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RESUMO

As bromélias se destacam pela sua beleza e diversidade morfologica. Tal
diversidade contrasta com a conservacdo dos nameros cromossémicos, havendo
uma predominancia de x = 25, considerado basal e observado na maioria das
Bromeliaceae. Entretanto, Cryptanthus e géneros relacionados (Complexo
Cryptanthoid) representam uma excec¢éao, por terem o0 nimero béasico x = 17 (exceto
Orthophytum, com x = 25), além da presenca de cromossomos B. O género
Cryptanthus lato senso € endémico no Brasil e compreende 55 espécies. No
presente trabalho, 14 téxons de Cryptanthus e uma espécie relacionada
(Rokautskyia  pseudoglazioui)  foram  analisados, incluindo  contagens
cromossOmicas, coloracdo de CMA3/ DAPI e Hibridacédo In Situ Fluorescente (FISH)
utilizando sondas de DNAr 5S e 35S. A morfologia dos cromossomos foi altamente
variavel. Espécies com 2n = 34 apresentaram dois a trés sitios de DNAr 35S,
enquanto todas as espécies com 2n = 32 exibiram trés sitios de DNAr 35S. Por outro
lado, o numero de sitios de DNAr 5S variou de um a quatro. Duas a seis bandas
CMA* foram observadas, e cromossomos B foram identificados em duas espécies
(C. bahianus e C. dianae). Os resultados revelam cari6tipos altamente
heteromorficos, uma diversidade estrutural significativa e indicam um papel chave da
disploidia na carioevolugao do grupo. Barreiras reprodutivas baixas e hibridacéo séo
sugeridos como agentes causadores deste cenario cariomorfolégico e da génese de

cromossomos B.

Palavras-chave:Diversidade. Rokautskyia. Hoplocryptanthus. FISH. cromossomos B.



ABSTRACT

Bromeliads stand out for their beauty and morphological diversity. Such diversity
contrasts with the conservation of chromosomal basic numbers, with a predominance
of x = 25, considered basal and observed in most Bromeliaceae. However,
Cryptanthus and related genera (Cryptanthoid Complex) represent an exception, as
they have the basic number x = 17 (except Orthophytum, with x = 25), in addition to
the presence of B chromosomes. The genus Cryptanthus lato sensu is endemic to
Brazil and comprises 55 species. In the present work, 14 taxa of Cryptanthus and a
related species (Rokautskyia pseudoglazioui) were analyzed, including chromosomal
counts, CMA3 / DAPI staining and Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) using
DNAr 5S and 35S probes. The chromosome morphology was highly variable.
Species with 2n = 34 presented two to three DNAr 35S sites, while all species with
2n = 32 exhibited three DNAr 35S sites. On the other hand, the number of DNAr 5S
sites varied from one to four. Two to six CMA* bands were observed, and B
chromosomes were identified in two species (C. bahianus and C. dianae). The
results revealed highly heteromorphic karyotypes, significant structural diversity and
indicate a key role of dysploidy in the carioevolution of the group. Low reproductive
barriers and hybridization are suggested as causative agents of this
karyomorphological scenario and the genesis of B chromosomes.

Keywords: Cryptanthus. Rokautskyia. Hoplocryptanthus. FISH. B chromosomes.
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1 INTRODUCAO

O género Cryptanthus (subfamilia Bromelioideae) ocorre exclusivamente no Brasil,
incluindo 55 espécies descritas (Leme et al.,, 2017). O género se destaca por
posicdo derivada dentro da subfamilia Bromelioideae. Além disso, sua filogenia
infragenérica ainda ndo estd bem resolvida, sendo conflitante entre propostas
taxonOmicas existentes (Leme et al., 2017; Cruz et al., 2017; Cruz et al., 2019).

Espécies do género ocorrem em uma variedade de habitats, como florestas
umidas, restingas, campos rupestres e caatinga, muitas com distribuicdo restrita,
sendo consideradas microendémicas. A maioria das espécies ocorre na costa do
Atlantico, com énfase para o nordeste e 0 sudeste brasileiro (Ramirez-Morillo, 1998;
Ramirez-Morillo & Brown, 2001; Luther, 2010; Forza et al., 2013; Leme et al., 2017).
Até 2013, oito espécies do género Cryptanthus figuravam na lista de espécies
ameacadas de extincdo devido ao crescente desmatamento de suas areas de
ocorréncia, como é o caso de C. fernseeoides Leme e C. whitmanii Leme (Forzza,
2013).

Considerando estudos citogenéticos, apenas 13% das Bromeliaceae foram
estudadas, onde a maioria dos relatorios inclui apenas contagens de cromossomos
(Gitai et al., 2014). A analise cromossdmica tem se destacado um dos campos da
citologia e da genética aplicavel a estudos evolutivos e taxonémicos, bem como no
melhoramento genético e na caracterizacdo de germoplasma (Brammer et al., 2004).
Entre as metodologias citogenéticas usadas, a técnica de FISH (Fluorescent In Situ
Hybridization) € uma das mais promissoras, podendo ser aplicada em areas tédo
diversas quanto a citotaxonomia, a citogenética clinica e o melhoramento genético
(Guerra, 2004). Essa técnica gerou grandes avancos, possibilitando uma
investigacdo detalhada de estruturas cromossémicas, sendo possivel a deteccdo de
diferentes rearranjos cromossdmicos, como inserc¢des, delecdes, translocacéo, fusédo
em tandem, dentre outros (Schubert, 2007).

Como revisado por Gitai et al. (2014), a familia Bromeliaceae apresenta
namero basico de x = 25, observado na maioria dos géneros, com prevaléncia do
nivel diploide (2n = 50). Por outro lado, os representantes de Cryptanthus
previamente analisados apresentam numeros contrastantes para o resto da familia
com 2n = 32 e 34, com prevaléncia de 2n = 34 (x = 17), considerada uma condi¢cdo

derivada dentro da subfamilia Bromelioideae (Gitai et al., 2014). Além disso,
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observa-se a presenca de um numero variavel de cromossomos B em trés espécies,
incluindo C. bahianus L. B. Smith (2n = 34 + 1-4B; Cotias-de-Oliveira et al., 2000;
Gitai et al., 2005; Ceita et al., 2008), C. praetextus E. Morrenex Baker (2n = 32 + 1-
2B; Gitai et al., 2014) e C. dianae Leme (2n = 32 + 1-3 B) (Gitai et al., 2014).

Embora Bellintaniet et al. (2005) tenham relatado cromossomos maiores em
Cryptanthus em comparacdo com outras espécies diploides de Bromelioideae,
estimativas do conteido de DNA de espécies do género indicaram similaridade do
tamanho do genoma em relacdo a outros géneros de Bromelioideae com 2n = 50,
sugerindo que 0s numeros basicos x = 17 e 16 derivaram de x = 25 por disploidia
regressiva (Gitai et al., 2014). Esse é o caso dos membros analisados do género
Orthophytum Beer (complexo Cryptanthoid), com 2n = 50, 100 ou 150). (Gitai et al.,
2014).

Dessa forma, uma investigacéo citogenética mais aprofundada (com uso de
marcadores cromossdmicos estruturais, como sondas teloméricas e sequéncias de
DNAr) pode auxiliar significativamente no entendimento de processos de evolugéo
cromossbmica, na delimitacdo inter e infragenérica, bem como para relacionar
diferencas genéticas e morfoldgicas. Informacdes cariotipicas, como numero
cromossbmico e morfologia sdo importantes para o esclarecimento das relacdes
filogenéticas e a identificacdo de tendéncias evolutivas em grupos complexos como
no caso de Cryptanthus, onde ainda sdo poucas as espécies estudadas
citogeneticamente (Gitai et al., 2005; 2014). Assim, o presente trabalho visa
responder as seguintes questdes: (1) Considerando a hipétese de que os nameros
diploides 2n = 32 e 34 se originaram de um processo de disploidia regressiva de 2n
= 50, mais de um par de sitios de DNAr 5S e 35 S seria esperado. Esta hip6tese é
confirmada? (2) Além da variabilidade do nUmero de cromossomos (2n = 32, 34), h4
uma variabilidade na estrutura cromossdémica entre espécies homoploides? (3) Os
marcadores cromossdmicos podem ajudar na compreensdo da origem dos
cromossomos B em alguns taxons de Cryptanthus? (4) As caracteristicas
cariotipicas séo indicativas de evolugédo ativa e hibridizagdo? Para responder a
essas perguntas, 15 espécies de Cryptanthus s.l. (de 25 acessos) foram analisadas,
incluindo contagem e morfologia cromossémica, bandeamento com fluorocromos
(DAPI / CMAB3) e FISH com DNAr 35S e 5S.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 FAMILIA BROMELIACEAE

Bromeliaceae apresenta ampla distribuicdo nos NeotrOpicos e apresentam
uma gama de adaptacdes que permitem sua sobrevivéncia em uma variedade de
ambientes (Givnish et al., 2014). Na familia, foram descritas 3.352 espécies divididas
em 58 géneros (Luther, 2012). Ocorrem desde o sudeste dos Estados Unidos até
regibes do Chile e Argentina, com excecdo de uma Unica espécie encontrada no
oeste do continente Africano [Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbr.],
provavelmente como consequéncia de um evento de dispersdo em longa distancia
(Smith & Downs, 1974; Jacques-Felix, 2000; Givnish et al., 2004). Bromeliaceae
apresenta espécies de plantas herbaceas, em geral rizomatosas, com folhas simples
lanceoladas em roseta, formando por vezes um recipiente central ou fitotelmo, que
retém agua e nutrientes. Apresenta inflorescéncias geralmente racemosas situadas
na posicao central da roseta contendo flores com trés pétalas e ovario variando de
supero a infero com placentacao axial. Os frutos podem ser de dois tipos, capsula
ou baga, com sementes aladas, plumosas ou desprovidas de apéndices (Smith &
Downs, 1974, 1977, 1979; Benzing, 2000).

Estudos mostram que a diversificacdo das espécies de Bromeliaceae esta
estreitamente ligada & vida em cordilheiras férteis, umidas e geograficamente
extensivas, com vinculos significativos adicionais ao habito epifitico, a polinizacdo
por aves e as fitotelmatas ou presenca de tanques (Givnish et al., 2014). Estudos
evolutivos mostram que foram observadas menores taxas de extingdo do carater
‘presenca de tanque” em espécies que o apresentam, o que favoreceu a
manutencao de espécies da familia (Silvestro et al., 2014).

O sucesso da sua manutencdo em diversos ambientes esta intimamente
ligado a presenca de inovacbes-chave, tais como tricomas epidérmicos
responsaveis pela absorcdo de agua e o aprimoramento de estratégias de
adaptacao ao estresse hidrico, como suculéncia, represamento foliar e fotossintese
do tipo CAM (Metabolismo Acido das Crassulaceae) (Crayn et al., 2004; Shulte &
Zizka, 2008). Em vista destas diversas estratégias, as bromélias destacam-se como

importantes elementos ecologicos em muitas comunidades, contribuindo para a
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complexidade estrutural do ambiente, o que se reflete diretamente na riqueza e
diversidade do grupo, incluindo associacbes de flora e fauna envolvendo seus
representantes (Benzing, 2000).

Na Floresta Atlantica, a familia Bromeliaceae figura entre as mais abudantes
em espécies (Stehmann et al., 2009). A variacdo em grande escala da latitude e
altitude encontrada na Floresta Atlantica permite a diversificacdo de habitats dentro
de um dominio caracterizado por uma cobertura florestal tmida (Thomas & Barbosa
2008). Dessa forma, padrbes espaciais de riqueza e endemismo podem ser
encontrados ao longo da extensdo geografica do ecossistema, o que permitiu
Prance (1987) identificar uma série de centros de endemismos. Evidéncias utilizando
as ferramentas mais diversas e distintos grupos bioldgicos confirmam a existéncia
desses padroes e atestam suas origens histéricas (Carnaval & Moritz 2008,
Carnaval et al., 2009, 2014). Devido ao seu alto grau de endemismo e importante
valor ecolégico, que sdo consequéncia sobretudo da sua interacdo com a fauna,
Bromeliaceae € um dos grupos taxondmicos mais relevantes da Floresta Atlantica,
onde se pode constatar a presenca 337 taxons citados em listas oficiais de espécies
ameacadas, sendo os corredores de biodiversidade bastante significativos para a
conservacao da familia, abrigando um grande numero de espécies ameacadas e
endémicas (Martinelli et al., 2008).

Bromeliaceae ndo s6 apresenta importante papel ecolégico, mas também tem
um significativo valor econémico como planta ornamental e para fins alimenticios,
como € o caso de Cryptanthus zonatus Beer. e do abacaxi [Ananas comosus (L.)
Merr.], respectivamente. A familia tornou-se mais popular no Brasil devido ao seu
valor ornamental, porém esta tendéncia tem levado a um aumento da presséo

antrépica nas populacdes naturais (Versieux & Wendt, 2007).
2.1.1 Relagbes filogenéticas em Bromeliaceae

Estima-se que as bromélias surgiram cerca de 100 milhdes de anos (Ma) nas
Guianas, espalhando-se por radiacdo para o0 novo mundo ha aproximadamente 16
Ma, sendo uma espécie de Pitcairnia dispersa para a Africa Ocidental ha cerca de
9,3 Ma, tendo suas linhagens modernas divergido a partir de 19 Ma (Givnish et al.,
2011). Quase dois tercos das bromélias existentes pertencem a duas grandes

radiacdes: 0 nucleo de Tillandsioideae, originario dos Andes héa cerca de 14 Ma e as
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bromélias do escudo brasileiro, originarias do Serra do Mar e regifes adjacentes a
aproximadamente 9,1 Ma, as quais compreendem principalmente a subfamilia
Bromelioideae (Givnish et al., 2011).

Bromeliaceae foi posicionada na ordem Poales, constituindo um grupo
monofilético considerado como irmédo do restante das familias desta ordem
(Gilmartin & Brown, 1987; Crayn et al., 2004; Linder & Rudall, 2005; APG lll, 2009;
Givnish et al., 2007, 2010, 2011). Smith & Downs (1974, 1977, 1979), analisando as
caracteristicas morfologicas de flores, frutos e sementes, inicialmente classificaram a
familia dividida em trés grandes subfamilias: Pitcairnioideae, Bromelioideae e
Tillandsioideae, sendo a primeira um grupo polifilético (Terry et al., 1997; Horres et
al., 2000; Crayn et al., 2004; Givnish et al., 2004, 2007). Caracteristicas morfol6gicas
foram utilizadas para delimitacé@o inicial entre as familias de Bromeliaceae, como

observado na Tabela 1 (Smith & Downs, 1974; 1977; 1979).

Tabela 1 — Caracteristicas morfologicas gerais das subfamilias inicialmente propostas para a familia
Bromeliaceae. (Smith & Downs, 1974; 1977; 1979)

Subfamilia Folha Fruto Semente Ovario
Pitcairnioideae Margens Capsula Geralmente Supero (flores hipdginas)
espinescentes, providas de alas ou
serrilhadas ou outros apéndices
raramente lisas
Bromelioideae Margens foliares Baga Sem apéndices infero ou semi-infero
serrilhadas ou
espinescentes
Tillandsioideae Margem inteira Cépsula Tufos de apéndices Sdpero ou raramente
plumosos nas semi-infero
extremidades (Glomeroptcairnia)
Atualmente, estudos moleculares baseadoes em filogenia molecular

utilizando inicialmente o ndhF, e posteriormente por uma analise multilocos com oito



16

genes cloroplastidiais, determinaram que seus géneros se dividam em oito
subfamilias  (figura 1): Brocchinioideae, Lindmanioideae, Tillandsioideae,
Hechtioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e Bromelioideae (Givnsh et al.,
2007, 2011). Bromelioideae e Tillandsioideae sao confirmadas como monofiléticas e
Pitcairnioideae que emergia nas analises filogenéticas como polifilética, € dividida

em seis subfamilias, conforme foi proposto por Givnish et al. (2007).

* indica ramos com suporte de 50 Brocchinia
a 80%. todos os outros ramos tém
suporte> 80%.

Tillandsioideae

Hechtia

Navia, Cottendorfia, etc.

Bromelioideae

Pitcairnicideae

Figura 1. Filogenia simplificada de Bromeliaceae. E possivel reconhecer as oito linhagens que
representam as oito subfamilias atualmente estabelecidas: Brochhinioideae, Lindmanioideae,
Tillandsioideae, Hechtioideae, Navioideae, Bromelioideae, Puyioideae e Pitcairnioideae (Reproduzido
de http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/).
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2.1.2 A Subfamilia Bromelioideae

A subfamilia Bromelioideae é uma das mais representativas para
Bromeliaceae, possui 936 espécies e 33 géneros, distribuidas pela América Tropical
e Subtropical, com centro de distribuicdo na regido Sudeste do Brasil (Butcher &
Gouda, 2016).

Tradicionalmente, a subfamilia Bromelioideae tem sido separada das demais
por apresentar formacdo de tanque; tricomas peltados foliares, com células
irregularmente dispostas; ovario completamente infero ou quase, portando évulos
obtusos ou caudados; e frutos do tipo baga, com sementes ndo apendiculadas
(Smith & Downs, 1979). A atribuicdo da caracteristica monofilética de Bromelioideae
€ sustentada por sinapomorfias morfolégicas, como o fruto do tipo baga e sementes
sem apéndices (Horres et al., 2007; Schulte & Zizka 2008; Schulte et al., 2009;
Givnish et al., 2011, 2014; Silvestro et al., 2014).

DatacGes baseadas em analises de dados nucleares e plastidiais propéem
que a subfamilia evoluiu nos ultimos 10 Ma, com uma possivel origem ancestral
andina e um evento de colonizacdo e irradiacdo no leste do Brasil, sendo a
subfamilia monogenérica Puyioideae seu grupo irmao (Givnish et al., 2007, 2011,
2014; Silvestro et al., 2014). Duas linhagens divergem-se a partir de caracteristicas
morfolégicas em Bromelioideae (Silvestro et al., 2014). A primeira reline grande
parte das espécies com rosetas que ndao acumulam agua e a segunda linhagem
reune essencialmente géneros e espécies com roseta formando o tanque tipico da
familia Bromeliaceae (Sass & Specht, 2010).

Por outro lado, o estabelecimento das relacdes filogenéticas dentro da
subfamilia Bromelioideae é dificultado (Aguirre-Santoro et al., 2016; Evans et al.,
2015; Heller et al., 2015; Louzada et al., 2014; Sass & Specht, 2010; Schulte &
Zizka, 2008), principalmente pela presenca de diversos géneros parafiléticos (Sass
& Specht, 2010; Smith & Downs 1979). Schulte; Horres & Zizka (2005), a partir de
analises moleculares, analisaram a filogenia de 29 géneros e 58 espécies de
Bromelioideae, além de outras espécies de Bromeliaceae. Os autores buscaram
ainda compreender aspectos biogeograficos e a evolugdo do metabolismo do tipo
CAM na familia. Bromelioideae foi indicada como clado monofilético, provavelmente
surgido na regido dos Andes, a partir da qual a Mata Atlantica na costa brasileira

teria sido colonizada. De acordo com o0s autores, as espécies ancestrais de
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Bromelioideae tinham forma de vida terrestre, fotossintese do tipo C3 e tanque

ausente.

2.1.3 Género Crypthantus Otto e Dietr.

Os representantes de Cryptanthus s&o terricolas ou saxicolas, em geral
escidfilas, com exemplos de helidfilas (Leme & Siqueira-Filho, 2006). Apresentam
folnas em rosetas, geralmente liguladas ou ocasionalmente com peciolos bem
definidos (Ramirez-Morillo, 1996). As margens das folhas podem ser uniformemente
onduladas ou inteiras, ou algumas vezes serreadas apenas na base, e ter aculeos
de at¢é 5 mm de comprimento em algumas espécies. As inflorescéncias sédo
compostas e geralmente possuem duas ou trés flores, ou mais raramente simples. O
ovario € infero e os frutos sdo bagas (Ramirez-Morillo, 1996). Cryptanthus apresenta
algumas caracteristicas distintas da familia Bromeliaceae, caracteristicas
autapomorficas incluem a tendéncia para andromonoicia (Ramirez-Morillo & Brown,
2001; Leme et al.,, 2017). As informac¢cdes taxondmicas do grupo sSdo pouco
elucidadas, sendo importante estudos filogenéticos e anatdémicos de forma mais
aprofundada no género. Estudos anatomicos sdo bem escassos, poucos foram os
estudos anatémicos relacionados com este género, como o de Pereira (2011) com
anatomia foliar de C. schwackeanus Mez com enfoque descritivo e ecoldgico,
Magalhdes et al. (2013) com anatomia foliar de C. zonatus Beer com cunho
taxondémico, Ribeiro & Aoyama (2015) que realizaram a morfo-anatomia foliar de C.
beuckeri E. Morren em diferentes condi¢cdes de luminosidade além da anatomia dos
orgaos vegetativos de C. beuckeri com enfoque taxondémico.

O género apresenta valor econémico difundido as espécies utilizadas em
ornamentacdo, como exemplo Cryptanthus zonatus (Vis.) Vis., que € uma das
espécies mais ornamentais e populares do género (Leme & Siqueira-Filho 2006).



19

Figura 2. Distribuicdo geogréfica de
Cryptanthus representada por
pontos. Pontos em  amarelo
representam locais de habitat com
alto potencial para Cryptanthus.
Fonte: Leme et al (2017)

2.1.4 Filogenia de Crypthantus

Cryptanthus vem sendo caracterizado como um género derivado entre as
Bromelioideae, devido a caracteristicas morfoldégicas como: fotossintese do tipo
CAM, tendéncia ao andromonoicismo e ovario infero. Adicionalmente, o namero
cromossémico basico menor (x = 17) encontrado no género, fortalece a teoria de
Cryptanthus ser um género derivado na subfamilia Bromelioideae, resultante do
mecanismo de disploidia que o diferencia do numero béasico predominante em
Bromeliaceae (x = 25). (Gitai et al., 2005; Ceita et al., 2008).

Estudos utilizando AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism/
Polimorfismo de Tamanho do Fragmento Amplificado) forneceram informacfes
importantes sobre os mecanismos filogenéticos moleculares e biogeograficos do
género Cryptanthus (Cruz et al., 2017). A reconstrugdo filogenética realizada por
Cruz et al.,, (2017), corrobora o monofiletismo de Cryptanthus subg. (agora
considerado género Cryptanthus) e determina o subgénero Hoplocryptanthus (agora
considerado género hoplocryptanthus), que emerge como parafilético apresentando
pelo menos trés linhagens distintas. No entanto, em decorréncia da limitacdo do
método de AFLP n&o foi possivel identificar os géneros filogeneticamente
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relacionados as linhagens de Cryptanthus. Adicionalmente, o subgénero
Hoplocryptanthus € bem definido no clado basal (Figura 3), assim como 0 género
Orthophytum, além disso apresentam uma melhor definicdo em termos de ocupacéao
geografica, onde além da mata atlantica, campos rupestres, canga estdo associados
com as espécies do subgénero. Esse padrao fortalece as evidéncias em favor de
uma condicao polifilética do subgénero (Cruz et al., 2017).

Posteriormente, Leme et al. (2017) baseado em estudos que utilizam
caracteristicas morfolégicas, biogeograficas, ecoldégicas e dados moleculares,
propuseram o0 subgénero Cryptanthus como o verdadeiro género Cryptanthus,
dividindo o subgénero Hoplocryptanthus em trés novos géneros: Hoplocryptanthus,
Rokautskyia e Forzzaea. Adicionalmente, Leme et al. (2017) referem-se a estes
géneros juntamente com Orthophytum, Lapanthus e Sincoraea como um “complexo
Cryptanthoid”. A analise molecular incorporou 91 acessos representando 33
espécies de Cryptanthus, todas as espécies (3) de Lapanthus, 42 espécies de
Orthophytum e nove espécies de Sincoraea. A filogenia obtida apenas a partir de
dados moleculares é representada na Figura 4. Bromeliaceae tem sido o foco de
muitos estudos filogenéticos nas ultimas décadas. Esses estudos tém esclarecido
muitas questdes de longa data sobre a historia evolutiva deste grupo de plantas
ecologicamente importante, fornecendo uma base para a reconstrucao biogeografica
e para a investigacao da radiacdo adaptativa na familia (Palma-Silva et al., 2016).

Finalmente, Cruz et al., (2019) fornece um estudo que relaciona o tamanho
gendbmico com a filogénia do complexo. Entretanto, verificou-se que a variacdo
observada no tamanho do genoma no complexo Cryptanthoid pode nédo estar

diretamente relacionada as relagdes filogenéticas.



21

[ ]
-
-
-
-
L]
-
-
=
-
E
= Cladel
-
:I
[ 11
[ ]
[ 1
-
[ ]
]
[ ]
[ 1
]
-
-
-
-
L]
L]
-e
-
-
-
L]
-
-
]
E
1 Clade I
-
-
R -
-
[ ]
[ ]
[ 1
.
[ ]
]
]
[ 1
]
-
H
= | ciaden
-
L]
- 1]
--
--
L}
Ll
2
- Clade v
ko
Ea =
-
-
-
H
= Clade
[ ]
[ 1
-
[ ]
-
-
=
L]
= | Cutgroup
-
.2
subgen. Cryptanthus I subgen, Hoplocnptanttes [ atantic Forest B restinga
- CRMpOS rupesires . cangs caatinge - uriknown

Figura 3. Arvore de inferéncia bayesiana de 104 acessos de Cryptanthus com base em 489
caracteres obtidoscom nove combinagcfes de pares de primers AFLP e cinco Orthophytum como
outgroup. Os quadrados indicam o tipo de subgénero e habitat. Fonte: Cruz et al. (2017)
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Figura 4. Filogenia obtida por analise bayesiana baseada em dados de marcadores nuclear (AGT1,
ETS, PHYC) e plastidiais [matK, trnH-psbA, ycfl (pos. 1113-2103 e 4492-5440)] dados. As
probabilidades posteriores (PP) da andlise bayesiana sdo dadas acima dos ramos, bootstrap
percentagens (BP) sdo mostradas abaixo dos ramos. Valores abaixo de 0,5 PP e 50 BP nao séo
mostrados. Fonte: Leme et al. (2017)
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2.2 EVOLUCAO DO TAMANHO GENOMICO DAS ANIOSPERMAS

A variacdo no tamanho do genoma de angiospermas € causada
principalmente pela evolugdo do DNA repetitivo ndo codificante (DNA satélite,
elementos transponiveis, pseudogenes), que pode ser alterado por diferentes
mecanismos, como poliploidizacdo, acumulo de cromossomos e amplificacdo de
elementos transponiveis (Heslop-Harrison, 2012). Alteragfes numéricas e estruturais
a nivel cromossémico podem causar mudancas acentuadas e repentinas no
tamanho gendmico, enquanto os mecanismos moleculares sdo mais graduais,
produzindo apenas leves modificacbes (Duskova et al., 2010). Por outro lado, em
angiospermas, grande parte dessas alteracdes séo toleradas pelos individuos, que
desenvolvem mecanismos de adaptacdo a essas mudancas, como o silenciamento
e a ativacdo de genes (Heslop-Harrison, 2012; Escudero et al., 2014). Popula¢cbes
poliploides, por exemplo, podem sofrer a chamada diploidizacdo do genoma poés-
poliploide, gerando gradualmente um genoma funcionalmente diploide através de
rearranjos cromossémicos que frequentemente resultam em mudancas disploides
decrescentes (Mandakova & Lysak, 2018).

O significado biolégico e evolutivo do tamanho do genoma sdo melhor
compreendidos por meio da analise das relacdes filogenéticas, que sdo os fatores
de maior importancia para determinar a variagado do tamanho do genoma, superando
correlagdes com variaveis ecogeograficas e biogeogréficas (Loureiro et al., 2007;
2010). Entretanto, o tamanho do genoma e varios parametros ambientais (como
habitat, temperatura, precipitacdo e latitude) tém sido o foco de varios estudos
(Loureiro et al., 2010; Rice et al., 2019). Rice et al. (2019), por exemplo, sugerem
tedéncia a genomas maiores para plantas situadas em latitude elevada, em
ecorregibes com alta frequéncia de ervas perenes e em baixas temperaturas
(regibes polares). Diferencas no tamanho do genoma também estdo associadas a
algumas caracteristicas morfolégicas ou a capacidades fisiolégicas da planta, como
a ocorréncia em certos tipos de nichos (Francis; Davies & Barlow, 2008). Por
exemplo, Vesely et al. (2012) observaram que a evolucdo do tamanho do genoma
em geofitas esta intimamente relacionada a sua ecologia (por exemplo, crescimento
em condi¢cdes umidas) e a caracteristicas fenolégicas. Em um estudo do género
Lasiocephalus Willd. ex Schitdl. (Asteraceae), DuSkova et al. (2010) também

encontraram uma forte correlagdo entre caracteristicas das plantas (por exemplo,
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ciclo de vida) e os tamanhos do genoma. Adicionalmente, Cruz et al. (2019), sugere
gque a ocupacdo de diferentes habitats desempenha um papel importante na
evolugdo do tamanho do genoma, como observado na diminuicdo do conteudo
gendmico em Hoplocryptanthus spp. de campos rupestres comparativamente ao
mesmo grupo oriundo da Mata atlantica.

A evolucdo do tamanho do genoma das angiospermas tornou-se um
fenbmeno relativamente bem estudado, embora ainda haja véarios grupos com
informacdes escassas (Garcia et al., 2014). Em Bromeliaceae, varios estudos
investigativos foram realizados para estimar o tamanho do genoma (Zonneveld &
Bennet, 2005; Leitch et al., 2010; Gitai et al., 2014; Cruz, et al., 2017; Moura et al.,
2018, Muller et al., 2019; Cruz, et al., 2019).

2.3 TECNICAS DE CITOGENETICA

Os cromossomos sao o0 mais alto grau de organizacdo do genoma nuclear em
nivel estrutural e funcional, sendo estes distintos e em geral constantes
(morfologicamente e numericamente) para uma determinada espécie. A constancia
cariotipica dentro de uma espécie surge como um pré-requisito para a correta
segregacao cromossbmica e transferéncia de material genético para as linhagens
celulares futuras, enquanto variagbes no cariétipo podem conferir mudancas
evolutivas (Guerra, 2008; Weiss-Schneeweiss & Schneeweiss, 2013). Estudos
citogenéticos tem como base a comparacdo entre cariotipos de diferentes taxons,
fornecendo informacdes importantes para o entendimento dos mecanismos de
evolugdo das espécies, assim como de relacdes filogenéticas e sistematicas
(Schubert, 2007; Guerra, 2008; Guerra, 2012). Na citogenética classica, a descri¢ao
de um cariétipo leva em consideracdo diferentes caracteristicas, como numero,
tamanho e morfologia cromossémica (posicdo de constricbes primarias e
secundarias), além de observacao da simetria do cariétipo e determinacéo do tipo de
nucleo interfasico (Chester et al., 2010).

Em células de organismos eucariotos, a cromatina € constituida por
filamentos de DNA genémico associados a diferentes classes de proteinas (histonas
e nao histonas), sendo estas responsaveis pelos diferentes niveis de condensacao
(Neves, et al., 2005). Do ponto de vista citogenético, a cromatina pode ser dividida

em eucromatina e heterocromatina, sendo esta Ultima caracterizada por se manter
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condensada, fortemente corada durante todo o ciclo celular, e € comumente
relacionada a sequéncias de DNA repetitivo em tandem (Ricards & Elgin, 2002). A
heterocromatina pode ser observada em cromossomos metafasicos mediante
técnicas de bandeamento, as quais revelam o numero e padrdes de distribuicdo de
bandas ao longo dos cromossomos. Ela foi primeiramente observada no inicio dos
anos 70, por meio de técnicas classicas de bandeamento, como o bandeamento-C
(Sumner, 1972; Vosa & Marchi, 1972), revelando grande polimorfismo nos padroes
de distribuicdo de bandas entre diferentes tdxons (Revisado por Guerra, 2000).

Dentre as técnicas comumente utilizadas para a caracterizacdo da
heterocromatina, destaca-se a coloracdo por meio de fluorocromos cromomicina As
(CMA), que se liga a regides ricas em GC, e 4’-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), que
revela regides cromossOmicas ricas em AT (Guerra, 2000). Trabalho pioneiro com os
corantes fluorescentes CMA e DAPI foi realizado com trés espécies vegetais (Vicia
faba L., Scilla siberica e Ornithogalum caudatum Aiton), mostrando as regibes
organizadoras do nucléolo e outras partes heterocromaticas marcadas CMA®,
enquanto as mesmas regifes apresentaram-se negativas para DAPI
(Schweizer,1976).

A coloracéao diferencial com fluorocromos apresenta vantagem em relacao ao
bandeamento-C, por ser um método mais simples e por ndo danificar a estrutura da
cromatina, possibilitando, assim, que as preparacdes cromossOmicas sejam
sequencialmente submetidas a outras andlises, como a hibridizacdo in situ
fluorescente (Souza et al., 2012). O uso da dupla coloracdo CMA/DAPI tem
permitido discutir diversas hipéteses envolvendo: identificacdo de alteracbes
cromossbmicas (Guerra, 2000), estudos de evolucdo cariotipica (Chiarini et al.,
2013), descricao de hibridos naturais (Moraes et al., 2013), descricdo de novas
espécies (Almeida et al.,, 2016), e diferenciacdo de espécies correlacionadas
(Cordeiro et al., 2016; Marinho et al., 2018).

2.3.1 Hibridizagao In Situ Fluorescente

Desenvolvida por Gall & Paduan (1969), a hibridizagédo in situ fluorescente
(FISH) é uma metodologia citogenética eficaz e precisa para mapear sequéncias de
DNA de copia Unica e repetitiva em cromossomos (He et al.,, 2015). A técnica

consiste na desnaturacdo e hibridizacdo do acido nucleico alvo com uma sonda
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adequada (DNA ou RNA conhecido e previamente marcado), permitindo a
localizacéo in situ de sequéncias de acidos nucleicos nos cromossomos, citoplasma,
organelas e tecidos. Uma diversidade de sondas pode ser marcada e utilizada na
hibridizagcdo in situ, como sequéncias repetitivas organizadas em tandem (DNA
telomérico, DNAr 35S e 5S), sequéncias repetitivas dispersas (elementos
transponiveis) e sequéncias de copia unica (Guerra, 2012).

A técnica de FISH vem sendo utilizada na hibridizacdo de ndcleos
interfasicos, cromossomos mitoticos e meioticos, como também em fibras de DNA
estendidas. Permite: distinguir e identificar cromossomos individuais; analisar e
investigar a estrutura, funcdo e evolucdo dos cromossomos; analisar a distribuicdo
de DNA repetitivo ao longo do genoma; localizar genes ou sequéncias especificas
de DNA nos cromossomos; integrar grupos de ligacdo a cromossomos especificos;
determinar as origens de genomas de hibridos; auxiliar na elucidacdo problemas
taxonémicos e filogenéticos, e na compreensdo da evolucdo de cromossomos
sexuais e de cromossomos B (Jiang & Gill, 2006; Heslop-Harrison & Schwarzacher,
2011; Guerra, 2012; Ziemniczak et al., 2015; Badaeva et al., 2018; Malimpensa et
al., 2018). Varias sondas podem ser detectadas em um mesmo Cromossomo,
possibilitando que seja determinada a ordem fisica das sequéncias e,
conseguentemente, permitindo a construcdo de mapas citogenéticos (Peters et al.,
2009; Badaeva et al., 2018). Adicionalmente, tem permitido entender de forma mais
aprofundada o processo de evolugdo cariotipica, baseando-se na identificacdo de
rearranjos estruturais, numéricos e evolucado de sequéncias (Mandakova & Lysak,
2008).

2.4 CROMOSSOMOS B

Os cromossomos B, ja descrito em 1.685 espécies de eucariotos (Jones,
2017), sdo adicionais e dispensaveis no caridtipo de alguns individuos ou
populacbes de algumas espécies. Geralmente originam-se dos cromossomos do
complemento A, mas seguem a sua propria evolu¢do (Camacho, 2000), ndo sendo
essenciais para desenvolvimento e sobrevivéncia dos organismos (Carvalho et al.,
2008). Entretanto, os cromossomos B podem se acumular em populac¢des naturais,

por meio de segregacédo preferencial ou ndo disjun¢cdo cromossdémica, uma vez que
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nao seguem as leis de segregacdo mendeliana (Camacho, 2005; Clark et al., 2017,
Jones & Ruban, 2019). Em angiospermas, ha relatos de cromossomos B para 1112
espécies, maioria (66%) do total de espécies descritas (revisado por Jones, 2017),
destacando estudos realizados com centeio (Secale cereale) (Carchilan et al., 2009;
Ma et al., 2017; Pereira, 2017) e em Zea mays L (Houben et al., 2013).

Esses cromossomos extranumerarios ndo apresentam um padrdo de origem
em comum. As hipoteses sobre o seu surgimento no genoma sado variadas e
controversas. As primeiras analises realizadas nas décadas de 1970 e 1980
demonstraram que os cromossomos B continham DNA semelhante ao encontrado
no complemento A (Camacho et al., 2005). Dessa forma, a teoria mais aceita sugere
gue os elementos extras sdo provenientes do complemento de cromossomos A,
como observado em boa parte dos estudos (Valente et al., 2014; Malimpensa et al.,
2018; Jones & Ruban, 2019). Seu surgimento pode estar diretamente relacionado a
rearranjos cromossémicos do tipo fuséo, fissdo e a partir da geracédo de individuos
hibridos mediante cruzamentos entre espécies préximas (Clark et al., 2017; Jones &
Ruban, 2019). A génese dos Bs pode também estar associada a uma diversidade de
eventos, como a partir da formacédo de isocromossomos (Mestriner et al., 2000;
Moreira-Filho et al., 2004), mecanismos de acumulacdo de elementos transponiveis
(Oliveira et al., 2011), quebra nas regi6es organizadoras de nucléolo, visto que
essas sao suscetiveis a quebras cromossémicas (Ruiz-Esteves et al., 2012; Valente
et al., 2014), além do acumulo de DNA organelar (Ma et al., 2017).

Diversas classes de genes podem estar presentes nos cromossomos B, tais
como elementos transponiveis (TEs - transposons e retrotransposons), DNAs
ribossomais e DNAs satélites (satDNA) (Camacho, 2005), genes para histonas
(Utsunomia et al., 2016), microssatélites (Malimpensa et al., 2018), DNA organelar
(Marques et al., 2013), entre outras. Além disso, genes ativos também ja foram
identificados nos cromossomos B de alguns organismos, como no gafanhoto
Eyprepocnemis plorans (Navarro-Dominguéz et al., 2017), em individuos da familia
Asteraceae, como em Crepis capillaris (Leach et al., 2005), no Cervideo Capreolus
pygargus (Trifonov et al., 2013) e no centeio (Secale cereale L.) (Carchilan et al.,
2009; Ma et al., 2017). Adicionalmente, alguns trabalhos também trazem evidéncias
da associagdo dos cromossomos B aos processos de hibridizacao,

preferencialmente em angiospermas cultivadas (Jones & Ruban, 2019).
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Devido a sua ocorréncia diversificada na natureza e a pouco esclarecimento
sobre suas propriedades, cromossomos B se apresentam como sistemas
experimentais para resolver uma variedade de questfes em citogenética molecular e
biologia de populagfes. Cada vez mais espécies de animais e vegetais sdo descritas
como portadoras de cromossomos B, apontando tais componentes como um
problema interessante do ponto de vista evolutivo e funcional (Jones & Ruban, 2019;
Ahmad & Martins, 2019).

2.5 CITOGENETICA DA FAMILIA BROMELIACEAE

A familia Bromeliaceae apresenta apenas 13% de suas espécies analisadas
no ambito da citogenética, havendo poucos dados cariolégicos que contribuam para
o esclarecimento das lacunas existentes quanto as relacbes taxondmicas e
filogenéticas, entre géneros e seu posicionamento nas demais subfamilias. A
maioria dos estudos esta restrita a contagens cromossémicas, havendo em alguns
géneros discrepancias entre os niumeros mitéticos e meioticos (Gitai et al., 2014;
Cruz et al., 2017), justificado por alguns autores pela presenca de cromossomos
pequenos e dificuldade de obtencdo de bons espalhamentos, além da néo
observacédo de varia¢des citogenéticas em ampla escala.

Bromeliaceae apresenta uma consideravel variacdo no numero de
cromossomos (2n = 18 a 2n = 200), enquanto x = 25 foi estabelecido como o niumero
base mais provavel. Espécies dos géneros Cryptanthus, Hoplocryptanthus e
Rokautskyia sdo um unico grupo dentre os analisados com um numero basico
sugerido de x = 17 (2n = 32, 34, 36) sendo esses numeros considerados como
derivados em Bromelioideae (Gitai et al., 2014). A variacdo do numero diploide
nesse grupo pode estar relacionada a disploidia, processo frequentemente descrito
em plantas, incluindo outros grupos de campos rupestres, como Xyridaceae (Benko-
Iseppon & Wanderley, 2002) e Asteraceae (Salles-de-Mello et al., 2010). Como em
outros grupos de plantas, processos de poliploidizacdo pode ser claramente
reconhecivel em Bromeliaceae (Gitai et al., 2014).

Andlises citogenéticas com Bromeliaceae iniciaram-se com o pioneirismo de
Lindschau (1933), que a partir da técnica de corte microtdmico de apices radiculares

analisou 50 espécies da familia, disponibilizando dados de contagem. Matsuura &
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Suto (1935) também realizaram algumas contagens para espécies da familia.
Marchant (1967), por sua vez, realizou um estudo citogenético acrescentando novas
espécies as contagens prévias de Lindschau (1933), encontrando valores que
diferiam dos informados pelo primeiro autor.

Até 2013, os estudos na familia eram restritos a simples contagens
cromossOémicas (Mc Willians, 1974; Gauthé, 1965; Weiss, 1965; Sharma, 1971,
Louzada, et al., 2010; Nunes et al., 2013), como observados para espécies dos
géneros Orthophytum (Louzada, et al., 2010) e Pticairnia (Nunes et al., 2013). Neste
ultimo, foi estabelecido o primeiro cariograma da familia Bromeliaceae. Uma reviséo
mais abrangente foi realizada por Gitai et al. (2014) com o acréscimo de contagens
novas e de revisdo de todos 0s nimeros cromossdmicos, contabilizando um total de
55 espécies da familia, incluindo analises de morfologia e estimativa do tamanho do
genoma mediante citometria de fluxo. Esses estudos também evidenciaram uma
uniformidade dos cromossomos da subfamilia Bromelioideae em tamanho e
morfologia, caracterizados por serem muito pequenos (1,12 a 2,91 um) e com
morfologia variando de metacéntrico a submetacéntricos (Bellintaniet et al., 2005;
Gitai et al., 2014) com excecdo do género Cryptanthus, que apresentaram alguns
cromossomos ligeiramente maiores que o restante do grupo (Bellintaniet et al.,
2005).

Estudos citogenéticos utilizando técnicas de coloracdo por fluorocromos
limitam-se a dois trabalhos, como o de Gitai et al. (2014) onde foi utilizado tripla
coloragcdo CMAs/ Actinomicina/ DAPI nas espécies Aechmea bromeliifolia (Rudge)
Baker, Greigia sphacelata Ruiz & Pav. e Ochagavia litoralis (Phil.) Zizka], além dos
estudos de Silva et al. (2016), que utilizaram dupla coloracdo com fluorocromos
CMA3/DAPI em espécies do género Fosterella. Adicionalmente, a aplicacdo da
técnica de FISH para a familia é restrita ao trabalho realizado em Fosterella (Silva et

al., 2016). Os dados de ambos os trabalhos estdo sumarizados na Tabela 2.



30

Tabela 2. Dados disponiveis na literatura com andlises da distribuicdo de heterocromatina e sitios de
DNAr em espécies de Bromeliaceae revelados pela técnica de FISH (Fluorescente In situ

Hybridization / Hibridizag&o in situ Fluorescente).

Espécies 2n Bandas CMA 23’;2; [zg?)r Tamanho Autor
Bromelioideae

Aechmea bromeliifolia 50 2 - - 2,72-1,36 GITAi et al., 2014
(Rudge) Baker

Greigia sphacelata (Ruiz. 50 1 - - 1,71-0,86 GITAi et al., 2014
e Pav.)

Ochagavia litoralis (Phil.) 50 1 - - 2,61-1,18 GITAietal., 2014
Zizka

Piticairnoideae

Fosterella - SILVA et al., 2016
F. robertreadii Ibisch & J. 50 1 1 1 - SILVA et al., 2016
Peters

F. christophii Ibisch, 50 1 1 1 - SILVA et al., 2016
R.Vasquez & J. Peters

F. christophii Ibisch, 50 1 1 1 - SILVA et al., 2016
R.Vasquez & J. Peters

F. micrantha (Lindley) 50 1 1 1 - SILVA et al., 2016
L.B. Smith

F. gracilis (Rusby) L.B. 50 1 1 1 - SILVA et al., 2016
Smith

F. floridensis Ibisch & 50 1 1 1 - SILVA et al., 2016
E.Gross

F. hatschbachii L.B. 100 2 2 1 - SILVA et al., 2016
Smith & R.W. Read

F.rusbyi (Mez) L.B.Smith 50 1 1 1 - SILVA et al., 2016
F. spectabilis H. Luther 50 1 1 1 - SILVA et al., 2016
F. yuvinkae Ibisch, E. 100 2 2 1 - SILVA et al., 2016

Gross & Reichle

2.6 CITOGENETICA DO GENERO CRYPTANTHUS

Cryptanthus possui um numero basico incomum x = 17, resultado de um
possivel processo de disploidia em grande escala (Gitai et al., 2014).
Adicionalmente, também pela existéncia de cromossomos B e pelas variacbes
detectadas no tamanho do genoma em espécies com o mesmo nivel de ploidia (2n =
32, 34, 36). O numero béasico incomum é considerado uma condi¢éo derivada dentro

da subfamilia Bromelioideae (Gitai et al., 2014). Além disso, a presenca de um
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namero variavel de cromossomos B em trés espécies, incluindo C. bahianus LB
Smith (2n = 34 + 1 — 4 B; Cotias-deOliveira et al., 2000; Gitai et al., 2005; Ceita et al.
al., 2008), C. praetextus E. Morrenex Baker (2n = 32 + 1 - 2B; Gitai et al., 2014) e C.
dianae Leme (2n = 32 + 1-3 B) (Gitai et al., 2014).

Apenas 12 espécies do género apresentaram numeros Cromossomicos
caracterizados até o momento, todas as analises foram baseadas apenas em
contagem cromossémica e medi¢cdes do genoma a partir da citometria de fluxo (Gitai
et al., 2014; Cruz et al., 2017; Cruz et al., 2019). Bellintaniet et al. (2005) apontaram
maiores cromossomos em Cryptanthus em comparacdo com outras espécies
diploides de Bromeliaceae. Por outro lado, estimativas do conteuddo de DNA de
espécies de Cryptanthus indicaram similaridade do tamanho do genoma em relacéo
a outros membros de Bromelioideae com 2n = 50, sugerindo a ocorréncia de
disploidia no grupo (Gitai et al., 2014).

Informacdes cariotipicas, como numero cromossdmico e morfologia séo
necessarias para o esclarecimento das relacdes filogenéticas e tendéncia evolutiva
no género, pois ainda sdo poucas as espécies do género estudadas
citogeneticamente (Gitai et al., 2005; 2014).
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ABSTRACT

The basic chromosome number x = 25 is observed for most Bromeliaceae and is considered
ancestral for the family, under different ploidy levels. Cryptanthus, and Hoplocryptanthus are
exceptions, for having species with the basic number x = 17, besides the presence of B
chromosomes, reported for some Cryptanthus species. In the present work, karyological data
on 14 taxa of Cryptanthus and one related species (Rokautskyia pseudoglazioui) was
generated, including chromosome counts, CMA/DAPI staining and Fluorescent In Situ
Hybridization (FISH) of 5S and 35S rDNA. Chromosome morphology was highly variable.
Species with 2n = 34 chromosomes had two or three 35S rDNA sites, while all species with
2n = 32 exhibited three 35S rDNA sites. In turn, the number of 5S rDNA sites varied from
one to four. Two to six CMA™ bands were observed. The results uncover highly
heteromorphic karyotypes, a significant structural diversity, confirming a key role of
dysploidy in the karyoevolution of Cryptanthus, besides Rokautskyia and Hoplocryptanthus
(2n = 34 and 32). B chromosomes were identified in C. bahianus and C. dianae and might be
by-products of chromosome evolution. The presence of different basic numbers in distinct
clades of the Cryptanthoid complex, with some genera presenting x = 25 and other with x = 17
or 16, revealed an unusual heterogeneity, indicating that the relationships of the genera within

this complex should be re-evaluated.

Keywords: Rokautskyia; Hoplocryptanthus; karyoevolution; FISH; rDNA; B-chromosomes.
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INTRODUCTION

The genus Cryptanthus Otto & A.Dietr. (subfamily Bromelioideae) occurs exclusively and
endemically to Brazil, including 55 described species (Leme et al., 2017). The genus has
drawn attention due to its derived position within the subfamily Bromelioideae. Besides, its
infrageneric phylogeny is still not well resolved, conflicting with existing taxonomic
proposals (e.g., Cruz et al., 2017; Leme et al., 2017; Cruz et al., 2019). Until recently, the
genus was divided into two subgenera (Cryptanthus Otto & Dietr and Hoplocryptanthus
Mez), being both differentiated by morphological and ecological characters besides
geographic distribution (Leme et al., 2015; Cruz et al., 2017; Cruz et al., 2019). However,
recent phylogenetic studies indicated that the subgenus Hoplocryptanthus is polyphyletic
(Silvestro; Zizka; Schulte, 2013; Louzada et al., 2014; Cruz et al., 2017; Leme et al., 2017,
Cruz et al., 2019), what justified its subdivision in three genera by Leme et al. (2017):
Forzzaea Leme, S. Heller & Zizka, Hoplocryptanthus (Mez) Leme, S. Heller & Zizka and
Rokautskyia Leme, S. Heller & Zizka. Therefore, Cryptanthus sensu stricto includes actually
only the members of the Cryptanthus subgenus. Currently, they are positioned in a related
group denominated "Cryptanthoid complex”, which includes seven genera (Cryptanthus,
Forzzaea, Hoplocryptanthus, Lapanthus Louzada & Versieux, Orthophytum Beer,
Rokautskyia and Sincoraea Ule), related by ecology, geographic distribution, endemism,
habit, floral and vegetative characters (Leme et al., 2017).

Cryptanthoid species grow in a variety of habitats such as wet forests, Restingas,
Campos Rupestres, and Caatinga, many of them with restricted distribution, being thus
considered microendemic. For example, Cryptanthus glazioui Mez is restricted to the rocky
fields of Serra do Caraga, in Minas Gerais, Brazil. Most species occur in the Brazilian

Northeast and Southeast regions (Ramirez-Morillo, 1998; Ramirez-Morillo & Brown, 2001;
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Luther, 2010; Forzza et al., 2011; Leme et al., 2017). Forzza (2013) reported that eight
Cryptanthus species figured in the list of endangered taxa due to the increasing deforestation
of their areas of occurrence, as it is the case of C. fernseeoides Leme, C. roberto-kautskyi
Leme, C. fosterianus L.B.Sm, C. glazioui, C. caracensis Leme & E.Gross, C. capitatus Leme,
C. minarum L.B.Sm and C. whitmanii Leme. No recent survey is available for the genus, but
considering their narrow distribution and prevalence of many populations in periurban areas
the situation may be even more serious.

Considering cytogenetic studies, only ca. 13% of the Bromeliaceae have been studied
so far, and most of the reports include only chromosome counts (reviewed by Gitai et al.,
2014). The main basic number (x = 25) is proposed for the family and was observed for most
studied genera, with a prevalence of the diploid level (2n = 50). On the other hand,
Cryptanthus and Hoplocryptanthus representatives previously analyzed (Table 1) presented
contrasting numbers to the rest of the family with 2n = 32 and 34, and a prevalence of 2n = 34
(x = 17), considered a derived condition within the Bromelioideae subfamily (Gitai et al.,
2014). According to Cruz et al., (2019), the diversity of the chromosome number observed in
representatives of the cryptanthoid group indicates a possible polyphyletic origin. In contrast,
counts for 11 species of Orthophytum revealed 2n = 50, 100, 150, while Lapanthus duartei
(L.B. Smith) Louzada & Versieux was reported to have 2n = 50 (revised by Gitai et al.,
2014).

Up to date, only 12 Cryptanthus species had their chromosome numbers characterized
so far (revised by Gitai et al., 2014). Although Bellintani et al. (2005) reported larger
chromosomes in Cryptanthus as compared to other diploid species of Bromeliaceae, estimates
of the DNA content of Cryptanthus species indicated similarity of genome size in relation to
other members of Bromelioideae with 2n = 50, suggesting the occurrence of dysploidy (Gitai

et al., 2014). Besides, the presence of a variable number of B chromosomes in two
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Cryptanthus species is noteworthy, including C. bahianus L. B. Sm. (2n = 34 + 1-4B; Cotias-
de-Oliveira et al., 2000; Gitai et al., 2005; Ceita et al., 2008) and C. praetextus E.Morren in
Baker (2n = 32 + 1-2B; Gitai et al., 2014).

Ribosomal coding (rDNA) regions usually are distributed in two cluster types, one
regarding 35S rDNA sites and other for 5S rDNA sites. The 35S clusters comprise the 18S,
5.8S and 26S genes (Seitz and Seitz, 1979) that are transcribed as a large precursor with
approximately 35S in size and then processed into respective rRNAs (Volkov et al., 2004),
although 45S term is widely used. They may appear as secondary constrictions of mitotic
chromosomes, also called Nucleolus Organizer Regions (NORS). In turn, 5S rDNA tandem
arrays are composed exclusively of 5S rDNA genes (Grummt and Pikaard, 2003). The
nuclear genes encoding rRNA have been the subject of much research amongst molecular
biologists and cytogeneticists, particularly for inferring evolutionary relationships between
species. The most frequent numbers of 35S sites per diploid karyotype are two and four,
whereas a single pair of chromosomes with 5S sites appear in most species. These data
suggest that despite the wide dispersion capacity of these sequences, the number of rDNA
sites tends to be restricted, and rarely appear in an uneven number of sites (revised by Roa
and Guerra, 2012, 2015).

Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) is the method of choice for detecting rDNA
sites in plant species (Roa and Guerra, 2012, 2015). Previous studies in Fosterella L.B.Sm.
(Bromeliaceae) using FISH (Silva et al., 2016) uncovered one pair each of 5S and 35S rDNA
sites per complement in diploid species (2n = 50), whereas the only tetraploid species (2n =
100) studied with FISH presented four 35S rDNA sites. Studies using the fluorochromes
CMA (Chromomycin A3) and DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) have also been useful

and reveal GC- or AT-rich heterochromatic regions, respectively. Previous analyses with
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these fluorochromes in Bromeliaceae revealed only NOR-associated CMA positive regions
(Gitai et al., 2005, 2014; Silva et al., 2016).

Despite the singularities considering Cryptanthus chromosome numbers and
morphology, no previous reports included data on chromosome banding or FISH with rDNA
repetitive sequences that have the potential to act as markers and help to trace karyoevolutive
trends in the group. Thus, the present work targets the following questions: (1) Considering
that previously analyzed diploid species (2n = 50) presented a single pair of each 5S and 35S
rDNA, is this number maintained in Cryptanthus species? (2) Are these rDNA sequences
useful markers to understand karyotype evolution within the genus? (3) In addition to the
variability of chromosome numbers (2n = 32, 34) is there chromosome structural variability
between homoploid species? (4) Can chromosome markers (e.g., rDNA sites) help in
understanding the genesis of B chromosomes in some Cryptanthus taxa? (5) FISH and
fluorochrome banding can confirm the dysploidy hypothesis by comparing species with 2n =
32 and 2n = 34 chromosomes?

For this purpose, 14 Cryptanthus and one Rokautskyia species were analyzed (out of
25 accessions), including chromosome counts and morphology, fluorochrome banding
(DAPI/CMA), and FISH with 35S and 5S rDNA. The here generated data was discussed in

the light of all available chromosome data for the Cryptanthoid complex.

MATERIAL AND METHODS

Plant Material
A list of the 14 Cryptanthus and one Rokautskyia species among 25 accessions analysed in

the present study (with their voucher number and provenances) is available in Table 1.
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Slide preparation

For the preparation of slides, root tips were collected of potted plants sampled in the field
(eventually of germinated seeds) and then pre-treated at 18 °C in 8-hydroxyquinoline (2 mM)
for 4.5 h. The roots were then fixed in ethanol:acetic acid (3:1 v/v) at room temperature for 24
h and stored at -20 °C until use. For conventional staining, fixed root tips were washed in
distilled water and hydrolyzed in 5N HCI at room temperature for 20 min. Slides were
obtained by crushing the meristematic tissue in 60% acetic acid and then staining with 2%
Giemsa for 15 min and assembled with Entellan (Merck). For staining with DAPI, the fixed
root tips were washed in distilled water and digested in an enzyme solution containing 2%
cellulase (Onozuka R-10, Serva) and 20% pectinase (v/v) (Sigma-Aldrich) for 4 h at 37 °C.
Slides preparation followed the protocol described by Carvalho & Saraiva (1993) with
modifications introduced by Vasconcelos et al. (2010). In the follow the slides were stained in

DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) 2 ng ml~Y/glycerol solution (1:1, v/v).

Double staining with CMA/DAPI

After aging of the slides for three days, double staining was carried out with the
fluorochromes CMA (chromomycin As) and DAPI, following Schweizer (1976), with 20 pL
CMA at 0.5 mg mlI? for 1 h, and 20 ul DAPI at 2 pg mlI for 30 min. The slides were then
stored for three days, until analysis and image capture. In the follow the slides were
decolorized in ethanol:acetic acid (3:1, v/v) for 30 min, followed by immersion in absolute

ethanol at room temperature for 1 h, being stored at -20 °C for posterior FISH procedure.

Fluorescent in situ hybridization (FISH)
For FISH R2 probes were used, consisting of a 6.5 kb fragment with the 18S-5.8S-15S rDNA

of Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (Wanzenbock et al., 1997), besides D2, a 400 pb
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fragment with two units of 5S rDNA repeats of Lotus japonicus (Regel) K.Larsen (Pedrosa et
al., 2002). Both probes (5S and 35S rDNA) were labeled by nick translation with
digoxigenin-11-dUTP or biotin-11-dUTP. Chromosome and probe denaturation conditions,
post-hybridization washes and detection were carried out as described by Pedrosa et al.
(2003), except the stringency wash that was carried out in 0.1x SSC at 42 °C. Labeled probes
(digoxigenin or biotin) were detected using anti-digoxigenin conjugated with rhodamine
(Roche Diagnostics) and streptavidin conjugated with Alexa Fluor (Invitrogen), respectively,
in a solution containing 1% bovine serum albumin (p/v). Slides were counterstained with 2 ug

ml* DAPI and were mounted in Vectashield (Vector; 1:1, v/v).

Data analysis
Slides were analyzed in a Leica® DFC 340FX epifluorescence microscope and were
optimized for contrast and brightness using Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems
Incorporated). Best images were acquired by a CCD camera using CW 4000 Leica® software.
The relative chromosome sizes were measured using the MicroMeasure v3.3 program, and at
least 10 metaphases were evaluated for each species. B chromosomes were classified from the
absence of the homologous pair, taking into consideration morphological comparison and
chromosome measurements. A minimum of 50 cells was analyzed for each species with

probable B chromosomes (C. bahianus and C. dianae Leme).

RESULTS

For the 15 analyzed species, small chromosomes (2.91 — 1.01 pum) were observed, most of
them submetacentric (Table 1). Twelve species presented the diploid number 2n = 34, while
the remaining three species (including Rokautskyia pseudoglazioui (Leme) Leme, S. Heller &

Zizka) exhibited 2n = 32 (Figures 1, 2, 3 and 4). For all species, interphase nuclei were of the
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semi-reticulated type, as shown for C. warren-loosei Leme (Figure 1E) and C. diamantinensis
Leme (Figure 1F).

B chromosomes were observed in two of the analyzed species: C. bahianus, 2n = 34 +
1-3 B (Figure 1A), and in both accessions of C. dianae, 2n = 32 + 1-3 B (Figure 1B). In both
species, Bs were present in all analyzed cells, varying in number from one to three Bs.

In species with 2n = 34, the size of A chromosomes varied from 1.01 to 2.68 um,
whereas in species with 2n = 32 the sizes varied from 1.02 to 2.91 um. For R. pseudoglazioui
(Figure 1C) and C. warren-loosei (Figure 1D), a considerably larger chromosome pair was
identified, as compared with the other chromosomes of the complement. In turn, the size of B
chromosomes ranged from 0.74 to 0.88 um in C. bahianus and from 0.75 to 0.85 um in C.
dianae.

Two or three GC-rich heterochromatin bands were observed, associated with NOR-
bearing chromosomes as revealed by CMA*/DAPI bands (positive for CMA and negative for
DAPI bands) at the terminal or interstitial portion of the chromosomes (Figures 2, 3 and 4).

Additionally, in C. boanovensis Leme (Figure 2D, D’) and in C. burle-marxii Leme
(Figure E, E’), a 5S rDNA site was also CMA", but DAPI® (neutral). Besides, C. boanovensis
(Figure 2D, D) also presented two CMA*/DAPI® not associated with rDNA sites. All species
also presented heteromorphism of size and/or brightness of CMA* bands, as exemplified by
C. acaulis Beer (Figure 2A) and C. zonatus Beer (Figure 3F).

FISH results also uncovered a high infrageneric variability, evidenced by the number
of hybridized rDNA sites (Figure 5). All three species with 2n = 32 exhibited three 35S rDNA
sites (C. dianae, Figure 4B; C. warren-loosei, Figure 4D; R. pseudoglazioui, Figure 4F); and
one (C. dianae) or three (R. pseudoglazioui and C. warren-loosei) 5S rDNA sites. In C.
dianae, 35S and 5S rDNA sites were located in terminal and interstitial regions, respectively,

of different chromosomes (Figures 4B, 5C). However, in C. warren-loosei (Figure 4D) and R.
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pseudoglazioui (Figure 4F) rDNA sites varied in size, intensity (brightness), and location. The
three 5S rDNA sites were terminal for C. warren-loosei, and terminal or subterminal for R.
pseudoglazioui, whereas for the 35S rDNA they were all interstitial (Figure 5D). One of the
35S rDNA sites was positioned adjacent to one of the 5S terminal rDNA sites, whereas the
other two sites were located on separate chromosomes. In R. pseudoglazioui, the 5S and 35S
rDNA carrier chromosome and a 35S rDNA carrier always presented a satellite.

Among the 12 species with 2n = 34, seven presented four 5S rDNA sites and two 35S
rDNA sites, while four had two 5S rDNA sites and two 35S rDNA sites (Figures 2 and 3).
Only C. boanovensis had three 35S rDNA sites and one 5S rDNA site (Figure 2D, D).

The 35S rDNA sites were heteromorphic in size and intensity in all analyzed species,
and sometimes in position, as observed in C. acaulis (Figure 2A’), C. diamantinensis (Figure
2F’), C. pseudopetiolatus (Figure 3B’) and C. zonatus (Figure 3F’). The location of 35S
rDNA sites varied, being interstitial (C. bahianus, Figure 5A), terminal (C. pseudopetiolatus
Philcox, Figure 5B) or subterminal (C. reisii Leme, Figure 5A), following the same pattern
identified in the double staining with the fluorochromes CMA*/DAPI", with predominance of
the subterminal position (19 out of 34 bands).

In turn, the 5S rDNA sites were more uniform in size among species with 2n = 34
when compared to the 35S rDNA sites. In general, they were terminal or subterminal.
However, in C. acaulis (Figure 5A), C. diamantinensis (Figure 5A), C. lutherianus 1.Ramirez
(Figure 5A), C. reisii (Figure 5A), C. sergipensis I.Ramirez (Figure 5A), C. burle-marxii
(Figure 5B), C. pseudopetiolatus (Figure 5B), C. walkerianus Leme & L.Kollmann (Figure
5B) and C. boanovensis (Figure 5C), at least one 5S rDNA site was heteromorphic and
located in regions ranging from subterminal to interstitial position. Besides, C. diamantinensis
(Figures 2F and A) shared in one of its chromosomes both rDNA (one 5S and one 35S),

differing from all other species analyzed with the same chromosome number.
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DISCUSSION

Karyological studies in Bromeliaceae are still limited and were restricted to chromosome
counts in most cases. Previous approaches, including chromosome banding and FISH in a
phylogenetic context, were applied only to Fosterella (Silva et al., 2016) of the
Pitcairnioideae subfamily, besides some isolated evaluations of three Bromelioideae species
(Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker ex Benth. & Hook.f., Greigia sphacelata Regel and
Ochagavia litoralis (Phil.) Zizka, Trumpler & Zo6lIner) with fluorochrome staining by CMA
and DAPI (Gitai et al., 2005). The present work is the first to use banding procedures and
FISH to characterize cytogenetically 14 Cryptanthus and one Rokautskyia species, both
genera belonging to the “Cryptanthoid complex” (Bromelioideae subfamily), including new
counts for 11 species. As revised by Gitai et al. (2014), 2n = 34 is the prevalent diploid
number in Cryptanthus, a scenario also confirmed in the present work, where 12 (out of 14
analyzed species) exhibited this number. The number 2n = 34 was also reported for
Hoplocryptanthus schwackeanus (Mez) Leme, S.Heller & Zizka (Ramirez-Morillo & Brown,
2001) from the same complex (Leme et al., 2017).

In the present work, only three species (C. dianae, C. warren-loosei, and R.
pseudoglazioui) presented 2n = 32. It is noteworthy that two out of three species with 2n = 32
(C. warren-loosei and R. pseudoglazioui) presented a larger chromosome pair, with
approximately 2.78 and 2.91, respectively, which correspond to 1.4 and 1.5 times the average
chromosome size of each species, respectively. Chromosome counts are new for C. dianae
and R. pseudoglazioui. However, in previous chromosome counts of C. warren-loosei (a

population from Salvador, Bahia state, Brazil), the number 2n = 34 was reported, but with
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chromosomes of similar sizes (Ceita et al., 2008), diverging from the two here analyzed
populations (both collected in Morro do Chapéu, Bahia State).

No studied species presented 2n = 36 nor 2n = 54, both numbers previously reported
by Lindschau (1933) for few species and possibly associated with miscounts, as indicated by
Gitai et al. (2005, 2014) (see also Table 1). Such discrepancies have been detected when
comparing new data with older reports. Lindschau (1933) used the manual section technique
that should be considered with caution. The major concern in regard to the section technique
relies on the fact that metaphase chromosomes are often positioned in different planes in
three-dimensional nuclei. Thus, the evaluation of stained cuts often leads to over- or
underestimation of chromosome number.

Dysploidy is known as the stepwise increase or decrease in chromosome number
observed among related species (Ehrendorfer, 1964). Examples of dysploid series were
reported for Clarkia Pursh, Crepis L., Crocus L., Haplopappus Cass., and Luzula DC.
(revised by Guerra, 2008). They have been often related to events as Robertsonian
rearrangements, tandem fusion or may result from an association of reciprocal translocations
and pericentric inversions (Guerra, 2008; Schubert & Lysak, 2011), often with discrete
changes or no changes in genome size (revised by Escudero et al., 2014). Complex
rearrangements, including reciprocal translocations and pericentric inversions, are considered
to be associated, for example, with the decreasing dysploidy that originated the number n = 5
in A. thaliana, as compared with two other Arabidopsis species and four related genera
(Lysak et al., 2006). Such a stepwise decrease has also been called ‘post-polyploid
diploidization’, generating different haploid numbers (Mandakova & Lysak, 2018).

Since most Bromeliaceae exhibit 2n = 50 or higher ploidy levels (Gitai et al., 2014),
they can be considered paleopolyploids as previously proposed by Grant (1981). The term

‘paleopolyploid” was proposed by Mangenot & Mangenot (1962) and refers to a polyploid
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group whose diploid ancestors are unknown or were extinct (Mandakova & Lysak, 2018).
Considering this and the derived position of Bromelioideae in the Bromeliaceae phylogeny
published by Givnish et al. (2011), it has been suggested that 2n = 34 and 32 are conditions
derived from 2n = 50 by decreasing dysploidy as proposed by several authors (e.g., Cotias-de-
Oliveira et al., 2000, Gitai et al., 2005; 2014; Cruz et al. 2019). The larger chromosome pair
in species with 2n = 32 (C. warren-loosei and R. pseudoglazioui), for instance, could be the
result of chromosome fusion from a species with 2n = 34 (Ramirez-Morillo and Brown,
2001), as proposed for some other angiosperm groups with descending dysploidy (revised by
Mandakové & Lysak, 2018).

On the other hand, when looking at the recently published phylogeny of the
Cryptanthoid complex (see Figure 6 and Table 1) by Leme et al. (2017) some heterogeneity
can be recognized, with an alternation of the basic numbers x = 25 and x = 17 and 16 along
with the clades (Figure 6). It would be expected that genera with x = 25 would cluster near the
outgroup and not alternated along the phylogeny. No counts are available for Sincoraea, and a
single species was analyzed for Hoplocryptanthus and Rokautskyia (Figure 6). Thus, a
broader coverage — including members of all clades — is desirable to generate a clear picture
of the karyotype evolution within the Cryptanthoid complex, besides a further enrichment of
the phylogeny with additional polymorphisms.

Additionally, Cruz et al. (2019) performed the reconstruction of the genome size of
the phylogenetic tree for the Cryptanthoid complex. However, the study did not show a clear
pattern of covariance between species in the group. The genome size was more variable
within the genus Cryptanthus in relation to other genera, with changes that point to an
increase in the DNA content. Besides, Rokautskia, Sincoraea, and Hoplocryptanthus
presented similar genome sizes. In general, the variation observed in the size of the genome in

the Cryptanthoid complex cannot be directly related to the proposed phylogenetic
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relationships (Cruz et al., 2019). This variation corroborates with the cytogenetic analyzes
performed here, showing variations in the chromosome size comparing species of
Cryptanthus. Besides, Cruz et al. (2019) suggested that the occupation of different habitats
possibly played a role in the genome size evolution between species of the complex, as
observed in the decrease of genomic content in Hoplocryptanthus spp. of rupestrian fields.
Intraspecific chromosome heteromorphisms regard differences in size and position, or
also an uneven number of marker sequences, including rDNA sites, or even in chromosome
sizes and position of constrictions. Some type of heteromorphism was observed for all
investigated species in the present work (Figure 5). In the literature, high intraspecific
variation in the number and position of 35S rDNA sites were reported, for example, in
Phaseolus vulgaris L. (Pedrosa-Harand et al., 2006). Such polymorphisms may be related to
chromosome rearrangements, like insertions, deletions, duplications, translocations,
inversions, which are considered major evolutionary forces (Ahmad & Martins, 2019).
Additionally, according to Roa and Guerra (2012), the number and/or size of the rDNA sites
can be amplified within a karyotype by dispersion and/or amplification of repetitive units.
However, in higher plants, when amplified, they tend to maintain the relative position of the
original site, with 35S rDNA sites prevailing in terminal regions, as observed in C.
diamantinensis and opposite to the observed in C. warren-loosei and R. pseudoglazioui.
Additionally, hybridization processes are known to cause significant heteromorphisms
in rIDNA (5S and 35S) sites, as observed here, regarding repeat number, position, and size
(Figure 5). In Citrus L. species, for instance, hybridization processes were previously
associated with several heteromorphisms between homologous chromosomes carrying rDNA
sites, regarding their position and size (Carvalho et al., 2005; Moraes et al., 2007). In the
present work, odd rDNA sites were observed, even considering that no hybridization events

were conclusively reported for Cryptanthus. The presence of three 5S rDNA sites was



46

observed in two species with 2n = 32 chromosomes and one site for the other two species
with 2n = 34. Besides, three 35S rDNA sites were detected in four species with 2n = 32 and
34. Previous studies in Fosterella (Silva et al. 2016), the only Bromeliaceae genus analyzed
by FISH, revealed stable karyotypes with no heteromorphisms and only one pair of each 5S
and 35S rDNA sites.

Furthermore, for three here analyzed species 5S rDNA was associated with 35S rDNA
in a single chromosome, a rare event in higher plants (revised by Roa and Guerra, 2015). The
sharing of 5S and 35S rDNA sites on a single chromosome evidenced in C. diamantinensis
(2n = 34) may be the result of random transpositions (Roa and Guerra, 2015) or a
consequence of a reciprocal translocation, as suggested for species of the subfamily
Aurantioideae (Barros e Silva et al., 2013), and Cichorium intybus L. varieties (Bernardes et
al., 2013).

Most species presented CMA™ bands colocalized with NORs (Nucleolus Organizer
Regions), except in C. burle-marxii and C. boanovensis, where one of the CMA* bands
colocalized with 5S rDNA site. A similar result has already been described in some other
angiosperms and may be related to the amplification of GC-rich regions, as observed in
Ricinus communis L. (Vasconcelos et al., 2010) and Hypochaeris catharinensis Cabrera
(Reck et al., 2011). In C. burle-marxii, only one of the two chromosomes carrying the 5S
rDNA site proved to be CMAY, probably because it presented distinct GC content in the 5S
rDNA intergenic regions, as suggested by Cabral et al. (2006). These authors also proposed
that changes in chromatin, including epigenetic factors (such as cytosine methylation), may
interfere with the association of rDNA with CMA staining.

The presence of B chromosomes in some Bromeliaceae, including Cryptanthus (C.
bahianus and C. praetextus), was reported before (Cotias-de-Oliveira et al., 2000; Gitai et al.,

2005; Ceita et al., 2008; Gitai et al., 2014), except for C. dianae, here studied for the first
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time. It is interesting that in the case of C. bahianus, reports of different populations from
Bahia (present work and Cotias-de-Oliveira et al., 2000) besides an accession cultivated at the
Botanical Garden of the Leipzig University (analyzed by Gitai et al., 2014) presented the
same chromosome number 2n = 34 and the presence of B chromosomes (1-3 or 1-4 Bs, Table
1), indicating that Bs are not restricted to a single population or accession.

Different studies have pointed out that Bs generally originate from rearrangements
regarding chromosomes of the A complement (Artoni et al., 2009; Oliveira et al., 2013;
Santos et al., 2013), as also revised by Marques et al. (2018). In the present work, the origin
of Bs could not be tracked since no bands were observed in these supernumerary
chromosomes. Anyway, previous works also bring evidence that B chromosomes can arise
from meiotic mispairing resulted from interspecific hybridization (Camacho et al., 2000;
Jones & Ruban, 2019). The latter mode of origin was firstly proposed by Battaglia (1964) and
was confirmed by other authors (McVean, 1995; Camacho et al., 2000). In plants, for
instance, interspecific crosses between Coix aquatica Roxb. (2n = 10; published as C.
aquaticus) and C. gigantea J.Koenig (2n = 20 and aneuploids) generated plants with different
chromosome number, in which C. gigantea chromosomes showed B-like-behavior during
meiosis (Sapre & Deshpande, 1987). B chromosomes were also detected in hybrids between
two cultivated lines of Pennisetum glaucum R.Br. (Le Thi et al., 1994). Besides,
recombination of nonhomologous chromosomes during the DNA double-strand repair process
at S-phase in T. aestivum L./Elymus trachycaulus (Link) Hoover hybrids was suggested for
the formation of a ‘zebra chromosome’, composed of T. aestivum L./Elymus trachycaulus
rearranged chromosome fragments (Zhang et al., 2008), which was described by Dhar et al.
(2019) as “a novel mechanism for the evolution of B chromosome”. In Cryptanthus,

hybridization events are not described yet but shall be considered and tested in future studies.


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-405627
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-432725
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-411630
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The cytogenetic resemblance between R. pseudoglazioui and C. warren-loosei is
noteworthy, both with 2n = 32 and conservation in the number and positioning of rDNA
blocks and CMA* bands. In the phylogeny generated by Leme et al. (2017) C. warren-loosei
is positioned in clade 11l (Cryptanthus), separately from the representatives of Rokautskyia (R.
pseudoglazioui was not included in the phylogeny). The cytogenetic similarities in both
species (2n = 32) could be due to convergence since they belong to different clades and C.
warren-loosei was grouped in the same clade of C. bahianus (Leme et al., 2017), with 2n =
34 + 1-3 B. Anyway, additional evaluation of the taxonomic relationships of both taxa is

advisable.

Concluding remarks and perspectives

The present evaluation of 14 Cryptanthus and one Rokautskyia species (15 taxa/25
accessions) indicated that they share the uncommon numbers 2n = 34 and 32 (with main basic
number x = 17), together with the previously studied Hoplocryptanthus (x = 17; 2n = 34). On
the other hand, numbers reported for Orthophytum (2n = 50, 100, 150) and one Lapanthus
species (2n = 50) are indicative of the basic number x = 25, prevalent in Bromeliaceae family.
The scenario described here points to some heterogeneity of the group regarding the
karyotype/genome architecture, demanding further studies for a better definition of the
Cryptanthoid complex. While for Orthophytum, a role of polyploidy can be recognized,
chromosome numbers of Cryptanthus, Rokautskyia, and Hoplocryptanthus indicate dysploidy
as the main mechanism of chromosome evolution.

All analyzed species presented some chromosome heteromorphism (differences
among homologs) regarding size, position, number, or intensity of chromosome markers

considering 5S and 35S rDNA blocks revealed by FISH or CMA™ bands (GC-rich DNA).
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Such widely observed heteromorphisms are surprising and unprecedented in Bromeliaceae,
whereas an uneven number of 5S or 35S rDNA markers are indicative of instability and
ongoing genome evolution. Also, B chromosomes were identified in three species, but their
origin could not be tracked using fluorochromes or by FISH with rDNA probes. Such features
have been widely reported as a consequence of interspecific hybridization in plants. Given the
cytogenetic characteristics reported here, additional evaluations are mandatory, including, for
example, evaluation of meiosis to check if the chromosomes form bivalents (or multivalents)
and if segregation is normal. Reproductive biological studies can also be elusive, including
pollen viability, evaluation of seed germination rates, achievement of controlled interspecific
crosses, and may help to evaluate the extent to which the groups in question are actually
reproductively isolated, also helping to understand the prevailing karyoevolutive mechanisms

in this fascinating taxonomic group.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Metaphase Chromosomes (A-D) and interphase nuclei (E, F) of Cryptanthus and
Rokautskyia species stained with DAPI (pseudocolored in grey, inverted images). A.
Cryptanthus bahianus; B. C. dianae; C. Rokautskyia pseudoglazioui (= C. pseudoglaziovii) D,
E. C. warren-loosei. F. C. diamantinensis. Arrows point B chromosomes, and arrowheads

indicate the largest chromosomes of the complement. Bar in F represents 5 um.

Figure 2. Metaphase chromosomes of diploid Cryptanthus species (2n = 34), stained with
CMA/DAPI (A, B, C, D, E, F) and after FISH with rDNA probes (A’, B>, C’, D’, E’, F’) in C.
acaulis (A, A”), C. alagoanus (B, B’), C. bahianus (C, C’), C. boanovensis (D, D’), C. burle-
marxii (E, E”), and C. diamatinensis (F, F’). Arrows indicate CMA* bands (yellow) and 35S
rDNA sites (red). Arrowheads 5S rDNA sites (green). Asterisks indicate chromosomes, which

share 5S and 35S rDNA sites. Bar in F’ represents 5 um.

Figure 3. Metaphase chromosomes of diploid Cryptanthus species (2n = 34), stained with
CMA/DAPI (A, B, C, D, E, F) and after FISH with rDNA probes (A’, B>, C’, D’, E’, F’) in C.
lutherianus (A, A’), C. pseudopetiolatus (B, B’), C. reisii (C, C°), C. sergipensis (D, D), C.
walkerianus (E, E”), and C. zonatus (F, F*). Arrows indicate CMA™ bands (yellow) and 35S
rDNA sites (red). Arrowheads 5S rDNA sites (green). Asterisks indicate chromosomes that

share 5S and 35S rDNA sites. Bar in F’ represents 5 um.

Figure 4. Metaphase chromosomes Cryptanthus species (2n = 32) stained with CMA/DAPI

fluorochromes (A, C, E) and after FISH with rDNA probes (B, D, F) in C. dianae (A, B), C.
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warren-loosei (C, D), and Rokautskyia pseudoglazioui (= C. pseudoglaziovii) (E, F). Arrows
indicate CMA* bands (yellow) and 35S rDNA sites (red). Arrowheads indicate 5S rDNA sites
(green). Asterisks indicate chromosomes, which share 5S and 35S rDNA sites. Bar in F

represents 5 pum.

Figure 5. Schematic representation of Cryptanthus and Rokautskyia chromosomes carrying
rDNA sites (35S and 5S) evidencing position and sizes considering the diploid chromosome
complement of each indicated species. Light green blocks indicate 5S rDNA sites, and dark
green blocks indicate 5S rDNA sites co-localized with CMA* bands. Blocks in red indicate
35S rDNA sites co-localized with CMA* bands. The species Rokautskyia pseudoglazioui in D

corresponds to the previous C. pseudoglaziovii.

Figure 6. Main phylogenetic relationships among genera of the Cryptanthoid complex (based
on Leme et al., 2017) along with chromosome numbers (present work and literature data),

ploidy level, and number of analyzed species.

TABLE LEGENDS

Table 1. Analyzed taxa with provenance, voucher numbers, occurrence, and karyological data
(present work), together with a review of all previously studied chromosome counts of the
Cryptanthoid complex (under “Previous Reports™). Possible chromosome miscounts from

previous studies are presented between parentheses.



