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“O meu olhar é nitido como um girassol.
Tenho o costume de andar pelas estradas
Olhando para a direita e para a esquerda,
E de, ves em quando ofhando para tris...
E o que vejo a cada momento
E aquilo que nunca antes eu tinka visto,
E en sei dar por isso muito bem...

Sei ter o pasmo essencial

Que tem uma crianca se, ac nascer,
Reparasse que nascera deveras...
Sinto-me nascido a cada momento

Para a eterna novidade do Mundo...

Creie no mundo como num malmequer,
Porque o vefo. Mas ndo penso nele

Porque pensar é ndo compreender ...

O Mundo ndo se fez para pensarmos nele
(Pensar é estar doente dos olfios)

Mas para ofharmos para ele e estarmos de acordo...

Eu ndo tenho filosofta: tenho sentidos...
Se falo na Natureza ndo é porque saiba o que ela é,
Mas porque a amo, & amo-a por 150,
Porque quem ama nunca sabe o que ama
Nem sabe por que ama, nem o que é amar ...
Amar é a eterna inocéncia,

E a dnica mocéncia ndo pensar...”

Fernando Pessoa
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RESUMO

A familia Alismataceae, ordem Alismatales, é composta por plantas aquaticas ou semi-
aquaticas de folhas eretas ou flutuantes, que crescem em brejos ou solos encharcados. Dois dos
11 géneros que compoem a familia estdo presentes nos neotropicos. O género Echinodorus (26
espécies) possui cerca de 17 espécies no Brasil, sendo que nove ocorrem no estado de Sio Paulo.
O género Sagittaria (25 espécies) possui cerca de seis espécies presentes no Brasil, com apenas
irés no estado de S&o Paulo. As plantas aquéticas apresentam uma série de problemas para a
sisterndtica, pois muitas caracteristicas morfolégicas apresentam uma extensa plasticidade
fenotipica, sendo muitas destas convergentes ou baseadas em aspectos  pao
geneticos/hereditarios. Com o objetivo de tracar tendéncias evolutivas/cariotipicas para o grupo e
incorporar dados moleculares/citogenéticos para a familia Alismataceae, foram investigadas nove
espécies da familia (incluindo uma ou mais populagbes de cada), através das técnicas
convencional com Giemnsa, bandamento C, bandamento CMA/DAPI e hibridacdo fluorescente in
situ para a sequéncia 458 do DNAr. As espécies apresentaram caridtipos com 2n=22
Cromossomos, 0s quais vararam em comprimento (2,3 a 9,tum) mostrando-se akltarmente
assimétricos (TF% entre 12,8 e 20,5).0s niimeros cromossdmicos reforgam x=11 como o provavel
namero basico para o grupo. Foram documentadas duas populaghes tripldides (2n=33) para a
espécie Echinodorus fennellus, ambas apresentando anormalidades meiéticas e alta inviabilidade
de pélen, indicando a existéncia de citétipos para a espécie. Os procedimentos de bandamento
cromossdmico foram bastante eficientes para a caracterizaciio de cada uma das espécies,
indicando possivel proximidade entre elas. Do mesmo modo, a hibridagéo in situ foi eficaz para

demonstrar diferencas inter-populacionais nos sitios de hibridagdo em Sagittaria rhombifolia.
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ABSTRACT

Alismataceae, order Alismatales, is composed of aquatic and semi-aquatic herbs, with
emerged, submerged or floating leaves, growing in muddy and water-logged substrates. The family
has 11 genera, two of which occur on the neotropical region. In Brazil, there are 17 species of
Echinodorus {26 species) with nine in S3o Paulo state. In Sagiftaria (25 species), there are six
species in Brazil with only three in S3o0 Paulo state. Aquatic plants usually represent great problems
for traditional systematics because a lot of morphological features exhibit extensive phenotypic
plasticity and many characters are convergent or non-genetically based. In order to detect trends in
the karyotypic evolution of this group as a whole, and incorporate molecular/cytogenetic data for the
study of Alismataceae family, nine species (including one or more populations) of Alismataceae
were investigated cytologically, with Giemsa staining, C-banding, CMA/DAP! banding and in sifu
hibridization with 458 rDNA sequence. All species presented 2n=22 chromosomes, showing a basic
number x=11 for both genera, with chromosome size varying from 2.3 to 9.1um and a high
asymmetry index (TF% between 12.9 to 20.5). Two triploid (2n=33) populations of Echinodorus
tenneilus were observed, both presenting reiotic abnormalities and significative polen inviability.
Banding procedures were efficient for species identification and detection of species similarity,
toghether with in situ hibridization. In only one species, Sagiffaria rhombifolia, inter-populational

differences in the number and position of hibridization sites were found.



INTRODUCAO GERAL

A familia Alismataceae Vent. - classe Liliopsida, subclasse Alismatidae, ordem Alismatales
(CRONQUIST 1988) - é composta por piantas aquéticas ou semi-aquaticas, de folhas erefas ou
flutuantes, que crescem em brejos ou solos encharcados. Membros da familia podem ser
reconhecidos peia presenca de latex, placentacdo basal e frutos, em sua maioria, em forma de
aquénios (HAYNES & HOLM-NIELSEN 1994). Dos 11 géneros que compdem esta familia, os dois
maiores, Echinodorus e Sagittaria, estdc presentes nos neotrépicos, com representantes no Brasil
e no Estado de Sdo Paulo. Os outros nove géneros menores (com menos de 10 espécies cada)
ndo possuem representantes nos neotropicos (HAYNES & HOLM-NIELSEN 1984).

De acordo com HAYNES & HOLM-NIELSEN (1894), o género Fchinodorus Rich. ex Engelm.
possui cerca de 26 espécies, com aproximadamente 17 delas presentes no Brasil, com nove no
Estado de Sao Paulo; o género Sagittaria L. possui cerca de 25 espécies, com aproximadamente
seis presentes no Brasil, sendo uma no Estado de Sio Paulo. Entretanto, o levantamento realizado
pelo projeto “Flora Fanerogdmica do Estado de S&o Paulo” (Fapesp), encontrou no Estado seis
espécies do género Echinodorus (E. tenneilus (Mart.) Buchenau, F. grandiflorus (Cham. & Schitdl.)
Micheli , E.longipetalus Micheli, E. macrophyllus (Kunth) Micheli, E. aschersonianus Graebn. e E.
paniculatus Micheli) e trés espécies do género Sagittaria (S. guayanensis Kunth, S.montevidensis
Cham. & Schiidl. e S. rhombifolia Cham.). Espécies de ambos os géneros s30 apresentadas na

FIGURA 1.



FIGURA 1: Espécies da familia Alismataceae, no Estado de sdo Paulo, A) Echinodorus

grandiflorus — folhas em meio a vegetacdo em Casa Branca , B) Echinodorus pubescens —
em Pereira Barreto, C) Echinodorus tennellus — planta com flor em ltirapina e D) Sagittaria

rhombifolia — plantas com flores femininas em Pereira Barreto.
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As familias Alismataceas e Limnocharitaceae se diferenciam das outras trés familias de
Alismatales (Aponogetonaceae, Butomaceae e Hydrocharitaceae) em uma série de atributos, como
iacuna esquizogena (tipo laticiferos) com latex, graos de pblen biporados a poliporados, embrido
fortemente curvado, entre outras (DAHLGREN ef al. 1985). A delimitac8o das Limnocharitaceae,
porém, € bastante discutida, tendo sido considerada por muito tempo como parte da familia
Butomaceae (RAO 19853). CHATIN (1858) observou, entretanto, que membros das
Limnocharitaceae tinham caracteristicas em comum com as Alismataceae e diferiam de Bufornus.
Em 1881, DAHLGREN e CLIFFORD incluiram a familia Limnocharitaceae dentro da familia
Alismataceae e estabeleceram a ordemn Alismatales como um grupo composto apenas pela familia
Alismataceae. Mais tarde, DAHLGREN ef a/. {1885) tornaram a reconhecer as Limnocharitaceae
como uma familia, incluindo na ordem Alismatales ndo s6 as Alismataceae e Limnocharitaceae
como também outras trés familias: Aponogetonaceae, Butomaceae e Hydrocharitaceae. De acordo
com ¢ autor, a familia Limnocharitaceae, por seus carpeios multiovulados com placentagéo
laminar-dispersa e frutos foliculares, lembra superficialmente as Bulomaceae, mais do gue as
Alismataceae, mas ndo se sabe até que ponto ials caracteres seriam derivados de um ancestral
em comum ou teriam surgido por convergéncia. CRONQUIST (1988) separou a familia
Hydrocharitaceae, criando a ordem Hydrocharitaies, e transferiu a familia Aponogetonaceae para a
ordem Najadales, composta pelas familias Aponogetonaceae, Scheuzeriaceae, Juncaginaceae,
Potamogetonaceae, Ruppiaceae, Najadaceae, Zannichelliaceae, Posidonaceae, Cymodoceaceae
e Zosteraceae, restandec na ordem Alismatales as familias Alismataceae, Bulomaceae e
Limnocharitaceae.

Recentemente, a andlise de segliéncias do gene rbel indicou duas maiores linhagens dentro
das Alismatidae (LES ef al. 1997), sendo uma delas composta por dois subclados contendo 1)
Alismataceae e Limnocharitaceae e 2) Butomaceae, Hydrocharitaceae e Najadaceae. A oulra
linhagem € composta por 10 familias onde 1) Scheuzeriaceae e Aponogetonaceae sdo basais; 2)
um subciado € composto pelas familias Lilasaceae e Juncaginaceae; 3) ouwtro subclado é composto
por Cymodoceaceae, Posidoniaceae e Ruppiaceae e 4) um Uitimo subclado contém as familias

Zosteraceae, Zannichelliaceae e Potamogetonaceae. E interessante notar que o clado contendo



Limnocharitaceae e Alismataceae € altamente suportado, sendo demonstrado pelo alto valor da
anéalise de bootstrap (100). Em uma andlise combinada, porém baseando-se principaimente em
analises do gene rbel, JUDD ef al. (1999) reconheceu dois maiores clados dentro de Alismatales,
um contendo Alismataceae (incluindo Limnocharitaceae), Hydrocharitaceae e Butomaceae, e outro
contendc Potamogetonaceae, Ruppiaceae, Zosteraceae, Posidoniaceae, Zannichelliaceae,
Cymodocaceae e Najadaceae. A familia Araceae foi estabelecida como grupo irméo das outras
familias da ordem Alismatales. Assim como estabelecido por DAMLGREN & CLIFFORD (1981),
podendo ser observado em LES ef al. (1897), a familia Limnocharitaceae foi novamente incluida
dentro da familia Alismataceae por JUDD ef al. (1999).

De acordo com JUDD et al. (1999) as familias Limnocharitaceae e Alismataceae apresentam
uma série de caracteristicas em comum, como serem aquéaticas ou semi-aquaticas, herbaceas,
rizomatosas, possuindo laticiferos e folhas emergentes, submergentes ou flutuantes; o gineceu é
apocarpico, com trés a muitos carpelos, ovarios slperos, ovulos em nmero variado {comumente
um por carpelo), com embrido fortemente curvado; o androceu é constituido por 6 a numerosos
estames, com gréos de pélen bi a poliporados. As principais diferencas entre as duas familias
seriam o nimero de verticilos dos carpelos (dois ou mais em Alismataceae e usualmente um em
Limnocharitaceae), tipo de placentacio (basal em Alismataceae e parietal em Limnocharitaceae) e
tipo de fruto (usualmente aquénios indeiscentes em Alismataceae e foliculos deiscentes em
Limnocharitaceae) (TOMLINSON 1882).

Varias espécies da familia Alismataceae tém sido estudadas em diversos aspectos. Uma
série de espécies possui valor medicinal (KWEON ef al. 1996; SHIMIZU ef al. 1994; RIVERA et al.
1994; MATSUDA ef al 1988). Estas plantas também podem ser importantes indicadores
ambientais de qualidade da agua (MAESSEN ef al. 1992; SIDORSKII ef al. 1991) e também trazem
prejuizos ao invadirem culturas como o arroz (RAMSON & OELKE 1988; SHAD & KHAN 1988).
Em Louisiana (EUA), espécies de Sagiftaria foram utilizadas na construcio de um filtro artificial de
esgotos, sendo essenciais na diminuigdo da demanda bioquimica de oxigénio (DBQ) e na reducio

do total de sélidos suspensos (TSS) (ZACHRITZ Il & FULLER 1993).
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As plantas aquaticas apresentam uma série de problemas para a sistematica. A perda de
estruturas consideradas adaptalivas a vida terrestre, como tecidos lignificados, e redugio de
cuticula sdo freqilentes, e uma série de caracteres considerados adaptativos a vida aquética, como
folhas flutuantes, tecido aerenquimatico eic., surgiram repetidamente entre grupos ndo
relacionados de angiospermas aquéticas (Sculthorpe 1967 apud LES & HAYNES 1995; Haynes
1991 apud LES & HAYNES 1985). Muitas caracteristicas morfoldgicas de plantas aguéaticas exibem
uma extensa plasticidade fenotipica, que é influenciada mais ambientaimente que geneticamente.
Em um esiudo realizado por WOOTEN (1986), plantas oblidas a partir de sementes de Sagittaria
falcata, S. lancifolia, S. platyphylla, S. rigida, S. Isoefiformis e S. papiliosa foram cultivadas em solo
encharcado ou solo submerso a 4.5, 12, 19.5 ou 27 cm. Observou-se que, em geral, a espessura e
o comprimento das folhas sdo diminuidos pela submergéncia, enquanto que o comprimento dos
peciolos é aumentado. A interagdo espécie X profundidade da agua foi significante para a
espessura de folhas emersas, comprimento das folhas e comprimento dos peciolos, exceto para
comprimento da folha de S. fancifolia e espessura e comprimento das folhas de S. papiflosa. Os
resultados indicaram gue gxiste uma grande varabilidade intraespecifica, influenciada por
caracteristicas ambientais, assim como uma diferenca genética entre espécies, que determinam
como os fatores ambientais irdo influenciar cada uma das espécies. Em um estudo anatémico, em
duas variedades de Echinodorus macrophylius (Kunth) Micheli, SCREMIN-DIAS & BARROS (2001)
observaram, principaimente pelo ndmero de lacunas do aerénquima e presenca de fibras nas
folhas, que o ambiente pode causar variacbes consideraveis, chegando a causar problemas na
identificagio das variedades da espécie.

Estes elementos complicam o entendimento de homologias entre hidréfitas porque o estado
dos caracteres possui uma grande probabilidade de serem convergentes ou baseados em
aspectos ndo genéticos/hereditarios (LES & HAYNES 1995},

A incorporag8o de dados moleculares e citogenéticos & vantajosa, pois tais caracteristicas
ndo representam adaptagbes ao ambiente aguético, como certos caracteres morfolégicos. Uma
série de estudos cromossOmicos tém sido feitos em varias familias de Alismatales

(BOLKHOVSKIKH et al. 1969; GOLDBLATT & JOHNSON 19980, 1991, 1894; GOLDBLATT 1984,



1988; MOORE 1973; DARLINGTON & WYLIE 1945). Através de uma analise cromossomica, RAQ
(1853) reforgou a idéia de distingio entre as famflias Limnocharitaceae e Butomaceae, verificando
que o género Butomus (Buiomaceae) apresentava caracteristicas cromossOmicas bastante
distintas das observadas em Limnocharitaceae. Estudos realizados em Limnocharitaceae
demonstram que neste grupo ocorre uma variagdo gradual no tamanho dos cromossomos
(KENTON 1881; FORNI-MARTINS & CALLIGARIS, no prelo), enquanto que nas Butomaceae, ou
e ordens proximas como as Najadales, os cariétipos s30 bimodais: com dois grupos de
£romossomos com comprimentos perceptivelmente diferentes (GREILHUBER 1995).

Dentro das Alismataceae, o género Echinodorus possui apenas quatro espécies neotropicais
documentadas quanto ao namero cromossdmico: E. grandifiorus com n=11 (LEPPER 1982), F.
subatalus com n= ca. 14 (COLEMAN & SMITH 1969), E. grisebachii com 2n=22 (UCHIYAMA ef al.
1989) e E. bolivianus com 2n=22 (UCHIYAMA et al, 1989).

O género Sagiffaria possui trés das espécies presentes nos neotrdpicos documentadas
quanto ao namero cromossémico: S. guayanensis com n=11 e 2n=22 (LARSEN 1963; MEHRA &
PANDITA 1979,1984; PANDITA 1979; SARKAR 1985), S. montevidensis com dois numeros
diferentes descritos, 2n=20 (TAYLOR 1925) e 2n=22 (HARADA 1958), e S. Jancifolia com 2n=22
(BEAL 1960; BROWN 1946). De acordo com o caridtipo elaborado por MEHRA & PANDITA (1984),
S. guayanensis possui 05 cromossomos variando gradualmente de 86 a 2,2 um; o maior par é
metacéntrico, oito pares sdo subtelocéntricos, um par é telocéntrico e 0 menor é submetacéntrico,
com 0 comprimento total da cromatina (CTC) igual a 101,02 um.

Uma proposta de evolugdo cariotipica foi feita para a familia Alismataceae por MEHRA &
PANDITA (1984). Os autores analisaram o cariétipo de trés espécies do género Alisma e duas
espécies do género Sagfffaria e propuseram um nimero basico de x=6 para a familia. © nimero
n=6, apresentado por um ancestral que teria todos 0s cromossomos metacéntricos, teria originado
o namero n=7 {(Alisma plantago-aquatica € A. gramineum) através da fissdo de um dos
cromossomos metacéniricos na regi&o do centrdbmero. O mesmo fipo de quebra cromossdmica em
outros quatro pares de cromossomos metacéntricos teria originado o nimero n=11, obtido para

ambas as espécies do género Sagiffaria (S. sagittifolia e S. guayanensis). A outra espécie de



Alisma, A. lanceolatum, com n=13, teria se originado de uma poliploidia do ancestral (x=6) seguida
de uma quebra na regido centromérica em urn dos metacéniricos.

Através de caracteristicas cromossdmicas também & possivel verificar relacbes de parentesco
entre espécies, como foi feite para Hydrocleys nymphoides (Willd.) Buchenau (2n = 16) e H.
modesta Pedersen (2n = 14), da familia Limnocharitaceae. Estes caridtipos exibiram uma
translocag@o Robertsoniana, ou seja, alteragdo do nimero cromossdmico pela fusdo de um
cromossomo acrocéntrico ou telocéntrico a outro, com perda de um centrémero, formando um
metacéntrico ou, entdo, pela fissdo de um metacéntrico formando dois acrocéntricos (KENTON
1981).

H& casos em que o estudo cariomorfoldgico convencional ndo é suficiente para elucidar as
relagbes cromossémicas, como ocorre com o0s géneros Drosera (Droseraceae) e Allium (SHEIKH &
KONDO 1895; VOSA 1985). A diferenciagio linear dos cromossomos, envolvendo principalmente
técnicas de bandamento e técnicas moleculares como a hibridaciio in situ, possibilita o uso de
caracteres adicionais na analise citotaxonémica, que podem evidenciar as diferencas entre as
espécies.

Dentre as técnicas de bandamento, utiliza-se o bandamento-C para identificar a quantidade e
localizacdo da heterocromatina constitutiva (SUMMER 1972) e coloracio com fluorocromos para
determinar a composicéo de bases da heterocromatina (SCHWEIZER 1976). O fluorocromo DAPI
(4'- 8 diamidino - 2 fenilindol) evidencia segiiéncias de DNA repetitivas de adenina e timina (A-T),
enguanto o CMA {cromomicina As) liga-se preferencialmente a regifes ricas em citosina e guanina
(C - G). Além destas duas, pode-se utilizar coloragio citoquimica especifica com nitrato de prata,
ou bandamento NOR (GOODPASTURE & BLOOM 1975), para identificar regides organizadoras de
nuciéolo em cromossomos metafasicos e o nimero de nucléolos ativos, pois ha uma
especificidade para regibes de DNAr.

A hibridacgéo in sifu € um método preciso para localizar seqiiéncias de acidos nucléicos (tanto
DNA quanto RNA) no citoplasma, organelas, cromossomos ou nlicleo de material bioldgico
(LEITCH ef al. 1894). Em espécies de Allium (Alliaceae), foi feita a hibridagio in situ fluorescente

(FISH) para a detecgfio de uma seqiiéncia repetitiva de DNA satélite (PICH ef al 1986). Esta foi



encontrada em todas as espécies pertencentes & mesma secdo de Alium cepa, ou seja, sect.
Cepa. As outras segBes e subgéneros ndo revelaram a presenca desta seqiiéncia, com excegéo
de uma Unica espécie, A. royiei, pertencente a sect. Oreiprason, sugerindo que esta espécie esta
proximamente relacionada & sect. Cepa. Através deste estudo, os autores concluiram que
provavelmente esta seqiiéncia satélite teria evoluido j& em ancestrais da sect. Cepa (PICH et al.
1896). Em algoddo (Gossypium hirsutum L.} a hibridaco in sity fluorescente (FISH) foi utilizada
para localizar as seqiiéncias de DNAr 58 e 185-283 no tetrapioide G. hirsutum e nas espécies
dipléides provavelmente ancestrais de &. hirsutum (G. herbaceum, G. arboreum, G. raimondii e G.
thurberi) (HANSON ef al. 1996). A multiplicidade, a variagdo em tamanho e nimero de sitios, e a
falta de aditividade entre a espécie tetrapléide e seus provaveis ancestrais dipidides indicaram que
o comportamento do loci de DNAr em algodio é consideravelmente mais complexo e dindmico que
o anteriormente imaginado pelos autores.

Além das técnicas de coloragio, foram desenvolvidos métodos para aumnentar o namero de
células em processo de divisio (através da sincronizagdo do ciclo celular) e melhorar o
espalhamento dos cromossomos, evitando sobreposiciio. O pré-tratamento de células em diviséo,
com drogas como o paradiclorobenzeno (PDB) e a 8-hidroxiquinoleina (8-HQ), é amplamente
utilizado para clareamento do citoplasma e espalhamento dos cromossomos, através da quebra
das fibras do fuso (SHARMA & SHARMA 1880).

Outros  antimitdticos freglientemente  utilizados em pré-tratamento  para estudos
cromossOmicos $30 a colchicina, o alfabromonaftaleno e até mesmo agua gelada (SHARMA &
SHARMA 1980; SILVAROLLA & AGUIAR-PERECIN 1994). A utilizagdo de cicloheximida, um
inibidor de sintese protéica, que promove a contragio dos cromossomos em préfase e metafase,
misturado ao produto utilizado para pré-tratamento, tem também facilitado a analise de mitoses
(BERTAC 1998; SILVAROLLA & AGUIAR-PERECIN 1994).

O presente trabalho tem como objetivo a andlise cariotipica de espécies da familia
Alismataceae, presentes no estado de Sdo Paulo, utilizando metodologias de coloracdo comum e

duas diferentes técnicas de bandamento cromossémico (C e CMA/DAPI), assim como a técnica de



hibridagdo fluorescente in sifu (FISH), a fim de obter um maior detalhamento morfoldgico dos

cromassomos e desse modo contribuir para o entendimento evoiutivo e taxondmico do grupo.
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Karyotypic studies of some Brazilian species of Alismataceae

Vent.!

JULIA Y. COSTA and ELIANA R. FORNI-MARTINS*
*Departamento de Botdnica, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas,

CP6109, CEP 13083-970, Campinas — SP, Brazil

ABSTRACT: Alismataceae family (sensu Cronquist) is a family composed of aquatic and
semi-aquatic herbs, consisting of 11 genera and 75 species. In Brazil, only species belonging to
the two major genera, Echinodorus Rich. ex Engelm. and Sagittaria L. are present.
Chromosomes of species from both genera have been studied and the number 2r=22 was
common to all species. We present karyotypes for eight species, together with the asvmmetry
index (TF%) and total chromatin lenght (TCL). All karvotypes had high asymmetry and TCL.
due to its large and mostly acrocentric chromosomes. Cytotaxonomic discussion is made, with

special regard to chromosomal evolution inside the Alismatidae group.

Key words: Alismataceae, Echinodorus, Sagittaria, chromosomes, cytotaxonomy.

INTRODUCTION

The Alismataceae family, order Alismatales (Cronquist, 1988), is composed of

aquatic and semi-aquatic, thizomatous herbs, with emerged, submerged or floating leaves,

! Capimlo padronizado para pubiicacio na revista Annals of Borany.



12

growing in muddy and water-logged substrates, Members of the family can be recognised
by their milky sap, basal placentation and fruits mostly achenes (Haynes and Holm-Nielsen,
1994). The family consists of 11 genera and about 75 species native to tropical, subtropical,
and subtemperate regions in both the Eastern and Western Hemispheres. In Brazil only the
two major genera, fchinodorus and Sagittaria, are present.

Dahlgren and Clifford (1981) estabilished the order Alismatales with just one
family, Alismataceae, that included species previously assigned to the Limnocharitaceae.
Later, Dahlgren et al (1985) included in the order five different families:
Aponogetonaceae, Butomaceae, Hydrocharitaceae, Limnocharitaceae and Alismataceae.
Croquist (1988) separated Hydrocharitaceae as the only member of Hydrocharitales, and
transfered the Aponogetonaceae family to the WNajadales order (comprising
Aponogetonaceae, Scheuzeriaceae, Juncaginaceae, Potamogetonaceae, Ruppiaceae,
Najadaceae, Zannichelliaceae, Posidonaceae, Cymodoceaceae and Zosteraceae). The three
remaining families (Alismataceae, Limnocharitaceae and Butomaceae) were kept in the
order Alismatales. Judd ef al. (1999), through a phylogenetic approach, using mainly the
rbcL sequence, recognized two major clades in the Alismatales order. The first formed by
Alismataceae (including Limnocharitaceae), Hydrocharitaceae and Butomaceae, and the
second by Potamogetonaceae, Ruppiaceae, Zosteraceae, Posidoniaceae, Zannichelliaceae,
Cymodocaceae and Najadaceae. The Araceae family appears as a subclade and was
considered sister to the remaining families of the order. As in Dahlgren and Clifford (1981),
the Limnocharitaceae was included in Alismataceae. Analysing evolution of hydrophily in
Alismatidae, Les ef al. (1997) obtained a consensus tree with the rbcL. gene that grouped

Alismataceae and Limnocharitaceae in the same clade, strongly supported by bootstrap

values.



According to Judd ef al. (1999), some shared morphological features also supported
the inclusion of Limnocharitaceae inside Alismataceae, such as presence of laticifers,
hypogynous flowers, three to many carpels, one to many ovules, curved embryo, six to
many stamens and biforaminate to multiforaminate pollen grains. Main differences between
the two families, given by Tomlinson (1982), are number of whorls of the carpels (two to
many in Alismataceae and usually one in Limnocharitaceae), placentation (basal in
Alismataceae and parietal in Limnocharitaceae) and fruits (indehiscent nutlets in
Alismataceae and dehiscent follicles in Limnocharitaceae).

Members of Alismataceae, sensu Cronquist (1988), have been studied cytologically
by some authors (Harada, 1956, Sharma and Chatterjee, 1967, Lepper, 1982; Mehra and
Pandita, 1984; Uchiyama, 1989; Goldblatt, 1984,1988; Goldblatt and Johnson, 1990, 1991,
1994) and yet just a few species, specially from the neotropics, are chromosomically
documented. Haploid chromosome numbers of 5-13 have been reported, with 7-11 being
the most common (Haynes and Holm-Nielsen, 1994). In both Echinodorus and Sagittaria
(Table 1), the number 2n=22 1s the most frequent {Harada 1956; Sharma and Chatterjee
1967; Mehra and Pandita 1984).

The aquatic plants represent a lot of problems for traditional systematics. The loss
or reduction of considered adaptative structures for terrestrial life as lignified tissue and
cuticle are commonplace and some characteristics of aquatic plants as floating leaves,
dissected submersed leaves, aerenchymatous tissue, etc., have arisen repeatedly among
unrelated groups of aquatic angiosperms (Sculthorpe, 1967 apud Les and Haynes, 1995,
Haynes, 1991 apud Les and Haynes, 1995). Furthermore, many morphological features
exhibit extensive phenotypic plasticity that is influenced environmentally rather than

genetically (Wooten, 1986; Scremin-Dias and Barros, 2001) and several leaf forms may
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occur on the same plant (Judd er al, 1999). All these eclements complicate the
understanding of the homologies among hydrophytes because the characters states have a
high probability of being convergent or non-genetically based (Les and Haynes, 19953).

In order to trace the evolutionary karyotypic trends for the group as a whole, and
incorporate molecular and cytogenetic data for the Alismataceae family, different species
belonging to the two major genera of Alismataceae, Echinodorus and Sagittaria, were
investigated chromosomically and compared with previous data available for the

Alismatales, sensu Cronquist (1988).

MATERIAL AND METHODS

All species were colected in Brazil, in the states of S3o Paulo (SP) or Mato Grosso
do Sul (MS), and are presented in Table 1. Mitotic studies were made from root tips
collected in the wild, pre-treated in a mixture of saturated solution of paradichlorobenzene
(PDB) and cycloheximide 0,009% (2:1) for 5 hours at 16-18°C and fixed in (1: 3) acetic-
alcohol for 24 hours. The tips were washed in distilled water and hydrolysed in SN HCI for
10 minutes at room temperature, squashed in a drop of 45% acetic acid. Slides were stained
in Giemsa 2% and mounted permanently with Entellan. For calculating the size of the
chromosomes at least 10 cells with good chromosome morphology, similar contraction and
spreading were measured, and the mean lengh (L) was calculated for each chromosome
pair. Satellites were only considered when observed in at least three cells of the same
species. Nomenclature for centromeric position was that of Guerra (1986). The total

chromatin lengh (TCL) and karyotypic symmety (TF% rate), based on the short arm (8)



and on chromosome lengh (L) — TF%=100ZS/ZL (Huziwara, 1962), were calculated

toghether with the CI (centromeric index) for a better comparison between karyotypes.

RESULTS

All species studied presented the same chromosome number, 2n=22, with some
karyotypic differences between species and no major differences between populations of
the same species (Table 1). All species showed large chromosomes, with chromosome
lenght varying gradually (Fig. 1, 2, 3 and 4). Chromosome size varied from 9.1 to 2.3um
(Table 1), with Echinodorus grandiflorus presenting the smallest TCL (81.1um) and E.

longipetalus the largest (121.1um).

Most of the chromosomes were found to be acrocentric with exception of the larger
pair, wich was always metacentric. Only E. longipetalus and S. rhombifolia presented not
only the larger chromosome pair metacentric, but also the smallest chromosome pair
metacentric/submetacentric respectively (Fig. 1 and 2). This high number of acrocentric
chromosomes is demonstrated by the low TF% rate presented by all species studied,
varying from 14.5 in £. pubescens to 18.7 and 20.5 in S. rhombifolia and E. longipetalus
respectively (Table 1). This higher TF% rate showed by both species is justified by the
presence of a second submetacentric/metacentric chromosome pair (Fig. 1 and 2).

Secondary constrictions were observed in at least one pair of acrocentric chromosomes,
frequently the smallest pair, with exception of E. femnellus where satellites were not

observed, and £. longipetalus and S. rhombifolia that showed secondary constrictions but



16

not in the smallest acrocentric pair. £. macrophyllus and E. grandiflorus were the only ones
that presented two pairs with secondary constriction {Table 1, Fig. 1 and 2).
Due to the small number of cells obtained for E.bolivianus, we only present the diploid

number and karyotypic formula obtained for this species (2n=22, Table 1, Fig. 3B).
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Echinodorus tenneilus

Echinodorus aschersonianus

Echinodorus macrophyilus

Echinodorus grandiflorus

e

|
| —

Sagittaria morntavidensis

Echinodorus fongipetaius

Sagittaria rhombifolia

Echinodorus pubescens

FIGURE 1: ideograms of each specie measured, indicating satellite position when

present,
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FIGURE 2: Karyotypes of Echinodorus and Sagittaria species, A) E. aschersonianus, B) E.

grandiflorus, C) E. longipetalus, D) E. macrophyllus, E) E. pubescens, F) E. tennellus, G)

S. montevidensis, H) S. rhombifolia.
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FIGURE 3: Mitotic metaphase with 2n=22 of Echinodorus grandiflorus (A), E.
bolivianus (B), E. aschersonianus (C), E. longipetalus (D), E. macrophylius (E) e

E. pubescens (F). Arrows point to satellite position. Barr represents 10um.
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FIGURE 4: Mitotic metaphase with 2n=22 of E. fennellus (A), Sagittaria
montevidensis (B) e S. rhombifolia (C). Arrows point to stellite position. Barr

represents 10um.
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DISCUSSION

With the exception of Sagitiaria montevidensis, where Taylor (1925) found 2n=20
chromosomes, our findings confirmed previous investigations (Harada, 1956; Uchiyama
1989; Lepper, 1982) determining 2n=22 chromosomes in all examined species of both
genera, with a basic number of x=11. Other diploid numbers found in two species of the
family, and that were not available for the present study, were E. subatalus, with n=ca.14
(2n=ca.28) (Coleman and Smith, 1969) and S. lancifolia, with 2n=20 (Beal, 1960). This last
species also presented 2n=22 chromosomes in another investigation (Brown, 1946).

Together with the numeric data, other characteristics were shared between all species.
All karyotypes presented gradual variation of chromosome lenght, low karyotype symmetry
- as a consequence of the great amount of acrocentric chromosomes - and large
chromosomes. This pattern is also shown by E. cordifolius, S. calycina and S. eatoni (Beal
1960), with only S. calycina presenting more than two metacentric/submetacentric pairs.

It is interesting to notice that differences between karyotypes (Fig.1) remain, mainly,
on satellite position and morphology of the smallest chromosome pair. Some species
presented very similar karyotypes, as observed between Echinodorus aschersonianus and
k. pubescens. They presented same satellite position and differences in chromosome size
could represent differential responses to pre-treatment. Similarities were also observed
between E. grandiflorus and E. macrophyllus, that presented different satellite position, but
chromosome lenght and TCL were very similar, These species are separated mainly by leaf

morphology, with £. grandiflorus presenting pellucid markings, absent in E. macrophyllus



(Haynes and Holm-Nielsen 1994), and are easily confused by collectors (Pansarin ER.,
pers. comm.).

Only Echinodorus longipetalus and Sagitiaria rhombifolia presented more than one
pair of metacentric/submetacentric chromosomes. Karyotypes presenting the smallest
chromosome pair metacentric/submetacentric were also found in S. eartoni and S. calycina
by Beal (1960), §. sagittifolia and S. guayanensis by Mehra and Pandita (1984). The fact
that the majority of documented species presenting the smallest chromosome pair
metacentric/submetacentric are from Sagittaria, could indicate that Echinodorus
longipetalus should be revised and maybe placed inside Sagitfaria, but both genera are very
well defined morphologically (Sagittaria presenting male and female flowers and even
male and female plants, Echinodorus presenting only hermaphrodite flowers) (Haynes and
Holm-Nielsen 1994).

Species from Alisma (Alismataceae), not found in the Neotropics, show large
chromosomes, varying from 9.1 to 2.9 um, but chromosome numbers reported were from
2n=14 to 2n=26 (Mehra and Pandita, 1984). Contrasting with species of Echinodorus and
Sagittaria, that showed, mostly, just one pair of metacentric chromosomes, Alisma
plantago-aquatica and A. gramineum presented five pairs of metacentric chromosomes and
only two telocentric pairs while 4.Janceolatum (20=26) showed 11 metacentric and 2
telocentric pairs (Mehra and Pandita, 1984). In this work, authors concluded that probably
the original basic number of Alismataceae was x=6, with only metacentric chromosomes in
the ancestor. The number n=7 would be originated from fission of one of the metacentric
pairs, resulting in two pairs of telocentric chromosomes; n=11 (genus Sagitfaria) would be

the result of fission at the centromere region of all chromosomes but one. Alisma
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lanceolanum could be originated through polyploidy and fission of one pair of metacentrics
(Mehra and Pandita, 1984). Though the number of species studied by the author were few,
karyotypes found in the present work, for Echinodorus and Sagittaria species, would fit in
this hypothesis, with one pair of metacentric chromosomes and the 10 pairs of acrocentric
chromosomes being originated from metacentric chromosomes, through centric fission. The
presence of a second metacentric/submetacentric chromosome pair in two species could be
explained by later chromosome reparitenings, such as duplication events.

In Limnocharitaceae, a family closely related to Alismataceae according to Cronquist
(1988), and included inside Alismataceae by Judd ef al. (1999), the karyotypes alsc showed
large chromosomes and gradual variation in lenght. Limnocharis flava and L. laforestii
presented 2n=20 and Hydrocleys nymphoides 20=16 (Formi-Martins and Calligaris, in
press), with two metacentric pairs in both genera, plus a submetacentric pair in Hydrocleys.
The same pattern of large chromosomes and high asymmetry was found, with sizes varying
from 11.0 pm to 2.6 um and asymmetry index (TF%) from 19.6 to 17.8. Considering
Limnocharis and Hydrocleys as members of the Alismataceae family (Judd er al., 1999)
and following the evolutionary trends proposed by Mehra and Pandita (1984), Limnocharis
and Hydrocleys would bave originated from the ancestor with x=6, through chromosome
fission in four pairs, resulting in n=10, with two metacentric pairs and eight acrocentric
pairs in Limnocharis, and through chromosome fission and loss of an acrocentric pair in
Hydrocleys, resulting in n=8.

In Butomaceae, chromosome numbers from 2n=20 to 2n=42 are documented, with
length varying from 8.3 to 3.7um , decreasing less gradually than in Alismataceae (Harada,

1956; Sharma and Chatterjee, 1967, Rao, 1953). Members from the Hydrocharitaceae were



found presenting a great variety of chromosome numbers, 2n=16 to 2n=72 (Harada, 1956),
also showing large chromosomes (10.0 — 1.6um), with a gradual decreasing in size or with
a bimodal distribution (Sharma and Chatterjee, 1967). Thus, Butomaceae and
Hydrocharitaceae families show similar karyotypic pattern to Alismataceae, specially
regarding the chromosome lenght, justifying the close relashionship between these groups
as proposed by Judd er al (1999) for Alismatales and by Les et al(1997) for the
Alismatidae group, analysing sequences of the rbcL. gene. The consensus tree obtained by
Les et al. (1997) showed two major clades, the first containing a subclade composed by
Alismataceae and Limnocharitaceae, and the other subclade containing Butomaceae,
Hydrocharitaceae ¢ Najadaceae.

In the second major clade, Les e al (1997) placed 10 families, with chromosomic data
available for two of them. In Potamogetonaceae, numbers are documented from 2n=26 to
2n=ca.88 (Hollingsworth et al., 1998), with small chromosomes {23 - 1.0um) varying
gradually (Sharma and Chatterjee, 1967). The Aponogetonaceae family presented
chromosome numbers of n=12/2n=24 (Harada, 1956), and 2n=76, with small chromosomes
(2.3 - 1.0um) (Sharma and Chatterjee, 1967). Species belonging to this clade show, thus,
smaller chromosomes than individuals from the first clade and a higher ploidy level.

All chromosome data obtained in the present work for the Alismataceae family, allied
with data obtained from previous works with the Alismatidae group by different authors,
estabilish a karyotypic pattern for the family, with large chromosomes and low symmetry,
and the basic number x=11 for both genera Echinodorus and Sagittaria. Following this
pattern, chromosome data also support the incorporation of the Limnocharitaceae family

inside Alismataceae (Judd ef al., 1999) and other arrangements proposed through molecular
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analysis (Les ef al., 1997; Judd et al, 1999). Further morphological, anatomical, chemical
and ecological studies are necessary for a better understanding of the group, specially for
Limnocharitaceae and Alismataceae in order to indicate whether Limnocharitaceae should

be included inside Alismataceae or not.
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Estudos cariotipicos em citétipos de Echinododrus tennellus

{Martius) Buchenau {Alismataceae)

JULIAY. COSTA e ELIANA R. FORNI-MARTINS*

*Departamento de Botdnica, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas,

CP6109, CEP 13083-970, Campinas — SP, Brasil

RESUMO: O género Echinodorus L.C.Richard ex Engeimann, possui cerca de 26 espécies de
plantas aquaticas ou semi-aquaticas, distribuidas por todo ¢ neoirdpico. Echinodorus tennefius
pode ser encontrada desde o nordeste dos Estados Unidos até a regifio Sul do Brasil. No presente
frabalho € descrita a existéncia de citotipos na espécie. Através de estudos cromossdmicos foram
encontradas populacBes dipldides, 2n=22, e tripldides, 2n=33. Estudos meidticos tambérm foram
realizados, tendo sido encontradas anormalidades meidticas e alta inviabilidade de pdlen no
citétipo tripidide. Dados de bandamento C e CMA/DAPI sdo apresentados, confirmando a
existéncia dos citétipos dipléide e tripldide. A existéncia de ambos os citdtipos é viavel devido a alta

capacidade de reproducgo vegetativa da espécie por estoléo.

INTRODUGAO

A familia Alismataceae - classe Liliopsida, subclasse Alismatidae, ordem Alismatales
(CRONQUIST 1988) - é composta por plantas aguaticas ou semi-aquaticas, de folhas eretas ou
flutuantes, que crescem em brejos ou solos encharcados. Membros da familia podem ser
reconhecidos pela presenca de latex, placentacio basal e frutos, em sua maioria, em forma de
aguénios (HAYNES & HOLM-NIELSEN 1994). Das 11 géneros que compdem esta familia, os dois

maiores, Echinodorus e Sagiftaria, estdo presenies nos neotropicos, com representantes no Brasil



e no Estado de Saoc Paulo. Os outros nove géneros menores (com menos de 10 espécies cada)
possuem uma distribuicdo mais fimitada, sem representanties nos neotropicos (HAYNES & HOLM-
NIELSEN 1994).

O género Echinodorus possui cerca de 26 espécies, com aproximadamenie 17 delas
presentes no Brasil (HAYNES & HOLM-NIELSEN 1994). De acordo com o levantamento realizado
pelo projeto “Flora Fanerogamica do Estado de S3o Paulo” (AMARAL, M. C. E.; comunicacio
pessoal) foram encontradas no Estado seis espécies do género Echinodorus (E. tennelius (Mart.)
Buchenau, E. grandifiorus (Cham. & Schitdl) Micheli , E.longipefalus Micheli, E. macrophylius
(Kunth) Micheli, E. aschersonianus Graebn. e E. paniculatus Micheli).

A espécie Echinodorus tenneflus possui uma ampla distribuigdo nos neotrdpicos, presente
desde 0 nordeste do Estados Unidos até a regifio sul do Brasil. Além das caracteristicas citadas
anteriormente para o grupo, esta espécie caracteriza-se por ser estolonifera e pequena, podendo
atingir apenas 25cm de altura, enquanio outras espécies do género podem chegar a 300cm de
altura, como € o caso de E. longipefalus (HAYNES & HOLM-NIELSEN 1994). Até o momento,
dados cromossdmicos a respeito da espécie ndo eram conhecidos.

No intuito de incorporar dados cromossdmicos para a espécie e colaborar para o
entendimento taxondmico do grupo, no presente trabalho foram investigadas cromossomicamente

trés populagdes de E. tennellus, presentes no Estado de Sao Paulo, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas e analisadas trés populagdes (Campinas, Htirapina e Hapetininga) da
especie Echinodorus tennefius, presenies no Estado de Sfo Paulo, Brasil. As plantas foram
coletadas em locais alagadigos, com solos lodosos, tendo, na maior parte das vezes, as folhas
emersas, mas sendo encontrada também com as folhas submersas, em agua corrente.

Foram coletados matedais testemunho de todas as populacgbes, gue foram herborizadas

segundo técnicas usuais; as exsicatas foram depositadas no Herbario UEC (Departamento de
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Botéanica/ 1B/ UNICAMP). Alguns exemplares foram coletados e cultivados no laboratdrio de
Biossistematica do Depariamento de Botanica, UNICAMP, para anélise citogenética

As raizes foram coletadas diretamente das plantas no campo ou cultivadas em laboratério e
foram pré-tratadas em solugdc contendo duas partes de solugio saturada de paradiciorobenzeno
(PDB) e uma parie de cicloheximida 0,009%, por 5 h em temperatura controlada entre 16-18°C.
Depois de pré-tratadas, as raizes foram fixadas em solugdo Camoy (etanol absoluto 3: 1 acido
acético glacial) por 24h, sendo conservadas em alcooi 70%, em freezer.

Para a obtengéo das preparagbes citolégicas, as raizes pré-tratadas foram lavadas em agua
destilada e hidrolisadas em HMC| 5N por 10 minutos. Ap0s © esmagamento, as ladminas foram
merguthadas em nitrogénio liquido para retirada da laminula, sendo posteriormente imersas em
solugéo de Giemsa 2% e deixadas corando por aproximadamente 10 minutos. Depois de lavadas e
secas, as laminas foram montadas com resina Entellan ou Aliklan.

Para as técnicas de bandamento as raizes foram mergulhadas em solucdo enzimatica
contendo 2 partes de celulase e 20 paries de pectinase, para digestfio da parede celular,
esrnagadas e armazenadas & temperatura ambiente por pelo menos trés dias. As preparaces
foram hidrolisadas em acido acético 45% a 60 C, durante 10 minutos, lavadas em agua corrente e
secas. Em seguida foram merguthadas em solugdo saturada de hidroxido de bario & temperatura
ambiente, durante 5 minutos, lavadas em solucio de acido acético 45% a temperatura ambiente, e
novamente lavadas em agua destilada. Depois de secas, as 1aminas foram incubadas em solugéo
2xSSC a 60° C, durante 80 minutos.

Para bandamento CMA/DAPI (SCHWEIZER 1976), as laminas foram submetidas a coloracéo
com DAPI por 20 minutos, lavadas, submetidas a coloragio com CMA por 80 minutos, novamente
lavadas e montadas em sacarose saturada. A mesma lamina, depois de observada e fotografada,
foi lavada em agua destilada e coradas normaimente com Giemsa 2%, para evidenciar as bandas
C (SCHWARZACHER ef al. 1880). Apés coradas com Giemsa as laminas foram montadas em
resina Entelian ou Allklan.

Para as preparacdes meiticas, os botbes coletados das populacbes de Campinas ¢ ltirapina

foram fixados em Carmioy, por 24h, transferidos para alcool 70% e armazenados em freezer. Para a



obtengdo das células meidticas, as anteras dos botSes foram separadas e esmagadas em uma
gota de Carmim acético 1,2%. A mesma técnica foi utilizada para a andlise da normalidade de
tétrades de microsporos e da viabilidade de pélen.

A anélise das laminas foi feita em microscopio Optico Olympus. As fotografias foram tiradas
utilizando filme preto e branco Agfa, I1SO 25. Para 2 elaborag8o dos caridtipos, 3 células da
populagio de itapetininga e 5 células da populagdo de ltirapina foram digitalizadas, medindo-se,
através do programa Image Pro-Plus 4.0, utilizando como padro a média das medidas de cada
par, incluindo tamanho do cromossomo, posigo do centrémero e de constricbes secundarias. A
nomenciatura utilizada para a morfologia cromossémica foi de acordo com GUERRA (1986). Para
caracterizagdo do caritipo foram também utilizadas medidas como o CTC (comprimento total da
cromatide}, calculado através da soma do tamanho individual de todos os cromossomos, o IC
(indice centromérico) para cada par cromossOmico, calculado dividindo-se o tamanho do brago
curto do cromossomo pelo tamanho individual do cromossomo e multiplicando-se por 100, e 0 TF%
(indice de assimetria), calculado através da soma de todos os indices centroméricos de cada par e

dividindo-se pelo namero de pares cromossomicos (HUZIWARA 1862),

RESULTADOS

Na populagio de ltapetininga foi observada a presenga de 2n=22 cromossomos, sendo um
par metacéntrico € os demais acrocéniricos, com cromossomos variando entre 8,5 e 2,9um
(FIGURAS 1A € 4B). A populacdo apresentou um baixo indice de simetria (TF%=15,2), com
comprimento total da cromatina (CTC) de 100,8um. N&o foram observadas constriches
secundarias.

Nas populacdes de [tirapina e de Campinas, as células de FEchinodorus tennellus
apresentaram 2n=33 e 2n=ca.33 cromossomos na metafase mitdtica, respectivamente, (FIGURAS
1B e C; e 4A). O caridtipo da populacéo de ltirapina apresentou trés cromossomos metacéntricos e
o restante acrocénirico, indicando gue o conjunto hapldide dos cromossomos se apresenta

triplicado, € ndo em duplicatas como o usual. Os cromossomos na populacdo de ltirapina variaram



gradualmente de 11,2 a 4,0um de comprimeato, possuindo um baixo nivel de simetria (TF%=16,2)
{FIGURA 4A). O comprimento total de cromatina (CTC) foi de 204,6um, alto em comparacdo com
as outras espécies analisadas (COSTA & FORNI-MARTINS, 2002) devide ao numero triplicado dos
cromossomos (2n=33). Ainda n&o foram encontradas boas células na populacdo de Campinas,
porém esta tambem apresenta 2n=¢a.33 (FIGURA 1C).

Observou-se algumas anomalidades no processo meibtico das populacbes de Campinas e
ltirapina. Foram obtidas células com cerca de 11 trivalentes em diacinese (FIGURA 1D) e com
pontes de ligagdo entre cromossomos e atrasos na migragdo de cromossomos em anafase |
(FIGURA 1E). Algumas tétrades exibiram irregularidades, como formagéo de triades (3 células) e
péntades (5 celulas). Mesmo em caso de tétrades, as vezes o tamanho das células foi também
irregutar (FIGURA 2A). A andlise dos grios de polen evidenciou aproximadamente 50% de
inviabilidade (FIGURA 2B). Células da populagio de Hapetininga nio puderam ser observadas
devido & auséncia de botbes florais.

A técnica de bandamento CMA/DAPI revelou a presenga de pares heteromorficos em ambas
as populagdes de itapetininga e itirapina. A populacio de Itapetininga apresentou apenas uma
banda CMA+/DAPI+, nos bragos curtos de um dos pares acrocéntricos (FIGURA 2C e D). Jd a
populagio de ltirapina apresentou duas bandas CMA+/DAPI+, também nos bracgos curtos de dois
cromossomos de um dos trios acrocéntricos (FIGURA 2E e F). Aparentemente, as bandas
CMA+/DAPI+ parecem estar relacionadas a regifo dos satélites.

Através do bandamento C foram encontradas, similarmente as bandas CMA e DAPI, uma
banda de heterocromatina constitutiva na populagio de ltapetininga, e duas na populagio de

itirapina (FIGURA 3), indicando heteromorfismo do par {(ou trio) cromossdmico,



FIGURA 1: A, B e C) Cromossomos em metafase mitdtica de E. fennellus,
populacdes de ltapetininga (2n=22), ltirapina (2n=33) e Campinas (2n=ca.33),
respectivamente; D) diacinese na populagdo de Campinas, com ca.11 trivalentes;
E) meiose na populagdo de Campinas. As setas indicam pontes anafasicas. F)
célula mostrando atraso na migracdo de cromossomos durante meiose na

populagado de Campinas. Barra=10um.




FIGURA 2: E. tennellus, A) tétrade anormal, populagdo de ltirapina; B) polens
inviaveis (setas), populacido de Campinas; C e D) bandamento CMA e DAPI,
respectivamente, populagdo de ltapetininga; E e F) bandamento CMA e DAPI,

populacgéo de ltirapina; setas indicam bandas positivas. Barra=10um.




FIGURA 3: E. fennellus, bandamento C; A) populacdo de ltapetininga; B)

populagdo de Htirapina; setas indicam bandas C. Barra=10um.

FIGURA 4: Cariotipos de E. tennellus, A) populagdo de ltirapina (2n=33) e B)

populacéo de ltapetininga (2n=22). Barra=10 um.
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DISCUSSAD

O nimero 2n=33, encontrado nas populagdes de ltirapina e de Campinas de Echinodorus
tennellus, contrastande com o nimero cromossdmico de 2n=22 na populagdo de ltapetininga,
mostra a ocorréncia de poliploidia nesta espécie. A existéncia de autopoliploidia, documentada
para E. tennelfus no presente trabalho, é a primeira relatada para as especies de Alismataceae
neotropicais. HARADA (1956), documentou a existéncia de citdtipos aneupléides, mas nao
potipidides, em espécies do género Alisma (A. fanceolata com 2n=26 e 2n=28 e A. Dplantago com
2n=10, 12 e 14), e em uma espécie de Fchinodorus - E. ranunculoides (2n=14, 16 e 18).

Individuos da populagéo de ltirapina apresentaram niimero cromossémico triplicado com trés
homdlogos de cada cromossomo. Esses trés homélogos podem parear na préfase da meiose,
formando trivalentes. A formagéo de trivalentes durante o pareamento pode provocar erros no
processo de divisdo, gerando células com diferentes nimeros cromossomicos, tétrades anormais e
invigbilidade do polen. Foram observadas também em E. fennelius, na populagdo de Carnpinas,
pontes de ligacdo durante a anafase | e atraso na migragéo de cromossomos durante a meiose. A
anormalidade do processo de reprodugfo sexuada é esperada em individuos com imegularidade
meidtica, como seria 0 caso de polipldides de nivel impar (STEBBINS 1950). A existéncia de duas
populagdes (ltirapina e Campinas) compostas por individuos tripidides é viavel pelo fato de que a
espécie E. fennellus, assim como outras espécies da familia Alismataceae, possui uma eficiente
reprodugio vegetativa, por ser estolonifera.

O comprimento total da cromatina (CTC) da populagéo dipldide (100,8um) encontra-se dentro
da variagio encontrada para outras espécies de Echinodorus (COSTA & FORNI-MARTINS 2002).
Em E. tennellus, cada lote cromossémico hapléide mede cerca de 50.4um, valor que indica que as
populagdes tripidides (CTC=204,6um) provavelmente se originaram por poliploidia (ganho de
genoma completo). Caso a origem tivesse ocorrido por quebras cromoss6micas, seria esperado
que os cromossomos da populagéo tripidide de E. tennellus fossem, comparativamente, menores e

morfologicamente diferentes das demais espécies, resultando em um CTC semelhante ao de
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espécies dipldides. O fato de que o CTC encontrado para as populagdes tripldides seja um valor
tetrapiGide (204,6um), e ndo tripldide, quando comparadas & populacdo diplide (1 00,8um), pode
representar que amplificacdes de DNA, ndo defectadas pelas técnicas utilizadas, também podem
ter ocorrido juntamente com a amplificacgo numérica. Como o nimero de células medidas para a
elaboraglo de caridtipos foi baixa (3 células da populagdo de Itapetininga e 5 da populacio de
ftirapina), € possivel também que estes valores representam diferencas em estdgio de
condensacio dos cromossomos,

Os dados obtidos através das técnicas de bandamento indicam que, provavelmente, as
regides coradas positivamente tanto com CMA como DAPI, constituem também regides de
heterocromatina constitutiva. A existéncia das bandas CMA+ e DAPI+ na mesma regido
cromossomica pode ser compreendida como um indicativo de gque, na mesma regiao
cromossdmica, se alternem regibes repetitivas em bases AT e CG, ou entdo que as repeticdes
estejam ocorrendo em regides diferentes, mas muito préximas, do brago curto do cromossomo
acrocéntrico e a luminescéncia do flucrocromo esteja impedindo a localizagio exata de cada uma
das repetigbes. De gualquer maneira, a diferenca numérica de bandas C, CMA e DAPI entre as
populagdes de itapetininga (1) e Hirapina (2), ndo s6 confirna a poliploidia da segunda, como
também indica que o conjunto hapldide duplicado seja aquele no qual o cromossomo do par
heteromérfico apresenta a regido de heterocromatina constitutiva, repetitiva em AT e em CG.

A existéncia de populagdes diferenciadas do ponto de vista cromossémico, ou de citdtipos ou
ragas cromossdmicas, abre a possibilidade de novos estudos em E. fennellus. Apareniemente, a
diferenciag@o cromossdmica néo foi acompanhada de diferenciagéo morfoldgica. Assim, apesar da
impossibilidade de fluxo génico entre os citétipos dipiGide e tripldide, ndo ha condigbes de
diferencia-ios taxonomicamente. E nifida a importdncia de citétipos polipldides no processo de
especiacdo dos vegetais. A poliploidia ndo é somente um dos mais conhecidos pProcessos
evolutivos, como também € o método mais répido conhecido para produzir genétipos radicaimente
diferentes mas ainda assim vigorosos e bem adaptados (STEBBINS 1850).

Citétipos ou ragas cromossOmicas diferentes em uma mesma espécie s3o relatados em

diversos vegetais, como Duguefia furfuracea (2n=16, 24 e 32), uma anondcea de cerrado
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(MORAWETZ 1984), e diversas gramineas, com citGtipos diplbides e tetrapldides freqiientemente
associados a reproduciio assexuada por agamospermia (BURSON 1975). Dentro das Alismatales,
foi documentada a exisiéncia de citétipos em Bufomus umbelfatus (Butomaceae), na gual foram
encontradas populagdes dipldides com 2n=26 e tripidides com 2n=39 (KRAHULCOVA &
JAROLIMOVA 1993).

A ocorréncia de citétipos em E. tenneflus talvez explique a dificuldade de reconhecimento
dessa espécie em relagdo a outra muito proxima, E. bolivianus (Rusby) Holm-Nielsen. As espécies
E. tennellus e E. bolivianus s8o consideradas espécies distintas por HAYNES & MOLM-NIELSEN
(1994), porém durante o projeto “Fiora Fanerogémica do Estado de S&o Paulo” encontrou-se
grande dificuidade na identificacdo e separac3o dos individuos entre estas duas espécies,
admitindo-se todos os individuos como E. fenneflus (E. R. PANSARIN, comunicacdo pessoal). A
ocomréncia de E. bolivianus foi apenas bem documentada para o Estado de Mato Grosso do Sul,
por SCREMIN-DIAS ef al. (1999). De acordo com a Fiora Neotropica (HAYNES & HOLM-NILSEN
1994), a principal diferenga encontrada entre as duas espécies é a presenga de marcas pelicidas
em E. bolivianus e auséncia em E. fennellus, sendo o restante das diferencas citadas em relagéo a
tamanho de estruturas, como ldmina foliar (2 a 18 mm de largura em E. bofivianus € 2 a 5 mm em
E. tennellus), peciolos (0,4 a 2,85 cm de comprimento em £ bolivianus e 1,2 2 8,5 cm em E
tennelius) e inflorescéncia (5 a 15 cm de comprimento em E. bolvianus e até 6 cm em E
tennellus), dentre outras. Uma resposta diferenciada dos citétipos dipléide e tripldide ao ambiente
poderia indicar que a espécie E. bolivianus representaria apenas uma variagio do citétipo dipidide,
e que grande parte das caracteristicas utilizadas na diferenciagio das espécies representem
variagbes morfolbgicas de algumas das populagdes polipidides de E. tennellus , como geralmente
€ observado para individuos poliploides (STEBBINS 1950).

Resultados de bandamento obtidos em E. bofivianus por COSTA et al. (2002) mostraram as
mesmas caracteristicas obtidas para a populacdo dipidide (itapetininga) de E. tennellus. A espécie
apresenta também apenas uma banda C e uma banda CMA+DAP!+, embora nio tenha sido

definido em que par cromossémico estas ocorrem tanto em E fenneffus como em E. bolivianus.
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Assim, sugere-se uma analise mais detathada e combinada, com estudos morfolégicos,
reprodutivos, ecolégicos, anatdmicos e moleculares das duas espécies, incluindo diversas
populagbes. Estudando aspectos anatdmicos de duas variedades de Echinodorus macrophylius
(Kunt) Micheli, SCREMIN-DIAS & BARROS (2001) encontraram diferencas significativas do
tamanho dos peciolos e do comprimento do limbo entre as duas variedades da espécie, além de
observar que o numero de lacunas do aerénquima e presenga de fibras nas fothas estavam
altamente relacionados & diferengas ambientais. Estudos similares seriam  altamente
recomendaveis para analisar se a dificuldade de diferenciagio entre as espécies E. bolivianus e E.
tennelius poderia ser relacionada & diferenciagéo de citotipos ou ragas cromossomicas, além de

poder indicar se haveriam alteragbes significativas nas populagbes tripldides de E. fenneflus..
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RESUMO: A familia Alismataceae Vent. é composta por plantas herbdceas, de habito aguatico ou
semi-aquatico, possuindo cerca de 11 géneros. Até 0 momento, apenas representantes dos dois
maiores géneros, Echinodorus e Sagittaria, foram encontrados no Brasil. Para uma melhor
caracterizagao cariotipica de algumas espécies de ambos os géneros (Echinododurs bolivianus, E.
grandifiorus, E. longipetalus, E. macrophylius, E. tennellus, Sagiftaria montevidensis e S.
rhombifolia) e melhorar o erdendimento taxondmico da familia, foram realizadas técnicas de
bandamento C, CMA/DAPI, e de hibridacdo in situ para a sequéncia 455 DNAr. As espécies
apresentaram pouca diferenciacio entre si com relagio as bandas coradas por CMA, porém vérias
diferengas com relagdo as bandas C, DAP! e sitios de hibridacdo. Apenas uma das espécies
apresentou diferenca de sitios de hibridacdo enire diferentes populagbes. As técnicas foram

eficientes na caracterizaglo das espécies, mas nao foram encontradas diferengas marcantes entre

0s géneros estudados.

INTRODUCAO

A familia Alismataceae - classe Liliopsida, subclasse Alismatidae, ordem Alismatales

(CRONQUIST 1988) - é composta por plantas aquéticas ou semi-aquaticas, de fothas eretas ou
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flutuantes, gue crescern em brejos ou solos encharcados. Membros da familia podem ser
reconhecidos pela presenca de latex, placentagio basal e frutos, em sua maioria, em forma de
aquénios (HAYNES & HOLM-NIELSEN 1994). Dos 11 géneros que compdem esta familia, os dois
maiores, Echinodorus e Sagittaria, estdo presentes nos neotrépicos, com representantes no Brasil,
inclusive no Estado de S&o Paulo, Os outros nove géneros menores, com menos de 10 espécies
cada, ndo possuem representantes nos neoiropicos (HAYNES & HOLM-NIELSEN 1994).

O género Echinodorus possui cerca de 26 espécies, com aproximadamente 17 delas
presentes no Brasil; e o género Sagittaria possui cerca de 25 espécies, com aproximadamenie seis
presentes no Brasil (HAYNES & HOLM-NIELSEN 1994). De acordo com o levantamento realizado
pelo projeto “Fiora Fanerogdmica do Estado de Sfo Paulo”, foram encontradas no Estado seis
espécies do género Echinodorus (E. tennelfus (Mart.} Buchenau, E. grandifiorus (Cham. & Schitdi.)
Micheli , E.jongipetalus Micheli, E. macrophyflus (Kunth) Micheli, E. aschersonianus Graebn. e E.
panicuiatus Micheli) e irés espécies do género Sagiftaria (S. guayanensis Kunth, S.montevidensis
Cham. & Schitdl. e 8 rhombifolia Cham.) (AMARAL M. C. E., comunicagio pessoal}. Algumas
dessas espécies foram estudadas do ponto de vista cariotipico por COSTA & FORNI-MARTINS
(2002a), com a determinag@o de nimeros cromossdmicos e elaboraclo de ideogramas mediante
técnicas de coloragBo convencional, evidenciando grande semelhanga na morfologia
cromossdmica.

Uma proposta de evolugdo cariotipica foi feita para a familia Alismataceae em um estudo
realizado por MEHRA & PANDITA (1984). Neste estudo 0s autores analisaram o caridtipo de trés
espécies do género Alisma e duas espécies do género Sagiffaria. De acordo com os cari6tipos, 0s
autores propuseram um nimero basico de x=6 para a familia, onde todos os cromossomos seriam
metacéntricos. A partir desse caridtipo, teria se originado o nimero n=7 (Alisma plantago-aquatica
e A gramineum) através da fissfo de um dos cromossomos metacéntricos na regido do
centrémerc. C mesmo tipo de quebra cromossdmica em outros quatro pares de cromossomos
metacéntricos teria originado o numero n=11 obtido para ambas as espécies do género Sagiftaria

(S. sagittifolia e S. guayanensis). A outra espécie de Alisma, A. lanceofatumn, com n=13, teria se



48

originado de uma poliploidia do ancestral com x=6 seguida de uma quebra na regido centromérica
em um dos metacéntricos (MEHRA & PANDITA 1984).

Hé casos em que o estudo cariomorfolégico convencional ndo é suficiente para elucidar as
relagbes cromossomais, como ocorre com o género Drosera (Droseraceae) e em Alfium (Alliaceae)
(SHEIKH & KONDO 1985; VOSA 1985). A diferenciaciic linear dos cromossomos, envolvendo
principalmente técnicas de bandamento e técnicas moleculares como z hibridagdo in sifu,
possibilita 0 uso de caracteres adicionais na andlise citotaxondmica, que podem evidenciar as
diferencas entre as espécies (PIGNONE et al. 1999).

Denire as técnicas de bandamento, utiliza-se o bandamento-C para identificar a
quantidade e localizacdo da heterocromatina constitutiva (SUMMER 1972) e coloragdo com
fluorocromos para determinar a composicdo de bases da heterocromatina (SCHWEIZER 1976). ©
fluorocromo DAPI (4'- 6 diamidino - 2 fenilindof} evidencia segiiéncias de DNA repetitivas ricas em
adenina e fimina (A - T), enquanto 0 CMA (cromomicina Az} se liga & regides ricas em citosina e
guanina (C - G). Além destas duas, pode-se utilizar coloragio especifica com nitrato de prata, ou
bandamento NOR (GOODPASTURE & BLOOM 1875), para identificar regifes organizadoras de
nucléoio em cromossomos metafasicos & o ndmero de nucléclos ativos.

A hibridag&o in situ € um método preciso para localizar seqiiéncias de acidos nucléicos
(tanto DNA como RNA) no citoplasma, organelas, cromossomos ou nicleo de material biolégico
(LEITCH et al. 1994}. Em espécies de Alfium (Alliaceae), fol feita a hibridacéo in situ fluorescente
(FISH) para a detecgao de uma seqiiéncia repetitiva de DNA satélite presente em Allium cepa. A
seqiiéncia satélite foi encontrada em todas as espécies pertencentes 3 mesma secio de Alium
cepa, ou seja, sect. Cepa. As outras segdes e subgéneros ndo revelaram a presenca desta
sequiéncia, com excegdo de uma Unica espécie, A.roylei, pertencente a sect. Oreiprason, o que
sugeriu que esta espécie estd proximamente relacionada & sect. Cepa. Através deste estudo, os
autores concluiram que provavelmente esta seqiléncia satélite teria evoluido j& em fommas
ancestrais da sect. Cepa (PICH ef al. 1996). Em algoddo (Gossypium hirsutum L) a hibridac3o in
situ fluorescente {FISH) foi utilizada para localizar as seqiiéncias de DNAr 58 e 185-285 no

tetrapldide G. hirsutum e nas espécies dipldides provavelmente ancestrais de G. hirsutum (G.
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herbaceum, G. arboreum, G. raimondii e G. thurberi). A muttiplicidade, a variagio em tamanho e
ndmero de sitios, e a faita de aditividade entre as espécies tetrapldides e seus provaveis ancestrais
dipldides indicaram que 0 comportamento do loci de DNAr em algodao era consideravelmenie mais
complexo e dindmico que o imaginado previamente pelos autores(HANSON ef al. 1996).

Buscando ampliar o conhecimento carotipico e contribuir para o meihor entendimento
taxondmico da familia Alismataceae, foram realizadas diferentes técnicas de bandamento
cromossdmico, incluindo-se bandamento C, CMA e DAPI, e a técnica de hibridagéo in situ para a

seguéencia 455 de DNAr em sete espécies da familia Alismataceae.

MATERIAL E METODOS

1) Especies coletadas

Foram analisadas sete espécies de Alismataceae, sendo cinco do género Echinodorus — E.
bolivianus, E. grandiflorus, E. longipetalus, E. macrophyllus e E. tennellus - e duas do género
Sagittaria - S. montevidensis e S. rhombifolia. De cada uma das espécies foram obtidas uma ou
mais populagdes distribuidas pelos Estados de Sao Paulo e Mato Grosso do Sul (TABELA 1).

Foram coletados materiais testemunho de todas as espécies, que foram herborizadas

segundo técnicas usuais; as exsicatas foram depositadas no Herbario UEC (Departamento de

Botanica/ 1B/ UNICAMP).



TABELA 1 ~Espécies e popuiagles de Echinodorus e Sagiffaria analisadas, com
respectivos nimeros de exsicatas depositadas no Herbério UEC.

ESPECIE POPULACOES NUMERGS
(UEC)
5. montevidensis Chamisso & i
Schlectendal
S. rhombifolia Chamisso HiveV 1012, 093
1074
0101
E.bolivianus (Rusby) Holm-Nielsen Vi 1101
E. grandiflorus (Chamisso & HiVeV 1073
Schiectendal} Micheli 091
0103
E. longipetalus Micheli telV 1071, 1072
E. macrophyfius {(Kunth) Micheli ;
E. tennellus (Martius) Buchenau H] 1075

POPULAGOES:

1) Campinas, SP - § 22°54'20", W 47 °03'39"™;
1) Casa Branca, SP - 21°46'26", 47 °05'11";
1if) ltapetininga, SP - 23°35'30", 48°03*11";

1V) Hirapina, SP - 22°15'10", 47°49'22";

V) Pereira Barreto, SP - 20°38"18", 51°06'33";

VI} Bonito, MS - 21°20°28", 56°33'34".
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2) Preparacdes mitdticas
2.1) Pré-tratamento

Raizes foram coletadas e submetidas a pré-tratamento em solugdo contendo duas partes de
solugdo saturada de paradiclorobenzeno (PDB) e uma parte de cicloheximida 0,009% por 5h em
temperatura controlada (16-18°C). Depois de pré-tratadas, as raizes foram fixadas em Carnoy
(etanol absoluto 3:1 dcido acético glacial) por 24h, sendo conservadas em alcool 70%, em freezer.
2.2) Bandamento CMA/DAP]

O bandamento CMA/DAPI seguiu o protocolo de SCHWEIZER (1976), com modificagdes.

As raizes foram digeridas com solucfio enzimdiica contendo 2 partes de celulase e 20 partes
de pectinase por cerca de duas horas. Em seguida foram lavadas e esmagadas entre ldmina e
laminula, com uma gota de acido acético 45%. Para descolamento da laminula as ldminas foram
merguthadas em nitrogénio liquido. Apds serem armazenadas & temperatura ambiente por pelo
menos irés dias, as lAminas foram mergulhadas, para hidrélise, em acido acético 45% a 60 C,
durante 10 minutos, lavadas em &gua correnie e secas. Em seguida, as laminas foram
merguthadas em solug8o saturada de hidréxido de béaric & temperatura ambiente, durante 5
minutos. As ldminas foram lavadas em solugBo de &cido acético 45% e novamente lavadas em
agua destilada. Depois de secas, as 1&minas foram incubadas em 2x8S$C a 60 C durante 80
minutos. Depois deste processo elas foram coradas primeiramente com o fluorocromo DAPI 2ug/mi
por 20 minutos e depois com o fluorocromo CMA 0,5mg/mi por 1:30h. As i&minas foram montadas
com sacarose saturada. Estas {&minas foram mantidas no escuro até serem fotografadas em
microscopio de fluorescéncia. Depois de fotografadas algumas 1aminas foram lavadas em agua
destilada e coradas com Giemsa para evidenciar as bandas C.

2.3) Bandamento C

O bandamento C foi realizado de acordo com SCHWARZACHER ef al. (1980), com algumas
modificacdes. A digestdo das raizes foi feita em solugio enzimatica contendo 2 partes de celulase
e 20 paries de pectinase por cerca de duas horas. As mesmas foram, entdo, lavadas e esmagadas
entre lamina e laminuia. Para descolamento da laminula as laminas foram mergulhadas em

nitrogénio liquido. Apds serem armazenadas a temperatura ambiente por pelo menos um dia, o
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mesmo procedimento de hidrolise utilizado para banda CMA/DAPI foi utilizado antes da colorago
com Giemsa. Como no bandamentc CMA/DAP!, as ldminas foram passadas por dcido acético,
hidroxido de bario e 2xSSC, todos a 80°C. As laminas foram novamente lavadas, secas e coradas

com Giemsa 2%, diluido em tampéo fosfato (Sorensen) pH 6,8 e montadas em resina Entellan ou

Aliklan.
2.4) Hibridacao in situ (HIS) (LEITCH ef al. 1994)

A)Preparacéo da sonda:

Foi utilizado o fragmento de DNAr 455 de cerca de 12 kb contendo 285-5,85-183 com
seus espagadores. Este fragmento foi clonado no plasmidio pUC e E.coff, resistente a ampicilina.
O plasmidio foi separado pela técnica da miniprep e a concentracdo medida em um fluorbmetro. A
marcacao foi feita por nick translation (Bionick Gibco) com biotina-14-dATP.

B)Tratamento da ldmina e HIS:

Para a hibridagio in situ, as 1&minas foram preparadas com digestdo enzimatica, como
descrito para as técnicas de bandamento, e armazenadas em freezer. Antes de iniciar a hibridagéo
as {aminas foram tratadas com RNase 1% (1 RNase : 99 2xSSC) pH 7.0, a 37°c por 1h. As
faminas foram lavadas em 2xSSC por 10 min sob agitacdo, mergulhadas em paraformaideido 4%,
por mais 10 min., e depois lavadas novamente em 2xSSC. As {aminas foram imersas em alcool
70% por 5 min e em alcool 100% por mais 5 min. Ap6s as Iaminas estarem secas, a perparagao foi
coberta pela mistura de hibridacio. A mistura de hibridagBo é composta por formamida 100%,
dextran sulfato 50%, 20xSSC, sonda (100-200 ng ui™), DNA de blogueio, SDS 10% e agua. Depois
de acrescentada a mistura de hibridac8o nas lAminas, estas foram colocadas em um termociclador,
sendo submetidas a um ciclo de 90°C por 10 min, seguido por 45°C por mais 10 min. As laminas
foram entdo mantidas na estufa a 37°C, em cadmara Gmida € no escuro, por foda a noite.

CiBanhos pos-hibridagéo:

Foram feitos o0s banhos pos-hibridacfio, primeiramente com 2xSSC a 42°¢C por 5 min,
formarnida 20% (20m! de formamida para 80mi de 0,1xSSC) a 42°C por 10 min, 0,1xSSC a 42°C
por 5 min e outro novamente em 2x33C a 42°c por 5 min, 4x3SSC/ Tween 20 0,2% a 42°C e outro

com 4xSSC/ Tween 20 0,2% & temperatura ambiente. Todos os banhos foram feitos sob agitagio.
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D} Defecgdo da hibridacéo:

Para a deteccdo da hibridagdo, as laminas foram tratadas com 100pi de BSA 5% por 5 min.
Foram adicionados 50yl da solugio de detecgio, comtende 1:100 de avidina-FITC, e contracorou-
se 05 Cromossomos com iodeto de propidio.

Apfs nova lavagem com 4x8SC por 20 min as laminas foram montadas com Vectashield
(Antifade).

3) Andlise das laminas e elaboragfo dos caridtipos

A analise das laminas foi feita em microscépio éptico Olympus e de fiuorescéncia Leitz. Para
analise das |dminas tratadas com CMA utilizou-se o filtro | 2/3 e para andlise das l&minas tratadas
com DAPI o filtro AZ. As fotografias para a coloracic da banda C foram tiradas utilizando fiime
preto e branco, IS0 25. Para a banda CMA/DAP! foi utilizado filme preto e branco 1SO 100 ou filme
de slide iSO 400. As fotografias da hibridag@o in sifu foram feitas com filme colorido 1SO 100. Com
excecdo do procedimento de hibridacdo in sifu, do qual foram observadas apenas uma i8mina de
cada espécie, foram observadas no minimo 10 células em cada procedimento e, no casc de

elahoracdo de caridtipos, foi utilizada apenas a methor célula obtida.

RESULTADOS

Observou-se grande diferenca nos padrdes de distribuicio da heterocromatina constitutiva
e quantidade da mesma enitre as sete espécies analisadas (Echinodorus bofivianus, E.
grandiflorus, E. longipetalus, E. macrophyllus, E. tennellus, Sagittaria montevidensis e 8.
rhombifolia). De uma maneira geral, o bandamento com fluorocromos CMA/DAFP! demonstrou uma
certa constancia no ndmero e localizagdo das bandas CMA+, mas ndo das bandas DAPI+. Através
da hibridagao in situ, observou-se também diferengas entre as espécies, ndo s6 com relagdo ao
namero de sitios de DNAr como também com relacic ao tamanho. Apenas em Sagittaria
rhombifolia foram observadas diferencas inter-populacionais com relag@o ao ndmero de sitios

(TABELA 2).



Espécie 2n Bandas C CMA/DAP] FisH
Populagio
E. bolivianus 22 1 1 CMA+HDAPI+ -
E. grandifiorus 22 2 2 CMA+/DAPI- 2 sitios
E jongipetalus 22 vanas 4 CMA+/DAPI neutras -
varias DAPI+/CMA neutras
E. macrophylius 22 varias 2 CMA+/DAPI- 4 sitios
varias DAPI+/CMA neutras
E. tennellus 22 1 1 CMA+/DAPH -
S. montevidensis 22 2 Sem bandas 4 sitios
S. rhombifolia
Casa Branca 22 14 3 CMA+/DAPI neutras 5 sitics
ltirapina 22 14 2 CMA+DAPI- g sitios

TABELA 2: Resumo dos dados cariotipicos de espécies de Echinodorus e Sagitfaria,
indicando 0 numero de cromossomos na mitose (2n), quantidade de bandas C, tipo e

numero de bandas CMA/DAPI, nimero de sitios observados na hibridacéo in sifu (FISH)

para DNAr 458, (-) indicam espécies ndo analisadas.
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Echinodorus bolivianus {Rusby)} Hoim-Nieisen

Banda C

A espécie apresentou apenas um bioco heterocromatico no menor braco de um dos
cromossomos acrocéntricos (FIGURA 1C).

Banda CMA/DAP!

A espécie apresentou apenas uma banda CMA+/DAPI+, coincidente no menor brago de um
dos cromossomos acrocéntricos (FIGURA 1A e B).

Nesta especie obteve-se bom resultado com a coloragdo sequencial CMA/DAP! e Giemsa 2%.
Pode-se observar que a banda CMA+/DAPI+ foi também corada pelo bandamento C, evidenciando

que a regifo de heterocromatina constitutiva é rica em regies repetitivas de AT e CG.

Echinodorus grandifiorus (Chamisso & Schiecitendal) Micheli

Banda C

A espécie apresentou um par de bandas C, presentes no menor brago de um dos pares de

cromossomos acrocéntricos (FIGURA 2A).

Banda CMA/DAP!

Foram observadas apenas duas bandas CMA+/DAPI neutras (FIGURA 1E e F), localizadas
nos bragos curtos dos cromossomos de um dos pares acrocéntricos.
Hibridagao in situ

Nas células obtidas na hibridagdo foram visualizados apenas dois sitios de hibridag3o para a

regido DNAr 458 (FIGURA 1D).

Echinodorus longipetalus Micheli

Banda C

Nesta espécie foram observadas indmeras bandas de heterocromatina constitutiva, havendo
bandas terminais, intercalares e centroméricas. Os pares de cromossomos metacéntricos
apresentaram apenas pontuagles centroméricas, assim como um dos maiores pares de

cromossomos acrocéntricos. Com exce¢lo de dois pares de cromossomios acrocéntricos, um
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apresentando apenas pontuagbes centroméricas, e outro apresentando apenas bandas terminais,
todos os outros pares de acrocéniricos apresentaram bandas intercalares. Alguns destes pares
apresentaram também bandas centroméricas e terminais (FIGURA 2B).

Banda CMA/DAP!

Foram visualizadas 4 bandas CMA+/DAPlo, nos bragos menores de alguns Cromossomos
acrocéntricos, € inGmeras bandas DAPI+/CMA neutras. Todas as bandas DAPI+ visualizadas séo

intercalares, presentes nos bragos longos de cromossomos acrocéntricos, provaveimente

coincidindo com algumas bandas C intercalares (FIGURA 2C e D).

Echinodorus macrophyilus (Kunth) Micheili

Banda C

As celulas observadas apresentaram muitas bandas, localizadas nas porgdes teloméricas dos
bragos maiores dos cromossomos acrocéntricos. Em pelo menos dois pares de cromossomos,
também acrocéntricos, foram localizados pontos (*dots™) na regido mediana dos bragos maiores.
Em apenas um par de cromossomos acrocéntricos foi visivel uma banda na porgdo terminal dos
bragos menores do cromossomo (FIGURA 3B).

Banda CMA/DAPI
Esta espécie apresentou células com pelo menos duas bandas CMA+/DAPI- (FIGURA 2E e F)

nos bragos menores de um par de Cromoessomos acrocéntricos e varias bandas DAPI/CMA
neutras (FIGURA 2), em sua maioria teloméricas, com alguns pontos nas regides medianas dos
bragos longos dos cromossomos acrocéntricos. As bandas DAPI+ provavelmente coincidem com
as bandas C.
Hibridacéo in situ

A hibridagéo in situ evidenciou quatro sitios de DNAr 458 na regido telomérica (ou nas pontas)

dos bragos curtos de dois pares de cromossomos acrocéntricos (FIGURA 3A).
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Echinodorus tennellus {(Martius) Buchenau

Banda C

A espécie apresentou apenas uma banda C, presente nos bracos curios, em apenas um dos

cromossomos de um dos pares acrocéntricos, indicando que o par é heteromérfico (FIGURA 3).

Banda CMA/CAPI

Células desta espécie apresentaram apenas uma banda CMA+/DAPI+, observada também nos

bragos curtos de um dos cromossomos acrocéntricos (FIGURA 3C e D).

Sagittaria montevidensis Chamisso & Schiechtendal

Banda C
A especie apresentou apenas um pequeno par de bandas C, nos bragos menores de um dos

Cromossomaos acrocéntricos (FIGURA 4).

Banda CMA/DAPI
Né&o foram evidenciadas bandas CMA+ e DAPI+ nesta espécie (FIGURA 4).

Hibridacao in sifu
Puderam ser observados quatro sitios de hibridagdo para o sitic 455 DNAr. Dois sitios se

apresentaram amplificados e 0s outros dois sitios um pouco menores, sendo todos os quatro

localizados nos bragos curtos de cromossomos acrocéntricos, provaveimente envolvendo as

constrigdes secunddrias (FIGURA 4B).

Sagittaria rhombifolia Chamisso

Bandamento C

As celulas em metafase desta espécie apresentaram 14 bandas C, distribuidas em sete pares
cromossémicos (1°, 2°, 5°, 8°, 7°, 8° e 9°), sendo quatro destes heteromérficos. Apenas um
cromossomo do par metacéntrico (1°) apresentou banda C na regido mediana de um dos bracos.
Outros pares heteromérficos s&o o 6°, 0 8° € o 9°, em ordem decrescente (FIGURAS 5A e 6B8). O
6° par apresentou um dos cromossomos com pontos giemsa-positivos na regido mediana dos
bragos longos, além da banda na regido telomérica dos bragos curtos apresentada por ambos o0s

cromossomos do par. J& o oitavo par cromossémico apresentou heteromorfismo na regido
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telomérica do brago curto, além de uma banda, nao heteromdifica, na regido mediana do brago
longo. © 9° par apresentou em um dos cromossomoes uma banda intensamente corada na regido
telomérica dos bragos curtos, mas apenas uma banda fraca e significativamente menor na mesma
regido do outro cromossomo do par. A maioria das bandas encontram-se na porgao telomerica dos

bragos curios. Apenas um par (2% apresentou pontos na porgdo proximal ao cenirémero, nos
bragos curtos (FIGURA 5A).

Bandamento CMA/DAPI
Foram observadas cinco bandas CMA+, sendo trés CMA+/DAPI neutras e duas CMA+/DAPI-,

tanto na populagdo de Casa Branca como na de itirapina (FIGURA 4E e F, e 5B e C). As bandas
CMA+ estdo presentes na regido telomérica dos bragos curtos dos cromossomos acrocéntricos
dos pares 4, & e 8, sendo 0 4° e 0 9° pares heteromorficos (FIGURA 8C). © 4° par apresentou
banda CMA+/DAPIo apenas em um dos cromossomos do par, enquanto o 9° par apresentou
banda CMA+/DAPI- amplificada em um dos cromossomos, podendo ser observados dois blocos
intensamente corados separados por uma regide menos corada, e uma Onica banda CMA+/DAPI-
significativamente menor no outro cromossomo do par (FIGURA &6C),

Hibridag&o in situ

A hibridac8o in sifu nesta espécie evidenciou diferentes nlmeros de sitios entre duas
populagdes distintas. Na populag&o de itirapina, as células apresentaram nove sitios de hibridagio
para a regido 455 do DNAr, sendo 4 sitios de tamanho médio e 5 sitios pequenos, distribuidos nos
pares 4, 6, 7, 9 & 10, sendo 0 4° par heterombrfico com apenas um dos cromossomos do par
apresentando sitio (FIGURAS 5E e 6E). Na populagio de Casa Branca, as células apresentaram 5
sitios de hibridacio, distribuidos nos pares 4, 6 e 8 (FIGURAS 5D e 8D), sendo dois sitios bem
amplificados, e dois sitios médios e um sitio pequeno, todos na porgdo telomérica dos bragos
curios dos cromossomos. O par 4 apresentou-se também heteromorfico nesta populagéo, com sitio
em apenas um dos cromossomos. Diferente da populagéo de ltirapina, nesta populagio 0 8° e 0 6°
par apresentaram-se heteromdriicos, com um dos cromossomos apresentando sitio amplificado,
provavelmente com dois blocos corados foriemente, e o outro cromossomo de cada par

apresentando sitic na mesma regifio, mas bem menor (FIGURA 6D).



FIGURA 1. A, B e C) Echinodorus bolivianus, CMA, DAPlI e banda C

respectivamente; D, E e F) E. grandiflorus, hibridagdo in situ, CMA e DAPI
respectivamente. Setas indicam bandas/ sitios de hibridacdo 45S DNAr.

Barra=10um.
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FIGURA 2: A) Echinodorus grandiflorus, setas indicam bandas C; B, C e D) E.

longipetalus, bandamento C, CMA e DAPI, respectivamente; E e F) E.
macrophyllus, CMA e DAPI, respectivamente. Setas indicam bandas CMA+,
pontos mais claros em D e F indicam bandas DAPI+ e pontos mais escuros em B

indicam bandas C. Barra=10um.
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FIGURA 3: A e B) Echinodorus macrophyllus, hibridagdo in situ e bandamento C,

respectivamente, setas indicam sitios de hibridagdo 45S DNAr, seta superior
aponta trés sitios e pontos mais escuros em B representam bandas C; C, D e E)
E. tennellus, CMA , DAPI e banda C, respectivamente, setas indicam bandas

positivas. Barra=10um.
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FIGURA 4: A, B, C e D) Sagittaria montevidensis, banda C, hibridagao in situ,

CMA e DAPI respectivamente, setas indicam bandas C e sitios de hirbidacao
45S; E e F) S. rhombifolia, CMA e DAPI respectivamente, populagio de Casa

Branca, setas apontam bandas CMA+ . Barra=10um.
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FIGURA 5: Sagittaria rhombifolia, A) Bandamento C, regibes mais escuras

representam bandas C; B e C) CMA e DAPI respectivamente, populagdo de
ltirapina, setas apontam bandas CMA+ (seta a direita em B aponta trés bandas) ;
D e E) hibridacao in situ, populagdes de Casa Branca e ltirapina, respectivamente,

sitios 45S DNAr corados em amarelo. Barra=10um.
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FIGURA 6: Carittipos de Sagittaria rhombifolia, A) Coloragao de Giemsa (COSTA,

cap1), B) Bandamento C, C) bandamento CMA, D) Hibridagdo in sifu (FISH) —

populacao de Casa Branca e E) FISH — populagéo de ltirapina.
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DISCUSSAO

Pode-se considerar gue nas espécies da familia Alismataceae estudadas, abrangendo os
géneros Echinodorus e Sagittaria do Brasil, a aplicagdo das técnicas de bandamento
cromossdmico (C, CMA e DAP!) e de hibridagdo in situ (458 DNAr permitiv uma andlise
comparativa de seus caridtipos. Essas técnicas evidenciaram diferencas entre espécies que
possuem caridtipos bastante semethantes mediante a andlise convencional: mesme ndmero
cromossdmico (2n=22) e padrdo morfologico e de tamanho cromossdmico (COSTA & FORNI-
MARTINS 2002Za).

Dentre as espécies estudadas, foram enconiradas bandas DAPI+ apenas em Echinodorus
bolivianus, E. fongipetalus, k. macrophyilus e E. tennelius. A coincidéncia entre algumas bandas e
a localizacdo das mesmas nos bandamentos C e DAPI destas espécies sugere que algumas
regides de heterocromatina constitutiva nestas espécies sdo ricas em pares de bases AT. Esta
coincidéncia entre os bandamentos C e DAPI foi encontrada também em orquideas (KAO et al.
2001). Em uma revisao feita por GUERRA (2000), o autor estabelece que a técnica do bandamento
C, associada a coloracic com fluorocromos, foi reconhecida como sendo um método confiavel
para distinguir alguns tipos de heterocromatina em plantas, apesar de algumas regiGes de bandas
C reagirem de forma neutra com fluorocromos. O autor observou fambém que a heterocromatina
{HC) mais caracteristicamente deteciada com fluorocromos foi a NOR-HC, quase sempre CMA+ e
DAPI-. Os resultados obtidos em Sagiffaria rhombifolia, cujo satélite apresentado através da
técnica convencionai de Giemsa, no nono par cromossdmico, foi confirnado como sendo regido
heterocromatica peio bandamento C e posteriormente corado positivamente para o fluorocromo
CMA e negativamente para DAPI condizem com este padrdo. Com a utilizago da hibridagéo in sifu
para a regido de 45S DNAr, uma técnica bastante confiavel para reconhecimento da NOR-HC em
plantas (GUERRA 2000), foi identificada novamenie a NOR-HC no nonc par cromossdmico.

Apesar de ndo ter sido visualizada, em forma de satélite, através de técnica convencional (COSTA



66

& FORNI-MARTINS 2002a), a NOR-HC provavelmente estd presente também no sexio par
cromossimico desta espécie por ter sido identificada neste par pela hibridago in sifu (FIGURA 8).

Em S. rhombifolia, a grande semelhancga entre as regibes coradas positivamente para 0 CMA
e 0s sitios de DNAr enconirados na populagio de Casa Branca e ltirapina demonstra que todas as
regides CMA+ sdo compostas por DNAr, porém nem iodos os sitios de DNAr foram corados
positivamente para CMA (populagéo de Hirapina). A existéncia de varias bandas-C em Sagiltaria
rhombifolia, ndo identificadas através de fluorocromos ou hibridacao in sifu, indica que as regides
de heterocromatina constitutiva nem sempre s30 compostas por regides organizadoras do nucléolo
ou repetitivas ricas em AT ou CG, o que pdde ser observado também em Echinodorus longipetalus.

Nas Alismatales, em geral, s@o raros os estudos envolvendo a diferenciagdo linear dos
cromossomos, de forma que ndo ha muitos padrées de comparagdo com os resultados aqui
obtidos. Em um desses estudos, KENTON (1881) mostrou que em Hydrocleys nymphoides
(Limnocharitaceae) as bandas C sa0 encontradas apenas em um par cromossémico, envolvendo a
regido do satélite. Foi observado também que este par era normaimente heteromorfico, com um
dos cromossomos apresentando dois ou trés blocos fortemente corados separados por regibes
menos densas, e o outro apresentando uma regido Giemsa-positiva bem menor, o que foi também
observado em E. bolivianus, E. tennellus e S.rhombifolia, no presente trabalho.

De um modo geral, para a familia Alismataceae, os sitios de DNAr 458 parecem estar
localizados preferencialmente nas regides teloméricas dos bragos curtos dos Cromossomos e
fregiientemente associados a satélites, sugerindo que estes satélites sejam em parte constituidos
por DNAr, conforme observado para Sagiftaria rhombifolia.

Em um estudo realizado por GUERRA ef al. (2000), os aspectos de bandas heterocromaticas
mostrou-se Gtil tambérn para identificar padrbes evolutivos dentro de aiguns grupos. Ao estudar
padrio de bandas heterocromaticas em Ruiaceae, na subfamilia Aurantioideae, os autores
observaram que 0s géneros mais basais dentro do grupo apresentam menores quantidades de
heterocromatina do que os géneros mais derivados, uma tendéncia também observada para outros

géneros como Sesbania Scop. (FORNI-MARTINS & GUERRA 1899), Scilfa (GREILHUBER et al.
1981) e Capsicum (MOSCONE ef al. 1996).
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N&o houve grande diferenga entre padrées de bandas obtidos para os géneros Echinodorus e
Sagittaria estudados no presente trabalho. As maiores diferencas observadas ocorreram em nivel
inter-especifico & até mesmo inter-populacional, no caso de Sagitfaria rhombifofia, mas ndo inter-
genérico; principaimente com relagdo as bandas C e DAPI. Deve-se ressaltar também a grande
semelhanca de padrdo de bandas C, CMA e DAPI observadas entre as espécies Fchinodorus
tennellus e E. bolivianus (COSTA & FORNI-MARTINS 2002b).

Dessa forma, a andlise de padrio de bandas C, CMA, DAPI e sitios de hibridac&o in situ, de
uma maneira geral, demonstrou-se bastante (il para identificar diferengas, possivelmente
diagnosticas, enire espécies; assim como semelhangas que poderiam indicar que esias estejam

proximamente relacionadas.
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CONCLUSAO GERAL

As espécies de Echinodorus e de Sagittaria estudadas apresentaram nimero cromossdmico
constante, de 2n=22, com cromossomos grandes, variando de 2,3 a 9,1um, e altos indices de
assimetria {TF% entre 12,9 e 20,5), devido & alta freqiiéncia de cromossomos acrocéntricos. Este
padrdao cariotipico encontrado confirmou a maioria dos dados fomecidos em literatura. A
comparacdo dos dados obtidos, com dados disponiveis para outros géneros de Alismataceae,
confirmou as tendéncias filogenéticas sugeridas através de andlise do gene rbcl para o grupo,
suportando, do ponto de vista citogenético, a inclusdo da familia Limnocharitaceae dentro de
Alismataceae. Os procedimentos de bandamento e hibridac@o in sifu (455 DNAD realizados se
mostraram, de maneira geral, eficientes para caracterizagdo carnotipica das espécies, mas nao
demonstraram grandes diferengas entre os géneros. A existéncia de citétipos polipidides para a
espécie Echinodorus feninellus foi pela primeira vez documentada, sendo inédita ndo s para o
género, como para toda a familia. A existéncia dos citotipos, assim como os dados obtidos atraves
de bandamentos, mostraram que as especies E. fennellus e E. bolivianus, estdo proximamente

relacionadas, merecendo estudos mais amplos.
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