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Resumo

Sisyrinchium L. pertence a familia Iridaceae, sendo a América do Sul o provavel
local de origem ¢ o centro de distribui¢io das espécies. O género conta com cerca de 200
espécies distribuidas principalmente pelo continente americano, em arcas de clima
temperado ou tropical. Poucos estudos foram realizados com o género, principalmente com
as espécies da América do Sul. O principal objetivo desse trabalho ¢ avaliar a variabilidade
genética de espécies de Sisyrinchium do Rio Grande do Sul, visando auxiliar na
identificagdo dessas espécies.

Para tanto, escolhemos o uso da técnica de ISSR para obtengdo de polimorfismo de
33 acessos analisados. A partir dos resultados obtidos, construiu-se uma matriz de dados
com presenca e auséncia de fragmentos, os quais variaram de 200 a 1750 pb. Esses foram
utilizados para gerar um dendrograma a fim de agrupar os taxons analisados.

O dendrograma agrupou os acessos em trés grandes grupos sendo o primeiro
formado por acessos de S. vaginatum ¢ S. palmifolium, o segundo formado por acessos de
S. micranthum, S. megapotamicum, S. scariosum, S. laxum ¢ S. pachyrhizum. ¢ o terceiro
formado por acessos de Sisyrinchium sp., além de acessos de Calydorea sp. e Herbertia sp,
utilizados como grupo externo.

A maioria dos acessos agrupou-se conforme a identificagdo das espécies, com
excecio dos acessos de S. micranthum que dividiram-se em dois grupos. Foi possivel
confirmar dois acessos de Sisyrinchium sp. como pertencentes a S. micranthum.

Apesar do terceiro grupo apresentar acessos de Sisyrinchium sp. juntamente com 0O grupo
externo, e os resultados obtidos ndo estarem de total acordo com dados morfolégicos, os

marcadores ISSR utilizados mostraram-se favoraveis para estudos com o género.
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Introducio:

O género Sisyrinchium L.

A familia Iridaceae possui aproximadamente 65 géneros € 1850 espécies que sao
mais abundantes e diversas no hemisfério sul (Rudall et al., 2003). Iridaceac representa uma
das maiores familias da superordem Lilianae (sensu Dahlgren, et al., 1985). Recentes
analises moleculares de monocotileddneas (e.g., Chase et al., 1995, 2000) tém colocado
Iridaceaec na ordem Asparagales, associada com familias tais como Doryanthaceae,
Ixioliriaceae e Tecophilacaceae.

Goldblatt (1991), utilizando caracteres fitoquimicos, citolégicos. estrutura do polen,
anatomia e morfologia, dividiu a familia em quatro subfamilias: Isophysioideae,
Nivenioideae. Iridoideae e Ixioideae. Iridoideae compreende as tribos Mariceae, Tigrideae,
Iridineae e Sisyrinchieae, enquanto que a subfamilia Ixioideae compreende as tribos
Pillansicae, Watsonieae ¢ Ixieae.

O género Sisyrinchium L. pertence a subfamilia Iridoideae € a tribo Sisyrinchieae
(Goldblatt, 1990,1998). A América do Qul é evidentemente um centro evolucionario para as
iridaceas, e ¢ provavelmente o local de origem e o centro de distribui¢do para o género.
Esse apresenta uma grande variedade de formas no continente americano (Johnston, 1938).

Bentham e Hooker (1883) dividiram o género em quatro secgdes: Bermudiana,
Echthonema, Eriphilema ¢ Nuno. Rudall et al. (1986) demonstrou que analises sobre
anatomia da folha e nimero cromossdmico suportam essa divisdo. Entretanto. poucos
trabalhos foram desenvolvidos abordando as quatro secgoes.

Sisyrinchium conta com cerca de 200 espécies distribuidas principalmente pelo
continente americano em 4reas de clima temperado ou tropical, neste Gltimo caso em
altitudes elevadas e temperaturas mais baixas. As espécies de Sisyrinchium sao ervas
perenes, as vezes anuais. O género ¢é representado por plantas com rizomas, folhas
lanceoladas, lineares ou teretes, ndo plicadas e escapo floral cilindrico ou plano, mas nio
folidceo como em Neomarica Sprague (Giulieti, 2003). Na maioria das espécies, as flores

sdo0 amarelas. Entretanto, podem ser encontradas flores azuis. roxas ou rosaceas (Figura | e

2).



Figura L:Sisvrinchinn vaginanan Spreng.  Figura 20 Sisveiichivnn wiicremiluni Cav.

Devido a natureza invasora, a autofertilidade da maioria das espécies de
Sisyrinchium e a escassez de estudos, a taxonomia do grupo € pobremente resolvida
(Goldblatt, 1982). Até o momento, poucos trabalhos foram desenvolvidos com o género.
Para a andlise morfologica, destacam-se trabalhos de flora, como a Flora de la Provincia de
Buenos Aires (Ravenna, 1968), a Flora Montevidensis (Lombardo, 1984), e, mais
recentemente, a Flora do Estado de Sdo Paulo (Giulieti, 2003).

Estudos de citogenética que contribuiram para a classificacdo de Sisyrinchium
foram desenvolvidos. Entretanto, a grande maioria desses estudos incluem apenas espécies
norte-americanas (Oliver e Lewes, 1962; Mosquin, 1970; Cholewa e Henderson, 1984;
Hill, 1984; Kenton ¢ Heuwood, 1986). A informagdo citologica em espécies da América do
Sul é escassa, sendo que poucos trabalhos foram desenvolvidos (Kenton et al, 1986).

Sisyrinchium ¢ um dos muitos géneros de Iridaceae conhecidos por produzir 6leos
florais como uma recompensa para seus polinizadores. Esses 6leos lipidicos sfo produzidos
por glandulas florais especiais, chamados elaiéforos (Vogel, 1988). Essa é outra area na

qual foram desenvolvidos poucos frabalhos com o género. Os poucos trabalhos existentes



citam os géneros Lanthanomelissa, Tapinotaspis ¢ Chalepogenus, como insetos que se

aproveitam desses oleos florais em algumas espécies do género (Cocucci e Vogel, 2001).

A técnica ISSR-PCR

Para se ter acesso as informagdes dos genomas dos diversos taxons, deve-se
escolher uma técnica molecular bem estabelecida (Judd et al., 2002). Marcadores
moleculares tém se mostrado valiosos, especialmente em estudos de diversidade genética e
mapeamento génico (Reddy et al., 2002). Os marcadores mais comumente utilizados,
baseados em PCR s3o o RAPD, AFLP e os SSRs ou microssatélites. (Staub et al., 1996;
Gupta ¢ Varshney, 2000). Entretanto, mais recentemente vem se utilizando a técnica de
ISSR-PCR., método simples ¢ rapido que combina muitas das vantagens dos microssatélites
(SSR) e (AFLPs) com a universalidade do RAPD (Reddy et al., 2002). No presente
trabalho, utilizamos o ISSR-PCR, técnica descrita pela primeira vez em 1994 por
Zietkiewicz e colaboradores.

O ISSR ¢ um método baseado na amplificagdo de DNA por PCR, pela amplificagdo
de fragmentos de DNA presentes em uma distancia amplificavel entre dois SSRs ou
microssatélites idénticos repetidos, orientados em dire¢des opostas (Reddy et al., 2002).
Nessa técnica os SSRs (Seqiiéncias Simples Repetidas), também chamados de
microssatélites, sdo utilizados coma “primers” para amplificar principalmente regides entre
SSRs (Reddy et al., 2002). A técnica do ISSR-PCR permite a detecgdo de polimorfismos
em locus localizados entre os microssatélites, utilizando sequiéncias simples repetidas
(SSRs) como “primers” (Wu et al.. 1994; Zietkiewicz et al., 1994).

Os SSRs sdo repeticdes curtas em tandem (STRs) ou um numero variavel de
repeti¢des em tandem (VNTRs) de uma a quatro bases de DNA ubiquamente presentes em
genomas eucarioticos (Tautz e Renz, 1984). Eles sdo completamente dispersos no genoma €
variam no numero de unidades repetidas (Reddy et al. 2002). As repetices de
microssatélites utilizados como “primers” para a técnica do ISSR-PCR podem ser di-
nucleotideos, tri-nucleotideos, tetra-nucleotideos ou penta-nucleotideos (Reddy et al,
2002). Entretanto, Wang et al. (1998) cita que microssatélites dinucleotideos sdo mais
comuns em plantas, sendo microssatélites tri, tetra e penta-nucleotideos menos comuns.
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Repetigdes dinucleotideos ancoradas tanto no final 3° como em 5’ revelam um alto
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polimorfismo (Nagaoka e Ogihara, 1997., Blair et al., 1999: Joshi et al., 2000). Os
“primers” utilizados podem ser ou ndo ancorados (Gupta et al., 1994; Meyer et al., 1993:

(3

Wu et al., 1994), sendo mais comum a utilizagdo de “primers” ancorados nas posi¢des
terminais 3 ou 5 de uma a quatro bases degeneradas dentro das seqiiéncias flanqueadoras
(Zietkiewicz et al., 1994).

O potencial oferecido pelos marcadores ISSR depende da variedade e freqiiéncia
dos microssatélites, vartando com as espécies € com 0s motivos SSR que sao utilizados
como “primer” (Morgante e Olivieri, 1993; Depeiges et al., 1995). O numero de bandas
produzidas por um “primer” de ISSR com uma dada repeticdio do microssatélite pode
refletic a freqiiéncia relativa do motivo em um dado genoma e pode fornecer uma
estimativa da abundéancia de diferentes motivos (Blair et al., 1999).

ISSR segrega na maioria das vezes como um marcador dominante, seguindo a
heranga mendeliana simples (Gupta et al., 1994; Tsumura et al., 1996; Ratnaparkhe et al.,
1998; Wang et al., 1998). Entretanto, eles também tém se mostrado como marcadores
codominantes em alguns casos permitindo assim distingdo entre homozigotos e
heterozigotos (Wu et al., 1994; Akagi et al.. 1996; Wang et al., 1998: Sankar ¢ Moore,
2001).

A mudanga da taxa evolutiva dentro dos microssatélites ¢ considerada maior que em
outras regides do DNA. Conseqiientemente, a probabilidade de polimorfismo dessas
seqtiéncias ¢ maior. No caso do ISSR, a fonte de variabilidade pode ser atribuida a amostra
do DNA, a natureza do “primer” utilizado ou ao método de detecgio (Reddy et al., 2002).

A ocorréncia de erros durante a replicagio do DNA e a falha no reparo é
considerada como um mecanismo para criagdo e hipervariabilidade dos SSRs (Levinson e
Gutman, 1987). Mutagdes no sitio do SSR podem impedir a amplifica¢do de um fragmento,
como também nos marcadores RAPD, gerando assim presenca ou auséncia de
polimorfismo. Um evento de inser¢dio e deleg¢do dentro de uma regido de SSR ou da regido
amplificada, pode resultar na auséncia de um produto ou em polimorfismo, dependendo da
capacidade de amplificagdo e do tamanho do fragmento resultante. A variabilidade no
nimero de nucleotideos dentro de um microssatélite repetido pode resultar em

polimorfismo quando usado um “primer” ancorado em 5°(Reddy et al., 2002).



Sendo o “primer” um SSR, a freqiiéncia e distribui¢do dos microssatélites em
diferentes espécies também influenciam a geragdo de bandas. H4 uma diferenca de
abundéncia de SSRs entre seqiiéncias de DNA nuclear e organelar.

Existem muitas aplica¢des para o ISSR-PCR. Na literatura, o uso desta técnica para
os mais diversos fins fica bem evidenciado em estudos de “fingerprinting” (Charters e
Wilkinson, 2000), diversidade genética (Salimath et al., 1995; Nagaoka e Ogihara, 1997,
Wolff e Morgan-Richards, 1998: Joshi et al., 2000; Ajibade et al., 2000; Huang ¢ Sun,
2000), estudos filogenéticos baseados na similaridade (Salimath et al., 1995; Nagaoka e
Ogihara, 1997 Ajibade et al., 2000; Joshi et al., 2000; Martin ¢ Sanchez-Yelamo, 2000),
mapeamento gendmico (Becker e Heun, 1995), selegdo assistida por marcadores
(Ratnaparkhe et al., 1998; Hussain et al., 2000), determinagdo da freqiiéncia de motivos
SSR (Nagaoka ¢ Ogihara, 1997; Blair et al., 1999; Varghese et al., 2000) e estudos de
populagdes naturais e especiagdo (Wolff et al., 1998).

O ISSR-PCR possui diversas vantagens sobre outros marcadores moleculares. Esta
técnica pode ser empregada em algumas espécies que contenham um nimero e distribuigéo
suficiente de motivos SSR, e tem a vantagem de ndo requerer dados de seqiiéncia gendmica
(Gupta et al., 1994; Godwin et al.. 1997). E uma técnica simples, rapida e eficiente.
apresentando alta reprodutibilidade e ndo requer o uso de radioatividade. Os “primers” nio
sdo patentcados (como em SSR-PCR), podendo ser sintetizados com variagdo no
comprimento dos “primers”, motivos e dncoras. Geralmente sdo longos (16 a 25 pb)
resultando em uma alta estringéncia (Reddy et al., 2002).

Os produtos amplificados possuem geralmente 200 a 2000 pb, podendo ser
detectados tanto por eletroforese em gel de agarose como em gel de poliacrilamida (Reddy
et al., 2002).

A técnica de ISSR tem sido usada para estimar a extensdo da diversidade genética
nos niveis inter e intra-especificos (Reddy et al., 2002). Ajibade et al. (2000) usando 15
“primers” de ISSR distinguiram taxas aos niveis de espécie e intra-especifico. Martin e
Sanchez - Yelamo (2000) verificaram que as relagdes genéticas entre dez espécies de
Diplotaxis estimadas pelo polimorfismo dos marcadores ISSR estdo de acordo com aquelas
previamente inferidas por outros dados morfoldgicos bioquimicos e moleculares, indicando

a confiabilidade do ISSR.



Nagaoka e Ogihara (1997), utilizando 33 “primers” verificaram que as relagdes
genéticas de acessos de trigo, estimadas pelo polimorfismo dos marcadores ISSR, foram
idénticas aquelas inferidas por marcadores RFILP e RAPD, indicando a aplicabilidade dos
marcadores ISSR para estimar os genotipos.

Entretanto, 0 namero de “primers” utilizado para andlises ndo necessariamente
necessita ser elevado. Gilbert et al. (1999) utilizaram apenas dois “primers” para distinguir
todos os 37 acessos estudados. Similarmente, quatro “primers” foram suficientes para
distinguir 34 cultivares de batata (Prevost ¢ Wilkinson, 1999) e trés “primers” puderam
distinguir 16 gendtipos de Ribes rubrum (Lanham e Brennan, 1998).

Apesar do grande numero de trabalhos que vém utilizando marcadores moleculares.

nenhum foi desenvolvido com Sisyrinchium.

Objetivo:

O presente trabalho tem como objetivo utilizar a técnica de ISSR para verificar a
diversidade genética dentro dos acessos de Sisyrinchium, colaborando para a determinacao

das espécies do género.

Material ¢ métodos:

Material:

Trinta ¢ trés acessos foram amostrados no trabalho (Tabela 1). Dentre eles, estdo
cinco acessos de Sisyrinchium vaginatum Spreng., dez acessos de S. micranthum Cav., dois
acessos de S. megapotamicum Malme., dois acessos de S. scariosum IM Johnst.. um acesso
de S. laxum Sims, um de S. palmifolium L. e um de S. pachyrhizum Baker. Ainda foram
identificados seis acessos classificados como Sisyrinchium sp. Trés acessos de Calydorea
Herb. e um acesso de Herbertia Sweet. Os acessos representando Calydorea e Herbertia
foram usados como grupo externo.

As plantas foram coletadas em diversos municipios do Rio Grande do Sul por

Eggers e Souza-Chies (ESC), como mostrados na (Tabela 1).
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Tabela 1: Acessos amostrados no trabalho com as respectivas identificagdes quanto a espécie, data de

coleta e origem da coleta,

Acesso Espécie Data de coleta Origll:ni'
'ESe-1 S. grupo vaginatum | 02/10/2003 | Porto Alegre
ESC-3 | S. grupo vaginatum 02/10/2003 Porto Alegre
ESC-20 S. grupo vaginatum 15/11/2003 Guaiba

ESC-22 S. grupo vaginatum 15/11/2003 Guaiba

ESC-28 S. grupo vaginatum 26/11/2003 Encruzilhada do Sul
ESC-8 S. micranthum 08/10/2003 Porto Alegre

ESC-9 S. micranthum 08/10/2003 Porto Alegre
ESC-14 S. micranthum 06/11/2003 Séo Leopoldo
ESC-15 ~|'S micranthum | 08/11/2003 Pinhal

ESC-17 S. micranthum 08/11/2003 Pinhal

ESC-18 S. micranthum ~ [15/11/2003 | Guaiba -
'ESC29 S. micranthum ~ |26/11/20038 | Encruzilhada do Sul
ESC-36 S. micranthum ~ |27/11/20038 | Pelotas
ESC-38 | S. micranthum 12711112003 | Pelotas

ESC-78 |'S. micranthum 1 20/11/2004 | Guaiba

ESC-4 S. megapotamicum 02/10/2003 Porto Alegre

ESC-7 S. megapotamicum 08/10/2003 | Porto Alegre
ESC-5 S. scariosum 08/10/2003 Porto / Alegre
ESC-21 S. scariosum 15/11/2003 Guaiba

ESC-2 S. palmifolium 02/10/2003 Porto Alegre
ESC-42 o S. laxum 05/01/2004 Sao Francisco de Paula
|ESC-13 | S. pachyrhizum 06/11/2003 Sao Leopoldo
ESC-17 Sisyrinchium sp. 08/11/2003 Palmares do Sul
ESC-35 —éisyrfh_cﬁfu_m_ sp. 27/11/2003 | Morro Redondo
ESC-558 Sisyrinchium sp. | 16/10/2004 Quarai
ESC-55C b | Sisyrinchium sp. 16/10/2004 Quaral
'ESC-70A | Sisyrinchiumsp. | 17/10/2004 Manuel Viana
ESC-70B Sisyrinchium sp. 17/10/2004 Manuel Viana
ESC-53 Herbertia sp. 16/10/2004 Liviamento

ESC-51 Calydorea sp. 16/10/2004 Livramento
ESC-56B Calydorea sp. 17/10/2004 Quarai

ESC-56C Calydorea sp. 17/10/2004 Quarai

ESC-59C Calydorea sp. 17/10/2004 Quarai




Extragdo do DNA total:

A extragdo de DNA total foi realizada utilizando-se uma modificaco do protocolo
de Doyle e Doyle (1987), adaptado a tubos para microcentrifuga de 2 ml. Folhas secas em
silica gel ou de exsicatas foram maceradas e transferidas para tubos de 2 ml com 800 wl de
CTAB (tampao de extragdo) contendo 2% de 2-mercaptoetanol e 0,1 mg/ml de proteinase
K. Apos, os tubos foram incubados a 65°C por 60 minutos. Em seguida, foi adicionado 2
solugdo, uma mistura contendo 800 pl de cloroformio: dlcool-isoamilico (24 : 1, v/ v). As
amostras foram levemente agitadas por 15 min e centrifugadas em 6000 rpm (rotagdes por
minuto) por 15 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi recuperado e misturado
com ¥z volume de acetato de aménio 7,5M ¢ 1 volume de isopropanol gelado. O DNA foi
recuperado em forma de “pellet” por centrifuga¢do a 12 000 rpm por 10 min & temperatura
ambiente, lavado com 300 pl de etanol, seco, e ressuspenso em 100l de tampdo TE 1x. A
qualidade e quantidade do DNA foram determinadas em gel de agarose 1%. A
quantificagdo foi feita utilizando o marcador lambda 10ng, SOng e 100ng como padroes de

intensidade de bandas conhecidas.

Amplifica¢do do DNA (ISSR-PCR)

Na técnica de ISSR-PCR, trés “primers” foram utilizados: (AC)gT, (GA)T e
(CTC)RC. Todos os “primers” foram sintetizados pela empresa Promega.

As reagdes de PCR foram realizadas com um volume total de 25 pl. contendo 16,14
pl de dgua ultrapura; 2,5 pl de 10X PCR Buffer; 0,78 ul de DMSO (96%); 2,35ul de MgCl,
(3mM): 1 pl de dNTP (0,2mM); 1 ul de “primer (1,3mM); 0.23 ul de Taq polimerase
Invitrogen; (5 unidades/ pl) e 1 pl do DNA total (10 ng). As amplifica¢des foram realizadas
em termociclador da Applied Biosystems (Gene AMP PCR System 2400) utilizando as
seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial de 5 min. a 92°C, 40 ciclos repetidos de 1 min. a
94°C (para desnaturagdo), 45 segundos a 50°C (para anclamento) e 2 min. a 72 °C (para
extengdo) e 5 min a 72 °C para extensdo final.

© Os resultados das reagdes de PCR foram visualizados em gel de agarose 1,6%
contendo TBE 1x, corados com brometo de etidio (0,55 pg/ml), e fotografado sobre

incidéncia de luz ultravioleta.



Analise dos dados:

Os dados de ISSR foram baseados em presenga (representado pelo namero 1) ou
auséncia (representado pelo nimero zero) dos fragmentos para cada “primer”. As analises
foram realizadas com o programa NTSYS-pc versio 2.10m (Rohlf e Marcus 1993). A
matriz (0, 1) foi usada para calcular o cocficiente de Jaccard, um estimador comum de

identidade genética pela seguinte formula:

Coeficiente de Jaccard = Nap/( Nag + Na + Np)

onde Nag € 0 nimero de bandas compartilhado pelas amostras, N, representa os
fragmentos amplificados na amostra A, ¢ Np representa os fragmentos na amostra B. Foi
entdo calculada uma matriz de similaridade baseada nesses indices. E essa matriz de
similaridade foi utilizada para construir um dendrograma pelo método de UPGMA

(unweighted pair group method with arithmetic average).

Resultados:

Os dados para os trés “primers” foram obtidos para os 33 acessos. incluindo

& kL

espécies de Sisyrinchium, Calydorea e Herbertia. Os trés “primers” geraram um total de 84
fragmentos, todos polimarficos, que variaram de 200 a 1750 pb. Os dados sobre os

fragmentos para cada “primer” estao apresentados na l'abela 2.

Tabela 2: Seqiiéncias dos “primers” utilizados, nimero de bandas por “primers”, porcentagem de

bandas polimérficas e variagdo de tamanho das bandas.

Seqiiéncia N’ total de bandas Bandas polimérficas (%) Variagio do tamanho das

bandas (pb)
(AC)T 25 100 250-1400
(GA)T 28 100 275-1500
(CTCHRC 31 100 200-1750




O dendrograma (Figura 3) agrupou os 33 acessos em trés grandes grupos,
apresentando coeficiente de Jaccard médio de 0,19, demonstrando uma grande diferenca

entre 0S acessos.
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FIGURA 3: Dendrograma gerado através do programa NTSYS-pc versdo 2.10m.

O primeiro grande grupo foi formado pelos cinco acessos de S. vaginatum,
juntamente com um acesso de S. palmifolium. Os cinco acessos de S. vaginatum
mantiveram-se unidos, estando S. palmifolium na base deste grupo.

O segundo grande grupo foi formado pelos dez acessos de S. micranthum,
juntamente com dois acessos de S. megapotamicum, dois acessos de S. scariosum, um
acesso de S. laxum e um de S. pachyrhizum. Nesse grupo ainda estdo presentes dois acessos

classificados como Sisyrinchium sp. Nesse, os dois acessos de S. megapotamicum € os dois



acessos de S. scariosum permaneceram unidos. Ja os acessos de S. micranthum dividiram-
se em dois grupos distintos, cada um desses com um acesso de Sisyrinchium sp. Os dois
grupos de S. micranthum encontram-se divididos por espécies de S. laxum, S.
megapotamicum ¢ S. scariosum. Ja S. pachyrhizum encontra-se na base deste segundo
grande grupo.

O terceiro grande grupo €é formado por quatro acessos classificados como
Sisyrinchium sp., quatro acessos de Calydorea sp. e um acesso de Herbertia sp. Esse grupo
apresenta;se bastante confuso, com espécies de Herbertia e Calydorea entre espécies de

Sisyrinchium.
Discussiao:

Devido a escassez de estudos com as espécies sul americanas do género
Sisyrinchium, ¢ dificll a comparagdo dos nossos resultados com a literatura. Diversos
autores ja descreveram subespécies dentro de S. vaginatum. O grupo apresenta uma enorme
variagdo em relagdo ao tamanho das folhas tectrizes (Chukr, 1992). Em fungdo deste
polimorfismo, houve uma grande proliferacdo de faxa associados a intervalos da variagdo
destes caracteres, ndo se observando, no entanto, continuidade desde os individuos de
menor porte até aqueles de maior tamanho (Chukr, 2003). Nossos resultados demonstraram
que todos os acessos analisados mantiveram-se agrupados, indicando a proximidade desses
acessos. Um mesmo agrupamento também pode ser verificado entre dois acessos de S.
megapotamicum, ¢ entre dois acessos de S scariosum. Isso demonstra a eficiéncia do
marcador para acessos dessas espécies.

Ja os acessos de S. micranthum encontraram-se divididos em dois grupos, sendo
divididos por espécies de S. laxum, S. megapotamicum ¢ S. scariosum. As espécies de S.
micranthum apresentam uma grande variagio de tamanho da flor, desconhecendo-se se isso
representa apenas uma varia¢do morfoldgica, ou trata-se de espécies diferentes. Entretanto
0s resultadoq obtidos ndo respondem a essa pergunta, visto que nos dois grupos formados

ocorrem ﬂores de diversos tamanhos.




Entretanto, dois acessos classificados como Sisyrinchium sp. mantiveram-se dentro
de cada um dos grupos de S. micranthum. Pode-se com isso confirmar esses acessos como
pertencentes a essa espécie.

Um acesso de S. palmifolium encontra-se no mesmo grupo de S. vaginatum. Ambas
espécies nao possucm claioforos, glandulas florais produtoras de odlees lipidicos.
Entretanto, S. megapotamicum também ndo possui elaidforos, sendo que no dendrograma
os acessos dessa espécie encontram-se em outro grupo, junto com S. micranthum, S. laxum,
e S. scariosum, todos apresentando glandulas. Isso demonstra que o cardter quanto a
presenca de elaioforos ndo se encontra em ftotal concorddncia com os resultados obtidos
pelos marcadores utilizados.

O mesmo pode ser observado para o cariter morfologico presenga de folhas
caulinares, visto que no grupo formado por S. vaginatum ¢ S. palmifolium, a primeira é a
unica espécie que possui folhas caulinares, sendo que todas as demais espécies fora desse
grupo ndo apresentam folhas caulinares.

S.  vaginatum e S. palmifolium apresentam filamentos soldados em
aproximadamente 1mm e livres cerca de 1,Ilmm (Ravenna, 1968). Isso indica correlag@o
com nossos resultados, visto que os acessos dessas duas espécies encontram-se no mesmo
grupo. A mesma relagdo poderia ser feita com os acessos de S. megapotamicum e S.
scariosum, pois ambos possuem os filamentos totalmente unidos. S. micranthum e S. laxum
apresentam aproximadamente 2/3 da extensdio dos filamentos soldado e 1/3 livre. Esse
carater corrobora igualmente o presente estudo, visto que o dendrograma apresenta um
grupo formado por acessos de S. micranthum ¢ S. laxum. Entretanto, outros acessos de S.
micranthum estao agrupados com S. pachyrhizum, que igualmente a S. megapotamicum e S.
scariosum, possuem os filamentos totalmente unidos.

O maior problema encontra-se no grupo basal do dendrograma, formado por quatro
acessos classificados como Sisyrinchium sp., ou seja, sdo espécies ainda nio determinadas,
quatro acessos de Calydorea sp e um acesso de Herbertia sp. Nao houve homogeneidade,
visto que dois acessos de Sisyrinchium sp. estdo separados por uma espécie de Herbertia.
Ainda os quatro acessos de Calydorea ndo se mantiveram unidos, sendo que um deles ficou

separado dos demais por um acesso de Sisyrinchium sp.



Consideracoes finais

Os marcadores ISSR utilizados mostraram-se satisfatorios para as espécies do
género Sisyrinchium. Varios acessos considerados da mesma espécie agruparam-se,
colaborando para a determinagiio desses acessos. Ainda foi possivel a confirmagdo de dois
acessos de Sisyrinchium sp. como sendo espécies de S. micranthum, o que também
demonstra a eficiéncia do marcador.

Entretanto, o posicionamento de alguns acessos ndo fol condizente com a
classificagdo das espécies e com algumas caracteristicas morfologicas. Devemos ter
consciéncia que os marcadores utilizados representam apenas uma pequena parte do
genoma. Provavelmente se utilizarmos um maior nimero de “primers” teremos resultados
condizentes com esses aspectos morfolégicos e até mesmo com os acessos cuja posigdo ndo
¢ condizente com a classificacio.

Um maior numero de “primers”, assim como a inclusdo de um maior niimero de

acessos na analise, devera apresentar uma melhor resolugio do dendrograma,
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