (Munhoz et al. 2008; Soares
et al. 2011). Tal fato ainda corrobora o padrao
encontrado de alta taxa de inviabilidade polinica
em S. commutatum.

Nao ha registro do numero cromossomico
de S. commutatum na literatura e a contagem
cromossdmica nesta espécie resultou em 2n
= 36, apresentando cromossomos de tamanho
médio a pequeno que variam de 1 a 2,25 mm
(Fig. 2a). O género Sisyrinchium ¢ relativamente
bem conhecido quanto ao numero cromossémico
(Goldblatt 1982; Kenton et al. 1984, 1986;
Goldblatt & Takei 1997; Tacuatia et al. 2012),
apresentando uma importante variagao no nivel de
ploidia. O género apresenta dois numeros basicos
com maior frequéncia, x = 8 e 9, representando
um carater relacionado com a classificagdo
infragenérica de Sisyrinchium (Goldblatt 1990).
O subgénero Echthronema apresenta x = 8 ¢ 9
(Kenton et al. 1986; Goldblatt et al. 1997) e a
maioria das espécies do subgénero Sisyrinchium
apresenta x = 8. Assim, a contagem cromossomica
em S. commutatum confirma sua posigdo dentro do
subgénero Echthronema, destacando esta espécie
como um elemento tetraploide deste grupo.

A analise meidtica demonstra que maioria das
c¢lulas maes-de-pdlen apresenta comportamento
normal com a formagdo de 18 bivalentes na meiose
I (Fig. 2b). Mas, algumas células apresentaram
diferentes anormalidades meidticas que ocorrem
principalmente na primeira divisdo. Uma das
irregularidades observadas ¢ a presenga de
multivalentes observados em metafase I, envolvendo
dois ou mais pares de cromossomos ndo homologos
(Fig 2¢). A presencga de pontes cromossomicas da
anafase I e telofase I que permanecem logo apos
a segregagdo reducional dos cromossomos (Fig.
2d e 2e) poderia ser consequéncia da formagao de
multivalentes.

Um segundo tipo de alteragdo na meiose
¢ observado pela ocorréncia de uma migragio
precoce de cromossomos a um dos polos observada
na metafase I (Fig. 2f) e a separacdo antecipada de
cromossomos homologos na metafase I (Fig. 2g).
Estes eventos poderiam estar relacionados a falta
de homologia entre alguns cromossomos, evento
também observado em linhagens de Capsicum
(Solanaceae) (Pozzobon et al. 2011). Este tipo
de alteragdo ¢ frequentemente associado com
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Figura 2 — Analise da Mitose e Meiose em S. commutatum — a. cromossomos mitéticos; b. comportamento meidtico
normal em Ml de S. commutatum, c. associagdes multivalentes em MI; d. ponte em anafase tardia; e. ponte em teldfase;

f. separag@o precoce em MI; g. segregacdo precoce em MI. Todas as microfotografias tem a mesma ampliac@o.

Escala: 10 mm.

Figure 2 — Mitosis and meiosis process in S. commutatum; a. mitotic chromosomes; b. meiosis normal behavior in S. commutatum MI;
c. multivalent associations in MI; d. late anaphase links; e. telophase links; f. premature division in MI; g. premature segregation in MI.
All images have the same extension. Bar: 10 mm.
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rearranjos cromossomicos (Stebbins 1971), mas
sua baixa frequéncia supde que ndo tem um efeito
significativo individuo. O nimero cromossomico e
0 comportamento meidtico sugere que esta espécie
¢ um tetraploide com um avangado processo de
diploidizacdo (Santos ef al. 2003) ¢ que a formagao
de multivalentes e pontes na segregacdo sejam
uma expressdo de homologia persistente entre
cromossomos nao homdlogos ¢ a causa da menor
viabilidade polinica em alguns individuos da
populagio.

Assim, o presente estudo incorpora
importantes informagdes a respeito de mecanismos
de polinizagdo, tal como a ocorréncia de
apresentacdo secundaria de polen na espécie,
ndo ocorréncia de autofertilizagdo e relagdo
com a tetraploidia observada. Além disso, o
inédito nlimero cromossomico deve auxiliar
no entendimento da evolugdo deste grupo. A
ocorréncia de altas taxas de inviabilidade polinica
e dos fendmenos anormais observados na meiose
contribui ainda para o entendimento da influéncia
de fatores geradores de tais anormalidades na
estabilidade reprodutiva de espécies vegetais.
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