LIDIANE DE LIMA FEITOZA

ALISMATALES sensu stricto: ANALISE CITOGENETICA
COM TECNICA CONVENCIONAL, BANDEAMENTO
E SITIOS DE DNAr 45S

RECIFE-PE
2008



LIDIANE DE LIMA FEITOZA

ALISMATALES sensu stricto: ANALISE CITOGENETICA
COM TECNICA CONVENCIONAL, BANDEAMENTO
E SIiTIOS DE DNAr 45S

Dissertagdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduagdo em Botanica da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, como requisito para a
obtencao do grau de Mestre em Botanica.

Orientador: Dr. Reginaldo de Carvalho
Co-orientador: Dr. Leonardo Pessoa Felix

RECIFE-PE
2008



ii

ALISMATALES sensu stricto: ANALISE CITOGENETICA COM TECNICA
CONVENCIONAL, BANDEAMENTO E SITIOS DE DNAr 458

LIDIANE DE LIMA FEITOZA

Orientador:

Dr. Reginaldo de Carvalho
(Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE, PE)

Co-Orientador:

Dr. Leonardo Pessoa Felix
(Universidade Federal da Paraiba — UFPB, PB)

Dissertacao submetida e aprovada pela banca examinadora:

Dra. Ana Emilia Barros e Silva
(Universidade Federal de Pernambuco — UFPE, PE)
Titular

Dra, Andrea Pedrosa Harand
(Universidade Federal de Pernambuco — UFPE, PE)
Titular

Dra. Margareth Ferreira de Sales
(Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE, PE)
Titular

Recife — PE
2008



iv

Aos meus pais,
Luiz Alves Feitoza (in memoriam) e Noémia Sales Lima Feitoza
e aos meus queridos irmaos.

Dedico

Para meus sobrinhos

Oferego

Agradecgo. ..



no meu Senhor Jesus Cristo
pela sua infinita bondade e misericdrdia, e porque mesmo sem eu merecer me ama

e permanece fiel a mim.

As instituigodes
Programa de Pods-Graduacdo em Botadnica por proporcionar minha qualificacao
profissional com o titulo de mestre.
Ao CNPq, pela concessao da bolsa de estudos sem atraso.
Ao Laboratério de Genética-Bioguimica e Sequenciamento de DNA pelos equipamentos
e espaco fisico onde realizei minha pesquisa.
Aos Laboratdrios de Biotecnologia Vegetal (Ana Benko-Iseppon) e Citogenética Vegetal

(Marcelo Guerra) da UFPE pelos usos dos Fotomicroscopios de epifluorescéncia.

Aos orientadores

Dr. Reginaldo Carvalho, por me ensinar a pesquisar com seriedade, seguranca e
entusiasmo, por ser tdo amigo, prestativo, gentil e acima de tudo, ético e humilde. “O
professor se liga a eternidade; ele nunca sabe onde cessa sua influéncia”. Henry Adams

Dr. Leonardo Pessoa Felix, pelo meu primeiro contato com a tdo fascinante
citogenética, por sempre discutir e melhorar nossos trabalhos e, principalmente, confiar em

mim. Por me presentear com esse grupo lindo, que é Alismatales. Adoreit

Aos eternos mestres

Dra. Angela Celis de Almeida Lopes por ter acreditado em mim desde o primeiro
momento direcionando meus estudos, pelas oportunidades de estagios, monitorias e
projetos, e principalmente pelo presente divino da sua amizade.

Dr. Antonio Alberto Jorge Farias Castro pela oportunidade de fazer parte do seu grupo
de pesquisas nos Cerrados Marginais do Nordeste, e através do PELD patrocinar minha
viagem de coleta no Piaui.

Dra. Suzene Izidio pelas dicas em quimiossistematica, amizade, palavras de consolo
nos momentos dificeis e oracoes.

Dr. Ulysses Paulino de Albuquerque, coordenador desse programa, pela sua dedicagao
e incentivo quando mais precisei.

A minha familia



Vi

Meu pai (in memoriam), por me mostrar o caminho do bem e da sensibilidade. Pelo
seu exemplo de firmeza, mesmo nos Ultimos momentos.

Minha Mae, pela vida e cultivar em mim sentimentos como a dignidade.

Meus irmaos Antonio Carlos, Edmar, Apolinario, Luiz Filho, Salvador, Francisco Lima,
Jurandi, Cicero e Wilson, pelo apoio e confianga total, € as minhas irmas Rita, Dora e
Claudénia, por terem me dado o melhor de si, e por construir os alicerces da minha

educacao. Este titulo é verdadeiramente nosso!

Aos amigos

Nouga Cardoso Batista, por fazer meu plano B tdo bem realizado.

Seu Manasses e Dona Margarida por serem tdo bons com a minha pessoa.

Do PPGB: Milena, Eric, Manoel Messias, Marcio, Ernani, Juarez, iris, Danilo, Eduardo,
Kleber, Enio e Juliana, pela convivéncia agradavel desde o dia da entrevista.

A turma da “BIOMETRIA”: Rose, Moacy, Luiz José, Luiz Henrique, Lucas e Esdras que
mesmo sendo de outra area, compartilharam comigo os mesmos ideais.

A turma do “GENOMA" nas pessoas do Clausio (Dr.), Bel, Jack e Bené.

A Lidinalva, Maria e Clarisse por terem me apoiado na seleco.

A Normanda (esposa do Léo), Socorro Viana, Marlene Mata e Silvia Pitrez por todo o
apoio dado a mim em Areia-PB.

A minha eterna amiga piauiense Celisangela, por sempre fazer tudo por mim.

A minha amiga-irm3 Rosangela (paraibana), pela nossa amizade verdadeira, pela
partilha em tudo e pelas nossas sessdes de psicanalise nesses anos.

A Iradénia, pessoa honesta, por ter me ajudado muito quando aqui chegamos.

A Lucineide (baiana), pela convivéncia agradavel e experiéncias partilhadas.

As vizinhas (601, 602 e 603), Angela, Dona Luzinete e Dona Ivone. E minha familia
“nesta terra”.

E por fim, mas nado por Ultimo, ao meu namorado-anjo Eroni, por sua existéncia e por
me tornar um ser humano melhor. Por tudo que tem sido na minha vida!

Para todos que contribuiram, da sua forma, para eu chegar até aqui. Muito obrigada!

SUMARIO

LISTA DE TABELAS

LiISTA DE FIGURAS



vii

REsumO

ABSTRACT
1. INTRODUCAO 14
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA 16

2.1 CITOTAXONOMIA DA ORDEM ALISMATALES COM ENFASE NAS FAMILIAS ALISMATACEAE,

HYDROCHARITACEAE E LIMNOCHARITACEAE 16
2.1.1 CONSIDERAGOES TAXONOMICAS DA ORDEM ALISMATALES 16
2.1.2 FAMILIA ALISMATACEAE 17
2.1.3 FAMILIA HYDROCHARITACEAE 20
2.1.4 FAMILIA LIMNOCHARITACEAE 22

2.2 PRINCIPAIS TECNICAS E CONTRIBUIGAO DA CITOGENETICA EM ESTUDOS

CITOTAXONOMICOS 24
2.2.1 ANALISE CONVENCIONAL 24
2.2.2 HETEROCROMATINA CONSTITUTIVA HC 25
2.2.3 BANDEAMENTO COM OS FLUOROCROMOS CMA/DAPI 28

2.2.4 MARCAGAO DAS REGIOES ORGANIZADORAS DOS NUCLEOLOS (RONS) com NITRATO

DE PRATA 30
2.2.5 FISH (FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION) 32
3. REFERENCIAS 34
CAPITULO | - Citogenética de Alismatales ss: evolugdo cromossomica e

bandeamento C

Resumo 42



Palavras chave
Introducéao
Materiais e Métodos
Resultados
Discusséo
Agradecimentos

Referéncias Bibliograficas

viii

CAPITULO Il - Citogenética de Alismataceae e Limnocharitaceae: bandeamento

CMA/DAPI e FISH do DNAr 45S

Resumo

Palavras chave
Introducéao
Materiais e Métodos
Resultados
Discussao
Agradecimentos

Referéncias Bibliograficas

4. CONCLUSOES

ANEXOS
NORMAS DA REVISTA PLANT SYSTEMATICS AND EVOLUTION

NORMAS DA REVISTA GENETICS AND MOLECULAR BIOLOGY

LISTA DE TABELAS

42
43
44
45
47
50
54

58
58
59
60
62
64
68
72

74

76

78



ix

CAPITULO |

Tabela 1. Relagdo das espécies estudadas de Alismatales, material estudado,
proveniéncia, numeros cromossémicos observados, contagens prévias, férmula
cariotipica e distribuicao da heterocromatina. 2n: nimero cromossémico somatico, Fig:
Figuras; FC: Férmula Cariotipica; MMMC: Média do menor e do maior cromossomo, DH:

Distribuicdo da Heterocromatina (bpa: bloco proximal amplificado; bpp: bloco proximal

pequeno; bpd: bloco proximal distendido; btt: bloco terminal
telomérico) 51
CAPITULO Il

Tabela 1. Relacdo de espécies pertencentes as Familias Alismataceae,
Limnocharitaceae e Hydrocharitaceae (Alismatales) e dados obtidos. Abrev.: FC:
Formula Cariotipica; CMA/DAPI: heterocromatina visualisada por fluorocromos;
C/CMA/DAPI: heterocromatina detectada com bandeamento C e corada
sequencialmente com os fluorocromos CMA/DAPI 68

LISTA DE FIGURAS



CAPITULO |

Fig. 1 - Coloracdo com Giemsa em espécies de Alismatales (incluindo bandeamento
C para os Echinodorus analisados). E. paniculatus (a, b); E. grandiflorus (c, d). E.
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mostram pares heteromorficos para distensdo das RONs heterocromaticas
visualizadas pelo bandeamento C. No quadro, representagdo esquematica da
hip6tese em que E. lanceolatus (1) e E. longipetalus (m) originaram o possivel hibrido
E. macrophyllus (n) 53

CAPITULO Il



X1

Figura 1 - Idiograma das espécies de Alismatales. a) Echinodorus paniculatus, b) E.
andrieuxii, ¢) E. lanceolatus, d) Limnocharis flava, e) L. laforestii, f) Hydrocleys
nynphoides e ¢) H. martii; a, b, ¢, n=11 e barra horizontal mostrando o par

heteromérfico para distensdao da RON; d e e, n=10; f e g, n=8. 69

Figura 2 - Coloracado CMA/DAPI, bandeamento C/CMA/DAPI e DNAr 45S em
espécies do género Echinodorus (2n=22). E. paniculatus, A) DAPI, B) CMA, C) sitios
de DNAr 45S; E. lanceolatus, D e E) C/CMA*/DAPI*, F) sitios de DNAr 45S e bandas
DAPI*; E. tenellus, G) CMA*/DAPI’, H) sitios de DNAr 45S; E. grandiflorus, 1) CMA*/
DAPI, J) sitios 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 homélogos; 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 10um. ............ 70

Figura 3 Coloracado 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*/DAPI?; C) sitios de DNAr 45S; L. laforestii, D e E) CMA"/ DAPI°, F)
C/CMA*/DAPI (imagens sobrepostas); Hydrocleys marti. G e H) CMA*/DAPI; 1)
DNAr 45S; Hydrocleys nynphoides. J e L) CMA*/DAPI® e M) dois sitios de DNAr
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REsumo

A ordem Alismatales corresponde a um dos clados basais de monocotileddneas e
se apresenta predominantemente em habitats aquatico ou semi-aquatico. Nesse
trabalho, objetivou-se compreender as relagdes taxonémicas internas e a evolugéo
cariotipica em um grupo de Alismatales de ocorréncia exclusivamente neotropical. Para
isso, foram realizados estudos citogenéticos em cinco espécies de Alismataceae e
quatro de Limnocharitaceae baseados na coloragdo convencional com uso de Giemsa
2%, marcagao das RONs com nitrato de prata, bandeamento cromossémico C, dupla
coloragdo com os fluorocromos CMA/DAPI e hibridizagédo in situ fluorescence (FISH)
com sondas de DNA ribossomal 45S. Em Hydrocharitaceae, foi usada apenas a
coloragdo convencional com Giemsa 2%. Na familia Alismataceae, as espécies de
Echinodorus apresentaram 2n=22 e padrdo de bandas CMA/DAPI e C/CMA/DAPI
localizadas na regido do braco curto € satélite de dois dos menores pares acrocéntricos.
A hibridizagdo in situ com sondas de DNAr 45S coincidiu em geral, com os blocos
observados com uso dos fluorocromos, com excegcdo de E. andrieuxii que obteve
apenas trés sitios. E. lanceolatus foi a Unica espécie que apresentou bandas DAPI",
localizadas nas regides teloméricas de sete pares acrocéntricos. Em Limnocharitaceae,
as regides marcadas pelos fluorocromos CMA/DAPlI e bandeamento C/CMA*
corresponderam as RONs e aos dois sitios de DNAr 45S em Hydrocleys nymphoides
(2n=16) e aos quatro em Limnocharis flava (2n=20). Entretanto, L. laforestii diferiu em
relacdo aos sitios de DNAr 45S, que foram apenas dois. As espécies Hydrocleys
nymphoides e H. martii tiveram a posigao da heterocromatina rica em GC associada ao
satélite localizada em um par acrocéntrico pequeno na primeira, € em um par
metacéntrico de tamanho intermediario, na segunda. O Unico representante de
Hydrocharitaceae, Limnobium laevigatum, obteve 2n=28 e cari6tipo assimétrico do tipo
bimodal, assim como as demais espécies. Nesse grupo analisado, técnicas citogenéticas
mais refinadas detectaram alteracbes cromossémicas estruturais importantes para a evolugao

cariotipica em Alismatales.

Feitoza, Lidiane de Lima; M.Sc; Universidade Federal Rural de Pernambuco; Fevereiro,
2008; ALISMATALES sensu stricto: CYTOGENETICS ANALYSIS WITH
CONVENTIONAL TECHNIQUES, BANDING AND 45S rDNA SITES; Reginaldo de
Carvalho e Leonardo Pessoa Felix.
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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. INTRODUCAO

A ordem Alismatales compreende um grupo de plantas de habitat
predominantemente aquéatico ou semi-aquatico e de delimitacdo taxonémica
controversa, mesmo em relagdo aos sistemas filogenéticos mais recentes. Para o
sistema APG | (1998) e Judd et al. (1999) a ordem seria formada por 13 familias de
plantas aquaticas, enquanto para o APG Il (2003), Alismatales é ampliada pela
inclusdo da familia Araceae. De acordo este ultimo sistema a ordem passou a abranger
um total de 14 familias, 166 géneros e 4490 espécies, metade destas, pertencentes a
familia Araceae.

Conflitos taxonGmicos relacionados a este grupo de plantas sdo conhecidos, e
alguns sdo historicamente relatados. Inicialmente, Dahlgren e Clifford (1981)
estabeleceram que a ordem Alismatales era formada por apenas uma familia,
Alismataceae, que incluia espécies anteriormente pertencentes a Limnocharitaceae.
Posteriormente, Dahlgren et al., (1985) baseados em dados morfolégicos incluiram
nesta ordem mais quatro familias: Aponogetonaceae, Butomaceae, Hydrocharitaceae e
Limnocharitaceae. Em seguida, Cronquist (1998) separou Hydrocharitaceae, ficando
esta familia, como a Unica representante da ordem Hydrocharitales e a ordem
Alismatales reduzida a quatro familias no total.

Segundo APG | (1998) e Judd et al. (1999), a inclusdo de Limnocharitaceae em
Alismataceae é suportada por diversas caracteristicas morfoldgicas tais como presenca
de laticiferos, flores hipéginas, trés ou mais carpelos, um ou mais évulos e sementes
com embrido curvado. Ao contrario, Tomlinson (1982) ja afirmava existir diferencas
marcantes nessas duas familias, entre elas, placentacido basal e fruto indeiscente nas
Alismataceae e placentacao parietal e fruto deiscente nas Limnocharitaceae.
Atualmente, dados moleculares concordam com este ultimo autor em considerar as
Alismataceae e Limnocharitaceae familias 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 a sua
morfologia, variacdo e evolucdo. O uso de dados citogenéticos na sistematica vegetal
vem sendo considerado importante para a compreensao das relagdes de parentesco,
tanto dentro de pequenos taxons como subespécies, espécies e géneros, quanto em
niveis superiores como familias e divisdes (STEBBINS, 1971).

Nessa area, as técnicas de bandeamento permitem corar diferencialmente

regidbes cromossOmicas formadas por bandas heterocromaticas. Dentre estas, o
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bandeamento C revela a heterocromatina constitutiva, enquanto os corantes
fluorescentes indicam sua constituicdo em termos de pares de base GC (como por
exemplo a cromomicina A; - CMA) e AT (4', 6' - diamidino-2-fenilindol - DAPI), entre
outros (revisado por Guerra, 2000). Outra técnica importante em citogenética é a
hibridizacao in situ fluorescente (FISH), que localiza um determinado gene através de
sondas especificas (BENNETT e LEITCH, 1995; GUERRA, 2004).

Do ponto de vista citogenético, existem poucas informagdes sobre o0s
cromossomos das espécies de Alismatales, especialmente se excluirmos os trabalhos
abordando a familia Araceae. De maneira geral, dados carioldgicos reportados para a
ordem Alismatales sensu stricto sao restritos ao nimero e morfologia cromossémica
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 sao empregadas
técnicas de bandeamento e hibridizagdo in situ. Sdo 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
entdo, ndo eram conhecidos dados cariologicos para espécies de Alismatales sensu
stricto do Nordeste do Brasil.

O presente trabalho aborda aspectos citolégicos de quatro géneros e nove
espécies de Alismatales do Nordeste do Brasil. Adicionalmente foi incluida uma
espécie de Echinodorus proveniente do estado do Rio Grande do Sul. Foram
empregadas técnicas de coloragcao convencional com Giemsa, bandeamento C-
Giemsa, coloragdo com nitrato de prata, bandeamento C-CMA/DAPI, coloragao direta
CMA/DAPI e hibridizagao in situ utlizando-se sondas do DNAr 45S, com o objetivo de
caracterizar os caridtipos e ampliar o conhecimento citogenético nesse grupo de

plantas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CITOTAXONOMIA DA ORDEM ALISMATALES COM ENFASE NAS FAMILIAS
ALISMATACEAE, HYDROCHARITACEAE E LIMNOCHARITACEAE

2.1.1 CONSIDERAGOES TAXONOMICAS DA ORDEM ALISMATALES

A ordem Alismatales compreende atualmente 4490 espécies de habitat
predominantemente aquatico ou semi-aquatico. Esta distribuida em 166 géneros e 14
familias de acordo com APG Il (2003). E considerada um dos grupos basais entre as
monocotiledbneas (CRONQUIST, 1988), apresentando rela¢cdes 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 ovario dialicarpelar, compartilhados por individuos de ambas as ordens,
dando uma impressao de similaridade entre suas espécies, seriam na realidade
caracteres derivados que resultaram de uma adaptacao paralela ao habitat aquatico.

Em Alismatales, duas familias proximamente relacionadas, Alismataceae e
Limnocharitaceae se diferenciam de  Aponogetonaceae, Butomaceae e
Hydrocharitaceae, também pertecentes a ordem, numa série de caracteres como latex
e embridao fortemente curvado (DAHLGREN et al., 1985). Durante muito tempo a
familia Limnocharitaceae foi considerada como parte da familia Butomaceae (RAO,
1953), embora Chatin (1856) houvesse percebido que muitas espécies de
Limnocharitaceae apresentavam caracteres morfolégicos mais semelhantes as
Alismataceae do que as Butomaceae.

Dahlgren e Clifford (1981), baseados principalmente na morfologia, sugeriram
que a ordem Alismatales deveria ser composta por apenas uma familia, Alismataceae,
a qual incluia as espécies outrora pertencentes as Limnocharitaceae. A classificacdo
das familias neotropicais de Alismatales foi notavelmente semelhante nas concepg¢oes
de Cronquist (1981) e Dahlgren e Clifford (1982), diferindo apenas quanto a separacao
de Alismataceae e Limnocharitaceae. Dahlgren e Bremer (1985) voltaram a reconhecer
Limnocharitaceae como familia distinta de Alismataceae e incluiram em Alismatales
nao s6 Limnocharitaceae como também mais trés familias distintas: Aponogetonaceae,
Butomaceae e Hydrocharitaceae. Trés anos depois, Cronquist (1988) retirou de
Alismatales a familia Hydrocharitaceae, colocando-a na ordem Hydrocharitales, e
transferiu Aponogetonaceae para a ordem Najadales, que ficou composta por mais dez
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familias, entre elas Potamogetonaceae e Zosteraceae. Restaram para a ordem
Alismatales trés familias: Alismataceae, Butomaceae e Limnocharitaceae. Mais
recentemente, Judd et al. (1999), utilizando seqiiéncia de DNA do gene rbcL em sua
analise filogenética molecular, propuseram dois grandes clados dentro de Alismatales.
O primeiro formado por cinco familias: Alismataceae e Limnocharitaceae, intimamente
relacionadas, Butomaceae, Hydrocharitaceae e Najadaceae. No segundo clado
encontram-se as familias Scheuchzeriaceae, Aponogetonaceae, Juncaginaceae,
Cymodoceaceae, Posidoniaceae e Ruppiaceae entre outras, totalizando 13 familias.
Essa andlise resultou em uma nova mudanga taxondmica em Alismatales, de forma
que, Limnocharitaceae voltou a ser incluida em Alismatales como j& havia estabelecido
Dahigren e Clifford (1981) e Les et al. (1997). Atualmente a inclusdo de
Limnocharitaceae em Alismataceae tem sido suportada por analise filogenética
molecular (JANSSEN e BREMER, 2004; CHEN et al., 2004; TAMURA et al., 2004) e
apesar de proximamente relacionadas, permanecem como familias distintas para
muitos pesquisadores (APG II, 2003). Essa inclusdo também tem sido apoiada por
analises morfolégica e citogenética (CRONQUIST, 1988; COSTA e FORNI-MARTINS,
2003).

2.1.2 - FAMILIA ALISMATACEAE

Alismataceae Vent. compreende um grupo de plantas aquaticas e semi-
aquaticas, rizomatosas, folhas aéreas ou submersas com presenca de laticiferos,
ovario supero, placentacdo basal e frutos do tipo aquénio (HAYNES e HOLM-
NIELSEN, 1994), ocorrendo dos EUA até a Argentina e adjacéncias. As flores de
cor branca sao perfeitas ou imperfeitas, como no género 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
aquética de caule triangular e glabro, folhas longamente pecioladas, ovadas a
cordiformes de consisténcia coriacea, grandes, eretas e flutuantes.

Dados imprecisos quanto ao posicionamento taxonémico de alguns géneros
tém sido observados na familia. Cronquist (1988), baseado em dados dos
verticilos florais, Iamina foliar e érgaos reprodutivos, considerou para a familia 11
géneros e 75 espécies. Haynes e Holm-Nielsen (1994) relataram a presencga de 13
géneros 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 géneros anteriormente pertencentes as Limnocharitaceae, a
familia passou entdo a ser representada por 16 géneros e 100 espécies, inclusao
esta, aceita até os dias de hoje. No Brasil, o género conta com 45 espécies
(COSTA et al., 2006), 17 destas ocorrentes principalmente nas regides Nordeste e
Sudeste. Seis sdo distribuidas naturalmente na regido Sudeste, E. aschersonianus
Graebn., E. longipetalus Mich., E. grandiflorus (Cham. & Schitdl.) Micheli, E.
macrophyllus (Kunth) Micheli, E. paniculatus Micheli e E. tenellus (Mart.)
Buchenau, e cinco na regido Nordeste, E. grandiflorus subsp. grandiflorus (Cham.
& Schitdl.), E. paniculatus (Mich)., E. andrieuxii (Hook & Arnott), E. lanceolatus
(Rataj, Bull.) e E. tenellus (Mart) Buchenau.

Echinodorus é um dos géneros mais representativos em Alismataceae
(COSTA et al., 2006). Destaca-se por apresentar importancia medicinal com a recente
confirmagao cientifica de atividade antiepiléptica (BUZNEGO E PEREZ — SAAD, 2006).
Echinodorus macrophyllus Kunth. ou E. grandiflorus, popularmente conhecidas como
Chapéu-de-couro apresentam propriedades anti-reumaticas (KOBAYASHI et al., 2002).

Variagdes na composicao especifica do género tém sido relatadas em
estudo morfoldgico realizado por Micheli em 1881. Rataj (e.g. RATAJ, 1975; 1978
e 2004) também detalhou estudo morfolégico para o género e acrescentou
informagdes fornecidas por Fasset’s (1955), que tinha dividido o género em 11
seccOes e reconheceu 47 espécies de Echinodorus, classificacdo esta, admitida
por Cook (1978). Para Haynes e Holm-Nielsen (1994), o género era composto por
apenas 26 espécies, excluindo-se géneros outrora pertencentes as
Limnocharitaceae.

A utilizagcédo da citogenética na taxonomia vegetal vem sendo feita desde o
inicio do século passado e é considerada instrumento importante para a
compreensdo das relacdes de parentesco e dos mecanismos de evolucdo das
espécies. Caracteres citolégicos, tais como numero e morfologia dos
cromossomos mitéticos e comportamento cromossémico meidtico podem contribuir
para o conhecimento da evolucido e das relacdes entre diferentes populagdes e
espécies (Guerra, 1990). Costa et al. (2006) avaliaram numero e morfologia
cromossbmica em cinco espécies de Echinodorus (Alismataceae) com aplicagao
de técnicas de bandeamento cromoss6mico especificas, sendo essa, a analise
citogenética mais aprofundada para o grupo. Os caribtipos 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 hibridizacao in situ fluorescente (FISH) com sonda de DNAr 45S. Todas as
espéecies apresentaram numero cromossOmico 2n=22 e cariotipo fortemente
bimodal pela presenca de um par metacéntrico e o restante acrocéntrico. No
cariotipo foi observada baixa quantidade de heterocromatina, além de
heteromorfismo para distensdo da RON em pelo menos um par cromossdémico.
Também foi observada pouca variagdo nas regides ricas em GC nas cinco
espécies, embora algumas diferencas tenham sido vistas no nimero e posicao das
bandas C nas regides ricas em AT e sitios de DNAr 45S. E. bolivianus e E.
tenellus foram citologicamente bastante parecidas, corroborando a sinonimia
sugerida anteriormente por Jérémie et al.(2001) (ver COSTA et al., 2006).

Um exemplo da importancia da citogenética em estudos taxondmicos na
familia Alismataceae foi a localizagdo de uma populacao tripléide de Echinodorus
tenellus com uso dos fluorocromos CMA (cromomicina Az) e DAPI (4’- 6 diamidino,
2-phenilindole), onde os espécimes da populacdo de ltapetininga (SP) tiveram
numero cromossdmico 2n=22 e 0s espécimes de ltirapina (SP) 2n=33 (COSTA e
FORNI-MARTINS, 2004). Esses fluorocromos marcaram regides de DNA ricas em
G/C e A/T simultaneamente em dois cromossomos homélogos na populacéao
tripléide, permitindo concluir o surgimento desse ftriploide através de
autopoliploidia. Sabendo-se que a poliploidia € um dos eventos responsaveis
pelos processos de especiacdo (STEBBINS, 1950; GRANT, 1981; SOLTIS e
SOLTIS, 1999; 2000), os autores acreditam que o espécime de ltirapina com
2n=33 poderda ser reconhecida como uma nova espécie. Esse foi o primeiro relato
de ocorréncia de polipléides em espécies neotropicais de Echinodorus. Uma série
aneupldide 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 taxonOmicos e citogenéticos realizados em
Echinodorus, o género ainda é pouco compreendido em sua origem taxondémica e
numero de espécies. A escassez de estudos citotaxonémicos talvez justifique a
forte semelhanca encontrada entre seus taxons, uma vez que os problemas
taxondmicos referentes a Echinodorus sejam devido sobre tudo a extrema
semelhanga morfoldgica entre suas espécies. Além disso, a semelhanca dos seus
habitats juntamente com a constancia do numero e morfologia cromossémica séo
fatores que proporcionam condi¢cdes de hibridizacao interespecifica, o que dificulta
ainda mais a delimitacdo das espécies.



Feitoza, L. L., Alismatales ss: Andlise citogenética... 20

2.1.3 - FAMILIA HYDROCHARITACEAE

Hydrocharitaceae A. L. Juss., apresenta espécies de habitat aquatico, anuais ou
perenes, folhas emersas ou submersas, ovario infero e placentagao laminar ou parietal,
sendo este Ultimo um dos caracteres morfoldégicos que a distingue da familia
Alismataceae. Consiste de 16 géneros e cerca de 100 espécies. Em Alismatidae, é
unica em apresentar carpelos unidos e ovario infero (JANSSEN e BREMER, 2004).
Oito dos seus géneros ocorrem nos Neotrépicos, entre eles: Limnobium e Egeria. Os
géneros Halophila e Thalassia sao espermatofitas marinhas. No passado, essa familia
foi relacionada com Butomaceae por apresentar caracteristicas comuns tais como
placentagdo laminar e auséncia de ductos laticiferos (HAYNES e HOLM-NIELSEN,
1989).

Plantas aquaticas em geral apresentam muitos problemas para a taxonomia
devido a presenga de estruturas reprodutivas freqiientemente reduzidas, extensa
plasticidade fenotipica e caracteristicas morfolégicas convergentes (SCULTHORPE,
1967; SOROS e LES, 2002). Embora estudos da plasticidade fenotipica tenham sido
realizados ao longo da histéria das plantas (SCHLICHTING 1986; SCHEINER 1993;
SCHLICHTING e PIGLIUCCI 1998), a extensdo em que o padrdo da plasticidade
ocorre € a base adaptativa desta variacdo sdo questdes nado resolvidas. Muitas
aquéticas ocorrem nos habitats caracterizados por gradientes ambientais severos e
frequentemente mostram respostas dramaticas em seus tracos vegetativos a

mudanc¢as nos niveis da agua.

Em Alismatales, estudos de plasticidade fenotipica foram realizados
recentemente para o género 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
reducdo gradativa na largura e no comprimento das folhas e aumento no comprimento
do peciolo de acordo com a profundidade, em centimetros. Tais respostas plasticas em
estruturas vegetativas promovem a sobrevivéncia e a propagagdo nos ambientes
heterogéneos tipicos de muitos habitats Umidos (BARRETT, 1993). O significado
ecolégico e evolucionario da variacao da forma foliar representa um exemplo classico
de plasticidade (ARBER 1920; SCULTHORPE 1967).

Estudos citotaxon6micos tém ajudado a entender processos de evolugdo em
Hydrocharitaceae, porém diante do grande numero de espécies apresentando
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delimitacdo taxonOmica controversa, observa-se caréncia de estudos que possam
melhor esclarecer as questdes evolutivas e taxonémicas envolvendo este grupo, uma
vez que a citogenética dispde de técnicas capazes de acrescentar informacdes
importantes no entendimento dessas relagdes. 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 aquatica
endémica 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 somaticas e um cariétipo composto por 5 pares metacéntricos, 3
submetacéntricos e 4 pares subtelocéntricos, correspondendo atualmente aos
acrocéntricos, os quais apresentam satélites nos pares 3 e 11. Os resultados foram
comparados posteriormente por Moscone e Bernadello (1986) com o género
Hydromystria e confirmaram o ponto de vista dos que consideravam a relacao genérica
Hydromystria x Limnobium. Alguns autores consideravam essas espécies como
entidades distintas (EICHLER, 1875; ASCHERSON e GURKE, 1889) enquanto outros
incluiam Hydromystria em Limnobium (ENDLICHER, 1837; BENTHAM e HOOKER
1883; DANDY 1959).

Hydrocharitaceae apresenta uma variedade de numeros cromossémicos desde
2n=16 a 2n=72 (HARADA, 1956), com tamanhos entre 1,6 a 10,0 um, acompanhado
de uma gradual mudangca nos comprimentos cromossdmicos relacionados a
distribuicao geografica na maioria de suas espécies (SHARMA e CHATTERJEE, 1967).
Seu padrao cariotipico é similar ao de Alismataceae, especialmente no comprimento e
morfologia cromossOGmica, o0 que poderia justificar a relacdo proposta nesse grupo por
Judd et al. (1999).

Tanaka et al. (1997), baseados na analise dos genes rbcL e matB, sugeriram
uma série de caracteristicas relacionadas entre géneros pertencentes a familia
Hydrocharitaceae. Nesse trabalho, os autores demonstraram que Najas esta 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) sdo
géneros bem proximos. Para outros autores, o género Lagarosiphon (2n=22) esta
fortemente ligado a Egeria (2n=46), Elodea (2n=24, 46, 48), Blyxa (2n=32) e Ottelia

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

Em Alismatales, a familia Limnocharitaceae Takht. também abrange
espécies com habitat aquatico, anuais ou perenes com folhas submersas ou
aéreas, raizes rizomatosas, placentacdo laminar e fruto foliculoso adaxialmente
deiscente, sendo as Ultimas caracteristicas importantes para diferencia-la das
Alismataceae (TOMLINSON, 1982). Apresenta trés géneros, dois neotropicais
(Limnocharis Humb. e Bomp. e Hydrocleys Rich). ocorrendo nos neotrépicos e
Butomopsis Kunth. em regides pantropicais. E considerada uma das mais
primitivas entre as monocotiledéneas pela presenca de carpelos e estames
numerosos e placentagdo laminar (HAYNES e HOLM-NIELSEN, 1992). Espécies
de Limnocharitaceae foram consideradas parte da familia Butomaceae a qual
passou a ser constituida por cinco géneros: Limnocharis, Hydrocleys,
Butomopsis, Butomus e Ostenia (RAO, 1953). Porém, a observagao de
caracteristicas morfolégicas tais como presenca de laticiferos em individuos de
Limnocharitaceae e auséncia destes em Butomaceae deram suporte a separagao
das duas familias. Limnocharis, Hydrocleys e Butomopsis sao 0s representantes
atuais de Limnocharitaceae.

Estudos de contagem e morfologia cromossOmica 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
género Hydrocleys. No trabalho, identificou pela primeira vez o cariétipo da
espécie Hydrocleys modesta composto por 2n=14 cromossomos. Esse cariotipo
foi muito similar ao observado anteriormente para Butomopsis latifolia, € quando
comparado ao de Hydrocleys nymphoides (2n=16) revelou uma relacao evolutiva
acompanhada das trasloca¢cées Robertisonianas. No pareamento meidtico foram
observadas mais semelhancgas, inclusive no padrdo de bandas, sugerindo que
Hydrocleys modesta surgiu por fusdo céntrica de dois cromossomos

acrocéntricos originando um metacéntrico com perda do fragmento céntrico, ou o
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contrario, H. nymphoides sendo a espécie mais derivada, originada através de
fissdes céntricas do tipo Robertisoniana.

Mais recentemente, Forni-Martins e Calligaris (2002) revisaram numero e
morfologia cromossdmica apenas nos géneros neotropicais, Limnocharis e
Hydrocleys. O numero cromossOmico encontrado foi de 2n = 20 para Limnocharis
flava e L. laforestii e 2n = 16 para H. nymphoides. Essa analise confirmou a
contagem realizada por Kenton para o género Hydrocleys, embora tenha diferido
mais com relagcdo a posicdo do satélite e consequentemente no padrao de
bandas C. Em todas as espécies, o comprimento cromossémico variou
gradualmente e uma alta quantidade de cromatina foi encontrada na espécie H.
nymphoides (comprimento total de cromatina (TCL) = 58,6um) quando
comparado com L. flava e L. laforestii (TCL = 51, 0 e 41,9um, respectivamente).
Cerca de 75% dos cromossomos foram acrocéntricos. Nesse grupo, a assimetria
cariotipica é tida como um caréater derivado, e os autores acreditam que na
familia Limnocharitaceae a derivacdo no cariétipo pode ter sido acompanhada
pelo aumento nos elementos reprodutivos, principalmente carpelos, estames e

ndmeros cromossOmicos.

A caracterizagdo citogenética evidencia marcadores citolégicos que
permitem identificar alteragdes numéricas e estruturais. Em geral, estas
alteracbes cromossémicas podem implicar em diferengas fenotipicas, sendo
importantes no entendimento dos processos evolutivos. Assim, estudos
citolégicos comparativos entre taxa tém contribuido para entender processos
filogenéticos, com énfase na citotaxonomia (GUERRA, 1987). A analise
cariotipica relacionada a avaliagdo do numero, tamanho dos cromossomos,
relacdo entre bragos, nimero e posicao das constricdes secundarias, podem
trazer informagdes importantes na analise comparativa entre tdxons aparentados
ou mesmo entre individuos da mesma espécie (GUERRA et al., 1997).

Em Alismatales de maneira geral, existem poucos estudos
citotaxonémicos. Acredita-se que um tratamento citogenético utilizando técnicas
mais refinadas diferente do que tem sido referido na literatura para estas
espécies podera fornecer informagdes importantes como detecgcao de alteragcdes
cromossdmicas estruturais, via coloracdo diferencial, as quais poderdao auxiliar

nas questoes taxonémicas controversas.
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2.2 — PRINCIPAIS TECNICAS E CONTRIBUICAO DA CITOGENETICA EM ESTUDOS
CITOTAXONOMICOS

2.2.1 ANALISE CONVENCIONAL

A utilizacdo dos corantes acidofilos possibilitou uma visualizagdo nitida dos
cromossomos, revelando dados sobre o numero e estrutura cromossémica, tais como,
posicdo do centrdbmero e localizagdo da constricdo secundaria, além da estrutura do
nucleo interfasico e do padrao de condensacao cromossdémica (GUERRA, 1987). Em
citogenética vegetal, o corante amplamente utilizado nas coloragdes convencionais tem
sido o Giemsa a 2% e seu principal efeito sobre as demais técnicas convencionais tem
sido sobre tudo pela visualizacdo de segmentos da cromatina de densidade muito
baixa, normalmente ndo perceptivel com os corantes usuais, resultando assim numa
maior caracterizacdo de regides descondensadas de cromossomos profasicos e
prometafasicos (GUERRA, 1990).

A coloragdo de regides mais descondensadas, geralmente terminais em
cromosssomos profasicos, permite uma maior individualizagdo de cada cromossomo, €
dessa maneira a técnica tem se mostrado valiosa em estudos citogenéticos rotineiros
de contagem cromossOmica. Lombello e Forni-Martins (1998) realizaram contagens
cromossémicas com montagem de idiograma (representacao esquematica do conjunto
hapléide cromossémico) a partir da coloracdo com Giemsa em trés géneros
pertencentes a familia Sapindaceae, entre eles Serjania, com nimeros cromossémicos
2n=12 e 2n=22 observados em 21 espécies. Consideraveis variagdes no comprimento
cromossémico inter e intra-especificas ocorreram, sugerindo evolugdo cariotipica
decorrente de rearranjos cromossdmicos. No género Urvillea variagdes no nimero e
comprimento cromossémico foram observadas. Além disso, variagbdes interespecificas
também ocorreram na espécie Urvillea ulmaceae, que apresentou um grande numero
de cromossomos pequenos, 2n=86. Acredita-se que a origem dessa espécie esteja
relacionada a poliploidia seguida de aneuploidia reducional.

Matsumoto et al. (2000) realizaram analise citogenética convencional em sete
espécies de Eucalyptus, entre elas, E. deanei, E. dunni, E. grandis e E. maculata da
familia Myrtaceae. As espécies mostraram um cariétipo simétrico com numero
cromossémico 2n=22, e comprimento variando de 0,58 a 1,39um. A anadlise cariotipica
indicou homogeneidade morfolégica e numérica na maioria das espécies do género,
embora espécies com nimero dipléide 2n=24 foram relatadas em estudos prévios. O
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namero basico no género foi de x=11 e a principal hipétese de tendéncia evolutiva
estabelecida foi a de que provavelmente ocorreram alteragcées estruturais como
delecao, duplicagéo, adicédo e translocacgao.

Mansanares et al. (2002) estudaram citogeneticamente espécies do género
Lychnophoriopsis Scultz-Bip (Vernonieae - Asteraceae). Este trabalho foi realizado com
intuito de auxiliar na circunscricdo dos géneros e espécies, mediante caracterizacao
cariotipica com coloragdo Giemsa. O numero cromossémico 2n=36 foi obtido para as
espécies L. candelabrum, L. damazioi e L. hatschbachii. Os dados citoldgicos e
morfoanatémicos sugeriram que Lychnophoriopsis com nimero cromossémico basico

x=18, ndo seria distinto de Lychnophora Mart., outro género de Lychnophorinae.

2.2.2 HETEROCROMATINA CONSTITUTIVA (HC)

A heterocromatina constitutiva é a fragdo 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 briofitos observou que partes de certos cromossomos permaneciam
condensadas ao longo da interfase, entdo propbés o termo heterocromatina para
designar as regides da cromatina que mostravam maior grau de condensacao e
coloracdo em nucleos interfasicos, e que se mantinham condensadas na préfase e na
teléfase, diferentemente das demais regides, denominadas de eucromatina.
Analisando com maior profundidade a heterocromatina, Heitz (1933) definiu
heteropicnose esse comportamento diferencial, especialmente na profase e teléfase
de todo ou parte de um cromossomo, durante certo estagio do desenvolvimento do
individuo, e observou que em cada espécie a heterocromatina era distribuida
aleatoriamente em regibes proximais, intersticiais e teloméricas. Essas regides
heterocromaticas mostravam um comportamento assincrénico nos ciclos de
condensacdo e descondensacao da cromatina, ocorrendo sempre na mesma posicao
nos homoélogos, caracterizando uma distribuicdo equilocal que foi posteriormente
aceito como regra universal (HEITZ, 1957).

Darligton e La Cour (1940) puderam evidenciar em plantas, ap6s tratamento
com frio (2°C, por algumas horas), que certas regides se mostravam menos
condensadas nos cromossomos metafasicos, as quais foram definidas regides 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 replicacédo tardia, baixa
freqUéncia de recombinagcdo, uma vez que nao apresenta genes ativos e localizacao
geralmente nas regides pericentroméricas dos cromossomos de eucariotas
superiores, além de estar associada a proteinas especificas como a HP1 (relacionada
0a repressado génica) e as SU (VAR)s, que sao responsaveis pelo aumento da
heterocromatinizacdo (GREWAL e ELGIN, 2002). Por outro lado a heterocromatina
facultativa € estruturalmente idéntica a cromatina e se distingue da HC por aparecer
em apenas um dos homologos enquanto que a primeira aparece em ambos e por ser
epigeneticamente reprimida, com comportamento temporariamente croméatico
semelhante a heterocromatina constitutiva.

Dois tipos de heterocromatina constitutiva foram descritos: a «-
heterocromatina e a P-heterocromatina. O primeiro tipo € a mais comum da HC e
consiste de repeticbes em tandem de uma sequéncia simples, correspondendo a
heterocromatina detectada pelo bandeamento C nos cromossomos dos eucariotas
superiores. O segundo tipo heterocromatico 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 cromdmeros, knobs, constricbes secundarias e outros marcadores
cromossomais e sequéncias de DNA poderiam ocupar sitios cromossdmicos
preferenciais.

De acordo com Guerra (2000) a analise da distribuicdo do padrdao de
heterocromatina nos cromossomos do complemento das angiospermas em geral é
um parametro para compreender a alta variabilidade dos cariétipos. A comparagéo do
padrdao de banda-C de diferentes espécies tem revelado alguns aspectos comuns. A
heterocromatina ndo € homogénea, variando qualitativamente e quantitativamente
entre as espécies. Dentro de uma unica espécie, polimorfismo no numero e
comprimento de bandas pode ocorrer com freqliéncia e a quantidade de
heterocromatina varia de qualquer maneira. Ambas heterocromatina e eucromatina
podem sofrer mudangcas em um tempo relativamente curto e algumas técnicas de
coloracdo revelam diferentes fracbes da heterocromatina (GREILHUBER, 1982;
SUMNER, 1990).
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Embora a heterocromatina constitutiva componha uma importante fracao do
genoma, ainda resta muito a se conhecer desse importante componente de DNA
repetitivo, pois sua funcdo ainda nao foi completamente esclarecida. Ha pouco
tempo, acreditava-se que a heterocromatina constitutiva era componente sem
importancia e chegou a ser conhecida como “DNA lixo” e, portanto desprezivel como
parcela componente do genoma. Nos dias de hoje, com advento de técnicas mais
elaboradas e de biologia molecular, as concepg¢des sobre a HC mudaram e fungdes
celulares vitais como manutencdo e auxilio dos papéis desempenhados pelos
teldbmeros e centrémeros e endoreplicacdo diferencial sdo algumas das fungdes
importantes desempenhadas por essa fracdo de DNA (ZUCHERKANDL e HENNING,
1995; GREWAL e ELGIN, 2002). No entanto, a fungao e evolugao da heterocromatina
podem ndo ser a mesma em todas as espécies vegetais. Trabalhando com técnicas
citogenéticas convencionais, apenas a heterocromatina associada a regiao
organizadora do nucléolo (RON-HC) pode ser especificamente identificada devido as
constricdes secundarias ou pela impregnacao com o nitrato de prata.

O bandeamento C é uma técnica bastante utilizada em citogenética para
identificar a quantidade e localizagdo da heterocromatina constitutiva. Essa
metodologia baseia-se na eliminacao diferencial do DNA das fra¢cdes eucromaticas e
heterocromaticas, acarretando significativas perdas de DNA e proteinas, sobretudo
nas regides eucromaticas, pois a heterocromatina é mais resistente, permanecendo
no cromossomo durante o processo. No entanto, quando o objetivo é distinguir a
composi¢cao da heterocromatina constitutiva, empregam-se os fluorocromos CMA e
DAPI que tem afinidade preferencial por regides ricas em GC e AT, respectivamente
(SUMNER, 1990). Sato e Yoshioka (1984) utilizando a técnica de bandeamento C
seguido da coloragdo com fluorocromos CMA e DAPI avaliaram os segmentos
heterocromaticos em cromossomos de Nothoscordum fragrans e observaram que
existem diferentes classes desse componente na espécie. Nothoscordum fragans
com 2n=19, 13 metacéntricos e 6 acrocéntricos, revelou padrdao de bandas em que,
segmentos heterocromaticos ocorreram no braco curto de todos os cromossomos
acrocéntricos. Destes, cinco também apresentaram heterocromatina constitutiva em
regides intersticiais do braco longo, ocupando também posicdo equilocal. Na espécie
foi verificada heterogeneidade na HC, cuja composicao sé foi conhecida pelo uso de
fluorocromos especificos para bases G-C de DNA.
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2.2.3 BANDEAMENTO com FLuorocromMmos CMA/DAPI

Os fluorocromos sao corantes fluorescentes que por mostrarem especificidade
de ligagdo com seqléncias de bases de DNA sdo muito utilizados em estudos
citogenéticos. Dentre estes, os mais largamente empregados sdo o DAPI (4’-6-
diamidino-2, fenilindol) e o0 CMA (cromomicina Ag). Outros corantes como o Hoechst
33258 e a quinacrina apresentam propriedades semelhantes ao DAPI e marcam
regides ricas em AT, enquanto que a mitramicina e olivomicina sdo isémeros da
cromomicina e marcam regides 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
cromossbémica, entre eles, distamicina A (DA) e a actinomicina D (AMD) (WEISBLUM e
HAENSSLER, 1974; SCHWEIZER, 1976). Os fluorocromos nao coram igualmente
diferentes tipos de heterocromatina, embora alguns sejam mais especificos, como é o
caso dos antibidticos glicosilados, que se ligam ao DNA guanina-especificos (G-C),
representado pela cromomicina A; (CMA), olivomicina e mitramicina.

SCHWEIZER (1976) analisou com CMA e DAPI trés espécies vegetais, Vicia
faba, Scilla siberica e Ornithogalum caudatum. As regides organizadoras do nucléolo e
outras partes heterocromaticas foram marcadas CMA®, enquanto as mesmas regides
apresentaram-se negativas para DAPI. Essa foi umas das primeiras aplicagbes dos
corantes fluorescentes e desde entdo tem se tornado rotina nos laboratérios de
citogenética. Guerra (1988) utilizou os fluorocromos CMA e DAPI para analisar cinco
populacbes de Eleutherine bulbosa (2n=12) e verificou a ocorréncia de processos
evolutivos complexos tais como inversao pericéntrica e duplicagcdo em tandem. A
andlise de células mitéticas e meibticas evidenciaram forte heteromorfismo em um par
cromossémico para inversdo pericéntrica e duplicagdo em tandem de uma regido
invertida em um dos homdlogos. A duplicagédo ocorreu na constricdo secundaria do
maior par cromossémico e foi associada a heterocromatina rica em GC. Todas as
constricdbes secundarias corresponderam a regiao organizadora do nucléolo e o
segmento invertido correspondeu a cerca de 70% do comprimento cromossémico.
Duas bandas DAPI* e blocos de CMA™ foram localizados no par | com inverséo, além
de bandas DAPI* observadas na regido pericentromérica dos demais cromossomos.

Guerra e Felix (2002) avaliaram duas populagbes, num total de trinta individuos
de Nothoscordum pulchellum com 2n=10 e férmula cariotipica 6M+2A+2T através de

métodos citogenéticos, entre eles, bandeamento C e coloracdo com os fluorocromos
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CMA e DAPI. Verificaram apenas um bloco de heterocromatina que foi associado a
regido organizadora do nucléolo. Essa banda apareceu como um bloco C*/CMA*/DAPI
ocupando todo o brago curto do par cromossémico acrocéntrico. Com relagdo as outras
espécies de Nothoscordum, a presente espécie se distinguiu por apresentar um par
cromossémico telocéntrico e uma quantidade de heterocromatina muito baixa.

Carvalho et al. (2005) estudando o género Citrus (rutaceae), identificaram
similaridades cariotipicas em 10 acessos do grupo. Embora o género apresentasse
estabilidade numérica e morfolégica (2n=18), estudos prévios com bandeamento CMA
haviam identificado heterozigose para bandas heterocromaticas. Nesse trabalho, pode-
se observar que quatro cultivares de C. limon mostrou 0 mesmo padrao de bandas
CMA? e sitios de DNAr, indicando que foram originados a partir de um germoplasma
simples e em seguida diferenciadas por mutagbes somaticas distintas. Ja as espécies
C. jambhiri, C. limonia e C. volkameriana apresentaram cariotipo similares, e diferiram
de C. limon pela auséncia de apenas uma banda telomérica. Outras espécies como C.
aurantifolia e C. limettioides exibiram maiores diferencas para regides
heterocromaticas. A espécie C. medica foi o Unico acesso homozigoto para bandas
heterocromaticas e sitios de DNAr, confirmando hipétese anterior de que as demais
espécies seriam hibridos naturais.

As espécies Hibiscus cannabinus (2n=2x=36) e H. sabdariffa (2n_4x 72)
(malvaceae) foram analisadas citogeneticamente com o intuito de elucidar possivel
homologia genémica. O Comprimento cromoss6mico variou entre 1,43 e 3,80um,
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 distribuidas em diferentes locais dos cromossomos.
Dois cromossomos de H. cannabinus e oito cromossomos de H. sabdariffa foram
inteiramente bandeados com DAPI. Nessa mesma espécie, 0S Cromossomos que
foram inteiramente marcados com CMA e DAPI podem ser usados como marcadores
tipicos. Em H. cannabinus, um par de satélites foi encontrado com a coloragdo de
CMA, indicando ser de natureza heterocromatica rica em GC. Nenhum satélite foi
observado com a coloracdo DAPI. A analise dos carittipos através de bandeamento
cromossémico 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 MARCACAO DAS REGIOES ORGANIZADORAS DE NUCLEOLOS (RONS) com
NITRATO DE PRATA

Os nucléolos sdo organelas celulares reconhecidas pela primeira vez ha 200
anos atrds (SCHWARZACHER e WACHTLER, 1993). As regides organizadoras do
nucléolo ou RONSs, sédo facilmente coradas com nitrato de prata ou localizadas por
hibridizagao in situ. No primeiro caso, sdo detectados apenas os genes ativos, € no

segundo caso, a hibridizagao ira ocorrer independentemente.

Os nucléolos sao as formas ativas da regido do DNAr 45S. Neles, estdo sendo
produzidos e processados RNAs que sdo necessarios para a sintese de todas as
proteinas requeridas para o funcionamento celular. Os genes ribossomais estdo
presentes em inUmeras cépias, € nao estdo distribuidos aleatoriamente no nucleo
interfasico. Estudos tém mostrado que esses genes estdo concentrados em um
dominio nuclear ocupado pelos nucléolos. Embora genes extranucleolar e seus RNAs
transcritos podem também ser localizados em territérios nuclear especificos, os
nucléolos sao particularmente um bom modelo para correlacionar aspectos molecular
da expressdo génica com estruturas nuclear. Além das proteinas ribossomais, os
nucléolos contém um grande numero de proteinas n&o ribossomais envolvidas em
varios aspectos da biogenesis ribossomal e manuntencao da estrutura nucleolar. Nos
eucariotos sdo reconhecidos quatro tipos diferentes de RNAr designados pelos seus
respectivos coeficientes de sedimentacdo: 5S, 5,8S, 18S e 28S. Exceto o 55, os
demais sdo transcritos pelos genes localizados nas RONs, e estdo 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 regiao nao
transcrita (NTS), localizadas no espaco intergénico (IGS), e separadas por espacos
transcritos internos (ITS), onde ficam os genes. O comprimento real do gene RNAr
varia entre as espécies, € embora o 5.8S tenha geralmente 0 mesmo comprimento, as
outras subunidades podem se apresentar menores, por exemplo 0 17S e 0 25S em
Tetrahymena, ou 18S e 26S em plantas. Ao contrario das variagbes em comprimento,
existe uma consideravel similaridade de seqiiéncias entre os genes ribossomais de
diferentes organismos. Ja o espaco entre esses genes € mais variavel. O niumero de
cépias dos genes ribossomais também sdo de uma variabilidade muita alta, e alguns

organismos como fungos e insetos apresentam em torno de 100 copias de RNAr,
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enquanto plantas e anfibios tem cerca de 10.000 cépias. Polimorfismo no numero de
cépias é frequente, e pode ocorrer no mesmo individuo ou entre individuos diferentes.
Os genes RNAr podem estar restritos a um Unico sitio de um par de homélogos, ou
pode ocorrer em varios cromossomos. Em plantas, € muito comum encontra-los em
pelo menos dois pares, enquanto em humanos, cinco pares possuem tais genes
(HOWELL, 1982).

No processo de mitose, a sintese de RNA é estagnada e concomitantemente o
nucléolo tende a desaparecer. Assim, no estagio de préfase, o componente fibrilar
denso desaparece e o componente granular € solto no nucleo. Em algumas situagdes o
conteldo granular pode ficar associado aos cromossomos, especialmente na
metafase. Na tel6fase, novos nucléolos sao 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 coloracido da RON
com Nitrato de Prata (AgNQO,), sendo esse o principal método empregado para corar
RONSs ativas em cromossomos mitéticos (SUMNER, 1990), embora a HIS seja mais
adequada para detectar a quantidade total de sitios. Em muitas espécies, nem todas as
RONSs sdo coradas com a técnica, indicando claramente que nem todos os sitios de
RONSs permanecem transcricionalmente ativos em interfase.

De acordo com Santos et al. (2003), o numero € a distribuicdo das RONs podem
variar entre diferentes espécies ou dentro da mesma espécie. Estes padroes
determinam quais cromossomos fazem parte da organizagdo nucleolar auxiliando na
caracterizacao cromossémica de diferentes espécies ou taxons. No caso onde mais de
uma RON esté presente no mesmo complemento nem sempre indica que estao todas
ativas em uma mesma célula. O processo de ativacdo pode ser ao acaso ou pode
existir uma ativacao diferencial que produz diferentes tipos de RONs (SCHEER et al.,
1993).

Rao et al. (1991) observaram em algumas espécies de Vigna, um taxa
polimérfico, um par de nucléolos na forma de constrigdo secundaria em cinco das 12
espécies que foram estudadas. Entretanto, a espécies V. umbellata foi caracterizada
pela presenca de dois pares, que corresponderam as constricoes secundarias. A nao
visualizagdo de regides organizadoras do nucléolo nas demais espécies foi associada
a dificuldades técnicas devido ao pequeno tamanho cromossdémico encontrado no

género Vigna.
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2.2.5 FISH (FLUORESCENCE /N SITU HYBRIDIZATION)

A HIS (hibridizacdo in situ) foi desenvolvida em 1969 por Gall e Pardue para
analise cromossémica e tem sido uma das técnicas mais importantes e informativas
gracas a sua alta especificidade, sendo entdo empregada nas mais diversas areas,
como na biologia do desenvolvimento, na citotaxonomia, melhoramento genético e
citogenética clinica. O principio 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, € em seguida renaturadas,
voltando a ser fita dupla. Se no momento da renaturagcdo do DNA houver uma sonda
disponivel em solugcao, as sondas competirdo com as fitas de DNA cromossémico e
poderdo ser hibridizadas ao DNA alvo, ao invés da fita complementar original
(GUERRA, 2004).

Sondas sdo derivadas a partir de fragmentos de DNA ou RNA que foram
isolados, purificados e amplificados para uso. Podem ser de seqUéncia Unica ou
repetida. As seqléncias repetidas podem estar organizadas no cromossomo em
tandem, ou seja, uma seguida a outra, formando blocos de DNA-alvo, ou podem se
encontrar dispersas no complemento cromossémico, intercaladas com diversos outros
tipos de sequéncias. As sondas de DNA repetitivo mais utilizadas sdo os DNAs satélite,
0 gene que codifica 0 RNA ribossomal 5S e a sequiéncia 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, € uma sequéncia moderadamente
repetitiva que fica localizada em um ou mais pares cromossdémicos, e muito
conservada evolutivamente. Cada unidade de repeticdo do 45S contem trés genes
(DNAr 185+5,85+28S) e seus espagadores, sempre transcritos juntos em um Unico
RNA precursor. Os sitios de DNAr correspondem as constricdes secundarias que
podem ser visualizadas por coloracao convencional ou pela aplicacdo da técnica de
nitrato de prata, embora algumas vezes, sitios muito pequenos ou pouco ativos podem
ndo ser visiveis com esta técnica e serem localizados apenas com a técnica de
hibridizagao in situ. A seqiéncia do DNA 5S, no entanto, é mais variavel que a 45S, e é
repetida em tandem geralmente em um unico par de sitios cromossémicos, ou mais
raramente em dois sitios (GUERRA, 2004).
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A técnica de FISH tem sido usada entre outras aplicacées para o mapeamento
de sequéncias repetitivas e para localizar genes de multicopias, além de permitir
correlacionar grupos de ligagdo e cromossomos. Além do mais, a técnica ainda pode
ser usada para comparar distancias fisicas e genéticas (SCHWARZACHER, 1994;
GILL, 1995). Por exemplo, Pedrosa et al., (2002) correlacionaram o mapa fisico 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 trés pares cromossémicos,
enquanto o gene 5S foi localizado em apenas um par. Estes autores, também incluiram
uma caracterizagao parcial de diferentes seqiiéncias teloméricas e centroméricas. Os
resultados obtidos demonstraram a ocorréncia de inversdes entre Lotus japonicus e L.
filicaulis.

Skalick& (2003) utilizou uma linhagem artificial de Nicotiana tabacum (Th37), um
tetrapldide obtido do cruzamento de duas espécies dipléides (N. sylvestris e N.
tomentosiformis), para estudar a rapida evolugcao dos sitios de DNAr. Pelo menos trés
classes de DNAr recentemente amplificados foram identificadas em algumas das
plantas analisadas. A presenca dessas trés classes de DNAr foi acompanhada pela
eliminacdo completa de sitios 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 evolugdo de DNAr e que foi seguido de um pequeno
processo que reduz a complexidade e decréscimo no numero de unidades de DNAr.
Em tabaco, os IGS apresentam variabilidade em torno de 1~3 kilobases e subregides
de SRI e SRIl e sdo conhecidos como sitios significativos de recombina¢ao genética
por apresentarem alto polimorfismo.

Na familia Asteraceae, fluorescéncia in situ com sondas de DNAr 45S foi
utilizado para determinar o nimero cromossdmico e a posi¢cao dos sitios de DNAr 45S
em trés espécies pertencentes a géneros distintos (Crepis japonica, Galinsoga
parviflora e Chaptalia nutans). As espécies exibiram diferengas caritipicas em numero e
morfologia, 0 que € caracteristica comum nesse grupo. Entretanto, os sitios de DNAr
45S sempre ocorreram no braco curto dos cromossomos, e foram associados com a
heterocromatina GC. Fregonezi et al. (2004), acreditam que nesse grupo, as

caracteristicas comuns do cariétipo foram mantidas ao longo da evolugao.
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Capitulo I

MANUSCRITO A SER ENVIADO A REVISTA:

PLANT SYSTEMATICS AND EVOLUTION
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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 relagdo ao nimero e morfologia cromossdmica e ao padrdo de bandas C-
Giemsa nos cinco representantes de Alismataceae. O género Echinodorus apresentou 2n=22
em todas as espécies analisadas e formula cariotipica 2m+20a, enquanto na familia
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 Unica espécie
estudada de Hydrocharitaceae exibiu um cariétipo formado por 2n=28 e férmula cariotipica
4m+6sm+4a. Em Echinodorus o padrao de distribuicao de banda C evidenciou quatro blocos
de heterocromatina constitutiva em dois pares acrocéntricos menores, correspondentes as
RONSs heterocromaticas. Em E. lanceolatus, além das RONs heterocromaticas, foram
observadas adicionalmente, 14 bandas nos terminais dos bracos de sete pares acrocéntricos.
Sdo apresentados idiogramas e discutidos o padrio de evolugdo cariotipica para os grupos

estudados.

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

banda C
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Introducao

A delimitacdo da ordem Alismatales tem sido bastante controversa entre diferentes
autores. No sistema de Hutchinson (1959), por exemplo, a ordem seria formada pelas
familias Alismataceae, Scheuchzeriaceae e Petrossaviaceae, enquanto Cronquist (1981)
incluiu na ordem as familias Butomaceae e Limnocharitaceae, além das Alismataceae.
Ambas as delimitacdes divergem de outros sistemas com abordagem filogenética como 0s
sistemas de Dahlgren et al. (1985), APG I (1998) e APG II (2003). Uma das principais
altera¢des em relacdo a delimitacdo tradicional das Alismatales, foi a inclusdo nesta ordem
da familia 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 familias
(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 familias Alismataceae e Limnocharitaceae tém
no Nordeste do Brasil um dos seus principais centros de diversidade (Haynes e Holm-
Nielsen 1992, 1994). Sdo plantas de habitat varidvel, mas principalmente aquitico ou semi-
aqudtico, embora na familia Araceae a maioria das espécies sejam epifiticas ou terrestres

(Judd et al. 1999).

Excluindo a familia Araceae, existem poucos estudos cromossdmicos relativos aos
representantes da ordem Alismatales, especialmente em relacdo as espécies neotropicais.
Para os tdxons que ocorrem no Brasil, os registros carioldgicos estdo concentrados em
Alismataceae (Costa e Forni-Martins 2003; 2004, Costa et al., 2006) e Limnocharitaceae
(Forni-Martins e Calligaris 2002), sendo as demais familias representadas por contagens
cromossOmicas esparsas. Com relacdo as Limnocharitaceae, tem sido identificados os
ndmeros bdsicos x=7 para Butomopsis, x=7 ou 8 para Hydrocleys e x=10 para Limnocharis
(Harada 1956, Kenton 1981, Calligaris e Forni-Martins 2002). J4 para Alismataceae, ha
registro de nimeros cromossOmicos para apenas sete espécies do Centro-Oeste e Sudeste do
Brasil, que no geral também confirmaram a constincia carioldgica previamente registrada
para a familia (Costa e Forni-Martins 2003; 2004, Costa et al. 2006). Para as
Hydrocharitaceae, os registros cromossdmicos s@o ainda mais escassos e restritos a
contagem cromossdmica para Elodea longivaginata St. John., com 2n=24 (Packer e Witkus

1982), Hydromystria laevigata (Willd.) Hunziker, 2n=28 (Moscone ¢ 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 padrio de evolugdo cariotipica semelhante as Alismataceae e
Limnocharitaceae com cromossomos geralmente grandes e cariétipo bimodal (Harada 1956,
Sharma e Chaterge 1967). Nao sdo conhecidos registros cromossdmicos para espécies de

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

O presente trabalho estudou citologicamente através da coloragdo 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 padrdo de evolucdo cariotipica nessas espécies, bem como comparar nossos
dados com o caridtipo de alguma dessas espécies ocorrentes em outras regides do pais e

previamente estudadas.

Materiais e Métodos
A tabela 1 sumariza os tdxons estudados, procedéncia e principais caracteristicas

cromossOmicas analisadas. Todo o material foi proveniente do campo e mantido em cultivo
em vasos plasticos com substrato de terra vegetal no jardim experimental do Laboratério de
Citogenética Vegetal do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba.
Para todas as populacdes estudadas foram preparadas exsicatas, que se encontram

depositadas no Herbario Jayme Coelho de Moraes (EAN).

Coloracdo Convencional

Pontas de raizes pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina (8HQ) a 0,002M por 16h a 15
°C foram fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: dcido acético v/v) por 4h a temperatura ambiente e
estocadas em freezer a —20 °C até posterior andlise. Para o preparo das laminas, as raizes
foram hidrolisadas em HCI 5N por 20 minutos a temperatura ambiente, lavadas duas vezes
por cinco minutos em dgua destilada, esmagadas em uma gota de acido acético 45%,
congeladas em nitrogénio liquido para remog¢do da laminula, 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

modifica¢des. As raizes foram digeridas em solucéo enzimadtica (2% celulase-20% pectinase)
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a 37°C por 1h e esmagadas em &4cido acético 45%. Depois congeladas em nitrogénio liquido
para a remocao da laminula e secas ao ar. As laminas foram entio envelhecidas por trés dias,
tratadas com dcido acético 45% a 60°C por 10 min., lavadas com dgua corrente e seca ao ar.
Em seguida foram tratadas com uma solu¢do de hidréxido de béario a 5% a temperatura
ambiente por 10 min., lavadas rapidamente em &cido acético 45% e depois lavadas em dgua
corrente por 2 min, secas e incubadas em 2x SSC a 60°C por 80 minutos. Apds esse
tratamento, as laminas foram lavadas em dgua destilada, secas e coradas com Giemsa a 5%

por 10 min. e montadas em Entellan.

Coloragdo com Nitrato de prata

O bandeamento AgNOR seguiu Hizume et al. (1980), com algumas modifica¢des. As
laminas foram confeccionadas de acordo com o bandeamento C. Em seguida foram
colocadas algumas gotas de solugdo de nitrato de prata sobre a lamina. As mesmas foram
cobertas com uma laminula de vidro. Apds 20 minutos em camara timida a 60 °C, as 1aminas

foram lavadas em dgua destilada para montagem com Entellan.

Documentagdo fotogrdfica e medicoes cromossomicas

As melhores metafases das andlises através da coloragdo convencional foram
fotografadas em microscopio Leica DMLB, usando o sistema de fotomicroscopia Leica wild
MPS 48, enquanto as metdfases obtidas a partir do bandeamento foram capturadas em
microscopio Leica DMLB equipada com camera de video CCD e o programa IMS50. As
medi¢des cromossOmicas foram feitas com o auxilio do programa Image Tool 3.0
(http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/download.html), a partir das cinco melhores metdfases, que
foram utilizadas para a construgdo dos idiogramas. O comprimento de cada par
cromossdmico corresponde a 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 cariftipo assimétrico, nucleos interfasicos
reticulados (Figs. 2a-j, 11, 1m, 1o) e padrido de condensagdo profdsico uniforme. Todavia,

em Limnobium laevigatum, os ndcleos interfasicos apresentaram regides de cromatina mais
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fortemente coradas intercaladas com regides descoradas tendendo a um padrido semi-
reticulado (Fig. 1p).

Na familia Alismataceae, todas as espécies apresentaram 2n=22, férmula cariotipica
2m+20a (Tabela 1) e elevada assimetria cariotipica, todas incluidas na categoria 3C de
Stebbins (1971). O comprimento cromossdmico variou de 3,14um nos menores
cromossomos de Echinodorus tenellus (Fig. 11) a 13,54pum no par cromossdmico maior de
E. paniculatus (Fig. 1a). Para todas as espécies foram observadas constrigdes secundarias
em dois pares cromossOmicos acrocéntricos, geralmente com heteromorfismo para a
distensdo da RON em um dos homoélogos (Figs. 2- a, c, d, e; la-1j). Neste caso, um
cromossomo apresentou RON longamente distendida no brago curto, enquanto no seu
homélogo esta ndo foi distendida ou néo foi visualizada. Em Echinodorus paniculatus (Fig.
la), E. lanceolatus (Fig. 1g) e E. tenellus (Fig. 1i-j), além da distensdo incompleta em um
dos homologos, também ocorreu amplificacdo da RON. Esta amplifica¢do foi confirmada
para E. tenellus e E. lanceolatus apds a impregnagdo com nitrato de prata que evidenciou
quatro nucléolos ativos, um dos quais maior, e apenas trés nas demais (resultados ndo
mostrados).

Foram observadas bandas C/Giemsa na por¢do terminal do braco curto e nos
satélites dos dois cromossomos acrocéntricos menores em todas as espécies de Echinodorus
(Figs. 1- b, d, 1, h, j), correspondendo as RONs visiveis (ou ndo) na coloragdo convencional.
Em E. paniculatus e E. tenellus, também foi observada uma banda amplificada,
correspondente ao satélite maior visualizado na coloracdo convencional (Figs. 1b e 1j).
Entretanto, em E. lanceolatus, além das RONs heterocromaticas, observou-se bandas
teloméricas nos bracos longos de sete pares acrocéntricos, incluindo o par satelitado maior
(Fig. 1h).

Em Limnocharitaceae, Hydrocleys nymphoides (Fig. 11) e H. martii (Fig. 1m)
apresentaram numero cromossdomico 2n=16, com dois pares metacéntricos, um
submetacéntrico e cinco acrocéntricos. Foi observada constricdo secunddria localizada no
braco curto do par metacéntrico menor de H. martii € no brago curto de um dos menores
pares acrocéntricos em H. nymphoides. Para o género Limnocharis, L. flava (Fig. 1n) e L.
laforestii (Fig. 10), o complemento cromossdmico foi constituido por 2n=20, sendo dois
pares metacéntricos e oito pares acrocéntricos, sem constrigdes secunddrias visiveis. Os
tamanhos cromossdmicos médios variaram de 4.01 e 4.46um para Hydrocleys martii e H.

nymphoides e 4.77 e 6.49um para Limnocharis flava e L. laforestii, respectivamente. Assim
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como na familia Alismataceae, em Limnocharitaceae, os cariétipos foram claramente
assimétricos e incluidos na categoria 3C de Stebbins (1971). A coloragcdo com nitrato revelou
dois nucléolos ativos nas espécies de Hydrocleys e quatro para L. flava (dados ndo
mostrados).

Para a familia Hydrocharitaceae, foram analisadas através da coloracdo convencional
duas populacdes de Limnobium laevigatum (Fig. 1p), ambas com 2n=28, medindo de 1.58 a
5.83um, sendo quatro pares metacéntricos menores e os demais submetacéntricos e/ou
acrocéntricos (Fig. 2f), dos quais, quatro pares maiores e seis menores. Assim como nas
demais Alismatales, a espécie apresentou caridtipo assimétrico, porém incluida na categoria

2C de Stebbins (1971).

Discussao

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 ndo foram encontrados registros cromossdmicos prévios. Em
relacdo ao tipo de nicleo interfasico, todas as Alismataceae e Limnocharitaceae analisadas
apresentaram nucleos reticulados, confirmando dados prévios para essas familias (Costa e
Forni-Martins 2003). Entretanto, Limnobium laevigatum divergiu das outras Alismatales por
apresentar nucleos semi-reticulados e diferencas em nimero e morfologia cromossdmica
(Bernadello e Moscone 1986). Esses dados parecem corroborar a andlise filogenética de
Chen et al. (2004) que dispdem Hydrocharitaceae em um clado distinto de Alismataceae-

Limnocharitaceae, diferindo destas por apresentar ovario sincarpico.

Familia Alismataceae

A familia Alismataceae é caracterizada por apresentar cromossomos grandes, com
morfologia e nimeros bastante estdveis dentro de um género, com 2n=22 na maioria das
espécies, porém com uma variacio desde 2n=14 em Alisma (Baldwin e Speese 1955), 2n=22
em Echinodorus e Sagittaria, e 2n=3x=33 em uma populagdo tripléide de Echinodorus
tenellus (Costa e Forni-Martins 2004). No presente trabalho, essa estabilidade numérica foi
confirmada e todas as espécies apresentaram 2n=22, sem ocorréncia de populagdes

polipldides. Todavia, em relacdo aos tamanhos cromossdmicos, 0s registros prévios para E.
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grandiflorus do Sudeste do Brasil medindo 2,3 e 6,3um (Costa e Forni-Martins 2003)
divergiram dos nossos resultados para esta espécie, onde a média dos tamanhos
cromossdmicos variou de 6,6 a 12.9um, o que corresponde a mais de duas vezes o tamanho
cromossOmico para a populacdo do Sudeste. Entretanto, para E. tenellus os tamanhos
cromossdmicos previamente registrados foram mais coincidentes com os nossos dados. Para
E. grandiflorus sdo reconhecidas duas subespécies, ambas registradas para as regides
Nordeste e Sudeste do Brasil (Haynes e Holm-Nielsen 1994). E provivel, portanto, que a
diferenca nos tamanhos cromossOmicos seja explicada por diferencas taxondmica
infraespecificas. As duas populacdes analisadas no presente trabalho foram incluidas na
subspécie grandiflorus, mas nao foi possivel 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 distribuidas em diferentes ramos do
cladograma. Assim, as diferencas cariotipicas observadas entre nossos dados e os de Costa e
Forni-Martins (2003) suportam a hipodtese de filogenia de Lehtonen (2006), indicando que
pode tratar-se de espécies diferentes.

Com relacdo a distribui¢do da heterocromatina constitutiva, tem ocorrido um padrio
mais varidvel entre as espécies estudadas e os dados prévios da literatura. Nas espécies do
Nordeste do Brasil foram observados quatro blocos heterocromaticos relacionados a RON e
localizados nos bracos curtos de dois pares acrocéntricos menores em quatro das cinco
espécies estudadas, exceto para Echinodorus lanceolatus, que além das RONs
heterocromaticas, apresentou bandas terminais nos bragcos longos de sete pares acrocéntricos.
Nesse aspecto, as populacdoes do NE também divergiram das populagdes do Sudeste de E.
grandiflorus e E. tenellus. Em nosso trabalho, as duas popula¢des de E. grandiflorus
apresentaram quatro bandas, enquanto a populacdo estudada por Costa et al. (2006)
apresentou apenas duas. Ja a unica populacdo estudada de E. tenellus apresentou quatro
bandas, enquanto Costa e Forni-Martins (2004) observaram uma unica banda em uma
populacdo dipldide e duas na populacdo tripldide. Diferentes padrdes de distribui¢do de
heterocromatina em plantas sdo freqiientes 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 habito de crescimento menor e presenca de folhas submersas,
enquanto as demais espécies sdo maiores, e ndo possuem esse tipo de folha (Haynes e Holm-

Nielsen 1994). Contudo, ndo foi observada nenhuma diferenca cariotipica marcante entre o
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padrio de bandas C de E. fenellus e as outras espécies estudadas. Uma notavel excecdo
ocorreu em E. lanceolatus que divergiu das demais espécies por apresentar, além das bandas
correspondentes as RONs heterocromadticas, bandas terminais nos bragos longos de sete
pares acrocéntricos (Fig. 1h). Um padrio ainda mais varidvel foi observado por Costa et al.
(2006) em duas outras espécies, que além das bandas terminais, observou bandas intersticiais
nos bragos longos de sete pares acrocéntricos de E. longipetalus, e bandas terminais e
intersticiais em E. macrophyllus. Essa variabilidade no padrio de bandas de Echinodorus
poderd ser util em outros trabalhos de citotaxonomia do género, especialmente na
identificacdo de hibridos interespecificos entre espécies com diferentes padrdes de bandas.
No caso de E. lanceolatus, E. macrophyllus e E. longipetalus, o padrio de bandas
semelhantes (terminais) e intermedidrios (intersticiais), indica a possibilidade de hibridizagcao
entre um ancestral com padrao semelhante a E. lanceolatus e E. longipetalus, com perda ou
ganho de algumas bandas (ver esquema na Fig. 2). Ambas as espécies, compartilham
caracteres morfolégicos como poucas flores, auséncia de marcas pelicidas, numerosos
carpelos, folhas lanceoladas e distribuicdo geografica comum. Essas duas ultimas foram
dispostas em diferentes ramos do clado A de Lehtonen (2006), enquanto todas as
subespécies de E. macrophyllus foram incluidas no clado B, porém em uma condigcdo
derivada, suportando a hipdtese da origem hibrida desta tltima.

Estudos morfolégicos no género apontam uma origem polifilética para Echinodorus,
onde o subgénero Helianthium estaria mais relacionado ao género Sagittaria do que as
demais espécies de Echinodorus (Lehtonen 2006). Os dados cariolégicos atualmente
disponiveis para esses dois géneros, indicam que eles sdo bastante semelhantes em termos
cariotipicos. Assim como as demais espécies de Echinodorus, Sagittaria apresenta 2n=22 e
féormula cariotipica 2m+20a ou 2m+2sm+18a (Costa e Forni-Martins 2003), ou ainda

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

Familia Limnocharitaceae

Em relacdo as Limnocharitaceae, os registros de 2n=16 para Hydrocleys martii e H.
nymphoides e de 2n=20 para Limnocharis flava e L. laforestii, confirmam os ndmeros
basicos anteriormente propostos para esses géneros. Para H. martii, a contagem € inédita e o
caridtipo € bastante similar a H. nymphoides, diferindo basicamente na localizacdo do
satélite, observado no menor par metacéntrico na primeira espécie, enquanto na segunda,

ocorreu no menor par acrocéntrico. Contudo, no registro prévio de Forni-Martins e Calligaris
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(2002), o satélite de H. nymphoides foi observado no brago curto do par metacéntrico
intermediario. Constricdes secunddrias constituem um pardmetro cromossomico bastante
varidvel em plantas e podem ou ndo serem expressas na célula (Guerra 2000). Entretanto, na
familia Limnocharitaceae, assim como em Alismataceae, embora com algumas variacdes na
primeira, as constri¢des secunddrias tém uma localizacdo preferencial, geralmente nos bragos
curtos dos menores acrocéntricos. O numero 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 fusdo céntrica com perda
de um fragmento céntrico e tornada homozigota através da segregagdo na meiose. De acordo
com a autora, também seria possivel que a condi¢do derivada esteja no cariétipo com 2n=16
originado por fissdo céntrica, suportando a hipdtese de um nimero bdsico ancestral x=6 para
a familia como um todo (Costa e Forni-Martins 2003). Em relacdo a Limnocharis, o registro
de 2n=20 e formula cariotipica 4m+16a apresenta uma posicdo intermedidria entre
Echinodorus e Hydrocleys, corroborando dados moleculares que incluem Limnocharis em

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

Familia Hydrocharitaceae

Em Hydrocharitaceae, Limnobium laevigatum, o Unico representante estudado no
presente trabalho, apresentou caridtipo claramente diferente de Alismataceae e
Limnocharithaceae. Foram observados 2n=28 e formula cariotipica 4m+6sm+4a,
confirmando o nimero e a férmula cariotipica anteriormente reportados para esta espécie
(Moscone e Bernardello 1985). Os dados cromossdmicos deste trabalho e da literatura, ndo
permitem inferir para Hydrocharitaceae, diferentemente de  Alismataceae e
Limnocharitaceae, a provdvel rota de evolucdo numérica para esta familia. Para as
Hydrocharitaceae, os registros cromossdmicos sao escassos, restritos ao ndmero
cromossOmico que sdo bastante varidveis, de 2n=14 em Hydrocharis morus-ranae a 2=88
em Ottelia alismoides (Goldblatt 1981). Esses nimeros sdo dificeis de serem associados a
um ndmero basico unico, sendo necessario um aumento no conhecimento cromossdmico da

familia para que se tenha uma idéia mais clara de sua evolucdo cariotipica.
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Tab. 1. Relagdo das espécies estudadas de Alismatales, material estudado, proveniéncia, nlimeros cromossdmicos observados, contagens prévias, férmula cariotipica e

distribui¢do da heterocromatina.

Familias/ Espécies Figs. Proveniéncia Coletor/miimero 2n Ccp Referéncias FC MMMC DH

Alismataceae

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

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

E. grandiflorus (Cham & Schltdl.) Micheli le,d Cachoeira do Urubu, CE L.P.Felix, 10823 22 2n=22 Costa & Forni-Martins (2003) 2m+20a 6,58 a12,91um Ibpa+ 1bpp +

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

E. andrieuxii (Hook & Arnott) le, f

Haynes & Holm-Nielsen Campo Maior, PI L.P.Felix, 10821 22 _ _ 2m+20a 343a112um 2bpp + 2bpd

E. lanceolatus Rataj 1g,h Rio Grande do Sul, RS L.P.Felix, 10822 22 _ _ 2m+20a 4,36a11,0um 12btt+1bpa+
3bpp

E. tenellus (Mart. ex. Schult) Buchenau 14, j Campo Maior, PI L.P.Felix, 10543 22 2n=22 Costa & Forni Martins (2004) 2m+20a 3,14 29,66 um 1bpa+ 1bpp +

Costa et al. (2006) 2bpd
2n=33

Limnocharitaceae

Hydrocleys nymphoides (Willd) Buchenau 11 Areia, PB L.P.Felix, S/N 16 2n=16 Calligaris & Forni-Martins (2002) 2sm+4m+10a 3,7a7,81 um .

Hydrocleys martii Seubert 1m Esperanca, PB L.P.Felix, 10760 16 _ _ 2sm+4m+10a 2,8526,91 pm _

Limnocharis flava (L.) Buchenau In Recife, PE L.P.Felix, 11281 20 2n=20 Calligaris & Forni-Martins (2002) 4m+16a 3,61 26,74 pm _

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

Hydrocharitaceae

Limnobium laevigatum (Humb. & Bonpl. ex. 1p Areia, PB L.P.Felix, 10765 28 2n=28 Bernadello & Moscone 1985 4m+6sm+4a 1,58 25,83 um _

Willd.)

Figs: Figuras, 2n: nimero cromossdmico somdtico; CP: Contagens prévias; FC: Férmula Cariotipica; MMMC: Média do menor e do maior cromossomo; DH:
Distribuicdo da Heterocromatina (bpa: bloco proximal amplificado; bpp:bloco proximal pequeno; bpd:bloco proximal distendido; btt: bloco terminal telomérico).
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Fig. 1. Coloragdo 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 (1); H. martii (m); L. flava (n); L.
laforestii (0); Limnobium laevigatum (p). Em b, c, d cabecas de setas indicam satélite pequeno e em h
indica satélite amplificado. Setas indicam satélites correspondentes as RONs heterocrométicas
evidenciadas pelo bandeamento C. Bar = 10 um
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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), 1) Hydrocleys nymphoides (n=8) e j) H. martii (n=8). Barra
horizontal em a, c, d e e mostram pares heteromoérficos para distensdo das RONs
heterocromadticas visualizadas pelo bandeamento C. No quadro, representacdo
esquematica da hipétese em que E. lanceolatus (1) e E. longipetalus (m) originaram
o possivel hibrido E. macrophyllus (n).




Feitoza, L. L., Alismatales ss: Andlise citogenética... 54

Referéncias Bibliograficas

Angiosperm Phylogeny Group. (1998) In ordinal classification for the families of flowering
plants. Annals of the Missouri Botanical, Garden. 85:531-553.

Angiosperm Phylogeny Group. (2003) An update of the Angiosperm Phylogeny Group
classification for the orders and families of flowering plants: APG II Botanical Journal of
the Linnean Society. 141:399-436.

Baldwin J. T. Jr., Speese B. M. (1955) Chromosomes of Taxa of the Alismataceae in the
Range of Gray's Manual. American Journal of Botany. 42: 406-411.

Bernadello L. M., Moscone E. (1986) The Karyotype of Limnobium Spongia
(Hydrocharitaceae). Plant Systematics and Evol. 153: 31-36.

Bhattacharya G.N. Grosh D. K. (1977) Cytological analysis of diferent cytotypes of Ottelia
Alismoides Pers. Caryologia 29: 195-202.

Buitendijk J. H. Ramanna M. S. (1996) Giemsa C-banded Karyotypes of Eight Species of
Alstroemeria L. and Some of Their Hybrids. Ann. of Bot. 78: 449-457.

Chase M. W., Soltis De, Soltis P. S., Rudall P.J., Fay M.F., Hahn W. H., Sullivan S., Joseph
J., Molvray M., Kores P. J., Givnish T. J., Sytsma K. J., Pires J. C. (2000) Higher-level
systematics of the monocotyledons: An assessment of current knowledge and a new

classification. In: Wilson Kl, Morrison Da, Eds. Monocots: Systematics and Evolution.
Melbourne: Csiro. 3-16.

Chaudhuri J. B., Sharma A. (1978) Cytological studies on three aquatic members of
Hydrocharitaceae in relation to their morphological and ecological characteristics.
Cytologia. 42: 723-729.

Chen J. M., Chen D., Robert W., Wang G. F., Guo YH (2004) Evolution of apocarpy in
Alismatidae using phylogenetic evidence from chloroplast rbcL. gene sequence data. Bot.
Bull. Acad. Sim. 45:33-40.

Costa Y. J.,, Forni-Martins E. R. (2003) Karyology of some Brazilian species of
Alismataceae. Botanical Journal of the Linnean Society.143:159-164.

Costa Y. J., Forni-Martins E. R. (2004) A triploid cytotype of Echinodorus Tenellus.
Aquatic Botany.79: 325-332.

Costa Y. J., Forni-Martins E. R., Vanzela, A. L. L. (2006) Karyotype characterization of five
Brazilian species of Echinodorus (Alismatales) with chromosomal banding and 45s DNAr
FiSH. Plant Systematics and Evolution. 257: 119-127.



Feitoza, L. L., Alismatales ss: Andlise citogenética... 55

Cronquist A. (1981) An integrated system of classification of flowering plants. New York,
Springer - Verlag.

Cronquist A. (1988) The Evolution and classification of flowering plants. The New York
Botanical Garden.

Dahlgren R. M. T., Bremer K. (1985) Major clades of the angiosperms. Cladistics. 1:349-
368.

Forni-Martins E. R., Calligaris K. P. (2002) Chromossomal studies on Neotropical
Limnocharitaceae (Alismatales). Aquatic Botany. 74: 33-41.

Fotedar J. L., Roy S. K. (1974) Biosystematic of some Indian. In Hydrocharitaceae with
notes on the evolutionary status of its members. In P. Kachroo (Ed.)Adv. Front. Cytogenet.
357-364. Hindustan Public., Dehli.

Goldblatt P. (1981) Index to plant chromossomic number. Missouri Botanical Garden.

Guerra M. (1983) O Uso Giemsa na citogenética vegetal - Comparacdo entre a coloracio
simples e o bandeamento. Ciéncia e Cultura, Sdo Paulo-Brasil. 35: 190-193.

Guerra M. (1986) Reviewing the cromosome nomeclature of Levan et al. Rev. Bras Genet.
9: 741-743.

Guerra M. (2000) Patterns of heterochromatin distribution in plant chromosomes. Genet.
Mol. Biol. 23: 1029-1041.

Harada 1. (1956) Cytological studies In Helobiae. Part I. Numbers in seven families.
Cytologia. 21: 306-328.

Haynes R. R., Holm-Nielsen L. B. (1992) The Limnocharitaceae. Flora Neotropica.
Monograph 62. The New York Botanical Garden, New York.

Haynes R. R., Holm - Nielsen L. B. (1994) The Alismataceae. Flora Neotropica, Monograph
64. New York: The New York Botanical Garden.

Hizume M., Sato S., Tanaka A. (1980) A Highly reproducible method for nucleolus
organizing regions staining in Plants, Stain Technol. 55: 87-90.

Hutchinson J. (1959) The families of flowering plants. 2 Ed. Clarendon Press, Oxford.
Judd W. S., Campbell C. S., Kellogg E. A., Stevens P. F. (1999) Plant Systematics: A

Phylogenetic Approach. Sunderland, Ma: Sinauer Associates.

Kenton A. (1981) A Robertsonian Relationship in the chromosomes of two species of
Hydrocleys. Kew Bull 36: 487-492.



Feitoza, L. L., Alismatales ss: Andlise citogenética... 56

Lehtonen S. (2006) Phylogenetics of Echinodorus (Alismataceae) based on morphological
data. Botanical Journal of the Linnean Society 150: 291-305.

Les D. H., Schneider E. L., (1995) The Nymphaeales, Al- Lacandonia Schismatica
(Lacandoniaceae). Annals of the Alismatidae and the theory of an aquatic monocotyledon
Missouri Botanical Garden 76: 124—127.

Morawetz W., Samuel M. R. A. (1988) Karyological patterns in the Hamamelidae. In: Crane,
P.;Blackmore, S. Evolution, Systematics and Fossil History of the Hamamelidae. Oxford:
Clarendon Press. 40a, 129-154.

Moscone E. A., Bernadello L.M. (1985) Chromosome studies on Hydromystria Laevigatum
(Hydrocharitaceae) Ann. Missouri Botanical Garden 72: 480-484.

Packer J. G., and Witkus R. (1982). In IOBP Chromosome Number Reports Lxxv. A. Love,
Ed, Taxon 31:342-368.

Schwarzarcher T., Ambros P., Schweizer D (1980) Application of Giemsa Banding to
Orchid karyotype analysis. Plant Systematics and Evol. 134: 293-297.

Sharma A. K., Chatterjee M. T. (1967) Cytotaxonomy of Helobieae with special reference to
the mode of evolution. Cytologia 32: 286-307.

Souza V. C., Lorenzi H. (2005) Botanica Sistematica: Guia ilustrado para identificagdo das
familias de Angiospermas da Flora Brasileira, baseado em APG II.

Stebbins G. L. (1971) Chromossomal Evolution in Higher Plants — London. 216p.
Tamura M. N., Yamashita J., Fuse S., Haraguchi M. (2004) Molecular phylogeny of

monocotyledons inferred from combined analysis of plastid matK and rbcL gene
sequences. Journal Plant Research, London 117: 109-120.



Feitoza, L. L., Alismatales ss: Andlise citogenética... 57

CAPITULO IT

MANUSCRITO A SER ENVIADO A REVISTA:
GENETICS AND MOLECULAR BIOLOGY



Feitoza, L. L., Alismatales ss: Andlise citogenética... 58

Citogenética de Alismataceae e Limnocharitaceae: bandeamento CMA/DAPI e
FISH do DNAr 45S

Lidiane L. Feitoza', Maria Isabel G. Martins', Leonardo P. Felix?, Reginaldo Carvalho®

" Laboratdrio de Genética - Bioquimica e Sequénciamento de DNA. Universidade Federal
Rural de Pernambuco. Pernambuco, Brasil. CNPq

2 L aboratério de Citogenética Vegetal.Universidade Federal da Paraiba. Paraiba, Brasil.
3Departamento de Biologia/Genética. Laboratério de Genética - Bioquimica e
Sequenciamento de DNA. Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.

Resumo

Espécies pertencentes as familias Alismataceae (Echinodorus) e Limnocharitaceae
(Hydrocleys e Limnocharis) foram analisadas através do bandeamento com os fluorocromos
CMA/DAPI, bandeamento C/CMA/DAPI e hibridizacdo in situ (FISH) com sondas de
DNAr 45S. Todas as espécies de Echinodorus apresentaram 2n=22, cariotipo bimodal e
heterocromatina rica em GC localizada preferencialmente em dois pares acrocéntricos
menores que em geral corresponderam ao numero de sitios de DNAr 45S, exceto E.
lanceolatus que teve bandas DAPI". Um padrio de bandas semelhante foi observado nas
duas espécies de Limnocharis (2n=20), que entretanto, diferiu em relag@o aos sitios de DNAr
45S em L. laforestii, que foram apenas dois. As espécies Hydrocleys nymphoides e H. martii
apresentaram nimero cromossdmico 2n=16, mas tiveram a posicdo da heterocromatina rica
em GC associada ao satélite em tipos cromossdmicos diferentes. Sdo discutidas as
implicagdes citotaxondmicas desses padrdoes e correlacionados com dados prévios da

literatura.

Palavras-chave: heterocromatina, fluorocromos, FISH, evolugéo
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Introducao

As Alismatales constituem uma ordem de plantas de habitat aqudtico, ou semi-
aquatico, terrestres e epifitas. Compreendem um total de 14 familias (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 familias Alismataceae e Limnocharitaceae, t€m
no Nordeste do Brasil um dos seus principais centros de diversidade (Haynes e Holm-
Nielsen, 1992; 1994). Muitas de suas espécies apresentam importancia medicinal (Buznego e
Pérez-Saad, 2006), entretanto sdo especialmente reconhecidas pela sua histéria evolutiva e

delimita¢do taxondmica complexa.

De acordo com alguns autores, as familias Alismataceae e Limnocharitaceae
compartilham de muitos caracteres morfoldgicos semelhantes, e por isso, deveriam ser
reduzidas a apenas uma familia. Esse ponto de vista é adotado por Dahlgren e Clifford
(1981) com base em dados morfoldgicos e por Judd et al. (1999) utilizando sequéncias do
gene rbcL. Dados carioldgicos reforcam essa hipdtese, devido a uma possivel rota evolutiva
comum compartilhada por essas duas linhagens, Alismataceae e Limnocharitaceae, com base
em um caridtipo ancestral simétrico com n=6 cromossomos metacéntricos. Esse caridtipo
ancestral teria sofrido sucessivas fissdes céntricas do tipo Robertisoniana, oringinando
cromossomos acrocéntricos observados em ambas as familias (Forni-Martins e Calligaris,
2002; Costa e Forni-Martins, 2003). Mais recentemente, dados moleculares com base em
sequéncias de DNA do gene rbcL para 46 espécies representando 15 familias de
Alismatideae indicam que a inclusdao de Limnocharitaceae em Alismataceae tornaria esta
ultima monofilética (Chen et al., 2004).

Para os tidxons brasileiros, hd registros cariolégicos para nimero e morfologia
cromossOmica em alguns representantes de Alismataceae pertencentes aos géneros
Echinodorus e Sagittaria (Costa e Forni-Martins, 2003) e para dois géneros pertencentes a
Limnocharitaceae, Limnocharis e Hydrocleys (Forni-Martins e Calligaris, 2002). Em relacdo
as Limnocharitaceae, tem sido identificados os nimeros basicos x=7 para Butomopsis, x=7
ou 8 para Hydrocleys e x=10 para Limnocharis (Harada, 1956).

A informacio citogenética através da combinacdo do bandeamento cromossdmico e
FISH pode ser usada para comparar espécies do mesmo género, gé€neros relacionados e

espécies de diferentes gé€neros, permitindo um melhor detalhamento do cariétipo (Guerra,
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2004). Em Alismataceae, bandeamento com os fluorocromos CMA e DAPI e hibridizacao in
situ com DNAr 458 s3o conhecidos, até entdo, 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, ndo ha registro na literatura de estudos
envolvendo bandeamento com fluorocromos e hibridizagdo com o DNAr, o que dificulta
uma compreensdo mais clara da evolugao cariotipica nesse grupo de plantas.

Nesse trabalho foram estudadas citologicamente através do bandeamento com os
fluorocromos CMA e DAPI e da localizacdo dos sitios de DNAr 45S, cinco espécies da
familia Alismataceae e quatro de Limnocharitaceae ocorrentes no Nordeste do Brasil. Em
Alismataceae, uma excecdo foi Echinodorus lanceolatus, proveniente do estado do Rio
grande do Sul. Assim, objetivou-se caracterizar mais detalhadamente o cariétipo dessas
espécies através do mapeamento fisico dos sitios heterocromaticos GC/AT e de DNAr 45S, e

assim compreender a evolugdo cariotipica nessas familias.

Materiais e Métodos

Foram analisadas um total de nove espécies de Alismatales, sendo quatro (Hydrocleys
nymphoides, H. martii, Limnocharis flava e L. laforestii) da familia Limnocharitaceae, e
cinco (Echinodorus paniculatus, E. grandiflorus subsp. grandiflorus, E. andrieuxii, E.
lanceolatus e E. tenellus) da familia Alismataceae. Para as espécies foram realizados o
bandeamento direto com os fluorocromos CMA e DAPI, bandeamento C/CMA/DAPI e
hibridagdo fluorescente in situ com sondas de DNAr 45S. Os espécimes foram coletados nos
estados da Paraiba, Pernambuco, Ceara, Piaui ¢ Rio Grande do Sul. As exsicatas estdo
depositadas no Herbario Jayme Coelho de Moraes, do Centro de Ciéncias Agrarias da

Universidade Federal da Paraiba.

Preparacdo Cromossémica

Para as andlises mitdticas, pontas de raizes obtidas de plantas adultas cultivadas em jarros
foram pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina (0,002M) 16h a 15°C, fixadas em 3:1 etanol-
acido acético (v/v) por 4 h a temperatura ambiente e estocadas em freezer a -20°C. O
material foi lavado em 4gua destilada e digerido em uma solugido enzimdtica (2% celulase
(Onozuka) e 20% pectinase (Sigma) (w/v) por 1h a 37°C. Em seguida as laminas foram

preparadas pelo método de esmagamento em uma gota de acido acético 45%, e as laminulas
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retiradas em nitrogé€nio liquido. As laminas foram secas ao ar e envelhecidas por trés dias a

temperatura ambiente.

Coloragado com fluorocromos CMA/DAPI

O protocolo seguido foi o de Schweizer (1976), com pequenas modificacdes. Apds o
envelhecimento por trés dias, o material vegetal foi corado com CMA (cromomicina As) por
40min e com DAPI (4’,6-diamidino-2-phenilindole (DAPI) por 30min, posteriormente
montadas em Mcllvaine-glicerol (1:1, v/v). A documentacdo fotogrifica foi obtida com
camera digital Cyber-Shot (Sony) 5.1 MP utilizando-se 2.1 MP de resolucdo, acoplada a um
microscopio de epifluorescéncia 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
modificacdes e foi empregado para todas as espécies estudadas, objetivando confirmar a
constituicdo dos blocos de heterocromatina. As raizes foram digeridas em solugéo
enzimdtica conforme protocolo para digestdo para fluorocromos. Depois de envelhecidas
por trés dias, as laminas foram tratadas com uma solugdo de hidréxido de bario a 5% a
temperatura ambiente por 10 min, lavadas rapidamente em 4cido acético 45% e depois em
dgua corrente por 2 min, secas e incubadas em 2x SSC a 60°C por 80min, com excecdo de
Hydrocleys e Limnocharis em que o tempo foi reduzido para 45min. Apés esse tratamento,
as laminas foram lavadas em 4gua destilada, secas e coradas com CMA/DAPI de acordo

com o protocolo de coloragdo com os fluorocromos.

Hibridizag&o in situ por fluorescéncia

As melhores 1aminas foram submetidas ao processo de FISH de acordo com Moscone et al.
(1996), com modificacdes. A técnica de hibridizagdo in situ envolveu a preparagcdo de sonda
especifica de DNA ribossomal 45S. A sonda utilizada de Arabidops thaliana foi marcada
com digoxigenina 11-dUTP. As laminas contendo as preparacdes citoldgicas foram tratadas
com fixador Carnoy (3:1) e submetidas a uma série alcodlica. Em seguida foram
desnaturadas a 75 °C em formamida 60% por 7 min. A desnaturacdo da sonda ocorreu
também a 75 °C durante 10 min. Depois de desnaturadas com a sonda marcada, as ldminas

foram transferidas para uma camara Umida pré-aquecida a 37 °C ficando overnight para
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hibridizar. Os sitios de DNAr 45S foram detectados com o anticorpo monoclonal de
camundongo anti-biotina (Dako) ou anticorpo primario anti-digoxigenina produzido em
ovelha conjugado ao FITC (Roche) e visualizados com um anticorpo secundério conjugado
ao tetrametil rodamina — isotiocianato (TRITC) (Dako), ou, com anticorpo secundirio de
ovelha produzido em coelho e conjugado com FITC (Dako) respectivamente. As laminas
foram montadas com DAPI (2 pg/mL) / Vectashield. Utilizou-se um fotomicroscépio Leica
DMRB, equipado com luz ultravioleta e camera de video 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, ndmero
cromossOmico e caracteristicas cariomorfoldgicas estdo presentes na tabela 1. Todas as
espécies do género Echinodorus apresentaram nimero cromossomico 2n=22 (Tabela 1) e
elevada assimetria cariotipica (férmula cariotipica 2m+20a) (Figura 1). Caridtipos
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 diferencas na quantidade e localizacdo da
heterocromatina constitutiva entre as espécies analisadas. Para o gé€nero Echinodorus, as
bandas CMA™ corresponderam em geral aos blocos C/CMA™ das RONs heterocrométicas,
exceto em E. lanceolatus que além destas, apresentou bandas DAPI" teloméricas em sete
pares acrocéntricos, as quais s6 foram visualizadas apds tratamento das laminas para
bandeamento C seguido da coloragdo com os fluorocromos (Figura 1). Apés a hibridizagio
in situ, constatou-se que de uma maneira geral as RONs heterocromdticas CMA™
corresponderam aos sitios de DNAr 45S, exceto em E. andrieuxii.

Em Echinodorus paniculatus foram observados nos bracos curtos de dois pares
acrocéntricos, duas bandas CMA*/DAPI (Figuras 2A-B), as quais colocalizaram com quatro
sitios de DNAr 45S, sendo dois maiores e dois menores, sempre com uma constri¢ao
secunddria observada em apenas um dos homoélogos (Figura 2C). Esse mesmo padrdo de
bandas fluorescentes e de distribuicio dos sitios de DNAr 45S também foi observado em E.
grandiflorus subsp. grandiflorus (Figuras 2I-J). Nas duas espécies, esse mesmo padrao de
bandas foi observado apds o tratamento para banda C/CMA/DAPIL.

Echinodorus lanceolatus teve um padrao de banda diferente das demais espécies. Na
coloracdo direta CMA/DAPI foram observados quatro blocos CMA*/DAPI no brago curto

de dois pares acrocéntricos (Figura 2D, setas), que foram fortemente heteromorficos. No par
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menor (Figura 2D, setas vermelhas), um dos cromossomos apresentou bloco CMA bastante
amplificado e distendido, em relacdo ao seu homélogo. O mesmo ndo foi observado em
relacio ao par maior, (Figura 2D, setas brancas), embora um dos homoélogos tenha
apresentado também um bloco maior. Apés o bandeamento C/CMA/DAPI, as bandas CMA™
foram observadas como DAPI" (Figura 2E, setas brancas) ou DAPI’ (Figura 2E, cabeca de
seta). Além destas foram observados 14 blocos DAPI+/CMA0, na regido telomérica dos
bracos longos de sete pares acrocéntricos (Figura 2E, setas vermelhas). Apds a hibridizagdo
in situ, essas bandas também foram claramente visualizadas (Figura 2F). Os quatro sitios de
DNAr 458 coincidiram com as bandas CMA". Echinodorus andrieuxii, também apresentou
dois pares acrocéntricos CMA*/DAPI’, que também foram heteromérficos, com um bloco
CMA" distendido em um dos homélogos de cada par bandeado (Figura 2L, setas). Esse
mesmo padrao de bandas foi observado pelo bandeamento C/CMA/DAPI (dados ndo
mostrados). Todavia, s6 foram observados trés sitios de DNAr 45S (Figura 2M).

Em Echinodorus tenellus foram observados quatro blocos CMA*/DAPI (Figura 2G)
nos satélites de dois pares acrocéntricos, os quais também foram heteromorficos para a
distensdio da banda CMA®. No par menor, um dos homdlogos apresentou um bloco
distendido e amplificado e o outro ndo (Figura 2G, setas brancas) e no par maior, as duas
bandas foram distendidas, mas apenas uma foi amplificada (Figura 2G, setas vermelhas).
Esse padrdo de bandas ndo coincidiu com o bandeamento C/CMA/DAPI, que evidenciou
dois blocos CMA*/DAPI" e dois blocos CMA*/DAPI" (dados ndo mostrados). A
hibridizacdo in situ revelou quatro sitios de DNAr 45S, que também corresponderam aos
blocos CMA" (Figura 2H).

Em Limnocharis, foram observados quatro blocos CMA™, nos bracos curtos de dois
pares acrocéntricos, sendo os quatro blocos CMA*/DAPI° em Limnocharis flava (Figura 3A-
B). Entretanto, em L. laforestii, dos quatro blocos CMA™, dois foram DAPI e dois DAPI’
(Figura 3D-E). Nas duas espécies, esse mesmo padrao foi observado através do bandeamento
C/CMA/DAPI. Ver em L. laforestii (Figura 3F). Nao foram observados blocos DAPI" em
nenhuma das duas espécies estudas de Limnocharis. Em L. flava, foram visualizados quatro
sitios de DNAr 45S correspondentes as bandas CMA™ (Figura 3C, setas) enquanto em L.
laforestii, apenas dois sitios foram claramente observados (Figura 41, setas).

Hydrocleys martii apresentou dois blocos CMA*/DAPI localizados nos bracos curtos
do menor par metacéntrico (Figura 3G-H). Em H. nymphoides também observou-se dois

blocos CMA*/DAPI’, porém localizados no brago curto do menor par acrocéntrico (Figura
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3J-L). Em ambas as espécies, o bandeamento C/CMA/DAPI evidenciou idéntico padrdo de
bandas. Em H. nymphoides, os sitios de DNAr 45S corresponderam aos blocos CMA*
(Figura 3M).

Discussao

Em Alismatales de maneira geral, os estudos citogenéticos tém sido limitados a
utilizagdo da colorag¢do convencional (Baldwin e Speese, 1955; Forni-Martins e Calligaris,
2002; Costa e Forni-Martins, 2003). O primeiro estudo empregando bandeamento
cromossdmico C foi realizado no género Hydrocleys por Kenton (1981). Posteriormente,
Costa e Forni-Martins (2004) e Costa et al. (2006), além do bandeamento C, utilizaram
coloracdo com fluorocromos e hibridizacdo in situ com DNAr 45S em cinco espécies do
género Echinodorus. Uma caracteristica observada nesses trabalhos e aqui confirmada € a
presenga de heterocromatina constitutiva localizada nos bracos curtos dos cromossomos
onde a constricio secunddria foi visualizada. No presente trabalho, essa RON
heterocromdtica foi sempre CMA™ e, no geral, corresponderam aos sitios de DNAr 45S.
Apesar de algumas semelhancas observadas, nossos dados confirmam apenas parcialmente
os dados de Costa et al. (2006) para trés espécies de Echinodorus do Sudeste Brasil. Esses
autores também observaram uma correspondéncia entre os sitios e as constrigdes
secunddrias para todas as espécies estudadas. Porém E. grandiflorus apresentou duas bandas
CMA™ que corresponderam a dois sitios de DNAr, enquanto E. tenellus apresentou apenas
uma banda CMA" (Costa e Forni-Martins, 2004), embora tenham sido observados trés sitios
DNAr para esta espécie. Em nosso estudo, essas e as demais espécies apresentaram quatro
sitios DNAr correspondentes as bandas CMA”, exceto E. andrieuxii que teve quatro bandas
CMA™ e apenas trés sitios de DNAr 45S. Diferencas intraespecificas no arranjo e na
quantidade de heterocromatina ocorrem em vdrios gé€neros, e tem sido usado para
compreender a evolugdo cariotipica e sistemdtica em diversos grupos de plantas (revisado
por Guerra, 2000). Em Citrus, por exemplo, as diferengas nos padrdes de bandas CMA™ e o
elevado heteromorfismo cromossdmico, t€ém sido relacionados a intensa hibridizacdo
interespecifica nesse taxon (Yamamoto e Tominaga, 2003). Além disso, outras populacdes
de Alismataceae (g€nero Sagittaria) da Regido Sudeste (E. R. Forni-Martins, comunicacio
pessoal) tém apresentado variacdes no ndmero de sitios de DNAr 45S. No presente
trabalho, as duas tnicas espécies onde mais de uma populacdo foi analisada, observou-se o

mesmo padrdo de bandas heterocromaticas e sitios de DNAr 45S. Embora nédo seja possivel



Feitoza, L. L., Alismatales ss: Andlise citogenética... 65

identificar com seguranca a causa da variagdo intraespecifica nas populacdes do Sudeste, o
registro de populagdes tripldides nessa regido para E. tenellus (Costa e Forni-Martins, 2004)
sugere uma maior diversidade cariotipica intraespecifica de Alismataceae nesta regido. No
caso de E. grandiflorus e E. tenellus, as diferencas encontradas entre o presente trabalho e
os anteriores parece ser devida a mudangas -cariotipicas interpopulacionais talvez
provocadas por processos evolutivos como dele¢des e amplificacdes de DNA satélite da
RON.

Em E. lanceolatus a ocorréncia de bandas DAPI" teloméricas em 14 cromossomos
acrocéntricos, além das bandas CMA" na regido do satélite diferenciou essa espécie das
demais estudadas neste trabalho e daquelas analisadas por Forni-Martins. Essas bandas s6
foram evidenciadas ap6s o bandeamento C/CMA/DAPI e também foram C positivas
(Feitoza, L. dados ndo publicados). Todavia, o registro por Costa et al., (2006) de oito
bandas teloméricas também C e DAPI positivas em E. macrophyllus poderia indicar uma
relacdo citotaxondmica 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 bracos
longos de trés pares acrocéntricos. Apesar dessas bandas intersticiais inexistirem em E.
lanceolatus, em termos estritamente citotaxondmicos elas parecem ser relacionadas, uma
vez que o padrdo de bandas terminais foi mantido nas duas linhagens. Uma outra hipdtese
seria que esse padrio de distribuicdo de bandas teria evoluido paralelamente nas duas
linhagens. Essa hipétese € suportada pelo fato de que, na andlise de Lehtonen (2006), E.
lanceolatus € localizado no clado A do subgénero Echinodorus, enquanto os diversos ramos
de E. macrophyllus foram distribuidos no clado B. As bandas C/DAPI" de E. lanceolatus
que foram visualizadas apenas apds o tratamento para banda C, sugerem uma composi¢io
de pares de base distinta em relagdo as bandas CMA" da RON heterocromética. 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 heterocromaticos nos cromossomos dessa espécie, sugerindo que esta fragio
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pode ser heterogénea em sua composicdo de bases de DNA e que s6 é revelada apés
determinados tratamentos, como o bandeamento C, por exemplo.

O caridtipo fortemente bimodal das espécies de Echinodorus também ocorre no
género Sagittaria, que tem igualmente 2n=22 e férmula cariotipica 2m+ 20a. Todavia, ndo
existem informagdes sobre o comportamento da heterocromatina nesse género. Na andlise
filogenética de Echinodorus e géneros afins (Lehtonen, 2006), o género Echinodorus foi
considerado polifilético pelo fato das espécies do subgénero Helianthium serem mais
relaciondas a Sagittaria do que com o subgénero Echinodorus. A Unica espécie analisada do
subgénero Helianthium, E. tenellus, ndo mostrou qualquer diferenca no padrio de bandas e
localizacdo dos sitios de DNAr 45S que diferenciasse essa espécie das demais espécies do
género. Com excecdo de E. lanceolatus apenas com bandas DAPI terminais, F.
macrophyllus, com bandas DAPI intersticiais e terminais e E. longipetalus apenas com
bandas DAPI intersticiais (Costa et al., 2006), as demais espécies foram estdveis em termos
de localizagdo e quantidade da heterocromatina e também dos sitios de DNAr 45S.
Considerando o cladograma da Figura 1 do artigo de Lehtonen, as variagdes no padrio de
bandas CMA/DAPI que ocorreram nos clados A e B, ndo foram observadas na tnica
espécie estudada do subgénero Helianthium. Em trés populacdes de Sagittaria rhombifolia
Cham. (Costa et al., 2007), uma delas apresentou cinco sitios, outra oito e outra nove sitios
de 45S DNAr, todos nos bragos curtos de cromossomos acrocéntricos. Os autores acreditam
qua a variabilidade intraespecifica observada nessa espécie, Sagittaria rhombifolia, tenha
sido ocasionada por eventos de translocacdo equilocal. Porém, se faz necessaria a andlise do
padrdo de bandas e da localizacdo dos sitios de DNAr em outras espécies da sec¢do
Helianthium e do género Sagittaria, para se ter uma idéia mais clara da evolugdo da
heterocromatina na familia como um todo.

Na familia 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 brago curto de dois pares acrocéntricos,
divergiram em termos de composi¢do 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 ultima, as bandas ricas em GC,
corresponderam a regides pobres em AT, o que ndo ocorreu em L. flava. Um padrio
semelhante foi observado em Scilla siberica, onde grandes blocos CMA™ foram

indistinguiveis com DAPI, enquanto em Ornithogalum caudatum as bandas CMA foram
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claramente negativas para DAPI (Schweizer, 1976). Essas diferencas foram confirmadas
apos a hibridizacdo in situ, onde L. flava apresentou quatro sitios de DNAr 45S, enquanto
em L. laforesti ocorreram apenas dois. As duas espécies sdo morfologicamente proximas e
tém sido muitas vezes identificadas como uma sé em materiais de herbario. Todavia, na
natureza, ocorrem simpatricamente e ndo apresentam formas intermedidrias (Haynes e
Holm-Nielsen, 1992). Apesar de terem caridtipos com o0 mesmo nimero cromossdmico e
idénticas férmulas cariotipicas, as diferengcas na composi¢do de pares de base e nimero de
sitios 45S sugerem que as espécies sdo geneticamente distanciadas, o que talvez
impossibilite cruzamentos interespecificos.

As duas espécies de Hydrocleys analisadas no presente trabalho também
apresentaram padrdes de bandas CMA/DAPI claramente distintos. Hydrocleys martii
apresentou blocos CMA" em um par metacéntrico, enquanto H. nymphoides as bandas
CMA™ ocorreram nos bracos curtos de um dos pares acrocéntricos. Este padrio coincidiu
com o observado por Kenton (1981) para trés populagdes 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 metacéntrico satelitado. Uma outra espécie analisada por
Kenton (1981), H. modesta, apresentou 2n=14, mas ndo teve sua heterocromatina
localizada, nem foi possivel visualizar satélites. Em Hydrocleys, um género com apenas
cinco espécies conhecidas, ha registros carioldgicos para trés espécies, das quais se conhece
a localizacgdo da heterocromatina para duas delas.

A localizagdo preferencial da RON heterocromatica nos bragos curtos de um ou dois
pares acrocéntricos parece ser um fendmeno recorrente em todos os géneros analisados de
Alismatales. Entretanto, H. martii apresentou um padrdo divergente, tendo um unico par
metacéntrico portando duas bandas CMA™ terminal. Embora ndo tendo conseguido localizar
os sitios 45S para esta espécie, ¢ muito provavel que assim como nas demais espécies
estudadas, este par metacéntrico 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 morfolégicos, o que é corroborado pelos nossos dados. Sendo as bandas
CMA™ localizadas nos bragos curtos dos acrocéntricos em todas as espécies analisadas de
Alismatales, € aceitdvel a hipdtese de que essa alteragcdo tenha se processado através da

translocag@o da banda heterocromadtica de um acro para o metacéntrico de H. martii.
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Tab. 1. Relacdo de espécies pertencentes as Familias Alismataceae e Limnocharitaceae (Alismatales) e dados

obtidos.
Familias/ Espécies/Local de Coleta 2N FC Sitios CMA/DAPI C/CMA/DAPI
DNAr 458
Alismataceae
Echinodorus paniculatus Micheli 22 2m+20a 4 sitios 4 CMA*/DAPT 4 C/ICMA*/DAPT
Campo Maior — PI/ Areia - PB
22 2m+20a 4 sitios 4 CMA*/DAPI 4 C/CMA*/DAPI
E. grandiflorus (Cham & Schlecht) Mich 22 2m+20a 4 sitios 2 CMA"/DAPI° 2 C/CMA*/DAPI
Cachoeira do Urubu — CE / Itapororoca - PB 2 CMA*/DAPT 2 C/CMA'/DAPT
22 2m+20a 4 sitios 4 CMA*/DAPI’ 4 C/CMA*/DAPI’
E. andrieuxii (Hook & Arnott)
Haynes & Holm-Nielsen 22 2m+20a 3 sitios 4 CMA'/DAPI 4 C/ICMA'/DAPT
Campo Maior - PI
E. lanceolatus Rataj 22 2m+20a 4 sitios 4 CMA*/DAPI 2 C/CMA*/DAPI*
Rio Grande do Sul - RS 2 C/CMA*/DAPI’
14 C/DAPT*
E. tenellus (Mart.) Buchenau 22 2m+20a 4 sitios 4 CMA*/DAPI 2 C/CMA*/DAPT*
Campo Maior - PI 2 C/CMA*/DAPT
Limnocharitaceae
Hydrocleys nymphoides (Willd) Buchenau 16 4m+2sm+10a 2 sitios 2 CMA*/DAPI 2 C/CMA*/DAPI
Areia - PB
Hydrocleys martii Seubert 16 4m+2sm+10a 2 sitios 2 CMA*/DAPT 2 C/CMA*/DAPT
Esperanca - PB
Limnocharis flava (L.) Buchenau 20 4m+16a 4 sitios 4 CMA*/DAPI’ 4 C/CMA*/DAPI°
Recife - PE
Limnocharis laforestii Duchass. 20 4m+16a 2 sitios 4 CMA"/DAPI 2 C/CMA*/DAPT
Areia - PB 2 C/CMA*/DAPI

Abrev.: 2N: Nimero dipléide; FC: Férmula Cariotipica; CMA/DAPI: heterocromatina visualisada por
fluorocromos; C/CMA/DAPI: heterocromatina detectada com bandeamento C e corada sequencialmente com

os fluorocromos CMA/DAPI.
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=
1
O C/CMAHDAPIYDIAr 455
I  Dar+

Figura 1 - Idiograma das espécies de Alismatales. a) Echinodorus paniculatus, b) E.
andrieuxii, ¢) E. lanceolatus, d) Limnocharis flava, e) L. laforestii, £) Hydrocleys
nynphoides e g) H. martii; a, b, ¢, n=11 e barra horizontal mostrando o par
heteromérfico para distensdo da RON; d e e, n=10; f e g, n=8.
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Figura 2 - Coloracdo CMA/DAPI, bandeamento C/CMA/DAPI e DNAr 45S em espécies do género
Echinodorus (2n=22). E. paniculatus, A) DAPI, B) CMA, C) sitios de DNAr 45S; E. lanceolatus, D e E)
C/CMA*/DAPT*, F) sitios de DNAr 45S e bandas DAPI*; E. tenellus, G) CMA*/DAPI, H) sitios de DNAr
458S; E. grandiflorus, I) CMA*/ DAPT, J) sitios de DNAr 45S; E. andrieuxii, L) C/CMA/DAPI ¢ M) sinais
de DNAr 45S. Setas da mesma cor nas fotos de CMA indicam pares homoélogos; 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
10pm.
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Figura 3. Coloracdo 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+/DAPIO; C) sitios de DNAr 45S;
L. laforestii, D e E) CMA"/ DAPL, F) C/CMA*/DAPI (imagens sobrepostas); Hydrocleys martii. G e H)
CMA*/DAPT; I) DNAr 45S; Hydrocleys nynphoides. J ¢ L) CMA*/DAPI° ¢ M) dois sitios de DNAr
458S. Setas indicam bandas CMA" e sitios de DNAr 45S. Barra em M corresponde a 10pum.
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4.0 —- CONCLUSOES

1 - Todas as espécies analisadas apresentaram caridtipo assimétrico, bimodal, nicleos
interfasicos reticulados ou tendendo ao semi-reticulado, no caso de Limnobium
laevigatum, e padrao de condensacao profasico uniforme. Esses dados sugerem uma
maior proximidade taxonémica entre Alismataceae e Limnocharithaceae e um maior
distanciamento em relacédo as Hydrocharitaceae.

2 - A localizagao preferencial da RON heterocromatica nos bragos curtos de um ou dois
pares acrocéntricos parece ser um fendmeno recorrente em todos 0s géneros
analisados de Alismatales. Entretanto, H. martii apresentou um padrdo divergente,
tendo um Unico par metacéntrico portando duas bandas CMA™ terminal, sugerindo a
ocorréncia de uma translocacdo da banda heterocromatica de um acro para o
metacéntrico desta espécie.

3 - Considerando que n=6 seja 0 numero bdsico para Alismatales, a hipdtese
citogenética mais aceita para as variagdes cromossémicas numéricas é a de uma
evolugdo cariotipica através de fissées ou fusdes céntricas do tipo Robertisoniana.
Nesse caso, 0 género Echinodorus 2n=22 seria mais derivado, Limnocharis 2n=20 seria
intermediario e Hydrocleys 2n=16 seria mais primitivo.

4- Os dados cromossémicos deste trabalho e da literatura, ndo permitem inferir para
Hydrocharitaceae, diferentemente de Alismataceae e Limnocharitaceae, a provavel rota

de evolugdo numérica.
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