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RESUMO

O género Eleocharis (Cyperaceae) apresenta cerca de 600 espécies distribuidas desde os
tropicos até os pélos porém, ocupa preferencialmente a area tropical das Américas. Eleocharis
é reconhecido em Cyperaceae pela inflorescéncia Unica sem bracteas involucrais. As
caracteristicas citolégicas como, cromossomos holocéntricos, meiose pos-reducional,
auséncia de tétrades e cariotipos reorganizados por agmatoploidia, simploidia e poliploidia
sdo compartilnadas por todos os representantes desta familia. Estudos citogenéticos
descrevem uma consideravel variacdo no tamanho e no nimero cromossdémico deste género.
As espécies mostram cari6tipos variando de 2n = 10 a 2n = ca. 196, com ndmero basico x=5.
Variagdes no numero e posicionamento de bandas C-CMA3/DAPI e na quantidade de sitios de
DNAr 45S localizados por FISH sempre nas extremidades dos cromossomos, caracteristicas
encontradas nas espécies desta familia. Neste trabalho os cariétipos de 24 populagdes de 12
especies de Eleocharis (Cyperaceae) foram analisados. Todas as espécies mostraram
cromossomos holocéntricos ja que ndo foram observadas contricBes primarias. Os nimeros
cromossémicos variaram de 2n = 6 em E. subarticulata a 2n = 54 em E. acutangula. Para E.
subarticulata que possui um namero cromossdémico reduzido (n=3), caracteristica pouco
comum nos vegetais, foi analisado o comportamento meidtico, que foi pos-reducional.
Bandamento C-CMAZ3/DAPI foi realizado em sete espécies. Todas mostraram bandas CMA3*
nas extremidades dos cromossomos e em apenas poucos pares. Apenas E. sellowiana
apresentou bandas DAPI terminais em alguns cromossomos. FISH com a sonda de DNAr 45S
foi feito em cinco espécies e, com excecdo de E. flavescens e E. sellowiana com dez
marcacgdes terminais, as outras apresentaram quatro marcacdes. A hibridagdo com sonda
telomérica realizada em E. subarticulata marcou todas as extremidades dos seis cromossomos
e dois mostraram marcacdes intersticiais. A maioria das espécies estudada pertence a secao
Eleocharis, que contém a maior variacdo cariotipica. Na secdo Eleogenus as espécies
estudadas foram confirmadas como polipléides. Na se¢do Limnochloa as espécies analisadas
exibiram cromossomos pequenos e numerosos, caracteristicas da secdo. Estes resultados
indicam que a poliploidia é o evento evolutivo mais importante na diferenciacdo dos
cariotipos deste género e, em algumas espécies os caridtipos foram diferenciados por
agmatoploidia e simploidia.

Palavras-chave: Agmatoploidia. Cyperaceae. Citogenética. Eleochari. Hibridacdo in situ.
Holocéntrico. Poliploidia. Simploidia.
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ABSTRACT

The Eleocharis genus (Cyperaceae) comprises about 600 species, distributed from tropics to
poles, occuring preferentially in tropical areas of America. Eleocharis is distingueished in the
Cyperaceae family because it possess unbranched and leafless culms, with basal sheths and a
single and highly condensed terminal spikelet. Cytogenetical features as holocentric
chromossomes, absence of tetrad and karyotypes reorganized by agmatoploidy, symploidy
and poliploidy are shared by all the representatives of this family. Cytogenetical studies has
been show important variation in size and number of chromosomes. The chromosome number
in the genus Eleocharis ranged from 2n = 10 to 2n = ca. 196, with basic number x=5.
Cyperaceae commonly show both variation in the number and position of bands C-
CMAZ3/DAPI, and quantity the 45S rDNA sites highlighted by FISH, allways in chromosome
ends. Karyotypes were analysed in 24 populations of 12 species of Eleocharis (Cyperaceae)
in this study. All the species show holocentric chromosomes as long as constrictions were not
observed in the chromosomes. The chromosome number varied from 2n=6 in E.
subarticulatato 2n = 54 in E. acutangula. Karyotype of E. subarticulata presented reduced
chromosome numbers (n=3), wich is a uncommon feature in plants. Their meiotic behaviour
were described, showing that it is post-reductional. The C-CMAG/DAPI banding was
performed in seven species. All showed CMAs+ bands in the terminal regions of
chromosomes, but in few pairs. Only E. sellowiana showed DAPI terminal bands in few
chromosomes. FISH was performed with rDNA 45S probe in five species, and in exception of
E. flavescens and E. sellowiana, whith ten labelling terminal sites, the others showed four
labelling terminal sites. Hybridization was performed with telomeric probe in E.
subarticulata, labelling all terminal sites in the six chromosomes but showing two with
interstitial sites. In the section Eleogenus all the species were polyploids. In the section
Limnochloa the species analyses showed small and numerous chromosomes, characteristic of
this section. This results point that polyploidy is evolution event more important for
karyotipic differentiation for this genus, and in some species the karyotype were differentiated
by agmatoploidy and symploidy.

Keywords: Agmatoploidy. Cyperaceae. Cytogenetic. Eleocharis. Holocentric. Hybridization
in situ. Poliploidy. Symploidy.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS MORFOLOGICOS E TAXONOMICOS DE ELEOCHARIS

A familia Cyperaceae esta dividida em duas subfamilias: Cyperoideae e
Caricoideae. A subfamilia Cyperoideae esta subdividida nas tribos Cypereae com 17 géneros,
Scirpeae com 27, Abildgaardieae com 7 e Arthrostylideae com 3. A subfamilia Caricoideae
estd dividida nas tribos Rhynchosporeae com 4 géneros, Schoeneae com 27, Cryptangieae
com 5, Trilepideae com 4 e Hypolyreae com 14 géneros (BRUHL 1995).

O género Eleocharis R. Br. pertence a tribo Scirpeae e contém cerca de 600
espécies distribuidas desde os tropicos até os polos, porém, seus representantes ocorrem
preferencialmente nas Américas (SVENSON 1929, 1932, 1934, 1937, 1939, GONZALES-
ELIZONDO; PETERSON 1997) e, de acordo com estes dois ultimos autores, dois ter¢os das
espécies descritas sdo provaveis sinonimias. Eleocharis € um género natural que fazia parte
do género Scipus L., sendo separado deste por Brown (1810, apud FARIA 1998). Essa
separacdo foi justificada pelo fato de Eleocharis possuir uma unica inflorescéncia sem
bracteas involucrais no apice do colmo, e a base do estilete persistente, endurecida, dilatada e
articulada com o ovario (FARIA 1998).

Torrey (1836), organizou o género Eleocharis em 7 subgéneros,
considerando as espécies da América do Norte. Koyama (1961) moveu E. margaritaceae e E.
parvula do género Scirpus para Eleocharis e introduziu uma nova secdo, a Secdo Pauciflorae
em Eleocharis. Porém Kunth (1937, apud GONZALES-ELIZONDO; PETERSON 1997),
baseado no trabalho de Nees (1834, 1835), dividiu o género em trés grupos sem hierarquia
definida: Eleocharis Eleocharis (incluindo Eleocharis, Chaetocyperus Nees e Scirpidium
Nees), E. Eleogenus e E. Limnocharis Kunth.

Ao longo dos anos Vvérias espécies de Eleocharis foram descobertas e novas
classificacOes deste género foram elaboradas e modificadas. Uma das mais completas
classificacOes ja realizadas foi feita por Svenson (1929, 1934, 1937, 1939), que organizou o
género apenas em séries, 0 que, segundo Kukkonen (1990), difere do tratamento dado a outros
géneros da familia.

Além disso 0s nomes propostos para as séries foram adotados sem a citagdo

de seus respectivos autores, resultando em frequentes confusdes nos trabalhos posteriores.
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Segundo a autora supracitada, o género vem sendo mais freglientemente tratado sem qualquer
divisdo infragenérica, mas em seu tratamento de Eleocharis para a Flora Iranica, essa autora
reconheceu cinco subgéneros, 13 secdes e trés séries.

A classificagdo mais recente para o género foi realizada por Gonzéles-
Elizondo e Peterson (1997). Os autores aceitaram, com algumas modificagfes, quatro dos
subgeneros de Kukkonen (1990), e apresentaram um sistema com quatro subgéneros
(Zinserlingia, Eleocharis, Limnochloa e Scirpidium), sete secdes, oito séries e sete subseéries.
Este ultima classificacdo foi adotada para este trabalho e as modificacdes infragenéticas
realizados por Koyama (1961), Svenson (1939) e Gonzéles-Elizondo e Peterson (1997) estéo
simplificadas na Tabela 1.

O nome Eleocharis é derivado de duas palavras gregas que significam
"brejo" e "graca”, em referéncia a beleza e ao ambiente aquatico em que elas ocorrem como:
lagos, lagoas, brejos, margens de rios, pantanos, restingas, cachoeiras, dguas rasas e solos
umidos de locais abertos ou no interior de matas (FARIA 1998, Figura 1). Segundo Svenson
(1929, 1932, 1934, 1937,1939), as espécies podem ter habito cespitoso, rizomatoso ou
estolonifero (Figura 2A e 2B). De acordo com Bruhl (1995), as espécies que ocorrem na
regido sudeste e sul do Brasil sdo, em geral, estoloniferas, havendo também algumas espécies
rizomatosas e outras exclusivamente cespitosas. Nas ciperaceas em geral, o caule é chamado
colmo, sendo este geralmente sélido, freqlientemente 3-angulado, podendo ser ramificado ou
simples (MOHLENBROCK 1976). Em Eleocharis, 0 colmo é um escapo que em Seccao
transversal pode apresentar trés ou mais angulos, ou ainda ser redondo a eliptico, e com
funcéo fotossintetizante (UENO; TAKEDA 1992). Cada colmo ereto que sai do rizoma de
Eleocharis é um ramo terminal que possui duas bainhas: a inferior é frouxa e membranacea e

mais fendida, enquanto a superior € um cilindro envolvendo o colmo (Figura 2C, D, E).
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Figura 1 — Ambiente aquéatico onde sdo encontrados os representantes do género Eleocharis. a) E.
interstincta, b) E. flavescens, ¢) E. sellowiana.

Tabela 1 — Comparacéo das classificagdes infragenéticas para o género Eleocharis

Eovama (1961) Svenson (1939) Gonzales-Elizondo e Peterson (1997)
Sec. Limnochloa 44— Ser Mutatae —— ®  Subg. Limnochloa

Sec. Pauciflorae 44— Ser. Pauciflorae Sec. Limnochleoa

Subg. Zinserlingia

Sec. Discformes

Sec. Baeothryon

Subg. Eleccharis

Sec. Parvulae

Sec. Eleccharis Sec. Eleocharis
Ser. Foostellatae
Ser. Eleocharis 44— Ser Palustriformes ——— g» Ser. Eleocharis
Subser. Palustres — 9 Subser. Eleccharis
Subser. Truncatae —— Subser. Truncatae
J—— Subser. Acutae
Ser. Multicaules Ser. Multicaules b Ser. Multicanles
Ser. Albidae
Ser. Melanocarpae
Ser. Tenuizsimae
Ser. Sulcatae > Subser. Sulcatae
Ser. Chaetariae 44— Ser. Tenuissimae - Subser. Chaetariae
Sec. Eleogenus
Ser. Ovatae Ser. Ovatae Ser. Ovatae
Ser. Maculosae Ser. Maculosae
Subser. Rigidae Subser. Rigidae
Subszer. Ocreatae Subser. Ocreatae

,——-"""—F'—* Subg. Scirpidium
Ser. Aciculares 44— Ser. Aciculares Sec. Scirpidinm

Fonte:Yano et al. (2004)
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Figura 2 — A) Raiz cespitosa em E. montana, B) raiz rizomatosa em E. flavescens, C) corte transversal
em colmo de E. tenuis, D) corte longitudinal em colmo de E. montana, mostrando septos
transversais presentes no interior do canal de ar. A seta indica o apice mucronado da
bainha superior, E) Corte transversal a esquerda no colmo de E. obtusetrigona. A seta
indica o apice acuminado da bainha superior no colmo de E. obtusetrigona, vista lateral .

Segundo Walters (1950), sob a bainha inferior ocorre uma gema axilar, que
eventualmente se desenvolve em uma ramificagdo do rizoma. A forma do &pice da bainha
superior € um carater de grande importancia na taxonomia. De acordo com Mohlenbrock
(1976), as folhas de Cyperarceae sdo normalmente compostas por uma lamina e uma bainha.
Em Eleocharis a lamina é reduzida e as folhas sdo constituidas por apenas uma bainha que
envolve uma porcdo do colmo (FARIA 1998).

A inflorescéncia de Cyperaceae é frequentemente composta por uma ou
mais bracteas involucrais. Em Eleocharis, entretanto, ndo ocorrem estes involucros sendo esta
uma das caracteristicas que define o género. Esta inflorescéncia Unica no apice do colmo é
chamada de espigueta (Figura 3). As glumas estéreis, quando presentes, sdo sempre basais e
seu numero varia conforme a espécie, sendo geralmente de uma a trés. As glumas basais
estéreis podem ser ou ndo diferenciadas das glumas férteis e as vezes sdo relativamente
persistentes.

Segundo Blake (1939), caracteres como a forma das glumas, a presenca ou a
auséncia de quilhas nestes 6rgédos, ndo sdo sempre constantes, podendo variar dentro de uma

mesma inflorescéncia. A espigueta pode ser variavel em tamanho e forma entre as espécies,
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mas relativamente constante para cada espécie. O nimero de estames e a forma das anteras,
para flores de Eleocharis s&o bastante constantes em algumas espécies (FARIA 1998).
Algumas indefinicdes existem com relacdo a morfologia dentro de
Eleocharis, uma delas relaciona-se com as caracteristicas dos frutos e suas denominacdes.
Estes sdo chamados de aquénios por Svenson (1929, 1932, 1934, 1937,1939), de cipselas por
Spjut (1994), e de nuculas por Kukkonen (1990). O termo aquénio € definido como um fruto
com pericarpo indeiscente, continuo com a semente. E cipsela como um antocarpo simples,
com cerdas ou outras estruturas similares que se estendem acima da regido apical do

pericarpo.
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Figura 3 — Desenhos de diferentes espiguetas em varias espécies de Eleocharis, ilustrando a variacdo
na forma e no tamanho.
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Segundo Spjut (1994), o termo cipsela tem sido utilizado para definir o fruto
de Asteraceae, que difere de um aquénio pela existéncia de uma camada adicional (pappus)
sobre o pericarpo, devido a posicdo do ovério, que é infero. Por fim, o autor afirma que o
termo aquénio deve ser restrito apenas para os frutos de Asteraceae que ndo possuem pappus.
Entretanto, muitos pesquisadores tém ignorado esta distin¢do, e continuam a utilizar o termo
aquénio para os frutos em Cyperaceae de um modo geral (veja a Figura 4). De acordo com
Svenson (1929, 1939), as caracteristicas morfologicas mais importantes na diferenciacdo das
espécies de Eleocharis encontram-se nos aquénios, na forma e na coloracdo da base do
estilete, bem como no tamanho e no numero de cerdas perianticas, dai a grande importancia
em denomina-lo corretamente. Um das caracteristicas mais importantes do fruto é a
ornamentacdo da superficie. Esta é criada por deposito de ceras e cuticula formando pequenas
estruturas chamadas paredes periclinais (MENAPACE 1991). A Figura 5 mostra a variedade

de aquénios em quatro espécies encontradas no centro-sul do Brasil.
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Figura 4 — Desenhos mostrando a variacdo na forma e no tamanho dos aquénios em algumas espécies
de Eleocharis.

lax




Figura 5 — Fotografias de aquénios em Eleocharis. A) E. debilis. A seta aponta a cerda periantica com
0 mesmo tamanho do corpo do aquénio. B) E. interstincta. A seta aponta a cerda
periantica maior que o comprimento do corpo do aquénio . C) E. mutata. A seta aponta a
cerda periantica muito maior que o comprimento do corpo do aquénio. D) E. minima. A

seta aponta a cerda periantica menor que o comprimento do corpo do agquénio. Observe
ainda as diferencgas na forma da base do estilo e na coloracdo dos frutos.
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Além de frutos produzidos em infrutescéncias no apice do colmo, frutos
basais também podem ocorrer em algumas espécies de Eleocharis (como, por exemplo, na
especie anficarpica E. caespitosissima). Anficarpia é o termo que define a producdo de frutos
aéreos e basais, sendo 0s basais considerados tanto 0s que ocorrem solitarios na axila da
bainha inferior ou proximo ao solo (FARIA 1998) (figura 6). Bruhl (1994) afirma que a
anficarpia é importante para dar maior protecdo a semente durante periodos de perturbacdes,
apesar de que na maioria das espécies de Eleocharis a semente esta protegida dentro do
aguénio endurecido.

A polinizacdo é anemofila, como na maioria das Cyperaceae. Em geral, as
especies apresentam reducdo das caracteristicas de atracdo e recompensa a visitantes. Por
outro lado, produzem grande quantidade de grdos de polen, freqlientemente pequenos, e que
devem ser tdo rapida e livremente distribuidos pelo ar quanto possivel. Dessa forma, o
nimero de estames em plantas anemdfilas é geralmente grande, e as anteras encontram-se
freqlientemente expostas, elevadas para fora da flor por filetes longos e flexiveis, com
pedicelo movel (Figura 7). O estigma é geralmente plumoso e grande, ficando exposto para

aumentar a probabilidade de contato com os graos de pélen.

Figura 6 — Anficarpia em E. minima. A seta indica um fruto, "aquénio"
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Figura 7 — A) Inflorescéncia de Eleocharis sp. B) Inflorescéncia de E. montana. A seta indica um
estame com seu longo filete.

1.2 ASPECTOS CITOGENETICOS DE ELEOCHARIS

Estudos citogenéticos em Eleocharis datam de antes de 1924, quando Piech
descreveu o numero de cromossomos de E. prostres (veja NIJALINGAPPA 1973).
Atualmente, a literatura tem registrado uma consideravel variacdo no nimero e no tamanho
cromossémico de espécies deste género, sendo de 2n = 10 (LEWIS et al. 1962) e c.a. 196
(HOSHINO 1987). Variag0es intraespecificas tém sido apontadas em algumas populagdes de
E. geniculata, com 2n = 10 e 20 (SANYAL; SHARMA 1972, NIJALINGAPPA, 1973), E.
palustris com 2n = 15 e 16 (STRANDHEDE 1965) e E. aciculares f. longiseta, 2n = 20 e 21,
sendo que esta Ultima foi considerada por Yano et al. (2004) como um mixopldide
provavelmente originado por fragmentacdo de um cromossomo do cariétipo contendo 2n =
20. Este tipo de fragmentacdo também pode ter originado um mixopldide em E. atropurpurea
com 2n = 20 e 21 (NIJALINGAPPA 1973). Love et al. (1957) propuseram X = 5 como 0
possivel nimero basico para Cyperaceae, o que também foi aceito por Vanzela et al.(2000).

Outra caracteristica comum aos membros da familia Cyperaceae é a
auséncia de centromero localizado em seus cromossomos. Tais cromossomos foram descritos

primeiramente em insetos (SCHARADER 1935), sendo que somente em 1954 este tipo de
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cromossomo foi descrito no género Eleocharis por Battaglia e Hakansson (veja
STRANDHED 1965). Porém, existe uma discordancia na denominacdo destes cromossomos
para Eleocharis. Autores como Hakansson (1958), Hoshino (1987) e Vanzela et al. (1996) o
denominam cromossomos Holocéntricos, porém ha autores que sugerem que estes sejam
cromossomos Policéntricos (BERNARDINI 1959). Apesar do nome holocéntrico ser
erroneamente empregado (holo=todo, céntrico=centro) porém esta denominacdo &
amplamente aceita e utilizadas, o termo correto seria holocinético (holo=todo,
cinético=atividade cinética), pois ndo existe centrémero distribuido ao longo de cromossomo
mais sim uma atividade cinética, onde as fibras do fuso tracionam estes cromossomos.

As caracteristicas que 0s cromossomos com cinetocoro difuso possuem, sao:
(i) a falta de uma constricdo primaria visivel (Figura 8A), contendo ou ndo constri¢ces
nucleolares (VANZELA et al. 2000; WESTERMAN; COLLET, 1984; GUAGLIANONE et
al., 2000) e (ii) uma extensa atividade cinética ao longo dos cromossomos em anéafase (Harms
1968), fazendo que estes migrem paralelos uns aos outros no eixo da placa equatorial (Figura
8B).

Cromossomos com cinetécoro difuso quando natural ou artificialmente
fragmentados, segregam normalmente durante o ciclo celular. Isto foi demonstrado por Castro
et al. (1949) em Luzula purpurea (Juncaceae), por Hakansson (1954) em Eleocharis palustris
(Cyperaceae) e em Rhynchospora pubera (VANZELA; COLACO 2002).De acordo com estes
autores, o material bioldgico foi irradiado com raios y ou X, alterages no nimero e no
tamanho dos cromossomos foram detectadas, mas o comportamento dos Cromossomos
fragmentados, bem como dos fragmentos gerados foi normal. Em Drosera (Droseraceae),
outro género que possui cromossomos com cinetdcoro difuso, espécies foram irradiadas com
raios gama e como resultado, ocorreram fragmentacdes cromossdmicas, também com
comportamento normal (SHEIKH et al. 1995).

Acredita-se que a evolucdo dos cariotipos da familia Cyperaceae ocorra
através do mecanismo de agmatoploidia (quebra) e simploidia (fusdo) nos cromossomos
holocéntricos, devido a uma extensa documentacdo no género Carex, 0 maior em ndmero de
espécies estudadas (DAVIES, 1956; FAULKNER, 1972; LUCENO; CASTROVIEJO, 1991).
As terminologias agmatoploidia, para fissdo cromossdmica e simploidia, para fusdo
cromossémica, em holocéntricos, foi revista e proposta por Luceno e Guerra (1997).

De acordo com Vanzela et al. (2000) cerca de 59% das espécies estudadas
de Rhynchospora € polipléides, sendo que em poucas espécies, como exemplo, R. tenuis
(VANZELA et al, 1996) e R. cephalotes (LUCENO et al, 1998), agmatoploidia e simploidia
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foram detectadas. Isto torna a poliploidia 0 evento mais importante neste grupo do que em
Carex. A evolugdo cariotipica para género Eleocharis parece seguir o padrdo de
Rhynchospora, pois a maioria das espécies estudadas sdo poliploides. No entanto, algumas
espécies apresentam variagfes numeéricas inter e intra-especificas como em E. atropurpurea
2n = 20 e 21 e E. kamtschatica 2n = 44 e 46 (veja YANO et al., 2004). De acordo com estes
autores, estes dois tipos de cariotipos foram originados por fusdo e fragmentacdo
cromossOémica, respectivamente.

Apesar da existéncia de cinetdcoro difuso ao longo dos cromossomos em
mitose Strandhed (1965) sugeriu que na meiose, 0s cromossomos holocéntricos possuem
atividade cinética em regides especificas como proposto por Bernardini (1959) em seu
esquema de "cones de tracdo". Esta morfologia caracteristica produz um comportamento
diferenciado na meiose de organismos que possuem holocéntricos.

Nestes cromossomos, ao contrario dos monocéntricos, a primeira divisao
meidtica pode ser equacional e a segunda reducional. Este tipo de comportamento meidtico,
chamado meiose invertida (Pazi e Plitmann 1994) foi visto em varios géneros em Cyperaceae
como, Carex (WAHL, 1940), Eleocharis (STRANDHED, 1965; NIJALINGAPPA, 1973,
HOSHINO, 1987), Rhynschospora (VANZELA et al., 2000) e também nos géneros Cuscuta,
da familia Cuscutaceae (PAZI; PLITMANN, 1994), além do género Luzula, da familia
Juncaceae (NORDENSKIOLD 1951).

A orientacdo das cromatides e a restricdo da atividade cinética a um ponto
dos cromossomos, onde cada cromatide irmd@ possui uma regido com esta atividade,
dependem da terminalizagdo dos quiasmas (NOKKALA, 1985; CAMACHO et al., 1985). De
acordo com a posi¢do dos quiasmas, o alinhamento dos bivalentes holocéntricos pode ser
paralelo ao eixo longo da placa equatorial, como observado em alguns invertebrados
(HUGHES-SCHARADER 1948), ou ainda perpendicular ao eixo longo da placa equatorial,
como normalmente ocorre nos cromossomos monocéntricos. Desse modo, se no momento da
anafase | as cromatides irmés apresentarem orientacdo paralela, a separacdo ocorrera com
duas cromatides homologas migrando juntas para cada lado da célula e quando isso ocorre ha
meiose invertida.

Durante o alinhamento dos bivalentes na meiose, uma estrutura
caracteristica dos cromossomos holocéntricos pode ser observada, este arranjo cromossémico
é chamado de "estrutura em caixa", como demonstrado em Rhynchospora cephalotes
(VANZELA et al., 2000, Figura 8C). Uma outra caracteristica citogenética comum em

Cyperaceae € a perda da tétrade, onde, durante a formacédo do grdo de pdlen, trés dos quatro
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nucleos provenientes da meiose se degeneram e apenas um continua a se desenvolver. Apds
uma mitose polinica, este ird gerar os nucleos, vegetativo e generativo (STRANDHEDE,
1965; HARMS, 1968; NIJALINGAPPA, 1973; VANZELA et al., 2000).

Figura 8 — A) Metafase em E. flavescens. A seta mostra um cromossomo sem constricdo primaria. B)
Anéfase mitdtica em Rynchospora tenuis. As setas apontam as cromatides migrando
paralelamente. C) Metafase | em R. cephalotes. Observe os bivalentes formando estruturas
em "caixa".

InformacBes citogenéticas adicionais, e que ndo tém sido usadas
normalmente, sdo as referentes a estrutura dos nucleos interfasicos. Segundo Hoshino (1987),
0s nucleos interfasicos encontrados em algumas espécies de Eleocharis podem apresentar
pequenos corpos fortemente corados. E estes podem se apresentar de maneira dispersa ou
concentrados em regides do nucleo, ou mostrar corpos condensados maiores em menor
guantidade. Estes sinais sdo chamados de cromocentros, e estdo relacionados ao padrdo de
condensacdo cromossémica. Todas as 16 especies de Rhynchospora estudadas por Lucefio et

al. (1998) apresentaram apenas nucleos cromocentricos.

1.3 LocALIZACAO DE DNA REPETITIVOS

Existe uma grande variagdo tanto na quantidade quanto na disposicdo de

bandas heterocromaticas em cromossomos de angiospermas, e esta variacdo pode ser vista até
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mesmo entre individuos de uma mesma espécie. Apesar das técnicas de bandamento
mostrarem muita eficacia para a compreensdo da organizacdo cromossdmica, tais estudos
ainda sdo escassos em espécies vegetais com cromossomos holocéntricos (GUERRA, 2000).

Dentre as técnicas mais empregadas, o bandamento-C tem sido usado para
localizar blocos de heterocromatina, enquanto que coloragdo com flurocromos DAPI (4'-6
diamidino - 2 fenilindole), CMA3; (cromomicina Ag), e outras sdo Uteis para determinar a
composicdo de bases da heterocromatina. O DAPI liga-se preferencialmente em regides
cromossomicas ricas em adenina e timina (A-T), enquanto o CMAS3 liga-se preferencialmente
em regides ricas em citosina e guanina (C-G). O uso seqlencial destes flurocromos permite
entender a composicdo e a dindmica de muitas familias de DNA altamente repetitivas nos
genomas.

Trabalhos tém demonstrado que cromossomos holocéntricos podem exibir
blocos definidos de heterocromatina em regides terminais, bem como em regides intersticiais
(PANZERA et al., 1992). Sheikh et al. (1995) estudaram algumas especies de Drosera
(Droseaceae) por bandamento e observaram que as bandas-C intersticiais foram encontradas
em alguns cromossomos e outras bandas CMAs/DAPI preferencialmente em regides
terminais.

Estudos com Luzula faccida realizados por Westerman e Collet (1984),
demonstraram que 0s cromossomos desta espécie, quando em metafase, apresentaram regides
de heterocromatina marcadas com banda-C, tanto em regides terminais quanto intersticiais.
Porém, quando estes cromossomos foram analisados em profase, estas regifes de
heterocromatina, apresentaram-se dispersas ao longo de cromossomos em pequenas porcoes.
Isto poderia explicar distribuicdo e dispersdo de bandas-C no nucleo desta espécie. Resultados
de distribuicdo de bandas-C e de hibridacao in situ com H-cRNA em L. purplrea demonstram
que padrdo de distribuicdo de heterocromatina em cromossomos com cinetécoro difuso é
similar a de cromossomos monocéntricos (JAMES; VENKETESWARAN 1979).

Muitos segmentos repetidos de DNA tém sido precisamente detectados e
mapeados fisicamente pela técnica de hibridacdo in situ. No entanto, os sitios de DNA
ribossomal séo, sem

duvida, os mais estudados por FISH em espécies vegetais e animais.
Multiplas areas de DNAr 45S, distribuidas em metade dos cromossomos do complemento,
foram descritas para alguns grupos como Picea (BROWN et al., 1993), Hordeum
(PEDERSEN; LINDE-LAURSEN, 1994), e em Rhynchospora (VANZELA et al., 1998),

sendo que este ultimo género possui cromossomos holocéntricos.
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Estudos realizados em Eleocharis mamillata var. cyclocarpa (2n=16),
mostrou 12 sinais terminais com a sonda de DNAr 18S e dois sinais intersticiais com sonda de
DNAr 5S, em Carex pachgyna e C. ciliato-marginata, a sonda de DNAr 5S mostrou sinais
em regides terminais e intersticiais, (FURUTA; HOSHINO, 1999). Estudo de citogenética
molecular em Rhyncospora, uma outra Cyperaceae, mostrou um alto grau de variagdo no
numero de sitios de DNAr (18S-5.8S-26S), variando de 4 a 8 sitios em caridtipos com 2n =
10, até 30 sitios em espécie com 2n = 50 (VANZELA et al., 1998). Estes autores em um outro
estudo em R. tenuis, realizou hibridagdes in situ com sondas teloméricas (TTTAGGG),
encontrando sinais apenas nas extremidades dos cromossomos de ambas as ragas, sinais
intersticiais ndo foram encontrados (VANZELA et al., 2003). A escassez de informacdes
citogenética em Eleocharis e nas Cyperaceae de um modo geral, tem dificultado a
compreensdo de como tais cariétipos se organizam e evoluem e torna evidente a necessidade

de ampliar tais conhecimentos neste grupo de plantas com cromossomos pouco comuns.

1.4 OBEJTIVOS

1.4.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo a caracterizacdo cariotipica de 12
espéecies do género Eleocharis, presente nos estados do Parand, Santa Catarina, Sdo Paulo,

Mato Grosso, através de técnicas citogenéticas.

1.4.2 Objetivos Especificos

1)Verificar se o comportamento cromossémico das espécies do género
Eleocharis, encontradas nas regides estudadas, € tipico de cromossomos holocéntricos;

2)Contar e determinar o ndmero cromossémico para as populacdes
estudadas de 12 espécies;

3) Verificar o nivel de variacéo cariotipica dentro de Eleocharis;
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4) Diferenciar os cariotipicos atraves da aplicacdo das técnicas de coloragéo
(i) convencional com Giemsa e (ii) bandamento C-CMAG3/DAPI;

5) Localizar sitios de DNAr 45S, por FISH e verificar sua relacdo com 0s
sitios de heterocromatina ricos em GC;

6) Estudar o processo de reducdo no numero cromossomico em E.
subarticulata através do seu comportamento meiético, por FISH com sondas de DNAr 45S e
de telémero;

7) Verificar se 0s mecanismos de evolucdo cariotipica por simploidia e
agmatoploidia sdo tdo importantes para Eleocharis quanto séo para Carex, ou se estes

cariotipos se organizam preferencialmente por poliploidia, como ocorre em Rhynchospora;
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Resumo

Cariotipos de 24 populacGes de 12 espécies de Eleocharis (Cyperaceae) foram analisados. Todas as
espécies mostraram cromossomos holocéntricos ja que ndo foram observadas contrigdes primarias,
apesar de quatro espécies apresentarem contricbes nucleolares terminais. Os nimeros cromossémicos
variaram de 2n=6 em E. subarticulata a 2n=54 em E. acutangula. O nimero basico observado foi x=5,
ja que na maioria das espécies 0s nimeros cromossdémicos foram multiplos de cinco. A poliploidia foi
0 evento mais frequente e a agmatoploidia e a simploidia ocorreram apenas em duas espeécies, E.
minima e E. subarticulata, respectivamente. Bandamento C-CMA,/DAPI foi realizado em seis
espécies. Todas mostraram bandas CMA;" nas extremidades dos cromossomos de poucos pares.
Apenas E. sellowiana apresentou bandas DAPI terminais em alguns cromossomos. FISH com a sonda
de DNAr 45S foi feito em cinco espécies, e com exce¢do de duas com dez marcagdes terminais, as
outras apresentaram quatro marcacgdes. A maioria das espécies estudada pertence a secdo Eleocharis, a
qual contém a maior variacao cariotipica. Em geral, os cariotipos foram diferenciados por simploidia,
agmatoploidia e poliploidia, e algumas exibiram mais de um citdtipo. Na se¢do Eleogenus as espécies
estudadas foram polipldides. Apenas uma espécie pertence a se¢do Scirpidium. Na se¢do Limnochloa
as especies analisadas exibiram cromossomos pequenos e numerosos, caracteristico da segdo. Estes
resultados indicam que a poliploidia é o evento evolutivo mais importante na diferenciagdo dos
cariotipos deste género.

Palavras-chave: Agmatoploidia. Cyperaceae. Eleocharis. Holocéntrico. Poliploidia. Simploidia.
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Introducéo

O género Eleocharis compreende cerca de 600 espécies, freqlientemente encontradas em
ambientes alagados (Svenson 1929; Gonzéles-Elizondo & Peterson 1997). Eleocharis se distingue dos
demais grupos da familia Cyperaceae por possuir colmo sem folhas, contendo uma espigueta terminal
simples (Brown 1810, apud Faria 1998). Espécies de Eleocharis sdo dificeis de identificar e de
classificar devido a substancial reducdo floral e de caracteristicas morfolégicas. Apesar disto,
Eleocharis apresenta-se morfologicamente bem delimitado dentro de Cyperaceae (Kukkonen 1990), o
gue o torna facilmente reconhecido no campo frente aos outros géneros da familia. O género sofreu
muitas revisfes e modifica¢fes nos Gltimos anos em sua classificacdo supraespecifica (Faria 1998). As
classificagdes mais recentes sdo de Kukkonen (1990) e Gonzéles-Elizondo & Peterson (1997), porém,
a mais amplamente aceita é a de Svenson, (1929, 1934, 1937, 1939).

A maioria dos conhecimentos citogenéticos em Cyperaceae vem de estudos com Carex e
Rhynchospora (Daves 1956, Faulkner 1872, Luceno e Castroviejo 1991, Luceno et al. 1998, Vanzela
et al. 2000). Estes e outros autores aceitam que as espécies de Cyperaceae compartilham
caracteristicas citogenéticas pouco comuns como: (i) cromossomos holocéntricos, (ii) meiose pds-
reducional, (iii) auséncia de tétrades, devido a degeneracdo de trés dos quatro ndcleos que formariam a
tétrade e (iv) evolucdo cariotipica por agmatoploidia (fissdo), simploidia (fusdo) e poliploidia. A
condi¢do holocéntrica dos cromossomos em Eleocharis foi proposta por Hakansson (1954), apds tratar
amostras de Eleocharis palustris com raios-X e registrar o comportamento cinético normal dos
fragmentos cromossoémicos produzidos em ciclos celulares subseqiientes. Greilhuber (1995) sugeriu
que a ocorréncia de cromossomos holocéntricos é uma sinapomorfia da familia Cyperaceae, porém,
uns poucos autores como Sanyal e Sharma (1972) propuseram que espécies de Eleocharis podem

possuir cromossomos com centrémero localizado.

Na histéria citogenética do género Eleocharis, foram realizadas muitas contagens

cromossdmicas. A literatura mostra uma consideravel variacdo numérica, 2n=10 (Lewis et al. 1962) e
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ca. 196 (Hoshino 1987), porém, todos associados ao possivel nimero basico x=5. VariacGes
cariotipicas intraespecificas foram demonstradas em algumas espécies como: 2n=10 e 20 em E.
geniculata, originado por poliploidia (Sanyal e Sharma 1972, Nijalingappa 1973), e 2n=20 e 21 em E.
atropurpurea (Nijalingappa 1973) e 2n=15 e 16 em E. palustris (Strandhede 1965), originados
possivelmente por agmatoploidia/simploidia. Mais recentemente, Yano et al. (2004) reportou
mixoploidia originada por fissdo cromossdmica na espécie japonesa E. aciculares f. longiseta (2n =20
e 2n=21), além de realizar estudos moleculares com seqiiéncias de ITS (internal transcribed spacer)
relacionando-os com a taxonomia. Estes autores propuseram uma divisdo citoldgica para o género, a
gual separam as espécies com cariétipos com cromossomos pequenos € mais numerosos, de espécies
COm Cromossomos grandes e menos NUMerosos.

Poucos estudos relatam os aspectos de segmentos de DNAS repetitivos em membros da familia
Cyperaceae. Greilhuber (1995) reportou a existéncia de inimeros blocos heterocromaticos ricos em
GC em Carex e, Vanzela e Guerra (2000), mostraram a ocorréncia de diferentes tipos de
eterocromatina (C-Giemsa®, CMA;"/DAPI, CMA;'/DAPI* e CMA;3 /DAPI*.) em Rhynchospora.
Além das distingbes qualitativas nos segmentos heterocromaticos entre Carex e Rhynchospora,
também foram evidenciadas diferengas quanto a localidade (blocos terminais e/ou intersticiais) e
quanto a quantidade de blocos. Em Drosera (Droseraceae) bandas ricas tanto em AT quanto em CG
foram observadas em regides cromossomicas terminais (Sheikh e Kondo 1995).

Estudos com FISH utilizando sondas de DNAr 45S em Cyperaceae foram realizados em
Rhynchospora por Vanzela et al. (1998). Estes autores mostraram uma grande variagdo no nimero de
sitios encontrados para as oito espécies analisadas, porém, estaveis quanto a localizagdo, ja que todos
os sitios foram encontrados nas regifes terminais dos cromossomos. Estudos em Eleocharis mamillata
var. cyclocarpa (2n=16) mostraram sitios intersticiais de DNAr 5S em apenas dois cromossomos e
sitios terminais de DNAr 18S em doze cromossomos dos 16 cromossomos do complemento. Para as

espécies de Carex pachgyna e Carex ciliato-marginata, ambas com 2n =12, sitios de DNAr 5S
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ocorreram em regides terminais e intersticiais e sitios de DNAr 18S nas regides terminais (Furuta e
Hoshino 1999).

Uma outra caracteristica citogenética estudada neste género é o aspecto do nucleo interfasico
0s quais apresentam blocos pequenos ou grandes fortemente corados chamados cromocentros em
outras espécies o nicleo mostra pequenos pontos corados e dispersos por todo o ndcleo, estes sinais
estdo relacionados com o padrdo de condensagdo cromossémica (Hoshino, 1987).

Neste estudo foram analisados os cariétipos de 24 populacdes de 12 diferentes espécies
naturais da Ameérica do Sul, com o objetivo de ampliar os conhecimentos sobre a citogenética de
Eleocharis. Para tal, foram comparadas caracteristicas citogenéticas, tais como a estrutura do nucleo
interfasico, o tamanho e 0s nimeros dos cromossomos, a ocorréncia e a distribuicdo de segmentos
heterocromaticos ricos em AT e CG e 0 nimero e a posi¢do dos sitios de DNAr 45S. A discussdo foi
conduzida para esclarecer aspectos sobre a evolugdo e a diferenciagdo cariotipica neste grupo, bem

como a relagdo destes caracteres com a classificacdo taxondmica do grupo.

Materiais e Métodos

Doze espécies de Eleocharis foram coletadas em nove locais diferentes das regides, sudeste e
sul do Brasil, sendo que em alguns locais foram coletadas mais de uma espécie. Os exemplares foram
cultivados no viveiro do Laboratério de Biodiversidade e Restauracdo de Ecossistemas, CCB, UEL e
as exsicatas depositadas no herbario FUEL (Tabela 1). A contagem cromossdmica foi realizada em 20
células por espécie, e o tamanho dos cromossomos medidos em dez metafases com a mesma
condensacéo.

Para a andlise citogenética foram utilizadas pontas de raizes pré-tratadas com 8-
hidroxiquinoleina 2mM por 24h e posteriormente fixadas em Carnoy (etanol: acido acético, 3:1, v:v)
por 12h e estocadas a -20°C, até o momento do uso. Para a analise convencional, laminas foram
preparadas com raizes digeridas em celulase 4% e pectinase 40% a 37°C por 3h e hidrolisadas em HCI

1M a 60°C por 10 minutos. As raizes foram dissecadas e esmagadas em uma gota de acido acético
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45%. As laminulas foram removidas apds congelamento em nitrogénio liquido, e 0 material corado
com Giemsa 2%. Para testar a migracao paralela dos cromossomos holocéntricos em anéfase, laminas
foram preparadas com meristemas fixados sem um prévio tratamento com agente antimitético. Células
foram fotografadas com filme Kodak Imagelink HQ 25 1SO.

Para o bandamento cromossdmico, as raizes foram pré-tratadas e fixadas como descrito
anteriormente e as laminas preparadas apds uma digestdo enzimatica dos meristemas em celulase 4% e
pectinase 40% a 37°C por 3h, e sem a hidrélise &cida. O bandamento seguiu o protocolo de
Schwarzacher et al. (1980), com modificacBes. Apos o tratamento com &cido acético 45%, hidréxido
de bario 5% e 2xSSC, os materiais foram corados sequiencialmente com CMA; (0,5 (ig/mL por 1,5h) e
DAPI (2 (ig/mL por 30 min). As laminas foram montadas com uma mistura de glicerol/tampé&o
Mcllvaine 1:1, pH 7,0 com 2,5 mM MgCl,. Apés trés dias, foram observadas e fotografadas com filme
Kodak T-Max 100 ISO.

Na hibridacéo in situ com fluorocromos foi utilizada a sonda pTa71l isolada de Triticum
aestivum a qual contém o segmento completo de DNAr 45S (Gerlach e Bedbrook 1979). A sonda foi
marcada com biotina-14-dATP por nick translation. As laminas foram preparadas como descrito para
0 bandamento, tratadas com RNase (100(g/ml), pos-fixadas em paraformaldeido 4% (v/v) e
desidratadas em alcool 70% e 100%. Antes da hibridagdo 200ng de sonda marcada foram misturados a
uma solucdo contendo formamida (50%), polietileno glicol (10%), SDS (0,3%), DNA de timo de
bezerro (0,3%) e 2xSSC, a um volume final de 30 pL/lamina. A mistura de hibridacdo foi desnaturada
a 70°C por 10 minutos e imediatamente colocada no gelo por pelo menos 10 minutos. Apés a mistura
de hibridacdo ser colocada sobre o material, a desnaturacdo dos cromossomos foi feita a 90 °C por 10
min., 50 °C for 10 min., 38 °C for 10 min, usando um termociclador. A hibridacdo foi feita a 37 °C
overnight em camara Umida. As lavagens pds- hibridacdo foram feitas com 2 banhos em 6xSSC 10
min cada, e um banho 4xSSC/ 0,2%Tween 20, todos a temperatura ambiente. As sondas foram
detectadas com avidina-FITC, lavadas em 4xSSC/0.2% Tween 20. Os cromossomos foram contra-

corados com iodeto de propideo (2.5(ug/mL™). As laminas foram montadas com uma solucéo
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composta por Antifade (50%) e glicerol/tampdo Mcllvaine pH 7.0 (50%). Fotografias foram tiradas

com o filme Kodak Proimage color 100 ISO.

Resultados e Discusséo
Analise citogenética e mecanismos de diferenciacdo cariotipica

Neste estudo foram analisados os cariétipos de 24 populagdes de 12 espécies de Eleocharis
ocorrentes nas regides sudeste e sul do Brasil. Dez espécies tiveram seus nimeros cromossémicos
contados pela primeira vez, e para duas espécies os nimeros foram confirmados (Tabela 1). Neste
trabalho os nimeros cromossdmicos variaram de 2n=6 em Eleocharis subarticulata (Figura 1A) a
cerca de 50-54 em E. acutangula e E. brasilienses com 2n =ca.50 (Figuras 1L e 1M). Nimeros
intermediarios foram encontrados em E. maculosa, E. flavensces e E. radicans (2n=10, Figuras 1B, 1C
e 1D), E. minima (2n=12, Figura 1E), E. sellowiana e E. geniculata (2n=20, Figuras 1F e 1G) e E.
elegans (2n=40, Figura 1K). Duas espécies apresentaram dois citotipos diferentes, E. retroflexa com
2n =10 e 2n = 30 (Figuras 1H e 11) e E. montana com 2n=20 e 40 (Figura 1J). Estudos citogenéticos
em Eleocharis datam de antes de 1924, quando Piech descreveu o numero cromossémico de E.
paustris (Nijalingappa 1973). Alguns trabalhos reportam uma considerdvel variagdo no nimero e no
tamanho dos cromossomos deste género, 2n = 10 (Lewis et al. 1962) e de 2n=ca.196 (Hoshino 1987).
VariagOes intraespecificas tém sido apontadas em algumas espécies de E. geniculata, com 2n = 10 e
20 (Sanyal e Sharma 1972, Nijalingappa 1973), E. atropurpurea com 2n = 20 e 21 (Nijalingappa
1973), e E. palustris com 2n = 15 e 16 (Strandhede 1965). A tabela 1 traz todos os nimeros
cromossémicos descritos para Eleocharis até o0 momento.

A maioria dos nimeros encontrados neste trabalho é mdaltipla de cinco (Tabela 1), o qual foi
sugerido como numero basico para Rhynchospora (Luceno et al. 1998). No entanto, estes autores
também encontraram x=6 e x=9 neste género, provavelmente derivados por poliploidia e disploidia
(Vanzela et al. 2000). Para Fimbristylis, também foi proposto 0 mesmo nimero basico x=5, (Bir et al.

1992), e semelhantemente a Rhynchospora, outros nimeros basicos foram encontrados, como x = 11
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(Nijalingappa 1977). Apesar da ocorréncia de variacGes em algumas espécies de Cyperaceae 0 himero
basico x = 5 é 0 mais comum, e est4 de acordo com o proposto por Love et al. (1957). Com excec¢do
de E. subarticulata, cujo cariétipo com 2n=6 que deve provavelmente ter sido originado por
simploidia, e E. minima, com 2n=12 e E. acutangula 2n =54 provavelmente originados por
agmatoploidia, os demais sdo poliploides.

Anadlises cariotipicas em Cyperaceae, revelaram que a tendéncia para a manutencdo dos
tamanhos cromossdmicos entre espécies diferentes com 0 mesmo nimero cromossdmico nédo se aplica
a Eleocharis. Isto também foi observado em Rhynchospora (Luceno et al. 1998), onde R. pubera com
2n= 10 possui cromossomos trés vezes maiores do que os R. ciliata também com 2n=10. Tais
variacBes foram evidenciadas também entre E. maculosa, E. flavescens (Tabela 1, Figuras 1B, 1C).
Eleocharis retroflexa (2n = 30, Figura 1l) destacou-se das demais por apresentar um par
cromossdmico com tamanho muito maior que os demais cromossomos do complemento, do mesmo
modo que E. minima apresentou um par muito menor em relacdo aos demais cromossomos do
complemento (Figura 1E). De outro modo, E. brasilienses e E. acutangula apresentaram o maior
nimero cromossdmico, porém, com os menores tamanhos (Figuras 1L e 1M) . Nas demais espécies
houve uma redugéo gradual no tamanho dos cromossomos dentro de cada complemento.

Hoshino (1987) encontrou trés variagOes cariotipicas em relacgdo ao tamanho dos
cromossomos: (i) a variagdo bimodal, com dois grupos de cromossomos de tamanho diferenciado, (ii)
a variagdo gradual, onde o tamanho dos cromossomos diminui gradualmente, e (iii) o cari6tipo
homogéneo onde todos 0s cromossomos possuem tamanhos proximos, porém todos muito pequenos.
Yano et al. (2004) em seu estudo com espécies japonesas de Eleocharis sugeriu que este género pode
ser dividido em dois grandes grupos, baseado em seus cari6tipos. O primeiro incluindo cari6tipos com
cromossomos muito pequenos com menos de 1,1um de comprimento, e o segundo incluindo cari6tipos
com cromossomos com tamanhos entre 1,4 a 4,3 um. Quando estes dados cariotipicos sdo associados
com dados morfol6gicos, as espécies que possuem Cromossomos com tamanhos proximos e muito

pequenos se encontram na secdo Limnochloa, e que as espécies com caridtipos que possuem variagdes
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tipo bimodal e gradual se encaixam na secdo Eleocharis e se¢do Eleogenus. Os dados de medidas
cromossdmicas realizadas neste trabalho corroboram as analises realizadas por Hoshino (1987) e Yano
et al. (2004) j& que foi observado que 0s cariftipos com 0s menores cromossomos pertencem a E.
brasilienses e E. acutangula, ambas pertencentes a se¢do Limnochloa (Tabela 1, Figuras 1L e 1M) e
o0s demais caridtipos pertencentes as espécies da se¢do Eleocharis e secdo Eleogenus. E E. radicans foi
a Unica espécie coletada pertencente a Subgénero Scirpidium, Se¢do Scirpidium.

A poliploidia foi melhor registrada nas duas espécies que apresentaram citétipos. Em E.
montana (2n=20 e 40), as popula¢Bes com 2n=20 mostraram um comprimento total pr6ximo a metade
do comprimento total das popula¢fes com 2n=40. Interessantemente diferencas morfoldgicas foram
encontradas apenas entre populagdes com 2n=40. Sendo assim, nossos dados sugerem gue 0 processo
de poliploidizacdo pode ter sido um evento antigo, em um tempo suficiente para que populacdes
isoladas apresentem um nivel maior de diferenciacdo. Um caso semelhante foi encontrado em E.
retroflexa (2n = 10 e 30), onde a populagcdo com 2n=10 mostrou um comprimento total de cerca de 1/3
do comprimento total observado na populagdo com 2n = 30. Porém ambas as populagdes ndo
mostraram diferencas morfolGgicas capazes de diferencia-las, sugerindo um processo de poliploidia
recente, apesar da diferenca marcante encontrada no primeiro par cromossémico, que na populagéo
com 2n=30 foi extremamente maior que os demais cromossomos do complemento (veja Figura 1H e
Este resultado sugere que houve um aumento no nimero cromossémico que resultou em um aumento
proporcional no tamanho total do cari6tipo (Tabela 1). Um caso ilustrativo onde poliploidia pode ter
sido marcante no processo de especiacdo foi encontrado no complexo Rhyncospora nervosa (2n=30) e
Rhyncospora ciliata (2n=10), duas espécies que se acreditava ser de um Unico grupo. R. ciliata era
considerada uma subespécie de R. nervosa e, com base em caracteristicas morfoldgicas, ecoldgicas e
principalmente citoldgicas estas foram identificadas como espécies distintas (Lucefio et al. 1998).

Das espécies analisadas, Eleocharis sellowianae E.flavescens sdo muito similares e de dificil
diferenciagdo. Pois ambas sdo perenes, cespitosas e estoloniferas, com estolGes ocraceos com escamas

lanceoladas e base parpura, espiguetas com formas diferentes, porém ambas com flores espiraladas,
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glumas basais estéreis lanceoladas a oblongas, apice arredondado, nervuras centrais esverdeadas,
podendo haver variagdo na coloragdo das nervuras. Apesar dos aquénios apresentarem formas e
coloracdo distintas, ambos sdo 2-convexos, obovdides, com superficie aparentemente lisa e base do
estilete cdnica, as vezes com &pice alongado. No entanto, a analise cariotipica permitiu aumentar o
nimero de caracteres que as distingue, pois E. sellowiana possui 2n = 20, e E.flavescens possui 2n =

10, porém, ambas com cromossomos que variam gradualmente em tamanho.

Nenhuma espécie estudada apresentou cromossomos com constri¢cdo primaria, além disso, a
analise do comportamento anafasico em E. sellowiana (dados ndo apresentados) mostrou que 0s
cromossomos migram paralelos ao eixo da placa equatorial, concordando com varios trabalhos que
sugerem a ocorréncia de cromossomos holocéntricos em Eleocharis, (Strandhede 1965, Harms 1968,
Nijalingappa 1973, Hoshino 1987). No entanto, constri¢bes nucleolares terminais foram encontradas
em E. radicans(2n =10), E. retroflexa (2n=10) e E. acutangula (2n =54) e em uma populacéo de E.
sellowiana (2n=20) (Figuras 1D, 1F, 1H e 1M). Este tipo de constricdo também foi visto por Hoshino
et al. (1987) em Eleocharis e por Vanzela et al. (1996) e Lucefio et. al (1998) em Rhynchospora. Os
dados encontrados neste estudo reforcam a idéia de que a presenca de cromossomos holocéntricos

seria uma caracteristica sinapomorfica para Cyperaceae (Greilhuber 1995).

Ainda vale ressaltar que esta ndo é a Unica caracteristica citogenética constante em Eleocharis,
como ocorrem em muitos organismos com cromossomos holocéntricos. Para a maioria das espécies
estudadas, os nuacleos interfasicos foram difusos (Figura 1), sendo que para poucas espécies, como E.
acutangula, varios cromocentros puderam ser visualizados no nucleo interfasico, como descrito

anteriormente por Hoshino (1987).



Tabela 1 — Contagens cromossdmicas previamente publicadas no género Eleocharis . * Indica as espécies que tiveram seus nimeros cromossémicos
contados pela primeira vez e as medidas cromossomicas com o local de cada populacao.

Classificacio 2n Tamanho Feferéncias Local de Coleta Exzicata

Subgénero Eleocharis 5. Gonzales & P.A. Pefersen (1997)

Secio Parvulae T. V. Egor. (1976)

E. intermetia Schult 10 - Strandhede 1965
Secdo Eleacharis 5. Gonzales & P .M. Peterson (1997
E. subarticulata (Nees) Boeckl * & 3,0-1 5pum Ponta Grossa, PR 35411
E. remroflexa (Poir)) Urban * 10 2,92 Opm Florianépolis, SC. 35.408
30 4.0-1 3um Sapopema, PE. 35410
E. minima Kunth.* 12 2,7-0.%um Sapopema, PE. 35403
E palustizs (L) R & S. 16 - Strandhede 19635
Strandhede 1965
E valleculosa Ohwi. 16 : Hoshino et al. 2000
E. smallii Britt. 16, 36 : Strandhede 1965
E. calva Torr. 18 s
E. commressa Sulliv. 18 =
E. perlonga sindmmo E. macrostachya Britton in Small 18,19, 38 - Strandhede 1965
E. ernythopoda Stend. 18,19 20 - Strandhede 1965
E. multicanliz (5m.) Sm. 20 = Davies 1936
E. wichurae Bocklr. 20 1.7-2 Tum | Hoshing 1987
E. tetraguetra Ness ex Wight. 20 1.6-2.7um | Hoshino 1987
E. margaritacea (Hult)) Mivabe & Eudo. 20 = Yano et al. 2004
E. halophila (Femald & Brackett). 38,37 - Strandhede 1965
E. elliptica Ennth. 38 =
E. fallaxy Weatherby. 42 s Strandhede 1965
E. kamisehatica (C. A. Mey) Komarov. 44 - Hoshine et al. 2000
42, 46 Strandhede 1965
E. ambizens Kuelenthal. 44 43546 = Strandhede 1965
E. unighumiz (Link) Schultes. 46 = Davies 1938
E. montana (Kunth) Roem & Schult * 20 2.3-13pm Pantanal MS. 36.079
40 2.2-11pm Bela Vista do P, PE. 36.081
Eolandia, PR. 35422
Aszzai, PR 36.073
Sapopema, PE. 36.064
E. glegans (HBE)E_ & 5.* 40 2 2-1 0pm Aszai, PR 36.074
Secde Eleogenus (Nees) Benth. & Hool (1883)
E. obiusa (Willd.) 10,9 - Strandhede 1965
E. engelmannii Stend. 10 -




E. flavescens (Poiw.) Urban® 10 2.0-13um Folandia, 35424
Ponta Grossa PR

E. maculosa (WVahl) Roem & Schult ® 10 2.4-1 6pm Floranopolis, SC. 35.406
Tibagi, PE. 35434

E. quingueflora (F.X. Hartm.) Schwarz. 10 = Davies 1954

E. ovata (Both) Foem. & Schult. 10 - Strandhede 1965

E. mamillasa var. cyclocarpa (Lindb) £ 15 - Strandhede 1965

E. mamillata ssp. Mamillata 15 Strandhede 1965

E. geniculara (L.) Roem & Schult. 20 334 5pm | Sanyal and Sharma 1972 Ponta Grossa, PR 36.084

Nijalingappa 1973

E. zellowiana Kunth * 20 2,6-1 4pm Tbitinga, 5P 35429
Eolandia, FE. 35426
Bela Vista do P, PR 36.080

E. acicularis (LY R & 5. 20 - Hoshino 1987

E. congesta D. Don 20 2,1-31pm | Nyjalingappa 1973

E. congesta var thermalis 20 1,5-2.5um | Hoshine 1987

E. amspurpurea (Retz)) Presl. 20,21 22-35pm [ Nijalingappa 1973

E. elliprica Kunth. 38 -

E. fernaldii (Svenson) A. Love. 20 -

Subgénere Limnochloa (P. Beauv. ex. Lestib) Torr. (1836)

Secio Limnochloa (P. Beauv. Ex Lestib.) Benth. (1836).

E. brasiliensis Chapman * ca. 50 - Campinas, SP. 35406

E. acutangula (Foxb.) Schult. sinonimo E. fistulosa Link ex Sprenz. [ 54 0.3-02pm | Hoshine 1987

E. ochrostachys (Stend.). T4 = Yano erf al 2004

E. hurogwai Ohwi c.a.196 - Hoshino 1987

E. dulci (Bumm. £) Trin. ex Henschel ca.194 - Yano er al 2004

Subgénero Scirpidium (WNees) Eulde (1990).

Seciao Scirpidinm (Nees) Benth. & Hook. £ (1883

E. radicans (Poir)) Kunth, Enum * 10 - Campinas, SP. 35403

E. aciculares (L) B & & 20 1,5-25pm | Hoshine 1987

Subgénero Zinserlingin T. Egor. (1981).

Secio Baeothiyon (Gray) 5. Gonzales & P. M. Peterson (1997)

E. parvula (Foem. & Schult.) Link ex Bluff. 10 - Yano er al 2004

39
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Localizacdo de DNA repetitivos

O bandamento C-CMAS3/DAPI mostrou bandas preferencialmente nas regides terminais dos
cromossomos. Em E. retroflexa, E. sellowiana, E. geniculata, E. elegans e E. Montana (Figuras 2B,
2C, 2D, 2E e 2F) foram visualizadas bandas CMA;" ténues em apenas um par cromossomico,
independente do nimero cromossdémico. Um numero maior de blocos foi observado em E. flavescens
a qual mostrou seis cromossomos marcados (Figura 2A), e em E. acutangula, a qual exibiu varios
cromossomos marcados. No entanto, devido ao tamanho pequenos dos cromossomos de E. acutangula
ndo foi possivel determinar o nimero exato de bandas (Figura 2G). Bandas DAPI foram encontradas
apenas em E. sellowiana, a qual exibiu sete cromossomos marcados nas regides terminais (Figura 2H).
O padrdo CMA;'/DAPI" foi 0 mais encontrado para as espécies deste género. Em Rhynchospora, trés
padrdes de coloracdo CMAs/DAPI foram identificadas, sendo eles CMAs/DAPI, CMA;* /DAPI" e
CMA;/DAPI®. Estes variaram em tamanho, posicéo e localizagdo, indicando que neste género existe
uma variacdo heterocromatica muito maior do que no género Eleocharis (Vanzela e Guerra 2000).
Greilhuber (1995) reportou a ocorréncia de diversas bandas terminais ricas em CG em Carex,
provavelmente relacionadas com NORs, o que também foi sugerido em Rynchospora, (Vanzela e
Guerra 2000). Para Eleocharis 0 nimero de regides heterocromaticas ricas em CG foi menor em
ralacdo ao numero de regiBes hibridadas com a sonda DNAr 45S, porém, todas estas marcagdes foram
encontradas em posi¢Oes terminais, indicando que apenas algumas NORs sdo ricas em CG. Neste
ponto é possivel propor a ocorréncia de pelo menos trés familias de DNA repetitivos em Eleocharis,
bandas C-CMA;", associadas & NOR, bandas C-CMA;", ndo associadas a NOR e bandas C- DAPI".

Os resultados da hibridacéo in situ com sonda DNAr 45S, mostraram apenas sitios terminais
de hibridac&o. Das cinco espécies estudadas, E. flavescens (2n=10) e E. sellowiana (2n=20) mostraram
dez sinais terminais, e em E. maculosa (2n=10), E. montana (2n=40) e E. geniculata (2n=20) (Figura
3), independente dos seus nimeros cromossdmicos e suas posi¢des taxondmicas, todas apresentaram

dois pares cromossémicos com sitios terminais. Os dados obtidos sugerem que os segmentos de DNAr
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45S de Eleocharis hibridizados sdo homdlogos ao DNAr 45S (1.8S-5.8S-28S) isolado de Triticum
aestivum. O mesmo foi visto em Rhynchospora, onde a distribuicdo deste sitio coincidiu quanto a
posicdo terminal. No entanto, espécies de Rhyncospora mostraram uma maior variacdo no numero de
sitios entre as espécies (Vanzela et al. 1998). Furuta e Hoshino (1999) realizaram hibridacéo in situ
com a sonda de DNAr 18S em E. mamillata var. cyclocarpa (2n=16) e encontraram doze sitios
terminais com dois cromossomos pequenos, portando sitios em ambas as extremidades, além de sitios
DNAr 5S intersticiais em um par cromossdmico. Estes autores também encontraram sitios terminais
em Carex pachgyna (2n=12) e Carex ciliatomarginata (2n=12). No entanto, é possivel que Eleocharis
também possua outras espécies com multiplos sitios de DNAr 45S, o que pode ser encontrado se
analisarmos um nimero maior de espécies.

Devido a ampla diversidade de grupos que tém sido reconhecidos em Eleocharis e a
descoberta de novas espécies na Flora Mesoamericana, ficou evidente que a classificacdo
supraespecifica do género feita por Svenson necessita de uma reestruturacdo (Gonzéles-Elizondo e
Peterson 1997). Os dados citolégicos mostrados neste trabalho concordam com Yano et al. (2004), os
quais separam as espécies da se¢do Limnochloa das da se¢do Eleocharis e secdo Eleogenus, por
possuirem Cromossomos nNumerosos e extremamente pequenos, caracteristica que parece definir a
secdo. Assim sendo, a andlise citogenética pode ser utilizada neste caso como um carater
micromorfoldgico muito Gtil na taxonomia.

CAPES e Fundacao Araucéria/ProPPG-UEL pelo suporte financiamento ao projeto.
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Figura 1. Fotos de metafases de Eleocharis estudadas. A) E. subarticulata (2n=6). B) E. maculosa. C)
E. flavescens (2n=10). D) E. radicans (2n=10). As setas apontam as constri¢cdes nucleolares terminais.
E) E. minima (2n=12). As setas apontam os menores cromossomos. F) E. sellowiana (2n=20). As setas
apontam os satélites. G) E. geniculata (2n=20). H) E. retroflexa (2n=10). A seta aponta uma
constri¢do nucleolar terminal. 1) E. retroflexa (2n =30). As setas apontam 0s maiores cromossomaos. J)
E. montana (2n=40). K) E. elegans. L) E. brasiliensis (2n=ca.50). M) E. acutangula (2n=54). As setas
apontam as constri¢es nucleolares terminais. A barra = 13,5 um.
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Figura 2. Fotos com coloragdo CMA3/DAPI. A) E. flavescens (2n=10). As setas indicam as bandas
CMA;". B) E. retroflexa (2n=30). As setas indicam as bandas CMAs+. C) E. sellowiana (2n=20). As
setas indicam as bandas CMA;". D) E. geniculata (2n=20). As setas indicam as bandas CMA;". E) E.
elegans (2n=40). As setas indicam as bandas CMA;". F) E. montana. As setas indicam as bandas
CMA;". G) E. acutangula com varias marcacdes CMA;". H) E. sellowiana exibindo varias marcacgdes
DAPI" nas extremidades de varios cromossomos. A barra = 10 pm. As fotos E e F estdo com o dobro
de ampliagdo em relacdo as demais fotos.
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Figura 3. Fotos de Hibridacdo in situ com a sonda DNAr 45S A) E. flavescens (2n=10) com 10 sitios
terminais. B) E. maculosa (2n=10) com quatro sitios. C) E. sellowiana (2n=20) com 10 sitios
terminais, a foto mostra varios nlcleos marcados. D) E. geniculata (2n=20) com quatro sitios
marcados. As setas indicam os dois menores sitios. E) E. montana (2n=40) com quatro sitios. A barra
=13,5um



48

CAPITULO 3

Eleocharis subarticulata (NEES) BOECKL: UMA ESPECIE DE CYPERACEAE

COM NUMERO CROMOSSOMICO REDUZIDO (n=3).*

Este artigo sera enviado para publicacdo na revista Botanical Journal of the Linnean Society
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Eleocharis subarticulata (NEES) BOECKL: UMA ESPECIE DE CYPERACEAE
COM NUMERO CROMOSSOMICO REDUZIDO (n=3).

Carlos R. M. da Silva' , Socorro M. Gonzales? and André L. L. Vanzela'®

de Biologia Geral, CCB, Universidade Estadual de Londrina, 86051-970, Londrina, PR, Brazil. ZInstituto Polit}Enico

Nacional, CIDIR, Durango 34000, México. *E-mail para correspondéncia: andrevanzela@uel.br

Resumo

Eleocharis subarticulata é mais uma espécie de Cyperaceae a apresentar nimero cromossdémico
reduzido (n=3). Cari6tipos com numeros reduzidos ja foram descritos em Rhynchospora tenuis (n =2)
e Fimbristylis umbellaris (n=3). As espécies de Eleocharis estudadas at¢ o momento mostraram
cariétipos variando de 2n=10 a 2n=ca.196, com numero béasico x=5. Neste trabalho foi realizada
analise cariotipica convencional (mitose e meiose), de bandamento C-CMAy/DAPI, além de
hibridacdo in situ com sondas de DNAr 45S e de teldmero (TTTAGGG). Os cromossomos néo
apresentaram nenhuma constricdo, confirmando a caracteristica holocéntrica dos cromossomos de
Cyperaceae. O comportamento meidtico de E. subarticulata foi anormal, devido & ocorréncia de um
anel multivalente em metéfase I. Em anéfase | e metéafase Il foram observados seis cromossomos
migrando para cada um dos pdlos, caracteristico da meiose invertida, como era esperado para
Cyperaceae. Dois mecanismos podem ser sugeridos para a redugdo do nimero cromossémico em E.
subarticulata: i) simploidia, envolvendo poucos cromossomos do complemento e ii) translocac6es
maltiplas envolvendo poucos ou todos os cromossomos do complemento. O bandamento C-
CMAG/DAPI, mostrou apenas pequenos blocos ricos em CG, nas regides terminais dos pares
cromossdmicos de tamanho intermediario e menor. A hibridacdo in situ com a sonda de DNAr 45S
evidenciou sinais apenas nas extremidades, associados aos sinais ricos em GC. A sonda telomérica
revelou sinais nas pontas de todos 0s cromossomos, além destes, no par maior foi encontrada uma
marcagdo intersticial, fato que ainda ndo tinha sido visto em espécies vegetais com cromossomos
holocéntricos, com cari6tipos diferenciados por fuséo/translocagéo.

Palavra-chaves: Cyperaceae. Eleocharis. FISH. Holocéntrico. Simploidia. Telémero.
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Introducéo

Eleocharis subarticulata(Nees) Boeckl é uma espécie da familia Cyperaceae caracterizada por
colmos curtos (5 - 15 cm) e filiformes, circulares quando cortados em seccdo transversal, bainha
purpura e apice sub-inflado normalmente obtuso. As espiguetas sdo fusiformes a lanceoladas, 0s
aquénios obtusamente tri-convexos, obovdides, oliviaceo-brilhantes a castanho, superficie reticulada,
base do estilete esverdeado a ocracea, inconspicuamente piramidal, com &pice alongado e continuo
com o apice do aquénio, medindo cerca de 1/3 a 1/4 do comprimento deste (Svenson 1939). Com base
nesta descri¢do detalhada, (este autor) considerou-se inserta a posicao de E. subarticulata no género
Eleocharis. Menapace (1993) incluiu esta espécie na série Palustriformes baseado em estudos
micromorfoldgicos do aquénio, porém, Gonzales-Elizondo & Peterson (1997) incluiram a série

Palustriformes na série Eleocharis.

Esta espécie é interessante ndo apenas por sua incerteza quanto a posi¢do dentro do género,
mas também por suas caracteristicas citogenéticas peculiares. Como membro da familia Cyperaceae,
espera-se que Eleocharis subarticulata tenha cromossomos holocéntricos, meiose pés-reducional e
perda de tétrades (veja Faulkner 1972). O nimero cromossémico para 0 género Eleocharis varia de
2n= 10 (Lewis et al. 1962) a 2n = ca.196 (Hoshino 1987), com predominancia de nimeros multiplos
de x=5 (2n=10, 20, 30, 40 e 50), sendo este o0 possivel nimero basico. A evolucdo cariotipica da
familia ocorre preferencialmente por agmatoploidia, simploidia (Lucefio & Guerra 1997) e poliploidia
(Vanzela et al. 2000). Poucos estudos avancaram além da simples determinacdo do ndmero
cromossdmico e do comportamento meidtico em membros de Cyperaceae e de outros vegetais com
cromossomos holocéntricos. Dentre estes, podemos citar a determinacdo do padrdo de bandas
CMA/DAPI em Drosera -Droseraceae (Sheik e Kondo 1995) e pelo menos em trés familias
heterocromaticas em Rhynchospora (Vanzela e Guerra 2000), bem como a localizacdo de multiplos
sitios de DNAr 45S em posicdes terminais dos cromossomos Rhynchospora (Vanzela et al. 1998).
Furuta e Hoshino (1999) localizaram sitios terminais de DNAr 18S e intersticiais de DNAr 5S em

Eleocharis e Carex. Além desses segmentos, repeticdes teloméricas do tipo TTTAGGG foram



51

localizados nas pontas dos cromossomos de Luzula purpurea - Juncaceae (Fuchs et al. 1995) e

Rhynchospora tenuis - Cyperaceae (Vanzela et al. 2003).

E pequeno o nimero de plantas conhecidas com ndmero cromossémico reduzido, e em
Cyperaceae, apenas em Rhynchospora tenuis com 2n=4 e Fimbristylis umbellaris com 2n=6 haviam
sido descritas (Vanzela et al. 1996, Rath & Patnaik 1981, respectivamente). Porém, casos semelhantes
foram reportados para outros géneros de outras familias como 2n=4 em Haplopappus gracilis,
Asteraceae (Jackson 1973), Crocus candidus, C. graveolens, C. olivieri e C. speciosus - Iridaceae

(Ozhatay 2002), and Drosera roseana - Droseraceae (Kondo et al. 1994).

Eleocharis subarticulata é a mais nova espécie de Cyperaceae a apresentar nimero
cromossdmico reduzido (n=3). Considerando que espécies com numeros tdo baixos sdo excelentes
para estudar a organizacao cariotipica e gendémica decorrente da facilidade em reconhecer os pares
cromossdmicos, 0 objetivo deste estudo foi descrever o comportamento meidtico e realizar a
caracterizacdo citogenética baseado em coloragdo convencional, bandamento cromossémico e FISH
com sondas de DNAr 45S e telomérica (TTTAGGG). A discussdao foi conduzida baseada na
organizagdo e na evolucdo do cariétipo diante da provavel reducdo do nimero basico x=5 proposto
para 0 género e para a familia bem como da posi¢do citotaxondmica desta espécie no género

Eleocharis.

Materiais e Métodos

Espécimes de Eleocharis subarticulata foram coletados em duas localidades distantes cerca de
50 Km uma da outra, no municipio de Ponta Grossa, Parand, Sul do Brasil. Plantas foram cultivadas
em vasos para a producdo de novas raizes e anteras, e as exsicatas depositadas no herbéario da
Universidade Estadual de Londrina (UEL), Parana, Brasil. Para obtencdo de metéfases, as raizes foram
pré-tratadas com 2 mM 8-hidroxiquinoleina por 24 horas, fixadas em Carnoy (alcool absoluto: acido

acético glacial, 3:1, v:v), e armazenadas em freezer -20 °C até o0 momento do uso. As raizes foram
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digeridas por 3 horas em uma mistura composta por celulase 4% (v/v) e pectinase 40% (v/v). Para a
coloracdo convencional, as raizes foram hidrolisadas em HCI 1M a 60°C por 11 min, dissecadas em
uma gota de &cido acético 45% e esmagadas. As laminulas foram removidas ap6s congelamento em
nitrogénio liquido. O material foi corado com Giemsa 2%. As laminas foram montadas com Entellan e
as células fotografadas com filme Kodak Imagelink HQ25 ISO. Para a obtencdo do comprimento
hapl6ide foram medidas 10 diferentes metafases, com o mesmo nivel de condensacao.

Para a analise meidtica, espiguetas foram dissecadas e as anteras removidas foram diretamente
fixadas em Carnoy, por 12 h., e armazenadas em freezer -20°C até o momento do uso. As anteras
foram hidrolisadas em HCI 1M a 60°C por 5 minutos, lavadas e maceradas em uma gota de acido
acético 45%. As laminulas foram removidas por congelamento em nitrogénio liquido e o material foi
corado em Giemsa 2%. As laminas foram montadas com Entellan e as células fotografadas com filme
Kodak Imagelink HQ25 1SO.

O bandamento cromossdmico foi feito em raizes pré-tratadas como descrito acima, porém,
apenas digeridas em um mistura de 4% de celulase e 40% pectinase (v/v) a 37°C por 3h, lavadas e
maceradas em uma gota de &cido acético 45%. Apds a remocgdo da laminula por congelamento, as
laminas foram guardadas por trés dias no escuro, e incubadas em &cido acético 45%, Ba(OH), 5%, e
2XSSC, como descrito por Schwarzacher et al. (1980), com modificacbes. As laminas foram
envelhecidas por mais trés dias no escuro e coradas seqtiencialmente com CMA; 0,5 mg/mL por 1,5 h,
lavadas em agua destilada e imediatamente coradas com DAPI 2(ug/mL por 30 min. As laminas foram
montadas com mistura de glicerol/ tampdo Mcllvaine pH 7,0, 1:1, com 2.5 mM MgCl,. As células
foram observadas e fotografadas com filme Kodak T- max 100 1SO.

Para a hibridacdo in situ com fluorocromos foram seguidos os protocolos de Heslop-Harrison
et al. (1991) e Cuadrado & Jouve (1994), com modificaces. As sondas de DNAr 45S isolada de trigo
e a de telomero (TTTAGGG) isolada de petdnia, foram marcadas com biotina-14-dATP por nick
translation. Para a hibridagdo, foi preparada uma mistura contendo formamida (15 pL), polietileno

glicol (6 pL), 20xSSC (3 pL), SDS 10% (1pL), DNA de timo de bezerro - 100 ng (1pL) e sonda
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marcada - 100-200ng (4 pL). A mistura foi desnaturada a 70°C por 10 minutos e imediatamente
colocada no gelo. Em seguida, a mistura de hibridacdo foi colocada sobre o material e levada a um
termociclador, programado a 90°C por 10 min, 50°C por 10 min e 38°C por 10 minutos. Apds este
tratamento, a hibridacdo ocorreu a 37°C overnight em camara Umida. As lavagens pds-hibridagéo
foram feitas com 2 banhos em 6xSSC 10 min cada, e um banho 4xSSC/ 0,2%Tween 20, todos a
temperatura ambiente. As sondas foram detectadas com avidina-FITC, lavadas em 4xSSC/0.2%
Tween 20 e as laminas montadas em uma solucdo composta por 12,5 ul de antifade, 12,5(ul de glicerol
50% em tampé&o Mcllvaine, pH 7,0, com 2,5 mM MgCI,, e 1 ul de iodedo de propidio (50 pg/ml). As

fotografias foram feitas com o filme Kodak Proimage color 100 ISO.

Resultados e Discusséo
Coloracao convencional e redugdo do nimero cromossémico

A andlise citogenética convencional evidenciou em Eleocharis subarticulata 2n=6
cromossomos, constituindo um cariotipo composto por um par maior (2,65 (pm), um intermediario
(2,48 pum) e outro menor (2,08. um) e tamanho total do complemento hapléide de 7,21 (um.
ConstrigBes primarias e satélites ndo foram observadas nos cromossomos metafasicos (Figura 1A). Em
anafase, os cromossomos migraram paralelos entre si na placa equatorial, exibindo um comportamento
tipico de cromossomos holocéntricos. A ocorréncia de cromossomos holocéntricos foi primeiramente
demonstrada por Hakansson (1954) em Eleocharis palustris apés a irradiacdo de espiguetas jovens e a
observagdo do comportamento normal dos fragmentos cromossdmicos durante o ciclo celular. No
entanto, Sharma e Bal (1954) e Sanyal e Sharma (1972) sugeriram que algumas espécies, em alguns
géneros de Cyperaceae, possuem cromossomos com centrdmero localizado. Os dados apresentados
aqui consistem numa nova evidéncia da ocorréncia de cromossomos holocéntricos em Eleocharis.

Os numeros cromossdmicos do género Eleocharis variam de 2n=10 (Lewis et al, 1962) a
2n=ca.196 (Hoshino 1987), sendo que em muitas espécies foram encontrados nimeros derivados de

fus&o e/ou fissdo cromossdmica, como 2n = 20 e 21 em E. atropurpurea (Nijalingappa 1973) e 2n=15
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e 16 em E. palustris (Strandhede 1965). Outras espécies apresentam cariétipos dipléides e polipldides,
como 2n =10 e 2n = 20 em E. geniculata (Nijalingappa 1973). Mas, em geral, os cariétipos mostram
predominantemente nudmeros multiplos de x=5, considerado o provavel nimero bésico para
Eleocharis. A agmatoploidia e simploidia tém sido sugeridas como eventos comuns neste género, bem
como na familia Cyperaceae (Wahl 1940; Davies 1956; Faulkner 1972; Hoshino 1987 e Luceno et al.
1998) o que permite sugerir que o numero reduzido n=3 tenha se originado a partir de x=5. Este tipo
de reducdo foi descrito para Cyperaceae em Rhynchospora tenuis, sendo a reducdo de n=5 para n=2
(Vanzela et al. 1996), mas ja havia na literatura um registro em Fimbristylis umbellaris com n=3 (Rath
& Patnaik 1981), porém sem uma discussdo sobre a provavel causa. Reducdo cromossdmica também
foi descrita por Kondo & Segawa (1988) e Kondo et al. (1994), em Drosera roseana, um membro da
familia Droseraceae que também possui cromossomos holocéntricos. De acordo com o0s autores
citados a cima os nameros cromossdmicos n=3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13, sdo encontrados em
Drosera, e mecanismos de fissdo (agmatoploidia) e fusdo (simploidia) estdo envolvidos nas origens
destes cariotipos.

O estabelecimento de espécies cujos caridtipos foram modificados por eventos, tais como a
perda de segmentos de DNA e a diminuicio do numero de cromossomos por fusbes e/ou
translocagdes, parece ndo ser apenas uma especializacdo de grupos de plantas com cromossomos
holocéntricos. No género Crepis (Asteraceae), um grupo com Cromossomos monocéntricos, oS
cariétipos mais primitivos e menos especializado, e comuns em plantas perenes tém n=6
cromossomos, enquanto os mais especializados com n=3 ocorrem predominantemente em plantas
anuais (veja Babcock et al. 1942). Outro exemplo, que mostra reducdo do nimero cromossémico, foi
descrito por Goldblatt et al. (2002) em espécies africanas do género Moraea (Iridaceae). Apesar deste
grupo possuir cromossomos monocéntricos, a evolugdo cariotipica foi marcada por uma série de
nameros cromossdmicos (n=4, 5, 6, 7, 8, 9, 10), sendo n=6 o0 nimero mais freqliente. No entanto, a

associacdo de dados citogenéticos e moleculares indicou n=10 como o ndmero cromossémico
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ancestral para este género, sendo os cariotipos com numeros reduzidos considerados derivados. Neste
contexto, € possivel aceitar que n=3 em Eleocharis subarticulata seja um cariotipo derivado.

A diferenciacdo cariotipica provocada por rearranjos cromossdmicos (agmatoploidia e
simploidia) é um evento muito comum em Cyperaceae, mas pouco freqiiente em Eleocharis, haja vista
apenas 0s exemplos de 2n=15 e 16 em E. palustris (Strandhede 1965) e 2n=20 e 21 em E.
atropurpurea (Nijalingappa 1973) e E. aciculares f. longiseta (Yano et al. 2004). Isto concorda com
habilidade dos fragmentos ou cromossomos fusionados se comportarem normalmente nas divisdes
celulares subseqiientes nos organismos que possuem cromossomos holocéntricos (Vanzela e Colagco

2002).

Comportamento Mei6tico

Todas as 435 células meidticas analisadas mostraram n=3, mas com um comportamento
meiodtico incomum. Os cromossomos em paquiteno, mostraram nenhuma ou poucas extremidades,
onde o esperado eram pelo menos seis, considerando que deveria haver trés bivalentes (Figura 2A e
2B). Em dipl6teno os cromossomos parecem estar unidos formando uma dnica unidade, geralmente
contorcida em alcas. Em células com cromossomos mais condensados foi possivel visualizar
estruturas separadas, mas em geral a associacdo foi visualizada (veja as Figuras 2C a 2F). Na metafase
I, a associacdo cromossdmica foi mais evidente, uma vez que apareceram formando um anel
multivalente. Os cromossomos permaneceram associados ponta-a-ponta formando um anel no plano
equatorial (Figuras 2G e 2H) e no estagio subsequente, todos 0s cromossomos apareceram conectados
por filamentos finos ou completamente desconectados, como seis estruturas independentes (Figura 21).
Apbs esta fase, as cromatides irmds aparecem segregando em anafase (Figura 2J). onde seis
cromossomos foram visualizados tanto em metafase | quanto em metéfase Il, indicando que houve a
separacdo de crométides irmds e ndo de cromossomos homdlogos (veja as Figuras 21 e 2J). O
comportamento meidtico de E. subarticulata foi similar ao descrito por Wahl (1940), como esperado

para meiose invertida. A associacdo de bivalentes formando a “estrutura em caixa" também é
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empregada como um critério para indicar a presenca de meiose pds-reducional em cromossomos
holocéntricos, mas ao menos em E. subarticulata, a estrutura em caixa nao pode ser utilizada como
um indicativo da ocorréncia de meiose pds-reducional, devido exatamente a formacao do multivalente
em anel. No entanto, dados obtidos no presente trabalho permitem apontar que a segregacdo de
cromaétides irmas ocorreu na primeira fase da meiose. Apds a metéafase 11 foi observada a migracao de
trés grupos cromossdmicos para um dos pélos e a permanéncia de um grupo isolado (Figura 2L),
configurando o inicio da degeneracdo de trés dos quatro grupos e a perda da tétrade. Como esperado
para Cyperaceae, E. subarticulata também mostrou auséncia de tétrade, com geracdo de um grao de
poélen por cada célula mae do pdlen. Isto ocorre devido ao fato de trés dos quatro nucleos serem
degenerados completamente, e o nicleo restante originar por mitose polinica os ndcleos vegetativo e
generativo (Figuras 2M e 2N).

A descoberta deste comportamento meidtico em E. subarticulata levanta dividas sobre a
gama de mecanismos envolvendo a evolucdo cariotipica em Cyperaceae. Até este momento, eram
admitidos apenas agmatoploidia (fissdo), simploidia (fusdo) e poliploidia, mas este caso é muito
similar & formacéo de translocag¢des multiplas encontradas em Oenothera, envolvendo alguns ou todos
os cromossomos do complemento (Cleland 1923). Com base nesta idéia, € possivel sugerir a
ocorréncia de dois possiveis mecanismos de fusdo cromossémica em holocéntricos de Cyperaceae: i)
simploidia, responsavel pela reducdo de um ou poucos cromossomos e a formacgdo de tri- e/ou
tetravalentes (Lucefio e Guerra 1997) e ii) translocagGes maltiplas, envolvendo todos os cromossomos
do complemento, e a formagdo de um multivalente em anel na meiose como observado em E.
subarticulata. Até o0 momento ndo é possivel fornecer mais informagdes sobre a extensdo populacional

deste evento, uma vez que individuos de popula¢fes muito proximas foram analisados.

Bandamento cromossémico e Hibridacao in situ

O bandamento C-CMA/DAPI realizado em E. subarticulata mostrou apenas pequenos blocos

ricos em CG, nas regiGes terminais dos pares cromossdmicos de tamanho intermediario e menor,
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muito similar ao encontrado em Rhynchospora tenuis, 2n = 4 (Vanzela e Guerra 2000). Informag6es
sobre o padrdo de bandamento em holocéntricos sdo escassas na familia Cyperaceae. Greilhuber
(1995) reportou a ocorréncia de diversas bandas terminais ricas em CG em Carex, provavelmente
relacionadas com NORs, e Vanzela e Guerra (2000) encontraram blocos heterocrométicos variando
em composicdo, (CMA3*/DAPI" , CMAs'/DAPI® e CMA; /DAPI®) tamanho e localizagdo em
diferentes espécies de Rhynchospora. Os dados obtidos neste trabalho indicam que mecanismos de
amplificacdo de DNA repetitivo que eventualmente aparecem em algumas espécies, ndo acontecem
em E. subarticulata, a qual apenas exibe blocos terminais muito pequenos CMA; /DAPI .

FISH com sonda de DNAr 45S revelou sinais terminais nos pares cromossémicos de tamanho
intermediario e menor. Vanzela et al. (1998) e Vanzela et al. (2003) mostraram caridtipos de nove
espécies de Rhynchospora, a ocorréncia de multiplos e terminais sitios de DNAr 45S. Estes sugeriram
uma tendéncia geral para o acimulo de genes ribossomais em cromossomos holocéntricos de
Cyperaceae. Independente da reducdo cromossdmica ter ocorrido por simploidia ou translocacdes
maltiplas, o DNAr 45S foi mantido nas pontas de dois pares cromossdmicos, acompanhando a
tendéncia de acumulo desses sitios em posi¢des terminais, observados até 0 momento em Cyperaceae
(Vanzela et al. 1998, Furuta e Hoshino 1999, Vanzela
et al. 2003).

FISH com sonda telomérica revelou sinais terminais em todos 0os cromossomos, € um sinal
intersticial no meio do par cromossémico maior. A tentativa de buscar sitios teloméricos ectépicos em
cariétipos com nimero cromossdémico reduzido foi feita por Fuchs et al. (1995) em Luzula purpirea e
por Vanzela et al. (2003) em Rhynchospora tenuis, porém sem sucesso. A ocorréncia deste sitio
ectopico em E. subarticulata poderia sugerir um processo de fusdo, mas ndo confirma se o evento
ocorreu por simploidia ou por translocagbes multiplas, como sugerido pela analise meidtica. No
entanto, vale lembrar que sitios ectopicos ndo aparecem apenas como remanescentes de rearranjos
cromossémicos, mas também devido a um processo aleatorio de replicagdo slippage (veja Biessmann

e Mason 1994).
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Mudangas cromossdmicas que produzem uma brutal reducdo no nimero cromossémico ndo
sdo freqlientes, 0 que explica 0 baixo nimero de espécies com n=2 e n=3. Além disso, h4 poucos
exemplos onde os pesquisadores acompanharam com sucesso 0 caminho da reducdo. Exemplos
ilustrativos foram o da fusdo em tandem que originou Haplopappus gracilis com n=2 a partir de H.
ravenii com n=4 (lkeda 1987), e uma série de translocacGes desiguais que originou a raca
cromossdmica com n=2 em Ornihtogalum tenuifolium (Stedje 1988 e 1989). Neste contexto, é
possivel esperar que qualquer modificagdo capaz de gerar isolamento apds uma reducdo numeérica
brutal, assim como o aparecimento de n=3 em E. subarticulata pode causar uma barreira, é capaz de
produzir alteragdes morfoldgicas, esta pode ser a razdo pela qual muitos taxonomistas tém dificuldade
em identificar e delimitar E. subarticulata, como é o caso da incerteza observada no sistema de
Svenson (1939), sua realocacdo na série Palustriformes subsérie Truncatae por Manapace (1993) e sua
nova posicdo na série Eleocharis subsérie Truncatae determinada por Gonzales-Elizondo e Peterson
(1997). Finalizando, a falta de mais marcadores cromossémicos impede que, no momento, possamos
sugerir qual o caminho desta reducdo e qual espécie poderia ter dado origem a E. subarticulata. No
entanto, esta descoberta abre caminho para investir em trabalhos futuros envolvendo a hibridacéo

gendmica in situ e isolamento cromossémico para pintura cromossomica.

CAPES e Fundacédo Araucaria/ProPPG-UEL pelo suporte financiamento ao projeto.
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Figura 1. A) pro-metafase de E. subarticulata. B)Marcacdes CMA3+. As setas indicam as regides
ricas em CG. C) Hibridagdo com sonda de DNAr 45S. A seta indica a metafase com os quatro sitios
terminais. D) Hibridacdo com sonda de teldbmero. A seta indica auséncia de teldmero, decorrente do
sitio de DNAr 45S. E) Metafase com cromossomos marcados com a sonda de telémero. As setas
indicam as marcag0es intersticiais nos cromossomos maiores.
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Figura 2. A e B) Paquiteno. A seta indica a ponta de um cromossomo.C, D, E e F) Dipléteno. As setas

indicam associagdo entre os cromossomos. G e H) Metafase I. 1) Diacinese. J) Anéafase I. K e L)

Metéafase Il. M e N) Mitose polinica.
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CONCLUSOES

a)

b)

d)

f)

Neste estudo foram analisadas doze espécies num total de 24 popula¢bes do género
Eleocharis. Nenhuma destas exibiu constricdo priméaria nos cromossomos e, em E.
subarticulta onde foi analisada sua meiose, esta foi invertida, reforcando o
comportamento tipico de espécies com cromossomos holocéntricos. Assim, os dados
resultantes deste trabalho confirmam a condi¢do holocéntrica dos cromossomos neste
género.

Os numeros cromossdmicos no género Eleocharis variaram de 2n = 6 a 2n =54. Nas doze
especies analisadas apenas trés ndo foram mdaltiplas de cinco. A alta freqiéncia de
nameros multiplos de x=5 pode ser também observada em géneros préximos como
Rhynchospora e Fimbristylis. Essas informagfes levam a conclusdo de que x=5 é o
provavel numero basico de Eleocharis.

Regides heterocromaticas ricas em CG foram localizadas apenas nas pontas dos
Cromossomos, porém em géneros proximos, como em Rhynchospora, estas regides foram
encontradas também intersticialmente. As sequéncias de DNAr 45S também foram
observadas nas extremidades dos cromossomos, assim com ocorre na grande maioria dos
organismaos.

Em E. subarticulata a sequéncia telomérica marcou todas as extremidades dos
Ccromossomos com uma marcacdo intersticial no par maior. MarcagOes intersticiais
teloméricas ja foram localizadas em cromossomos monocéntricos. Sendo assim, a
distribuicdo de heterocromatina ricas em CG e DNAr e seqléncias teloméricas dos
cromossomos holocéntricos de Eleocharis é similar a dos monocéntricos, ou seja, 0
padrdo de distribuicdo dessas sequéncias independe de atividade cinética dos
Cromossomos.

Através da andlise do comportamento meidtico encontrado em E. subarticulata, que é
muito semelhante ao encontrado em Oenothera, acreditamos que o0 processo de
translocaces maltiplas também ocorreu em Eleocharis subarticulata.

As medicbes cromossémicas foram feitas em dez espécies, onde oito espécies mostraram
diminuicdo gradual no tamanho, sendo que uma exibiu cromossomos muito pequenos com
tamanhos muito préximos e outra um par muito maior que os demais do complemento.

Estes tipos de variagdes ocorreram independentemente do ndmero cariotipico. As espécies
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da secdo Eleocharis e secdo Eleogenus apresentaram variacdo gradual e as espécies da
secdo Limnochloa apresentaram cromossomos pequenos com tamanho muito proximo.

As variagdes observadas nos nimeros cromossémicos sugerem que a poliploidia possui
maior importancia na evolucdo cariotipica de Eleocharis, mas a simploidia, agmatoploidia
e disploidia podem também atuar na diferenciacdo dos cariotipos.

Os dados citoldgicos mostrados neste trabalho corroboram os de Yano et al. (2004), os
quais separam as espécies da secdo Limnochloa daquelas da secdo Eleocharis, por
possuirem cromossomos NUMerosos e extremamente pequenos, caracteristica que parece
definir a primeira se¢do. Assim sendo, a anélise citogenética pode ser utilizada neste caso

como um carater micromorfolégico muito Util na taxonomia.
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