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RESUMO 

 

A ordem Alismatales corresponde a um dos clados basais de monocotiledôneas e 

se apresenta predominantemente em hábitats aquático ou semi-aquático. Nesse 

trabalho, objetivou-se compreender as relações taxonômicas internas e a evolução 

cariotípica em um grupo de Alismatales de ocorrência exclusivamente neotropical. Para 

isso, foram realizados estudos citogenéticos em cinco espécies de Alismataceae e 

quatro de Limnocharitaceae baseados na coloração convencional com uso de Giemsa 

2%, marcação das RONs com nitrato de prata, bandeamento cromossômico C, dupla 

coloração com os fluorocromos CMA/DAPI e hibridização in situ fluorescence (FISH) 

com sondas de DNA ribossomal 45S. Em Hydrocharitaceae, foi usada apenas a 

coloração convencional com Giemsa 2%. Na família Alismataceae, as espécies de 

Echinodorus apresentaram 2n=22 e padrão de bandas CMA/DAPI e C/CMA/DAPI 

localizadas na região do braço curto e satélite de dois dos menores pares acrocêntricos. 

A hibridização in situ com sondas de DNAr 45S coincidiu em geral, com os blocos 

observados com uso dos fluorocromos, com exceção de E. andrieuxii que obteve 

apenas três sítios. E. lanceolatus foi a única espécie que apresentou bandas DAPI+, 

localizadas nas regiões teloméricas de sete pares acrocêntricos. Em Limnocharitaceae, 

as regiões marcadas pelos fluorocromos CMA/DAPI e bandeamento C/CMA+ 

corresponderam às RONs e aos dois sítios de DNAr 45S em Hydrocleys nymphoides 

(2n=16) e aos quatro em Limnocharis flava (2n=20). Entretanto, L. laforestii diferiu em 

relação aos sítios de DNAr 45S, que foram apenas dois. As espécies Hydrocleys 

nymphoides e H. martii tiveram a posição da heterocromatina rica em GC associada ao 

satélite localizada em um par acrocêntrico pequeno na primeira, e em um par 

metacêntrico de tamanho intermediário, na segunda. O único representante de 

Hydrocharitaceae, Limnobium laevigatum, obteve 2n=28 e cariótipo assimétrico do tipo 

bimodal, assim como as demais espécies. Nesse grupo analisado, técnicas citogenéticas 

mais refinadas detectaram alterações cromossômicas estruturais importantes para a evolução 

cariotípica em Alismatales.   

 

Feitoza, Lidiane de Lima; M.Sc; Universidade Federal Rural de Pernambuco; Fevereiro, 
2008; ALISMATALES sensu stricto: CYTOGENETICS ANALYSIS WITH 
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 xiii 

ABSTRACT 

 

The order Alismatales corresponds to one of the basal monocotiledones clads and is 

found predominantly in habitats aquatic or semiaquatic. The present work aimed to 

understand the internal taxonomic relations and the karyotype evolution in a monofiletic 

group of Alismatales of exclusively neotropical occurrence. Five species of Alismataceae 

and four of Limnocharitaceae were investigated using 2% Giemsa, silver nitrate staining, 

C-banding, CMA/DAPI fluorochromes staining and fluorescence in situ hybridization 

(FISH) with probes of ribossomal 45S DNA. One species of Hydrocharitaceae was also 

staining with Giemsa 2%. In Alismataceae, the Echinodorus species showed 2n=22 and 

CMA/DAPI and C/CMA/DAPI bands located in the short arm and satellite of two of the 

smallest acrocentric chromosomes pairs. Fluorescence in situ hybridization with 45S 

rDNA probe co-localized in general, with the blocks revealed after fluorochromes 

staining, with exception of E. andrieuxii, for which only three 45S rDNA sites were 

detected. E. lanceolatus was the only species with DAPI+ bands, which were located in 

the telomeric regions of seven acrocentric pairs. In Limnocharitaceae, Hydrocleys 

(2n=16) and Limnocharis (2n=20), the CMA+ regions had corresponded to the RONs and 

the 45S rDNA sites in Hydrocleys nymphoides and Limnocharis flava. L. laforestii 

differed in relation to the number of 45S rDNA because two sites were observed in the 

later. In Hydrocleys nymphoides and H. martii the GC-rich in the heterochromatin was 

associated with the satellite located in the smallest acrocentric pair, and in a metacentric 

pair of intermediate size in the later. The only representative of Hydrocharitaceae, 

Limnobium laevigatum showed 2n=28 and an asymmetric bimodal karyotype as well as 

the other investigated species. In the group examined the refined techniques cytogenetic 

provided information such as detection of structural chromosome changes important for 

the karyotype evolution in Alismatales. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A ordem Alismatales compreende um grupo de plantas de hábitat 

predominantemente aquático ou semi-aquático e de delimitação taxonômica 

controversa, mesmo em relação aos sistemas filogenéticos mais recentes. Para o 

sistema APG I (1998) e Judd et al. (1999) a ordem seria formada por 13 famílias de 

plantas aquáticas, enquanto para o APG II (2003), Alismatales é ampliada pela 

inclusão da família Araceae. De acordo este último sistema a ordem passou a abranger 

um total de 14 famílias, 166 gêneros e 4490 espécies, metade destas, pertencentes à 

família Araceae.  

Conflitos taxonômicos relacionados a este grupo de plantas são conhecidos, e 

alguns são historicamente relatados. Inicialmente, Dahlgren e Clifford (1981) 

estabeleceram que a ordem Alismatales era formada por apenas uma família, 

Alismataceae, que incluía espécies anteriormente pertencentes à Limnocharitaceae. 

Posteriormente, Dahlgren et al., (1985) baseados em dados morfológicos incluíram 

nesta ordem mais quatro famílias: Aponogetonaceae, Butomaceae, Hydrocharitaceae e 

Limnocharitaceae. Em seguida, Cronquist (1998) separou Hydrocharitaceae, ficando 

esta família, como a única representante da ordem Hydrocharitales e a ordem 

Alismatales reduzida a quatro famílias no total.  

Segundo APG I (1998) e Judd et al. (1999), a inclusão de Limnocharitaceae em 

Alismataceae é suportada por diversas características morfológicas tais como presença 

de laticíferos, flores hipóginas, três ou mais carpelos, um ou mais óvulos e sementes 

com embrião curvado. Ao contrário, Tomlinson (1982) já afirmava existir diferenças 

marcantes nessas duas famílias, entre elas, placentação basal e fruto indeiscente nas 

Alismataceae e placentação parietal e fruto deiscente nas Limnocharitaceae. 

Atualmente, dados moleculares concordam com este ultimo autor em considerar as 

Alismataceae e Limnocharitaceae famílias distintas, formando um clado monofilético 

juntamente com as Hydrocharitaceae e Butomaceae (JANSSEN e BREMER, 2004).  

A citogenética estuda o cromossomo, tanto no que diz respeito à sua 

morfologia, variação e evolução. O uso de dados citogenéticos na sistemática vegetal 

vem sendo considerado importante para a compreensão das relações de parentesco, 

tanto dentro de pequenos táxons como subespécies, espécies e gêneros, quanto em 

níveis superiores como famílias e divisões (STEBBINS, 1971).  

Nessa área, as técnicas de bandeamento permitem corar diferencialmente 

regiões cromossômicas formadas por bandas heterocromáticas. Dentre estas, o 
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bandeamento C revela a heterocromatina constitutiva, enquanto os corantes 

fluorescentes indicam sua constituição em termos de pares de base GC (como por 

exemplo a cromomicina A3 - CMA) e AT (4', 6' - diamidino-2-fenilindol - DAPI), entre 

outros (revisado por Guerra, 2000). Outra técnica importante em citogenética é a 

hibridização in situ fluorescente (FISH), que localiza um determinado gene através de 

sondas específicas (BENNETT e LEITCH, 1995; GUERRA, 2004).  

Do ponto de vista citogenético, existem poucas informações sobre os 

cromossomos das espécies de Alismatales, especialmente se excluirmos os trabalhos 

abordando a família Araceae. De maneira geral, dados cariológicos reportados para a 

ordem Alismatales sensu stricto são restritos ao número e morfologia cromossômica 

com uso de técnicas convencionais (trabalhos realizados por LOHAMAR, 1931; 

OLESON, 1941; BALDWIN e SPEESE, 1955; BERNADELLO e MOSCONE, 1986; 

COSTA e FORNI-MARTINS, 2003), sendo raros os registros onde são empregadas 

técnicas de bandeamento e hibridização in situ. São conhecidos apenas os trabalhos 

de Kenton (1981) com bandeamento C em Hydrocleys nymphoides, Costa e Forni-

Martins (2004) com bandeamento C em Echinodorus tenellus e Costa et al. (2006), 

bandeamento C, fluorocromos e FISH em algumas espécies de Echinodorus. Até 

então, não eram conhecidos dados cariológicos para espécies de Alismatales sensu 

stricto do Nordeste do Brasil.  

O presente trabalho aborda aspectos citológicos de quatro gêneros e nove 

espécies de Alismatales do Nordeste do Brasil. Adicionalmente foi incluída uma 

espécie de Echinodorus proveniente do estado do Rio Grande do Sul. Foram 

empregadas técnicas de coloração convencional com Giemsa, bandeamento C-

Giemsa, coloração com nitrato de prata, bandeamento C-CMA/DAPI, coloração direta 

CMA/DAPI e hibridização in situ utlizando-se sondas do DNAr 45S, com o objetivo de 

caracterizar os cariótipos e ampliar o conhecimento citogenético nesse grupo de 

plantas. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

2.1 CITOTAXONOMIA DA ORDEM ALISMATALES COM ÊNFASE NAS FAMÍLIAS 

 ALISMATACEAE, HYDROCHARITACEAE E LIMNOCHARITACEAE 

 

2.1.1 CONSIDERAÇÕES TAXONÔMICAS DA ORDEM ALISMATALES 

A ordem Alismatales compreende atualmente 4490 espécies de hábitat 

predominantemente aquático ou semi-aquático. Está distribuída em 166 gêneros e 14 

famílias de acordo com APG II (2003). É considerada um dos grupos basais entre as 

monocotiledôneas (CRONQUIST, 1988), apresentando relações de proximidade com a 

ordem Nympheales, possivelmente descendentes de um ancestral comum. No entanto, 

Dahlgren e Clifford (1982) sugeriram que caracteres primitivos como numerosos 

estames e ovário dialicarpelar, compartilhados por indivíduos de ambas as ordens, 

dando uma impressão de similaridade entre suas espécies, seriam na realidade 

caracteres derivados que resultaram de uma adaptação paralela ao habitat aquático.  

Em Alismatales, duas famílias proximamente relacionadas, Alismataceae e 

Limnocharitaceae se diferenciam de Aponogetonaceae, Butomaceae e 

Hydrocharitaceae, também pertecentes a ordem, numa série de caracteres como látex 

e embrião fortemente curvado (DAHLGREN et al., 1985). Durante muito tempo a 

família Limnocharitaceae foi considerada como parte da família Butomaceae (RAO, 

1953), embora Chatin (1856) houvesse percebido que muitas espécies de 

Limnocharitaceae apresentavam caracteres morfológicos mais semelhantes às 

Alismataceae do que às Butomaceae. 

Dahlgren e Clifford (1981), baseados principalmente na morfologia, sugeriram 

que a ordem Alismatales deveria ser composta por apenas uma família, Alismataceae, 

a qual incluía as espécies outrora pertencentes às Limnocharitaceae. A classificação 

das famílias neotropicais de Alismatales foi notavelmente semelhante nas concepções 

de Cronquist (1981) e Dahlgren e Clifford (1982), diferindo apenas quanto à separação 

de Alismataceae e Limnocharitaceae. Dahlgren e Bremer (1985) voltaram a reconhecer 

Limnocharitaceae como família distinta de Alismataceae e incluiram em Alismatales 

não só Limnocharitaceae como também mais três famílias distintas: Aponogetonaceae, 

Butomaceae e Hydrocharitaceae. Três anos depois, Cronquist (1988) retirou de 

Alismatales a família Hydrocharitaceae, colocando-a na ordem Hydrocharitales, e 

transferiu Aponogetonaceae para a ordem Najadales, que ficou composta por mais dez 
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famílias, entre elas Potamogetonaceae e Zosteraceae. Restaram para a ordem 

Alismatales três famílias: Alismataceae, Butomaceae e Limnocharitaceae. Mais 

recentemente, Judd et al. (1999), utilizando seqüência de DNA do gene rbcL em sua 

análise filogenética molecular, propuseram dois grandes clados dentro de Alismatales. 

O primeiro formado por cinco famílias: Alismataceae e Limnocharitaceae, intimamente 

relacionadas, Butomaceae, Hydrocharitaceae e Najadaceae. No segundo clado 

encontram-se as famílias Scheuchzeriaceae, Aponogetonaceae, Juncaginaceae, 

Cymodoceaceae, Posidoniaceae e Ruppiaceae entre outras, totalizando 13 famílias. 

Essa análise resultou em uma nova mudança taxonômica em Alismatales, de forma 

que, Limnocharitaceae voltou a ser incluída em Alismatales como já havia estabelecido 

Dahlgren e Clifford (1981) e Les et al. (1997). Atualmente a inclusão de 

Limnocharitaceae em Alismataceae tem sido suportada por análise filogenética 

molecular (JANSSEN e BREMER, 2004; CHEN et al., 2004; TAMURA et al., 2004) e 

apesar de proximamente relacionadas, permanecem como famílias distintas para 

muitos pesquisadores (APG II, 2003). Essa inclusão também tem sido apoiada por 

análises morfológica e citogenética (CRONQUIST, 1988; COSTA e FORNI-MARTINS, 

2003).  

 

2.1.2 - FAMÍLIA ALISMATACEAE 

Alismataceae Vent. compreende um grupo de plantas aquáticas e semi-

aquáticas, rizomatosas, folhas aéreas ou submersas com presença de laticíferos, 

ovário súpero, placentação basal e frutos do tipo aquênio (HAYNES e HOLM-

NIELSEN, 1994), ocorrendo dos EUA até a Argentina e adjacências. As flores de 

cor branca são perfeitas ou imperfeitas, como no gênero Sagittaria (HAYNES e 

HOLM-NIELSEN, 1994). A espécie mais comumente encontrada no Brasil é 

Echinodorus grandiflorus Mich., descrita por Correa Junior et al. (1994) como erva 

aquática de caule triangular e glabro, folhas longamente pecioladas, ovadas a 

cordiformes de consistência coriácea, grandes, eretas e flutuantes.  

Dados imprecisos quanto ao posicionamento taxonômico de alguns gêneros 

têm sido observados na família. Cronquist (1988), baseado em dados dos 

verticilos florais, lâmina foliar e órgãos reprodutivos, considerou para a família 11 

gêneros e 75 espécies. Haynes e Holm-Nielsen (1994) relataram a presença de 13 

gêneros e 75 espécies, o que foi apoiado por Soro e Les (2002). Quando Judd et 

al. (1999), baseados principalmente em dados moleculares, incorporaram em 
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Alismataceae alguns gêneros anteriormente pertencentes às Limnocharitaceae, a 

família passou então a ser representada por 16 gêneros e 100 espécies, inclusão 

esta, aceita até os dias de hoje. No Brasil, o gênero conta com 45 espécies 

(COSTA et al., 2006), 17 destas ocorrentes principalmente nas regiões Nordeste e 

Sudeste. Seis são distribuídas naturalmente na região Sudeste, E. aschersonianus 

Graebn., E. longipetalus Mich., E. grandiflorus (Cham. & Schltdl.) Micheli, E. 

macrophyllus (Kunth) Micheli, E. paniculatus Micheli e E. tenellus (Mart.) 

Buchenau, e cinco na região Nordeste, E. grandiflorus subsp. grandiflorus (Cham. 

& Schltdl.), E. paniculatus (Mich)., E. andrieuxii (Hook & Arnott), E. lanceolatus 

(Rataj, Bull.) e E. tenellus (Mart) Buchenau.  

Echinodorus é um dos gêneros mais representativos em Alismataceae 

(COSTA et al., 2006). Destaca-se por apresentar importância medicinal com a recente 

confirmação científica de atividade antiepiléptica (BUZNEGO E PÉREZ – SAAD, 2006). 

Echinodorus macrophyllus Kunth. ou E. grandiflorus, popularmente conhecidas como 

Chapéu-de-couro apresentam propriedades anti-reumáticas (KOBAYASHI et al., 2002).  

Variações na composição específica do gênero têm sido relatadas em 

estudo morfológico realizado por Micheli em 1881. Rataj (e.g. RATAJ, 1975; 1978 

e 2004) também detalhou estudo morfológico para o gênero e acrescentou 

informações fornecidas por Fasset’s (1955), que tinha dividido o gênero em 11 

secções e reconheceu 47 espécies de Echinodorus, classificação esta, admitida 

por Cook (1978). Para Haynes e Holm-Nielsen (1994), o gênero era composto por 

apenas 26 espécies, excluindo-se gêneros outrora pertencentes às 

Limnocharitaceae.  

A utilização da citogenética na taxonomia vegetal vem sendo feita desde o 

início do século passado e é considerada instrumento importante para a 

compreensão das relações de parentesco e dos mecanismos de evolução das 

espécies. Caracteres citológicos, tais como número e morfologia dos 

cromossomos mitóticos e comportamento cromossômico meiótico podem contribuir 

para o conhecimento da evolução e das relações entre diferentes populações e 

espécies (Guerra, 1990). Costa et al. (2006) avaliaram número e morfologia 

cromossômica em cinco espécies de Echinodorus (Alismataceae) com aplicação 

de técnicas de bandeamento cromossômico específicas, sendo essa, a análise 

citogenética mais aprofundada para o grupo. Os cariótipos de Echinodorus 

bolivianus, E. grandiflorus, E. longipetalus, E. macrophyllus e E. tenellus 

(Alismataceae) foram estudados através do bandeamento C, fluorocromos CMA e 
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DAPI e hibridização in situ fluorescente (FISH) com sonda de DNAr 45S. Todas as 

espécies apresentaram número cromossômico 2n=22 e cariótipo fortemente 

bimodal pela presença de um par metacêntrico e o restante acrocêntrico. No 

cariótipo foi observada baixa quantidade de heterocromatina, além de 

heteromorfismo para distensão da RON em pelo menos um par cromossômico. 

Também foi observada pouca variação nas regiões ricas em GC nas cinco 

espécies, embora algumas diferenças tenham sido vistas no número e posição das 

bandas C nas regiões ricas em AT e sítios de DNAr 45S. E. bolivianus e E. 

tenellus foram citologicamente bastante parecidas, corroborando a sinonímia 

sugerida anteriormente por Jérémie et al.(2001) (ver COSTA et al., 2006). 

Um exemplo da importância da citogenética em estudos taxonômicos na 

família Alismataceae foi a localização de uma população triplóide de Echinodorus 

tenellus com uso dos fluorocromos CMA (cromomicina A3) e DAPI (4’- 6 diamidino, 

2-phenilindole), onde os espécimes da população de Itapetininga (SP) tiveram 

número cromossômico 2n=22 e os espécimes de Itirapina (SP) 2n=33 (COSTA e 

FORNI-MARTINS, 2004). Esses fluorocromos marcaram regiões de DNA ricas em 

G/C e A/T simultaneamente em dois cromossomos homólogos na população 

triplóide, permitindo concluir o surgimento desse triplóide através de 

autopoliploidia. Sabendo-se que a poliploidia é um dos eventos responsáveis 

pelos processos de especiação (STEBBINS, 1950; GRANT, 1981; SOLTIS e 

SOLTIS, 1999; 2000), os autores acreditam que o espécime de Itirapina com 

2n=33 poderá ser reconhecida como uma nova espécie. Esse foi o primeiro relato 

de ocorrência de poliplóides em espécies neotropicais de Echinodorus. Uma série 

aneuplóide foi previamente relatada por Harada (1956) para Alisma lanceolata (2n 

= 26 e 28), A. plantago L., (2n = 10, 12 e 14) e para Echinodorus ranunculoides 

Engelm. (2n = 14, 16 e 18). De acordo com Haynes e Burkhalter (1998) e Padgett 

(2003), mesmo diante de estudos taxonômicos e citogenéticos realizados em 

Echinodorus, o gênero ainda é pouco compreendido em sua origem taxonômica e 

número de espécies. A escassez de estudos citotaxonômicos talvez justifique a 

forte semelhança encontrada entre seus táxons, uma vez que os problemas 

taxonômicos referentes à Echinodorus sejam devido sobre tudo à extrema 

semelhança morfológica entre suas espécies. Além disso, a semelhança dos seus 

habitats juntamente com a constância do número e morfologia cromossômica são 

fatores que proporcionam condições de hibridização interespecífica, o que dificulta 

ainda mais a delimitação das espécies.  
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2.1.3 - FAMÍLIA HYDROCHARITACEAE 

Hydrocharitaceae A. L. Juss., apresenta espécies de hábitat aquático, anuais ou 

perenes, folhas emersas ou submersas, ovário ínfero e placentação laminar ou parietal, 

sendo este último um dos caracteres morfológicos que a distingue da família 

Alismataceae. Consiste de 16 gêneros e cerca de 100 espécies. Em Alismatidae, é 

única em apresentar carpelos unidos e ovário ínfero (JANSSEN e BREMER, 2004). 

Oito dos seus gêneros ocorrem nos Neotrópicos, entre eles: Limnobium e Egeria. Os 

gêneros Halophila e Thalassia são espermatófitas marinhas. No passado, essa família 

foi relacionada com Butomaceae por apresentar características comuns tais como 

placentação laminar e ausência de ductos laticíferos (HAYNES e HOLM-NIELSEN, 

1989).  

Plantas aquáticas em geral apresentam muitos problemas para a taxonomia 

devido à presença de estruturas reprodutivas freqüentemente reduzidas, extensa 

plasticidade fenotípica e características morfológicas convergentes (SCULTHORPE, 

1967; SOROS e LES, 2002). Embora estudos da plasticidade fenotípica tenham sido 

realizados ao longo da história das plantas (SCHLICHTING 1986; SCHEINER 1993; 

SCHLICHTING e PIGLIUCCI 1998), a extensão em que o padrão da plasticidade 

ocorre e a base adaptativa desta variação são questões não resolvidas. Muitas 

aquáticas ocorrem nos habitats caracterizados por gradientes ambientais severos e 

frequentemente mostram respostas dramáticas em seus traços vegetativos a 

mudanças nos níveis da água.  

Em Alismatales, estudos de plasticidade fenotípica foram realizados 

recentemente para o gênero Sagittaria. Vamosi e Otto (2002) constataram que as 

espécies Sagittaria falcata, S. lancifolia, S. platyphylla, S. rigida, S. isoetiformis e S. 

papillosa, desenvolvidas em solo submerso a 4, 5, 12, 19,5 e 27 cm, apresentaram 

redução gradativa na largura e no comprimento das folhas e aumento no comprimento 

do pecíolo de acordo com a profundidade, em centímetros. Tais respostas plásticas em 

estruturas vegetativas promovem a sobrevivência e a propagação nos ambientes 

heterogêneos típicos de muitos habitats úmidos (BARRETT, 1993). O significado 

ecológico e evolucionário da variação da forma foliar representa um exemplo clássico 

de plasticidade (ARBER 1920; SCULTHORPE 1967). 

Estudos citotaxonômicos têm ajudado a entender processos de evolução em 

Hydrocharitaceae, porém diante do grande número de espécies apresentando 
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delimitação taxonômica controversa, observa-se carência de estudos que possam 

melhor esclarecer as questões evolutivas e taxonômicas envolvendo este grupo, uma 

vez que a citogenética dispõe de técnicas capazes de acrescentar informações 

importantes no entendimento dessas relações. Alguns trabalhos citogenéticos com o 

uso de técnicas convencionais podem ser citados. Um dos tratamentos citogenéticos 

pioneiros na ordem Alismatales foi realizado por Bernadello e Moscone (1985) em 

Hydrocharitaceae, na espécie Limnobium spongia (Bosc) Steudel, uma planta aquática 

endêmica dos EUA, comum nos estados de Nova York e Texas, ocorrendo também 

aos arredores do estado do Mississippi. Os autores observaram 2n = 24 cromossomos 

em células somáticas e um cariótipo composto por 5 pares metacêntricos, 3 

submetacêntricos e 4 pares subtelocêntricos, correspondendo atualmente aos 

acrocêntricos, os quais apresentam satélites nos pares 3 e 11. Os resultados foram 

comparados posteriormente por Moscone e Bernadello (1986) com o gênero 

Hydromystria e confirmaram o ponto de vista dos que consideravam a relação genérica 

Hydromystria x Limnobium. Alguns autores consideravam essas espécies como 

entidades distintas (EICHLER, 1875; ASCHERSON e GURKE, 1889) enquanto outros 

incluíam Hydromystria em Limnobium (ENDLICHER, 1837; BENTHAM e HOOKER 

1883; DANDY 1959).  

Hydrocharitaceae apresenta uma variedade de números cromossômicos desde 

2n=16 a 2n=72 (HARADA, 1956), com tamanhos entre 1,6 a 10,0 µm, acompanhado 

de uma gradual mudança nos comprimentos cromossômicos relacionados à 

distribuição geográfica na maioria de suas espécies (SHARMA e CHATTERJEE, 1967). 

Seu padrão cariotípico é similar ao de Alismataceae, especialmente no comprimento e 

morfologia cromossômica, o que poderia justificar a relação proposta nesse grupo por 

Judd et al. (1999). 

Tanaka et al. (1997), baseados na análise dos genes rbcL e matB, sugeriram 

uma série de características relacionadas entre gêneros pertencentes à família 

Hydrocharitaceae. Nesse trabalho, os autores demonstraram que Najas está pouco 

associado com Hydrilla (2n=16, 24) e Vallisneria (2n=22, 24, 28, 30 e 40). Para Les et 

al. (1997) Hydrocharis (2n=14, 16), Hydromystria (2n=28) e Limnobium (2n=24, 28) são 

gêneros bem próximos. Para outros autores, o gênero Lagarosiphon (2n=22) está 

fortemente ligado a Egeria (2n=46), Elodea (2n=24, 46, 48), Blyxa (2n=32) e Ottelia 

(2n=22 a 68) por suas caracteristicas morfológicas basais.  
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 2.1.4 - FAMÍLIA LIMNOCHARITACEAE 

Em Alismatales, a família Limnocharitaceae Takht. também abrange 

espécies com hábitat aquático, anuais ou perenes com folhas submersas ou 

aéreas, raízes rizomatosas, placentação laminar e fruto foliculoso adaxialmente 

deiscente, sendo as últimas características importantes para diferenciá-la das 

Alismataceae  (TOMLINSON, 1982). Apresenta três gêneros, dois neotropicais 

(Limnocharis Humb. e Bomp. e Hydrocleys Rich). ocorrendo nos neotrópicos e 

Butomopsis Kunth. em regiões pantropicais. É considerada uma das mais 

primitivas entre as monocotiledôneas pela presença de carpelos e estames 

numerosos e placentação laminar (HAYNES e HOLM-NIELSEN, 1992). Espécies 

de Limnocharitaceae foram consideradas parte da família Butomaceae a qual 

passou a ser constituída por cinco gêneros: Limnocharis, Hydrocleys, 

Butomopsis, Butomus e Ostenia (RAO, 1953). Porém, a observação de 

características morfológicas tais como presença de laticíferos em indivíduos de 

Limnocharitaceae e ausência destes em Butomaceae deram suporte à separação 

das duas famílias. Limnocharis, Hydrocleys e Butomopsis são os representantes 

atuais de Limnocharitaceae. 

Estudos de contagem e morfologia cromossômica em Limnocharitaceae 

foram feitos para algumas espécies incluindo Limnocharis flava (2n=20), 

Hydrocleys modesta (2n=14), H. nymphoides (2n=16) e Butomopsis 

(tenagocharis) latifolia (2n=14) (HARADA, 1956; LARSEN, 1963; SHARMA e 

CHATTERJEE, 1967; SUBRAMANIAN e KAMBLE, 1967; KENTON, 1981).  

Kenton (1981) realizou o primeiro estudo envolvendo bandeamento para o 

gênero Hydrocleys. No trabalho, identificou pela primeira vez o cariótipo da 

espécie Hydrocleys modesta composto por 2n=14 cromossomos. Esse cariótipo 

foi muito similar ao observado anteriormente para Butomopsis latifolia, e quando 

comparado ao de Hydrocleys nymphoides (2n=16) revelou uma relação evolutiva 

acompanhada das traslocações Robertisonianas. No pareamento meiótico foram 

observadas mais semelhanças, inclusive no padrão de bandas, sugerindo que 

Hydrocleys modesta surgiu por fusão cêntrica de dois cromossomos 

acrocêntricos originando um metacêntrico com perda do fragmento cêntrico, ou o 
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contrário, H. nymphoides sendo a espécie mais derivada, originada através de 

fissões cêntricas do tipo Robertisoniana.   

Mais recentemente, Forni-Martins e Calligaris (2002) revisaram número e 

morfologia cromossômica apenas nos gêneros neotropicais, Limnocharis e 

Hydrocleys. O número cromossômico encontrado foi de 2n = 20 para Limnocharis 

flava e L. laforestii e 2n = 16 para H. nymphoides. Essa análise confirmou a 

contagem realizada por Kenton para o gênero Hydrocleys, embora tenha diferido 

mais com relação à posição do satélite e consequentemente no padrão de 

bandas C. Em todas as espécies, o comprimento cromossômico variou 

gradualmente e uma alta quantidade de cromatina foi encontrada na espécie H. 

nymphoides (comprimento total de cromatina (TCL) = 58,6µm) quando 

comparado com L. flava e L. laforestii (TCL = 51, 0 e 41,9µm, respectivamente). 

Cerca de 75% dos cromossomos foram acrocêntricos. Nesse grupo, a assimetria 

cariotípica é tida como um caráter derivado, e os autores acreditam que na 

família Limnocharitaceae a derivação no cariótipo pode ter sido acompanhada 

pelo aumento nos elementos reprodutivos, principalmente carpelos, estames e 

números cromossômicos.  

A caracterização citogenética evidencia marcadores citológicos que 

permitem identificar alterações numéricas e estruturais. Em geral, estas 

alterações cromossômicas podem implicar em diferenças fenotípicas, sendo 

importantes no entendimento dos processos evolutivos. Assim, estudos 

citológicos comparativos entre taxa têm contribuído para entender processos 

filogenéticos, com ênfase na citotaxonomia (GUERRA, 1987). A análise 

cariotípica relacionada à avaliação do número, tamanho dos cromossomos, 

relação entre braços, número e posição das constrições secundárias, podem 

trazer informações importantes na análise comparativa entre táxons aparentados 

ou mesmo entre indivíduos da mesma espécie (GUERRA et al., 1997).  

Em Alismatales de maneira geral, existem poucos estudos 

citotaxonômicos. Acredita-se que um tratamento citogenético utilizando técnicas 

mais refinadas diferente do que tem sido referido na literatura para estas 

espécies poderá fornecer informações importantes como detecção de alterações 

cromossômicas estruturais, via coloração diferencial, as quais poderão auxiliar 

nas questões taxonômicas controversas.  
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2.2 – PRINCIPAIS TÉCNICAS E CONTRIBUIÇÃO DA CITOGENÉTICA EM ESTUDOS 

CITOTAXONÔMICOS  

 
2.2.1 ANÁLISE CONVENCIONAL 

A utilização dos corantes acidófilos possibilitou uma visualização nítida dos 

cromossomos, revelando dados sobre o número e estrutura cromossômica, tais como, 

posição do centrômero e localização da constrição secundária, além da estrutura do 

núcleo interfásico e do padrão de condensação cromossômica (GUERRA, 1987). Em 

citogenética vegetal, o corante amplamente utilizado nas colorações convencionais tem 

sido o Giemsa a 2% e seu principal efeito sobre as demais técnicas convencionais tem 

sido sobre tudo pela visualização de segmentos da cromatina de densidade muito 

baixa, normalmente não perceptível com os corantes usuais, resultando assim numa 

maior caracterização de regiões descondensadas de cromossomos profásicos e 

prometafásicos (GUERRA, 1990).  

A coloração de regiões mais descondensadas, geralmente terminais em 

cromosssomos profásicos, permite uma maior individualização de cada cromossomo, e 

dessa maneira a técnica tem se mostrado valiosa em estudos citogenéticos rotineiros 

de contagem cromossômica. Lombello e Forni-Martins (1998) realizaram contagens 

cromossômicas com montagem de idiograma (representação esquemática do conjunto 

haplóide cromossômico) a partir da coloração com Giemsa em três gêneros 

pertencentes à família Sapindaceae, entre eles Serjania, com números cromossômicos 

2n=12 e 2n=22 observados em 21 espécies. Consideráveis variações no comprimento 

cromossômico inter e intra-específicas ocorreram, sugerindo evolução cariotípica 

decorrente de rearranjos cromossômicos. No gênero Urvillea variações no número e 

comprimento cromossômico foram observadas. Além disso, variações interespecíficas 

também ocorreram na espécie Urvillea ulmaceae, que apresentou um grande número 

de cromossomos pequenos, 2n=86. Acredita-se que a origem dessa espécie esteja 

relacionada à poliploidia seguida de aneuploidia reducional. 

Matsumoto et al. (2000) realizaram análise citogenética convencional em sete 

espécies de Eucalyptus, entre elas, E. deanei, E. dunni, E. grandis e E. maculata da 

família Myrtaceae. As espécies mostraram um cariótipo simétrico com número 

cromossômico 2n=22, e comprimento variando de 0,58 a 1,39µm. A análise cariotípica 

indicou homogeneidade morfológica e numérica na maioria das espécies do gênero, 

embora espécies com número diplóide 2n=24 foram relatadas em estudos prévios. O 
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número básico no gênero foi de x=11 e a principal hipótese de tendência evolutiva 

estabelecida foi a de que provavelmente ocorreram alterações estruturais como 

deleção, duplicação, adição e translocação. 

Mansanares et al. (2002) estudaram citogeneticamente espécies do gênero 

Lychnophoriopsis Scultz-Bip (Vernonieae - Asteraceae). Este trabalho foi realizado com 

intuito de auxiliar na circunscrição dos gêneros e espécies, mediante caracterização 

cariotípica com coloração Giemsa. O número cromossômico 2n=36 foi obtido para as 

espécies L. candelabrum, L. damazioi e L. hatschbachii. Os dados citológicos e 

morfoanatômicos sugeriram que Lychnophoriopsis com número cromossômico básico 

x=18, não seria distinto de Lychnophora Mart., outro gênero de Lychnophorinae.  

 

 

2.2.2 HETEROCROMATINA CONSTITUTIVA (HC) 

A heterocromatina constitutiva é a fração do genoma que permanece 

condensada durante todo o ciclo celular de plantas e animais e pode ser claramente 

observada a partir de técnicas diferenciais. Heitz (1928) estudando inicialmente 

cromossomos de briófitos observou que partes de certos cromossomos permaneciam 

condensadas ao longo da interfase, então propôs o termo heterocromatina para 

designar as regiões da cromatina que mostravam maior grau de condensação e 

coloração em núcleos interfásicos, e que se mantinham condensadas na prófase e na 

telófase, diferentemente das demais regiões, denominadas de eucromatina. 

Analisando com maior profundidade a heterocromatina, Heitz (1933) definiu 

heteropicnose esse comportamento diferencial, especialmente na prófase e telófase 

de todo ou parte de um cromossomo, durante certo estágio do desenvolvimento do 

indivíduo, e observou que em cada espécie a heterocromatina era distribuída 

aleatoriamente em regiões proximais, intersticiais e teloméricas. Essas regiões 

heterocromáticas mostravam um comportamento assincrônico nos ciclos de 

condensação e descondensação da cromatina, ocorrendo sempre na mesma posição 

nos homólogos, caracterizando uma distribuição equilocal que foi posteriormente 

aceito como regra universal (HEITZ, 1957).  

Darligton e La Cour (1940) puderam evidenciar em plantas, após tratamento 

com frio (2oC, por algumas horas), que certas regiões se mostravam menos 

condensadas nos cromossomos metafásicos, as quais foram definidas regiões de 

heterocromatina do tipo constitutiva.  
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A heterocromatina pode ser distinguida em dois tipos: heterocromatina 

constitutiva (HC) e heterocromatina facultativa. A HC se caracteriza por ser pobre em 

genes, por ter excessiva quantidade de DNA repetitivo com replicação tardia, baixa 

freqüência de recombinação, uma vez que não apresenta genes ativos e localização 

geralmente nas regiões pericentroméricas dos cromossomos de eucariotas 

superiores, além de estar associada a proteínas específicas como a HP1 (relacionada 

0à repressão gênica) e as SU (VAR)s, que são responsáveis pelo aumento da 

heterocromatinização (GREWAL e ELGIN, 2002). Por outro lado a heterocromatina 

facultativa é estruturalmente idêntica à cromatina e se distingue da HC por aparecer 

em apenas um dos homólogos enquanto que a primeira aparece em ambos e por ser 

epigeneticamente reprimida, com comportamento temporariamente cromático 

semelhante à heterocromatina constitutiva. 

Dois tipos de heterocromatina constitutiva foram descritos: a α-

heterocromatina e a β-heterocromatina. O primeiro tipo é a mais comum da HC e 

consiste de repetições em tandem de uma seqüência simples, correspondendo à 

heterocromatina detectada pelo bandeamento C nos cromossomos dos eucariotas 

superiores. O segundo tipo heterocromático é mais raro, é composto por 

retrotransposons e tem sido mais observado em algumas classes de insetos e 

plantas com genoma grande (GREWAL e ELGIN, 2002). Lima de Faria (1976a, b, 

1983) considerou que blocos de heterocromatina observados por bandeamento C, 

bem como cromômeros, knobs, constrições secundárias e outros marcadores 

cromossomais e seqüências de DNA poderiam ocupar sítios cromossômicos 

preferenciais. 

De acordo com Guerra (2000) a análise da distribuição do padrão de 

heterocromatina nos cromossomos do complemento das angiospermas em geral é 

um parâmetro para compreender a alta variabilidade dos cariótipos. A comparação do 

padrão de banda-C de diferentes espécies tem revelado alguns aspectos comuns. A 

heterocromatina não é homogênea, variando qualitativamente e quantitativamente 

entre as espécies. Dentro de uma única espécie, polimorfismo no número e 

comprimento de bandas pode ocorrer com freqüência e a quantidade de 

heterocromatina varia de qualquer maneira. Ambas heterocromatina e eucromatina 

podem sofrer mudanças em um tempo relativamente curto e algumas técnicas de 

coloração revelam diferentes frações da heterocromatina (GREILHUBER, 1982; 

SUMNER, 1990).  
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Embora a heterocromatina constitutiva componha uma importante fração do 

genoma, ainda resta muito a se conhecer desse importante componente de DNA 

repetitivo, pois sua função ainda não foi completamente esclarecida. Há pouco 

tempo, acreditava-se que a heterocromatina constitutiva era componente sem 

importância e chegou a ser conhecida como “DNA lixo” e, portanto desprezível como 

parcela componente do genoma. Nos dias de hoje, com advento de técnicas mais 

elaboradas e de biologia molecular, as concepções sobre a HC mudaram e funções 

celulares vitais como manutenção e auxílio dos papéis desempenhados pelos 

telômeros e centrômeros e endoreplicação diferencial são algumas das funções 

importantes desempenhadas por essa fração de DNA (ZUCHERKANDL e HENNING, 

1995; GREWAL e ELGIN, 2002). No entanto, a função e evolução da heterocromatina 

podem não ser a mesma em todas as espécies vegetais. Trabalhando com técnicas 

citogenéticas convencionais, apenas a heterocromatina associada à região 

organizadora do nucléolo (RON-HC) pode ser especificamente identificada devido às 

constrições secundárias ou pela impregnação com o nitrato de prata.  

 O bandeamento C é uma técnica bastante utilizada em citogenética para 

identificar a quantidade e localização da heterocromatina constitutiva. Essa 

metodologia baseia-se na eliminação diferencial do DNA das frações eucromáticas e 

heterocromáticas, acarretando significativas perdas de DNA e proteínas, sobretudo 

nas regiões eucromáticas, pois a heterocromatina é mais resistente, permanecendo 

no cromossomo durante o processo. No entanto, quando o objetivo é distinguir a 

composição da heterocromatina constitutiva, empregam-se os fluorocromos CMA e 

DAPI que tem afinidade preferencial por regiões ricas em GC e AT, respectivamente 

(SUMNER, 1990). Sato e Yoshioka (1984) utilizando a técnica de bandeamento C 

seguido da coloração com fluorocromos CMA e DAPI avaliaram os segmentos 

heterocromáticos em cromossomos de Nothoscordum fragrans e observaram que 

existem diferentes classes desse componente na espécie. Nothoscordum fragans 

com 2n=19, 13 metacêntricos e 6 acrocêntricos, revelou padrão de bandas em que, 

segmentos heterocromáticos ocorreram no braço curto de todos os cromossomos 

acrocêntricos. Destes, cinco também apresentaram heterocromatina constitutiva em 

regiões intersticiais do braço longo, ocupando também posição equilocal. Na espécie 

foi verificada heterogeneidade na HC, cuja composição só foi conhecida pelo uso de 

fluorocromos específicos para bases G-C de DNA.  
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2.2.3 BANDEAMENTO COM FLUOROCROMOS CMA/DAPI 

Os fluorocromos são corantes fluorescentes que por mostrarem especificidade 

de ligação com seqüências de bases de DNA são muito utilizados em estudos 

citogenéticos. Dentre estes, os mais largamente empregados são o DAPI (4’-6-

diamidino-2, fenilindol) e o CMA (cromomicina A3). Outros corantes como o Hoechst 

33258 e a quinacrina apresentam propriedades semelhantes ao DAPI e marcam 

regiões ricas em AT, enquanto que a mitramicina e olivomicina são isômeros da 

cromomicina e marcam regiões de DNA ricas em GC (SUMNER, 1990).  

Também existem os contra-corantes que além de aumentar o contraste das 

bandas fluorescentes permitem visualizar melhor os limites da morfologia 

cromossômica, entre eles, distamicina A (DA) e a actinomicina D (AMD) (WEISBLUM e 

HAENSSLER, 1974; SCHWEIZER, 1976). Os fluorocromos não coram igualmente 

diferentes tipos de heterocromatina, embora alguns sejam mais específicos, como é o 

caso dos antibióticos glicosilados, que se ligam ao DNA guanina-específicos (G-C), 

representado pela cromomicina A3 (CMA), olivomicina e mitramicina.  

SCHWEIZER (1976) analisou com CMA e DAPI três espécies vegetais, Vicia 

faba, Scilla siberica e Ornithogalum caudatum. As regiões organizadoras do nucléolo e 

outras partes heterocromáticas foram marcadas CMA+, enquanto as mesmas regiões 

apresentaram-se negativas para DAPI. Essa foi umas das primeiras aplicações dos 

corantes fluorescentes e desde então tem se tornado rotina nos laboratórios de 

citogenética. Guerra (1988) utilizou os fluorocromos CMA e DAPI para analisar cinco 

populações de Eleutherine bulbosa (2n=12) e verificou a ocorrência de processos 

evolutivos complexos tais como inversão pericêntrica e duplicação em tandem. A 

análise de células mitóticas e meióticas evidenciaram forte heteromorfismo em um par 

cromossômico para inversão pericêntrica e duplicação em tandem de uma região 

invertida em um dos homólogos. A duplicação ocorreu na constrição secundária do 

maior par cromossômico e foi associada à heterocromatina rica em GC. Todas as 

constrições secundárias corresponderam à região organizadora do nucléolo e o 

segmento invertido correspondeu a cerca de 70% do comprimento cromossômico. 

Duas bandas DAPI+ e blocos de CMA+ foram localizados no par I com inversão, além 

de bandas DAPI+ observadas na região pericentromérica dos demais cromossomos.  

Guerra e Felix (2002) avaliaram duas populações, num total de trinta indivíduos 

de Nothoscordum pulchellum com 2n=10 e fórmula cariotípica 6M+2A+2T através de 

métodos citogenéticos, entre eles, bandeamento C e coloração com os fluorocromos 
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CMA e DAPI. Verificaram apenas um bloco de heterocromatina que foi associado à 

região organizadora do nucléolo. Essa banda apareceu como um bloco C+/CMA+/DAPI- 

ocupando todo o braço curto do par cromossômico acrocêntrico. Com relação às outras 

espécies de Nothoscordum, a presente espécie se distinguiu por apresentar um par 

cromossômico telocêntrico e uma quantidade de heterocromatina muito baixa.  

Carvalho et al. (2005) estudando o gênero Citrus (rutaceae), identificaram 

similaridades cariotípicas em 10 acessos do grupo. Embora o gênero apresentasse 

estabilidade numérica e morfológica (2n=18), estudos prévios com bandeamento CMA 

haviam identificado heterozigose para bandas heterocromáticas. Nesse trabalho, pode-

se observar que quatro cultivares de C. limon mostrou o mesmo padrão de bandas 

CMA+ e sítios de DNAr, indicando que foram originados a partir de um germoplasma 

simples e em seguida diferenciadas por mutações somáticas distintas. Já as espécies 

C. jambhiri, C. limonia e C. volkameriana apresentaram cariótipo similares, e diferiram 

de C. limon pela ausência de apenas uma banda telomérica. Outras espécies como C. 

aurantifolia e C. limettioides exibiram maiores diferenças para regiões 

heterocromáticas. A espécie C. medica foi o único acesso homozigoto para bandas 

heterocromáticas e sítios de DNAr, confirmando hipótese anterior de que as demais 

espécies seriam híbridos naturais. 

As espécies Hibiscus cannabinus (2n=2x=36) e H. sabdariffa (2n_4x_72) 

(malvaceae) foram analisadas citogeneticamente com o intuito de elucidar possível 

homologia genômica. O Comprimento cromossômico variou entre 1,43 e 3,80µm, 

sendo que ambas as espécies apresentaram um decréscimo gradual do tamanho dos 

cromossomos do complemento. Seis bandas CMA+ foram encontradas nessas 

espécies, e vinte seis bandas DAPI- foram observadas em H. cannabinus. Em H. 

sabdariffa, 14 bandas DAPI+ foram distribuídas em diferentes locais dos cromossomos. 

Dois cromossomos de H. cannabinus e oito cromossomos de H. sabdariffa foram 

inteiramente bandeados com DAPI. Nessa mesma espécie, os cromossomos que 

foram inteiramente marcados com CMA e DAPI podem ser usados como marcadores 

típicos. Em H. cannabinus, um par de satélites foi encontrado com a coloração de 

CMA, indicando ser de natureza heterocromática rica em GC. Nenhum satélite foi 

observado com a coloração DAPI. A análise dos cariótipos através de bandeamento 

cromossômico com fluorocromos indicou que H. sabdariffa é originada de dois 

genomas diferentes, e que H. cannabinus pode ter parte de seu genoma derivado de 

um ancestral comum a H. sabdariffa (HIRON et al., 2006). 
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2.2.4 MARCAÇÃO DAS REGIÕES ORGANIZADORAS DE NUCLÉOLOS (RONS) COM 

NITRATO DE PRATA  

Os nucléolos são organelas celulares reconhecidas pela primeira vez há 200 

anos atrás (SCHWARZACHER e WACHTLER, 1993). As regiões organizadoras do 

nucléolo ou RONs, são facilmente coradas com nitrato de prata ou localizadas por 

hibridização in situ. No primeiro caso, são detectados apenas os genes ativos, e no 

segundo caso, a hibridização irá ocorrer independentemente.  

Os nucléolos são as formas ativas da região do DNAr 45S. Neles, estão sendo 

produzidos e processados RNAs que são necessários para a síntese de todas as 

proteínas requeridas para o funcionamento celular. Os genes ribossomais estão 

presentes em inúmeras cópias, e não estão distribuídos aleatoriamente no núcleo 

interfásico. Estudos têm mostrado que esses genes estão concentrados em um 

domínio nuclear ocupado pelos nucléolos. Embora genes extranucleolar e seus RNAs 

transcritos podem também ser localizados em territórios nuclear específicos, os 

nucléolos são particularmente um bom modelo para correlacionar aspectos molecular 

da expressão gênica com estruturas nuclear. Além das proteínas ribossomais, os 

nucléolos contém um grande número de proteínas não ribossomais envolvidas em 

vários aspectos da biogenesis ribossomal e manuntenção da estrutura nucleolar. Nos 

eucariotos são reconhecidos quatro tipos diferentes de RNAr designados pelos seus 

respectivos coeficientes de sedimentação: 5S, 5,8S, 18S e 28S. Exceto o 5S, os 

demais são transcritos pelos genes localizados nas RONs, e estão arranjados em 

tandem (um seguido do outro) formando unidades transcricionais que originam um 

RNAr 45S precursor das formas 5,8S, 18S e 28S (SUMNER, 1990).  

Cada unidade dos genes ribossomais consiste basicamente de uma região não 

transcrita (NTS), localizadas no espaço intergênico (IGS), e separadas por espaços 

transcritos internos (ITS), onde ficam os genes. O comprimento real do gene RNAr 

varia entre as espécies, e embora  o 5.8S tenha geralmente o mesmo comprimento, as 

outras subunidades podem se apresentar menores, por exemplo o 17S e o 25S em 

Tetrahymena, ou 18S e 26S em plantas. Ao contrário das variações em comprimento, 

existe uma considerável similaridade de seqüências entre os genes ribossomais de 

diferentes organismos. Já o espaço entre esses genes é mais variável. O número de 

cópias dos genes ribossomais também são de uma variabilidade muita alta, e alguns 

organismos como fungos e insetos apresentam em torno de 100 cópias de RNAr, 
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enquanto plantas e anfíbios tem cerca de 10.000 cópias. Polimorfismo no número de 

cópias é frequente, e pode ocorrer no mesmo indivíduo ou entre indivíduos diferentes. 

Os genes RNAr podem estar restritos a um único sítio de um par de homólogos, ou 

pode ocorrer em vários cromossomos. Em plantas, é muito comum encontrá-los em 

pelo menos dois pares, enquanto em humanos, cinco pares possuem tais genes 

(HOWELL, 1982). 

No processo de mitose, a síntese de RNA é estagnada e concomitantemente o 

nucléolo tende a desaparecer. Assim, no estágio de prófase, o componente fibrilar 

denso desaparece e o componente granular é solto no núcleo. Em algumas situações o 

conteúdo granular pode ficar associado aos cromossomos, especialmente na 

metáfase. Na telófase, novos nucléolos são formados em uma ou mais RON, de forma 

que o componente fibrilar denso surge adjacente ao centro fibrilar enquanto que o 

componente granular desaparece (DERENZINI, 2000). 

Goodpsture e Bloom (1975) desenvolveram uma técnica de coloração da RON 

com Nitrato de Prata (AgNO3), sendo esse o principal método empregado para corar 

RONs ativas em cromossomos mitóticos (SUMNER, 1990), embora a HIS seja mais 

adequada para detectar a quantidade total de sítios. Em muitas espécies, nem todas as 

RONs são coradas com a técnica, indicando claramente que nem todos os sítios de 

RONs permanecem transcricionalmente ativos em interfase.  

De acordo com Santos et al. (2003), o número e a distribuição das RONs podem 

variar entre diferentes espécies ou dentro da mesma espécie. Estes padrões 

determinam quais cromossomos fazem parte da organização nucleolar auxiliando na 

caracterização cromossômica de diferentes espécies ou táxons. No caso onde mais de 

uma RON está presente no mesmo complemento nem sempre indica que estão todas 

ativas em uma mesma célula. O processo de ativação pode ser ao acaso ou pode 

existir uma ativação diferencial que produz diferentes tipos de RONs (SCHEER et al., 

1993).  

Rao et al. (1991) observaram em algumas espécies de Vigna, um taxa 

polimórfico, um par de nucléolos na forma de constrição secundária em cinco das 12 

espécies que foram estudadas. Entretanto, a espécies V. umbellata foi caracterizada 

pela presença de dois pares, que corresponderam às constrições secundárias. A não 

visualização de regiões organizadoras do nucléolo nas demais espécies foi associada 

a dificuldades técnicas devido ao pequeno tamanho cromossômico encontrado no 

gênero Vigna. 
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2.2.5 FISH (FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION) 

 
A HIS (hibridização in situ) foi desenvolvida em 1969 por Gall e Pardue para 

análise cromossômica e tem sido uma das técnicas mais importantes e informativas 

graças a sua alta especificidade, sendo então empregada nas mais diversas áreas, 

como na biologia do desenvolvimento, na citotaxonomia, melhoramento genético e 

citogenética clínica. O princípio da técnica consiste no fato de que o DNA é formado 

por duas fitas complementares, as quais por meio de aquecimento podem ser 

facilmente separadas em fitas simples, ou desnaturadas, e em seguida renaturadas, 

voltando a ser fita dupla. Se no momento da renaturação do DNA houver uma sonda 

disponível em solução, as sondas competirão com as fitas de DNA cromossômico e 

poderão ser hibridizadas ao DNA alvo, ao invés da fita complementar original 

(GUERRA, 2004).  

Sondas são derivadas a partir de fragmentos de DNA ou RNA que foram 

isolados, purificados e amplificados para uso. Podem ser de seqüência única ou 

repetida. As seqüências repetidas podem estar organizadas no cromossomo em 

tandem, ou seja, uma seguida à outra, formando blocos de DNA-alvo, ou podem se 

encontrar dispersas no complemento cromossômico, intercaladas com diversos outros 

tipos de seqüências. As sondas de DNA repetitivo mais utilizadas são os DNAs satélite, 

o gene que codifica o RNA ribossomal 5S e a seqüência que codifica o precursor 45S 

dos RNAs ribossomais 28S, 18S e 5,8S, amplamente conhecidos como DNAr 5S e 

45S, respectivamente (SUMNER, 2003). 

O DNAr 45S, conhecido também como DNAr, é uma seqüência moderadamente 

repetitiva que fica localizada em um ou mais pares cromossômicos, e muito 

conservada evolutivamente. Cada unidade de repetição do 45S contem três genes 

(DNAr 18S+5,8S+28S) e seus espaçadores, sempre transcritos juntos em um único 

RNA precursor. Os sítios de DNAr correspondem às constrições secundárias que 

podem ser visualizadas por coloração convencional ou pela aplicação da técnica de 

nitrato de prata, embora algumas vezes, sítios muito pequenos ou pouco ativos podem 

não ser visíveis com esta técnica e serem localizados apenas com a técnica de 

hibridização in situ. A seqüência do DNA 5S, no entanto, é mais variável que a 45S, e é 

repetida em tandem geralmente em um único par de sítios cromossômicos, ou mais 

raramente em dois sítios (GUERRA, 2004). 
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A técnica de FISH tem sido usada entre outras aplicações para o mapeamento 

de seqüências repetitivas e para localizar genes de multicópias, além de permitir 

correlacionar grupos de ligação e cromossomos. Além do mais, a técnica ainda pode 

ser usada para comparar distâncias físicas e genéticas (SCHWARZACHER, 1994; 

GILL, 1995). Por exemplo, Pedrosa et al., (2002) correlacionaram o mapa físico e 

genético de Lotus japonicus. As sondas de DNA 45S utilizada foi um fragmento de 

cerca de 6 Kb das unidades repetidas (18S-5,8S-25S) clonadas de Arabdopsis 

thaliana. Os genes ribossomais 45S foram localizados em três pares cromossômicos, 

enquanto o gene 5S foi localizado em apenas um par. Estes autores, também incluíram 

uma caracterização parcial de diferentes seqüências teloméricas e centroméricas. Os 

resultados obtidos demonstraram a ocorrência de inversões entre Lotus japonicus e L. 

filicaulis.  

Skalická (2003) utilizou uma linhagem artificial de Nicotiana tabacum (Th37), um 

tetraplóide obtido do cruzamento de duas espécies diplóides (N. sylvestris e N. 

tomentosiformis), para estudar a rápida evolução dos sítios de DNAr. Pelo menos três 

classes de DNAr recentemente amplificados foram identificadas em algumas das 

plantas analisadas. A presença dessas três classes de DNAr foi acompanhada pela 

eliminação completa de sítios de DNAr de N. tomentosiformis. O doador do material 

genético materno, N. sylvestris, teve suas unidades derivadas. Dados combinados do 

tabaco indicam que houve uma evolução de DNAr e que foi seguido de um pequeno 

processo que reduz a complexidade e decréscimo no número de unidades de DNAr. 

Em tabaco, os IGS apresentam variabilidade em torno de 1~3 kilobases e subregiões 

de SRI e SRII e são conhecidos como sítios significativos de recombinação genética 

por apresentarem  alto polimorfismo. 

Na família Asteraceae, fluorescência in situ com sondas de DNAr 45S foi 

utilizado para determinar o número cromossômico e a posição dos sítios de DNAr 45S 

em três espécies pertencentes a gêneros distintos (Crepis japonica, Galinsoga 

parviflora e Chaptalia nutans). As espécies exibiram diferenças caritípicas em número e 

morfologia, o que é característica comum nesse grupo. Entretanto, os sítios de DNAr 

45S sempre ocorreram no braço curto dos cromossomos, e foram associados com a 

heterocromatina GC. Fregonezi et al. (2004), acreditam que nesse grupo, as 

características comuns do cariótipo foram mantidas ao longo da evolução.  
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Resumo 

 
Foram estudadas 10 espécies de Alismatales, sendo cinco de Alismataceae (Echinodorus), 

quatro de Limnocharitaceae (Hydrocleys e Limnocharis) e uma de Hydrocharitaceae 

(Limnobium) com relação ao número e morfologia cromossômica e ao padrão de bandas C-

Giemsa nos cinco representantes de Alismataceae. O gênero Echinodorus apresentou 2n=22 

em todas as espécies analisadas e fórmula cariotípica 2m+20a, enquanto na família 

Limnocharitaceae, foi observado 2n=16 em Hydrocleys nymphoides e H. martii, (4m 

+2sm+10a) e 2n=20 em Limnocharis flava e L. laforestii (4m+16a). A única espécie 

estudada de Hydrocharitaceae exibiu um cariótipo formado por 2n=28 e fórmula cariotípica 

4m+6sm+4a. Em Echinodorus o padrão de distribuição de banda C evidenciou quatro blocos 

de heterocromatina constitutiva em dois pares acrocêntricos menores, correspondentes às 

RONs heterocromáticas. Em E. lanceolatus, além das RONs heterocromáticas, foram 

observadas adicionalmente, 14 bandas nos terminais dos braços de sete pares acrocêntricos. 

São apresentados idiogramas e discutidos o padrão de evolução cariotípica para os grupos 

estudados. 

 

 

 

Palavras-chave: Alismataceae, Limnocharitaceae, Hydrocharitaceae, heterocromatina, 

banda C 
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Introdução  

A delimitação da ordem Alismatales tem sido bastante controversa entre diferentes 

autores. No sistema de Hutchinson (1959), por exemplo, a ordem seria formada pelas 

famílias Alismataceae, Scheuchzeriaceae e Petrossaviaceae, enquanto Cronquist (1981) 

incluiu na ordem as famílias Butomaceae e Limnocharitaceae, além das Alismataceae. 

Ambas as delimitações divergem de outros sistemas com abordagem filogenética como os 

sistemas de Dahlgren et al. (1985), APG I (1998) e APG II (2003). Uma das principais 

alterações em relação à delimitação tradicional das Alismatales, foi a inclusão nesta ordem 

da família Araceae feita por Chase et al. 2000, e que tem sido confirmada em trabalhos 

posteriores (ver Tamura et al. 2004).  

Como atualmente delimitada, as Alismatales compreendem um total de 14 famílias 

(Chase et al. 2000, APG II 2003), das quais oito (Araceae, Hydrocharitaceae, Alismataceae, 

Limnocharitaceae, Juncaginaceae, Ruppiaceae, Cymodoceae e Potamogetonaceae) ocorrem 

no Brasil (Souza e Lorenzi 2005). Destas, as famílias Alismataceae e Limnocharitaceae têm 

no Nordeste do Brasil um dos seus principais centros de diversidade (Haynes e Holm-

Nielsen 1992, 1994). São plantas de habitat variável, mas principalmente aquático ou semi-

aquático, embora na família Araceae a maioria das espécies sejam epifíticas ou terrestres 

(Judd et al. 1999).  

Excluindo a família Araceae, existem poucos estudos cromossômicos relativos aos 

representantes da ordem Alismatales, especialmente em relação às espécies neotropicais. 

Para os táxons que ocorrem no Brasil, os registros cariológicos estão concentrados em 

Alismataceae (Costa e Forni-Martins 2003; 2004, Costa et al., 2006) e Limnocharitaceae 

(Forni-Martins e Calligaris 2002), sendo as demais famílias representadas por contagens 

cromossômicas esparsas. Com relação às Limnocharitaceae, tem sido identificados os 

números básicos x=7 para Butomopsis, x=7 ou 8 para Hydrocleys e x=10 para Limnocharis 

(Harada 1956, Kenton 1981, Calligaris e Forni-Martins 2002). Já para Alismataceae, há 

registro de números cromossômicos para apenas sete espécies do Centro-Oeste e Sudeste do 

Brasil, que no geral também confirmaram a constância cariológica previamente registrada 

para a família (Costa e Forni-Martins 2003; 2004, Costa et al. 2006). Para as 

Hydrocharitaceae, os registros cromossômicos são ainda mais escassos e restritos à 

contagem cromossômica para Elodea longivaginata St. John., com 2n=24 (Packer e Witkus 

1982), Hydromystria laevigata (Willd.) Hunziker, 2n=28 (Moscone e Bernardello 1985), 
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Vallisnera spiralis L., com 2n=22 (Fotedar e Roy 1974), 2n=22, 28, 30 (Bhattacharya e 

Ghosh 1977) e 2n=24, 30, 40 (Chaudhuris e Sharma 1978). O grupo aparentemente 

apresenta um padrão de evolução cariotípica semelhante às Alismataceae e 

Limnocharitaceae com cromossomos geralmente grandes e cariótipo bimodal (Harada 1956, 

Sharma e Chaterge 1967). Não são conhecidos registros cromossômicos para espécies de 

Alismatales (exceto Araceae) para a região Nordeste do Brasil. 

O presente trabalho estudou citologicamente através da coloração convencional, 

banda C-Giemsa e bandeamento AgNOR, cinco espécies de Alismataceae, quatro de 

Limnocharitaceae e uma de Hydrocharitaceae, ocorrentes no Nordeste do Brasil. O objetivo 

foi avaliar o padrão de evolução cariotípica nessas espécies, bem como comparar nossos 

dados com o cariótipo de alguma dessas espécies ocorrentes em outras regiões do país e 

previamente estudadas.  

Materiais e Métodos 

 A tabela 1 sumariza os táxons estudados, procedência e principais características 

cromossômicas analisadas. Todo o material foi proveniente do campo e mantido em cultivo 

em vasos plásticos com substrato de terra vegetal no jardim experimental do Laboratório de 

Citogenética Vegetal do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal da Paraíba. 

Para todas as populações estudadas foram preparadas exsicatas, que se encontram 

depositadas no Herbário Jayme Coelho de Moraes (EAN). 

 

Coloração Convencional 

Pontas de raízes pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina (8HQ) a 0,002M por 16h a 15 

ºC foram fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: ácido acético v/v) por 4h a temperatura ambiente e 

estocadas em freezer a –20 ºC até posterior análise. Para o preparo das lâminas, as raízes 

foram hidrolisadas em HCl 5N por 20 minutos à temperatura ambiente, lavadas duas vezes 

por cinco minutos em água destilada, esmagadas em uma gota de acido acético 45%, 

congeladas em nitrogênio líquido para remoção da lamínula, secas ao ar, coradas com 

Giemsa 2% e montadas em Entellan (Guerra 1983).  

 

Bandeamento C-Giemsa 

O procedimento para banda C foi baseado em Schwarzacher et al. (1980) com 

modificações. As raízes foram digeridas em solução enzimática (2% celulase-20% pectinase) 
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a 37ºC por 1h e esmagadas em ácido acético 45%. Depois congeladas em nitrogênio líquido 

para a remoção da lamínula e secas ao ar. As lâminas foram então envelhecidas por três dias, 

tratadas com ácido acético 45% a 60ºC por 10 min., lavadas com água corrente e seca ao ar. 

Em seguida foram tratadas com uma solução de hidróxido de bário a 5% a temperatura 

ambiente por 10 min., lavadas rapidamente em ácido acético 45% e depois lavadas em água 

corrente por 2 min, secas e incubadas em 2x SSC a 60ºC por 80 minutos. Após esse 

tratamento, as lâminas foram lavadas em água destilada, secas e coradas com Giemsa a 5% 

por 10 min. e montadas em Entellan. 

 

Coloração com Nitrato de prata 

O bandeamento AgNOR seguiu Hizume et al. (1980), com algumas modificações. As 

lâminas foram confeccionadas de acordo com o bandeamento C. Em seguida foram 

colocadas algumas gotas de solução de nitrato de prata sobre a lâmina. As mesmas foram 

cobertas com uma lamínula de vidro. Após 20 minutos em câmara úmida a 60 ºC, as lâminas 

foram lavadas em água destilada para montagem com Entellan. 

 

Documentação fotográfica e medições cromossômicas 

As melhores metáfases das análises através da coloração convencional foram 

fotografadas em microscópio Leica DMLB, usando o sistema de fotomicroscopia Leica wild 

MPS 48, enquanto as metáfases obtidas a partir do bandeamento foram capturadas em 

microscópio Leica DMLB equipada com câmera de vídeo CCD e o programa IM50. As 

medições cromossômicas foram feitas com o auxílio do programa Image Tool 3.0 

(http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/download.html), a partir das cinco melhores metáfases, que 

foram utilizadas para a construção dos idiogramas. O comprimento de cada par 

cromossômico corresponde à média aritmética obtida para todas as células analisadas. Os 

cromossomos foram classificados de acordo com a nomenclatura proposta por Guerra (1986) 

e Morawetz e Samuel (1988).  

Resultados  

Todas as espécies apresentaram cariótipo assimétrico, núcleos interfásicos 

reticulados (Figs. 2a-j, 1l, 1m, 1o) e padrão de condensação profásico uniforme. Todavia, 

em Limnobium laevigatum, os núcleos interfásicos apresentaram regiões de cromatina mais 



Feitoza, L. L., Alismatales ss: Análise citogenética... 
 

 

46 

fortemente coradas intercaladas com regiões descoradas tendendo a um padrão semi-

reticulado (Fig. 1p).  

Na família Alismataceae, todas as espécies apresentaram 2n=22, fórmula cariotípica 

2m+20a (Tabela 1) e elevada assimetria cariotípica, todas incluídas na categoria 3C de 

Stebbins (1971). O comprimento cromossômico variou de 3,14µm nos menores 

cromossomos de Echinodorus tenellus (Fig. 1i) a 13,54µm no par cromossômico maior de 

E. paniculatus (Fig. 1a). Para todas as espécies foram observadas constrições secundárias 

em dois pares cromossômicos acrocêntricos, geralmente com heteromorfismo para a 

distensão da RON em um dos homólogos (Figs. 2- a, c, d, e; 1a-1j). Neste caso, um 

cromossomo apresentou RON longamente distendida no braço curto, enquanto no seu 

homólogo esta não foi distendida ou não foi visualizada. Em Echinodorus paniculatus (Fig. 

1a), E. lanceolatus (Fig. 1g) e E. tenellus (Fig. 1i-j), além da distensão incompleta em um 

dos homólogos, também ocorreu amplificação da RON. Esta amplificação foi confirmada 

para E. tenellus e E. lanceolatus após a impregnação com nitrato de prata que evidenciou 

quatro nucléolos ativos, um dos quais maior, e apenas três nas demais (resultados não 

mostrados).  

Foram observadas bandas C/Giemsa na porção terminal do braço curto e nos 

satélites dos dois cromossomos acrocêntricos menores em todas as espécies de Echinodorus 

(Figs. 1- b, d, f, h, j), correspondendo as RONs visíveis (ou não) na coloração convencional. 

Em E. paniculatus e E. tenellus, também foi observada uma banda amplificada, 

correspondente ao satélite maior visualizado na coloração convencional (Figs. 1b e 1j). 

Entretanto, em E. lanceolatus, além das RONs heterocromáticas, observou-se bandas 

teloméricas nos braços longos de sete pares acrocêntricos, incluindo o par satelitado maior 

(Fig. 1h). 

Em Limnocharitaceae, Hydrocleys nymphoides (Fig. 1l) e H. martii (Fig. 1m) 

apresentaram número cromossômico 2n=16, com dois pares metacêntricos, um 

submetacêntrico e cinco acrocêntricos. Foi observada constrição secundária localizada no 

braço curto do par metacêntrico menor de H. martii e no braço curto de um dos menores 

pares acrocêntricos em H. nymphoides. Para o gênero Limnocharis, L. flava (Fig. 1n) e L. 

laforestii (Fig. 1o), o complemento cromossômico foi constituído por 2n=20, sendo dois 

pares metacêntricos e oito pares acrocêntricos, sem constrições secundárias visíveis. Os 

tamanhos cromossômicos médios variaram de 4.01 e 4.46µm para Hydrocleys martii e H. 

nymphoides e 4.77 e 6.49µm para Limnocharis flava e L. laforestii, respectivamente. Assim 
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como na família Alismataceae, em Limnocharitaceae, os cariótipos foram claramente 

assimétricos e incluídos na categoria 3C de Stebbins (1971). A coloração com nitrato revelou 

dois nucléolos ativos nas espécies de Hydrocleys e quatro para L. flava (dados não 

mostrados). 

Para a família Hydrocharitaceae, foram analisadas através da coloração convencional 

duas populações de Limnobium laevigatum (Fig. 1p), ambas com 2n=28, medindo de 1.58 a 

5.83µm, sendo quatro pares metacêntricos menores e os demais submetacêntricos e/ou 

acrocêntricos (Fig. 2f), dos quais, quatro pares maiores e seis menores. Assim como nas 

demais Alismatales, a espécie apresentou cariótipo assimétrico, porém incluída na categoria 

2C de Stebbins (1971).  

 

Discussão 

Das espécies analisadas, foram confirmadas as contagens prévias de 2n=22 para 

Echinodorus grandiflorus e E. tenellus (Costa et al. 2006), 2n=16 para Hydroleys 

nymphoides, 2n=20 para Limnocharis flava e L. laforestii (Calligaris e Forni-Martins 2002) e 

2n=28 para Limnobium laevigatum, como Hydromystria laevigata (Moscone e Bernardello 

1985). Para as demais espécies não foram encontrados registros cromossômicos prévios. Em 

relação ao tipo de núcleo interfásico, todas as Alismataceae e Limnocharitaceae analisadas 

apresentaram núcleos reticulados, confirmando dados prévios para essas famílias (Costa e 

Forni-Martins 2003). Entretanto, Limnobium laevigatum divergiu das outras Alismatales por 

apresentar núcleos semi-reticulados e diferenças em número e morfologia cromossômica 

(Bernadello e Moscone 1986). Esses dados parecem corroborar a análise filogenética de 

Chen et al. (2004) que dispõem Hydrocharitaceae em um clado distinto de Alismataceae-

Limnocharitaceae, diferindo destas por apresentar ovário sincárpico. 

 

Família Alismataceae  

A família Alismataceae é caracterizada por apresentar cromossomos grandes, com 

morfologia e números bastante estáveis dentro de um gênero, com 2n=22 na maioria das 

espécies, porém com uma variação desde 2n=14 em Alisma (Baldwin e Speese 1955), 2n=22 

em Echinodorus e Sagittaria, e 2n=3x=33 em uma população triplóide de Echinodorus 

tenellus (Costa e Forni-Martins 2004). No presente trabalho, essa estabilidade numérica foi 

confirmada e todas as espécies apresentaram 2n=22, sem ocorrência de populações 

poliplóides. Todavia, em relação aos tamanhos cromossômicos, os registros prévios para E. 
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grandiflorus do Sudeste do Brasil medindo 2,3 e 6,3µm (Costa e Forni-Martins 2003) 

divergiram dos nossos resultados para esta espécie, onde a média dos tamanhos 

cromossômicos variou de 6,6 a 12.9µm, o que corresponde a mais de duas vezes o tamanho 

cromossômico para a população do Sudeste. Entretanto, para E. tenellus os tamanhos 

cromossômicos previamente registrados foram mais coincidentes com os nossos dados. Para 

E. grandiflorus são reconhecidas duas subespécies, ambas registradas para as regiões 

Nordeste e Sudeste do Brasil (Haynes e Holm-Nielsen 1994). É provável, portanto, que a 

diferença nos tamanhos cromossômicos seja explicada por diferenças taxonômica 

infraespecíficas. As duas populações analisadas no presente trabalho foram incluídas na 

subspécie grandiflorus, mas não foi possível confirmar qual a subspécie do material 

estudado por Costa e Forni-Martins (2003). De acordo com Lehtonen (2005), E. grandiflorus 

é polifilético, tendo as diferentes subespécies sido distribuídas em diferentes ramos do 

cladograma. Assim, as diferenças cariotípicas observadas entre nossos dados e os de Costa e 

Forni-Martins (2003) suportam a hipótese de filogenia de Lehtonen (2006), indicando que 

pode tratar-se de espécies diferentes. 

Com relação à distribuição da heterocromatina constitutiva, tem ocorrido um padrão 

mais variável entre as espécies estudadas e os dados prévios da literatura. Nas espécies do 

Nordeste do Brasil foram observados quatro blocos heterocromáticos relacionados à RON e 

localizados nos braços curtos de dois pares acrocêntricos menores em quatro das cinco 

espécies estudadas, exceto para Echinodorus lanceolatus, que além das RONs 

heterocromáticas, apresentou bandas terminais nos braços longos de sete pares acrocêntricos. 

Nesse aspecto, as populações do NE também divergiram das populações do Sudeste de E. 

grandiflorus e E. tenellus. Em nosso trabalho, as duas populações de E. grandiflorus 

apresentaram quatro bandas, enquanto a população estudada por Costa et al. (2006) 

apresentou apenas duas. Já a única população estudada de E. tenellus apresentou quatro 

bandas, enquanto Costa e Forni-Martins (2004) observaram uma única banda em uma 

população diplóide e duas na população triplóide. Diferentes padrões de distribuição de 

heterocromatina em plantas são freqüentes e pode ocorrer na mesma espécie (revisado por 

Guerra 2000) e tem sido observado em Alstroemeria (Buitendijk e Ramanna 1996). 

 Das espécies analisadas, Echinodorus tenellus se distinguiu claramente das outras 

espécies por apresentar hábito de crescimento menor e presença de folhas submersas, 

enquanto as demais espécies são maiores, e não possuem esse tipo de folha (Haynes e Holm-

Nielsen 1994). Contudo, não foi observada nenhuma diferença cariotípica marcante entre o 
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padrão de bandas C de E. tenellus e as outras espécies estudadas. Uma notável exceção 

ocorreu em E. lanceolatus que divergiu das demais espécies por apresentar, além das bandas 

correspondentes às RONs heterocromáticas, bandas terminais nos braços longos de sete 

pares acrocêntricos (Fig. 1h). Um padrão ainda mais variável foi observado por Costa et al. 

(2006) em duas outras espécies, que além das bandas terminais, observou bandas intersticiais 

nos braços longos de sete pares acrocêntricos de E. longipetalus, e bandas terminais e 

intersticiais em E. macrophyllus. Essa variabilidade no padrão de bandas de Echinodorus 

poderá ser útil em outros trabalhos de citotaxonomia do gênero, especialmente na 

identificação de híbridos interespecíficos entre espécies com diferentes padrões de bandas. 

No caso de E. lanceolatus, E. macrophyllus e E. longipetalus, o padrão de bandas 

semelhantes (terminais) e intermediários (intersticiais), indica a possibilidade de hibridização 

entre um ancestral com padrão semelhante a E. lanceolatus e E. longipetalus, com perda ou 

ganho de algumas bandas (ver esquema na Fig. 2). Ambas as espécies, compartilham 

caracteres morfológicos como poucas flores, ausência de marcas pelúcidas, numerosos 

carpelos, folhas lanceoladas e distribuição geográfica comum. Essas duas últimas foram 

dispostas em diferentes ramos do clado A de Lehtonen (2006), enquanto todas as 

subespécies de E. macrophyllus foram incluídas no clado B, porém em uma condição 

derivada, suportando a hipótese da origem híbrida desta última.  

Estudos morfológicos no gênero apontam uma origem polifilética para Echinodorus, 

onde o subgênero Helianthium estaria mais relacionado ao gênero Sagittaria do que as 

demais espécies de Echinodorus (Lehtonen 2006). Os dados cariológicos atualmente 

disponíveis para esses dois gêneros, indicam que eles são bastante semelhantes em termos 

cariotípicos. Assim como as demais espécies de Echinodorus, Sagittaria apresenta 2n=22 e 

fórmula cariotípica 2m+20a ou 2m+2sm+18a (Costa e Forni-Martins 2003), ou ainda 

4m+18a (Baldwin e Speese 1955). 

 

Família Limnocharitaceae  

Em relação às Limnocharitaceae, os registros de 2n=16 para Hydrocleys martii e H. 

nymphoides e de 2n=20 para Limnocharis flava e L. laforestii, confirmam os números 

básicos anteriormente propostos para esses gêneros. Para H. martii, a contagem é inédita e o 

cariótipo é bastante similar a H. nymphoides, diferindo basicamente na localização do 

satélite, observado no menor par metacêntrico na primeira espécie, enquanto na segunda, 

ocorreu no menor par acrocêntrico. Contudo, no registro prévio de Forni-Martins e Calligaris 
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(2002), o satélite de H. nymphoides foi observado no braço curto do par metacêntrico 

intermediário. Constrições secundárias constituem um parâmetro cromossômico bastante 

variável em plantas e podem ou não serem expressas na célula (Guerra 2000). Entretanto, na 

família Limnocharitaceae, assim como em Alismataceae, embora com algumas variações na 

primeira, as constrições secundárias têm uma localização preferencial, geralmente nos braços 

curtos dos menores acrocêntricos. O número 2n=16 tem sido reportado para todas as 

espécies de Hydrocleys analisadas, exceto para H. modesta com 2n=14 (Kenton 1981), neste 

caso, aparentemente 2n=14 seria derivado e teria se originado por fusão cêntrica com perda 

de um fragmento cêntrico e tornada homozigota através da segregação na meiose. De acordo 

com a autora, também seria possível que a condição derivada esteja no cariótipo com 2n=16 

originado por fissão cêntrica, suportando a hipótese de um número básico ancestral x=6 para 

a família como um todo (Costa e Forni-Martins 2003). Em relação à Limnocharis, o registro 

de 2n=20 e fórmula cariotípica 4m+16a apresenta uma posição intermediária entre 

Echinodorus e Hydrocleys, corroborando dados moleculares que incluem Limnocharis em 

uma politomia com Sagittaria e Echinodorus (Chen et al. 2004).  

 

Família Hydrocharitaceae  

Em Hydrocharitaceae, Limnobium laevigatum, o único representante estudado no 

presente trabalho, apresentou cariótipo claramente diferente de Alismataceae e 

Limnocharithaceae. Foram observados 2n=28 e fórmula cariotípica 4m+6sm+4a, 

confirmando o número e a fórmula cariotípica anteriormente reportados para esta espécie 

(Moscone e Bernardello 1985). Os dados cromossômicos deste trabalho e da literatura, não 

permitem inferir para Hydrocharitaceae, diferentemente de Alismataceae e 

Limnocharitaceae, a provável rota de evolução numérica para esta família. Para as 

Hydrocharitaceae, os registros cromossômicos são escassos, restritos ao número 

cromossômico que são bastante variáveis, de 2n=14 em Hydrocharis morus-ranae a 2=88 

em Ottelia alismoides (Goldblatt 1981). Esses números são difíceis de serem associados a 

um número básico único, sendo necessário um aumento no conhecimento cromossômico da 

família para que se tenha uma idéia mais clara de sua evolução cariotípica.  
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Tab. 1. Relação das espécies estudadas de Alismatales, material estudado, proveniência, números cromossômicos observados, contagens prévias, fórmula cariotípica e 
distribuição da heterocromatina. 

Figs: Figuras, 2n: número cromossômico somático; CP: Contagens prévias; FC: Fórmula Cariotípica; MMMC: Média do menor e do maior cromossomo; DH:  
Distribuição da Heterocromatina (bpa: bloco proximal amplificado; bpp:bloco proximal pequeno; bpd:bloco proximal distendido; btt: bloco terminal telomérico). 

Famílias/ Espécies Figs. Proveniência Coletor/número 2n CP Referências FC MMMC DH 

Alismataceae          

Echinodorus paniculatus Micheli 1a, b Campo Maior, PI L.P.Felix, 10826 22 __ __ 2m+20a 4,37 a 13,54 µm 1bpa+ 1bpp +  

         2bpd 

  Areia, PB L.P.Felix, 10825 22 __ __ 2m+20a   

E. grandiflorus (Cham & Schltdl.) Micheli 1c, d Cachoeira do Urubu, CE L.P.Felix, 10823 22 2n=22 Costa & Forni-Martins (2003) 2m+20a 6,58 a 12,91µm 1bpa+ 1bpp + 

 2bpd 

  Itaporoca, PB L.P.Felix, 10824 22 2n=22 Costa & Forni-Martins (2003) 2m+20a   

E. andrieuxii (Hook & Arnott)  1e, f         

Haynes & Holm-Nielsen  Campo Maior, PI L.P.Felix, 10821 22 __ __ 2m+20a 3,43 a 11,2µm 2bpp + 2bpd 

E. lanceolatus Rataj 1g, h Rio Grande do Sul, RS L.P.Felix, 10822 22 __ __ 2m+20a 4,36 a 11,0µm 12btt+1bpa+  

3bpp  

E. tenellus (Mart. ex. Schult) Buchenau 1i, j Campo Maior, PI L.P.Felix, 10543 22 2n=22 Costa & Forni Martins (2004) 

Costa et al. (2006) 

2m+20a 3,14 a 9,66 µm 1bpa+ 1bpp +  

2bpd 

     2n=33     

Limnocharitaceae          

Hydrocleys nymphoides (Willd) Buchenau 1l Areia, PB L.P.Felix, S/N 16 2n=16 Calligaris & Forni-Martins (2002) 2sm+4m+10a 3,7 a 7,81 µm __ 

Hydrocleys martii Seubert 1m Esperança, PB L.P.Felix, 10760 16 __ __ 2sm+4m+10a 2,85 a 6,91 µm __ 

Limnocharis flava (L.) Buchenau 1n Recife, PE L.P.Felix, 11281 20 2n=20 Calligaris & Forni-Martins (2002) 4m+16a 3,61 a 6,74 µm __ 

Limnocharis laforestii Griseb. 1o Areia, PB L.P.Felix, S/N 20 2n=20 Calligaris & Forni-Martins (2002) 4m+16a 4,77 a 8,9 µm __ 

Hydrocharitaceae          

Limnobium laevigatum (Humb. & Bonpl. ex. 

Willd.)  

1p Areia, PB L.P.Felix, 10765 28 2n=28 Bernadello & Moscone 1985 4m+6sm+4a 1,58 a 5,83 µm __ 
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Fig. 1. Coloração com Giemsa em espécies de Alismatales (incluindo bandeamento C para os 
Echinodorus analisados). E. paniculatus (a, b); E. grandiflorus (c, d). E. andrieuxii (e, f); E. 

lanceolatus (g, h); E. tenellus (i, j); Hydrocleys nymphoides (l); H. martii (m); L. flava (n); L. 

laforestii (o); Limnobium laevigatum (p). Em b, c, d cabeças de setas indicam satélite pequeno e em h 
indica satélite amplificado. Setas indicam satélites correspondentes as RONs heterocromáticas 
evidenciadas pelo bandeamento C. Bar = 10 µm  
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Fig.2 - Idiograma de algumas espécies de Alismatales. a) Echinodorus paniculatus 
(n=11), b) E. andrieuxii (n=11), c) E.lanceolatus (n=11), d) E. grandiflorus, e) E. 

tenellus (n=11), f) Limnobium laevigatum (n=14), g) Limnocharis flava (n=10), h) L. 

laforestii (n=10), i) Hydrocleys nymphoides (n=8) e j) H. martii (n=8). Barra 
horizontal em a, c, d e e mostram pares heteromórficos para distensão das RONs 
heterocromáticas visualizadas pelo bandeamento C. No quadro, representação 
esquemática da hipótese em que E. lanceolatus (l) e E. longipetalus (m) originaram 
o possível híbrido E. macrophyllus (n).   

l) m) 

n) 
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Resumo 

 
Espécies pertencentes às famílias Alismataceae (Echinodorus) e Limnocharitaceae 

(Hydrocleys e Limnocharis) foram analisadas através do bandeamento com os fluorocromos 

CMA/DAPI, bandeamento C/CMA/DAPI e hibridização in situ (FISH) com sondas de 

DNAr 45S. Todas as espécies de Echinodorus apresentaram 2n=22, cariótipo bimodal e 

heterocromatina rica em GC localizada preferencialmente em dois pares acrocêntricos 

menores que em geral corresponderam ao número de sítios de DNAr 45S, exceto E. 

lanceolatus que teve bandas DAPI+. Um padrão de bandas semelhante foi observado nas 

duas espécies de Limnocharis (2n=20), que entretanto, diferiu em relação aos sítios de DNAr 

45S em L. laforestii, que foram apenas dois. As espécies Hydrocleys nymphoides e H. martii 

apresentaram número cromossômico 2n=16, mas tiveram a posição da heterocromatina rica 

em GC associada ao satélite em tipos cromossômicos diferentes. São discutidas as 

implicações citotaxonômicas desses padrões e correlacionados com dados prévios da 

literatura. 

 

Palavras-chave: heterocromatina, fluorocromos, FISH, evolução 
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Introdução  

As Alismatales constituem uma ordem de plantas de hábitat aquático, ou semi-

aquático, terrestres e epífitas. Compreendem um total de 14 famílias (APG I, 1998; Chase et 

al., 2000; APG II, 2003), das quais, oito (Araceae, Hydrocharitaceae, Alismataceae, 

Limnocharitaceae, Juncaginaceae, Ruppiaceae, Cymodoceae e Potamogetonaceae) ocorrem 

no Brasil (Souza e Lorenzi, 2005). Destas, as famílias Alismataceae e Limnocharitaceae, têm 

no Nordeste do Brasil um dos seus principais centros de diversidade (Haynes e Holm-

Nielsen, 1992; 1994). Muitas de suas espécies apresentam importância medicinal (Buznego e 

Pérez-Saad, 2006), entretanto são especialmente reconhecidas pela sua história evolutiva e 

delimitação taxonômica complexa.  

De acordo com alguns autores, as famílias Alismataceae e Limnocharitaceae 

compartilham de muitos caracteres morfológicos semelhantes, e por isso, deveriam ser 

reduzidas a apenas uma família. Esse ponto de vista é adotado por Dahlgren e Clifford 

(1981) com base em dados morfológicos e por Judd et al. (1999) utilizando sequências do 

gene rbcL. Dados cariológicos reforçam essa hipótese, devido a uma possível rota evolutiva 

comum compartilhada por essas duas linhagens, Alismataceae e Limnocharitaceae, com base 

em um cariótipo ancestral simétrico com n=6 cromossomos metacêntricos. Esse cariótipo 

ancestral teria sofrido sucessivas fissões cêntricas do tipo Robertisoniana, oringinando 

cromossomos acrocêntricos observados em ambas as famílias (Forni-Martins e Calligaris, 

2002; Costa e Forni-Martins, 2003). Mais recentemente, dados moleculares com base em 

sequências de DNA do gene rbcL para 46 espécies representando 15 famílias de 

Alismatideae indicam que a inclusão de Limnocharitaceae em Alismataceae tornaria esta 

última monofilética (Chen et al., 2004).  

Para os táxons brasileiros, há registros cariológicos para número e morfologia 

cromossômica em alguns representantes de Alismataceae pertencentes aos gêneros 

Echinodorus e Sagittaria (Costa e Forni-Martins, 2003) e para dois gêneros pertencentes a 

Limnocharitaceae, Limnocharis e Hydrocleys (Forni-Martins e Calligaris, 2002). Em relação 

às Limnocharitaceae, tem sido identificados os números básicos x=7 para Butomopsis, x=7 

ou 8 para Hydrocleys e x=10 para Limnocharis (Harada, 1956).  

A informação citogenética através da combinação do bandeamento cromossômico e 

FISH pode ser usada para comparar espécies do mesmo gênero, gêneros relacionados e 

espécies de diferentes gêneros, permitindo um melhor detalhamento do cariótipo (Guerra, 
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2004). Em Alismataceae, bandeamento com os fluorocromos CMA e DAPI e hibridização in 

situ com DNAr 45S são conhecidos, até então, apenas para cinco espécies de Echinodorus 

do Brasil: E. grandiflorus, E. bolivianus, E. longipetalus, E. macrophyllus e E. tenellus 

(Costa et al., 2006). Para as Limnocharitaceae, não há registro na literatura de estudos 

envolvendo bandeamento com fluorocromos e hibridização com o DNAr, o que dificulta 

uma compreensão mais clara da evolução cariotípica nesse grupo de plantas.  

Nesse trabalho foram estudadas citologicamente através do bandeamento com os 

fluorocromos CMA e DAPI e da localização dos sítios de DNAr 45S, cinco espécies da 

família Alismataceae e quatro de Limnocharitaceae ocorrentes no Nordeste do Brasil. Em 

Alismataceae, uma exceção foi Echinodorus lanceolatus, proveniente do estado do Rio 

grande do Sul. Assim, objetivou-se caracterizar mais detalhadamente o cariótipo dessas 

espécies através do mapeamento físico dos sítios heterocromáticos GC/AT e de DNAr 45S, e 

assim compreender a evolução cariotípica nessas famílias.   

 

Materiais e Métodos 

Foram analisadas um total de nove espécies de Alismatales, sendo quatro (Hydrocleys 

nymphoides, H. martii, Limnocharis flava e L. laforestii) da família Limnocharitaceae, e 

cinco (Echinodorus paniculatus, E. grandiflorus subsp. grandiflorus, E. andrieuxii, E. 

lanceolatus e E. tenellus) da família Alismataceae. Para as espécies foram realizados o 

bandeamento direto com os fluorocromos CMA e DAPI, bandeamento C/CMA/DAPI e 

hibridação fluorescente in situ com sondas de DNAr 45S. Os espécimes foram coletados nos 

estados da Paraíba, Pernambuco, Ceará, Piauí e Rio Grande do Sul. As exsicatas estão 

depositadas no Herbário Jayme Coelho de Moraes, do Centro de Ciências Agrárias da 

Universidade Federal da Paraíba. 

 

Preparação Cromossômica  

Para as análises mitóticas, pontas de raízes obtidas de plantas adultas cultivadas em jarros 

foram pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleína (0,002M) 16h a 15°C, fixadas em 3:1 etanol-

ácido acético (v/v) por 4 h à temperatura ambiente e estocadas em freezer a -20°C. O 

material foi lavado em água destilada e digerido em uma solução enzimática (2% celulase 

(Onozuka) e 20% pectinase (Sigma) (w/v) por 1h a 37ºC. Em seguida as lâminas foram 

preparadas pelo método de esmagamento em uma gota de ácido acético 45%, e as lamínulas 
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retiradas em nitrogênio líquido. As lâminas foram secas ao ar e envelhecidas por três dias à 

temperatura ambiente. 

 

Coloração com fluorocromos CMA/DAPI 

O protocolo seguido foi o de Schweizer (1976), com pequenas modificações. Após o 

envelhecimento por três dias, o material vegetal foi corado com CMA (cromomicina A3) por 

40min e com DAPI (4’,6-diamidino-2-phenilindole (DAPI) por 30min, posteriormente 

montadas em McIlvaine-glicerol (1:1, v/v). A documentação fotográfica foi obtida com 

câmera digital Cyber-Shot (Sony) 5.1 MP utilizando-se 2.1 MP de resolução, acoplada a um 

microscópio de epifluorescência DMLB (Leica). As imagens foram trabalhadas no programa 

Corel PHOTO POINT 10.  

 

Bandeamento C-CMA-DAPI  

O procedimento para banda C foi baseado em Schwarzacher et al. (1980) com pequenas 

modificações e foi empregado para todas as espécies estudadas, objetivando confirmar a 

constituição dos blocos de heterocromatina. As raízes foram digeridas em solução 

enzimática conforme protocolo para digestão para fluorocromos. Depois de envelhecidas 

por três dias, as lâminas foram tratadas com uma solução de hidróxido de bário a 5% a 

temperatura ambiente por 10 min, lavadas rapidamente em ácido acético 45% e depois em 

água corrente por 2 min, secas e incubadas em 2x SSC a 60ºC por 80min, com exceção de 

Hydrocleys e Limnocharis em que o tempo foi reduzido para 45min. Após esse tratamento, 

as lâminas foram lavadas em água destilada, secas e coradas com CMA/DAPI de acordo 

com o protocolo de coloração com os fluorocromos.  

 

Hibridização in situ por fluorescência 

As melhores lâminas foram submetidas ao processo de FISH de acordo com Moscone et al. 

(1996), com modificações. A técnica de hibridização in situ envolveu a preparação de sonda 

específica de DNA ribossomal 45S. A sonda utilizada de Arabidops thaliana foi marcada 

com digoxigenina 11-dUTP. As lâminas contendo as preparações citológicas foram tratadas 

com fixador Carnoy (3:1) e submetidas a uma série alcoólica. Em seguida foram 

desnaturadas a 75 °C em formamida 60% por 7 min. A desnaturação da sonda ocorreu 

também a 75 °C durante 10 min. Depois de desnaturadas com a sonda marcada, as lâminas 

foram transferidas para uma câmara úmida pré-aquecida a 37 °C ficando overnight para 
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hibridizar. Os sítios de DNAr 45S foram detectados com o anticorpo monoclonal de 

camundongo anti-biotina (Dako) ou anticorpo primário anti-digoxigenina produzido em 

ovelha conjugado ao FITC (Roche) e visualizados com um anticorpo secundário conjugado 

ao tetrametil rodamina – isotiocianato (TRITC) (Dako), ou, com anticorpo secundário de 

ovelha produzido em coelho e conjugado com FITC (Dako) respectivamente. As lâminas 

foram montadas com DAPI (2 µg/mL) / Vectashield. Utilizou-se um fotomicroscópio Leica 

DMRB, equipado com luz ultravioleta e câmera de vídeo DC 300F da Leica para captura das 

imagens as quais foram processadas no programa Image Manager 50.  

Resultados  

A lista das espécies estudadas, seus respectivos locais de coleta, número 

cromossômico e características cariomorfológicas estão presentes na tabela 1. Todas as 

espécies do gênero Echinodorus apresentaram número cromossômico 2n=22 (Tabela 1) e 

elevada assimetria cariotípica (fórmula cariotípica 2m+20a) (Figura 1). Cariótipos 

assimétricos também foram observados nas duas espécies estudadas de Limnocharis, com 

2n=20 (4m+16a) e de Hydrocleys, com 2n=16 (4m+2sm+10a).  

Foram observadas algumas diferenças na quantidade e localização da 

heterocromatina constitutiva entre as espécies analisadas. Para o gênero Echinodorus, as 

bandas CMA+ corresponderam em geral aos blocos C/CMA+ das RONs heterocromáticas, 

exceto em E. lanceolatus que além destas, apresentou bandas DAPI+ teloméricas em sete 

pares acrocêntricos, as quais só foram visualizadas após tratamento das lâminas para 

bandeamento C seguido da coloração com os fluorocromos (Figura 1). Após a hibridização 

in situ, constatou-se que de uma maneira geral as RONs heterocromáticas CMA+ 

corresponderam aos sítios de DNAr 45S, exceto em E. andrieuxii.  

Em Echinodorus paniculatus foram observados nos braços curtos de dois pares 

acrocêntricos, duas bandas CMA+/DAPI- (Figuras 2A-B), as quais colocalizaram com quatro 

sítios de DNAr 45S, sendo dois maiores e dois menores, sempre com uma constrição 

secundária observada em apenas um dos homólogos (Figura 2C). Esse mesmo padrão de 

bandas fluorescentes e de distribuição dos sítios de DNAr 45S também foi observado em E. 

grandiflorus subsp. grandiflorus (Figuras 2I-J). Nas duas espécies, esse mesmo padrão de 

bandas foi observado após o tratamento para banda C/CMA/DAPI.  

Echinodorus lanceolatus teve um padrão de banda diferente das demais espécies. Na 

coloração direta CMA/DAPI foram observados quatro blocos CMA+/DAPI- no braço curto 

de dois pares acrocêntricos (Figura 2D, setas), que foram fortemente heteromórficos. No par 
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menor (Figura 2D, setas vermelhas), um dos cromossomos apresentou bloco CMA bastante 

amplificado e distendido, em relação ao seu homólogo. O mesmo não foi observado em 

relação ao par maior, (Figura 2D, setas brancas), embora um dos homólogos tenha 

apresentado também um bloco maior. Após o bandeamento C/CMA/DAPI, as bandas CMA+ 

foram observadas como DAPI+ (Figura 2E, setas brancas) ou DAPI0 (Figura 2E, cabeça de 

seta). Além destas foram observados 14 blocos DAPI+/CMA0, na região telomérica dos 

braços longos de sete pares acrocêntricos (Figura 2E, setas vermelhas). Após a hibridização 

in situ, essas bandas também foram claramente visualizadas (Figura 2F). Os quatro sítios de 

DNAr 45S coincidiram com as bandas CMA+. Echinodorus andrieuxii, também apresentou 

dois pares acrocêntricos CMA+/DAPI-, que também foram heteromórficos, com um bloco 

CMA+ distendido em um dos homólogos de cada par bandeado (Figura 2L, setas). Esse 

mesmo padrão de bandas foi observado pelo bandeamento C/CMA/DAPI (dados não 

mostrados). Todavia, só foram observados três sítios de DNAr 45S (Figura 2M). 

Em Echinodorus tenellus foram observados quatro blocos CMA+/DAPI- (Figura 2G) 

nos satélites de dois pares acrocêntricos, os quais também foram heteromórficos para a 

distensão da banda CMA+. No par menor, um dos homólogos apresentou um bloco 

distendido e amplificado e o outro não (Figura 2G, setas brancas) e no par maior, as duas 

bandas foram distendidas, mas apenas uma foi amplificada (Figura 2G, setas vermelhas). 

Esse padrão de bandas não coincidiu com o bandeamento C/CMA/DAPI, que evidenciou 

dois blocos CMA+/DAPI+ e dois blocos CMA+/DAPI- (dados não mostrados). A 

hibridização in situ revelou quatro sítios de DNAr 45S, que também corresponderam aos 

blocos CMA+ (Figura 2H).  

Em Limnocharis, foram observados quatro blocos CMA+, nos braços curtos de dois 

pares acrocêntricos, sendo os quatro blocos CMA+/DAPI0 em Limnocharis flava (Figura 3A-

B). Entretanto, em L. laforestii, dos quatro blocos CMA+, dois foram DAPI- e dois DAPI0 

(Figura 3D-E). Nas duas espécies, esse mesmo padrão foi observado através do bandeamento 

C/CMA/DAPI. Ver em L. laforestii (Figura 3F). Não foram observados blocos DAPI+ em 

nenhuma das duas espécies estudas de Limnocharis. Em L. flava, foram visualizados quatro 

sítios de DNAr 45S correspondentes às bandas CMA+ (Figura 3C, setas) enquanto em L. 

laforestii, apenas dois sítios foram claramente observados (Figura 4I, setas).  

Hydrocleys martii apresentou dois blocos CMA+/DAPI- localizados nos braços curtos 

do menor par metacêntrico (Figura 3G-H). Em H. nymphoides também observou-se dois 

blocos CMA+/DAPI-, porém localizados no braço curto do menor par acrocêntrico (Figura 
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3J-L). Em ambas as espécies, o bandeamento C/CMA/DAPI evidenciou idêntico padrão de 

bandas. Em H. nymphoides, os sítios de DNAr 45S corresponderam aos blocos CMA+ 

(Figura 3M).  

 

Discussão 

Em Alismatales de maneira geral, os estudos citogenéticos têm sido limitados à 

utilização da coloração convencional (Baldwin e Speese, 1955; Forni-Martins e Calligaris, 

2002; Costa e Forni-Martins, 2003). O primeiro estudo empregando bandeamento 

cromossômico C foi realizado no gênero Hydrocleys por Kenton (1981). Posteriormente, 

Costa e Forni-Martins (2004) e Costa et al. (2006), além do bandeamento C, utilizaram 

coloração com fluorocromos e hibridização in situ com DNAr 45S em cinco espécies do 

gênero Echinodorus. Uma característica observada nesses trabalhos e aqui confirmada é a 

presença de heterocromatina constitutiva localizada nos braços curtos dos cromossomos 

onde a constrição secundária foi visualizada. No presente trabalho, essa RON 

heterocromática foi sempre CMA+ e, no geral, corresponderam aos sítios de DNAr 45S. 

Apesar de algumas semelhanças observadas, nossos dados confirmam apenas parcialmente 

os dados de Costa et al. (2006) para três espécies de Echinodorus do Sudeste Brasil. Esses 

autores também observaram uma correspondência entre os sítios e as constrições 

secundárias para todas as espécies estudadas. Porém E. grandiflorus apresentou duas bandas 

CMA+ que corresponderam a dois sítios de DNAr, enquanto E. tenellus apresentou apenas 

uma banda CMA+ (Costa e Forni-Martins, 2004), embora tenham sido observados três sítios 

DNAr para esta espécie. Em nosso estudo, essas e as demais espécies apresentaram quatro 

sítios DNAr correspondentes às bandas CMA+, exceto E. andrieuxii que teve quatro bandas 

CMA+ e apenas três sítios de DNAr 45S. Diferenças intraespecíficas no arranjo e na 

quantidade de heterocromatina ocorrem em vários gêneros, e tem sido usado para 

compreender a evolução cariotípica e sistemática em diversos grupos de plantas (revisado 

por Guerra, 2000). Em Citrus, por exemplo, as diferenças nos padrões de bandas CMA+ e o 

elevado heteromorfismo cromossômico, têm sido relacionados à intensa hibridização 

interespecífica nesse taxon (Yamamoto e Tominaga, 2003). Além disso, outras populações 

de Alismataceae (gênero Sagittaria) da Região Sudeste (E. R. Forni-Martins, comunicação 

pessoal) têm apresentado variações no número de sítios de DNAr 45S. No presente 

trabalho, as duas únicas espécies onde mais de uma população foi analisada, observou-se o 

mesmo padrão de bandas heterocromáticas e sítios de DNAr 45S. Embora não seja possível 
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identificar com segurança a causa da variação intraespecífica nas populações do Sudeste, o 

registro de populações triplóides nessa região para E. tenellus (Costa e Forni-Martins, 2004) 

sugere uma maior diversidade cariotípica intraespecífica de Alismataceae nesta região. No 

caso de E. grandiflorus e E. tenellus, as diferenças encontradas entre o presente trabalho e 

os anteriores parece ser devida a mudanças cariotípicas interpopulacionais talvez 

provocadas por processos evolutivos como deleções e amplificações de DNA satélite da 

RON. 

Em E. lanceolatus a ocorrência de bandas DAPI+ teloméricas em 14 cromossomos 

acrocêntricos, além das bandas CMA+ na região do satélite diferenciou essa espécie das 

demais estudadas neste trabalho e daquelas analisadas por Forni-Martins. Essas bandas só 

foram evidenciadas após o bandeamento C/CMA/DAPI e também foram C positivas 

(Feitoza, L. dados não publicados). Todavia, o registro por Costa et al., (2006) de oito 

bandas teloméricas também C e DAPI positivas em E. macrophyllus poderia indicar uma 

relação citotaxonômica mais estreita entre essas duas espécies. Contudo, E. macrophyllus é 

considerada uma espécie polifilética sensu (Haynes e Holm-Nielsen, 1986) e suas 

subespécies foram localizadas em diferentes ramos do cladograma de Lehtonen (2006). E. 

macrophyllus, além das bandas DAPI terminais, apresentou bandas intersticiais nos braços 

longos de três pares acrocêntricos. Apesar dessas bandas intersticiais inexistirem em E. 

lanceolatus, em termos estritamente citotaxonômicos elas parecem ser relacionadas, uma 

vez que o padrão de bandas terminais foi mantido nas duas linhagens. Uma outra hipótese 

seria que esse padrão de distribuição de bandas teria evoluído paralelamente nas duas 

linhagens. Essa hipótese é suportada pelo fato de que, na análise de Lehtonen (2006), E. 

lanceolatus é localizado no clado A do subgênero Echinodorus, enquanto os diversos ramos 

de E. macrophyllus foram distribuídos no clado B. As bandas C/DAPI+ de E. lanceolatus 

que foram visualizadas apenas após o tratamento para banda C, sugerem uma composição 

de pares de base distinta em relação às bandas CMA+ da RON heterocromática. Segundo 

Morawetz (1986) e Galasso et al. (1995), nem todas as heterocromatinas ricas em GC e AT 

reagem de mesma forma aos fluorocromos e alguns blocos de heterocromatina podem se 

mostrar positivos com o bandeamento C enquanto os mesmos blocos podem se comportar 

de forma neutra no uso de certos fluorocromos, como por exemplo, CMA e DAPI. Um caso 

semelhante ocorreu com Nothoscordum fragrans. Sato (1980) encontrou diferentes classes 

de segmentos heterocromáticos nos cromossomos dessa espécie, sugerindo que esta fração 
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pode ser heterogênea em sua composição de bases de DNA e que só é revelada após 

determinados tratamentos, como o bandeamento C, por exemplo.  

O cariótipo fortemente bimodal das espécies de Echinodorus também ocorre no 

gênero Sagittaria, que tem igualmente 2n=22 e fórmula cariotípica 2m+ 20a. Todavia, não 

existem informações sobre o comportamento da heterocromatina nesse gênero. Na análise 

filogenética de Echinodorus e gêneros afins (Lehtonen, 2006), o gênero Echinodorus foi 

considerado polifilético pelo fato das espécies do subgênero Helianthium serem mais 

relaciondas a Sagittaria do que com o subgênero Echinodorus. A única espécie analisada do 

subgênero Helianthium, E. tenellus, não mostrou qualquer diferença no padrão de bandas e 

localização dos sítios de DNAr 45S que diferenciasse essa espécie das demais espécies do 

gênero. Com exceção de E. lanceolatus apenas com bandas DAPI terminais, E. 

macrophyllus, com bandas DAPI intersticiais e terminais e E. longipetalus apenas com 

bandas DAPI intersticiais (Costa et al., 2006), as demais espécies foram estáveis em termos 

de localização e quantidade da heterocromatina e também dos sítios de DNAr 45S. 

Considerando o cladograma da Figura 1 do artigo de Lehtonen, as variações no padrão de 

bandas CMA/DAPI que ocorreram nos clados A e B, não foram observadas na única 

espécie estudada do subgênero Helianthium. Em três populações de Sagittaria rhombifolia 

Cham. (Costa et al., 2007), uma delas apresentou cinco sítios, outra oito e outra nove sítios 

de 45S DNAr, todos nos braços curtos de cromossomos acrocêntricos. Os autores acreditam 

qua a variabilidade intraespecífica observada nessa espécie, Sagittaria rhombifolia, tenha 

sido ocasionada por eventos de translocação equilocal. Porém, se faz necessária a análise do 

padrão de bandas e da localização dos sítios de DNAr em outras espécies da secção 

Helianthium e do gênero Sagittaria, para se ter uma idéia mais clara da evolução da 

heterocromatina na família como um todo.  

Na família Limnocharitaceae o uso de fluorocromos e FISH foram realizados pela 

primeira vez nas espécies aqui tratadas. Limnocharis flava e L. laforestii apesar de 

apresentarem bandas CMA+ localizadas no braço curto de dois pares acrocêntricos, 

divergiram em termos de composição de pares de base. Em L. flava, todas as bandas CMA 

foram neutras com DAPI, enquanto em L. laforestii essas bandas foram claramente 

negativas e neutras com DAPI, indicando que nesta última, as bandas ricas em GC, 

corresponderam a regiões pobres em AT, o que não ocorreu em L. flava. Um padrão 

semelhante foi observado em Scilla siberica, onde grandes blocos CMA+ foram 

indistinguíveis com DAPI, enquanto em Ornithogalum caudatum as bandas CMA foram 
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claramente negativas para DAPI (Schweizer, 1976). Essas diferenças foram confirmadas 

após a hibridização in situ, onde L. flava apresentou quatro sítios de DNAr 45S, enquanto 

em L. laforesti ocorreram apenas dois. As duas espécies são morfologicamente próximas e 

têm sido muitas vezes identificadas como uma só em materiais de herbário. Todavia, na 

natureza, ocorrem simpatricamente e não apresentam formas intermediárias (Haynes e 

Holm-Nielsen, 1992). Apesar de terem cariótipos com o mesmo número cromossômico e 

idênticas fórmulas cariotípicas, as diferenças na composição de pares de base e número de 

sítios 45S sugerem que as espécies são geneticamente distanciadas, o que talvez 

impossibilite cruzamentos interespecíficos.  

As duas espécies de Hydrocleys analisadas no presente trabalho também 

apresentaram padrões de bandas CMA/DAPI claramente distintos. Hydrocleys martii 

apresentou blocos CMA+ em um par metacêntrico, enquanto H. nymphoides as bandas 

CMA+ ocorreram nos braços curtos de um dos pares acrocêntricos. Este padrão coincidiu 

com o observado por Kenton (1981) para três populações do Brasil e da Argentina, mas 

aparentemente diverge do registro de Forni-Martins e Calligaris (2002), onde o idiograma 

para esta espécie mostra um par metacêntrico satelitado. Uma outra espécie analisada por 

Kenton (1981), H. modesta, apresentou 2n=14, mas não teve sua heterocromatina 

localizada, nem foi possível visualizar satélites. Em Hydrocleys, um gênero com apenas 

cinco espécies conhecidas, há registros cariológicos para três espécies, das quais se conhece 

a localização da heterocromatina para duas delas.  

A localização preferencial da RON heterocromática nos braços curtos de um ou dois 

pares acrocêntricos parece ser um fenômeno recorrente em todos os gêneros analisados de 

Alismatales. Entretanto, H. martii apresentou um padrão divergente, tendo um único par 

metacêntrico portando duas bandas CMA+ terminal. Embora não tendo conseguido localizar 

os sítios 45S para esta espécie, é muito provável que assim como nas demais espécies 

estudadas, este par metacêntrico seja também portador da RON. H. nymphoides e H. martii 

ocuparam diferentes ramos do cladograma proposto por Haynes e Holm-Nielsen (1992) 

com base em dados morfológicos, o que é corroborado pelos nossos dados. Sendo as bandas 

CMA+ localizadas nos braços curtos dos acrocêntricos em todas as espécies analisadas de 

Alismatales, é aceitável a hipótese de que essa alteração tenha se processado através da 

translocação da banda heterocromática de um acro para o metacêntrico de H. martii. 
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Tab. 1. Relação de espécies pertencentes às Famílias Alismataceae e Limnocharitaceae (Alismatales) e dados 
obtidos. 

Abrev.: 2N: Número diplóide; FC: Fórmula Cariotípica; CMA/DAPI: heterocromatina visualisada por 
fluorocromos; C/CMA/DAPI: heterocromatina detectada com bandeamento C e corada sequencialmente com 
os fluorocromos CMA/DAPI. 
 

 

Famílias/ Espécies/Local de Coleta 2N FC      Sítios  

DNAr 45S 

       CMA/DAPI C/CMA/DAPI 

Alismataceae      

Echinodorus paniculatus Micheli 

Campo Maior – PI / Areia - PB 

22 2m+20a 4 sítios 4 CMA+/DAPI- 4 C/CMA+/DAPI- 

 22 2m+20a 4 sítios 4 CMA+/DAPI- 4 C/CMA+/DAPI- 

E. grandiflorus (Cham & Schlecht) Mich 

Cachoeira do Urubu – CE / Itapororoca - PB 

22 2m+20a 4 sítios 2 CMA+/DAPI0 

2 CMA+/DAPI- 

2 C/CMA+/DAPI0 

2 C/CMA+/DAPI- 

 22 2m+20a 4 sítios 4 CMA+/DAPI0 

 

4 C/CMA+/DAPI0 

 

E. andrieuxii (Hook & Arnott)  

 

     

Haynes & Holm-Nielsen 

Campo Maior - PI 

22 2m+20a 3 sítios 4 CMA+/DAPI- 

 

4 C/CMA+/DAPI- 

 

E. lanceolatus Rataj 

Rio Grande do Sul - RS 

22 2m+20a 4 sítios 4 CMA+/DAPI- 

 

2 C/CMA+/DAPI+ 

2 C/CMA+/DAPI0 

14 C/DAPI+ 

E. tenellus (Mart.) Buchenau 

Campo Maior - PI 

22 2m+20a 4 sítios 4 CMA+/DAPI- 

 

2 C/CMA+/DAPI+ 

2 C/CMA+/DAPI- 

 

Limnocharitaceae      

Hydrocleys nymphoides (Willd) Buchenau 

Areia - PB 

16 4m+2sm+10a 2 sítios 2 CMA+/DAPI- 2 C/CMA+/DAPI- 

Hydrocleys martii Seubert 

Esperança - PB 

16 4m+2sm+10a 2 sítios 2 CMA+/DAPI- 2 C/CMA+/DAPI- 

Limnocharis flava (L.) Buchenau 

Recife - PE 

20 4m+16a 4 sítios 4 CMA+/DAPI0 4 C/CMA+/DAPI0 

Limnocharis laforestii Duchass. 

Areia - PB 

20 4m+16a 2 sítios 4 CMA+/DAPI- 2 C/CMA+/DAPI- 

2 C/CMA+/DAPI0 
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Figura 1 - Idiograma das espécies de Alismatales. a) Echinodorus paniculatus, b) E. 

andrieuxii, c) E. lanceolatus, d) Limnocharis flava, e) L. laforestii, f) Hydrocleys 

nynphoides e g) H. martii; a, b, c, n=11 e barra horizontal mostrando o par 
heteromórfico para distensão da RON; d e e, n=10; f e g, n=8. 
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Figura 2 - Coloração CMA/DAPI, bandeamento C/CMA/DAPI e DNAr 45S em espécies do gênero 
Echinodorus (2n=22). E. paniculatus, A) DAPI, B) CMA, C) sítios de DNAr 45S; E. lanceolatus, D e E) 
C/CMA+/DAPI+, F) sítios de DNAr 45S e bandas DAPI+; E. tenellus, G) CMA+/DAPI-, H) sítios de DNAr 
45S; E. grandiflorus, I) CMA+/ DAPI-, J) sítios de DNAr 45S; E. andrieuxii, L) C/CMA/DAPI e M) sinais 
de DNAr 45S. Setas da mesma cor nas fotos de CMA indicam pares homólogos; setas vermelhas em E 
indicam 14 blocos terminais DAPI+. Sinais em verde representam sonda marcada com digoxigenina/FITC (C, 
H e J), sinais em vermelho representam sonda marcada com biotina/TRITC (F e M). Barra em M equivale a 
10µm. 
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Figura 3. Coloração com CMA/DAPI, bandeamento C/CMA/DAPI e FISH em espécies de Limnocharis 
com 2n=20 e Hydrocleys com 2n=16. Limnocharis flava. A e B) CMA+/DAPI0; C) sítios de DNAr 45S; 
L. laforestii, D e E) CMA+/ DAPI0, F) C/CMA+/DAPI-(imagens sobrepostas); Hydrocleys martii. G e H) 
CMA+/DAPI-; I) DNAr 45S; Hydrocleys nynphoides. J e L) CMA+/DAPI0 e M) dois sítios de DNAr 
45S. Setas indicam bandas CMA+ e sítios de DNAr 45S. Barra em M corresponde a 10µm. 
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4.0 – CONCLUSÕES 

 

1 - Todas as espécies analisadas apresentaram cariótipo assimétrico, bimodal, núcleos 

interfásicos reticulados ou tendendo ao semi-reticulado, no caso de Limnobium 

laevigatum, e padrão de condensação profásico uniforme. Esses dados sugerem uma 

maior proximidade taxonômica entre Alismataceae e Limnocharithaceae e um maior 

distanciamento em relação às Hydrocharitaceae. 

 

2 - A localização preferencial da RON heterocromática nos braços curtos de um ou dois 

pares acrocêntricos parece ser um fenômeno recorrente em todos os gêneros 

analisados de Alismatales. Entretanto, H. martii apresentou um padrão divergente, 

tendo um único par metacêntrico portando duas bandas CMA+ terminal, sugerindo a 

ocorrência de uma translocação da banda heterocromática de um acro para o 

metacêntrico desta espécie. 

 

3 - Considerando que n=6 seja o numero básico para Alismatales, a hipótese 

citogenética mais aceita para as variações cromossômicas numéricas é a de uma 

evolução cariotípica através de fissões ou fusões cêntricas do tipo Robertisoniana. 

Nesse caso, o gênero Echinodorus 2n=22 seria mais derivado, Limnocharis 2n=20 seria 

intermediário e Hydrocleys 2n=16 seria mais primitivo.   

 

4- Os dados cromossômicos deste trabalho e da literatura, não permitem inferir para 

Hydrocharitaceae, diferentemente de Alismataceae e Limnocharitaceae, a provável rota 

de evolução numérica.  
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