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RESUMO

Cyperaceae ¢ a terceira maior familia das monocotiledoneas, apresentando cerca de 5.500
espécies € 109 géneros. Dentre as caracteristicas encontradas na familia estdo a presenga de
cromossomos holocéntricos ¢ de uma ampla variagdo cromossomica numérica associada,
principalmente, a eventos de poliploidia e disploidia. O género Rhynchospora ¢ o mais
representativo no Brasil, com aproximadamente 170 espécies. Estudos citogenéticos, nesse
género, apontaram variagdes cromossomicas, interespecificas, de 2n = 4 em R. tenuis a 2n =
62 em R. chinensis e R. faurieri além de variagdes intra-especificas, como as observadas, em
R. tenuis (2n = 4 ¢ 8) e R. holoschoenoides, R. confins e R. stigera (2n = 10 e 20). Neste
contexto, este trabalho buscou auxiliar a compreensdo dos mecanismos envolvidos nos
processos de diferenciagdo ¢ evolugdo cariotipica do género Rhynchospora. Para tal, foram
feitas andlises citogenéticas convencionais, contagens cromossomicas, em 14 espécies
coletadas em diferentes estados brasileiros. As espécies foram classificadas em dois
subgéneros (Haplostylae e¢ Rhynchospora) e sete se¢des (Dichromena, Eu-psilocaryae,
Spermodontes, Marisculae, Longirostres, Tenues e Pluriflorae). A analise dos caridtipos
mostrou a auséncia de constri¢des primdrias ¢ a presenca de variagdes numéricas. O menor
namero cromossomico observado foi 2n = 4 em R. tenuis e o maior foi 2n = 58 em R.
globosa. Variagoes intra-especificas foram observadas em R. globosa (2n = 36, 45 ¢ 58), R.
pubera (2n = 10 e 12), R. nervosa (2n = 10, 20 e 30) e R. tenuis (2n = 4 ¢ 5). A andlise
meidtica nas espécies R. breviuscula, R. pubera (2n = 12) e R. nervosa (2n = 10) mostrou-se
regulares. Enquanto, em R. globosa foi observada a presenca de multivalentes (2n = 36)
univalentes e trivalentes (2n = 45). Os nimeros cromossomicos de R. aperula, R. globosa (2n
= 36, 45 ¢ 58), R. pubera (2n = 12), R. nervosa (2n = 10) e R. tenuis (2n = 5) sdo pela
primeira vez reportados. As se¢des Dichromena, Eu-psilocaryae e Spermodontes
apresentaram espécies com numeros cromossdmicos multiplos de cinco (X = 5), corroborando
com numero basico proposto para o género Rhynchospora e para a familia Cyperaceae. As
secdes Marisculae, Longirostres, Tenues e Pluriflorae apresentaram niimeros cromossémicos
multiplos de seis e nove (X =6 ¢ 9) que sdo considerados numeros basicos secundarios para o
género. Eventos de disploidia foram observados em algumas espécies. Contudo, a poliploidia
foi o evento predominante, estando presente em nove das 14 espécies estudadas. Nesse
contexto, ¢ possivel sugerir que, o género Rhynchospora, assim como a maioria das
angiospermas, tem a poliplodia como o principal mecanismo de evolugdo dos caridtipos.

Palavras-Chave: Cromossomos holocéntricos. Disploidia e Poliploidia.



ARGUELHO, Edihanne Gamarra. “Cytogenetic studies in brazilian species of
Rhynchospora (Cyperaceae)”. 2011. 37 f. Dissertation (Master’s degree in Genetics and
Molecular Biology)-State University of Londrina, Londrina, 2011.

ABSTRACT

Cyperaceae is the third largest family of monocots, with about 5.500 species and 109 genus.
Presence of chromosomes holocentric and a wide variation in chromosome number associated
mainly with events of polyploidy and disploidy are among the features found in the family.
The genus Rhynchospora is the most representative in Brazil with approximately 170 species.
Cytogenetic studies in this genus, showed chromosomal variation, interspecific 2n = 4 in R.
tenuis to 2n = 62 in R. chinensis and R. faurieri well as intra-specific variations, such as those
observed in R. tenuis (2n = 4 and 8) and R. holoschoenoides, R. confins and R. stigera (2n =
10 and 20). So, this study sought to understand the mechanisms involved in the differentiation
processes and karyotype evolution of the genus Rhynchospora. It was performed conventional
cytogenetic, chromosome counts in 14 species collected in different brazilian states for this
analysis. The species were classified into two subgenera (Haplostylae and Rhynchospora) and
seven sections (Dichromena, Eu-psilocaryae, Spermodontes, Marisculae, Longirostris,
Tenues and Pluriflorae). The karyotype analysis showed absence of primary constrictions and
presence of numerical variations. The smallest chromosome number was 2n = 4 in R. tenuis
and the highest was 2n = 58 in R. globosa. Intra-specific variations were observed in R.
globosa (2n = 36, 45 and 58), R. pubera (2n = 10 and 12), R. nervosa (2n = 10, 20 and 30)
and R. tenuis (2n = 4 and 5). The meiotic analysis in species R. breviuscula, R. pubera (2n =
12) and R. nervosa (2n = 10) were regular. While, in R. globosa was observed the presence of
multivalent (2n = 36) univalent and trivalent (2n = 45). Chromosome numbers of R. asperula,
R. globosa (2n = 36, 45 and 58), R. pubera (2n = 12), R. nervosa (2n = 10) and R. tenuis (2n =
5) are first reported.The sections Dichromena, Eu-psilocaryae and Spermodontes showed
multiple species with chromosome numbers of five (X = 5), agreeing with the basic number
proposed for the genus Rhynchospora and family Cyperaceae. The sections Marisculae,
Longirostris, Tenues and Pluriflorae showed multiple chromosome numbers of six and nine
(x = 6 and 9) which are considered secondary base numbers for the genus. Disploidy events
were observed in some species. However, polyploidy was the predominant event, being
present in nine of 14 species. Therefore, it is possible to suggest that genus Rhynchospora,
like most of the angiosperms, have polyploidy as the main mechanism of evolution of the
karyotypes.

Keywords: Holocentric chromosomes. Polyploidy and Disploidy.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS BOTANICOS DE CYPERACEAE E RHYNCHOSPORA

A familia Cyperaceae Juss. ¢ composta por cerca de 5.500 espécies,
distribuidas em 109 géneros e duas subfamilias: Cyperoideac e Caridoideac (BRUHL,
1995; GOVAERTS et al., 2007). No Brasil, ocorrem 678 espécies, distribuidas em 42
géneros, sendo que os géneros mais representativos sdo Rhynchospora Vahl. (157
espécies), Cyperus L. (101 espécies), Scleria Berg. (82espécies) e Eleocharis R. BR. (69
espécies) (ALVES et al., 2009).

Cyperaceae ¢ considerada a terceira maior familia das
monocotiledoneas. Seus representantes possuem distribui¢do cosmopolita, sendo
comumente encontrados em areas abertas e alagadas, podendo também ocorrer em bordas
de florestas e ambientes drenados (GOETGHEBEUR, 1998). Os membros desta familia
sdo caracterizados por plantas de pequeno porte, geralmente rizomatosas, com folhas
normalmente alternas espiraladas, rosuladas e paralelinérveas. Suas inflorescéncias sdo
em forma de espigueta, geralmente reunidas em glomérulos. Possuem flores pouco
vistosas, unissexuadas ou hermafroditas, com fruto seco do tipo aquénio (SOUZA e
LORENZI, 2008; DAHLGREN et al., 1985). A polinizacdo e a dispersao ocorrem de
modo anemocorico, no entanto, algumas espécies possuem adaptacdes zoocoricas
(DAHLGREN et al., 1985).

O género Rhynchospora apresenta cerca de 270 espécies (Figura 1), que
podem variar de 10 cm a 3 metros de altura e geralmente sdo perenes. As espécies de
Rhynchospora destacam-se das outras Cyperaceae por suas espiguetas e caracteristicas
florais. As espiguetas de Rhynchospora sdo arredondadas com se¢do em cruz,
lanceoladas-ovoides ou linear-lanceoladas, com uma ou duas flores, podendo ser uma
masculina e outra feminina, ou hermafroditas. As flores geralmente apresentam ovarios
bicarpelares, raramente unicarpelares, podendo, as vezes, apresentar cerdas na base do
ovario que persistem no aquénio maduro. Os aquénios apresentam base do estilopodio
alargado e persistente, e o estilete pode ser bifido (dividido) ou indiviso (ndo dividido). A
forma do estilete ¢ considerada uma caracteristica morfoldgica importante ¢ comumente ¢

utilizada na organizagio taxondmica do género Rhynchospora (KUKENTHAL, 1949;
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1950; 1951; DAHLGREN et al., 1985; STRONG, 2006). Baseado nessa caracteristica
morfologica, Kiikenthal (1949; 1950; 1951) organizou as espécies de Rhynchospora em
dois subgéneros, Haplostylae (espécies com estilete indiviso) e Diplostylae (espécies com
estilete bifido) que juntos contemplam 27 se¢des. Thomas (1984) passou a chamar o

subgénero Diplostylae de subgénero Rhynchospora.

Figura 1 — Representantes do género Rhynchospora. A) R. tenuis, B) R. ciliata e C) R.
globosa.

1.2 ASPECTOS CITOGENETICOS DE CYPERACEAE E RHYNCHOSPORA

Os representantes da familia Cyperaceae apresentam caracteristicas
pouco comuns as angiospermas, como: 1) microsporogénese com formacao de
pseudomodnades, onde apds a meiose ocorre a formacdo de apenas um grao de pdlen
funcional (FURNESS e RUDALL, 1999); ii) ocorréncia de meiose pds-reducional, onde
¢ possivel observar o mesmo numero de cromossomos na anafase I e na metafase II (DA
SILVA et al., 2005); iii) cromossomos holocéntricos, com cinetécoro disperso ao longo
do comprimento das suas cromatides (GREILHUBER, 1995).

Cromossomos holocéntricos também foram observados em espécies do
género Drosera (Droseraceae) (SHEIKH e KONDO, 1995; 1996; KONDO e
NONTACHAIYAPOOM, 2008), no subgénero Cuscuta (Cuscutaceac) (PAZY e
PLITMANN, 1994, GUERRA e GARCIA, 2004) e em Myristica fragrans
(Myristicaceae) (FLACH, 1966). Esse tipo de cromossomos possibilita a manutenc¢do de

variagoes numéricas ¢ estruturais. Essas variagoes sdo atribuidas normalmente a eventos de
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simploidia (fusdo cromossomica), agmatoploidia (fissdo cromossomica) e poliploidia
(duplica¢io do complemento cromosséomico) (LUCENO e GUERRA, 1996; VANZELA et
al., 2000; DA SILVA et al., 2008; ROALSON, 2008; HIPP et al., 2009). Os numeros
cromossomicos em Cyperaceae variam de 2n = 4 em Rhynchospora tenuis (VANZELA et
al.,, 1996) a 2n = ca. 216 em Eleocharis dulcis (ROALSON, 2008). Algumas espécies
exibem variagdes numéricas intra-especificas, como por exemplo, Fimbristylis ovata com
2n =10 e 20 (Nijalingapa, 1975), Eleocharis maculosa com 2n =10, 8, 7 ¢ 6 ( DA SILVA
et al., 2008), Carex laevigata com 2n = 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 78 e 80 (LUCENO e
CASTROVIEJO, 1991) e Carex sociata com 2n = 40, 41, 42, 43 ¢ 44 (OHKAWA et al.,
2000).

No género Rhynchospora, foram observadas variagdes cariotipicas
numéricas intra-especificas em Rhynchospora tenuis com 2n = 4 e 8, R. holoschoenoides,
R. confins e R. stigera com 2n = 10 ¢ 20, R. globosa 2n = 24, 37 e 48 ¢ Rhynchospora
nervosa com 2n = 20 e 30 (VANZELA et al., 1996; 2000; LUCENO et al., 1998). O
niimero cromossdmico basico principal proposto para Rhynchospora é x = 5 (LUCENO et
al., 1998; VANZELA et al., 2000). Tal nimero havia sido proposto para a familia
Cyperaceac por Love et al. (1957) e posteriormente para os géneros Fimbristylis
(NIJALINGAPPA, 1975) e Eleocharis (DA SILVA et al., 2005). No entanto, Vanzela et al.
(2000) estudaram 12 segdes do género Rhynchospora e dessas, sete apresentaram numeros
cromossdmicos multiplos de cinco e as cinco segdes restantes apresentaram numeros
cromossdmicos multiplos de seis e nove (X =6 ¢ X = 9). Segundo Lucefio et al. (1998), estes

ultimos ntimeros basicos podem ser considerados secundarios para o género Rhynchospora.

1.3 MEIOSE EM CYPERACEAE

O comportamento meidtico na familia Cyperaceae ¢ diferente do
encontrado na maioria das angiospermas. Esta familia possui algumas peculiaridades em sua
meiose, atribuidas, principalmente, a presenca de cromossomos holocéntricos
(GREILHUBER, 1995).

A primeira caracteristica observada na meiose acontece na metafase I,
onde, o pareamento dos cromossomos homologos gera uma configuracdo em forma de

“caixa”, como mencionado por Vanzela et al. (2000) para Rhynchospora cephalotes. A
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segunda caracteristica ¢ a ocorréncia de meiose invertida ou pos-reducional onde, na anafase
I, ocorre a migragao das cromatides irmas em direcdo aos p6los opostos da célula e ndo dos
cromossomos homologos, como comumente ¢ observado em organismos com cromossomos
monoceéntricos. Desta forma, ndo hé reducdo do nlimero cromossdmico ao fim da primeira
fase da meiose.

A meiose invertida foi demonstrada em Eleocharis subarticulata (2n = 6)
por Da Silva et al. (2005). Estes autores observaram, na anafase I e metéafase II, a presenca
de dois grupos de seis cromatides, sugerindo que houve a separacdo das cromatides irmas e
nao de cromossomos homologos. Greilhuber (1995) sugeriu que a meiose invertida ¢ uma
caracteristica comum as familias Cyperaceae e Juncaceae. Esta também foi observada em
representantes do género Luzula - Juncaceae (BRASELTON, 1981) e no subgénero Cuscuta
- Cuscutaceae (PAZY e PLITMAN, 1994).

A terceira caracteristica da meiose em Cyperaceae ¢ a microsporogénese
com auséncia de tétrades e a formagao de pseudomdnades, onde, ao final da meiose, trés dos
quatro nucleos formados sdo degenerados e somente um torna-se funcional. O nucleo
funcional se divide, formando um nucleo vegetativo e um generativo. O nucleo generativo
entra em uma nova divisdo dando origem a duas células gaméticas (FURNESS e RUDALL,
1999). Da Silva et al. (2005), observaram em Eleocharis subarticulata a migragdo de trés
dos quatro grupos de cromatides para um dos pdlos na transi¢do da metafase Il para a
anafase II, sugerindo o inicio da degeneracdo de trés dos quatro ntcleos e consequente falha
na formacao da tétrade.

Estudos meioticos foram fundamentais para compreender os mecanismos
envolvidos nos processos de diferenciacdo cariotipica na familia Cyperaceae. Iniimeros
trabalhos mostraram, que as diferentes associagdes encontradas durante a meiose podem
revelar o tipo de evento envolvido na evolugdo das espécies. Em Carex flacca, Davies
(1956) observou a presenga de univalentes, bivalentes e multivalentes ¢ essas observacdes
levaram a autora a sugerir, que a origem da espécie se deu por eventos de hibridizacao ou
autopoliploidia. Em Carex laevigata (2n = 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 78 ¢ 80), a
presenca de trivalentes heteromorficos sugeriu que eventos de agmatoploidia sejam os
responséveis pela série numérica observada nas populagdes (LUCENO e CASTROVIEJO,
1991). Em Eleocharis maculosa (2n = 6, 7,8 e 10) foi observada a presenca de trivalentes no
cariotipo com 2n = 8, tetravalentes e trivalentes em 2n = 7, hexavalentes em 2n = 6 e apenas

bivalentes em 2n = 10. Essas configuragdes sugerem que a simploidia foi o principal
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mecanismo envolvido na reducdo cromossdmica da espécie (DA SILVA et al., 2008). Em
Eleocharis subarticulata (2n = 6) a formac¢dao de um “anel” de seis cromossomos, na
metafase I, indicou que a redugao do nlimero cromossdmico em relagdo ao niamero basico X
=5 se deu por multiplas translocagdes (DA SILVA et al., 2005).

Andlises citogenéticas convencionais de mitose e meiose fornecem
informagdes aparentemente simples, ou, segundo Guerra (2008), fornecem parametros
simples para comparagdes cariotipicas. Contudo, a familia Cyperaceae tem apenas uma
pequena por¢do de suas espécies estudadas (16%), sendo a maioria do género Carex
(ROALSON, 2008). Contagens cromossdmicas em outros géneros de Cyperaceae sio
necessarias para auxiliar na compreensdo da evolucdo cariotipica dessa familia,
sobretudo, quando considerada a variagdo cromossOmica numérica existente entre
espécies e/ou populacdes de uma mesma espécie. Desta forma, neste trabalho, buscamos
entender quais os mecanismos de variagdo numérica que sdo encontrados em

Rhynchospora.
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2 OBJETIVO

Realizar andlises citogenéticas convencionais, em 14 espécies do
género Rhynchospora (Cyperaceae) e comparar os resultados com os dados disponiveis
na literatura para entender quais os mecanismos de organizacdo e diferenciacao

cariotipica que estdo atuando no género Rhynchospora.
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Resumo

O género Rhynchospora (Cyperaceae) apresenta cerca de 270 espécies, organizadas em
dois subgéneros e 27 secdes. Estudos citogenéticos nesse género, mostraram a presenga
de cromossomos holocéntricos e de variagdes cromossdmicas intra-especificas, como as
observadas, em R. tenuis (2n = 4 e 8) e R. holoschoenoides, R. confins ¢ R. stigera (2n =
10 e 20). Neste contexto, este trabalho buscou auxiliar na compreensdo dos mecanismos
envolvidos nos processos de diferenciacdo e evolucdo cariotipica do género
Rhynchospora. Para tal, foram feitas analises citogenéticas convencionais, contagens
cromossdmicas, em 14 espécies coletadas em diferentes estados brasileiros. As analises
mostraram auséncia de constricdo primaria e variagdo numérica de 2n =4 em R. tenuis a
2n = 58 em R. globosa. Rhynchospora asperula apresentou 2n = 18 ¢ teve seu numero
cromossomico relatado pela primeira vez, bem como os caridtipos 2n = 10 de R. nervosa,
2n =12 de R. pubera e 2n = 36, 45 e 58 de R. globosa. O numero basico X = 5, proposto
como principal para o género, foi descrito nas se¢oes Dichromena, Eu-psilocaryae e
Spermodontes. Os nimeros basicos secundarios X = 6 e 9 estiveram presentes nas segdes
Marisculae, Longirostres, Tenues e Pluriflorae. Eventos de agmatoploidia foram
observados em algumas espécies, contudo, a poliploidia foi o evento predominante,
estando presente na maioria das espécies. Nossos dados, em conjunto com a literatura,
sugerem que a poliploidia € o principal evento responsavel pela evolugdo cariotipica em
Rhynchospora.

Palavras-Chave: Cromossomos holocéntricos. Disploidia ¢ Poliploidia.
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INTRODUCAO

Cyperaceae Juss. ¢ considerada a terceira maior familia de
monocotiledoneas, com cerca de 5.500 espécies divididas em 109 géneros, dois
subgéneros e 27 secdes (Kiikenthal 1949; 1950; 1951; Thomas 1984; Bruhl 1995;
Goetghebeur 1998; Govaerts et al. 2007). Seus representantes sdo comumente
encontrados em areas abertas e alagadas, podendo também ocorrer em bordas de florestas
e ambientes drenados (Goetghebeur 1998).

A familia Cyperaceae ¢ conhecida por apresentar microsporogénese
com formagdo de pseuddomonades, ocorréncia de meiose pos-reducional e cromossomos
holocéntricos (Greilhuber 1995; Furness e Rudall 1999; Da Silva et al. 2005). As
variagdes numéricas e estruturais encontradas em caridtipos com Ccromossomos
holocéntricos estdo, normalmente, associadas a eventos de disploidia (simploidia e
agmatoploidia) e poliplodia (Lucefio e Guerra 1996). Os nimeros cromossdmicos descritos
para Cyperaceae variam de 2n = 4 em Rhynchospora tenuis a 2n = ca. 216 em Eleocharis
dulcis (Vanzela et al.1996; Roalson 2008).

O género Rhynchospora ¢ o mais representativo no Brasil, apresentando
157 espécies, das 270 registradas no mundo (Strong 2006; Alves et al. 2009). Estudos
citogenéticos realizados em espécies deste género reportaram variacdes cromossdmicas
de 2n = 4 em R. tenuis a 2n = 62 em R. chinensis e R. faurieri (Vanzela et al. 1996;
Hoshino 1987), além de variagdes intraespecificas como em Rhynchospora tenuis 2n = 4
¢ 8, R. holoschoenoides, R. confins e R. stigera com 2n = 10 ¢ 20, R. globosa com 2n =
24, 37 e 48 e Rhynchospora nervosa com 2n = 20 e 30 (Vanzela et al. 1996; 2000; Lucefio
et al.1998). O numero basico principal proposto para o género é x = 5 (Lucefio et al.
1998; Vanzela et al. 2000), nimero que também foi citado para os géneros Eleocharis
(Da Silva et al., 2005), Fimbristylis (Nijalingappa 1975) e outros representantes da familia
Cyperaceae (Love et al., 1957). No entanto, os numero basicos X = 6 ¢ 9, como sendo
nameros basicos secundarios em Rhynchospora (Luceno et al. 1998; Vanzela et al.
2000).

Contagens cromossdmicas e andlises do comportamento meidtico
oferecem importantes informagdes evolutivas e permitem inferir relagdes genéticas entre
espécies proximas. Em espécies com cromossomos holocénticos essas analises se tornam
ainda mais relevantes, haja vista que quando este tipo cromossomico sofre rearranjo por

simploidia e agmatoploidia os cromossomos reorganizados permanecem vidveis nas
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divisdes celulares subsequentes (Vanzela e Colago 2002). Neste contexto, este trabalho
buscou auxiliar na compreensdo dos mecanismos envolvidos nos processos de

diferenciagdo e evolugao cariotipica do género Rhynchospora.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletados trés individuos, de 14 espécies do género
Rhynchospora, nos estados do Amazonas, Mato Grosso do Sul, Parana, Pernambuco,
Santa Catarina e Sao Paulo (Tabela 1). Esses exemplares foram cultivados em vasos no
viveiro de mudas do Laboratério de Biodiversidade e Restauracdo de Ecossistemas
(LABRE) da Universidade Estadual de Londrina, em Londrina-PR. Amostras desses
exemplares foram herborizadas e enviadas para identificacdo (por especialista) e registro
no Herbéario da Universidade Federal de Santa Catarina (FLOR), em Florianopolis-SC.

Foram coletadas pontas de raizes jovens, essas foram pré-tratadas com
8HQ (8-hidroxiquinoleina, 2mM), sendo mantidas por uma hora em temperatura
ambiente ¢ 23 horas a 16 °C. Esse material foi entdo fixado em uma solugdo de
etanol:acido acético (3:1, v:v) por 12 horas, a temperatura ambiente, sendo,
posteriormente, mantidas a -20 °C até o uso. Para preparagdo das laminas, as raizes foram
retiradas do fixador e lavadas em 4gua destilada por 10 minutos e, em seguida digeridas
em uma solugdo de celulase 4%:pectinase 40%, (v:v) por trés horas a 37 °C. Apoés a
digestdo, as raizes foram hidrolisadas em HCl 1M a 60 °C por 10 minutos € novamente
lavadas em 4agua destilada por 10 minutos. A separacdo dos meristemas foi feita sobre
uma lamina, com auxilio de agulhas, em uma gota de acido acético 60%, coberto por
laminula e esmagado. Ap6s o esmagamento, o conjunto lamina/laminula foi congelado
em nitrogénio liquido por alguns segundos e a laminula removida. As laminas foram
coradas em solu¢do de Giemsa 2% e montadas com Entellan. Foram avaliadas, pelo
menos, 10 metafases de cada amostra, e a captura de imagens foi feita em um
fotomicroscopio Leica DM 4500 B, com o programa IM50 (Leica).

As analises das metafases foram feitas em imagens com condensagdo
semelhante. A medic¢ao foi feita com auxilio do programa MicroMeassure 3.3, disponivel

no site: http://www.colostate.edu/Depts/Biology/Micromeasure/. O tamanho dos

cromossomos ¢ do complemento diploide foi feito com base na média obtida e os
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idiogramas foram montados baseados na média do comprimento absoluto dos
Cromossomos.

Para o estudo meidtico, espiguetas jovens foram dissecadas para
retirada das anteras. Essas foram fixadas em etano:acido acético (3:1, v:v) por 12 horas, a
temperatura ambiente, sendo, posteriormente, mantidas a -20 °C até o uso. Para
preparacdo das laminas, as anteras foram hidrolisadas em HCI 1M a 60 °C por 10
minutos e lavadas trés vezes por cinco minutos em agua destilada. As anteras foram entao
colocadas em uma gota de acido acético 60%, dissecadas com auxilio de agulhas e
cobertas com laminula. Apds o esmagamento, o conjunto lamina/laminula foi congelado
em nitrogénio liquido para a retirada da laminula. Os materiais foram corados com
Giemsa e fotografadas em um fotomicroscopio Leica DM 4500 B, com o programa IM50

da Leica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 14 espécies de Rhynchospora. Essas foram agrupadas
segundo a classificagdo proposta por Kiikenthal (1949, 1950, 1951) em dois subgéneros
(Haplostylae ¢ Rhynchospora) ¢ sete segdes (Longirostres, Pluriflorae, Marisculae, Eu-
psilocarye, Dichromena, Tenues e Spermodontes) (Tabela 1). As analises mostraram
auséncia de constri¢cdo primaria, o que € caracteristico de cromossomos holocéntricos. A
presenca de cromossomos holocéntricos ¢ considerada uma sinapomorfia na familia
Cyperaceae (Greilhuber 1995), ja tendo sido descrita em géneros como Rhynchospora
(Vanzela et al. 1996; 2000; Luceiio et al. 1998), Carex (Davies 1956), Fimbristylis
(Nijalingapa 1975), Scleria (Yano e Hoshino 2007) e Eleocharis (Da Silva et al. 2008b;
2010).

Subgénero Haplostylae

Secdo Longirostres

Trés espécies da se¢dao Longirostres foram estudadas, R. asperula, R.
corymbosa e R. gigantea. Em todas foram observados caridtipos com 2n = 18 (Figuras

1A-C, respectivamente) e cromossomos decrescendo em tamanho (Figuras 4A-C,
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respectivamente). Rhynchospora gigantea apresentou maior complemento diploide, com
cromossomos variando de 3,21 um a 1,46 um (Tabela 1), enquanto R. asperula, que tem
seu numero cromossomico descrito pela primeira vez, foi a que apresentou menor
complemento diploide, com cromossomos variando de 2,11 pum a 0,93 pum (Tabela 1).
Segundo Luceiio et al. (1998), a se¢do Longirostres ¢ composta por 13 espécies, sendo 9
encontradas no Brasil. Esses autores estudaram cinco espécies, das quais, duas tiveram
seus numeros cromossomicos confirmados neste trabalho: R. corymbosa e R. gigantea. O
nimero 2n = 18 encontrado em todas as espécies dessa secao reforca a ocorréncia de um

nimero bésico secundario (X = 6 € 9), associado a poliploidizacao.

Secdo Pluriflorae

Rhynchospora globosa apresentou trés numeros cromossomicos
diferentes (Tabela 1), 2n = 36 - Terenos-MS (Figura 1D), 2n = 45 - Tibagi-PR (Figura
1E) e 2n = 58 - Castro-PR (Figura 1F), sendo todos descritos pela primeira vez. Os trés
caridtipos apresentam morfologia similar e cromossomos decrescendo levemente em
tamanho (Figuras 4D-F). A analise meiotica realizada na populagdo com 2n = 36 mostrou
meiose irregular com ocorréncia de multivalentes (Figura 3F). A presenca de meiose
irregular também foi observada na populagdo com 2n = 45, na qual, foram observados
cromossomos trivalentes ¢ univalentes (Figuras 3G ¢ H). Luceno et al. (1998) estudaram
trés populacdes de R. globosa e encontraram caridtipos com 2n = 24, 37 e 48. Esses seis
nimeros cromossdmicos distintos, juntamente com o perfil irregular da meiose, sugerem
que o processo de diferenciagdo populacional encontrado em R. globosa pode estar
associado a eventos de poliploidizagdo e disploidia, o que tornaria seus cariotipos

aparentemente instaveis.

Subgénero Rhynchospora
SecOes Marisculae e Eu-psilocaryae

Na sec¢@o Marisculae, apenas R. marisculus foi estudada. Esta espécie
apresentou caridtipo com 2n = 36 (Figura 1G) e cromossomos decrescendo em tamanho

(Figura 4G), sendo o maior com 2,0 um e o menor com 1,2 um (Tabela 1). Vanzela et al.
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(2000) analisaram os cariotipos de R. marisculus, R. rugosa, R. barrosiana e R. browni,
descrevendo também 2n = 36 para todas as espécies. Os nimeros cromossdmicos
descritos para se¢do Marisculae corroboram com a existéncia de um nimero basico
secundario para o género Rhynchospora associado a eventos de poliplodia.

Rhynchospora velutina, a tnica espécie da secdo Eu-psilocaryae
estudada neste trabalho, apresentou caridtipo com 2n = 10 (Figura 1H) e cromossomos
decrescendo em tamanho (Figura 4G), sendo o maior com 3,21 um e o menor com 2,18
um (Tabela 1). Vanzela et al. (2000) estudaram trés espécies desta se¢do (R. robusta, R.
eximia e R. velutina) e encontraram sempre 2n = 10, que ¢ correspondente a0 nlimero

basico primario (X = 5) proposto para o género Rhynchospora ¢ para familia Cyperaceae.

Secéo Dichromena

Quatro espécies da se¢do Dichromena foram estudas, R. breviuscula, R.
ciliata, R. nervosa ¢ R. pubera. Rhynchospora breviuscula e R. ciliata apresentaram
caridtipos com 2n = 10 (Figuras 2A e B) e cromossomos decrescendo em tamanho
(Figuras 4I ¢ J). Em R. breviuscula também foi feito estudo meidtico, sendo observada a
presenga de cinco bivalentes (Figura 3A). Rhynchospora nervosa apresentou niimeros
cromossomicos diferentes entre as populacdes estudadas (Tabela 1). A populacdo de
Florianopolis-SC exibiu 2n = 10 (Figura 2C) e meiose regular (Figuras 3B-C), sendo este
numero pela primeira vez relatado para a espécie. A populacio de Sao Paulo-SP
apresentou 2n = 20 (Figura 2D) e a de Cabo de Santo Agostinho-PE 2n = 30 (Figura 2E).
Esses dois ultimos niimeros corroboram com os numeros observados por Lucefio et al.
(1998) para outras localidades. Os tamanhos totais do complemento dipléide em R.
nervosa acompanharam os niveis de ploidia, sendo 20,94 um para 2n = 2x = 10; 41,25
pm para 2n = 4x = 20; e 62,27 um para 2n = 6x = 30. Além disso, ndo foram observadas
grandes variagdes nas medidas dos maiores e menores cromossomos de cada
complemento (Tabela 1). Estes dados sugerem que a poliploidia ¢ o evento responsavel
por esta diferenciacdo cariotipica interpopulacional.

Rhynchospora pubera apresentou dois nimeros cromossoémicos
diferentes, 2n = 10 na populacdo do Agude Dois Irmaos-PE (Figura 2F) e 2n = 12 na
populacao de Manaus-AM (Figura 2G), sendo o ultimo descrito pela primeira vez. A

meiose de R. pubera com 2n = 10 havia sido relatada por Lucefo et al. (1998). Neste
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trabalho, os autores encontraram células com 5" e outras com 4"+2'. Este mesmo
comportamento meiotico foi encontrado na populagdo com 2n = 12, onde foram
observadas células com 6" e com 5"+2' (Figuras 3D e E, respectivamente).
Provavelmente, o caridtipo com 2n = 12 tenha sido originado por um evento de
agmatoploidia a partir do caridtipo com 2n = 10, j&4 que o nimero basico provavel para a

secdo ¢ x =5 (Lucefio et al. 1998).

SecOes Tenues e Spermodontes

Foram analisadas trés espécies da seg¢do Tenues. Rhynchospora
junciformis e R. austro-brasiliensis apresentaram cariotipos com 2n = 18 (Figuras 2J e K,
respectivamente) e cromossomos decrescendo em tamanho (Figuras 4R e S).
Rhynchospora tenuis apresentou cariétipos com 2n = 4 ¢ 2n = 5, sendo o ultimo
observado em apenas um individuo da populacdo de Castro-PR (Figuras 2H e I,
respectivamente). O cariotipo com 2n = 4 apresenta dois cromossomos maiores € dois
menores (Figura 4P), como anteriormente descrito por Vanzela et al. (1996; 2003) e o
cariotipo com 2n = 5 apresenta um cromossomos maior ¢ quatro menores (Figura 4Q).
Como 2n = 4 foi encontrado em diversas populagdes brasileiras e o caridtipo variante (2n
= 5) em apenas um individuo de uma populacao, sugerindo que este nimero teve origem
recente por agmatoploidia.

Na secdo Spermodontes, apenas a espécie R. tenerrima foi estudada.
Esta espécie, coletada no Sudeste do Brasil (Tabela 1), apresentou um caridtipo com 2n =
20 (Figuras 2L e 4T). Este numero ja havia sido reportado por Vanzela et al. (2000) para
populacdes no Norte e Nordeste Brasileiro, sugerindo que, essa espécie, estd mantendo o

nivel tetrapldide correspondente ao ntimero basico X = 5.

Diferenciacdo cariotipica em Rhynchospora

Segundo Lucefio e Guerra (1996), em organismos com cromossomos
holocéntricos, a variagdo numérica € explicada pela poliploidia, a qual estabelece um
grande aumento nos numeros cromossomicos, € pelas disploidias (agmatoploidia e

simploidia) que promovem pequenos aumentos ou decréscimos nos numeros
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cromossomicos. Dessa forma ¢ possivel sugerir que 2n =12 em R. puberae 2n=5 em R.
tenuis tenham sido derivados por agmatoploidia. Num sentido contrario, Da Silva et al.
(2008a) reportou o processo de fusdao cromossdmica ou simploidia para explicar a
ocorréncia dos numeros 2n = 10, 8, 7 e 6 em Eleocharis maculosa. E possivel que em R.
globosa, para a qual ja foram descritos seis nimeros cromossomicos, a associacdo, de
poliploidia e disploidia, sejam as responsaveis pela ocorréncia destas séries numéricas.
Esta série numérica associada a ocorréncia de meiose irregular torna dificil sugerir o
numero cromossomico original para Rhynchospora globosa, bem como a sequéncia dos
eventos no processo de diferenciacdo dos caridtipos. Eventos de disploidia associados a
poliploidia também foram reportados para Carex sociata com 2n = 40, 41, 42, 43 ¢ 44
(Ohkawa et al. 2000), Carex hirta 2n = 111, 112, 113 e 114 (Lucefio 1993) e Carex
laevigata com 2n =69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 78 ¢ 80 (Luceno e Castroviejo 1991).

Neste estudo a poliploidia foi o evento dominante, estando presente em
nove (R. asperula, R. corymbosa, R. gigantea, R. globosa, R. junciformis, R. autro-
brasiliensis, R. nervosa, R. marisculus e R. tenerrima) das 14 espécies estudadas. Eventos
de poliploidia em Rhynchospora ja foram relatados por Vanzela et al. (1996; 2000) e
Lucefio et al. (1998). No estudo feito por Vanzela et al. (2000), a poliploidia esteve
presente em 59% das espécies estudadas. Um comportamento similar também foi
encontrado em Eleocharis, onde Da Silva et al. (2010) observaram poliploidia em 80%
das espécies. A poliploidia ¢ um evento comum nas angiospermas e, segundo Cui et al.
(2006), a maioria das angiospermas tém, pelo menos, um ancestral polipléide.

Nossos dados, em conjunto com a literatura, sugerem que o género
Rhynchospora, assim como a maioria das angiospermas, tem a poliplodia como o
principal mecanismo de evolug¢do dos cariotipos. Contudo, a familia Cyperaceae tem
apenas 16% das espécies citogeneticamente estudadas, a maioria do género Carex
(Roalson 2008), sendo necessarios novos estudos, que contemplem contagens
cromossdmicas e analises meidticas, para entender a base das variagdes cromossdmicas
em Cyperaceae e o papel dos eventos de poliploidia e disploidia no processo de evolugdo

cariotipica desta familia.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos caridtipos de 14 espécies do género Rhynchospora. As espécies foram organizadas segundo a classificagdo de
Kiikenthal (1949, 1950, 1951) e sdo apresentados os nimeros cromossomicos observados, os tamanhos dos complementos diploides, os
tamanhos dos maiores € menores cromossomos, os numeros das figuras correspondentes e os locais de coleta.

Espécie Secéo 2n  CTD*(um) CM-Cm**(um) Fig Localizagdo e Coordenadas
Subgénero Haplostylae
R. asperula Longirostres 18 26,91 2,11-0,93 1A Jataizinho-PR, S25°17°48”* W49°54°42”
R. corymbosa Longirostres 18 34,06 2,15-1,24 1B Terenos-MS, S20°33°25°"W54°47°45
R. gigantea Longirostres 18 43,80 3,21-1,46 1C Irati-PR,S25°28°02”W50°39°04”
R. globosa Pluriflorae 36 82,21 3,07-1,34 1D Terenos-MS, S20°33°25°"W54°47°45
45 146,65 4,68-1,62 1E Tibagi-PR, S24°30° 04”W50°25°51”
58 140,85 3,42-1,56 IF Castro-PR, S50°15°21°"W24°34°5”
Subgénero Rhynchospora
R. marisculus Marisculae 36 57,60 2,00-1,20 1G Anhandui-MS, S21°12°25”°W54°30°03”’
R. velutina Eu-Psilocaryae 10 25,25 3,21-2,18 IH Terenos-MS, S20°33°25°"W54°47°45
R. breviuscula Dichromena 10 21,54 2,73-1,71 2A Recife-PE, S8°11°24°°W34°56°47”’
R. ciliate Dichromena 10 15,62 1,83-1,38 2B Recife-PE, S8°11°24°W34°56°47"’
R. nervosa Dichromena 10 20,94 2,77-1,62 2C Florianopolis-SC, S27°35°33”W48°28°50”
20 41,25 2,55-1,56 2D Sao Paulo-SP, S23°34°24°°W46°27°55"
30 62,27 2,76-1,76 2E Cabo de Santo Agostinho-PE, S8°16°27°°W35°01°46
R. pubera Dichromena 10 25,46 3,31-1,94 2F Acude Dois Irmaos-PE, S8°00°38” W34°56°47"’
12 46,02 4,72-2,55 2G Manaus-AM, S03°08'05”*W60°01°63°”
R. tenuis Tenues 4 15,21 4,91-2,65 2H Terenos-MS, S20°33°25°°W54°47°45
Castro-PR, S50°15°217°W24°34°5
5 15,09 4,82-1,66 21 Castro- PR, S50°15°21°W24°34°5
R. junciformis Tenues 18 42,20 3,0-1,72 2] Anhandui-MS, S21°12°25°W54°30°3”’
R. austro-brasiliensis  Tenues 18 57,07 4,38-2,06 2K Ivinhema-MS, S22°21°47°°W53°30°54"’
R. tenerrima Spermodontes 20 44,53 3,57-1,21 2L Cananéia-SP, S25°01°23”W47°54°27”

*CTD- Média do comprimento diploide

**CM- Media do comprimento do maior cromossomo, Cm- Média do comprimento do menor cromossomo
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Figura 1 — Metafases e pro-metafases em oito espécies de Rhynchospora. A) R. asperula 2n = 18, B)
R. corymbosa 2n = 18, C) R. gigantea 2n = 18, D-F) R. globosa 2n = 36, 45 ¢ 58
respectivamente, G) R. marisculus 2n =36 e H) R. velutina 2n = 10. Barra = 10 pm.



Figura 2 -

31

Metafases e pro-metifases mitdticas em 12 espécies de Rhynchospora. A) R.
breviuscula 2n = 10, B) R. ciliata, C-E) R. nervosa 2n = 10, 20 e 30 respectivamente, F-
G)R. pubera2n=10 e 12, He I) R. tenuis 2n =4 ¢ 5, J) R. junciformes 2n = 18, K) R.
austro-brasiliensis 2n =18 e L) R. tenerrima. Barra = 10 um.
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Figura 3 — Meiose em espécies de Rhynchospora. A) R. breviuscula 2n = 10, B e C) R. nervosa 2n =
10, D e E) R. pubera 2n =12 ¢ F) R. globosa 2n = 36 ¢ G ¢ H) R. globosa 2n = 45. Setas=
univalentes, II= bivalentes, I1I= trivalentes ¢ M= multivalentes. Barra = 10 um.
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Figura 4 — Idiogramas representando os cariotipos haploides. A) R. asperula 2n = 18, B) R.
corymbosa 2n = 18, C) R. gigantea 2n = 18, D-F) R. globosa 2n = 36, 58 ¢ 45*
respectivamente, G) R. marisculus 2n = 36 e H) R. velutina 2n = 10, I) R. breviuscula 2n
=10, J) R. ciliata, K-M) R. nervosa 2n = 10, 20 e 30 respectivamente, N ¢ O) R. pubera
2n =10 e 12, P*e Q*) R. tenuis 2n = 4 ¢ 5, R) R. junciformes 2n = 18, S) R. austro-
brasiliensis 2n = 18 e T) R. tenerrima. Barra = 10 um. (*)= Representagdo do cariotipo
diploide.
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CONCLUSOES

e Nenhuma das 14 espécies estudadas apresentou de constricdo primaria
corroborando com a presenca de cromossomos holocéntricos no género Rhynchospora.

e Rhynchospora aperula com 2n = 18, bem como os cariotipos de R.
nervosa com 2n = 10, R. pubera com 2n = 12, R. globosa com 2n = 36, 45 ¢ 58 e R. tenuis
com 2n = 5, foram pela primeira vez reportados.

e As se¢des Dichromena, Eu-psilocaryae e Spermodontes apresentaram
espécies com nimeros cromossomicos multiplos de cinco (X = 5), sendo este o nimero basico
principal proposto para o género Rhynchospora, no entanto, as segdes Marisculae
Longirostres, Tenues e Pluriforae apresentaram niimeros cromossomicos multiplos de seis ou
nove (X =6 ou 9), que ¢ considerado o nimero basico secundario para o género.

e Eventos de agmatoploidia provavelmente estiveram presentes na
origem dos caridtipos das espécies R. pubera com 2n = 12 ¢ R. tenuis com 2n = 5.

e A variagdo intra-especifica observada em R. nervosa, 2n = 10, 20 e 30,
deve-se provavelmente a eventos de poliploidiza¢do. Enquanto, a série cariotipica observada
em R. globosa deve-se a eventos de poliploidizagdo associados a disploidias.

e A poliploidia esteve presente em 64% das espécies estudadas. Dessa
forma, os dados obtidos nesse trabalho, em conjunto aos disponiveis na literatura, apontam a
poliploidia como o principal evento responsavel pela evolugdo cariotipica nas espécies do

género Rhynchospora.



