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Fig. 1 Relagdes filogenéticas entre as espécies da sec¢do Nothoscordum (linhas mais
espessas) baseadas em ITS e separacdo por eletroforese do produto de PCR da regido
plastidial psbA-trnH. N. montevidense (Nm), N. gaudichaudianum (Ng), N. bivalve
(Nb), N. hirtellum (Nh), N. dialystemon (Nd), N. arenarium (Na), Tristagma sp. (T) e
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Fig. 2 Filogenia das espécies da seccdo Nothoscordum baseada em sequéncias ITS.
Valores sob os clados indicam os indices de Bootstrap. Cabecas de seta indicam
mudanca do nimeros cromossémicos basicos x = 5 (3M + 2A) para x = 4M. Retangulos

em cinza delimitam as amostras de Uma mesma eSPECIE...........cererererereieeererereneens 212

Fig. 3 Distribuicdo dos sitios de DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde) em complementos
cromossémicos de espécies da seccdo Nothoscordum. Cit6tipos de N. montevidense
diploide (2n = 8M) com diferentes nimeros de sitios de DNAr 5S (A-B) e tetraploides
com 2n = 16M (D-F). Nothoscordum marchesii (2n = 10, 6M + 4A) (C), N. bivalve (2n
=18, 14M + 4A) (E), N. ostenii (2n = 16M + 2B) (G), N. bonariense (2n = 21M + 5A)
(H), Nothoscordum sp. 1. (2n = 18, 14M + 4A) (1). Insertos em | mostra um par de
metacéntricos com sitios de DNAr 45S proximais e em F e G mostra cromossomos B.
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Fig. 4 Relagdes filogenéticas baseada em ITS e variabilidade cariotipica das espécies do
clado Bivalve da sec¢do Nothoscordum. Idiogramas esquematicos a direita apresentam a
distribuicdo dos sitios de DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde) nas espécies analisadas.

Cabecas de setas indicam pontos de mudanca de nUmero basiCo..........ccccceevvvvivereennnns 215

Fig. 5 Relacdes filogenéticas baseada em ITS e variabilidade cariotipica das espécies do
clado Hirtellum da seccdo Nothoscordum. Idiogramas esquematicos a direita
apresentam a distribuicdo dos sitios de DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde) nas espécies

analisadas. Cabeca de seta indica ponto de mudanca de nimero basico....................... 216

Fig. 6 Variagdo da cor da flor e tipo de inflorescéncia na secgdo Nothoscordum. As
flores podem ser brancas (linhas brancas) ou amarelas (linhas amarelas). As flores estdo
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Fig. 1 Distribuicdo de heterocromatina e sitios de DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde)
em complementos cromossdmicos das espécies de Leucocoryne. a, L. coquimbensis (2n
= 10; 6M + 4A). b, L. ixioides (2n = 18; 14M + 4A). c-d, prometéfase (c) e ndcleo
interfasico (d) de L. violascens (2n = 18; 14M + 4A) corado com CMA (amarelo) e
DAPI (azul). e, L. coronata (2n = 18; 14M + 4A). f, L. talinensis (2n = 18; 14M + 4A).
0, L. appendiculata (2n = 18; 14M + 4A). h, L. dimorphopetala (2n = 18; 14M + 4A). i,
L. narcissoides (2n = 19; 13M + 6A). Insertos em a mostram a co-localizagéo entre o
DNAr 45S e as bandas CMA e em e mostram sitios de DNAr 5S duplicados em um

cromossomo acrocéntrico. Setas apontam para os sitios de DNAr 5S nos cromossomos



acrocéntricos e cabecas-de-setas para os menores sitios de DNAr 45S. Barra em a
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Fig. 2 Idiogramas esquematicos das espécies analisadas de Leucocoryne e suas
respectivas distribui¢des geograficas. Linha vermelha nos idiogramas e mapa circunda
as espécies dipldides, verde as tetraploides com poucos sitios de DNAr 5S e a azul as
tetraploides com maior numero de sitios de DNAr 5S. As espécies de “seis estames” sdo
indicadas com um asterisco. Nos idiogramas os sitios de DNAr 5S séo indicados em
vermelho, o DNAr 45S em verde e as bandas DAPI em azul escuro. Pares
heteromdrficos sdo identificados por uma barra abaixo dos cromossomos. Em L.
narcisoides trés cromossomos (1M + 2A) ndo puderam ser agrupados em pares e foram
representados numa caixa cinza. Mapa com a distribuicdo das espécies modificado de

Mufioz and Moreira (2000).........cooueiiereririsieeee e 238

Fig. 3 Esquema de rearranjo cromossomico promovendo mudangas na posicdo dos
sitios de DNAr 5S (vermelho) e manutencdo do DNAr 45S (verde). a, condigdo
ancestral em cromossomos de Leucocoryne com sitios de DNAr 5S em cromossomos
metacéntricos; b, translocacdo reciproca promovendo a troca entre bragos
cromossdmicos ndo homdlogos; ¢, condicdo derivada de sitios de DNAr 5S em um
cromossomo acrocéntrico. Note que o rearranjo cromossdémico ndo alterou a posicédo do
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Capitulo VII

Fig. 1 Relacbes filogenéticas entre as espécies de Zoellneralium e géneros afins da tribo
Ipheieae baseadas em méaxima parciménia. A esquerda arvore gerada com a analise da
sequéncia nuclear ITS e a direita com a sequéncia plastidial do intron de trnG. NUmeros
abaixo dos ramos indicam os valores de Dbootstrap para 10.000
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Fig. 2 Andlise cariotipica das espécies do género Zoellnerallium. a, impregnagdo com
nitrato de prata em metéafase de Z. andinum. b-c, coloragdo CMA e DAPI em metafase
(b) e hibridizacao in situ com DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde) em prometéfase (c) de

Z. serenense. Em d idiograma de Z. serenense. Setas em a apontam as menores

Capitulo VIII

Fig. 1 Metafases mitdticas mostrando a distribuicdo dos sitios de DNAr 5S (vermelho) e
45S (verde) em espécies da tribo Gilliesieae. a-c espécies com 2n = 14 (4M + 4SM +
6A): Gilliesia graminea (a), Gethyum artropurpureum (b) e Solaria miersioide (c). d,
Speea humilis 2n = 12 (8M + 2SM + 2A). e-f, individuos de Miersia chilensis com 2n =

20 (2SM + 18A) (e) e 2n = 12 (8M + 2SM + 2A) (f). Barra em a equivale a 10



Fig. 2 Arvore filogenética e idiogramas mostrando os possiveis eventos de fissdo
céntrica (retangulos amarelos no cladograma) envolvidos na evolucdo cariotipica da
tribo Gilliesieae. Nos idiogramas esté apresentada a distribuicdo dos sitios de DNAr 5S
(vermelno) e 45S (verde). Cladograma modificado de Escobar et al. (em
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Resumo - A subfamilia Gilliesioideae (Alliaceae) esta dividida em duas tribos, Ipheieae e
Gilliesieae, que apresentam fortes diferencas morfoldgicas, biogeogréficas e filogenéticas. O
presente trabalho objetivou realizar uma analise citotaxonémica e filogenética nessa subfamilia,
por meio da comparagdo de nuimero e morfologia cromossdémica, dupla coloracdo com o0s
fluorocromos cromomicina Az (CMA) e 4°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), localizagdo do
DNA telomérico e dos sitios de DNAr 5S e 45S por hibridizacéo in situ fluorescente (FISH)
juntamente com uma analise filogenética de alguns géneros a partir de sequéncias de DNA
nuclear ITS e DNA plastidiais trnG, trnL-trnF, entre outras. A tribo Ipheieae é formada pelos
géneros Ipheion, Leucocoryne, Nothoscordum, Tristagma e Zoellnerallium. Desses,
Nothoscordum € cariotipicamente mais diversificado, com dois ndmeros cromossdémicos
bésicos, x = 4 e x = 5, recorrentes eventos de translocacdes Robertsonianas e poliploidia. Nesse
género foram analisados dois complexos taxonémicos, Inodorum e Bivalve, onde as analises de
hibridizagdo genémica in situ (GISH) e filogenia molecular permitiram caracterizar a origem
hibrida de N. gracile e N. bonariense, respectivamente, bem como de suas relagdes com as
espécies afins. A andlise das espécies de Leucocoryne, também com x = 5, trouxe novas
evidéncias sobre a relacdo evolutiva entre as espécies que possuem trés estames funcionais e
aquelas que conservam os seis estames férteis, comum nas demais Alliaceae. As analises
filogenéticas permitiram validar o género Zoellnerallium, que apresenta um cari6tipo Unico na
tribo com 2n = 24 (8M + 16A) e cromossomos menores do que as demais espécies da tribo. No
caso das trés espécies de Ipheion as analises citogenéticas mostraram cromossomos menores
que os demais da tribo, cariétipos predominantemente formados por acrocéntricos e um nimero
cromossdmico Unico para cada espécie do género (2n = 12, 14 e 20). A tribo Gilliesieae é
formada pelos géneros Gethyum, Gilliesia, Miersia, Speea e Solaria, todos com o mesmo
nimero fundamental NF = 11 mas com diferentes nimeros cromossémicos. A evolucdo
cariotipica da tribo foi moldada principalmente por disploidia ascendente, partindo do cari6tipo
ancestral 2n = 12, presente em Miersia e Speea, e em linhagens independentes dando origem a
2n = 14, presente em Gethyum, Gilliesia e Solaria, e 2n = 20 presente em Miersia. De uma
maneira geral, todas as espécies da subfamilia Gilliesioideae apresentaram um par de sitios de
DNAr 5S por conjunto monoploide, exceto a sec¢do Nothoscordum do género Nothoscordum
que apresentou uma amplificacdo desses sitios. Os sitios de DNAr 45S foram localizados
preferencialmente nos bracos curtos dos cromossomos acrocéntricos, sugerindo uma correlagdo
entre as fissOes céntricas e este tipo de DNAr. Embora os dados sugiram que as fusdes/fissdes
céntricas tenham sido a principal mudanca cromossémica envolvida na evolucéo da subfamilia
Gilliesioideae, as anélises do DNA telomérico em Nothoscordum e Ipheion ndo revelaram
nenhuma relacdo aparente entre fusdes céntricas e sitios ectopicos de DNA telomérico.

Palavras-chave: tribo Ipheieae, tribo Gilliesieae, evolugdo cariotipica, citogenética,

translocagdes Robertsonianas



Abstract — The subfamily Gilliesioideae (Alliaceae) is traditionally subdivided into two tribes,
Ipheieae and Gilliesieae which show morphological, biogeographical, and phylogenetic
differences. In this study a cytotaxonomic and phylogenetic analysis of this subfamily was
performed based on the comparison of chromosome number and morphology, double staining
with the fluorochromes chromomycin A3 (CMA) and 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI),
distribution of the telomeric DNA, 5S and 45S rDNA sites by fluorescent in situ hybridization
(FISH), together with a phylogenetic analysis of some genera using nuclear ITS and plastidial
DNA sequences (trnG and trnL-trnF), among others. The tribe Ipheieae is formed by the genera
Ipheion, Leucocoryne, Nothoscordum, Tristagma, and Zoellnerallium. Among these,
Nothoscordum is karyotypically the more diversified, with two basic chromosome numbers, x =
4 (4M) and x = 5 (3M + 2A), due to recurrent events of Robertsonian translocation and
polyploidy. In this genus two taxonomic species complex, Inodorum and Bivalve, were
analyzed. Genomic in situ hybridization (GISH) and molecular phylogeny were used to
characterize the hybrid origin of N. gracile and N. bonariensis and their relationship with
related species. The Leucocoryne analysis also showed x = 5 (3M + 2A), and provided new
evidences about the evolutionary relationships between the species with three functional
stamens and those that retained the original six stamens, a condition that is characteristic of
other Alliaceae. In Zoellnerallium the cytogenetic and phylogenetic analyses helped to validated
the genus, which presented 2n = 24 (8M + 16A) and chromosomes smaller than those of other
species of the tribe. The three Ipheion species showed chromosomes similar in size to those
found in Zoellnerallium, karyotypes formed predominantly by acrocentrics, and chromosome
numbers 2n = 12, 14 and 20. The tribe Gilliesieae is composed by the genera Gethyum,
Gilliesia, Miersia, Speea, and Solaria, all of them with the same fundamental number NF = 11
but with different chromosome numbers. The karyotype evolution of this tribe was shaped
mainly by ascendent disploidy, with the putative ancestral karyotype 2n = 12 present in Miersia
and Speea, giving origin to two independent lineages: 2n = 14 in Gethyum, Gilliesia and
Solaria, and 2n = 20 in Miersia. In general, all species of the subfamily Gilliesioideae had one
5S rDNA per monoploid chromosome set, except those from the section Nothoscordum, genus
Nothoscordum, who presented an increment of these sites. In the subfamily the 45S rDNA sites
were located preferentially in the short arm of the acrocentric chromosomes, suggesting a
correlation between centric fission and the occurrence of this rDNA type. Although all data
suggested that centric fusion/fission have been the main mechanism of chromosome evolution
of the subfamily Gilliesioideae, the telomeric DNA analysis in Nothoscordum and Ipheion did
not reveal any clear relationship between centric fusion and ectopic telomeric sites.

Key-words: tribe Ipheieae, tribe Gilliesieae, chromosome evolution, cytogenetics, Robertsonian

translocation
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1. INTRODUCAO

A subfamilia Gilliesioideae (Alliaceae) ¢ composta por 13 géneros e ~82
espécies distribuidas quase exclusivamente em regides subtropicais no sul da América
do Sul. A subfamilia esté dividida em duas tribos, Gilliesieae e Ipheieae, separadas por
fortes diferencas morfoldgicas, biogeograficas e filogenéticas. A tribo Gilliesieae é
formada por sete géneros (Gethyum, Gilliesia, Miersia, Solaria, Speea, Trichlora e
Schickendantziella) e 17 espécies que apresentam centro de diversidade no Chile. Por
outro lado, a tribo Ipheieae € composta por cinco géneros (Ipheion, Leucocoryne,
Nothoscordum, Tristagma e Zoellnerallium) e ~65 espécies com centro de diversidade
no Uruguai, na Argentina e no sul do Brasil.

As relagdes evolutivas inter- e intragenéricas dentro de cada tribo e entre as duas
tribos ainda s&o imprecisas devido principalmente aos poucos estudos realizados nessa
subfamilia e a taxonomia complexa do grupo. Analises histoldgicas, filogenéticas e
cariotipicas se mostraram fundamentais para uma melhor compeencéo da sistematica do
grupo. As espécies de Gilliesioideae se destacam por apresentarem Cromossomos
grandes e pouco numerosos, 0 que as torna excelentes modelos para anélises
citotaxondmicas. Além disso, a subfamilia também apresenta a peculiaridade de possuir
duas variantes da sequéncia telomérica, uma tipica de plantas em geral e outra tipica de
vertebrados, cuja origem, organizacdo e significado evolutivo ainda sdo incertos. A
maioria das analises citogenéticas do grupo se resume ao uso da coloracdo
convencional, sendo conhecidos nimeros e morfologia cromossémica de todos os
géneros da tribo Ipheieae e de algumas espécies da tribo Gilliesieae. Essas analises
prévias tém revelado uma grande variabilidade cariotipica, principalmente devido a
ocorréncia de translocagdes Robertsonianas e poliploidia.

O presente trabalho tem como objetivo realizar uma andlise citotaxonémica da
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subfamilia Gilliesioideae, incluindo representantes de todos os géneros das tribos
Ipheieae e Gilliesieae (exceto Trichlora e Schickendantziella), por meio de numero e
morfologia cromossémica, dupla coloracdo com os fluorocromos cromomicina As
(CMA) e 4°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e localizagdo dos sitios de DNAr 5S e 45S
por hibridizag&o in situ fluorescente (FISH). Com o objetivo de analisar os resultados
num contexto filogenético e assim conseguir entender melhor as relag6es evolutivas no
grupo foi realizada uma filogenia molecular baseada em sequéncias plastidiais e
nucleares para as duas tribos (no caso da tribo Gilliesieae, ver Escobar et al. 2010).
Além disso, no género Nothoscordum, foram analisadas as relagfes evolutivas em dois
complexos de espécies, Bivalve e Inodorum (Guaglianone 1972), por meio de uma
ampla amostragem populacional, hibridizagdo gendmica in situ (GISH) e anélise de rede
de haplotipos. Adicionalmente foi investigada a distribuicdo e variabilidade do DNA
telomérico em espécies de Ipheion e Nothoscordum, buscando identificar a relacdo entre

os eventos de translocacdo Robertsoniana e a presenca de sitos teloméricos ectopicos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Introducdo a citotaxonomia

2.1.1. Taxonomia e sistematica

Sistemética é a ciéncia que estuda a diversidade dos organismos, incluindo a
descoberta, descricdo e interpretacdo da diversidade bioldgica, bem como a sintese da
informacdo sobre a diversidade na forma de sistemas de classifica¢do preditivos (Judd et
al. 2009). Nesse sentido, o proposito fundamental da sistematica é esclarecer as relacdes
evolutivas entre 0s grupos de espécies, documentar as modificacbes que ocorreram
durante o processo de diversificacdo das espécies e, até onde for possivel, descrever
todas as espécies. Além da diversidade biolégica atual, a sistematica se propde a estudar
a historia evolutiva das espécies e grupos de espécies incluindo, por exemplo, a anélise
de linhagens extintas a partir de fosseis (ver por exemplo Sun et al. 2002) como uma

forma de auxiliar na compreenséo da diversidade atual.

A sistemética abrange a disciplina taxonomia, na qual grupos de organismos sdo
descritos e nomes cientificos Ihes sdo designados. A identificacdo envolve determinar se
uma determinada espécie pertence a um grupo ja conhecido de organismos (Judd et al.
2009). Além do nivel especifico, 0s organismos sdo organizados em agrupamentos
taxondmicos hierdrquicos, como géneros, tribos, familias, ordens etc, baseados no
compartilhamento de similaridades entre grupos de espécies afins. Tradicionalmente a
identificacdo de um organismo e seu enquadramento em uma hierarquia taxondémica é
feito com base em caracteres morfoldgicos, sendo esses, em geral, de facil observacéo e

grande utilidade em chaves de identificacdo e descri¢Oes de espécies.
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Entretanto, identificar uma planta e/ou estabelecer sua relacdo com espécies
relacionadas nem sempre é uma tarefa simples, especialmente na regido neotropical,
quer seja porque essa regido contém mais espécies do que as regibes temperadas, ou
porque em geral, floras tropicais s&o menos estudadas (Antonelli e Sanmartin 2011).
Alguns grupos de plantas apresentam uma taxonomia clara e precisa como, por
exemplo, a familia Passifloraceae onde a andlise morfoldgica das flores, habito das
plantas e biogeografia, permitiu identificar com seguranca a maioria das espécies e
estabelecer claramente os agrupamentos infrafamiliares (Muschner et al. 2003). Por
outro lado, alguns grupos taxonémicos apresentam uma variabilidade morfol6gica téo
grande, que embora seja simples identificar as espécies, compreender as relacfes entre
0s niveis taxondmicos mais elevados é muito complexo. Caddick et al. (2002) revisando
0 género Dioscorea L. (Dioscoreaceae) observou que, embora as espécies sejam
claramente reconheciveis, 0 nimero de se¢des taxondmicas descritas varia de 28 a 70
dependendo do autor, o que mostra a complexidade na classificacdo infragenérica.
Alguns grupos de plantas, como por exemplo, no género Nothoscordum, apresentam
uma situacdo inversa, com uma diversificacdo morfol6gica tdo baixa, que torna dificil
identificar os espécimes e eventualmente a taxonomia exclusivamente morfoldgica leva
a uma subestimacdo da biodiversidade do grupo (ver por exemplo Guaglianone et al.

1972).

As estimativas mais recentes de relacbes entre as espécies vém sendo
estabelecidas com base em analises filogenéticas. A principal inovacdo dessa
abordagem em relacdo & taxonomia tradicional € a interpretacdo dos caracteres num
contexto evolutivo, 0 que proporciona uma estimativa mais real da relacdo entre os
grupos de plantas. Hennig (1965) argumentou que para uma clara compreensdo das

relacbes filogenéticas trés questdes fundamentais devem ser respondidas: i) qual a
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relacdo filogenética entre os taxa em estudo? ii) como essas relacbes foram
estabelecidas? e iii) como reconhecer e excluir caracteres que ndo refletem relagoes
evolutivas? Esses caracteres, na definicdo de Hennig (1965), sdo aqueles que surgem
mais de uma vez em grupos ndo-diretamente relacionados, na atualidade denominados
de caracteres homoplasicos ou recorrentes. Uma série de termos novos surgiram para
explicar/descrever as relacGes filogenéticas entre os grupos de taxa. Termos
amplamente utilizados em analise filogenéticas sdo plesiomorfia e apomorfia, que
dizem respeito a caracteres antigos, também ditos “primitivos” e caracteres derivados,
respectivamente. Ambos podem ser precedidos pelo prefixo “sin”, quando o
determinado carater é compartilhado por um conjunto de taxa. A autapomorfia, definida
como o0 conjunto de caracteres exclusivos de uma espécie, e Util, portanto, para a

taxonomia (identificar espécies).

A sistematica moderna, baseada nas idéias de Hennig, busca agrupamentos
taxonbmicos naturais ou taxa monofiléticos, definidos como aqueles grupos de
organismos que contém um Unico ancestral em comum, ou seja, que descendem de uma
unica linhagem. Os caracteres compartilhados que sustentam estes agrupamentos sao
chamados de sinapomorfias (Hennig 1965), as quais constituem o conjunto de
caracteres usados em analises filogenéticas e incluem entre outros aqueles caracteres
utilizados na descricdo das espécies ou de niveis infra-especificos. Estes caracteres sdo
obtidos a partir de fontes diversas como, por exemplo, morfoldgicas, anatdbmicas,
embrioldgicas, cromossdmicas, palinoldgicas, quimicas, ecoldgicas, biogeograficas e na
atualidade também referem-se as sequéncia de DNA ou RNA ou de proteinas (Judd et

al. 2009).
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A partir de 1998, com a publicagdo da primeira arvore filogenética abordando os
grandes grupos de Angiospermas, baseados principalmente em sequéncias de DNA
de genes pastidiais rbcL e atpB, foi proposto pelo Angiosperm Phylogeny Group,
ou APG, uma classificacdo filogenética de Angiospermas, ora produzindo informacoes
e arvores filogenéticas proprias, ora compilando informacgdes produzidas por diferentes

autores.

2.1.2. Citotaxonomia

A utilizacdo de dados citogenéticos na sistematica vegetal, também chamada de
citotaxonomia ou cariossistematica, € um importante instrumento para a compreensao
das relacbes de parentesco e dos mecanismos genéticos de evolugdo, tanto dentro de
pequenos taxa como em nivel de espécie e de género, quanto em niveis superiores como
familia e ordem (Guerra 2000a). NUmero e tamanho cromossémico, posi¢do do
centromero, padrdes de bandeamento e outros caracteres sdo usados como dados para a
descricdo do cari6tipo e, nesse caso, contribuem para a andlise sistematica (Judd et al.
1999).

Um grande nimero de espécies, como aquelas das familias Bombacaceae (Baum
et al. 1994), alguns géneros de Moraceae (Ragone 2001), Cyperaceae (Sousa et al.
2011) e Orchidaceae (Guerra e Felix 2010) apresentam cari6tipos dificeis de serem
analisados, formados por cromossomos muito pequenos, numerosos e muito similares
entre si. Nesses casos, a Unica informacdo cariotipica disponivel com base na
citogenética classica é o numero cromossdmico. Por outro lado, algumas espécies

apresentam cromossomos grandes, pouco numerosos e com morfologia claramente
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reconhecivel, como nas familias Liliaceae (Ambrozova et al. 2010), Alismataceae,
Limnocharitaceae (Feitoza et al. 2009) e Amaryllidaceae (Ran et al. 2001). Nesse
contexto, se destaca a familia Alliaceae, na qual todos os géneros apresentam
cromossomos grandes, 0 que as torna importantes modelos para o estudo de evolugéo

cariotipica e citotaxononomia.

2.1.1.1. Abordagens classicas

Uma analise citotaxonémica classica, de maneira geral, consiste em comparar 0
nimero, a morfologia e o tamanho cromossémico e, quando possivel, a posi¢do da
constricdo secundaria em um determinado tdxon. Com o conhecimento dos nimeros
cromossémicos, € frequentemente possivel reconhecer o ndmero cromossémico
ancestral do grupo (x) e as diferentes linhas evolutivas que se estabeleceram a partir
deste (Guerra 2000a).

Um grande numero de trabalhos citotaxonémicos utilizaram ferramentas de
citogenética classica, caracterizada pela observacdo de cromossomos ou nucleos
interfasicos corados indistintamente, ou seja, sem nenhuma preferéncia por determinado
tipo de cromatina, composicdo do DNA ou proteinas. Apesar de ser 0 parametro
cariotipico mais simples, 0 nimero de cromossomos (2n) tem merecido atencdo especial
por parte dos citotaxonomistas. Esse carater representa a forma mais rapida, barata e
facil para obter qualquer informacdo substancial sobre o genoma de uma espécie
(Guerra 2008). Para que a abordagem citotaxonbmica baseada em nimeros
cromossOmicos seja compreensiva e conclusiva é preciso a analise segura de um grande
namero de espécies, sem a qual passa a ser simplesmente um jogo de nimeros (Guerra

1986). Numeros cromossémicos similares podem indicar estreita relacdo, enquanto
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nameros cromossdmicos diferentes geralmente sugerem maior isolamento reprodutivo
com perda de fertilidade no caso da formacédo de hibridos. Existem apenas dois tipos de
variacdo no numero cromossdmico relacionadas a filogenia e evolucgdo cariotipica:
poliploidia e disploidia. Outras causas de variagdo no numero de cromossomos, como
haploidias, aneuploidias e cromossomos B, ndo apresentam nenhuma implicacdo
evolutiva clara (Guerra 2008).

Na anélise de espécies com cromossomos muito pequenos, a anélise de nimero
cromossémico ganha ainda mais importancia, por ser o Unico pardmetro cariotipico
possivel de ser analisado péla citogenética classica. Um exemplo disso é a anélise da
familia Malpighiaceae, que apresenta cromossomos muito pequenos (~ 2 um), cuja
contagem auxiliou na circunscricdo da subfamilia Byrsonimoideae, que apresenta
ndmero basico x = 6, em contraste com o restante da familia que apresenta x = 10
(Anderson 1993). Posteriormente, uma filogenia molecular da familia revelou que
Byrsonimoideae é monofilética e, portanto, que o nimero cromossémico revela uma
sinapomorfia importante do grupo (Davis et al. 2001).

No caso de espécies com cromossomos maiores € possivel explorar além do
ndmero outros pardmetros cariotipicos como tamanho e morfologia cromossémica,
posicdo da constricdo secundaria, indices de assimetria cromossdmica etc. Baeza et al.
(2008) revisaram a citotaxonomia de Alstroemeria presliana Kunth (Alstroemeriaceae),
que apresenta cromossomos grandes (~10 um). Essa espécie estava dividida em duas
subespécies: A. presliana com distribuicdo restrita a altitudes de 1.500 a 2.000 m na
Cordilheira dos Andes entre o Chile e a Argentina e Alstroemeria presliana Kunth
subsp. Australis Ehr. Bayer distribuida no sul do Chile em altitudes entre 200 e 1.500 m.
Ambas apresentam flores de cor rosa muito vistosas e séo diferenciadas basicamente

pelo tamanho das flores, intensidade da colocacdo e distribuicdo geografica. A anélise



30

citogenética revelou em ambas cariétipos assimétricos com 2n = 16, mas com formulas
cariotipicas diferentes, 4M + 1SM + 3A e 3M + 1SM + 4A, respectivamente. Esse
resultado sugere que, além do isolamento geografico, essas espécies apresentam
mudancas cariotipicas, o que indica que A. presliana subsp. australis pode ser uma nova
espécie.

Atualmente a citogenética alia as técnicas classicas a um conjunto de técnicas
citogenéticas e moleculares desenvolvidas ou melhoradas nos dltimos anos. Os
principais pardmetros utilizados na citogenética moderna sdo a anélise de quantidade de
DNA, bandeamento cromossémico, hibridizacdo in situ e analise comparativa de uma
determinada fracdo do DNA repetitivo (por exemplo, o DNA satélite) ou de cOpia Unica
(por exemplo, genes ou marcadores moleculares clonados em BACSs, do inglés Bacterial

Artificial Chromosomes).

2.1.1.2. Técnicas de bandeamento cromossémico

De maneira geral, a cromatina pode ser dividida em eucromatina, que apresenta
um ciclo de condensacdo-descondensacdo paralelo ao ciclo celular, e heterocromatina,
que se mantém condensada durante todo o ciclo celular. Uma série de caracteristicas
importantes esta associada a heterocromatina, como a quase auséncia de atividade
génica, replicacdo tardia na fase S do ciclo celular e presenca de DNA repetitivo.
Classicamente a heterocromatina estd dividida em heterocromatina facultativa e
constitutiva, sendo a ultima um componente cromossomal amplamente estudado pelos
citogeneticistas (Sumner 2003).

A identificacdo e visualizagdo das porcBes heterocromaticas nos cromossomos

sO se tornaram possiveis em um grande nimero de espécies com o advento das técnicas
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de bandeamento C (Guerra et al. 2000b). Isso possibilitou um refinamento das analises
citogenéticas e consequentemente uma maior riqueza na comparagdo cariotipica entre
grupos relacionados (Guerra 2000b). Véarios exemplos tratam da caracterizacdo
cariotipica e da citotaxonomia utilizando bandeamento C, como por exemplo nos
géneros Allium (Loild 1982), Scilla (Greilhuber e Speta 1989), Capsicum (Moscone et
al. 1993) e Astroemeria (Buitendijk et al. 1998).

Embora possa ser bastante informativa, a técnica de bandeamento C apresenta a
desvantagem de ser muito laboriosa e de apresentar uma baixa reprodutibilidade. As
técnicas de bandeamentos com fluorocromos foram inicialmente pouco difundidas,
porque utilizavam equipamentos na época muito “sofisticados” (microscopio de
fluorescéncia), mas logo se tornaram mais difundidas e atualmente s&o amplamente
utilizadas em analises citogenéticas de plantas. Ndo somente cromossomos ou regides
cromossdmicas tém sido identificados com o uso dessas técnicas, mas também
caracteristicas estruturais e/ou citoquimicas podem ser determinadas (She et al. 2005).
Entre os fluorocromos mais utilizados atualmente na citogenética estdo o 4’,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) e o Hoechst 33258, usados para a identificacdo de
regides do genoma ricas em pares de base adenina e timina (AT), e a cromomicina A3
(CMA) usada para distinguir regides no cromossomo ricas em guanina e citosina (GC).

O bandeamento cromossomico usando simultaneamente os fluorocromos CMA
e DAPI (dupla coloragdo CMA/DAPI) tem contribuido para a compreensédo das relagdes
evolutivas, por exemplo, no género Citrus L. (Moraes et al. 2007). As espécies desse
género apresentam grandes segmentos de heterocromatina ricos em CG, portanto,
CMA”", que permite classificar os cromossomos em tipos claramente definidos. Com
esse nivel de reconhecimento dos cromossomos foi possivel compreender muitos

aspectos da histéria dos cultivares de Citrus, incluindo a origem de cultivares hibridos e
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a relacdo entre as espécies citricas e géneros relacionados (ver Guerra et al. 2000c;
Cornélio et al. 2003; Yamamoto et al. 2007; Moraes et al. 2007). Uma abordagem muito
similar foi utilizada por Hizume et al. (1989), também utilizando o bandeamento
CMAJ/DAPI em espécies do género Pinus L. Nesses dois géneros, além da identificagdo
dos cromossomos, 0 uso da dupla coloragdo possibilitou o reconhecimento de hibridos
interespecificos.

Greilhuber (1984), revisando a utilizagdo de dados citogenéticos na taxonomia,
indicou a heterocromatina, visualizada através dos bandeamentos cromossémicos, tanto
0 bandeamento C como o uso de fluorocromos, como a principal ferramenta
citotaxondmica. Porém, embora o uso de bandeamento cromossdmico tenha
proporcionado um maior detalhamento das andlises citogenéticas e uma melhor
resolucdo de problemas sistematicos, alguns grupos apresentam baixa quantidade de
heterocromatina, como em Nothoscordum pulchellum Kunth (Guerra e Felix 2000),
tendo esta pouco valor citotaxondmico. Em outros casos, como em algumas espécies de
Costus L. (Guerra 1988), a heterocromatina apresenta um padrdo monomdrfico
ocupando a regido pericentromérica de todo o complemento cromossémico e nesse caso
ndo permite a identificacdo de pares cromossdmicos ou a compreensao das relagdes de

parentesco entre espécies proximas.

2.1.1.3. Hibridizacao in situ fluorescente (FISH)

A técnica de hibridizacdo in situ consiste basicamente no pareamento de
determinado segmento de DNA ou RNA (sonda) com uma sequéncia de nucleotideos
complementar situada dentro da célula (alvo), visando verificar se a célula possui essa
sequéncia e qual sua localizagdo (Guerra 2004). Para visualizar o segmento de DNA ou

RNA hibridizado é necessario que ele esteja marcado com alguma molécula que permita
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a sua identificacdo. As primeiras analises utilizavam sondas com marcacao radioativa, o
que apresentava a desvantagem de gerar muitos sinais inespecificos de fundo
(background), além dos problemas de manipulacdo e descarte dos is6topos radioativos.
Mas recentemente, essa marcacao passou a ser realizada com moléculas fluorescentes, o
que originou a hibridizacédo in situ fluorescente ou FISH (sigla do inglés Fluorescent In
Situ Hybridization).

Nos ultimos anos, a FISH tem ampliado consideravelmente o nivel de anélise e 0
campo de atuacdo da citogenética vegetal (Jiang e Gill 2006). As sequéncias mais
utilizadas para a identificagdo cromossdmica em plantas s&o os DNAs ribossomais
(DNAr) 5S e 45S (Guerra 2004). Essas sequéncias apresentam a vantagem de serem
repetidas centenas ou milhares de vezes e estarem organizadas em tandem em um ou
mais blocos, o que facilita sua deteccdo. Além disso, os DNAs ribossomais s&o
altamente conservados, podendo a sonda isolada em uma determinada espécie ser usada
em quase todas as plantas. Existe muita controvérsia em relacdo ao uso dessas sondas
ribossomais para a citotaxonomia. Em muitos casos tem sido observada extensa
variabilidade dessas marcas, inclusive intraespecifica (Pedrosa-Harand et al. 2006) ou
em grupos muito proximos (Ran et al. 2001), o0 que sugere que esses genes tenham um
padrdo de diversificacdo e evolucdo extremamente rapida. Em Clivia Lindl., por
exemplo, observou-se que eventos de amplificacdo e desamplificacdo de sitios de DNAr
45S ocorreram ao longo da evolugdo do género, sendo observados de dois a seis sitios
por espécie (Ran et al. 2001). Porém, em outros casos, 0 nimero e a posicao de sitios de
DNAr foram extremamente Uteis para caracterizar espécies, géneros ou clados (Liu et
al. 2003).

Mais recentemente, novas analises tém aliado a informacgéo do nimero e posi¢éo

de sitios de DNAr a filogenias moleculares. Essa abordagem permite interpretar com
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maior precisdo as relagfes entre as especies e identificar como se deu a evolugdo do
DNAr nesse contexto. Vaio et al. (2005) investigaram a origem de alotetraploides do
grupo Quadrifaria de Paspalum L. (Poaceae), que é formado por espécies nativas das
regides temperadas da América do Sul. Os autores observaram um sitio de DNAr 5S por
conjunto monopldide localizado sempre na regido intersticial dos cromossomos. Por
outro lado, a localizacdo dos sitios de DNAr 45S variaram em ndmero, mas
principalmente quanto a posicdo, sendo encontradas espécies com sitios intersticiais e
espécies com sitios terminais. Essa abordagem permitiu identificar que o alotetraploide
P. quadrifarium Lam. apresentava sitios de DNAr 45S intersticiais em dois pares
cromossémicos e terminais em outros dois, enquanto a forma diploide dessa espécie
apresentava apenas sitios terminais. A Unica espécie desse grupo a apresentar sitios
intersticiais foi o dipldide P. haumanii Parodi., o que sugeriu fortemente que esse seria
um dos parentais do alopoliploide. Quando esses dados foram comparados com a
filogenia molecular, se observou que P. quadrifarium 4x e P. haumanii 2x eram mais
proximas entre si e que P. quadrifarium 2x estava posicionada em um outro clado,
corroborando a hip6tese sugerida com base na posicdo dos sitios de DNAr 45S (Vaio et

al. 2005).

Mais recentemente, tem sido desenvolvida uma estratégia que refina ainda mais
a analise citogenética, utilizando sondas clonadas em vetores BAC como sonda para a
hibridizacdo in situ, chamada BAC-FISH (Jenkins e Hasterok 2007). Os BACs sao
vetores que apresentam insertos de até 300 kb e sdo altamente estaveis, sendo poderosas
ferramentas para a analise detalhada de genomas complexos (Monaco e Larin 1994).
Em muitos casos, a BAC-FISH possibilitou o reconhecimento individual de todos os
cromossomos de uma espécie, como em Phaseolus vulgaris L. (Fonséca et al. 2011) e

Sorghum bicolor (L.) Moench (Kim et al. 2004). Esses marcadores cromossomo-
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especificos podem ser mapeados em espécies ou géneros proximos, 0 que permite
explorar com mais detalhes a evolucéo cariotipica através da identificacdo de mudancas
de sintenia (presenga de dois ou mais loci génicos no mesmo Cromossomo) ou
colinearidade (manutencdo da ordem de loci marcadores). Mendes et al. (2011) com
base no padréo de bandas CMA de Citrus medica L. e hibridacdo de 25 BACs de uma
biblioteca gendmica de Poncirus trifoliata L. (Raf) (Moraes et al. 2008; Silva et al.
2011), uma espécie relacionada ao género Citrus, identificaram cada par de
cromossomos e construiram um mapa citogenético comparativo para C. medica. Essa
analise revelou um alto grau de conservacdo de sequéncia entre esses géneros,
permitindo a hibridacdo heter6loga de BACs, e o estabelecimento de homeologias
cromossomicas. Nesse caso, foram observadas poucas mudangas na posicdo dos BACs
e maior variabilidade nas bandas CMA. Uma importante variante da BAC-FISH foi
desenvolvida para a analise de pintura cromossémica (Lysak et al. 2006). Essa variacao
consistiu no uso de BACs contiguos, ou seja, posicionados de forma adjacente, o que
resultava num sinal de hibridizacdo “pintando” um cromossomo, segmento ou brago
cromossémico inteiro. Essa abordagem foi empregada na andlise da evolugédo
cariotipica da familia Brassicaceae, onde foram observados multiplos rearranjos
envolvidos na reducdo a partir de um caridtipo ancestral n = 8 para n = 5 em

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., incluindo cariétipos intermediarioscomn=6en=7.

Uma limitacdo do uso da BAC-FISH em plantas é que poucas espécies (a
maioria delas cultivadas e/ou modelo) apresentam bibliotecas de BACs disponiveis. Em
outros casos, o fator limitante para a utilizacdo dessas bibliotecas é o tamanho do
genoma (valor 1C). Quanto maior o conteldo de DNA nuclear, maior o nimero de
clones necessario para uma cobertura satisfatéria de todo o genoma. Por exemplo, em A.

thaliana (1C = 157 Mb; Johnston et al. 2005) a anélise de 9.000 clones levaram a uma



36

cobertura de 4,5x do genoma dessa espécie (Wang et al. 1996). Por outro lado, Allium
cepa L. (1C = 15.000 Mb) uma biblioteca com 48.000 clones, apresentou uma cobertura
do genoma de apenas 0,32x (Suzuki et al. 2001), o que significa uma baixa

representatividade e consequentemente uma sub-representacdo desse genoma.

2.1.1.4. Hibridizagao gendmica in situ (GISH)

Schwarzacher et al. (1989), analisando hibridos de Hordeum L. x Secale L.
desenvolveram uma modificacdo da técnica de FISH em plantas, criando uma nova
metodologia chamada GISH (do inglés Genomic In Situ Hibridization). Nesta, 0 DNA
gendmico total de uma espécie parental é hibridizado in situ nos cromossomos de um
hibrido, 0 que permite discriminar a presenca deste subgenoma no mesmo. Markova e
Vyskot (2009), revisando esse tema, concluiram que a eficiéncia da técnica em
discriminar genomas depende do nivel de divergéncia filogenética entre os parentais
(principalmente da fragdo repetitiva do genoma) e do tamanho do genoma dessas
espécies, sendo mais eficiente naquelas com elevada quantidade de DNA (ver, por
exemplo, Brasileiro-Vidal e Guerra 2002). Em espécies com genomas pequenos, a
GISH tende a marcar somente a regido heterocromética, como por exemplo, em A.
thaliana (Markova e Vyskot 2009). Ali et al. (2004) propuseram uma variante
metodolégica para melhorar a eficiéncia da GISH em espécies com genomas pequenos,
que consistia em aumentar muito a concentracdo de sonda no mix de hibridizacéo e o
tempo de incubacdo. Essas modificacBes da técnica permitiram investigar a relacdo
entre os genomas de Cardaminopsis carpatica Mesicek (genoma TT), A. thaliana
(genoma AA) e hibridos que apresentam diferentes combinagdes dos genomas destas
espécies.

Em um trabalho posterior, foi investigada com a GISH a proporcdo de genomas

parentais em cultivares hibridos de Lolium L. x Festuca L. (Festulolium). Neste
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trabalho a GISH permitiu ndo somente identificar nesses hibridos a contribui¢do de cada
parental no cari6tipo, sendo também a taxa de cromossomos recombinantes (Kopecky et
al. 2006). Essa distin¢do entre genomas parentais foi uma contribuicdo importante para
0 melhoramento, pois uma alta propor¢cdo de cromossomos de Lolium estava
correlacionada a cultivares com mais produtividade, enquanto o predominio de
cromossomos oriundos de Festuca esta relacionado a cultivares mais rusticos. Além dos
hibridos de Festulolium, diferentes proporcdes de genomas parentais em hibridos
artificiais foram demonstradas em varias plantas cultivadas como por exemplo em trigo
(Brasileiro-Vidal et al. 2002) e cana-de-acucar (Piperidis et al. 2010).

O uso da GISH tem sido demonstrado também em estudos de evolugdo em
espécies de eudicotiledbneas com cromossomos menores. O género Dahlia Cav.
(Asteraceae) compreende espécies nativas da América do Norte utilizadas como plantas
ornamentais, que apresentam facilidade de cruzamentos interespecificos, apresentam os
nameros béasicos x = 18, x = 17 e x = 16. Mediante a GISH foi analisado o
comportamento meidtico dos distintos genomas em hibridos de Dahlia. Nessas analises
foi observada a presenca de univalentes, bivalentes e trivalentes na metéfase I, na qual
o0s bivalentes estavam formados por cromossomos de genomas distintos e os trivalentes
conformados por diferentes combinac6es de cromossomos de cada um dos parentais. O
pareamento meiodtico de cromossomos de genomas distintos na metafase | sugere uma
alta conservagdo nos cromossomos homedlogos. Além disso, esses resultados indicaram
uma origem alotetraploide para as espécies de Dahlia com 2n = 32 e provavelmente
também para as espécies com 2n = 34 e 36 (Gatt et al. 1999).

Poucos trabalhos utilizaram a GISH na analise em hibridos naturais. Moraes e
Guerra (2010) analisaram a relagéo entre o diploide Emilia sonchifolia L. (DC) (2n =

10) e o tetraploide E. fosbergii Nicolson (2n = 20) (Asteraceae), as duas Unicas espécies
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do género que ocorrem no Brasil. Em E. fosbergii sdo observados duas séries de dez
cromossomos, uma delas com cromossomos maiores e outra COm Cromossomos
menores. O conjunto de cromossomos menores é semelhante ao cariétipo de E.
sonchifolia, o que sugeriu que esta espécie poderia estar envolvida na origem do
tetraploide E. fosbergii (Guerra e Nogueira 1990). Essa hipdtese foi testada por GISH e
revelou alta similaridade entre o genoma de E. sonchifolia € o menor conjunto
cromossémico de E. fosbergii, sugerindo que esta espécie seja mesmo um alotetraploide

(Moraes e Guerra 2010).

2.2. Principais mudancas cariotipicas em plantas

Um polimorfismo cromossémico é definido como uma variacdo cariotipica
natural que pode ocorrer ao nivel de espécie (intra-especifica) ou em hierarquias
taxonbmicas mais elevadas, como tribos, géneros, familias, etc. Em geral, os
polimorfismos cromossdmicos se dividem em dois tipos principais, huméricos (quando
h& uma alteracdo no nimero cromossémico) e estruturais (quando ocorre perda, ganho
ou rearranjo de segmentos sem alteracdo no nimero cromossdémicos). A variabilidade
cromossdmica, ou cariotipica intra-especifica pode ocorrer em: (1) diferentes
células/tecidos do individuo, (2) diferentes fases do ciclo de vida de uma planta,
podendo esta ser ou ndo ser geneticamente controlada ou (3) entre diferentes citétipos.
Um exemplo do primeiro caso é observado na formacdo do endosperma, um tecido de
nutricdlo do embrido formado pela fusdo dos nuacleos centrais polares do saco
embrionario (2n) com um nucleo reprodutivo do grdo (n), o que resulta num tecido
tripldide e, portanto, com um conjunto cromossdmico a mais que 0s demais tecidos da

planta (Guerra et al. 1988). O segundo caso pode ser exemplificado pela alternancia de
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geragBes entre as fases esporofiticas e gametofiticas das Angiospermas, que s&o
diploides e haploides, respectivamente.

Em relagdo a variacdo cariotipica numérica, a principal e que merece maior
destaque entre as plantas é a poliploidia, que é a condigdo herdavel de possuir mais de
dois conjuntos cromossomicos. A julgar pela alta incidéncia em muitos grupos de
plantas, a poliploidia teve uma fungdo importante na evolucdo destas. A adi¢do de
conjuntos cromossémicos fornece material genético redundante que pode mutar
originando novos genes. Assim, os poliploides com frequéncia apresentam maior
diversidade bioguimica, sob a qual a selecdo natural pode atuar. Como resultado, os
poliploides tendem a ter uma distribuicdo geografica mais ampla e habitats mais
extremos do que seus parentais diploides. A formagdo de um poliploide é
frequentemente acompanhada por mudancas no seu genoma (Soltis e Soltis 1999) e as
vezes pela perda da auto-incompatibilidade e sexualidade. A poliploidia é também o
principal facilitador de um processo rapido de especiacdo, denominado especiacdo
poliploide (revisado por Levin 2002).

A poliploidia é de interesse fundamental para 0 melhoramento vegetal, tendo em
vista que os poliploides tendem a ser mais vigorosos. Por isso, grande parte das plantas
cultivadas séo poliploides. Entre plantas silvestres, também existem vérios exemplos de
poliploides naturais com adaptabilidade igual ou superior a dos diploides. Libidibia
ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz (também conhecida como Caesalpinia ferrea Mart.
ex Tul.) é uma leguminosa arborea nativa do Brasil que apresenta populacGes diploides
(2n = 24) e tetraploides (2n = 48) que ocupam &reas mais umidas e secas da Mata
Atlantica, respectivamente. Comparando a fenologia, morfologia e visitantes florais,
sistema de cruzamento e sucesso reprodutivo em ambos citdtipos observou-se que além

da separacdo geografica os distintos citotipos apresentam uma série de atributos florais
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distintos, como o sistema de compatibilidade e a morfologia floral, distintas, o que
sugere que os dois niveis de ploidia de L. ferrea poderiam ser considerados como taxa
distintos (Borges et al. 2012, submetido). O citétipo tetraploide deve ter surgido bem
recentemente, uma vez que em relacéo ao diploide ndo apresenta diferencas cariotipicas,
possuindo uma exata duplicacdo dos cromossomos e dos sitios de DNAr 5S e 45S
(Souza et al. 2008).

Esse caso de L. ferrea trata de um exemplo de autopoliploidia, ou seja, cujas
copias extras do genoma sdo oriundas do préprio genoma da espécie. Embora
antigamente a autopoliploidia fosse considerada como um evento raro, estudos
genéticos tém demonstrado que a autopoliploidia é mais frequente do que
tradicionalmente se pensava (Levin 2002; Soltis et al. 2004). O outro tipo de poliploidia
é aquele formado pela unido de dois genomas distintos, chamado alopoliploidia. Esta se
relaciona com a hibridizacao interespecifica e a duplicacdo dos genomas para formar o
alopoliploide e pode ocorrer antes ou mais provavelmente depois da formagéo do
hibrido. Esse tipo de poliploidia é mais toleravel do que a autopoliploidia, pois em
geral, garante uma meiose regular com formacéo de bivalentes e segregacdo normal. Por
outro lado, os autopoliploides téndem a formar multivalentes complexos na meiose o
que pode gerar segregacdo anormal e gametas desbalanceados. A diferenca entre auto- e
alopoliploide é também relativa ao grau de similaridade filogenética entre os genomas
envolvidos no cruzamento, podendo haver condicGes intermediarias com genomas
parcialmente similares (Soltis e Soltis 2009).

Embora existam poucos casos de correlacdo direta entre polimorfismos
cariotipicos e adaptacdo (Drosophila wistonii Sturtevant, 1916 - Pavan et al. 1950;
Nucella lapillus Linnaeus, 1758 - Bantock e Cockayne 1975), sabe-se que mudangas no

cariotipo podem levar ao isolamento de populagdes, atraves da interrupcdo do fluxo
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génico, e consequentemente influenciar no processo de especiagdo. Quando
populagbes/grupos de individuos compartilham uma variante cariotipica esses sdo
chamados cit6tipos. Em alguns casos, essas variantes cariotipicas ocorrem em baixa
frequéncia e parecem surgir ao acaso, sem grandes implicagdes evolutivas para a
espécie, como no caso do individuo com uma translocagéo reciproca de Nothoscordum
arenarium Herter (Souza et al. 2009). Por outro lado, algumas espécies apresentam
citétipos com diferencas ecoldgicas, biogeogréficas, morfoldgicas etc., tdo marcantes
que sugerem um isolamento entre elas. E o caso de Libidibia ferrea na qual os cit6tipos
diploide e tetraploide além das diferencas morfologicas apresentam distribuicdo
geogréfica alopatrica, com diploides em regifes mais Umidas e tetraploides em florestas

mais secas do nordeste brasileiro (Borges et al. 2012, submetido).

2.2.1. TranslocacGes Robertsonianas (TR)

Os rearranjos cromossémicos envolvendo fusdo céntrica de dois cromossomos
acro- ou telocéntricos para formar um Gnico cromossomo metacéntrico ou o contrario
sdo genericamente chamados de fusdo-fissdo céntrica ou translocacdes Robertsonianas
(TR). Um aspecto interessante nos eventos de TR é que eles podem causar mudanca no
namero cromossémico (disploidia) e portanto no pareamento meidtico e também por
consequéncia na recombinacdo, podendo ainda levar ao isolamento reprodutivo de
populacdes (Levin 2002). Em geral a evolucdo cariotipica de um grupo de espécies esta
relacionada as TRs, quando sdo observados nas mesmas ndmeros cromossémicos
diferentes, mas conservacdo no numero de bracos cromossémicos ou numero

fundmental (NF) (Guerra 2008).
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Slijepcevic et al. (1997) indicaram trés tipos basicos de TR. O primeiro tipo
envolve um encurtamento gradativo dos telomeros do brago curto de dois acrocéntricos
envolvidos na translocacdo. Com essa perda dos telomeros, a extremidade dos bragos
curtos se torna instavel, propiciando uma fusdo céntrica. O segundo tipo, envolve
inicialmente uma quebra cromossémica na regido centromérica de dois cromossomos
acro- ou telocéntricos. Posteriormente haveria fusdo céntrica dos bragos longos,
resultando em um metacéntrico e um pequeno fragmento formado pela unido dos dois
bragos curtos, o qual seria posteriormente perdido. O terceiro tipo € uma simples fuséo
céntrica de dois cromossomos acro- ou telocéntricos, resultando em um metacéntrico
dicéntrico e com DNA telomérico intercalar entre os dois centrdbmeros. Schubert e
Lysak (2011), baseados nas mais recentes analises de pintura cromossdmica, concluiram
que o evento conhecido como “fusdo céntrica” ¢ sempre resultado de uma translocagao
reciproca, sendo que fusdes verdadeiras end-to-end sdo restritas a alguns poucos casos
onde se observam cromossomos telocéntricos, sendo provavelmente o segundo modelo
proposto por Slijepcevic et al. (1997) o mais frequente nas plantas analisadas (Schubert
e Lysak, 2011). Zhang et al. (2001) estudaram em hibridos de trigo com centeio 0s
mecanismos de quebras no centrdmero envolvidas em TR. Para analisar a estrutura
centromérica foi utilizada para hibridizacdo in situ uma sonda centromérica especifica
de centeio (PAWRC1) e outra (pPRCS1) comum a todas as gramineas, incluindo o trigo.
Nessas analises foram observados cromossomos resultantes de translocagdes entre 0s
dois taxa. Nos cromossomos translocados foi observado que o0s centrdmeros
apresentavam diferentes pontos de quebras, desde centrémeros inteiramente de trigo,
inteiramente de centeio ou uma situacdo intermediaria com metade do centrémero de
trigo e a outra metade de centeio. Os autores concluiram que as quebras centroméricas e

fusGes podem ocorrer em varias posi¢des na constricdo primaria e a posi¢do da quebra
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parece ndo afetar a funcdo do centrdomero nem a segregacdo cromossomica durante as
divisoes celulares.

Os eventos de TR parecem ser mais importantes em mamiferos, onde extensos
rearranjos desse tipo tém sido frequentemente reportados e constituem um dos pilares
centrais da evolucdo cariotipica desse grupo (Ferguson-Smith e Trifonov 2007).
Diferentemente, em plantas apenas em uns poucos taxa a evolugdo cariotipica tem sido
claramente relacionada a esse mecanismo. Jones (1998) revisou 0s principais grupos de
plantas cuja evolucdo estd associada a TR, destacando as familias Alliaceae,
Orchidaceae, Podorcapaceae, a tribo Tradescantieae (Commelinaceae) e 0s géneros
Crocus L. (Iridaceae) e Lycoris Herb. (Amaryllidaceae). Allium L. apresenta um caso
particular, pois em geral, ndo é possivel associar as diferengas de numeros basicos do
género (x = 6, 7, 8 e 10) a TR. Cromossomos acrocéntricos sdo raros nesse género e
quando eles aparecem, por exemplo em A. roseum L. x =8 (7M + 1A), parecem estar
mais relacionados a uma mudanga na posi¢do do centrdmero (inversdo pericéntrica) a
partir de um cromossomo submetacéntrico. Uma das poucas exce¢des é o grupo de A.
erdeii encontrados em Negev, Israel (Kollman 1970). Nesse grupo A. gasynense com 2n
= 14M, A. erdeii 2n = 16 (12M + 4A) e A. negevense 2n = 20 (8M + 12A) apresentam
uma relacdo Robertsoniana e sugerem uma série de fissdes a partir de 2n = 14M. Allium
zebadense com 2n = 18 (14M + 4A) também parece se tratar de um caso de multiplas
fissdes a partir de 2n = 16M. Hongguan et al. (2005) realizaram uma anélise
comparativa entre Allium e Milula Prain., um pequeno género endémico do Tibet
(Asia). Embora esses géneros apresentem grandes diferencas morfoldgicas as analises
filogenéticas posicionaram Milula proximo a A. cyathophorum. A andlise cariotipica
revelou 2n = 20 (4M + 2SM + 12A) em M. spicata e 2n = 16 (14M + 2SM) na maioria

das espécies de Allium. Os autores argumentaram que na origem do género Milula deve
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ter ocorrido uma rapida diversificacdo tanto cariotipica (provavelmente relacionada a
translocacGes Robertsonianas) como morfologica (possivelmente relacionada a um
habitat muito especifico na cadeia montanhosa do Himalaia).

Poucos estudos investigaram a importancia e dinamica dos eventos de fissdo
céntrica, que aparentemente sdo mais raros que os eventos de fusdo (Guerra 2008). Hall
e Parker (1995) observaram que um individuo mutante de Hypochaeris radicata (2n =
8M) apresentava cromossomos acrocéntricos extras, provavelmente derivados de fissao
céntrica, 0 que gerou 2n = 6M + 2A (homozigoto) e 2n = 7M + 1A (heterozigoto). Esses
cromossomos fissionados apresentavam sitios de DNAr 45S extras nas extremidades
livres geradas pela quebra. Aparentemente a transferéncia do DNAr para os terminais
cromossémicos teriam contribuido para a estabilizacdo dessa regido, desempenhando a
funcdo telomérica. Pich et al. (1996) investigando os terminais cromossémicos do
género Allium observaram que 0s mesmos ndo apresentavam DNA telomérico e sugeriu
que sequéncias repetitivas localizadas nessa regido, incluindo um DNA satélite e o
DNAr 45S, poderiam estabilizar os terminais cromossomicos e desempenhar a fungéo
telomérica. O ITS (do inglés Internal Transcribed Spacer) do DNAr 45S de Vicia faba
L. apresentou unidades de repeticdo semelhantes ao DNA telomérico e quando esse
DNA era usado como sonda hibridizava nos terminais cromossdmicos, suportando uma
associacdo entre telomeros e RONs (Maggini et al. 1991). Roa (2011) revisaram a
distribuicdo dos sitios de DNAr 5S e 45S em plantas e observaram uma frequéncia
maior do que a esperada ao acaso de sitios de DNAr 45S nos bragcos curtos dos
cromossomos acrocéntricos, corroborando a hipdtese de correlacdo entre fissOes

céntricas e aparecimento de novos sitios de DNAr 45S.
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2.2.2. DNA telomérico

Uma estratégia amplamente utilizada para estudar os eventos de fusdes
Robertsonianas é analisar por FISH a distribuicio do DNA telomérico. Em tese,
esperar-se-ia sitios intersticiais nos pontos de fusdes céntricas, resultados de fusbes end-
to-end (Cox et al. 1993; Fuchs et al. 2005). A porg¢éo final do cromossomo eucarioto
frequentemente, mas ndo sempre, é formada por microssatélites ricos em T,G,
organizados em tandem e arranjados em muitas centenas ou milhares de repeticdes.
Essa regido é denominada telémero e, alem de uma constituicdo de DNA caracteristica,
apresenta um conjunto de proteinas especificas e estrutura tridimensional em t-loop que
estéo relacionadas com sua funcéo (revisado por McKnight e Shippen 2004). Os repeats
teloméricos sdo predominantemente mantidos pela enzima telomerase, uma
transcriptase reversa que adiciona esses repeats no final da fita 3°, o que compensa o
encurtamento dos teldmeros a cada ciclo celular. Essa enzima contém um molde de
sequéncia de RNA para o tipo de repeat a ser adicionado no terminal dos cromossomos
(Weiss e Scherthan 2002). Acredita-se que os teldmeros desempenhem as seguintes
fungdes: 1) prevenir a fusdo end-to-end dos cromossomos; 2) estabilizar o filamento de
DNA e interacdo com proteinas telomero-associadas especificas de ligagdo com o
envelope nuclear, atuando na disposi¢cdo do cromossomo no nucleo interfésico; e 3)
evitar o encurtamento da molécula linear de DNA causado pela replicacdo incompleta
da extremidade 5° feita pela DNA polimerase durante a fase S do ciclo celular (Price
1999; Sykorova et al. 2003a; McKnight e Shippen 2004).

A sequéncia de DNA que forma os teldmeros, denominada sequéncia telomérica
ou DNA telomérico, é altamente conservada nos eucariotos, sendo conhecidas

sequéncias teloméricas tipicas para vertebrados, isolada de humanos (T,.A.G3), insetos,
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isolada de Bombyx mori (T2.A.G,),, algas, isolada de Chlamydomonas reinhardtii
(T4.A.G3)n, e de plantas, isolada de Arabidopsis thaliana (T3.A.G3), (ver Adams et al.
2001). Richards e Ausubel (1988) analisaram inicialmente 0 DNA telomérico de plantas
construindo uma biblioteca gendmica de Arabidopsis thaliana enriquecida em
oligonucleotideos (T4. G3)n, @ Unica sequéncia telomérica descrita até entdo isolada do
ciliado Tetrahymena. O sequénciamento de clones isolados revelou a presenca de
repeats (T3.A.G3), dispostos em tandem. Para checar se essa sequéncia era 0 DNA
telomérico, foi realizada uma digestdo com exonuclease (uma enzima que degrada a
porcdo terminal dos cromossomos) que revelou uma alta sensibilidade desses
oligonucleotideo a agdo dessa enzima. Uma outra abordagem foi investigar por
Southern blot um mutante telotrissdmico de A. thaliana. Nesse caso, foi observada uma
banda adicional na hibridizacdo do mutante, correspondendo ao telémero do
cromossomo telocéntrico extra. Por fim, a sequéncia (T3.A.Gs), foi hibridizada por
Southern blot em outras plantas, que também apresentaram marcacdo positiva, € em
milho (Zea mays), foi realizada digestdo com exonuclease, que revelou que essa
sequéncia também estava nos teldmeros dessa espécie.

Diversos trabalhos subsequentes demonstraram a ocorréncia da sequéncia
telomérica de Arabidopsis em outras plantas incluindo tomate (Ganal et al. 1991) e
cevada (Roder et al. 1992). Cox et al. (1993) através de PCR construiram uma sonda
para hibridizacdo in situ com a sequéncia telomérica (T3.A.G3),, € investigaram a
ocorréncia desse DNA telomérico em 11 espécies de seis familias de angiospermas,
incluindo mono e eudicotileddneas. Os autores observam marcacao nos telémeros em
todas as espécies analisadas, sugerindo que a sequéncia tipo-Arabidopsis seja comum a
todas as angiospermas. Entretanto, outras analises comecaram a trazer evidéncias de que

a sequéncia consenso das plantas (T3.A.Gs), foi perdida em alguns clados.
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Fuchs et al. (1995) investigaram a distribuicdo da sequéncia telomérica de
Arabidopsis em 44 espécies de 14 familias de plantas. Os autores mostraram a presenca
do DNA telomérico tipo Arabidopsis em todas as espécies analisadas, com exce¢ao dos
géneros Allium, Nothoscordum e Tulbaghia, monocotileddéneas da familia Alliaceae.
Anélises posteriores na familia Alliaceae sugeriram que, ao menos em Allium, essa
sequéncia poderia ter sido substituida pelo DNAr, sequéncias satélite (heterocromatina)
ou elementos transponiveis nos terminais dos cromossomos, embora nao existisse uma
demonstracéo clara desse mecanismo (Pich et al. 1996). Adams et al. (2000) mostraram
que Aloe (Asphodelaceae) também perdeu a sequéncia (T3.A.G3)n. Além desses géneros
também foi observada a perda da sequéncia telomérica de Arabidopsis em outras 16
espécies de 12 familias de Asparagales (Adams et al. 2001). Nesses casos foi observado
que essas espécies que perderam a repeticdo telomérica tipo-Arabidopsis formavam um
clado monofilético dentro da ordem Asparagales, sugerindo que essa perda do DNA
telomérico teria ocorrido em um unico evento ha cerca de 80-90 milhGes de anos
durante a evolucdo dessa ordem (Adams et al. 2001). A primeira mudanca telomérica
ocorreu depois da divergéncia de Doryanthes (com teldmero tipo-Arabidopsis) no
ancestral de todas as espécies de Asparagales, com o surgimento da sequéncia
telomérica de vertebrados (Sykorova et al. 2006b).

Surpreendentemente, Weiss e Scherthan (2002) demonstraram através de
southern blot e hibridizacdo in situ que a sequéncia telomérica que ocorre em Aloe é
idéntica a dos vertebrados (T,.A.Gs),. Sykorova et al. (2003) caracterizaram entdo o
DNA telomérico de outras Asparagales, checando qual das sequéncia telomericas
conhecidas atée entdo (Arabidopsis, humano, Bombyx, Chlamydomonas, Oxytricha,
Tetrahymena e Ascaris) estava presente nessas espécies. Os autores observaram que a

sequéncia telomérica tipica da maioria das plantas (Arabidopsis) foi parcialmente ou
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totalmente substituida pela sequéncia de vertebrados (T,.A.G3), € que posteriormente as
espécies de Allium perderam essa sequéncia alternativa, sendo o repeat telomérico desse
género ainda desconhecido. Em muitos casos ocorrem concomitantemente no mesmo
teldmero diferentes variantes teloméricas como as de Arabidopsis, Bombyx (T2.A.G), e
Tetrahymena (T4.G3)n, inclusive na FISH, que mostrou que essas sequéncias alternativas
podem aparecer misturadas no mesmo telémero (Sykorova et al. 2003). Trabalhos
subsequentes revelaram um grupo muito maior de espécies de Asparagales com a
sequéncia telomérica de vertebrados (Rotkova et al. 2004; Sykorova et al. 2006a).
Sykorova et al. (2006b) resumiu entdo que de maneira geral, na ordem Asparagales sdo
encontrados trés tipos de sequéncias teloméricas: (T3.A.G3), (Arabidopsis), (T2.A.G3),
(vertebrados) e uma sequéncia desconhecida presente no género Allium.

Buscando investigar melhor a variabilidade no repeat telomérico nas espécies de
Asparagales, Weiss-Scheeweiss et al. (2004) analisaram minuciosamente 0 DNA
telomérico em Othocallis siberica (Hyacinthaceae). Esse trabalho revelou através de
Southern blot e FISH que essa espécie perdeu a sequéncia telomérica de Arabidopsis,
que foi substituida pela sequéncia dos vertebrados. Além disso, a digestdo com a
exonuclease Bal31 revelou sensibilidade desse oligonucleotideo, indicio de que essa
sequéncia correspondia aos teldomeros. Adicionalmente foi investigada a atividade in
vitro da enzima telomerase nessa espécie (Fitzgerald et al. 1996; 2001). Essa andlise
revelou que a telomerase de O. siberica sintetizava 0 DNA telomérico de vertebrados, o
que indicou que possivelmente uma mutacdo no gene da telomerase tenha sido
responsavel pela mudanca da sequéncia telomérica.

Para investigar a causa dessa variabilidade em Asparagales, Sykorova et al.
(2006b) estudaram o gene da enzima telomerase, mais especificamente da subunidade

TERT (telomerase reverse transcriptase), em representantes dessa ordem.
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Alinhamentos multiplos de sequéncias de Asparagales junto com a sequéncia TERT de
outras espécies que possuiam telémeros tipo Arabidopsis, revelaram uma substituicéo
de aminodcidos no TERT de Asparagales (terminal-N), o que pode estar relacionado
com a sintese do repeat telomérico de vertebrados e consequentemente com a mudanca
na sequéncia telomérica. Além disso, mutagcdes foram observadas no motivo C, que é de
especial importancia na unidade TERT. Uma outra possibilidade ¢ uma mudanca no
molde de RNA usado como iniciador pela transcriptase reversa. A mudanca na sintese
do motivo telomérico de TTTAGGG para TTAGGG pode se dever a uma delecdo
dentro da regido molde, que poderia ter sido gerada por uma mutacdo nos nucleotideos
adjacentes a regido molde, que resultaria num template diferente. Entretanto, ndo ha
consenso sobre qual ou quais mutacfes no gene da telomerase levaram a substituicdo da
sequéncia telomérica tipo Arabidopsis pela dos vertebrados em Asparagales.

Além desse grupo de Asparagales, a perda do DNA telomérico tipo-Arabidopsis
tém sido reportada em outros grupos de plantas. Sykorova et al. (2003) usando slot blot
e FISH analisando a sequéncia telomérica em espécies de Solanaceae observaram que
um clado formado pelos géneros Cestrum, Sessea e Vestia ndo possuia 0 repeat
telomérico (T3.A.Gs), tipico da maioria das plantas. Por outro lado, também ndo foi
observada a sequéncia de vertebrados, como em Asparagales. Esse dado é interessante,
pois nessa familia estdo géneros ou grupos cuja sequéncia telomérica tipo Arabidopsis
ja foi encontrada, como Nicotiana e Solanum. A auséncia de DNA telomérico tipo
(T3.A.G3)n nessas espécies é o primeiro registro de perda do repeat tipo Arabidopsis em

eudicotiledbneas.
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2.3. A familia Alliaceae

A familia Alliaceae esta inserida no clado das monocotiledoneas, na ordem
Asparagales (APG 11 2003). O grupo inclui plantas perenes ou anuais, herbaceas,
geralmente toxicas, com caule subterrdneo do tipo bulbo tunicado, simples (cebola) ou
composto (alho). A familia é amplamente distribuida sendo, porém, mais abundante em
locais secos de regides temperadas, subtropicais e tropicais. Sdo descritas para Alliaceae
trés subfamilias: Allioideae Herbert, Gilliesioideae (Lindley) Arnott e Tulbaghioidea
(Meisner) M. F. Fay & M. W. Chase (Fay e Chase 1996).

A subfamilia Allioideae apresenta distribuicdo em regibes temperadas do
hemisfério norte e zonas secas da Asia central e do norte da Africa. Esta ¢ a maior
subfamilia de Alliaceae, com dois géneros e aproximadamente 690 espécies. A
subfamilia Gilliesioideae apresenta distribuicdo nas Américas, com maior diversidade
na América do Sul, sendo composta por dez géneros e cerca de 80 espécies. A
subfamilia Tulbaghioidea € a menor de Alliaceae, com distribuicdo restrita ao sudoeste
da Africa. E formada por apenas dois géneros e 23 espécies (APG 11 2003; Vosa 2007).

Existem divergéncias entre os autores no que se refere ao reconhecimento de
Alliaceae. Utilizando sequéncias plastidiais (matK e rbcL), Tamura et al. (2004)
propuseram uma filogenia para as monocotiledoneas e definiram Alliaceae como um
grupo monofilético independente de Liliaceae. Nesse trabalho ficou evidente a estreita
relacdo de Alliaceae e Amaryllidaceae, que aparecem como grupos irméos. Trabalhos
mais recentes sugerem que a familia Alliaceae deveria ser inserida em Amaryllidaceae
(APG 111 2009).

A subfamilia Gilliesioidea esta dividida em duas tribos, Gilliesieae e Ipheieae,

que apresentam fortes diferencas morfologicas e biogeogréaficas, sendo que alguns
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autores consideram que as Gilliesieae deveriam ser classificadas como uma familia a
parte (Ravenna, 2000). As espécies dessa tribo apresentam centro de diversidade no
Chile, com sete géneros (Gethyum, Gilliesia, Miersia, Solaria, Speea, Trichlora e
Schickendantziella) e 17 espécies que se destacam por apresentar flores fortemente
zigomorfas, em alguns casos mimetizando insetos, com coloracdo de verde a parpura.
Esse grupo se caracteriza ainda pela conacgdo de pegas florais e reducdo no nimero de
tépalas e estames (Rudall et al. 2006; Escobar et al. 2010). Por outro lado, a tribo
Ipheieae apresenta centro de diversidade do Uruguai, argentina e sul do Brasil com
cinco géneros (Ipheion, Leucocoryne, Nothoscordum, Tristagma e Zoellnerallium) e ~
65 espécies que apresentam flores actinomorfas assim como a maioria das Alliaceae

(Guaglianone 1972; Zoellner 1972; Crosa 2004).

Fay et al. (2006) analisando sequéncias plastidiais e ITS do DNA ribossomal
observaram uma relacdo filogenética complexa entre os géneros da subfamilia
Gilliesioideae. Dentro da tribo Ipheieae os resultados mostraram Ipheion como um
grupo parafilético, aparecendo em um clado como género irmdo de Tristagma e em
outro clado independente relacionado a Nothoscordum. O género Nothoscordum
aparece na analise como um grupo monofilético dividido em dois clados que devem
corresponder as se¢fes Nothoscordum e Inodorum, na qual o género esta dividido. Ndo
se observa estreita relacdo morfoldgica entre Leucocoryne e Nothoscordum, embora
dados citoldgicos indiqguem o contrario. As duas espécies da tribo Gilliesieae, Gilliesiea
graminifolia e Solaria artropurpurea, utilizadas como grupo externo formaram um

clado que foi grupo irmdo da tribo Ipheieae.

Escobar et al. (2010) analisando sequéncias trnL-F, gene rbcL e a regido nuclear
ITS observaram que a tribo Gilliesieae € um grupo monofilético dividida em dois clados

bem suportados. O primeiro clado foi formado por Gilliesia, Gethyum, Solaria e
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Trichlora, sendo caracterizado por uma redugdo no nimero de estames, variagdo no
namero de tépalas (3-6), presenca de estaminddios, alta complexidade nos apéndices
florais e 0 numero cromossémico 2n = 14. O outro clado foi formado por Miersia e
Speea, que correspondem as espécies mais basais da tribo, caracterizadas por possuir
seis estames, seis tépalas e auséncia de estaminddios. Nesse clado, o numero
cromossomico observado foi 2n = 12, embora em algumas populacdes de Miersia
chilense tenha sido observado 2n = 20. As espécies de Schickendantziella e Trichlora
ndo foram incluidas nessas analises e pouco se conhece sobre seus relacionamentos
filogenéticos ou citogenéticos. A baixa divergéncia de sequéncias ITS e plastidiais
indica que a tribo é relativamente recente dentro da familia, com uma alta
especializacdo morfoldgica.

A principal dificuldade na compreensédo das relacfes sistematicas do grupo esta
na dificuldade das delimitagcbes taxondmicas, principalmente na tribo Ipheieae. Essa
dificuldade ¢é causada pela falta de caracteres diagnosticos das plantas, que apresentam
morfologia extremamente simples e polimorfismos intraespecificos, bem como pela
ocorréncia de caracteres morfoldgicos convergentes em grupos nao-relacionados. Um
exemplo disto é a presenca de flores isoladas (plantas unifloras), carater que agrupou
artificialmente algumas espécies de Nothoscordum e Ipheion. A andlise citogenética
revelou que as espécies de Ipheion apresentam numero, morfologia e tamanho
cromossémico completamente distinto do observado nas espécies de Nothoscordum,

indicando que os géneros se tratam de grupos distintos (Crosa 1975b).

2.3.1. Citogenética da familia Alliaceae

Na familia sdo observados numeros cromossémicos que vao de 2n = 8 em

Nothoscordum montevidense até 2n = 64 em A. rotundum. A familia se caracteriza por
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apresentar cromossomos grandes, com até 23 um (Guerra e Felix 2000), com cari6tipo
tipicamente variando de simétrico em Allioideae e Tulbaghioideae a assimétrico em
Gilliesioideae, formado por cromossomos metacéntricos (M), submetacéntricos (SM) e
acrocéntricos (A). A maior parte dos trabalhos citoldgicos esta concentrada no género

Allium, sendo A. cepa (2n = 16) um organismo modelo para a citologia.

O género Allium, o maior da familia Alliaceae com 690 espécies, apresenta
quatro numeros bésicos, x = 6, 7, 8 e 10, sendo o x = 8, predominante do grupo. Os
nimeros cromossémicos descritos para o género variam de 2n = 12 em A. sativum a 2n
= 64 em A. rotundum, ocorrendo variacdo no nimero de ploidia (diploide a octaploide).
Além disso, cromossomos B sdo frequentemente descritos em espécies de Allium

(Johnson e Ozhatay 1996).

A subfamilia Tulbagioideae, formada apenas pelos géneros Tulbaghia e
Prototulbaghia, apresenta exclusivamente espécies diploides com 2n = 12, formados
predominantemente por cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos. Em algumas
poucas espécies tem sido encontrados cromossomos B (Vosa 1975; 2000; 2007). Essas
espécies apresentam uma ampla variabilidade na posicéo das constrigdes secundarias, 0
que permite reconhecer tipos cromossémicos e propor relacdes entre as espécies, sendo
essa a principal evidéncia citotaxondmica desse género (Vosa 2000). Varias dessas
espécies apresentam uma grande quantidade de heterocromatina, distribuida
preferencialmente na regido proximal e/ou distal. Essas bandas heterocromaticas das
espécies de Tulbaghia em geral sdo sensiveis ao frio e coram positivamente com 0s

fluorocromos base-especificos para regides ricas em GC (Vosa 2000).
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2.3.2. Citogenética da subfamilia Gilliesioideae

As espécies da subfamilia Gilliesioideae com numeros cromossdmicos
reportados na literatura sdo apresentados na Tabela 1. Dentro da tribo Ipheieae,
Nothoscordum apresenta dois numeros basicos, x = 4 (4M) e x = 5 (3M+2A). Sao
conhecidas espécies diploides com 2n = 8 ou 2n = 10, tetraploides com 2n = 16, 18, 19
e 20, hexaploides com 2n = 24 e 26 e uma octaploide com 2n = 32 (Crosa et al. 1972).
O género apresenta uma evolucdo claramente relacionada a poliploidia e as
translocacbes Robertsonianas (Jones 1978). Especula-se que o numero basico x = 4 de
Nothoscordum poderia ter originado o x = 8 de Allium (Jones 1978). Crosa (1988)
descreveu um cariétipo basico x = 5 (3M + 2A) para Leucocoryne, similar ao x = 5 de
Nothoscordum, diferindo apenas na morfologia de um dos pares de cromossomos
acrocéntricos. Foram observadas em Leucocoryne espécies diploides com 2n = 10

(6M+4A) e tetraploides com 2n = 18 (14M + 4A).

Em Tristagma foi observado o numero basico x = 4 (3M+1A), com espécies
diploides 2n = 8 (6M+2A) e poliploides, 2n = 4x = 16 (12M + 4A) e 2n = 6x = 24 (18M
+ 6A) (Crosa 1981). Cada uma das trés espécies que formam o género Ipheion apresenta
um cariotipo Unico, sendo 2n = 12 (2SM + 10A) em 1. uniflorum, 2n = 20 (20A) em 1.
recurvifolium e 2n = 14 (14A) em |I. tweedieanum (Crosa 1975b). O género
Zoellnerallium, descrito mais recentemente (Crosa 1975a), € formado por apenas duas
espécies, Z. andinum e Z. serenense, sendo que ambas apresentam 2n = 24 (10M + 4A)

(Crosa 1975; 2004).

Apenas algumas poucas especies da tribo Gilliesieae foram cariotipicamente

analisadas, todas com coloracdo convencional. Goldblatt (1976) reportou o numero
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cromossomico 2n = 20 (2M + 18A) para Miersia chilensis e 2n = 14 (4M + 6A) para
Gethyum artropurpureum. O autor argumentou que a comparagao entre esses cariotipos
demonstrou claramente uma relagdo Robertsoniana, com multiplas fissGes ou fusdes
céntricas. A direcdo das mudangas nesses representantes da tribo Gilliesieae
provavelmente seria por fusdes e redugcdo do nimero cromossémico em Gethyum,

claramente mais especializado do que Miersia.

Com excecdo dos numerosos trabalhos com o género Allium, poucas anélises
citogenéticas detalhadas foram realizadas em Alliaceae, sendo a citogenética da
subfamilia Gilliesioideae ainda menos conhecida. A excecdo dentre as espécies de
Gilliesioideae é o género Nothoscordum, que ja teve algumas espécies analisadas com
diferentes metodologias. Nesse sentido, destacam-se as analises de heterocromatina com
Nothoscordum gracile, evidenciada por bandeamento C (Canelada e Fernandez 1985) e
fluorocromos (Sato et al. 1982; Sato e Yoshioka 1984) e a analise com CMA/DAPI e
localizagdo dos sitios de DNAr 5S e 45S em N. pulchellum e N. arenarium (Guerra e
Felix 2000; Souza et al. 2009). A Unica espécie de Nothoscordum que teve o0 DNA
telomérico (TTAGGG), localizado, N. striatum (2n = 18), apresentou marcagdo
exclusivamente nos terminais cromossomicos (Sykorova et al. 2006). Recentemente
uma dissertacdo de mestrado analisou cariotipicamente as espécies da seccao Inodorum
do género Nothoscordum (Souza et al. 2008). Esse estudo foi concentrado na anélise de
N. gracile, a Unica espécie invasora do género e que apresenta um cariétipo incomum
(2n = 19, 13M + 6A). Para tentar entender a origem do cariotipo dessa espécie foram
analisadas diferentes espécies afins da seccdo Inodorum, empregando a técnica de
coloracdo com fluorocromos (CMA/DAPI) e FISH (DNAr 5S e 45S). As espécies
apresentaram uma baixa quantidade de heterocromatina CMA”, distribuida no brago

curto de todos os acrocéntricos e em uma ou duas bandas intersticiais de alguns destes
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cromossomos. Entre os dipldides, N. nudicaule foi caracterizado pela auséncia de
bandas CMA" intersticiais enquanto N. macrostemon e N. gracile apresentavam bandas
intersticiais em ambos o0s pares de acrocéntricos. Com base nesses padrfes o
heteromorfismo de bandas CMA™ encontrado em N. gracile sugere que essas poderiam
ter se originado por alopoliploidia, possivelmente derivadas do cruzamento de N.
macrostemon e N. nudicaule. Os autores concluiram que translocacGes robertsonianas e
poliploidia, com formacdo de hibridos alopolipl6ides, sdo os principais mecanismos

envolvidos na evolucao cariotipica das espécies da seccdo Inodorum.

Tabela 1 — Numeros cromossdmicos (2n) e formulas cariotipicas de espécies da
subfamilia Gillisioideae (Alliaceae).

Taxon 2n Formula NF  Fonte

cariotipica

Tribo Ipheieae

Ipheion Raf
I. recurvifolium (Wright) Traub 20 4SM + 16A 24 Crosa (1975); Souza et al.
(2010)
I. tweedieanum (Baker) Traub 14 14A 14  Crosa (2002); Souza et al.
(2010)
I. uniflorum (Lindl) Raf 12 2SM + 10A 14 Crosa (1975); Souza et al.
(2010)
Nothoscordum Kunth
N. arenarium Heter 10 6M + 4A 8  Souzaetal. (2009)
N. andicolum Kunth 18 14M + 4A 16  Nufez et al. (1972)
N. bivalve Britton 18 14M + 4A 16  Nufez et al. (1972)
N. bonariense Beauverd 26 22M + 4A 24 Nufez et al. (1972)
N. felipponei Beauverd 10 6M + 4A 8  Crosa (1975) ; Souza et al.
(2010)
N. gaudichaudianum Kunth 16 162 16  Nufiez et al. (1972)
N. gracile (Aiton) Stearn 18 14M + 4A 16  Nufiez et al. (1974)
19 13M + 6A 16  Nufiez et al. (1974)
20 12M + 8A 16  Nufiez et al. (1974)
N. hirtellum (Kunth) Herter 10 6M + 4A 8  Crosa (1975) ; Souza et al.



. izaguirreae Crosa

N. macrostemon Kunth

N. marchesii Crosa

N. montevidense Beauverd

N. nudicaule (Lehm) Guagl

N. nudum Beauverd

N. puchellum Kunh

N. vittatum (Griseb.) Ravenna

Leucocoryne Lindl

L.

alliacea Lindl

L. angustipetala Gay
L. conferta Zoellner

L. coguimbensis F. Phil
L. ixioides Lindl

L.
L
L
L
L

narcissoides Phil

. odorata Lindl

. pauciflora Phil

. purpurea Gay

. violascecens Phil

Tristagma Poepp

T.
T.
T.
T.

berteri Traub
bivalve (Lindl) Traub
nivale Poepp

patagonicum (Baker) Traub

Tristagma sp.

Zoellnerallium Crosa

Z
Z

andinum (Peopp) Crosa

serenense (Ravenna) Crosa

Tribo Gilliesieae Lindl

Gethyum Phil

24
10
18
19
10
16
10
18
19
10
10
10

10
10
10
10
18
18
10
10
10
18

16

24

24
24

24M
6M + 4A
14M + 4A
13M + 6A
6M + 4A

16M
6M + 4A
14M + 4A
13M + 6A
6M + 4A
6M + 4A
6M + 4A

6M + 4A
6M + 4A
6M + 4A
6M + 4A
14M + 4A
14M + 4A
6M + 4A
6M + 4A
6M + 4A
14M + 4A

6M + 2A
6M + 2A
12M + 4A
6M + 2A
18M + 6A

8M + 16A
8M + 16A

24

16
16

16

16
16

coO 00 00

16

14

21

16
16
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(2010)

Crosa (2006)
Crosa (1996)
Crosa (1996)
Crosa (1996)
Crosa (2005)
Nufiez et al. (1972)
Crosa (1996)
Crosa (1996)
Crosa (1996)
Nufiez et al. (1972)
Guerra & Felix (2000)
Crosa (1975)

Crosa (1988)
Crosa (1988)
Crosa (1988)
Arenada et al. (2004)
Crosa (1988)
Arenada et al. (2004)
Crosa (1988)
Crosa (1988)
Crosa (1988)
Crosa (1988)

Crosa (1981)
Crosa (1981)
Crosa (1981)
Crosa (1981)
Crosa (1981)

Crosa (1975)
Crosa (2004)



G. atropurpureum Phil

Gilliesia Lindl

G. graminea Lindl

G. montana Poepp & Endl
Miersia Lindl

M. chilensis Lindl

Solaria Phil

S. miersioides Phil

Speea Loes

S. humilis Loes

14

14

14

12

20

21

14

12

4M + 4SM + 6A

4M + 4SM + 6A

4M + 4SM + 6A

8M + 25M + 2A

2SM + 18A

1SM + 19A

4M + 4SM + 6A

8M + 25M + 2A

11

11

11

11

11

11

11

11
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Goldblatt (1976)

Escobar et al. (em preparacao)

Escobar et al. (em preparacéo)

Escobar et al. (em preparacéo)

Cave e Bradley (1943)

Cave e Bradley (1943)

Escobar et al. (em preparacéo)

Escobar et al. (em preparacéo)
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Abstract Ipheion Rafinesque is a small genus formed by I. uniflorum (2n = 12, 2SM +
10A), I. tweedieanum (2n = 14A), and I. recurvifolium (2n = 20, 4SM + 16A). Three
species of Nothoscordum, N. felipponei, N. hirtellum, and N. vittatum (2n = 10, 6M +
4A), were also later transferred to Ipheion based on the common presence of unifloral
inflorescence. Karyotype analysis of the five former species was performed in this
work, aiming to evaluate the circumscription of the genus. This analysis was based on
chromosome size and morphology, asymmetry index, staining with chromomycin A
(CMA) and 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), and in situ hybridization with 5S
and 45S rDNA probes. Tetraploid populations of I. uniflorum, probably autopolyploids
of recent origin, with karyotype similar to the diploids, are described herein for the first
time. Grouping analyses of the several sets of characters analyzed show the former three
Ipheion species clearly separated from the Nothoscordum ones, which were more
proximally related to other Nothoscordum species. Chromosome size, asymmetry
indices, and number and position of 5S and 45S rDNA sites were the most important

karyotype characters to define the genus Ipheion. These data indicate that the unifloral
species of Nothoscordum belong to Nothoscordum and not to Ipheion, and the

“‘unifloral inflorescence’’ should be a homoplasy common to both genera.

Keywords Chromosomes * rDNA sites « CMA" bands « Ipheion » Nothoscordum e
Tribe Ipheieae
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Introduction

Ipheion Rafinesque is a small genus of the tribe Ipheieae (Gilliesioideae-Alliaceae)
whose distribution is restricted to Argentina, Uruguay, and southern Brazil (Crosa and
Marchesi 2002). The tribe Ipheieae also includes the genera Leucocoryne Lindl.,
Nothoscordum Kunth, Tristagma Poeppig (Fay and Chase 1996), and Zoellnerallium
Crosa, with which Ipheion has a close relationship and shares many morphological
characteristics (Guaglianone 1972; Crosa 1975; Crosa and Marchesi 2002). However,
the circumscription of Ipheion is controversial.

The species traditionally included in Ipheion [I. uniflorum (Raf.) Traub., I.
tweedieanum (Griseb.) Traub., and I. recurvifolium (Wright) Traub.], as well as some
others from Nothoscordum, have unifloral inflorescences (Guaglianone 1972). Based on
the similarities in the form of the scapes and the unifloral inflorescences, Guaglianone
(1972) transferred N. hirtellum (Kunth) Traub and N. vittatum (Griseb.) Ravenna to
Ipheion, creating the section Hirtellum Guagl., and included a new unifloral species, I.
dialystemon Guagl., later considered a synonym for Nothoscordum felipponei Beauverd
(Crosa 1975). However, karyological (chromosome number and morphology) and
morphological (histology of the testa and morphology of the flowers, bracts, and seeds)
data strongly indicated that the species of the section Hirtellum should return to
Nothoscordum, as the character ‘unifloral inflorescence’” seems to represent a
homoplasy common to both genera (Crosa 1975). Fay et al. (2006), based on the plastid
sequences intron trnL, intron rpsl6, intergenic spacer trnL-F and rbcL, as well as the
internal transcribed spacer (ITS) of the nuclear ribosomal DNA, proposed that Ipheion
is paraphyletic, with I. uniflorum and I. sessile (Phil.) Traub (=I. recurvifolium) being a
sister group of Tristagma, while I. dialystemon and I. hirtellum (Guaglianone 1972)

were included into the Nothoscordum clade.
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Karyologically, the unifloral species of Nothoscordum are distinct from those of
Ipheion. All unifloral species of Nothoscordum have karyotype 2n = 10 (6M + 4A),
with the exception of N. izaguirreae, with 2n = 24 (24M) (Crosa 1975, 2006), and all of
them have large chromosomes (up to 20 um). In contrast, the karyotypes observed in
the species of Ipheion are formed by smaller chromosomes (up to 8.5 um) which are
predominantly acrocentric (Crosa 1975). The chromosome numbers and karyotype
formulae previously described for species of Ipheion are: 2n = 12 (2SM + 10A) for 1.
uniflorum, 2n = 20 (4SM + 16A) for 1. recurvifolium, and 2n = 14 (14A) for I.
tweedieanum (Crosa 1975; Crosa and Marchesi 2002;Meric and Dane 2005).

Phylogenetic analyses of closely related genera of the tribe Ipheieae, based on
ITS and rbcL gene sequences, suggest that Tristagma is the sister group of Ipheion (Fay
and Chase 1996). Actually, the genus Tristagma shares with the species Ipheion
uniflorum and 1. tweedieanum the same fundamental number (number of major
chromosome arms in a diploid cell), FN = 14 or exact multiples of 14, but there are
significant differences in their karyotype formulae, and chromosome numbers and sizes
between the karyotypes of the two genera (Crosa 1975, 1981; Crosa and Marchesi
2002).

In the present study, detailed karyotype analysis was performed on five of the
six species of the genus Ipheion, as recognized by Guaglianone (1972), aiming to
evaluate the circumscription of the genus. The analysis was based on chromosome size
and morphology, heterochromatin patterns revealed by the fluorochromes chromomycin
A; (CMA) and 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), and distribution of 5S and 45S
rDNA sites detected by fluorescent in situ hybridization (FISH). The results were

compared with the available data for other Nothoscordum species.
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Materials and methods

Plant material

Samples of Ipheion uniflorum, I. tweedieanum, and I. recurvifolium and two species
included by Guaglianone (1972) into Ipheion, I. dialystemon and 1. hirtellum, were
analyzed. The two latter species will be here treated as N. felipponei and N. hirtellum,
respectively. The collection sites and the number of individuals examined are presented
in Table 1. The vouchers were deposited in the herbarium of the Facultad de

Agronomia, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay (MUFA).

Chromosome banding

Root tips obtained from bulbs were pretreated with 0.05% colchicine during 24 h
at 12 °C, fixed in ethanol:acetic acid (3:1, v/v) for 2-24 h at room temperature, and
stored at —20 °C. Afterwards, fixed root tips were washed in distilled water and digested
in a 2% (w/v) celullase (Onozuka)-20% (v/v) pectinase (Sigma) solution at 37 °C for 90
min. The meristem was macerated in a drop of 45% acetic acid, and the coverslip
removed in
liquid nitrogen.

The C-banding technique was based on Schwarzacher et al. (1980). After 2 days
aging, the preparations were hydrolyzed in 45% acetic acid for 10 min at 60 °C,
denatured in a saturated solution of barium hydroxide for 10 min at room temperature,
renatured in 2xSSC for 80 min at 60 °C, and stained with 2% Giemsa for 30 s. For
CMA/DAPI double staining, the slides were aged for 3 days, stained with 10 ul 0.1
mg/ml CMA for 30 min, and restained with 10 pl 2 ug/ml DAPI for 60 min (Barros e
Silva and Guerra 2010). The slides were mounted in glycerol:Mcllvaine buffer pH 7.0

(1:1) and aged for 3 days before analysis using an epifluorescence Leica DMLB
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microscope. Images were captured using a Cohu charge coupled device (CCD) video
camera using Leica QFISH software and later edited using Adobe Photoshop CS3

version 10.0.

Fluorescent in situ hybridization (FISH)

To localize the rDNA sites, a 500-bp 5S rDNA clone (D2) of Lotus japonicus,
labeled with Cy3-dUTP (Amersham), and a 6.5-kb 18S-5.8S-25S clone (R2) of
Arabidopsis thaliana, labeled with digoxigenin-11-dUTP, were used as probes (Pedrosa
et al. 2002). Both labelings were done by nick translation. The 45S rDNA probe was
detected with sheep anti-digoxigenin fluorescein isothiocyanate (FITC) conjugate
(Roche) and amplified with rabbit anti-sheep FITC conjugate (Dako). FISH was
performed as described by Pedrosa et al. (2002) with small modifications. The
hybridization mix contained formamide 50% (v/v), dextran sulfate 10% (w/v), 29 SSC,
and 5 ng/ll of each probe. The slides were denaturated at 75 °C for 3 min, and the final
stringency of hybridization was ca. 76%. Images of the best cells were captured as

described before.

Chromosome measures and cluster analysis

For each species, 5-7 metaphases with clear chromosome morphology were
measured using software Adobe Photoshop CS3 version 10.0. Chromosome arm ratio
(AR = length of the long arm/length of the short arm) was used to classify chromosomes
as metacentric (AR = 1-1.4), submetacentric (AR = 1.5-2.9), or acrocentric (AR > 3.0),
according to Guerra (1986). Mean lengths of the whole chromosome complement,
shortest and longest chromosome of the complement, and chromosome pairs bearing

CMA bands and rDNA sites were compared. The karyotype symmetry was calculated
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according to the formula proposed by Romero Zarco (1986), to estimate the
intrachromosomal asymmetry [A; = 1 — (Zb/B)/n; b = average length for short arms in
every chromosome pair, B = average length for long arms in every chromosome pair, n
= chromosome number] and the interchromosomal asymmetry (A, = S/X; S = standard
deviation, X = mean chromosome length).

A phenetic analysis was performed based on the following characters: (a)
chromosome number, (b) fundamental number, (c) karyotype asymmetry indices A; and
A,, (d) average chromosome size, (e) percentage of acrocentric chromosomes in the
karyotype, (f) number of 5S rDNA sites in the proximal, interstitial, and terminal
position, (g) number of 45S rDNA sites on metacentric chromosomes, (h) number of
45S rDNA sites on the short arms of acrocentric chromosomes, and (i) number and
position of CMA™ bands (except the bands colocalized with 45S rDNA sites). Allium
cepa was used to compare the grouping of Ipheion and Nothoscordum species in
relation to another species of the family that has already been investigated for the same
set of cytological parameters. Karyotype parameters of Allium cepa were based on Do et
al. (2001) for the cultivar ‘‘Cheonjudaego.”” CMA banding for A. cepa was based on
Kim et al. (2002) and on our own results using a commercial onion (unpublished
results). For N. arenarium and N. pulchellum, the data were based on Souza et al.
(2009) and Guerra and Felix (2000), respectively. The data were analyzed using Multi-
Variate Statistical Package-MVSP version 3.13p (http://www.kovcomp.com/).

Clustering was performed using the unweighted pair-group method (UPGMA).
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Results

The three Ipheion species displayed karyotypes formed by submetacentric and
acrocentric chromosomes, whose sizes varied from 5.5 to 12.1 um. The chromosome
numbers were identical to those previously reported: 2n = 12 for I. uniflorum, 2n = 14
for 1. tweedieanum, and 2n = 20 for I. recurvifolium. However, most populations of I.
uniflorum analyzed were tetraploid with 2n = 24, whereas all other samples previously
counted were diploid. C-banding analysis of I. uniflorum revealed heterochromatin on
the short arms of all acrocentric chromosomes, and on the proximal region of the
submetacentric pair (Fig. 1a). Double staining with CMA and DAPI fluorochromes
reveled CMA" bands in the same position as the C-banding technique (Fig. 1b).
Because CMA/DAPI staining produces results very similar to C-banding and has the
advantage of being a more simple and rapid technique, for the remaining species only
this technique was performed.

The diploid sample of I. uniflorum (2n = 12, 2SM + 10A) had chromosome sizes
varying from 7.1 to 10.0 um and a haploid chromosome complement length of 52.5 Im.
The arm ratio (AR) for the submetacentric pair was 1.5, whereas for the acrocentric
pairs it varied from 6.2 to 8.5. The 45S rDNA sites were colocalized with the CMA*
bands of the short arms of the acrocentric chromosomes, while the 5S rDNA sites were
located in the interstitial region of a pair of acrocentric chromosomes (Fig. 1c). The
tetraploid samples of I. uniflorum had 2n = 24 (4SM + 20A) and an exact duplication of
the number of CMA™ bands and rDNA sites in relation to the diploid form (Fig. 1d).
The length of the haploid chromosome complement was 97.7 um, which was only
slightly smaller than that expected based on the diploid cytotype. Arm ratios and

chromosome sizes were also only slightly different from those of the diploid cytotype
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(Fig. 3a, b). After FISH, the proximal bands of the submetacentric chromosomes of both
cytotypes were observed as DAPI™ bands (Fig. 1d).

Ipheion tweedieanum had 2n = 14 (14A), with similarly sized short arms of the
acrocentric chromosomes (ca. 1 um), and gradual size variation in the long arms (4.5—
9.4 um). The total chromosome complement length was 59.6 pm. CMA" bands were
observed on the short arms of all acrocentric chromosomes and were always co-
localized with 45S rDNA sites (Fig. 1f, g). During interphase, all the CMA™ bands of
the acrocentric chromosomes were associated with the nucleolus (Fig. 1e), suggesting
that they were active nucleolar organizing regions (NORs). At prophase, the CMA
bands were often oriented towards a single large area, corresponding to the nucleolus
(Fig. 1e). Sometimes, fine secondary constrictions were observed at the end of these
bands. The only 5S rDNA site observed was localized in the interstitial region of the
long arm of the smallest chromosome pair (Figs. 1g, 3c).

Ipheion recurviflorum had 2n = 20 (4SM + 16A), with FN = 24 (considering
only chromosome arms clearly larger than the short arms containing rDNA sites), and a
chromosome complement length of 89.5 um, with chromosome sizes varying from 5.8
to 12.1 um. Two chromosome pairs were conspicuously smaller than the others, one
being submetacentric (pair 1X) and the other acrocentric (pair X) (Fig. 3d). CMA™ bands
were observed only on the short arms of the acrocentric pairs 1V and V (Fig. 1h), being
colocalized with 45S rDNA sites. The 5S rDNA sites were localized on the proximal
regions of two acrocentric pairs (Fig. 1i).

Nothoscordum felipponei and N. hirtellum showed 2n = 10 (6M + 4A), haploid
chromosome length of 60.7 and 71.2 um, respectively, and individual chromosome
sizes varying between 9.2 and 15.3 um and between 9.9 and 17.4 um, respectively. The

heterochromatin was CMA*/DAPI™ and co-localized with 45S rDNA sites, although
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some CMA" bands were very small and not always visible (Fig. 2a-b). Small 45S
rDNA sites were found on the telomeric region of most arms of the metacentric
chromosomes, mainly in N. hirtellum.

Nothoscordum felipponei had 45S rDNA sites on the long arms of two pairs of
metacentric chromosomes (pairs | and Il) and on the chromosome termini of two
acrocentric pairs (Fig. 2b). The 5S rDNA sites were located in the proximal and
terminal region of the short arm of pair I, and in the proximal region of both the short
and the long arms of pair 111 (Fig. 2b). Nothoscordum hirtellum had 45S rDNA sites on
the terminal regions of the long and short arms of pairs | and Il, on the terminal region
of the short arm of pair Ill, and probably on the short arms of the two pairs of
acrocentric chromosomes (pairs IV and V). On the other hand, 5S rDNA sites were
located only in the proximal region of pair Il (Figs. 2c, 3e, f).

Cluster analysis using the indicated karyotype features as variables separated the
Ipheion and Nothoscordum species into two groups (Fig. 4), whereas A. cepa was
separated to another cluster. Nothoscordum hirtellum and N. felipponei were grouped
together with the other two species of Nothoscordum for which similar karyotype
parameters are known (Guerra and Felix 2000; Souza et al. 2009). Within the clade of
Ipheion species, I. uniflorum 2x and 4x showed reduced percentage similarity because
the haploid chromosome number and the fundamental number were used to calculate

the distance between these samples.
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Discussion

The karyotype formulae, chromosome numbers, and chromosome sizes of the species of
Ipheion and Nothoscordum examined here were similar to those described earlier (Crosa
1975; Crosa and Marchesi 2002; Meric and Dane 2005), while the analysis of
heterochromatic bands, asymmetry index, and rDNA sites furnished new information
about the karyotypes of these species. The tetraploid samples of I. uniflorum, with 2n =
24, described here for the first time, showed an almost exact duplication of chromosome
morphology, CMA" bands, and rDNA sites, in relation to the diploid cytotype, probably
representing an autopolyploidy of recent origin. Recent autopolyploids frequently
conserve most karyotype features, such as the chromosome morphology,
heterochromatic bands, DNA amount, and number and position of rDNA sites, while
older polyploids tend to lose some of these sequences and become less similar to their
diploid relatives (Weiss and Maluszynska 2000; Bennett and Leitch 2005; Kovarik et al.
2008).

The distribution of the 45S rDNA sites, restricted to the short arms of the
acrocentric chromosomes, is a common characteristic of the three species traditionally
included in Ipheion. The two other species analyzed here, N. felipponei and N.
hirtellum, had 45S rDNA sites on most chromosome termini of the acrocentrics and on
terminal region of some metacentric chromosomes. The meaning of the diffusion of 45S
rRNA genes throughout all or almost all acrocentric chromosomes, observed in 1.
uniflorum and 1. tweedieanum, is unknown, but it has also been found in some other
genera with similar karyotype, as for example, Zamia and Alstroemeria (Tagashira and
Kondo 2001; Baeza et al. 2007). In another species of the tribe Ipheieae, Zoellnerallium
andinum (2n = 24, 8M + 16A), the short arms of all acrocentric chromosomes reacted

positively with silver nitrate and hybridized with the 45S rDNA probe (unpublished
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data). The localization of nucleolar organizer regions (NORSs) on the short arms of the
acrocentric chromosomes, identified either by silver nitrate impregnation or by FISH
with 45S rDNA probe, was also observed in the three other species of Nothoscordum
analyzed previously (Sato et al. 1979; Guerra and Felix 2000; Souza et al. 2009).

Within the genus Ipheion there is great karyotypic similarity between I.
uniflorum and 1. tweedieanum, as they share the same fundamental number (FN = 14),
similar chromosome morphology, and high number of 45S rDNA sites. The haploid
karyotype formulae of I. uniflorum (1SM + 5A) and I. tweedieanum (7A) suggest that
the submetacentric chromosome of 1. uniflorum corresponds to two acrocentric
chromosomes of I. tweedieanum. Therefore, Robertsonian translocation may have
played an important role in the karyotype evolution of Ipheion, as has been suggested
for Nothoscordum (Crosa 1972; Jones 1998; Guerra 2008).

Among the three Ipheion species, I. recurvifolium, is the only one that does not
show a clear relationship with the fundamental number, diploid numbers, or karyotype
formulae observed in the others. Its relatively high chromosome number and duplicate
number of 5S rDNA sites suggest that it is tetraploid (Crosa 1975; Crosa 2004). In this
case, different types of chromosomal rearrangements should have contributed to
modifying the karyotype of this species after the polyploidization event, as observed in
other polyploid genera (see, e.g., Dierschke et al. 2009). Nevertheless, the three species
of Ipheion share several karyotype similarities in the chromosome size, high percentage
of acrocentric chromosomes, 45S rDNA sites restricted to the short arms of
acrocentrics, and absence of duplicated sites of 5S rDNA. Multiple sites of 5S rDNA
were also observed in N. felipponei, Allium cepa, and several other species of Allium

(Lee et al. 1999). Besides, they also share other morphological characteristics such as
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the spathe formed by single bracts, and the complex structure of its flower and of the
testa (Crosa 1975).

Differently from lIpheion, the phylogenetically related genera Nothoscordum,
Leucocoryne, and Tristagma have chromosomes that are predominantly metacentric and
larger (Crosa 1972, 1981, 1988), and a fundamental number of FN = 16 for the diploid
species of the former two genera and FN = 14 for the diploid species of the latter. The
closely related genus Zoellnerallium, with only two species known (Crosa 2004), has a
karyotype more similar to Ipheion, with predominance of relatively small acrocentric
chromosomes (2n = 24; 8M + 16A). However, Zoellnerallium species have the same
fundamental number (FN = 32) found in tetraploid species of Nothoscordum and
Leucocoryne (Crosa 1972, 1988). Assuming that increasing number of acrocentric
chromosomes is a derived characteristic (Schubert 2007), the evolution of Ipheion may
have been accompanied by successive centric fissions followed by formation of rDNA
sites on the short arms of the acrocentric chromosomes. Hall and Parker (1995) found
that, in Hypochaeris radicata, the formation of acrocentric chromosomes with 45S
rDNA sites on the short arms was associated with centric fission. A similar mechanism
may have been involved in the origin of I. uniflorum and I. tweedieanum karyotypes.

Nothoscordum felipponei and N. hirtellum, included into Ipheion by
Guaglianone (1972), were karyotypically very distinct from the other three Ipheion
species. On the other hand, these two species were quite similar to the species with x =5
of Nothoscordum section Nothoscordum, both in chromosome number, size, and
morphology, as in their patterns of CMA™ bands and 5S and 45S rDNA distribution
(unpublished data). Additionally, uniflorum and plurifloral species of Nothoscordum
share the presence of spathes with two bracts, tepals free at their base, stamen filaments

adnate to perigonium basis, black and smooth seeds, and undifferentiated parenchymatic
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tissue in the testa (Crosa 1975). Phenetic distance analysis showed that the karyotypes
of Ipheion and Nothoscordum species investigated here can be grouped into two main
clusters, separating the three Ipheion species from the Nothoscordum ones and also
from the outgroup (Allium cepa). The main karyotype parameters that circumscribe the
genus Ipheion are the asymmetry indices A; and A, and the number of 45S rDNA sites
on short arms of acrocentric chromosomes. Therefore, the unifloral species of

Nothoscordum should be excluded from Ipheion, which is a monophyletic group.
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Fig. 1 Distribution of heterochromatin and 5S (red) and 45S (green) rDNA sites in the
chromosome complement of Ipheion species. a—c I. uniflorum 2x showing C-bands (a),
CMA" bands (b) and rDNA sites (c). d I. uniflorum 4x showing rDNA sites. e-g, I.
tweedieanum interphase and prophase nuclei stained with CMA/DAPI (e), and

metaphase displaying CMA™ bands (f) and rDNA sites (g). h—i I. recurvifolium with
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CMA" bands (h) and rDNA sites (i). Inserts in b show the submetacentric pair with a
proximal CMA" band, in ¢ show details of some small rDNA sites, at both higher
magnification and contrast, and in d it shows a single chromosome of the same
metaphase that was separated from the others. Arrowheads point to the smaller CMA*
bands colocalized with 45S rDNA sites. Arrows in a, b, and d point to the proximal

heterochromatin of the submetacentric pair. Bar in i represents 10 um.

Fig. 2 Distribution of CMA™ bands and rDNA sites in the chromosome complements of

Nothoscordum felipponei (a, b), and rDNA sites in N. hirtellum (c). a CMA/DAPI-
stained metaphase showing CMA" band. b, ¢ In situ hybridization with 5S (red) and 45S
(green) rDNA probes. Inserts in b and ¢ show some rDNA sites at higher magnification
and contrast. Arrowheads point to the smaller CMA™ bands/45S rDNA sites. Bar in ¢

represents 10 um.
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Table 1 Samples analyzed of Ipheion and Nothoscordum species with voucher number, provenance, number of individuals analyzed, diploid
number (2n), karyotype formula, fundamental number (FN), chromosome size range, average chromosome size, haploid complement size,
asymmetry index (A; and A,), and number of rDNA sites

Number of Karyotype Chromosome Average Haploid rDNA sites
Species Voucher  Provenance 2n FN size range chromosome  complement A, A
individuals formula (um) size (um) size (um) 5S  45S
Ipheion MVFA  Paso Roldan, 4 20 4SM + 16A 24 5.8-12.1 4.48 89.5 0.76 0.21 4 4
recurvifolium Depto. Florida,
33781 Uruguay
(Wright) Traub.
I. tweedieanum MVFA  Ruta 24, km. 45.5, 2 14 14A 14 5.5-10.2 4.26 59.6 0.86 0.18 2 14
(Baker) Depto. Rio Negro,
21953
Traub. Uruguay
I. uniflorum MVFA  Ruta 26, km. 191, 6 12 2SM+10A 14 7.1-10.0 4.38 52.5 078 011 2 10
(Lindl.) Raf. Depto.
33773 Tacuarembo,
Uruguay
MVFA  Abra de Perdomo, 1 24  ASM +20A 28 6.3-9.3 4.07 97.7 0.76 0.07 4 20
Depto. Maldonado,
33774
Uruguay
MVFA  Laguna del Sauce, 5 24 4SM +20A 28 - - - - - 4 20
Depto. Maldonado,
33775

Uruguay



Nothoscordum
felipponei

Beauverd

N. hirtellum
(Kunth) Herter

MVFA

33776

MVFA

33777

MVFA

33778

MVFA

33779

MVFA

33780

MVFA

33782

Fuerte San Miguel,
Depto. Rocha,

Uruguay

Minas, Depto.
Lavalleja, Uruguay

Cerro Verdu,
Depto. Lavalleja,

Uruguay

Ruta 6, km. 152,
Depto. Florida,

Uruguay

Minas, Depto.
Lavalleja, Uruguay
Sierra de las
Animas, Depto.

Maldonado,
Uruguay

24

10

10

10

10

10

4SM + 20A

6M + 4A

6M + 4A

6M + 4A

6M + 4A

6M + 4A

28

16

16

16

16

16

9.2-15.3

9.9-17.4

12.14

14.24

60.7

71.2

043 0.18

0.45 021

98

20

14
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Abstract

o Background and Aims Nothoscordum gracile is an apomitic tetraploid widely
distributed throughout the Americas. It has been suggested to form a species complex
with sexual and apomictic N. nudicaule and N. macrostemon. In this work, the origin of
N. gracile and its relationships with its related species was investigated based on
cytological and molecular data.

o Methods Cytogenetic analyses were based on meiotic behavior, chromomycin
Az (CMA) bands, localization of 5S and 45S rDNA sites, and genomic in situ
hybridization. Nuclear ITS and plastidial trnL-trnF sequences were also obtained for
most individuals.

o Key Results Proximal CMA bands were observed in the long arms of all
acrocentrics of 2x and 4x N. macrostemon but not in diploid and some tetraploid
cytotypes of N. nudicaule, while N. gracile showed a variable number of these bands.
The trnL-trnF cpDNA showed variation with a trend to geographical structuring
irrespective of morphospecies and was fully congruent with karyotype variation. All
other analyses did not differentiate the three species.

o Conclusion Diploids of N. nudicaule and N. macrostemon appeared as consistent
recently diverged species, whereas tetraploid apomicts seem to have been originated
from multiple independent hybridization events between them, part of which are

morphologically recognizable as N. gracile.

Key words: Nothoscordum, CMA bands, rDNA sites, haplotype network, geographical

parthenogenesis
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Introduction

The genus Nothoscordum Kunth (Gilliesioideae, Alliaceae) is native to South America and
comprises more than twenty described species (Guaglianone, 1972; Crosa, 1996).
Nothoscordum gracile (Ailton) Stearn, also referred to as N. inodorum (Solander ex-Ailton) or
N. fragrans (Ventenant) Kunth (Stearn, 1986), is the only Nothoscordum species which is
widely distributed throughout the Americas and naturalized in many temperate regions of other
continents. It belongs to the section Inodorum Guag. and it is closely related morphologically
and cytologically to N. nudicaule (Lehm) Guag. and N. macrostemon Kunth (Guaglianone,
1972; Nufiez et al., 1974), which had previously been classified as varieties of N. gracile
(Guaglianone, 1972). Nufiez et al. (1974), based mainly in mitotic and meiotic chromosome
analyses concluded that these three species constitute a closely related group forming the

Inodorum complex.

Taxonomical decisions in apomictic complexes may particularly affect the outcome of
evolutionary and phylogenetic studies. The level of intraspecific variability is dependent on the
circumscription of the entity under study which in extreme cases may constitute a monoclonal
apomictic microspecies (Gornall, 1999). The generally distribution of some asexual taxa relative
to their sexual relatives is referred to as geographic parthenogenesis (Vandel, 1928). The
success of widely distributed clones is attributed to their ability to colonize new environments
where homogenous abiotic conditions limit the spread of sexuals, efficiently establish new
populations from a single propagule, or the indefinite propagation of a particular genotype that
is able to adapt to a wide range of environmental conditions which is maintained due to the
absence of recombination (reviewed in Bierzychudek, 1985; Verduijn et al., 2004). Range
expansions are also attributed to the effect of polyploidy irrespective of breeding systems
(Lowry & Lester, 2006). In polyploid/agamic complexes, the effects of asexual reproduction,
hybridity and polyploidy on range expansion are confounded given that it is frequently the
polyploid components which in turn are of hybrid origin that reproduce by apomixis

(Bierzychudek, 1985; Horandl, 2006).
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The chromosomes of Nothoscordum as well as those of other Alliaceae are easily
amenable to detailed cytogenetic analysis and may provide a wealth of information in
evolutionary studies. All representatives of the section Inodorum have large metacentric (M) or
acrocentric (A) chromosomes, some more than 20 [Im long (Nufiez et al., 1974). The basic
number of the section is x =5 (3M + 2A) and the number of chromosome arms, or fundamental
number (FN), is always eight or a multiple of eight. Diploids have 2n = 10 (6M + 4A) and FN =
16, and tetraploids display 2n = 19 (13M + 6A) or rarely 2n = 18 (14M + 4A), both with FN =
32 (Crosa, 1972, 1996). Dyer (1967) and Nufiez et al. (1974) observed seedlings with 2n = 20
obtained from seeds of individuals of N. gracile with 2n = 19, suggesting that the perfectly
doubled karyotype is occasionally formed. This variation in chromosome numbers among
tetraploids (2n = 18, 19 and 20) seems to be due to centric fission/fusion events, which

frequently occur in the genus Nothoscordum (Crosa, 1996; Jones, 1998; Souza et al., 2009).

The finding of diploid cytotypes in N. macrostemon and N. nudicaule provided some
insight into the evolutionary history of the complex Inodorum. Meiotic, morphological and
reproductive biology studies have confirmed that both diploid taxa are allogamous and self-
incompatibles (Crosa, 1972, 1996). They are easily distinguishable from one another due to
their morphological and phenological differences. Both display a more restricted geographical
distribution than their respective tetraploid cytotypes, having N. nudicaule 2x a relictual
distribution along the river banks of Eastern Uruguay. On the other hand, tetraploids of N.
macrostemon and N. nudicaule are facultatively apomictic and autogamous and more
widespread, being the former the dominant species in the south of Uruguay, colonizing roadside

lands and cultivated areas (Crosa, 1996).

Nothoscordum gracile is invasive species found exclusively in disturbed habitats. It is a
strictly tetraploid, facultative apomictic, which shows great variability in the shapes of its
ovaries, staminate filaments and tepals (Guaglianone, 1972). Some of these variant forms are

intermediate between N. nudicaule and N. macrostemon, which led Ravenna (1978) to propose a
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hybrid origin for this species. The fourth named species included in section Inodorum, N.

arenarium Herter, is strictly diploid (Crosa, 1972; Souza et al., 2009).

Cytologically, N. gracile is the most studied species of the genus, although the origin of
the number 2n = 19 is still controversial. Nufiez et al. (1974) suggested that 2n = 19 arose from
the union of a non-reduced gamete of a species with 2n = 10 with a reduced gamete of a species
with 2n = 18. Alternatively, 2n = 19 could have arisen from the fusion of two acrocentric
chromosomes of a normal tetraploid with 2n = 20 (12M + 8A) (Crosa, 1996). Nufiez et al.
(1974) and Jones (1998) suggested that N. gracile could be an allotetraploid involving the two
basic numbers of the genus, x =4 (4M) and x =5 (3M + 2A), with three sets of n = 5 and one of
n = 4. Whatever its origin, the maintenance of this singular chromosome number is ensured by
adventitious nucellar embryony and bulb offsets, as well as by sexual reproduction (Dyer,

1967).

Karyotypic analyses of N. gracile using chromosome C-banding techniques have shown
small bands on the short arms of the six acrocentric chromosomes and in the proximal regions
of the long arms of five of them, one of the proximal bands being duplicated. This same
heterozygotic banding pattern was observed in plants from Japan (Kurita & Kuroki, 1963; Sato
et al., 1979) and from Argentina (Canelada & Fernandez, 1985), suggesting the occurrence of a
single widespread apomictic clone. The heterochromatin on the short arms of acrocentric
chromosomes is associated with NORs, as first reported in N. gracile by Levan & Emsweller
(1938) and later confirmed by a number of other authors (see also Kurita & Kuroki, 1963; Sato
et al., 1982; Canelada & Fernandez, 1985). The presence of 45S rDNA sequences on these short
arms was first demonstrated by Crosa (1996) in N. nudicaule using fluorescent in situ
hybridization (FISH). 45S rDNA sites were also observed on the short arms of the acrocentric
chromosomes of N. arenarium, N. hirtellum (Kunth) Herter, N. felipponei Beauverd, and N.

pulchellum Kunth (Guerra & Felix, 2000; Souza et al., 2009; Souza et al., 2010).
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C-banding in chromosomes of N. arenarium and N. pulchellum revealed exactly the
same banding pattern observed after double staining with the fluorochromes chromomycin A3
(CMA) and 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Guerra & Felix, 2000; Souza et al., 2009).
The heterochromatic bands, including the 45S rDNA sites, were always positively stained with
CMA and negatively stained with DAPI (CMA bands). As the CMA/DAPI technique is simpler
than C-banding, does not alter the chromatin structure, and the best slides can be reutilized for
FISH analyses, it became the most suitable method for sequential banding and FISH analyses in

these species.

The relationships between N. gracile and the other species of the Inodorum complex
may be further investigated by the comparison of DNA sequences. Analyses of the ITS
(Intergenic Transcribed Spacer) nuclear region of the 45S rDNA of Allium species revealed
divergences among species greater than those detected with other DNA sequences, suggesting
that this region could be adequate for the evolutionary studies of other members in the family
Alliaceae (Friesen et al., 2006; Nguyen et al., 2008; Li et al., 2010). Sequences of plastid DNA
(cpDNA) are also important in phylogenetic analyses as they show uniparental inheritance. As a
consequence, taxa of different ploidy levels can be included in the analyses irrespectively of the
auto- or allopolyploid nature of the species involved, and their phylogenies can be directly
inferred by conventional methods (Rua et al., 2010). The combined use of nuclear ITS and
plastid sequences has allowed to analyze the relationships among some of the representatives of

Gilliesioideae (Fay et al., 2006).

The present work investigated the origin of N. gracile and its relationships with
N. macrostemon and N. nudicaule based on cytological data including chromosome
number variability, meiotic behavior, CMA bands, 5S and 45S rDNA sites, and
genomic in situ hybridization (GISH). Additionally, evolutionary relationships between
species and cytotypes were compared using ITS and trnL-trnF sequences and the N.

gracile intraespecific varibility was investigated searching for clonal diversification.



105

Materials and Methods

Plant material

Eighty five plants of Nothoscordum gracile, N. macrostemon and N. nudicaule collected from
natural populations were analyzed. A sample of N. arenarium was also used for comparison in
the sequence analysis. The collection sites and numbers of all examined individuals are shown
in Table 1. Vouchers were deposited in the Bernardo Rosengurtt Herbarium at the Facultad de
Agronomia, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay (MVFA). Plants of Ipheion
recurvifolium (C.H.Wright) Traub with 2n = 20 (Souza et al., 2010), collected in Paso Roldan,

Florida, Uruguay, were used as controls in GISH and slot blot experiments.

Diagnostic characters to identify species followed Guaglianone (1972). The principal
traits defined by this author to separate these three species were as follows: N. gracile and N.
macrostemon show turbinate-evident perianth; stamens upright and closely spaced, sometimes
forming a cylinder around the gynoecium during anthesis, and staminate filaments curved at
their apices. Nothoscordum gracile differs from N. macrostemon by the former having an
ellipsoidal to obovate sessile ovary, while the latter has an oblong and stipulate ovary. On the
other hand, N. nudicaule has a cupuliform-subrotate perianth and lanceolate-subulate staminate
filaments joined at their bases. In general, the flowers of N. macrostemon are nocturnal and
those of N. nudicaule are diurnal, while those of N. gracile are morphologically and

phenologically intermediate between these two types.

Meiotic analyses, pollen grain mitosis and pollen grain germination

For meiotic analysis, young inflorescences from N. gracile, N. macrostemon and N. nudicaule

were directly fixed in ethanol:acetic acid (3:1; v/v) for 2 to 24 h at room temperature and stored
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at —20 °C. Prior to slide preparation, young flower buds were washed in distilled water, anthers
were squashed in a drop of 45% acetic acid, coverslip was removed after freezing in liquid
nitrogen, and the chromosomes were stained with CMA/DAPI as indicated below. For polen
grain mitosis fixed anthers were directly squashed in 2% acetocarmine. For pollen tube
germination, anthers of opened flowers were gently squeezed in a drop of 15% sucrose solution

and maintained during 12-24 hours in a wet chamber.

CMAJ/DAPI banding and FISH

Root tips obtained from bulbs were pretreated with 0.05% colchicine for 24 h at 10 °C and fixed
and stored as describe before. CMA/DAPI banding and FISH procedures were performed
according to Souza et al. (2009). Fixed root tips were washed in distilled water and digested in a
2% (w/v) celullase (Onozuka)-20% (v/v) pectinase (Sigma) solution, at 37 °C, for 90 min.
Meristem was macerated in a drop of 45% acetic acid and the coverslip was later removed in

liquid nitrogen.

The CMA/DAPI double staining technique was used for fluorochrome banding. Slides
were aged for three days, stained with CMA (0.1 mg/ml) for 60 min and re-stained with DAPI
(1 pg/ml) for 30 min. Slides were mounted in glycerol:Mcllvaine buffer pH 7.0 (1:1) and aged
for three days before analysis in an epifluorescence Leica DMLB microscope. Images were
captured with a Cohu CCD video camera using the Leica QFISH software and later edited in

Adobe Photoshop CS3 version 10.0.

In order to localize the rDNA sites, 5S rDNA from Lotus japonicus labeled with Cy3-
dUTP (Amersham) and 45S rDNA from Arabidopsis thaliana labeled with digoxigenin-11-
dUTP were used as probes (Souza et al., 2009, 2010). Both labelings were done by nick
translation. The 45S rDNA probe was detected with sheep anti-digoxigenin FITC conjugate

(Roche) and amplified with rabbit anti-sheep FITC conjugate (Dako). The hybridization mix
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contained formamide 50% (v/v), dextran sulphate 10% (w/v), 2x SSC and 5 ng/ul of each
probe. The slides were denaturated at 75 °C for 3 min. Stringent washes were performed
reaching a final stringency of ca. 76%. Images of the best cells were captured as previously

described.

Genomic in situ hybridization (GISH) and dot-blot hybridization

Total nuclear DNA was extracted following the CTAB method of Doyle & Doyle (1987).
Genomic DNA utilized as probe or blocking was broken into fragments of approximately 500
bp by incubation at 100 °C for approximately 30 min. In the two first experiments, the genomic
DNA of N. gracile labeled with Cy3-dUTP (Amersham) by nick translation was used as a
probe, while non-labeled genomic DNA of N. nudicaule or N. macrostemon was separately
utilized as blocking DNA in concentrations of 1x, 25x, 50x and 75x. The hybridization mixture
containing the genomic probe and the blocking DNA was tested on metaphases of N. gracile or

a control species, following the same protocol used for FISH.

In other experiments, the genomic DNA of N. macrostemon labeled with digoxigenin-
11-dUTP was used as probe and non-labeled genomic DNA of N. nudicaule was used as
blocking DNA. Inverse labeling was also tested using N. nudicaule DNA as probe and N.
macrostemon as blocking DNA. As an internal control of hybridization efficiency, in some
cases, root tips of Ipheion recurvifolium, N. macrostemon 2x or N. nudicaule 4x (without CMA
bands) were macerated together with root tips of N. gracile or N. nudicaule 4x on the same slide
for in situ hybridization. The different combinations of genomic DNA used as probes and

blocks are presented in Table 2.

Dot-blot hybridization was performed using whole-genome DNA (500 ng) from N.
gracile, N. macrostemon and N. nudicaule loaded manually onto a nylon membrane (Hybond

N*; Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). Ipheion recurvifolium DNA was used as
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negative control. DNA of N. macrostemon and N. nudicaule used as probes were labeled with
digoxigenin-11-dUTP as described above. The membranes were hybridized at 37°C overnight.
The genomic DNA was added before to the hybridization buffer [1% blocking reagent (Roche),
0.1% sodium dodecyl sulfate (SDS), 5% dextran sulfate, in 5xSSC, pH 7.0], according to
Sambrook & Russell (2001). After hybridization, membranes were washed twice in 2xSSC,
0.1% SDS for 5 min and in 0.5xSSC, 0.1% SDS for 15 min, at 45°C and 68°C for low and high
stringency, respectively. The satellite DNA probe was detected using anti-DIG alkaline
phosphatase conjugate (Roche) and CDP-Star (Roche). Hybridization signals were captured on
x-ray ECL film (Amersham Biosciences) and intensity of probe signals were measured in the
digital image using software QFISH version 2.1 (Leica). The highest relative signal intensity
(100%) was obtained when labeled genomic DNA of one species was hybridized with genomic

DNA of this same species.

Sequence analyses

The non-coding DNA plastid region trnL-trnF was analyzed in 33 samples, including
representatives from N. macrostemon (2x), N. nudicaule (2x and 4x), N. gracile (4x), and N.
arenarium (2x). The samples analyzed, collection localities, and the parsimony-informative loci
are presented in Supplementary Table 1. Universal primers (primers C and F) described by
Taberlet et al. (1991) were used to amplify trnL(UAA) and trnL(UAA)-trnF(GAA) regions.
Also the nuclear ITS1-5.8S-ITS2 region of 16 samples of N. gracile, N. macrostemon, N.
nudicaule, and N. arenarium were amplified and sequenced using 1TS4 and ITS5 universal

primers (White et al., 1990) and analyzed.

All PCR amplifications were carried out in 50 pL reactions containing 5 U of Taq
polymerase, 1.75 mM MgCl,, 0.5 uM of each primer and 0.lmM of each dNTP in the
manufacturer’s buffer. The PCR program for cpDNA consisted of an initial step of 5 min at 95

°C, followed by one cycle of 1 min at 94 °C, 1 min at 58 °C and 2 min 30 sec at 72 °C. For ITS
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sequences the PCR program consisted of an initial denaturing step of 95 °C for 2 min, five
cycles of 95 °C for 1 min, 53 °C for 1 min, and 72 °C for 2 min, with a decrease of 1 °C per
cycle in the annealing temperature, 35 cycles with an annealing temperature of 48 °C, and a
final extension step of 72 °C for 12 min. All amplified fragments were sequenced in both

directions at the Institut Pasteur de Montevideo (Uruguay) or by Macrogen Inc. (Korea).

The sequences were edited manually using Sequencher ™ (V4.1.4, Genecodes,
AnnArbor, MI, USA) and all ambiguous end regions were removed. The resulting partial
sequences were pre-aligned with the Clustal-W (Thompson et al., 1994) algorithm included in
BioEdit version 5.0.6 (Hall, 2001) and manually adjusted. All sequences and alignments were
submitted to Genbank for trnL-trnF (Accession nos. JN591627-IN591651) and ITS (Accession
nos. JN591597-JN591618). A haplotype network was constructed based on this matrix using
the software NETWORK version 4.5.1.6 based on the standard function of Maximum

Parsimony (MP) (Fluxus Technology Ltd. 2009).
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Results

Mitotic analyses

Chromosome counts of 85 individuals from different localities revealed the occurrence of
diploid (2n = 10: 6M + 4A) and tetraploid (2n = 18: 14M + 4A or 2n = 19: 13M + 6A) cytotypes
of both N. macrostemon and N. nudicaule while N. gracile showed exclusively tetraploid
cytotypes (2n = 18 or 2n = 19). Tetraploids with 2n = 18 were only rarely found in any of these
species (13.0%, Table 1). Diploid and tetraploid plants of the same species were very similar
morphologically, and could only be distinguished by cytological analyses. Nothoscordum
nudicaule was typically found in wet areas along river banks, while N. macrostemon and N.
gracile were collected along roadsides. Plants with B chromosomes or mosaics with 2n = 18/19
were never observed. However, metaphases with two acrocentric chromosomes associated by
the extremities of their short arms, resembling a single metacentric chromosome, where often
found (Fig. 1a). Multiple associations including three or more 45S rDNA sites were also

common (Figs. 1d, 2e)

CMA'/DAPI" banding (CMA bands) revealed the presence of heterochromatin on the
short arms of the acrocentric chromosomes, and one or two CMA bands on the proximal region
of the long arms of most acrocentrics (Fig. 1, 2). No DAPI" heterochromatic blocks were
observed. According to the number of CMA bands on the long arms, the acrocentric
chromosomes were classified as A° (without bands), A' (with one band), and A? (with two
bands). Sequential analyses with CMA/DAPI and FISH using 5S and 45S rDNA probes
revealed a single 5S rDNA site per monoploid complement, always located on the terminal
region of a metacentric chromosome, and 45S rDNA sites on the short arms of all acrocentric
chromosomes co-localized with CMA bands. No variation in the number or position of these

sites was detected.
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The most frequent karyotype of N. gracile was 2n = 19 (13M + 1A° + 4A' + 1A?),
observed in 57.7% of the individuals and considered the standard karyotype of this species. This
karyotype was found in most Brazilian populations and in the samples from Lima (Peru),
Buenos Aires (Argentina), and Montevideo (Uruguay) (Fig. 1b). Other populations from Brazil
(Lavras, Londrina, and Gramado) and Argentina (Tucuman), totalizing 34.6% of the
individuals, showed 2n = 19 (13M + 3A° + 3A") (Fig. 1c) whereas a single sample, from
Uruguay (Canelones) had 2n = 18 (14M + 4A") (Fig. 1a). Four out of six individuals from Santa
Maria (Brazil) displayed an aberrant 2n = 19 karyotype (13M + 2A° + 4A") bearing a CMA
band on the long arm of a metacentric chromosome, in the same position as that of the long arm
of A® acrocentrics. Noteworthy, this karyotype also had one A° chromosome without a 45S
rDNA site (Fig. 1d), suggesting a reciprocal translocation between an M and an Al
chromosome. The other two individuals from this locality showed the standard karyotype. The

distribution of the different cytotypes of N. gracile is presented in Fig. 5.

Diploid samples of N. nudicaule always had acrocentric chromosomes without proximal
CMA bands (6M + 4A°) (Fig. 2a). Likewise, tetraploid plants from northern (Departamentos de
Artigas and Salto) and southeastern (Departamento de Flores) Uruguay (Fig. 2b), always had
(13M + 6A). A mixed populations with 2n = 19 (13M + 4A° + 2A") and 2n = 18 (14M + 2A° +
2A") was found in southern Uruguay (Departamento de Canelones). The diploid and tetraploid
samples of N. macrostemon examined had exclusively A' chromosomes, with karyotype
formulae 2n = 10 (6M + 4A%) (Fig. 2c) or 2n = 19 (13M + 6A%) (Fig. 2e). Vigorous triploid
individuals bearing many bulbils, referred to as Nothoscordum sp.1 (2n = 15; 9M + 6A" - Fig.
2d), were only found in Punta Ballena, Southern Uruguay, together with the closely related

tetraploid Nothoscordum sp.2 (2n = 19, 13M + 6A").

Meiotic Analyses
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Meiosis was regular in the diploid samples of N. macrostemon and N. nudicaule, with five
bivalents and a predominance of interstitial chiasmata (Fig. 3a). On the other hand, the
tetraploid cytotypes showed irregular meiotic pairing, with univalents, bivalents and
multivalents, but only rare anaphase bridges or lagging chromosomes. A predominance of
tetravalents formed by metacentric chromosomes was observed in tetraploid N. macrostemon
(2n = 19) (Fig. 3b). In addition, one heteromorphic trivalent and multivalents with up to six
acrocentric and one metacentric chromosomes, were often observed (Fig. 3b). The
heteromorphic trivalent was formed by one metacentric paired with two acrocentric
chromosomes by their the long arms (Fig. 3c). In N. nudicaule 4x the most common meiotic
arrangement was 2' + 3" + 1" + 2" (Fig. 3c), with an identical heteromorphic trivalent. The
meiotic pairing of N. gracile was similar to that of the other tetraploid species, with the

heteromorphic trivalent being particularly noticeable (Fig. 3e).

In spite of their meiotic irregularities, the tetraploids of the Inodorum complex had
apparently normal and viable pollen grains. When pollen grains of any tetraploid sample were
immersed in a drop of 15% sucrose solution, all or almost all of the grains germinated within
24h. Chromosome counts in 38 cells in anaphase Il (Fig. 3d) and 96 first pollen grains mitosis
(Fig. 3e) revealed a predominance of haploid chromosome complements of n =9 (46.8%) or n =
10 (45.7%) with different combinations of metacentric and acrocentric chromosomes. Cells with

n =8 and n = 11 were also observed (7.4%).

GISH and dot-blot experiments

None of the GISH experiments using N. gracile metaphases and total nuclear DNA of N.
macrostemon or N. nudicaule as probe with or without blocking DNA could differentiate
between the diploid genomes of N. gracile (Table 2). All of the experiments showed uniform
labeling of the chromosomes, while the chromosomes of the internal control (Ipheion

recurvifolium) were consistently weakly labeled (Fig. 4a,b). Moreover, after subsequent
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increments in the concentration of blocking DNA (25x, 50x, and 75x) in the hybridization mix,
the labeling intensity of all chromosomes remained uniform. In the dot-blot analyses, the N.
macrostemon probe hybridized with equal intensity on both N. gracile and N. nudicaule DNA,
as well as on its own DNA. Similar results were observed when genomic DNA of N. nudicaule
was used as probe (Fig. 4c). Only when DNA of N. macrostemon or N. nudicaule were
hybridized with genomic DNA of an external group (Ipheion recurvifolium) a much lower value

(~17%) was obtained.

Sequence analyses

The 1TS1-5.8S-1TS2 nuclear region was highly conserved among the species here
analyzed, including N. arenarium. The aligned ITS matrix was 655 bp long, with only
three parsimony-informative loci. All samples investigated were quite similar to each
other, with the exception of two plants of N. nudicaule (JN591604 and JN591605)
collected near Rio Quarai, Bella Union (Uruguay), which exhibited eight variable sites
in relation to the remaining samples of the Inodorum complex. The samples of N.
macrostemon JN591608 and JN591609, both from North Uruguay, share the same A -
G transition which distinguish them from the remaining N. macrostemon sample from
South Uruguay.

The plastid DNA sequence trnL-trnF showed greater variability. When aligned, the
trnL-trnF matrix was 849 bp long, with 831 constant and 17 parsimony-informative characters.
Sequence variation included two substitutions (one autoapomorphic), one single base pair
insertion, and sequence length variations in repetitive regions of one AT microsatellite and in
two poly T regions. The analysis of haplotypes resulted in an incompletely resolved network.
Plastid lineages did not appear clearly diverging and some haplotypes were shared by different

morphospecies. The network separated most diploids of N. macrostemon (haplotypes in green,

Fig. 5) from diploids of N. nudicaule (in orange) but the same did not occur with tetraploid
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accessions of those species or N. gracile. The triploid Nothoscordum sp. 1 and the tetraploid
Nothoscordum sp. 2 (represented as empty circles) were more closely related to a less common

haplotype of N. gracile (black) and to N. arenarium (yellow). Three distinct haplotypes of
N. gracile were detected: two widely distributed (red and black haplotypes)
and one restricted to Uruguay (orange). The latter was also found in some diploid

samples of N. macrostemon and N. nudicaule. The red and black haplotypes corresponded

to the two most frequent cytotypes of N. gracile, 2n = 19 (13M + 1A° + 4A" + 1A% and 2n = 19

(13M + 3A° + 3A%), respectively (Fig. 5).

Tetraploid apomicts do not show a strict correspondence between morphospecies and
cpDNA haplotypes. A trend to geographical structuring is apparent instead with tetraploid
samples of both morphospecies showing the same haplotype (orange in Fig. 5) towards south-
western Uruguay and another haplotype (blue) towards the North East. This trend is also
apparent in Rio Grande do Sul (Brazil) where one haplotype (red) of N. gracile is found along

the Atlantic coast and a different haplotype (black) is distributed further inland (Fig 5).



115

Discussion

Karyotype variability of the Inodorum complex

The chromosome numbers and morphologies of the species here analyzed were similar to those
previously described (Crosa, 1972, 1996; Nufiez et al., 1974). Intra-individual variation with 2n
= 18 and 19 was not observed here, although several cells displayed two acrocentric
chromosomes associated by the NORs on their short arms, resembling a metacentric
chromosome. Associations between acrocentric chromosomes with terminal NORs have been
described in a number of species, including Nothoscordum gracile (Nufiez et al., 1974) and
Allium sativum (Sato & Kawamura, 1981) and may be the cause of the apparent mosaicism (2n

= 18/19) reported by Nassar & Aguiar (1978) for N. gracile.

The presence of CMA bands in the proximal region of the long arms of the acrocentric
chromosomes of 2x and 4x N. macrostemon, and their absence in the diploids of N. nudicaule
and in most of its tetraploids, appears to be the most prominent cytological difference between
these two species. The occurrence of acrocentric chromosomes with and without CMA bands in
all of the samples of N. gracile constitutes a strong indication of their hybrid origin and the
probable independent formation of different cytotypes. In spite of the high variability observed
in the CMA banding pattern in the tetraploids of the Inodorum complex little intrapopulational
variation was observed, which coupled with the occurrence of karyotypic heterozigosity

suggests that propagation of tetraploids is predominantly asexual.

The diversity of banding patterns and chromosome numbers was higher in localities in
Uruguay where different cytotypes of the Inodorum complex occur. New apomictic hybrids and
the greatest variability occurs at the contact zone between tetraploid apomictics and related
sexual diploids, while only some fixed genotypes may show considerably expanded geographic

ranges (Horandl, 2006; Daurelio et al., 2004). Consequently, our data confirm that the centre of
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diversity of the Inodorum complex is located in Uruguay (Crosa, 1996) based on the occurrence
of the greatest karyotypic and haplotypic variability in that area, and the only area where diploid
cytotypes of N. macrostemon and N. nudicaule were found. Throughout its range, N. gracile
was found in disturbed roadside environments, a pattern that has been found for apomictic

hybrids in other complexes (Bierzychudek, 1985; Horandl, 2006)

The production of viable pollen and effective pollination are necessary for endosperm
formation in N. gracile since it is pseudogamous (Tandom & Kapoor, 1963). In the case of the
tetraploids of the Inodorum complex, in spite of irregularities observed in their meiotic pairing
the pollen grains were generally viable, with a high frequency of microspores with n = 10 and n
=9, thus indicating that sexual reproduction is also possible (see also Dyer, 1967; Nufiez et al.,
1974). The occurrence of facultative sexually reproducing individuals in apomictic complexes is
not rare (Akins & Dijk, 2007). Residual female sexuality or the production of functional male
gametes seems to be sufficient to allow cross-fertilization between apomictic tetraploids as well
as between tetraploids and diploids, which can account for the karyotype variability observed
and the formation of triploids and individuals with rare translocations. The karyotype variability
of the Inodorum complex, as in other apomictic complexes, may have been generated by
multiple de novo origins of the apomictic polyploids, backcrossing to sexual related species or
by somatic mutations (Horandl et al., 2009). On the other hand, extensive asexual reproduction
ensured by apomixis and the abundant production of bulbils may explain the stabilization and

dissemination of a few cytotypes (Akins & Dijk, 2007).

Origin of the 2n = 19 karyotype

Considering the stability of the diploid chromosome number of the section Inodorum (2n = 10;
6M + 4A), the number 2n = 20 (12M + 8A) should be expected in the tetraploids. Indeed,
tetraploids with 2n = 20 may have been formed a number of times in the wild, as pollen grains

of N. gracile with n = 10 and n = 9 are very frequent. Nufiez et al. (1974) reported n = 10 in
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22% of the pollen grains and meiotic dyad cells of N. gracile, most of them having 6M + 4A, as
in the present sample. Seedlings with 2n = 20 (14M + 6A) descendents of clones of N. gracile

with 2n = 19 were reported by Dyer (1967) and Nufiez et al. (1974).

The 2n = 19 (13M + 6A) karyotype seems to be derived from a centric fusion in the
ancestral karyotype with 2n = 20 (Crosa, 1996). This assumption is supported by the
maintenance of the FN expected for 2n = 20 (FN = 16) and by the presence of a heteromorphic
trivalent formed by a metacentric and two acrocentric chromosomes during meiosis (see also
Levan & Emsweller, 1938; Dyer, 1967; Nufiez et al., 1974). This fusion should have occurred
between the centromeres of two acrocentric chromosomes and resulted in the loss of their short
arms, since no 45S DNAr signal were observed in the extra metacentric chromosomes. Fusion
of acrocentric chromosomes bearing nucleolar organizer regions on their short arms, with the
loss of ribosomal sites, has been reported in several other genera such as Lillium (Muratovi¢ et
al., 2005) and Rumex (Koo et al., 2004). In Nothoscordum, robertsonian translocations seems to
be a common phenomenon and may also have occurred between acrocentric and metacentric
chromosomes, as in N. arenarium (Souza et al., 2009) and in four individuals of N. gracile from
Santa Maria (Brazil) which have a metacentric chromosome with a proximal CMA band on one

of its arms.

The occurrence of 2n = 19 in tetraploid cytotypes of three closely related species
suggests that the fusion probably occurred in a tetraploid plant with 2n = 20, and the extra
metacentric chromosome was later transmitted to the other tetraploids of the complex Inodorum
through interspecific hybridization. The absence of CMA band in the proximal region of the
extra metacentric chromosome suggests that this fusion may have initially occurred in N.
nudicaule, as it is the only species in this complex without proximal CMA bands in their

acrocentric chromosomes.

The union of a balanced gamete with n = 9 (7M + 2A°) from a 2n = 19 N. nudicaule and

a non-reduced gamete of N. macrostemon 2x, with n = 10 (6M + 4A%), could have originated the
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2n = 19 tetraploid hybrid N. nudicaule x N. macrostemon, which by self-fertilization or further
introgression generated the diversity of banding patterns observed in the tetraploids of this
complex. Analysis of trnL-trnF sequences showed that each tetraploid cytotype exhibited a
single and exclusive haplotype, with a few exceptions, suggesting that each tetraploid lineage
had an independent origin. A non-reduced gamete of N. macrostemon 2x or N. arenarium may
also have contributed to form the triploid plants (Nothoscordum sp. 1) with 2n = 15 (9M + 6A")
without the extra metacentric. Dyer (1967) proposed that the maintenance of this fusion in
heterozygosis was due to the presence of a balanced lethal system, as has been observed in other
species with permanent heterozygotic translocations (reviewed by Levin, 2002; Crosa, 1996).
However, some homozygous samples of N. gracile (2n = 18; 14M + 4A%) and N. nudicaule (2n
= 18; 14M + 2A° + 2A") were observed here, suggesting that they did not have a lethal allele
system. It is interesting to observe that the combination 7M + 2A is by far the most frequent one
both, in dyad cells of meiosis and in pollen grain mitosis (Levan & Emsweller, 1938; Dyer,
1967; Nufiez et al., 1974), and it could have allowed the formation of eventual tetraploids (14M

+ 4A) bearing two copies of the extra metacentric chromosome.

The origin of Nothoscordum gracile and its relationships with N.

macrostemon and N. nudicaule

The ability of GISH to differentiate among parental genomes in a hybrid depends mainly on the
size of the genomes, on the degree of divergence of the principal families of repetitive DNA
sequences, and on the phylogenetic distance between the ancestral species (Markova & Vyskot,
2009). The fact that GISH and dot-blot could not differentiate between genomes of the species
of the complex Inodorum and that artificial hybrids between N. nudicaule 2x and N.
macrostemon 2x are viable (O. Crosa, unpublished) suggest that this complex is very young. A

recent origin is also compatible with the lack of differentiation of the ITS sequences among
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members of this complex and the morphological and cytogenetic similarities between their

tetraploids.

The variation among trnL-trnF haplotypes was consistent with the CMA banding
patterns. Most populations with the same haplotype share the same cytotype and all N. gracile
samples with the dominant or standard cytotype had the same haplotype. Despite the low level
of variation among plastid sequences, the strict correspondence between them and the
cytological complements supports the interpretation that haplotype similarity is not due to
homoplasy but rather inherited from the progenitors of each lineage together with karyotypic

features.

At least three distinct lineages can be recognized in N. gracile both by sequence and
karyotypic data. The plastid sequences of the polyploids are related to different degrees to
distinct putative sexual sources and their cytological constitution can be explained by different
contributions from the different diploid sources. In addition, the presence of shared plastid
sequences among different morphospecies and the lack of distinct lineages suggest both recent
diversification and ongoing gene flow. The karyotypes of asexual polyploids can be explained
by a combination but not the simple addition of those of the diploid sources. Mechanisms
explaining such combinations and variability may include recombination at the polyploid level
following multiple origins of the tetraploids (Soltis et al., 2003) and/or repeated introgression
from sexuals in a reticulate pattern (Lo et al., 2010) including unilateral sexual polyploidization

involving triploid bridges (Ramsey & Schemske, 1998).

In the Inodorum complex, polyploid apomicts appear more widespread than their sexual
progenitors, which is congruent with of the concept of geographic parthenogenesis. Each of the
lineages identified by an individual cytotype/haplotype may represent a single apomictic clone.
When individual clones can be identified, their geographic distributions can be asymmetrical,
some clones being far more widespread than others (Richards, 2003).The most widespread

cytotype/haplotype of N. gracile in South America is a structural heterozygote (2n = 19: 13M +
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1A° + 4A' + 1A%, also found in Japan (Sato et al., 1979). The maintenance of structural
heterozygosity and the occurrence of this lineage in areas far removed from the distributional
ranges of either diploid or tetraploid sexual partners, supports the interpretation that it possibly
represents the most vigorous and successful apomictic clone generated within the Inodorum
complex. Because other apomictic lineages of the tetraploid N. gracile are reported here, its
comparatively greater success cannot be attributed to the advantages of apomixis or polyploidy
but must be explained by some inherent property of this individual clone. It has been proposed
that some clones represent general purpose genotypes (Lynch, 1984) that possess wide
adaptation capabilities to a variety of environmental conditions. Further evidence of the
exclusively clonal nature of this karyotype/cytotype may be needed to support this

interpretation.

The diploid cytotypes of N. nudicaule and N. macrostemon represent the extremes of
morphological and cytogenetic (CMA bands) variability within this complex and appear to
constitute closely related true biological species in spite of the putative occurrence of
chloroplast capture causing the incongruent distribution of cpDNA haplotypes. At the tetraploid
level, a greater trend towards geographical structuring of chloroplast haplotypes and a close
correspondence between chloroplast sequences and karyotypes irrespective of morphological
variation was found. Cytological evidence is highly congruent with a hybrid origin of not only
N. gracile but also polyploid cytotypes assigned to N. macrostemon and N. nudicaule. This
pattern strongly suggests that the sexual diploid components of the Inodorum complex hybridize
frequently, producing apomictic clones spanning the morphological extremes represented by

their parental species. Some of those clones are morphologically recognizable as N. gracile.

In this work we have shown that cytological and sequence information is congruent with the
pattern suggested by morphological evidence that the Inodorum section is a species complex
and that N. gracile is likely an assemblage of hybrids involving at least N. macrostemon and N.
nudicaule. We have also shown that differentiation at the sequence level is incipient, suggesting

a recent divergence among the sexual species of the complex. Analysis of ITS sequences points
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to possible gene flow constrains between the northern and southern populations of Uruguay,
although no differences were observed in karyotype or trnL-trnF plastidial sequences between
these populations. Further support for the evolutionary hypotheses and processes in this
complex will likely emerge from more intensive sampling and sensitive molecular markers

(Alvarez & Wendel, 2003).
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Fig. 1. Karyotype variability in Nothoscordum gracile. a 2n = 18 (14M + 4A"), b 2n = 19 (13M

+1A° + 4A' + 1A%), ¢ 2n = 19 (13M + 3A° + 3A%), and d 2n = 19 (13M + 2A° + 4A") with a

reciprocal translocation between the long arms of chromosomes 3 and 5 (arrows). a'-d’




129

Karyograms based on a-d metaphases . Observe the variable number of CMA bands on the
proximal region of the long arms of acrocentrics. Arrowhead in a indicates an association
between 45S rDNA sites of two acrocentric chromosomes. CMA = yellow, DAPI = blue, 5S

rDNA = red, 45S rDNA = green. Bar in a corresponds to 10 um.

Fig. 2. Cytotypes of Nothoscordum nudicaule, N. macrostemon and Nothoscordum spl. a,b N.

nudicaule with 2n = 10 (6M + 4A°) (a) and 2n = 19 (13M + 6A°) (b). c,e N. macrostemon with
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2n =10 (6M + 4A") (c) and 2n = 19 (13M + 6A") (). d Nothoscordum spl 2n = 15 (9M + 6AY).
a'-e’ Karyograms based on a-e metaphases. Arrow in e indicates an association between three

45S rDNA sites. CMA = yellow, DAPI = blue, 5S rDNA = red, 45S rDNA = green. Bar in a

corresponds to 10 um.

Fig. 3. Meiosis in Nothoscordum macrostemon (a,d) and N. nudicaule (b,c) and first pollen
grain mitosis in N. gracile (e,f). a-c Metaphase | with five bivalents in N. macrostemon 2n = 10
(a) and with multivalents in N. macrostemon 2n = 19 (b) and N. nudicaule 2n = 19 (c). d
Anaphase Il in N. macrostemon 2n = 19 showing chromosome sets with 6M + 4A (above) and

7M + 2A (below). e,f First pollen grain mitosis of N. gracile withn =9 (5M + 4A) (e) and n =
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10 (6M + 4A) (f). Inset in ¢ shows a heteromorphic trivalent of another cell oriented to the
poles. Univalent, bivalent, trivalent, quadrivalent, and heptavalent are indicated by Roman

numerals. Arrowheads in d point to CMA bands of the acrocentric short arms. Bar in a

corresponds to 10 um.
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Fig. 4. GISH (a, b) and dot-blot hybridization (c) among species of the complex Inodorum and

Ipheion recurvifolium. a,b Metaphase of N. gracile and prometaphase of I. recurvifolium (left
below) stained with CMA/DAPI (a) and in situ hybridized with N. nudicaule genomic probe
(b). ¢ Labeled genomic DNA of N. macrostemon (mac) and N. nudicaule (nud) hybridized in
membrane with non-labeled genomic DNA of N. gracile (gra), N. macrostemon, and N.
nudicaule. Relative hybridization intensity based on the 100% value for homologous

hybridization is indicated below. Bar in a corresponds to 10 um.
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geographic and cytogenetic data (b). Each haplotype is indicated by a different color, both in a
and b. Circle sizes at the network are proportional to the number of individuals observed for
each haplotype. Idiograms of acrocentric chromosomes represent the predominant cytotype for
each haplotype, with the same colors as in a. Diploid samples in a are indicate by asterisks. In b,
circle indicates N. gracile (GRA), square N. macrostemon (MAC), triangle N. nudicaule (NUD),

star N. arenarium (ARE) and empty circles Nothoscordum sp.1 and sp.2.
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Table 1. Species cytologically investigated with provenance, accession number in the living collection, number of individuals
analized, chromosome number (2n), and number of acrocentric chromosomes without CMA bands (A°) or with one band (A) or two
(A% CMA bands.

CMA bands
) Accession  Number of Karyotype
Species Provenance o 2n
number individuals formulae A0 Al 2
(locality, state/department/province, country)

Nothoscordum  gracile  (Ailton)

Stearn
Blumenau, Santa Catarina, Brazil GRA1832 2 19 13M + 6A 1 4 1
Botucatu, Sdo Paulo, Brazil GRA1817 2 19 13M + 6A 1 4 1
Buenos Aires, Argentina GRA1849 3 19 13M + 6A 1 4 1
Gramado, Rio Grande do Sul, Brazil GRAL1718 1 19 13M + 6A 1 4 1
Lima, Peru GRA1813 3 19 13M + 6A 1 4 1
Londrina, Parana, Brazil GRA1846 3 19 13M + 6A 1 4 1

Montevideo, Montevideo, Uruguay GRA1851 1 19 13M + 6A 1 4 1




N. macrostemon Kunth

Passo Fundo, Rio Grande do Sul, Brazil

Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil

Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil

Lavras, Minas Gerais, Brazil

Londrina, Parana, Brazil

Piracicaba, Sao Paulo, Brazil

Tucuman, Tucuman, Argentina

Maldonado, Uruguay

Ruta 5, Rivera, Uruguay

Ruta 9, Arroyo Solis Grande, Canelones,

Uruguay

Ruta 9, Arroyo Solis Grande, Canelones,

GRA1843

GRA1845

GRAL1706

GRA1770

GRA1716

GRA1848

GRA1847

GRA1711

MAC1391

MAC1358

MAC1712

10

19

19

19

19

19

19

19

18

10

10

19

13M + 6A

13M + 6A

13M + 6A

13M + 6A

13M + 6A

13M + 6A

13M + 6A

14M + 4A

6M + 4A

6M + 4A

13M + 6A

134



N. nudicaule (Lehm.) Guagl.

Uruguay

Uruguay

Ruta 7 Km 323, Durazno, Uruguay

Ruta 8, Arroyo Convoy, Treinta y Tres,

Uruguay

Ruta 8, Arroyo Otazo, Treinta y Tres,

Uruguay

Paso Aguiar, Rio Negro, Tacuaremho,

Uruguay

Bella Unién, Artigas, Uruguay

Canelones, Uruguay

NUD1082

NUD1392

NUD1363

NUD1361

NUD1386

NUDO0104

NUD1717

10

10

10

10

10

10

18

6M + 4A

6M + 4A

6M + 4A

6M + 4A

6M + 4A

6M + 4A

14M + 4A
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Nothoscordum sp.1

Nothoscordum sp.2

Ruta 9, Solis Grande, Canelones, Uruguay

Artigas, Uruguay

Bella Unién, Artigas, Uruguay

Ruta 3, Arroyo Malo, Flores, Uruguay

Canelones, Uruguay

Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil

Punta Ballena, Maldonado, Uruguay

Punta Ballena, Maldonado, Uruguay

NUD1714

NUD1751

NUD1750

NUD1752

NUD1717

NUD1842

1707

1030

18

19

19

19

19

19

15

19

14M + 4A

13M + 6A

13M + 6A

13M + 6A

13M + 6A

13M + 6A

9M + 6A

13M + 6A
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Sumario

e O género Nothoscordum (Alliaceae) é composto por aproximadamente 25 espécies, que
apresentam cromossomos grandes e nimeros cromossémicos basicos hipotéticos x =4 (4M) e x =5
(3M + 2A). Nothoscordum bonariense apresenta 0 maior nimero cromossémico do género, 2n = 26
(22M + 4A) e, morfologicamente, estd proximamente relacionada a N. bivalve (2n = 18), N.
gaudichaudianum (2n = 16) e N. montevidense (2n = 8, 16), formando com estas o complexo Bivalve.

e Para investigar a relacdo filogenética entre essas espécies e determinar a origem de N.
bonariense foram analisadas sequéncias nucleares ITS e plastidiais trnG e foram feitas diversas
andlises cariotipicas, incluindo hibridizacdo gendmica in situ (GISH) e avaliacdo do contetdo de
DNA (2C) por citometria de fluxo.

e A andlise filogenética baseada nas sequéncias ITS e trnG revelou que N. bonariense e N.
bivalve estdo proximamente relacionadas formando o clado irmédo de N. gaudichaudianum, engquanto
N. montevidense aparece em outro clado, demonstrando que o complexo ndao é monofilético. As
analises cariotipicas revelaram 2n = 26 (22M + 4A)/ 2n = 26 (21M + 5A) em N. bonariense, 2n = 10
(6M + 4A)/ 2n = 18 (14M + 4A)/ 2n = 20 (12M + 8A) para N. bivalve e 2n = 8 (8M)/ 2n = 16 para N.
gaudichaudianum e N. montevidense. A analise de GISH revelou a existéncia de dois subgenomas em
N. bonariense: 10 cromossomos marcados com a sonda do DNA genémico de N. bivalve e 16 com o
DNA gendmico de N. gaudichaudianum. Um individuo de N. bonariense apresentou um cariétipo
rearranjado, com 2n = 26 (21M + 5A) dos quais 11 cromossomos marcaram com o DNA gendmico de
N. bivalve e os demais com o DNA de N. gaudichaudianum. Os valores 2C de N. bonariense, N.
bivalve e N. gaudichaudianum foram congruentes com o resultado da GISH.

e Esses resultados sugerem que N. bonariense ¢ um alohexaploide, provavelmente derivado da
fusdo de um gameta com n = 10 de N. bivalve e um gameta ndo-reduzido com n = 16 de N.
gaudichaudianum.

Palavras chave: Nothoscordum bonariense, complexo Bivalve, GISH, filogenia molecular,

conteddo de DNA
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Introducgéo

Nothoscordum Kunth é o género mais diversificado dentre as Alliaceae sul-americanas,
compreendendo ~25 espécies, com centro de diversidade localizado no Uruguai, norte da
Argentina e sul do Brasil (Guaglianone, 1972; Fay and Chase, 1996). O género apresenta
uma taxonomia complexa, com muitas sinonimias e dificil circunscri¢do de algumas espécies,
causada principalmente pelo numero reduzido de caracteres morfoldgicos diagnosticos,
polimorfismos morfologicos intraespecificos, caracteres morfoldgicos convergentes e
hibridizacdo interespecifica natural (Guaglianone, 1972; Crosa, 1974; Souza et al., 2010).

O género Nothoscordum foi dividido por Guaglianone (1972) em duas seccoes,
Inodorum e Nothoscordum, baseado em caracteres morfoldgicos. A sec¢do Nothoscordum
compreende a maioria das espécies do género, sendo morfologicamente mais diversificada e
com distribuicdo geografica mais ampla do que a seccdao Inodorum (Guaglianone, 1972). Um
grupo particularmente interessante na secgdo Nothoscordum é o complexo Bivalve, formado
por N. bivalve (L) Britton, N. bonariense Beauverd, N. gaudichaudianum Kunth, e N.
montevidense Beauverd, que sdo morfologicamente afins e podem formar hibridos tanto na
natureza quanto em cruzamentos artificiais (Guaglianone 1972; Crosa 1974).

A maioria dos caracteres morfoldgicos que delimitam as espécies desse complexo sao
de variacdo continua, principalmente o tamanho de pecas florais, e em muitos casos ocorre
sobreposicdo nos gradientes de variacdo das diferentes espécies, o que torna dificil distingui-
las (Guaglianone 1972). Nesse caso, é particularmente importante a utilizacdo de informacdes
adicionais, como por exemplo, dados filogeneticos, ecologicos, biogeograficos e
citogenéticos para entender as relagdes entre esses taxa (Crosa, 1972). Inferéncias

filogenéticas baseadas em uma analise combinada de regides nucleares ITS e plastidiais
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confirmaram a estreita relacdo entre N. bivalve, N. gaudichaudianum e N. montevidense
sugerindo que o complexo Bivalve seria monofilético (Fay et al. 2006).

Do ponto de vista citologico, todas as espécies do género Nothoscordum se destacam
por apresentarem cromossomos grandes (alguns maiores que 20 um), o que torna o grupo
favoravel para andlises citotaxondmicas (Souza et al. 2010). O género apresenta caritipos
formados por cromossomos metacéntricos (M) ou acrocéntricos (A) e nimeros basicos x = 4
(4M) e x =5 (3M + 2A), ambos com 0 mesmo ndmero fundamental NF = 8, o que sugere que
sejam relacionados entre si por fusdo ou fissdo céntrica (Crosa, 1972). As espécies diploides
apresentam 2n = 8 (8M) ou 2n = 10 (6M + 4A) e os poliploides apresentam uma extensa
variacdo de numeros cromossémicos, indo de 2n = 18 a 2n = 26 com diferentes férmulas
cariotipicas (Guerra, 2008).

No complexo Bivalve, N. gaudichaudianum e N. montevidense apresentam citotipos
diploides (2n = 8) e tetraploides (2n = 16) com x = 4, enquanto N. bivalve é um tetraploide
com 2n =18 (14M + 4A) e x = 5 e N. bonariense é um hexaploide com 2n = 26 (22M + 4A)
(Crosa, 1972). A formula cariotipica de N. bonariense ndo se relaciona claramente a nenhum
dos nameros bésicos, mas o nimero de bragos cromossémicos do cari6tipo, ou ndmero
fundamental (NF = 24), sugere que poderia ter sido originada por uma fisséo céntrica em um
hexaploide com 2n = 24M ou que seria um hibrido entre espécies com diferentes nimeros
basicos. Hibridos naturais parecem ocorrer com frequéncia no género Nothoscordum, como
observado, por exemplo, em espécies do complexo Inodorum (Souza et al., 2012) e em uma
populacdo de hibridos naturais entre N. bonariense (2n = 26, 22M + 4A) e N. montevidense
(2n = 16M), com 2n = 21 (19M + 3A) (Crosa 1974). Nesse ultimo caso, a meiose dos
hibridos apresentou oito bivalentes (8M") e cinco univalentes (3M' + 2A), indicando a

ocorréncia de dois subgenomas em N. bonariense: um com n = 8 (x = 4), que pareou com 0ito



141

metacéntricos de N. montevidense formando os oito bivalentes, e outro com n =3M + 2A (x =
5), que originou os univalentes.

Hibridizacdo entre espécies com diferentes niUmeros béasicos é aparentemente mais
raro do que entre espécies com 0 mesmo nimero cromossémico (Ramsey e Schemske 1998;
Ali et al., 2004; Wolny e Hasterok, 2009). Entre os alopolipldides cultivados, por exemplo, a
maioria sdo hibridos entre espécies de mesmo nimero cromossémico, como café, amendoim,
tabaco, soja e algoddo ou espécies com 0 mesmo nimero basico e diferentes niveis de
ploidia, como trigo, aveia e algoddo. Por hibridizacdo gendmica in situ (GISH) tem sido
possivel demonstrar citologicamente a origem hibrida dessas espécies. Hibridos entre
espécies com diferentes nimeros basicos como a graminea Millium montianum, com um
subgenoma n = 4 e outro n = 7 (Bennett et al. 1992) tém sido raramente demonstrados por
GISH. Outras técnicas, como a citometria de fluxo (Sisko et al. 2003) ou analises
moleculares de sequéncias de DNA (Vaio et al. 2005; Widmer e Baltisberger 1999) também
auxiliam na resolucdo da origem de alopolipldides. No presente trabalho, foi investigada a
relacdo entre N. bonariense e as demais espécies do complexo Bivalve por analises
cariotipicas, incluindo GISH, conteddo de DNA nuclear usando citometria de fluxo e

filogenia molecular baseada em sequéncias nucleares ITS1-5.8S-1TS2 e plastidial trnG.
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Materiais e Métodos

Material

As amostras analisadas do complexo Bivalve, locais de coleta e dados cariotipicos sdo
mostrados na Tabela 1. Todas as plantas investigadas foram cultivadas no jardim
experimental do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pernambuco e os
vouchers foram depositados no herbario Bernardo Rosengurtt da Facultad de Agronomia,

Universidad de la Republica, Montevidéu, Uruguai (MUFA).

Inferéncias filogenéticas
As andlises filogenéticas do complexo Bivalve incluiram 27 amostras para a regido
ITS e 15 para o intron plastidial trnG. Trés outras espécies da sec¢do Nothoscordum (N.
felipponei, N. hirtellum e N. pulchellum) e uma da secgdo Inodorum (N. arenarium) foram
incluidas como grupos externos, todas com analise cariotipica prévia (Guerra e Felix, 2000;
Souza et al. 2009; 2010). A sequéncia ITS de N. arenarium foi obtida do GenBank (acesso
n.°© JN591624). As extracdes de DNA foram realizadas de acordo com Doyle e Doyle (1987).
A regido ITS foi amplificada usando primers universais ITS4 e ITS5 (White et al., 1990) e a
regido plastidial trnG segundo Hamilton (1999). Todos os fragmentos amplificados foram
sequénciados em ambas as direcGes usando o servico de sequénciamento de DNA da
Macrogen (Coreia do Sul). Os cromatogramas obtidos foram editados no software Sequencer
versao 4.8 (GeneCodes Corp., USA). O alinhamento das sequéncias foi feito manualmente no
Sequencer 4.8. Indels foram tratados como dados ausentes.
As andlises foram realizadas com o PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2003), usando uma busca
heuristica preliminar com tree bisection-reconnection (TBR) e a arvore com menor nimero
de passos foi salva. A busca final foi conduzida a 5.000 sequence addition replicates (SAR)

salvando somente arvores que tinham menos ou 0 mesmo nimero de passos encontrados na
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busca preliminar. Uma andlise de bootstrap foi também conduzida para 10.000 réplicas com
100 SAR dentro de cada réplica usando TBR. All sequences and alignments were submitted
to Genbank for trnG (Accession nos. XXXX) and ITS (Accession nos. XXXX). A haplotype
network was constructed based on the trnG matrix using the software NETWORK version
4.5.1.6 based on the standard function of Maximum Parsimony (MP) (Fluxus Technology

Ltd. 2009).

Anélise de GISH

Para a andlise citogenética, pontas de raizes obtidas de bulbos foram pré-tratadas com
colchicina 0,05% durante 24 horas a 10 °C, fixadas em etanol:acido acético (3:1; v/v) por 2 a
24 horas a temperatura ambiente e armazenadas a —20 °C. As raizes fixadas foram lavadas em
agua destilada e digeridas em solucdo de celulase (Onozuka) 2%—pectinase (Sigma) 20% a
37 °C por 90 min. O meristema foi macerado em uma gota de &cido acético 45% e a laminula

foi removida em nitrogénio liquido.

Para a GISH, foi isolado o DNA gendmico de N. bivalve, N. gaudichaudianum e N.
montevidense (Doyle and Doyle, 1987). Entre 1 e 2 pug do DNA gendmico de N. bivalve foi
marcado por nick translation (Roche) com Cy3-dUTP (GE) enquanto o DNA gendmico de N.
gaudichaudianum e N. montevidense foram marcados com digoxigenina-11-dUTP (Life
Technologies).

A GISH foi realizada como descrito por Mandakova e Lysak (2008) com pequenas
modificagdes. A mistura de hibridizagdo continha 50% de formamida (v/v), 10% dextran
sulfato 10% (w/v), 2xSSC e 50 ng de cada sonda. As laminas foram hibridizadas com um

mix contendo DNA gendmico de N. bivalve marcado com Cy3-dUTP e N. gaudichaudianum
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ou N. montevidense marcado com digoxigenina 11-dUTP na propor¢do 1:1. O conjunto sonda
e cromossomos foi desnaturado a 80 °C por 3 minutos e hibridizado por 18 h a 37 °C. As
lavagens pos-hibridizacdo foram realizadas em 2xSSC a temperatura ambiente por 5 min e
2xSSC a 57 °C por 20 min, chegando a uma estringéncia final de 76%. As sondas marcadas
com digoxigenina foram detectadas com anti-digoxigenina-FITC (Dako) desenvolvido em
ovelha e amplificado com anti-ovelha-FITC (Roche) desenvolvida em camundongo. As
laminas foram montadas com DAPI (4 pg/mL) diluido em Vectashield (Vector) 1:1 (v/v). As
laminas foram analisadas em um microscopio de epifluorescéncia Leica DMLB. Imagens
foram capturadas usando uma camera Cohu CCD com o software Leica QFISH e depois

editadas usando Adobe Photoshop CS3 verséo 10.0.

Citometria de fluxo

Para a citometria de fluxo, foi preparada uma suspensdo de nucleos usando folhas
jovens. As amostras foram preparadas como descrito por Loureiro et al. (2007) usando
tampdo WPB. O tamanho do genoma das espécies do complexo Bivalve foi estimado usando
um citdmetro CyFlow SL flow (Partec, Gorlitz, Germany). O contetdo de DNA final para
cada acesso foi calculado com base na analise de no minimo trés medicbes para cada
individuo. Como controle interno foram utilizadas folhas jovens de Vicia faba ssp. faba
‘Inovec’ (2C =26.9 pg/2C DNA; Dolezel et al., 1992). O software FloMax (Partec) foi usado

para o processamento dos dados.
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Resultados e Discussao

Filogenia molecular do complexo Bivalve

O alinhamento da regido ITS de 27 amostras de oito espécies do complexo mais 0 grupo
externo da sec¢do Nothoscordum compreendeu 686 pb, sendo 90 (13.1%) pare polimorficos.
As espécies do complexo Bivalve apareceram divididas em dois subclados: um deles formado
por N. gaudichaudianum, N. felipponei, N. bonariense e N. bivalve e o outro reunindo apenas
N. montevidense e N. pulchellum (Fig. 1). No primeiro clado, N. gaudichaudianum, N.
bonariense e N. bivalve formaram um agrupamento estritamente relacionado, sendo as duas
ultimas espécies morfologicamente muito similares, diferenciadas apenas pela presenga em
N. bonariense de rizomas, pilosidade na borda das folhas e um maior nimero de 6vulos por
I6culo (Guaglianone, 1972). No segundo clado, N. montevidense se agrupa junto com N.
pulchellum, uma espécie de clima tropical, ocorrente no Nordeste brasileiro (Guerra e Felix,
2000).

Nothoscordum montevidense se diferencia das demais espécies do complexo Bivalve
pelo nimero de léculos no ovério, presenca de filamentos estaminais subulados, ovério
elipsoidal e, particularmente, por apresentar tépalas amarelas, ao contrario das demais que
apresentam flores brancas (Guaglianone, 1972). Tépalas amarelas estdo presentes ainda em
N. felipponei e N. hirtellum, mas essas se diferenciam das espécies do complexo Bivalve por
apresentar flores isoladas do tipo “uniflora” (Souza et al. 2010). A divergéncia de N.
montevidense em relagéo ao clado N. bivalve/N. bonariense/N. gaudichaudianum sugere que
o complexo Bivalve ndo seja monofilético, como proposto inicialmente por Guaglianone
(1972). Todas as amostras de N. bonariense analisadas apresentaram exatamente a mesma
sequéncia ITS. Similarmente, em algumas outras espécies alopoliploides, ITS de diferentes

populagdes revelaram pouca ou nenhuma divergéncia (Widmer e Baltisberger, 1999; Stappen
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et al. 2002). A presenca de um unico tipo de sequéncia ITS em alopoliploides é normalmente
atribuido a um efeito da homogeneizagdo da evolucdo em concerto (Hillis and Dixon 1991).
Alternativamente, sequéncias ITS distintas podem néo ter sido detectadas devido a estratégia
de sequénciamento direto (Stappen et al. 2002).

As sequéncias do intron plastidial trnG apresentou 652 bp, com somente 22 loci
variaveis. As principais variagdes observadas foram indels (8), transi¢Ges (11) e transversdes
T > C (3). A baixa variabilidade observada nessa regido plastidial resultou em uma
politomia com as analises de maxima parcimdnia, mas a analise por Haplotype Network
permitiu separar melhor essas espécies, embora a rede resultante ainda esteja
incompletamente resolvida. As amostras de N. bivalve e N. bonariense apresentaram o
mesmo haplotipo plastidial, enquanto as amostras de N. montevidense e N. felipponei
apresentaram também um dnico haplétipo, distinto das primeiras (Fig. 1). A Unica amostra
analisada de N. gaudichaudianum mostrou-se bem distinta das demais espécies, sendo mais
similar ao haplotipo de N. bonariense/N. bivalve. Esses resultados sugerem uma maior
proximidade filogenética entre N. bonariense e N. bivalve. Essa ultima, por ser dipldide,

poderia ser o doador materno do alopolipl6ide N. bonariense.

Poliploidia, disploidias e transloca¢fes Robertsonianas recorrentes

A andlise citoldgica de 26 amostras do complexo Bivalve (Tabela 1) revelou que todas
possuiam cromossomos metacéntricos (M) ou acrocéntricos (A) grandes, com tamanhos
variando de 21.0 pm nos metacéntricos a 7.6 pum nos acrocéntricos. As amostras de N.
bivalve tiveram formula basica 3M + 2A, com diploides (2n = 10; 6M + 4A; NF = 8) e
tetraploides (2n = 18; 14M + 4A e 2n = 20; 12M + 8A; ambas com NF = 16) (Fig. 2a, f).

Uma série disploide, com 2n= 18, 19, 20, foi também demonstrada nas espécies do complexo



147

Inodorum (N. gracile, N. nudicaule e N. macrostemon), aparentemente associadas com fusoes
céntricas em um tetraploide com 2n = 20 (Souza et al., 2012). Em ambos 0s casos, 0 nUmero
2n = 20 parece instavel e menos bem sucedido que os citotipos com fusbes céntricas. Os
nameros cromossémicos 2n = 10 e 2n = 20 ndo haviam sido reportados anteriormente para
essa espéecie (Nufiez 1972; Crosa 1972). Palomino et al. (1992) encontrou 2n = 18 (14M +
4A) e 2n = 19 (13M + 6A) em diferentes células de um mesmo individuo de N. bivalve, e
atribuiu essa variacdo a ocorréncia de fissdes céntricas, mas nenhuma variacdo intra-
especifica foi registrada na atual anélise. Uma variacdo numérica similar intra-individual
havia sido reportada para N. gracile, mas ndo foi confirmada ap6s extensa amostragem
(Souza et al., 2012). Nothoscordum gaudichaudianum e N. montevidense tiveram férmula
basica 4M, também com diploides (2n = 8M) e tetraploides (2n = 16M) (Fig. 2b-d). Além
disso, em N. montevidense foi encontrado um pentapléide com 2n = 20 (20M) e um
octoploide com 2n = 32 (32M) (Fig. 2e). As amostras de N. bonariense foram sempre
hexaploides com 2n = 26, mas trés apresentaram a formula cariotipica normal (22M + 4A) e
uma teve férmula cariotipica alterada (21M + 5A), com um cromossomo acrocéntrico extra
do mesmo tamanho que os demais e falta de um metacéntrico (Fig. 2h).

A érvore filogenética da Fig. 1 revela ndo haver uma perfeita correlagdo entre
nameros basicos e 0s agrupamentos cladisticos. Nothoscordum montevidense, com x = 4 (2n
= 8 e 16), aparece como grupo irmdo de N. pulchellum, com x = 5 (2n = 10, 18 e 20),
enquanto as demais espécies do complexo Bivalve, incluindo N. gaudichaudianum com x =
4, aparecem com grupo irméo de N. felipponei com x = 5. Essa aparente incongruéncia, tem
sido também observada em outros géneros como Nicotiana (Aoki e Ito, 2000), Melampodium
(Bloch et al. 2009) e Aristolochia (Ohitoma et al. 2006) e revela que, em alguns casos, 0
nimero cromossémico isoladamente pode confundir a reconstrucéo filogenética. No caso do

complexo Bivalve, essa variabilidade de nimeros cromossomicos pode se dever a uma
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frequéncia relativamente alta de translocagdes Robertsonianas em espécies de Nothoscordum
(ver Souza et al. 2009; 2012), sugerindo que a formula cariotipica 4M pode ter surgido mais

de uma vez a partir do cariotipo bésico x =5 (3M + 2A) por fusdo céntrica.

A andlise de GISH revela dois subgenomas em N. bonariense

Quando o cariétipo de N. bonariense foi investigado por GISH dois diferentes
subgenomas foram reconhecidos (Fig. 3). Metéfase de N. bonariense hibridizadas com o
DNA gendomico de N. bivalve marcado com Cy3 mostraram todos 0S Cromossomos
uniformemente corados e com o DNA gendmico de N. gaudichaudianum marcado em FITC
apenas 16 cromossomos marcaram mais fortemente. A sobreposi¢do dessas duas imagens
revela bem essa diferenciacdo (Fig. 3a) e o cariograma da mesma célula mostra um
subgenoma com 16M, provavelmente derivado de N. gaudichaudianum, e outro com 6M +
4A, provavelmente originario de N. bivalve (Fig. 3a, a’).

O individuo de N. bonariense com o cari6tipo 21M + 5A parecia ter uma delecdo de
um brago de um metacéntrico, transformando o caridtipo 22M + 4A em 21M + BA.
Entretanto, a analise de GISH revelou 15 cromossomos metacéntricos marcados com o DNA
gendémico de N. gaudichaudianum e 11 cromossomos marcados com a sonda de N. bivalve.
Isso indica se tratar de um rearranjo mais complexo envolvendo uma trissomia de um
acrocéntrico relacionado a N. bivalve e uma monossomia de um metacéntrico relacionado a
N. gaudichaudianum. Monotrissdmicos desse tipo sdo raros na natureza, mas individuos
isolados com aneuploidias complexas tém sido observados em algumas outras espécies
(Brighton, 1973; Soltis e Soltis, 2000), e parecem ser uma consequéncia do genomic shock
causado em decorréncia da hybrid speciation (Soltis e Soltis, 2009). Alternativamente, como
a meiose de N. bonariense apresenta varias irregularidades (Crosa, 1975) esse cari6tipo

atipico pode ser resultante da fusdo de um ou dois gametas aneuploides.
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Para verificar se N. montevidense, com 0 mesmo nimero cromossémico e NF de N.
gaudichaudianum, teria a mesma hibridizacao preferencial com o subconjunto cromossémico
com 16M de N. bonariense, 0 DNA de N. montevidense marcado com FITC foi hibridizado
in situ em metafases de N. bonariense e contrastado com o DNA genémico de N. bivalve
marcado com Cy3. Nesse caso, 16 cromossomos apresentaram marcacdo com DNA
gendbmico de N. montevidense, mas com muito mais fraca intensidade (Fig. 3c).
Curiosamente, Varios desses 16 cromossomos apresentaram marcagdo mais intensa na metade
ou no terco terminal de cada braco cromossdémico, enquanto a marcagdo com DNA de N.
gaudichaudianum apresentou marcacdo uniforme. Como em geral ha uma correlacao positiva
entre a intensidade de hibridizacdo de uma sonda genémica de uma determinada espécie e sua
similaridade genética com o conjunto cromossdmico marcado (Markova e Viskot, 2007;
Chase et al., 2003), é pouco provavel que N. montevidense seja o parental envolvido na

origem do subgenoma com x = 4 de N. bonariense.

O tamanho dos genomas corrobora a origem alopoliploide de N. bonariense

A Tabela 2 mostra o contetdo de DNA observado para cada uma das amostras
investigadas nas quatro espécies, com coeficiente de variacdo. Os tamanhos dos genomas
diploides de N. gaudichaudianum (2n = 8M) e N. bivalve (2n = 10; 6M + 4A) foram muito
similares (2C = 29,73 e 30,24 pg, perspectivamente) enquanto N. montevidense apresentou
um genoma maior, de 35,54 pg. Nos tetraploides dessas trés espécies houve uma duplicacdo
exata do contetdo de DNA apenas em N. gaudichaudianum enquanto nas outras duas
espécies, foi observada uma reducdo no conteddo de DNA nos tetraploides em relagdo ao
esperado baseado nos valores dos diploides (ver Tabela 2). Reducdo no tamanho do genoma
em poliploides é um fendmeno frequente e pode estar relacionado a mecanismos de

“diploidizagdo” e estabilizagdo dos poliploides (Ozkan et al. 2003; Bennett e Leitch 2004).
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Em N. bonariense, foi observado um conte(ldo de DNA 2C = 83,84 pg nos individuos com o
cariétipo normal, enquanto o individuo com o cari6tipo 21M + 5A apresentou um valor um
pouco menor (81,49 pg). Essa diminuigdo no conteido de DNA de 2,4 pg foi bem proxima ao
valor médio de um brago cromossémico dessa espécie (1,8 pg).

Tanto a analise filogenética quanto a GISH sugerem que N. montevidense é um
genoma mais afastado das demais espécies do complexo Bivalve. Seu conteudo de DNA nas
amostras dipldides também revela uma maior diferenciacdo em relacdo aos genomas de N.
bivalve e N. gaudichaudianum. O hexaploide N. bonariense apresentou um tamanho
gendémico um pouco mais alto em relacdo ao esperado para a fusdo de N. bivalve e N.
gaudichaudianum. Isso pode se dever a oscilagfes no tamanho do genoma em decorréncia da
poliploidia (Ozkan et al. 2003) ou a variacdo intraespecifica nos genomas das trés espécies
envolvidas (Jakob et al. 2004). Como a origem de poliploides est4 geralmente associada a
formacdo de gametas ndo-reduzidos (Soltis e Soltis, 2009), a ocorréncia de poliploides
intraespecificos em N. bivalve, N. gaudichaudianum e N. montevidense pode indicar que a
formacdo de gametas ndo-reduzidos seja relativamente frequente nas espécies desse

complexo o que poderia ter propiciado a formacao do alopoliploide N. bonariense.

Conclustes

As espécies N. bonariense, N. bivalve e N. gaudichaudianum sao filogeneticamente
muito proximas e compartilham uma série de caracteres morfoldgicos e citogenéticos, além
de contetdos de DNA por conjunto monopléide similares. A suposta origem alopolipléide de
N. bonariense (ver Crosa 1974), foi plenamente confirmada, sugerindo N. bivalve comx=5e
N. gaudichaudianum com x = 4 como provaveis ancestrais. Os dados de sequéncias de DNA
plastidial sugerem que N. bivalve seria o parental materno mais provavel desse hibrido, em

conformidade com os dados morfologicos (Guaglianone 1972). Por outro lado, N.
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montevidense foi filogeneticamente mais distante das demais espécies do complexo Bivalve
em todas as andlises, sugerindo que esta espécie deve ser excluida do complexo Bivalve e que

sua posicao filogenética dentro da sec¢do Nothoscordum seja revista.
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100 =
GAU 137713 2n=8 (8M) g
GAU 1409 2n=8 (8M) 2c=207pg &
( GAU 1408 2n=8(8M) g
a GAU 1320 2n= 16 (16M) 20=594pg §
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MON 1300
MON 1377/5
MON 1441
MON 1444
MON 1458

BIV 1414
BIV 1473
BON 0001
BON 1369
BON 1474

ARE 1302

| 1 change

GAU 1409

Fig. 1 — RelacGes filogenéticas entre as espécies do complexo Bivalve baseadas na
analise de Méaxima Parciménia da regido nuclear ITS (a) e uma analise de Haplotype
Network baseada em sequéncias plastidiais trnG (b). Em a numeros acima dos ramos
correspondem ao valor de bootstrap e cabecas de seta indicam mudancas de nimero
basico de x =5 (3M + 2A) para x = 4 (4M). NUmeros cromossdmicos sdo representados

por 2n e conteudo de DNA por valores 2C.
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Fig. 2 — Numero e morfologia cromossémica das trés espécies do complexo Bivalve. a,
Nothoscordum gaudichaudianum diploide com 2n = 8M; b-d N. montevidense diploide
com 2n = 8M (b), tetraploide com 2n = 16M (c) e octaploide com 2n = 32M (d); e-f N.
bivalve diploide com 2n = 10 (6M + 4A) (e) e tetraploide com 2n = 20 (12M + 8A) (f).

A = cromossomos acrocéntricos. Barra em a = 10 um.
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Fig. 3 — Cromossomos de Nothoscordum bonariense hibridizados com a sonda
genémica de N. bivalve (Cy3, laranja) e N. gaudichaudianum ou N. montevidense
(FITC, verde). a-a* Metafase e cariograma com 2n = 26 (22M + 4A) mostrando 10

cromossomos (6M + 4A) marcados com a sonda de N. bivalve e 16 (16M) com a sonda
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de N. gaudichaudianum. b-b’> Metafase e cariograma com 2n = 26 (21M + 5A)
hibridizada com DNA genomico de N. bivalve (Cy3, laranja) e N. gaudichaudianum
(FITC, verde). c, Metéfase com 2n = 26 (21M + 5A) hibridizada com DNA gendmico
de N. bivalve (Cy3, laranja) e N. montevidense (FITC, verde) A = acrocéntricos. Setas
em ¢ apontam para cromossomos mais fracamente hibridizados com a sonda gendmica

de N. montevidense.
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Tabela 1. Amostras analisadas do complexo Bivalve com suas respectivas procedéncias,

nameros cromossdémicos (2n), formula cariotipica e nimero fundamental (NF).

Formula
Espécie Procedéncia Populagdo  2n o NF
cariotipica
N. bonariense Beauverd Pajas Blancas, BON 0001 26 22M + 4A 48
Montevidéu, Uruguai
Faculdade de Agronomia, BON 0002 26 22M + 4A 48
Montevidéu, Uruguai
Ruta 8, arroyo Taquary, BOM 1369 26 22M + 4A 48
Uruguai
Ruta 13 km 230, arroyo BON 1414 26 22M + 4A 48
India Muerta, Rocha,
Uruguai
Soriano, Uruguai BON 1474 26 22M + 4A 48
Montevidéu, Uruguai BON 1715 26 21M + 5A 47
N. bivalve (L.) Britton Sierra de Mahoma, San BIV 1349 10 6M + 4A 16
Jose, Uruguai
Bella Unién, Artigas, BIV 1429 10 6M + 4A 16
Uruguai
- BIV 1125 18 14M + 4A 32
Ruta 13, Km 230, Dept. BIV 1414 18 14M + 4A 32
Rocha, Uruguay
Texas, USA BIV 1473 18 14M + 4A 32
Arroyo Tira Poncho, Ruta BIV 1427 20 12M + 8A 32
30 km 38, Uruguay-
N. gaudichaudianum Ruta 8 km 358, Serro GAU 1408 8 8M 16
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Kunth

N. montevidense Beauverd

Largo, Uruguai

Ruta 3 km 175, Uruguai

Arrojo Comvoy, 33,

Uruguai

Montevidéu, Uruguai

Ruta 5, Florida, Uruguai
Cerro San Antonio,
Maldonado, Uruguai

Ruta 3 km 175, Uruguai

Cerro Batovi, Rivera,
Uruguai

Arroyo Quebracho,
Paysandd, Uruguai
Arroyo Comvoy, 33,
Uruguai

Rura 27 km 39, Uruguai
Ruta 16, Rocha, Uruguai
Ruta 30 km 220, Uruguai
Pandule, Rio Queguay,
Uruguai

Ruta 3 km 175, Uruguai

Argentina

GAU 1409

GAU

1377/3

GAU 1320

MON 1300

MON 1458

MON 1443

MON 1312

MON

1377/5

MON 1441

MON 1423

MON 1410

MON 1445

MON 1411

MON 1444

MON 1379

MON

1377/8

MON 1201

16

16

16

16

16

16

16

16

16

20

32

8M

8M

16M

8M

8M

8M

16M

16M

16M

16M

16M

16M

16M

16M

16M

20M

32M

16

16

32

16

16

16

32

32

32

32

32

32

32

32

32

40

64
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Tabela 2. Numeros cromossdmico (2n) e estimativas de tamanho do genoma (2C) para

as espécies do complexo Bivalve.

Espécie (2n) Procedéncia Ploidy 2C (pg) C.V. (%)
level
N. bivalve (10) Bella Unidn, Artigas, Uruguai 2X 2761+18 3,80
(18) - 4x 50,10 +1,2 2,30
(20) - 4x 49,17 + 1,66 3,39
N. bonariense (26) Montevidéu, Uruguai 6Xx 83,84+28 3,33
(26) - 6X 81,49+18 2,23
N. gaudichaudianum (8) Ruta 8 km 358, Serro Largo, 2X 29,73+ 1,14 3,85
Uruguai
(16) Arrojo Comvoy, 33, Uruguai 4x 59,37+ 2,83 4,77
N. montevidense (8) Montevidéu, Uruguai 2X 35,54+142 4,01
(16) Ruta 30 km 94, Arroyo 3 cruzes, 4x 53,80 + 2,37 4,43
Uruguai
(32) Argentina 8x 80,70 + 1,58 3,17

CV = Coeficiente de variacgéo.
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Capitulo 1V - Variabilidade de sequéncias teloméricas em espécies de
Ipheion e Nothoscordum (Alliaceae): o papel da dispersdo equilocal de

DNA repetitivo na origem de sitios teloméricos ectopicos
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Abreviaches

PNA Peptide nucleic acid

ATSB Telomere Arabidopsis-type
HUSB Telomere human-type

TTSB Telomere Tetrahymena-type
FISH Fluorescence in situ hybridization
rDNA Ribosomal DNA

FN Fundamental number
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Resumo Na subfamilia Gilliesioideae os géneros Nothoscordum e Ipheion se destacam
por apresentarem dois extremos da variacdo disploide com predominio de cromossomos
metacéntricos e acrocéntricos, respectivamente. Esta subfamilia € a Unica dentre as
Alliaceae que apresenta dois microssatélites teloméricos distintos (TTAGGG), e
(TTTAGGG), e uma evolucdo cariotipica claramente relacionada a translocacGes
Robertsonianas. No presente trabalho foi investigada a distribuicdo desses motivos
teloméricos por hibridizagdo in situ fluorescente (FISH) nos dois géneros citados
visando estudar a relacdo entre sitios teloméricos ectdpicos e fusbes céntricas. A anélise
por FISH revelou que as duas variantes da sequéncia telomeérica marcaram igualmente
nos terminais cromossdmicos. As analises de diferentes clones contendo fragmentos
teloméricos mostraram que essas variantes se encontram organizadas em blocos
intercalados. Todas as espécies analisadas apresentaram sitios teloméricos
exclusivamente nos terminais cromossomicos, exceto N. arenarium, N. gracile e N.
macrostemon, que apresentaram sitios teloméricos intersticiais (ITS) na regido proximal
dos cromossomos. Esses ITSs podem ser indicativos de presenca acidental de um DNA
repetitivo semelhante ao DNA telomérico, transferéncia acidental de DNA telomérico
dos bragos curtos dos cromossomos acrocéntricos para a regido centromérica dos
metacéntricos ou presenca de remanescentes teloméricos de fusBes céntricas. Essas
diferentes hipdteses sdo discutidas bem como sobre a existéncia das duas variantes

teloméricas co-localizadas nos terminais cromossdmicos dessas espécies.

Palavras chave: Ipheion, Nothoscordum, DNA telomérico, translocacdo Robertsoniana,
sitios teloméricos ectopicos.
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Introducéo

Os teldmeros sdo estruturas localizadas na regido terminal do cromossomo eucariético,
sendo caracterizados por apresentar uma sequéncia de DNA prdpria, um conjunto de
proteinas especificas e uma estrutura tridimensional em t-loop (revisado por McKnight
e Shippen 2004). As principais funces atribuidas aos telémeros sdo: 1) prevenir a fuséo
end-to-end dos cromossomos; 2) interagir com proteinas do envelope nuclear, atuando
na organizacdo dos cromossomos no nucleo interfasico; 3) evitar o encurtamento da
molécula de DNA, causada pela replicagdo incompleta do terminal 5° pela DNA
polimerase durante a fase S do ciclo celular (Siroky 2008). Em vérias espécies, a
sequéncia de DNA telomérico é também encontrada em outras regiées cromossdmicas
além dos terminais, aparentemente ndo associada com fungdes teloméricas candnicas
(Meyne 1990). Em Vicia faba e Eleochaeris subarticulata sitios teloméricos ectopicos
estavam aparentemente associados com fusdo cromossdmica (Schubert et al. 1992;
Silva et al. 2006), todavia em muitas outras espécies esses ndo parecem associados com
rearranjos cromossdmicos (Cox et al. 1993; Meyne et al. 1990; Shubert et al. 1992).

A sequéncia de DNA telomérico € altamente conservada em diferentes grupos de
eucariotos. Em plantas, o microssatélite (T3AG3)n, originalmente isolado de
Arabidopsis thaliana (Richards e Ausubel 1988), esta presente na maioria das espécies
(Cox et al. 1993; Fuchs et al. 1995). Entretanto, a perda do telomero tipo-Arabidopsis
(ATSB) foi demonstrada em 16 espécies de 12 familias em um clado da ordem
Asparagales (Adams et al. 2001). Um trabalho subsequente mostrou a ocorréncia nesse
subclado de uma sequéncia de DNA telomérico distinta, (T2AG3)n idéntica a
previamente reportada em humanos (HUSB) e outros vertebrados (Sykorova et al.

2003). Algumas espécies desse grupo, aléem do motivo HUSB, apresentaram
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manutencdo do ATSB, sugerindo que tenha ocorrido uma substituicdo apenas parcial da
sequéncia original (Fajkus et al. 2005; Sykorova et al. 2006a). Em poucas espécies,
como por exemplo Drosophila melanogaster e Allium cepa, 0 DNA microssatélite que
forma os telémeros foi substituido por outros tipos de sequéncias repetitivas, incluindo
retrotransposons (Abad et al. 2004) e DNAr 45S (Pich et al. 1996; Pich e Shubert 1998),
respectivamente.

A familia Alliaceae se destaca por apresentar uma variabilidade de repeats
teloméricos, que podem ser ATSB e/ou HUSB enquanto em Allium nenhum dos
microssatélites teloméricos conhecidos foi observado (Sykorova et al. 2006b). Dentro
desse grupo a subfamilia Gilliesioideae (Fay e Chase, 1996) se destaca por ser a Unica
com evolugdo cariotipica claramente relacionada a translocagdes Robertsonianas (Jones
1998), o que a torna excelente modelo para verificar a relagdo entre DNA telomérico e
fusbes céntricas. Nessa subfamilia o género mais diversificado € Nothoscordum, com
~25 espécies (Guaglianone 1972). Essas espécies apresentam um ndmero variavel de
cromossomos metacéntricos (M) ou acrocéntricos (A), dois nimeros basicos, x = 4
(4M) e x =5 (3M + 4A), e séries disploides com 2n =8 (8M) e 2n = 10 (6M + 4A) nos
diploides, 2n = 16 (16M), 2n = 18 (14M + 4A), 2n = 19 (13M + 6A) e 2n = 20 (12M +
8A) nos tetraploides e 2n = 24 (24M) e 2n = 26 (22M + 4A) nos hexaploides (Crosa
1972). Em todos o numero de bragos cromossdémicos ou nimero fundamental (NF) é
sempre oito ou seus multiplos.

Poucas espécies da subfamilia Gilliesioideae apresentam caridtipos com
predominio de cromossomos acrocéntricos, provavelmente originados por multiplas
fissbes céntricas (Souza et al. 2010). Diferentemente de Nothoscordum, Ipheion, um
pequeno género proximamente relacionado, apresenta Cromossomos Mmenores,

predominantemente acrocéntricos com duas espécies apresentando NF = 7 (.
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tweedieanum 2n = 14A e I. uniflorum 2n = 2SM + 10A) e uma com NF = 9 (l.
recurvifolium, 2n = 20) (Souza et al. 2010). Os sitios de DNAr 45S em Ipheion e
Nothoscordum sdo observados na maioria dos bragos curtos dos cromossomos
acrocéntricos (Guerra e Felix 2000; Souza et al. 2009, 2010). A localizagé&o preferencial
pode estar relacionada a eventos de fisséo céntrica (Hall e Parker 1995), tornando esses
géneros importantes alvos para a analise da relagdo entre translocacdo Robertsoniana e
RON:Ss.

No presente trabalho foram investigados a distribuigdo cromossémica dos sitios
de DNA telomérico em espécies de Nothoscordum e Ipheion focando especialmente na
relacdo entre os sitios pericéntricos e as hipdteses de evolucdo desse grupo por fissdo-
fusdo céntrica. Como as sequéncias teloméricas ATSB e HUSB tém sido reportadas
nesse grupo (Fajkus et al. 2005; Sykorova et al. 2006b) a distribuigdo cromossémica de
ambos os repeats teloméricos e a organizacdo dessas sequéncias em cinco clones
contendo fragmentos teloméricos foram analisados. Por fim, foi investigada também a
substituicdo do DNA telomérico por sequéncias de DNAr 45S nos terminais

cromossémicos, como reportada em Allium (Pich et al. 1996).
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Material e Métodos

Material

Foram analisadas nove diferentes espécies do género Nothoscordum e trés do género
Ipheion. As espécies analisadas, locais de coletas, dados cariotipicos e distribui¢do do
DNA telomérico sdo apresentados na Tabela 1. Todas as espécies incluidas nessa
analise tiveram seus cariotipos previamente analisados (Souza et al. 2009, 2010; em
preparacdo). Vouchers foram depositados nos herbarios MUFA (Faculdad de
Agronomia, Universidad de la Republica, Uruguai) e UFP (Departamento de Botanica,

Universidade Federal de Pernambuco, Brasil).

Para a analise citogenética pontas de raizes obtidas de bulbos foram pré-tratadas
com colchicina 0,05%, durante 24 horas a 10 °C, fixadas em etanol:acido acético (3:1;
v/v) por 2 a 24 horas a temperatura ambiente e armazenadas a —20 °C. As raizes fixadas
foram lavadas em agua destilada e digeridas em solucdo de celulase (Onozuka) 2%
(w/v)—pectinase (Sigma) 20% (v/v) a 37 °C por 90 min. O meristema foi macerado em

uma gota de acido acético 45% e a laminula foi removida em nitrogénio liquido.

Deteccdo por FISH dos teldmeros e sitios de DNAr 45S

A sequéncia telomérica HUSB foi localizada usando uma sonda de PNA para

(T2AG3), marcada com FITC (Kit PNA/Telomere probe, Dako), seguindo instru¢des do
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fabricante. As laminas foram contracoradas com DAPI/Vectashild® e depois analisadas
em um microscopio de epifluorescéncia Leica DMLB. Imagens foram capturadas
usando uma camera Cohu CCD com o software Leica QFISH e depois editadas usando

Adobe Photoshop CS3 verséo 10.0.

O DNA telomérico ATSB (T3AG3), e os sitios de DNAr 45S foram detectados
usando como sonda um clone de 400 bp (pAtT4) marcado com Cy3-dUTP (GE) e um
clone de 6.5 kb 18S-5.85-25S (R2) marcado com digoxigenina-11-dUTP, ambos de
Arabidopsis thaliana, respectivamente. Ambas as marcagbes foram feitas por nick
translation (Roche). A sonda do DNAr 45S foi detectada com anticorpo anti-
digoxigenina conjugada com FITC (Roche) desenvolvido em ovelha e amplificada com
anticorpo anti-ovelha conjugado com FITC (Dako) desenvolvido em camundongo. O
mix de hibridizag&o continha 50% de formamida, 10% de dextran sulfato, 2x SSC e 5
ng/ul de cada sonda. As laminas foram desnaturadas a 75 °C por 3 min. As lavagens
pos-hibridizacdo foram realizadas para uma estringéncia final de 76%. As imagens das

melhores células foram capturadas como descrito previamente.

Anaélise dos telémeros por PCR

A amplificacdo do DNA telomérico por PCR foi realizada segundo ljdo et al.
(1991), usando primers ATSB e HUSB. Para checar a co-localizagdo desses diferentes
repeats teloméricos foram realizadas PCRs alternando primers forward (f) and reverse
(r) dos dois tipos (ATSB; x HUSB, ou HUSB; x ATSB;) usando como template o DNA
gendmico de N. gracile. A reagdo de PCR foram realizadas em volumes de 100 pl
contendo KCI 50 mM, Tris-HCI (pH. 8.3) 10 mM, MgCl, 1,5 mM, 200 uM de cada

dNTP, 0.1 uM de cada primer e 2 unidades de Taq polimerase. A amplificacdo consistiu
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de 10 ciclos iniciais de 1 min a 94 °C, 30 sec a 55 °C e 1 min a 72 °C, seguido por 30
ciclos de 1 min a 94 °C, 30 sec a 60 °C e 90 sec a 72 °C com um passo final de 5 min a
72 °C. Depois da amplificacdo 5 pl de cada produto da PCR foi analisado em gel de

agarose por eletroforese.

Clonagem e sequénciamento

O produto da amplificacdo usando primers ATSB e HUSB alternados foi um
fragmento de ~500 pb, posteriormente clonado em vetor pMOSBIlue usando
pMOSBIue Blunt-Ended Cloning Kit (Amersham, Buckinghamshire, UK). Apos a
selecdo com IPTG e X-gal, as colénias recombinantes foram diretamente amplificadas
por PCR usando primers M13. Todos os fragmentos clonados foram sequénciados em
ambas as direcbes pela Macrogen Inc. (Coreia do Sul). Os cromatogramas obtidos
foram editados no software Sequencer version 4.8 (GeneCodes Corp., Ann Arbor,
Michigan, USA) onde foi verificada a localizacdo dos repeats teloméricos ATSB e

HUSB. As sequéncias dos cinco clones analisados foram depositadas no genbank.

Resultados

Distribuigdo cromossdmica das sequéncias teloméricas

Os nimeros cromossémicos, férmulas cariotipicas e nimero/posicdo de sitios de DNAr 45S de
todas as espécies analisadas estdo apresentadas na Tabela 1 e coincidem com os dados prévios

(Souza et al. 2009, 2010). De uma maneira geral as espécies de Nothoscordum e Ipheion
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apresentaram sitios de DNAr 45S nos bragos curtos dos cromossomos acrocéntricos.
Adicionalmente, nas espécies da sec¢do Nothoscordum esses sitios foram localizados nas
regides terminais dos cromossomos metacéntricos e acrocéntricos. A excecdo foi Nothoscordum
sp. que além de sitios de DNAr 45S nos bracos curtos dos acrocéntricos, apresentou sitios de

DNAr 45S na regido centromérica de um par de metacéntricos (Fig. 2e-f).

As espécies de Ipheion, I. recurvifolium (2n = 20; 2SM + 18A), I. tweedieanum (2n =
14; 14A) e I. uniflorum (2n = 12; 2SM + 10A), apresentaram sinais teloméricos com a sonda
PNA HUSB exclusivamente nos terminais cromossémicos (Fig. 1). Em I. uniflorum foi testada
a presenca de sequéncias tipo Arabidopsis (TTTAGGG), e foram detectados sinais nas mesmas

posicdes observadas com a sequéncia (TTAGGG),.

No género Nothoscordum foi observada uma diferenca entre as espécies da seccdo
Nothoscordum e aquelas da seccdo Inodorum. As espécies da seccdo Nothoscordum
apresentaram sitios teloméricos de humanos e Arabidopsis exclusivamente nos terminais
cromossémicos (Fig. 2). Sinais para ATSB ou HUSB nédo foram detectados apenas no brago
curto de um par de metacéntrico de N. bonariense e de um Unico metacéntrico de N.
montevidense (2n = 8M) (Fig. 2a e d). Para verificar se nesses terminais cromossdmicos que nao
apresentavam sinais teloméricos havia presenca de DNAr 45S (ver Pich et al. 1996) foi
realizada uma FISH sequéncial, que revelou auséncia de sitios de DNAr nesses terminais. FISH
com sondas de ATSB e DNAr 45S em N. montevidense (Fig. 2a-b) e N. felipponei (Fig. 2c)
revelou sinais de DNA telomérico ligeiramente mais distais que os sinais de DNAr. Em um
individuo tetrapldide de N. montevidense que apresentava um cromossomo B, 0s sinais
teloméricos também foram restritos aos terminais cromossdmicos (Fig.2b). Nothoscordum sp.

com 2n = 18 (14M + 4A) apresentou sitios teloméricos apenas nos terminais cromossémicos

(Fig. 2e-f).

Nas espécies da seccdo Inodorum foram observados sitios terminais em todos os

cromossomos e sitios teloméricos ectdpicos em algumas delas (Fig. 3). Os diploides N.
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arenarium e N. macrostemon (2n = 10, 6M + 4A) apresentaram além dos sinais teloméricos
terminais, sitios adicionais na regido centromérica de trés pares de metacéntricos em N.
arenarium (Fig. 3b) e em um par de metacéntricos em N. macrostemon (Fig. 3c). Dentre os
tetraploides, em N. gracile (2n = 18, 14M + 4A) foram observados sitios ectopicos em um par
de metacéntricos (Fig. 3d) e em N. nudicaule (2n = 19, 13M +6A) sitios teloméricos ectdpicos
na regido proximal de dois pares cromossémicos e na regido subtelomérica de um par de

metacéntricos e de um cromossomo acrocéntrico (Fig. 3f).

A andlise do DNA telomérico em anafase-interfase revelou nucleos polarizados
seguindo a orientagdo de Rabl, com os telémeros dos bragos longos voltados para um dos polos
e os telébmeros dos bragos curtos dos acrocéntricos voltados para o pdlo oposto. A Fig. 4 mostra
a distribuicdo desses sitios em N. pulchellum, com os sitios teloméricos dos acrocéntricos (setas)

préximos das regides centroméricas dos metacéntricos.

Distribuigdo das sequéncias teloméricas ATSB e HUSB

Utilizando as sondas para as sequéncias teloméricas HUSB e ATSB quase todos 0s
terminais cromossdmicos foram igualmente marcados por FISH. Esses resultados foram
semelhantes tanto em hibridizagbes in situ sequénciais, como em N. macrostemon e
Nothoscordum sp. (Fig. 3e-f), quanto em hibridizagbes em I&minas distintas, como em N.
bonairense, N. felipponei e N. gracile. Em todas essas espécies investigadas os dois tipos
teloméricos marcavam na mesma posicao, inclusive nos sitios ectépicos, havendo em alguns
teldmeros diferencas sutis de intensidade entre os sinais com DNA telomérico tipo Arabidopsis

e tipo humano.

A anadlise por PCR dessas variantes teloméricas revelou fragmentos de ~ 500 pb
amplificados exclusivamente nas reagGes usando os primers ATSB e HUSB alternados. Na
reacdo controle (sem adicdo de DNA) néo foi observada amplificacdo, revelando que os primers

dos dois tipos teloméricos ndo concatenam. O produto da PCR foi clonado e cinco clones foram



176

sequénciados (Fig. 5). Todos os clones apresentaram repeats ATSB e HUSB organizados de
forma interespacada, com insertos de 253 a 444 pb. Dois desses clones, pNg-tel3 e pNg-tel6,
apresentaram segmentos ndo-teloméricos de 338 e 83 pb, respectivamente, intercalados entre 0s
blocos teloméricos. Quando analisadas em conjunto, esses clones apresentaram um predominio
de repeats ATSB (77.9%), seguidos por repeats HUSB (14.8%) e sequéncias teloméricas
degeneradas (7.3%). Os principais erros relacionados com as sequéncias degeneradas foram T-

or G-slippage e substituicGes em regides poli-T ou poli-G.

Discussao

Colocalizacao dos telomeros HUSB e ATSB

Os dados do presente trabalho confirmam por FISH a presenga do DNA telomérico
HUSB (TTAGGG), e ATSB (TTTAGGG), nos terminais cromossémicos em todas as
12 espécies analisadas dos géneros Ipheion e Nothoscordum. Andlises prévias com slot-
blot e FISH haviam demonstrado que em espécies de um grande clado dentro da ordem
Asparagales o telémero tipico tipo-Arabidopsis foi parcialmente substituido pela
sequéncia tipo-humanos (Adams et al 2001; Weiss and Scherthan 2002; Sykorova et al
2003). Contudo, em algumas espécies desse clado a sonda ATSB ndo marca in situ,
sugerindo que o processo de substituicdo da sequéncia telomérica tipica de plantas pode
ser completo (Weiss-Schneeweiss 2004).

Em Nothoscordum gracile ATSB foi a sequéncia dominante em cinco fragmentos de
DNA telomérico examinados, sendo alternados com HUSB, repeats teloméricos degenerados ou
sequéncias desconhecidas. O sequénciamento de clones contendo insertos teloméricos em outras

espécies de Asparagales revelaram arranjos similares, com essas variantes teloméricas
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organizadas em blocos alternados e uma baixa frequéncia de repeats degenerados (Sykorova et
al 2003; Weiss-Schnneewweiss et al 2004). A presenca de longos insertos nao-teloméricos em
fragmentos de DNA telomérico também foi observada em Othocallis siberica, e pode ser
resultado da amplificacdo de uma porcdo da regido subtelomérica (Weiss-Schnneeweiss et al
2004). Repeats degenerados sdo comumente encontrados em motivos teloméricos tipicos em
diferentes organismos (Richards and Ausubel 1988; Moyzis et al 1988), sugerindo gue a enzima

telomerase apresente uma certa plasticidade na insercao dos repeats teloméricos.

A origem da variabilidade telomérica em Asparagales pode estar relacionada com uma
mutacdo no gene codificante da subunidade catalitica da telomerase (TERT). O alinhamento
maltiplo da sequéncia de aminoécidos do gene TERT de espécies de Asparagales e outras
plantas com telémeros tipo Arabidopsis revelou uma substituicdo candidata no grupo com

teldmero alterado, que poderia estar envolvida com essa alteracdo (Sykorova et al 2006b).

A aparente auséncia de telomeros em alguns poucos cromossomos de Nothoscordum
pode ser devida ao tamanho muito reduzido desses sinais. A hibridizacdo in situ com o DNAr
45S revelou que esses terminais também ndo possuiam sitios ribossomias. Além disso, todos 0s
sitios terminais de DNAr apresentaram sitios teloméricos distais, indicando que clusters de
sequéncias ribossomais ndo substituem as sequéncias teloméricas como observado em outra
espécie de Alliaceae (Pich et al 1996). Isso sugere que a substituicdo de microssatélites
teloméricos por sequéncias repetitivas mais longas como o DNA satélite e 0 DNAr 45S em
Allium cepa ou por elementos transponiveis, como HeT-A e TART em Drosophila

melanogaster (Abad et al 2004) s&o excegdes.

Sitios teloméricos ectopicos x translocacdes Robertsonianas
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Em plantas, sitios teloméricos intersticiais associados com fusdes céntricas foram sé
raramente documentados por FISH (Schubert et al 1992; Silva et al 2006), enquanto em
mamiferos, sitios ectdpicos sdo bastante frequentes, o que pode estar relacionado com o
predominio de fusdes céntricas na evolugdo cariotipica desse grupo ou o tipo de fusdo céntrica,
gue mais provavelmente seria do tipo end to end (Ruiz-Herrera et al 2008). Anélises de pintura
cromossOmica em Brasicaceae indicaram que ‘chromosome fusion’ é sempre resultado de uma
translocacdo reciproca, parecendo sempre haver perda dos bragos curtos dos acrocéntricos e,
portanto auséncia de sitios teloméricos intersticiais (Shubert and Lysak 2011). Em
Nothoscordum, os sitios ectdpicos de DNA telomérico ndo se relacionam com variagdo
displéide, nem mesmo nos casos de variagdo interespecifica resultantes de fusdo, o que sugere

gue esses sitios ectopicos ndo sejam remanescentes de fusdes céntricas.

Na grande maioria dos casos reportados em plantas os sitios teloméricos ectdpicos
foram gerados pela presenca de DNAs satélites com motivos telomere-like degenerados
(Hizume et al 1998; Kondo and Tagashira 1998; Shibata et al 2005). Nesses casos 0s sitios
ectopicos foram localizados na maioria dos cromossomos formando grandes blocos
pericentroméricos ou subteloméricos, regibes particularmente propicias ao acUimulo de
sequéncias repetitivas diversas (Gill et al 2008). Nas espécies de Nothoscordum sitios
teloméricos ectdpicos foram restritos a pequenos dots na regido centromérica e subtelomérica de
alguns poucos cromossomos e hibridizados com as sondas HUSB e ATSB proporcionalmente
aos sitios teloméricos, 0 que sugere que esses sitios tenham uma origem a partir dos telémeros

verdadeiros.

Considerando que ambas as sequéncias HUSB e ATSB estdo presentes nos sitios
teloméricos ectdpicos é possivel que o DNA telomérico tenha sido equilocalmente dispersos a
partir dos teldmeros dos bragos curtos dos acrocéntricos para a regido proximal dos
cromossomos metacéntricos. Isso seria facilitado pela proximidade espacial dessas regides no
nucleo interfasico mitético mantido pela orientacdo de Rabl ou durante a formacdo de bouquet

no inicio da meiose (Schweizer and Loild 1987). A distribuicdo equilocal de heterocromatina é
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amplamente conhecida em plantas (K6nig and Ebert 1997; Zhong et al 1998) e insetos (John et
al 1985). Essa transferéncia seria propiciada por mecanismos como pareamento e recombinacao
ectdpica de sequéncias repetitivas pericentroméricas ou transposicdo (Pedrosa et al 2001). A
presenca de sitios ectopicos subteloméricos em N. nudicaule pode também estar relacionada

com a presenca de motivos teloméricos degenerados nessa regido (Flint et al. 2007).
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Fig. 1 — Distribuicio do DNA telomérico HUSB (verde) nas espécies do género

Ipheion. a, I. uniflorum; b, I. tweedieanum; c, I. recurvifolium. Cabegas de setas em a
apontam para a regido proximal do par de submetacéntrico em I. uniflorum. Barra em a

representa 10 pm.
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Fig. 2 — Distribuicdo de DNA telomérico HUSB (verde) e ATSB (azul) e dos sitios de
DNAr 45S (laranja) em especies da sec¢do Nothoscordum do género Nothoscordum.
Em a e b, N. montevidense 2x e 4x com um cromossomo B (inserto), respectivamente;
¢, N. felipponei; d, N. bonariense; e-f, Nothoscordum sp. hibridizada in situ

sequencialmente com HUSB (e) e ATSB (f). Barra em f representa 10 pum.
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Fig. 3 — Distribuicdo de DNA telomérico HUSB (verde) e ATSB (azul) e dos sitios de

DNAr 45S (laranja) em espécies da seccdo Inodorum do género Nothoscordum. Em a e
d N. gracile com 2n = 19 e 2n = 18, respectivamente. b, N. arenarium. c, N.
macrostemon. Em e e f N. nudicaule com 2n = 19 e 2n = 18, respectivamente. Insertos

em f mostram sinais teloméricos ectdpicos. Barra em f representa 10 pm.
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Sitios teloméricos ectopicos

Transferéncia equilocal
de DNA telomérico

Fig. 4 — Distribuicdo de DNA telomérico HUSB (verde) em metéfase (a), anafase (b) e
intérfase (c) de Nothoscordum pulchellum. d modelo de transferéncia equilocal de DNA
telomérico baseado em Schweizer e Loild (1987). Em d regides destacadas em laranja

delimitam a regido centromérica.
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pNg-tel2 (359%9bp length)

TTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTT
TAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGTTTTAGGGTTTAGGCCTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTA
GGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGATTAGGCTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTCTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGG
GTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTGCGATTAGCGCTTAGCGCTTAGCCTTAGCCTTAGGG

pNg-tel3 (444bp length)

TTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAAGGTTTCGGGTATACGGTTGTCGGTG
TTTGACCAAGTCGAGCCATGGAACTACTTAAGGGCGAAACTGACATATTATATTTTTTATATTGAAATTATTAGCACATTACATAAAATGAAAAAATGAA
AAAAAAAAAAAAATAAGTGGAAACGGGGGGGCCAAAAAATTCATAAAAATTGGACCAAATTTTTTTCCCCCGGTTTTCCATTTTTTCGAAGGGGGAAAAA
ATTTAAAAAATAAAAAAGGGAAAAGAAAAAGGGGAGCCACCCGGGGGCTTCCCCGGGGGGTCCCCCACCTGCGTTAACTCCCCACAACTCTAACCATTTC
CGCCAACCTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG

pNg-teld (345bp length)

TTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTT
TAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGATTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTA
GGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTCTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTCTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGG
GTATAGGGTTTAGGGTTAGGCGTTAGGCGCTTAGGCGCTTAGGGTTAGGG

pNg-tel5 (254bp length)

TTAGGGTTAGGCGCTTAGGCCTTAGCCTTAGCGCTTAGCCTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTATAGGGTTTAGGGTTTAGGGT
TTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTCGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTT
AGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGG

pNg-tel6 (337bp length)

TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTTGAGGCAAAAAAACCACGTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGC
TCGGTACCCGGGGATCCGATTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTATAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTA
GGGTTTAGGGTTTCGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGG
GTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGG

Fig. 5 — Analises de sequéncia de cinco clones de Nothoscordum gracile mostrando ATSB
(cinza claro) e HUSB (cinza escuro). Nucleotidios distintos dos repeats teloméricos sdo

destacados em cinza claro.
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Tabela 1 — Espécies analisadas dos géneros Nothoscordum e Ipheion com respectivos numeros

de Voucher, procedéncia, nimero cromossémico (2n), formula cariotipica, namero fundamental

(NF) e sitios teloméricos intersticial (ITS).

Férmula
Taxon Voucher Procedéncia 2n NF ITS
cariotipica*
Ipheion Rafinesque
Paso Rondan,
. recurvifolium MVFA
Depto. Florida, 20 18A + 2SM 22 -
(Wright) Traub. 33781
Uruguai
Ruta 24, km. 45.5,
I. tweedieanum MVFA
Depto. Rio Negro, 14 14A 14 -
(Griseb.) Traub. 21953
Uruguai
Ruta 26, km. 191
. uniflorum (Raf.) MVFA
Depto. Tacuarembd, 12 10A + 2SM 14 -
Traub. 33773
Uruguai
Nothoscordum Kunth
Colbnia Winston,
N. arenarium Herter MVFA 7447 Depto. San José, 10 6M + 4A 16 6
Uruguai
Cerro Verdn,
N. felipponei MVFA
Depto. Lavalleja, 10 6M + 4A 16 -
Beauverd 33778
Uruguai
N. macrostemon .
MVFA 1301 U@ S, AroyoSolis 4, 6M+4A 16 2

Kunth

Grande, Depto.
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Canelones, Uruguai

N. pulchellum Kunth - Caruaru-PE, Brasil 10 6M + 4A 16 -
N. montevidense Montevideo,
MVFA 0004 8 8M 16 -
Beauverd Uruguai
Arroyo Quebracho, 32 -
16 +
Depto.  Paysandd, 16M
1B
Uruguai
N. gracile (Ailton) MVFA 2152 Séo Paulo-SP, 32 -

19 13M + 6A
Stearn Brasil

Punta Ballena,

Depto. Maldonado, 18 14M + 4A 32 2

Uruguai
N. nudicaule (Lehm.) Depto. Canelones,
MVFA 1310 19 13M + 6A 32 -
Guagl. Uruguai
18 14M + 4A 32 7
N. bonariense Montevideo,
MVFA 2730 26 22M + 4A 48 -
Beauverd Uruguai
26 21M + 5A 47 -
Nothoscordum sp.1 MVFA 1273 Chile 18 14M + 4A 32 -

* M = metacentric, SM = submetacentric, and A= acrocentric.
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Premissa do estudo O género Nothoscordum compreende aproximadamente 25
espécies nativas da América do Sul e apresenta uma taxonomia complexa. O género foi
dividido com base em analises morfoldgicas nas sec¢Ges Inodorum e Nothoscordum,
sendo que a Ultima compreende a maioria das espécies, € morfologicamente mais
diversificada e possui distribuicdo geografica mais ampla.

Métodos Neste trabalho € apresentada uma analise citotaxondmica das espécies
da seccdo Nothoscordum baseada no nimero e morfologia cromossémicos e na
localizacdo dos sitios de DNAr 5S e 45S. Além disso, foi construida uma filogenia
molecular baseada em sequéncias nucleares ITS e plastidiais trnL-trnF, atpB-rbcL,
intron trnG, trnS-trnG e psbA-trnH, visando analisar a relacdo evolutiva entre as
espécies dessa seccao.

Resultados As andlises filogenéticas revelaram a monofilia da seccdo
Nothoscordum, grupo irmédo da sec¢do Inodorum. O grupo apresentou as sequéncias
plastidiais bastante conservadas, enquanto as sequéncias nucleares ITS foram mais
variaveis, permitindo estimar a idade da seccdo Nothoscordum em 3,5 MA.
Citologicamente o grupo apresentou uma extensa diversificagdo, com dois nimeros
cromossémicos basicos, poliploidia intraespecifica e interespecifica e variabilidade no
namero e posicdo de sitios de DNAr 5S e 45S.

Conclusdes Todas as evidéncias moleculares sugerem que a sec¢do tenha uma
origem recente, enquanto dados cariotipicos indicam que esse grupo tenha passado por
um periodo de intensa diversificacdo cariotipica com ampla variagdo no nimero de
sitios de DNAr.

Palavras chave: sec¢do Nothoscordum, sitios de DNAr, evolugéo cariotipica, filogenia

molecular.
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INTRODUCAO

O género Nothoscordum Kunth (Gilliesioideae, Alliaceae) compreende ~ 25
espécies nativas da América do Sul, com centro de diversidade na regido extra-tropical
no Uruguai, norte da Argentina e sul do Brasil (Guaglianone, 1972; Howard, 1993).
Esse género pertence a tribo Ipheieae, que inclui quatro outros géneros Leucocoryne
Lindl, Ipheion Rafinesque, Tristagma Poepp e Zoellnerallium Crosa todos
proximamente relacionados (Crosa, 1975; Fay e Chase, 1996). As espécies de
Nothoscordum apresentam em geral um baixo nimero de caracteres morfologicos
diagnosticos, com  polimorfismos  morfologicos intraespecificos, caracteres
convergentes e formacdo de hibridos interespecificos naturais (Guaglianone, 1972;
Crosa, 1974; Souza et al., 2010; in press). Guaglianone (1972), com base nesses
caracteres, propds a separacdo do género em duas secc¢des, Inodorum e Nothoscordum,
posteriormente confirmada por Fay et al. (2006). Esta Ultima seccdo compreende a
maioria das espéecies do género, sendo morfologicamente mais diversificada e com

distribuicdo geografica mais ampla.

Os principais caracteres morfoldgicos utilizados na taxonomia das espécies da
seccao Nothoscordum sdo a cor das tépalas (brancas ou amarelas), presenca de rizomas
e variacdes na forma e tamanho de pecas florais e partes vegetativas das plantas
(Guaglianone, 1972). No entanto, alguns desses caracteres sdo de dificil delimitacdo,
sendo necessario usar informacdes adicionais, principalmente dados histoldgicos,
filogenéticos e citogenéticos (Crosa, 1975; Fay et al., 2006; Souza et al., 2010). O grupo
morfologicamente melhor caracterizado da sec¢do Nothoscordum é formado por
espécies “unifloras” que apresentam flores isoladas (Guaglianone, 1972), constituido
por seis espécies N. dialystemon (Guagl.) Crosa, N. felipponei Beauverd, N. hirtellum

(Kunth) Herter, N. izaguirreae Crosa, N. marchesii Crosa, e N. vittatum (Griseb.)
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Ravenna. Algumas dessas espécies, como por exemplo N. marchesii e N. vittatum, se
confundem morfologicamente com as trés especies do género Ipheion, que sdo também
“unifloras” (Guaglianone, 1972). Andlises histologicas e cariotipicas, concluiram que o
carater “uniflora” nos dois géneros ¢ homoplasico (Crosa, 1975; Souza et al., 2010).
Contudo, uma analise filogenética da subfamilia Gilliesioideae, baseada em sequéncias
plastidiais (rbcL, intron trnL, trnL-F e intron rpsl6) e nuclear ITS agrupou Ipheion
dialystemon Guagl e 1. hirtellum (Kunth) Traub no clado das espécies de
Nothoscordum, sugerindo que essas espéecies precisam ser taxonomicamente reavaliadas
(Fay et al. 2006).

O grupo taxonomicamente mais problematico da sec¢do Nothoscordum é o
complexo Bivalve, composto por N. bivalve (L) Britton, N. bonariense Beauverd, N.
gaudichaudianum Kunth e N. montevidense Beauverd (Guaglianone, 1972). As espécies
desse complexo apresentam multiplos cit6tipos, com variacdo no nivel de ploidia e
ocorréncia de hibridos naturais (Guaglianone, 1972; Crosa, 1974). Uma andlise
filogenética desse complexo baseada em marcadores moleculares plastidiais trnG e
nucleares ITS revelou que N. bivalve, N. bonariense e N. gaudichaudianum formam um
clado bem sustentado, enquanto N. montevidense aparece em um clado distinto,
sugerindo que o complexo n&o seria monofilético (Souza et al. em preparacéo).

Citologicamente todas as espécies do género Nothoscordum se destacam por
apresentarem cromossomos grandes (alguns maiores que 20 pm), com cari6tipos
formados por cromossomos metacéntricos (M) ou acrocéntricos (A). As espécies da
sec¢do Inodorum apresentam nimero cromossémico basico x =5 (3M + 2A) enquanto
as da sec¢do Nothoscordum apresentam dois nimeros basicos com diferentes formulas
cariotipicas [x = 4 (4M) e x = 5 (3M + 2A)], com ocorréncia de citétipos diploides,

tetraploides, hexaploides e octaploides (Crosa, 1972; Nufiez et al., 1972; Souza et al.
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2012). A analise da distribuicdo dos sitios de DNAr 5S e 45S por hibridizagdo in situ
fluorescente (FISH) tem revelado uma grande diversidade nas espécies da seccdo
Nothoscordum, embora poucas espécies tenham sidos analisadas (Guerra e Felix, 2000;
Souza et al., 2010).

Neste trabalho foi analisada a filogenia molecular da sec¢do Nothoscordum,
baseada em sequéncias plastidiais, trnL-trnF, atpB-rbcL, intron trnG, trnS-trnG e
psbA-trnH, e nucleares, ITS (ITS1-5.8S-1TS2), juntamente com uma anélise cariotipica
das espécies dessa seccdo baseada em numero e morfologia cromossémica e na
localizacdo dos sitios de DNAr 5S e 45S. Anélises similares, incluindo a distribui¢do
desses sitios de DNAr, tem auxiliado na identificacdo dos cromossomos e deteccdo de
alteracOes cariotipicas estruturais em uma série de géneros (Moraes et al., 2007; lovene

et al., 2008).

MATERIAL E METODOS

Material vegetal — As amostras analisadas da sec¢do Nothoscordum, coletadas na Argentina, Brasil,
Chile, Uruguai e EUA, sdo apresentadas na Tabela 1. Todas as exsicatas foram depositadas no herbario
Bernardo Rosengurtt da Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica, Montevidéu, Uruguai
(MVFA). As sequéncias ITS das espécies N. arenarium, N. bivalve, N. bonariense, N. felipponei, N.
gaudichaudianum, N. gracile, N. hirtellum, N. macrostemon, N. montevidense, N. nudicaule e N.
pulchellum e plastidial trnG para N. arenarium, N. bivalve, N. gaudichaudianum, N. hirtellum e N.
montevidense foram disponibilizadas em uma andlise filogenética prévia (Souza et al. 2012; em

preparacédo) e obtidas do GenBank.

Extracdo de DNA, amplificacdo e sequénciamento — As extracBes de DNA foram realizadas pelo
método de CTAB segundo Doyle e Doyle (1987). Foram analisadas as regies plastidiais trnL-trnF

(Taberlet et al., 1991), atpB-rbcL (Chiang e Schaal 2000), trnG intron, psbA-trnH e trnS-trnG (Hamilton
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1999). A amplificacdo da regido nuclear ITS foi realizada segundo Lomascolo et al. (2008). Todos os
fragmentos amplificados foram sequenciados em ambas dire¢des no Instituto Pasteur (Uruguai) ou pela
Macrogen Inc. (Coreia do Sul). As sequéncias analisadas serdo disponibilizadas no GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

Alinhamento — Os cromatogramas foram editados usando o software FinchTV versdo 1.4.0. Os
alinhamentos foram gerados e editados manualmente no BioEdit Sequence Aligment Editor. No
alinhamento da regido ITS, 12 gaps foram identificados e cada um foi considerado como um Unico carater

e codificado como presenca/auséncia e incluido na matriz consenso das sequéncias.

Inferéncia filogenética — Foram realizadas analises filogenéticas baseadas na regido ITS para 43
amostras da seccdo Nothoscordum. A andlise das regides plastidiais foi realizada apenas em cinco
espécies da seccdo, as mesmas incluidas em um trabalho prévio (Fay et al. 2006). Ambas analises
incluiram como grupos externos N. arenarium, N. gracile, N. macrostemon e N. nudicaule, todas da
seccdo Inodorum, Tristagma graminifolia e Speea triloba. As matrizes para cada conjunto de dados e a
matriz combinada das sequéncias plastidiais foram analisadas com o software PAUP* 4.0b10 (Swofford
2003) usando uma busca heuristica preliminar com tree bisection-reconnection (TBR). A arvore com
menor nimero de passos foi salva e a partir dessa, foi realizada uma busca final a 5.000 sequence
addition replicates (SAR), salvando somente arvores que tinham o nimero de passos menor ou igual ao
encontrados na busca preliminar. A anélise de bootstrap foi relizada para 10.000 réplicas, com 100 SAR

dentro de cada réplica, usando TBR.

A anéalise Bayesiana da regido ITS foi feita separadamente para as subregides 1TS1, 5.8S e ITS2,
determinando os modelos evolutivos para cada uma delas independentemente por méaxima
verossimilhanga usando o MrModelTest (v.1.1b). O melhor modelo evolutivo para as regides ITS1 e ITS2
foi HKY+G, enquanto o modelo utilizado para a regido 5.8S foi K80+l. A inferéncia Bayesiana foi

realizada com ajuda do programa MrBayes versdo 1.10.
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Evolucdo de caracteres e relégio molecular — A andlise de reconstrucdo ancestral de caracteres
(RAC) foi realizada para caracteres morfoldgicos (cor das tépalas e tipo de inflorescéncia) e
citogenéticos (nimero cromossdmico béasico e nimero cromossdémico) usando o software Mesquite
2.74 (Meddison and Meddison, 2003). A RAC foi baseada na analise da regido ITS de 32 amostras
diploides, analisadas previamente por maxima parciménia no PAUP*. A melhor arvore, salva no formato
NEXUS, foi analisada no software Mesquite para a construgdo da matriz de dados.

Como ndo existem evidéncias fésseis de Nothoscordum que permitam estimar a idade do género,
foi utilizada uma abordagem de relaxed molecular clock que se baseia na taxa de substituicdes ao longo
de um ramo numa filogenia para datar a origem desse clado (Renner, 2005). Essa estimativa foi feita para
0 nd de origem da seccdo Nothoscordum, baseado na taxa de substituicdo das regifes ITS1 e ITS2
determinadas para plantas herbaceas (Kay et al., 2006). Foi utilizado o software DNAMLK versdo 3.5¢ na
funcdo de méxima verossimilhanca com relégio molecular. Como as medidas usando ITS1 e ITS2

apresentaram valores muito congruentes, a datacéo foi feita com base na média desses valores.

Analise cariotipica — A anélise cariotipica foi realizada em 38 amostras da sec¢do Nothoscordum. As
amostras foram analisadas utilizando a dupla coloragdo com os fluorocromos cromomicina A; (CMA) e
4’ 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) de acordo com Souza et al. (2010). As laminas foram analisadas em
um microscopio de epifluorescéncia Leica DMLB. As imagens foram capturadas com uma camera de
video Cohu CCD usando o software Leica QFISH e depois editadas no Adobe Photoshop CS3 versdo

10.0. As melhores laminas foram descoradas e utilizadas para FISH.

Foram utilizadas como sondas para localizar os sitios de DNAr um clone de DNAr 5S (D2) (Pedrosa
et al. 2002) e marcado com Cy3-dUTP (GE) e um clone de DNAr 18S-5.8S-25S (R2) (Wanzenbdck et al.
1997) e marcado com digoxigenina-11-dUTP. Ambas as marcac¢Bes foram feitas por nick translation
(Roche). A sonda do DNAr 45S foi detectada com anticorpo anti-digoxigenina conjugada com FITC
(Roche) desenvolvido em ovelha e amplificada com anticorpo anti-ovelha conjugado com FITC (Dako)
desenvolvido em camundongo. A mistura de hibridizacdo conteve 50% formamida, 10% dextran sulfato,
2x SSC e 5 ng/ul de cada sonda. As laminas foram desnaturadas a 75 °C por 3 min. As lavagens pés-

hibridizacdo foram realizadas para uma estringéncia final de 76%.

RESULTADOS
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Filogenia baseada nas regides plastidiais — A matriz combinada das regides trnL-
trnF, atpB-rbcL, intron trnG, trnS-trnG e psbA-trnH compreendeu 3.280 caracteres. Foi
observada uma delecdo de 430 pb na regido psbA-trnH exclusivamente nos
representantes da seccdo Nothoscordum (Fig. 1). A anédlise de cada regido plastidial
isolada e a andlise combinada das mesmas revelaram que a sec¢do Nothoscordum é
monofilética e grupo irméo da sec¢do Inodorum. A matriz combinada das cinco regies
plastidiais, desconsiderando a delecdo parcial de psbA-trnH na seccdo Nothoscordum,
apresentou somente 34 sitios variaveis (1,03%), cuja analise por méaxima parciménia
ndo permitiu revelar as relacdes entre as espécies da seccdo. A Tabela 2 resume o
nimero de pares de bases e a porcentagem de variacdo de cada regido plastidial

individualmente.

Filogenia baseada na regido ITS — A matriz ITS, analisada para 43 amostras da
seccao Nothoscordum e grupos externos, foi formada por 653 pb, sendo 90 pb (13,7%)
polimorficos. A arvore comparativa incluindo as mesmas espécies analisadas com as
regibes plastidiais é apresentada na Fig. 1. As andlises Bayesianas e de méaxima
parcimdnia apresentaram arvores com topologias muito similares, dividindo a seccao

Nothoscordum em dois grandes clados, denominados de Bivalve e Hirtellum (Fig. 3).

O clado Bivalve foi composto por sete espécies filogeneticamente bem definidas,
N. montevidense, N. izaguirreae, N. pulchellum, N. grossibulbum, N. gaudichaudianum,
N. felipponei e N. bonariense (Fig. 2). Além disso, N. bivalve ndo foi monofilética,
aparecendoseparada em dois clados. Duas morfoespécies chilenas, Nothoscordum sp.1 e
sp.2 também formam parte deste clado e aparecem como um grupo relacionado a N.

felipponei, N. grossibulbum e N. gaudichaudianum. Outra morfo-espécie procedente do
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Uruguai, Nothoscordum sp.3, apareceu proximamente relacionada a N. bonariense.
Nothoscordum montevidense, N. izaguirreae e N. pulchellum apareceram como um

grupo a parte dentro do clado Bivalve.

O clado Hirtellum foi formado por N. hirtellum, N. marchesii, N. ostenii, N.
nudum, N. minarum, N. dialystemon e N. vittatum. Dessas, N. ostenii ndo foi

monofilética.

A estimativa de datacdo da seccdo Nothoscordum se baseou na taxa de
substituicBes de 3,81 x 107° substituicdes/sitios/ano para sequéncias ITS determinado
em uma graminea e condizente com outras monocotileddneas (Verboom et al., 2003;
Kay et al. 2006). As analises revelaram que a seccdo Nothoscordum teria se originado a
3,4 e 3,7 milhdes de anos (MA), baseados em ITS1 e ITS2, respectivamente. Esses
valores indicam que a seccdo teria se originado no Plioceno (5-2 MA) do periodo

Quaternario.

Andlise citogenética — Todas as 38 amostras da sec¢do Nothoscordum apresentaram
cromossomos meta (M) ou acrocéntricos (A) grandes (entre 4,26 e 26,91 um) e nimeros
basicos x = 4 (4M) ou x = 5 (3M + 2A). Na Tabela 1 e Fig. 3 sdo apresentados 0s
nimeros cromossdmicos e a distribuicdo dos sitios de DNAr nas espécies analisadas. Os
sitios de DNAr 5S foram localizados sempre em cromossomos metacéntricos,
predominantemente nas posicdes terminal e/ou proximal. Em algumas espécies foram
observados sitios de DNAr 5S triplicados no mesmo cromossomo, em geral nas
posicdes intersticial, proximal e terminal. Os sitios de DNAr 45S foram localizados
preferencialmente na posi¢do terminal de cromossomos metacéntricos e acrocéntricos,

podendo ocupar os dois terminais ou somente o terminal do brago curto. Em todas as
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espécies da seccdo Nothoscordum foram observadas bandas CMA'/DAPI
exclusivamente co-localizadas com os sitios de DNAr 45S. A distribuicdo dos sitios de
DNAr em N. pulchellum, N. felipponei e N. hirtellum foi baseada em anélises prévias

(Guerra e Felix, 2000; Souza et al., 2010).

Nothoscordum montevidense apresentou amostras diploides (2n = 8M) e
tetraploides (2n = 16M) (Fig 3). Uma amostra de um tetraploide de N. montevidense
apresentou um cromossomo B, metacéntrico e menor que os demais, com um sitio de
DNAr 5S na regido centromérica (Fig. 3D). Em N. izaguirreae, foi observado o
cariotipo 2n = 24M (Fig. 4E). O clado formado por N. gaudichaudianum (2n = 8M e 2n
= 16M), N. grossibulbum (2n = 20; 12M + 8A), N. felipponei (2n = 10; 6M + 4A), N.
bonariense (2n = 26; 22M + 4A) e N. bivalve (2n = 10; 6M + 4A, 2n =18; 14M + 4A e
2n = 20; 12M + 8A) apresentou sitios de DNAr 5S e de DNAr 45S em diferentes
posicBes cromossémicas, sendo o unico clado a apresentar sitios de DNAr 5S
triplicados (Fig. 3E e H — Fig. 4). As duas morfo-espécies chilenas Nothoscordum sp. 1
e Nothoscordum sp. 2, ambas com 2n = 18 (14M + 4A), apresentaram sitios de DNAr
45S adicionais na regido centromérica de um e trés pares de Cromossomos
metacéntricos, respectivamente (Fig. 3l - Fig. 4). As espécies do complexo Bivalve
incluidas nesses clado, N. bivalve, N. bonariense e N. gaudichaudianum, apresentaram
uma extensa variabilidade cariotipica, com ocorréncia de diferentes citotipos (Fig. 7 e
Tabela 1). Embora aparecam separadas em dois clados, as diferentes amostras de N.
bivalve apresentaram distribuicdo similar de DNAr 5S e sitios de DNAr 45S nos bragos
curtos dos cromossomos acrocéntricos (Fig. 4). Dentre as amostras analisadas, o0
individuo de N. bivalve coletado no Texas-EUA se diferenciou dos materiais sul-

americanos por apresentar blocos heterocromaticos DAPI™ fracos na regido telomérica
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de todos os cromossomos do complemento e sitios de DNAr 45S terminais no brago

curto de um par de metacéntricos (Fig. 4).

No clado Hirtellum todas as espécies apresentaram 2n = 10 (6M + 4A), exceto
duas amostras de N. ostenii (NOT 1416 e NOT 1420) que apresentaram 2n = 16M (Fig.
3 - Fig. 4). As espécies desse clado possuem um menor numero de sitios de DNAr 5S e
um maior numero de sitios de DNAr 45S, localizados nas regifes terminais e nos bragos
curtos dos acrocéntricos, respectivamente. Sitios de DNAr 45S também apareceram na
regido centromérica de todos os metacéntricos de N. marcehesii e em dois pares
metacéntricos de N. ostenii (Fig. 3C). Embora a maioria das amostras de N. ostenii
tenha apresentado 2n = 10, duas delas apresentaram 2n = 16 (16M). Uma das mostras
com 2n = 16M apresentou um par de cromossomos B metacéntricos, com pequenos

sitios de DNAr 5S e 45S na regido proximal (Fig. 3G - Fig. 4).

Variacao dos caracteres morfologicos — Devido a heranca biparental das sequéncias
ITS e possiveis incongruéncias em alopoliploides, o estudo da evolugcdo dos caracteres
morfoldgicos foi feito somente com as amostras diploides. Foram plotados sobre a
filogenia dois caracteres morfologicos importantes na taxonomia do grupo, cor das
tépalas e tipo de inflorescéncia (Guaglianone, 1972). A presenca de rizomas nao foi
incluida nessa analise, pois todas as espécies que apresentaram essa caracteristica (N.
izaguirreae, N. bonariense e algumas amostras de N. bivalve) eram poliploides.

Dentre as espécies da seccdo Nothoscordum, foram observadas flores amarelas
em N. montevidense, N. izaguirreae, N. felipponei, N. hirtellum, N. minarum, N. ostenii
e N. dialystemon e flores brancas nas demais. Portanto, o carater “flor amarela” ausente
na seccdo Inodorum (Crosa 1996), ocorre tanto no clado Bivalve quando no clado
Hirtellum. Das cinco amostras de N. ostenii apenas uma delas (MVFA 1416) apresentou

flores brancas (Fig. 6).
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DISCUSSAO

Filogenia molecular da sec¢do Nothoscordum — A analise das sequéncias de DNA
nuclear (ITS) e plastidiais (trnL-trnF, atpB-rbcL, trnG, trnS-trnG e psbA-trnH),
principalmente a delecdo de um fragmento da regido ndo-codificante psbA-trnH,
encontrada exclusivamente nas espécies da seccao Nothoscordum, sugere que 0 grupo
seja monofilético, como observado anteriormente (Fay et al. 2006). A divisao da seccdo
Nothoscordum em dois clados, Bivalve e Hirtellum, foi correlacionada com o nimero de
floracBes por ano, sendo observados duas e uma floracdo, respectivamente (Gualianone

etal., 1972).

A variabilidade extremamente baixa das regifes plastidiais na secgéo
Nothoscordum pode se dever a uma diversificagdo muito recente do grupo, uma vez
que, em geral a taxa de evolucdo da regido ITS nuclear € muito mais rapida do que das
regides plastidias (Kress et al., 2005). A estimativa de datacdo baseada nas sequéncias
ITS também indica uma origem recente para a sec¢do Nothoscordum, entre 3-4 milhdes
de anos atras, no Plioceno. Trata-se de um periodo mais seco e frio, com retracdo das
florestas tropicais e expansdo das savanas e pastagens (Mercer, 1976), condicdes
favoraveis para a diversificacdo e dispersdo de ervas como as do género Nothoscordum.
De fato, uma porc¢édo substancial da diversidade de plantas atual na regido Neotropical
resultou da rapida diversificacdo e dispersdo no periodo do Plioceno (Richardson et al.,

2001; Erkens et al., 2007).

Além da distribuicdo descontinua na America do Norte, as amostras sul-
americanas de N. bivalve apresentaram separadas em distintos clados. Outra espécie

filogeneticamente problematica foi N. ostenii, cujas anélises moleculares, morfologicas
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e citogenéticas revelaram se tratar de uma espécie de delimitagdo complexa. Nessa, s&o
observadas amostras com flores brancas ou amarelas e variagdo de numero
cromossémico 2n = 10 ou 2n = 16. Esses dados sugerem que N. bivalve e N. ostenii
necessitam de analises populacionais mais amplas (usando marcadores moleculares
mais polimorficos) para se compreender melhor a diversidade e delimitacdo das

mesmas.

Embora na seccdo Nothoscordum exista dificuldade na circunscricao de algumas
espécies (ver Guaglianone, 1972), a maioria dessas se mostrou filogeneticamente bem
suportada. O grupo dos Nothoscordum com flores isoladas que havia sido transferido
para 0 género Ipheion (Guaglianone, 1972), foi claramente relacionado as demais
espécies do género Nothoscordum (Souza et al. 2010), dispersos em diferentes clados.
Igualmente a caracteristica cor da flor, também se mostrarou homopléasica na seccgéo,
contribuindo para confundir as relacdes filogenéticas entre essas espécies. A
proximidade filogenética da maioria das espécies com flores isoladas (N. hirtellum, N.
marchesii, N. dialystemon e N. vittatum) no clado Hirtellum, que compartilham ainda o
nimero cromossdmico 2n = 10, sugere que nessas espéecies a presenca de flores isoladas
seja monofilético. Entretanto, o posicionamento de N. izaguirreae e N. felipponei no
clado Bivalve sugere que esse carater surgiu independentemente mais de uma vez na

seccdo Nothoscordum, indicando que 0 mesmo é homoplasico.

Analises citogenéticas: distribui¢cdo dos sitios de DNAr 5S e 45S - Os numeros
cromossomicos e formulas cariotipicas analisadas das espécies da seccdo Nothoscordum
no presente trabalho estdo de acordo com os descritos anteriormente na literatura

(Crosa, 1974; Nufiez et al., 1974; Crosa, 2006). As arvores filogenéticas obtidas com
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dados moleculares indicam que o nimero cromossémico basico x = 4 é recorrente no
género e deve ter se formado pelo menos trés vezes na seccdo Nothoscordum, enquanto
x =5 (3M + 2A) parece ser uma carater plesiomdrfico, encontrado também em todas as
espécies da sec¢do Inodorum e do género Leucocoryne (Crosa, 1988; Souza, et al.
2012). Portanto, considerando que cada grupo monofilético s6 pode ter um nimero
bésico na sua origem (Guerra, 2008), apenas x = 5 deve ser considerado como nimero
bésico da sec¢do Nothoscordum e do género. Portanto, a aparente correlacdo entre o
ndmero bésico x = 4 da seccdo Nothoscordum e x = 8 observado em Allium (Jones et al.,
1998), seria apenas uma coincidéncia. A recorréncia do x = 4 e seus poliploides deve-se
provavelmente as frequentes translocacdes Robertsonianas, observadas inclusive em
individuos isolados de N. arenarium (Souza et al., 2009) e N. gracile (Souza et al.,

2012).

Poliploidia intraespecifica foi encontrada aqui tanto em espécies com 2n = 8
quanto naquelas com 2n = 10. Além disso, poliploidia interespecifica e intraespecifica
sdo acompanhadas por fusbes de acrocéntricos, reduzindo 0os nimeros cromossdmicos
tetraploide de 2n = 10 (6M + 4A) para 2n = 18 e 2n = 19, assim como observado na
seccdo Inodorum (Souza et al., 2012) e no género Leucocoryne (Crosa 1988). O
tetraploide perfeito com 2n = 20 (12M + 8A) foi encontrado somente em N. bivalve, N.
grossibulbum e Nothoscordum sp. 3. Nothoscordum bonariense com o mais alto 2n do
grupo, é um alohexaploide derivado provavelmente do cruzamento de N. bivalve e N.

gaudichaudianum (Souza et al. em preparacéo).

A distribuicdo de sitios de DNAr 45S nos bragos curtos dos cromossomos
acrocéntricos de ambas as secgdes do género Nothoscordum sugere que essa regido de
distribuicdo original desses sitios no género (Guerra e Felix, 2000; Souza et al., 2009;

2010; 2012). Sitios de DNAr 45S foram também encontrados na regido proximal ou
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terminal de cromossomos metacéntricos em vérias espécies da seccdo Nothoscordum,
mas em nenhuma das espécies analisadas da secc¢do Inodorum (Souza et al. 2009; 2012).
A distribuicdo muito varidvel dos sitios de DNAr 45S com manutencdo das formulas
cariotipicas se deve mais provavelmente a mecanismos de dispersdo da sequéncia de
DNAr do que a translocages envolvendo segmentos cromossomicos maiores,
provavelmente facilitada pela posi¢do terminal desse sitios (Schubert e Wobus, 1985;

Raskina et al., 2004; Pedrosa et al., 2006).

A sec¢do Nothoscordum também se destaca por apresentar a maior diversidade
no numero e posicdo de sitios de DNAr 5S dentre as espécies da tribo Ipheieae (Souza
et al., 2009; 2010; 2012). O incremento de diversidade em sitios de DNAr 5S pode estar
associado a amplificacdo e reinsercdo dos genes via extra chromosomal circles
(eccDNA) (Cohen et al., 2010), associagdo com retrotransposons (Raskina et al., 2004),
bem como eventos mais gerais como duplicagcbes, transposicOes e
amplificacdes/desamplificacdes (Datson e Murray, 2006). Entretanto, a dispersdo dos
sitios de DNAr 5S exclusivamente equilocal sugere que eles tenham se dispersado por
recombinacdo ndo-homdloga entre sitios vizinhos no espaco nuclear em meiose ou
mitose. Uma variacdo similar, com mdaltiplos sitios equilocais foi observado na seccao

Cepa do género Allium (Lee et al., 1999).

Conclusdes — Evidéncias morfoldgicas, moleculares e citolégicas sugerem que a
seccdo Nothoscordum seja monofilética e bem distinta da seccdo Inodorum. Embora as
duas seccdes do género Nothoscordum sejam recentes, poderiam ser alcadas a

categorias taxondmicas mais altas, como subgéneros.
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A taxa de mudangcas cariotipicas em funcdo do tempo é extremamente variavel
em plantas, podendo ser relativamente rapida, como a reducdo de 2n = 8 em
Arabidopsis lyrata para 2n =5 em A. thaliana, separadas h4 ~5 MA (Lysak et al.2006)
ou muito lenta, como em espécies do género Hepatica (Weiss-Schneeweiss et al., 2007).
Particularmente, a taxa de mudancas na distribuicdo dos sitios de DNAr 45S costuma
ser elevada, gerando homoplasias, como observada em diferentes acessos de P. vulgaris
(Pedrosa et al., 2006). Nesse ultimo caso, a origem recente dessa espécie (~1MA,
Delgado-Salinas et al., 2006), sugere que esses sitios de DNAr podem evoluir e se
dispersar muito rapidamente pelo genoma. Curiosamente, em P. lunatus, os sitios de
DNAr se mostram notavelmente estaveis, embora com cariotipo, distribuicdo geografica
e historia de cultivo similares (Almeida e Pedrosa-Harand, 2011). Na tribo Ipheieae,
essa diversidade no numero e posicao de sitios de DNAr 5S e 45S é exclusiva da sec¢édo
Nothoscordum, sugerindo que 0s mecanismos que limitam a variabilidade cariotipica,
como a reproducdo estritamente sexuada, tenham sido relaxadas, permitindo a

manutencdo de diferentes fusdes céntricas e dispersdo de sitios de DNAr.
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Fig. 1 — Relacdes filogenéticas entre as espécies da seccdo Nothoscordum (linhas mais
espessas) baseadas em ITS e separacdo por eletroforese do produto de PCR da regido
plastidial psbA-trnH. N. montevidense (Nm), N. gaudichaudianum (Ng), N. bivalve
(Nb), N. hirtellum (Nh), N. dialystemon (Nd), N. arenarium (Na), Tristagma sp. (T) e

Speea triloba (S).



212

NOT 1444  2n=16 (16M) ]
NOT 1457  2n =8 (8M)
- NOT 1458 2n =8 (8M) N. montevidense
NOT 1300 2n=8(8M)
NOT 1443 2n=8(8M)
- NOT 1160 2n = 24 (24M) N. izaguirreae
NOT PUL 2n=10 (6M + 4A) N. pulchellum
NOT 1320 2n =16 (16M)
‘ NOT1377.3  2n=8(8M) N. gaudichaudianum
100 NOT 1409 2n=8(8M)
NOT 1039_1 2n=20 (12M + 8A) .
N. grossibulbum
100 NOT 1039_2  2n=20 (12M + 8A) W
E-
87 NOT IAN 2n=18 (14M + 4A]
el ) Nothoscordum sp. 1 e 2 S
NOT 1247  2n=18 (14M + 4A) <
o
NOT 1173 2n =10 (6M + 4A) N. felipponei
NOT 1474 2n =26 (22M + 4A)
100 .
10% NoT 1414 2n =26 (22M + 4A) N. bonariense
NOT 1369 2n =26 (22M + 4A)
NOT 1241 2n=10 (6M + 4A)
NOT 1387 2n=20 (12M + 8A) Nothoscordum sp. 3
NOT 1211 2n=10 (6M + 4A)
] 94
56 NOT 1427 2n =18 (14M + 4A)
NOT 1429 2n=10 (6M + 4A)
100
NOT 1349  2n=10 (6M + 4A) N. bivalve
100 NOT 1473 2n =18 (14M + 4A)
NOT255  2n=20(12M + 8A)
NOT 1442 2n=20 (12M + 8A)
100 NOT156 2n=10(6M+ar) N. hirtellum
[ NOT 1153 2n =10 (6M + 4A) N. marchesii
100 100 NOT 409 2n =10 (6M + 4A)
100 LnoT 1303 2n=10 (6M + 4A)
o~ 100~ NOT 1246 2n=10 (6M + 4A) N. ostenii T
= [NOT 1455 2n=10 (6M + 4A) i
100 p= NOT 1416 2n =16 (16M) )
—
100 NOT 1420 2n =16 (16M) E
NOT 1342 2n=10 (6M + 4A) N. nudum
NOT 1480 2n =10 (6M + 4A) N. minarum
e NOT 1377 2n=20 (12M + 8A) N. dialystemon
NOT 311 2n =10 (6M + 4A) N. vittatum
INO 1302 2n=10 (6M + 4A) N. arenarium
4 Sec. Inodorum
INO 1391 2n=10 (6M +4A) N. macrostemon
Tristagma graminifolia
Speea humillis

Fig. 2 — Filogenia das espécies da seccdo Nothoscordum baseada em sequéncias ITS.

Valores sobre os clados indicam os indices de bootstrap. Cabecas de seta indicam
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mudanca do nimeros cromossdmicos basicos x =5 (3M + 2A) para x = 4M. Retangulos

em cinza delimitam as amostras de uma mesma especie.
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Fig. 3 — Distribuigdo dos sitios de DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde) em complementos
cromossémicos de espécies da seccdo Nothoscordum. Citotipos de N. montevidense
diploide (2n = 8M) (A-B) e tetraploides com 2n = 16M (D e F) com diferentes nimeros
de sitios de DNAr 5S. Nothoscordum marchesii (2n = 10, 6M + 4A) (C), N. bivalve (2n
=18, 14M + 4A) (E), N. ostenii (2n = 16M + 2B) (G), N. bonariense (2n = 21M + 5A)
(H), Nothoscordum sp. 1. (2n = 18, 14M + 4A) (I). Insertos em | mostra um par de
metacéntricos com sitios de DNAr 45S proximais e em F e G mostra cromossomos B.

Barra em A representa 10 pm.
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s N. montevidense / / /
2n=8/16
\ b N. izaguirreae
2n=24
N. pulchell
2n=10
N. gaudichaudianum
\ 2n=28/16
N. grossibulbum
2n=20
Nothoscordum sp. 1 [§
2n=18
— Nothoscordum sp. 2
2n=18
N. bonariense /
2n=26 b
b N. bivalve
2n=10/18/ 20

4 clado Hirtellum

Fig. 4 — Relacbes filogenéticas baseada em ITS e variabilidade cariotipica das espécies
do clado Bivalve da sec¢do Nothoscordum. Idiogramas esquematicos a direita
apresentam a distribuicdo dos sitios de DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde) nas espécies

analisadas. Cabecas de setas indicam pontos de mudanca de nimero basico.
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4 clado Bivalve
N. marchesii g =
2n=10 L] Ll
N. hirtellum
2n=10
N. ostenii 1455 [@ ' s
2n=16 | ]
—=N. ostenii 1303
2n=10 ]
N. minarum
2n=10
e . nUdum
2n=10
N. vittatum
2n=10

N. dialyst
2n=20

Fig. 5 — Relacoes filogenéticas baseada em ITS e variabilidade cariotipica das espécies
do clado Hirtellum da seccdo Nothoscordum. Idiogramas esquematicos a direita
apresentam a distribuicdo dos sitios de DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde) nas espécies

analisadas. Cabeca de seta indica ponto de mudanca de nimero basico.
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Fig. 6 — Variacdo da cor da flor e tipo de inflorescéncia na seccdo Nothoscordum. As

flores podem ser brancas (linhas brancas) ou amarelas (linhas amarelas). As flores estdo

separadas em “unifloras” (simples) ou multifloras (umbela).
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Tabela 1 — Espécies analisadas da sec¢do Nothoscordum com locais de coleta, nimero cromossémico (2n), formula cariotipica, nimero fundamental (NF) e
distribuicdo dos sitios de DNAr 5S e 45S por complemento cromossémico. Os dados cariotipicos dos grupos externos foram reproduzidos de publicacdes
prévias (Souza et al., 2009; 2010; em preparacdo).

Sitios de DNAr

s A Cadigo da Férmula
S Espécie Procedéncia '9 2n . ,u_ NF
8 amostra cariotipica 53 255
N. montevidense Beauverd Montevidéu, Uruguai NOT 1300 8 8M 16 2 6
Montevidéu, Uruguai NOT 1458 8 8M 16 6 6
Ruta 5, Florida, Uruguai NOT 1443 8 8M 16 4 6
Montevidéu, Uruguai NOT 1457 8 8M 16 6 6
Montevidéu, Uruguai NOT 1444 16 16M 32 8 8
® Montevidéu, Uruguai NOT 1443 16 + 16M 32 10 8
=
= 1B
=
m
N. izaguirreae Crosa Rio Santa Lucia, Lavalleja, NOT 1160 24 24M 48 14 10
Uruguai
N. pulchellum Kunth Caruaru-PE, Brasil NOT PUL 10 6M + 4A 16 2 2




Bivalve

N. grossibulbum Beauverd

N. gaudichaudianum
Kunth

N. felipponei Beauverd

N. bonariense Beauverd

N. bivalve (L.) Britton

Cerro Pan de Azucar,
Maldonado, Uruguai

Uruguai

Uruguai

Arrojo Comvoy, 33,
Uruguai

Minas, Lavalleja, Uruguai

Montevidéu, Uruguai

Pajas Blancas,
Montevidéu, Uruguai

Arroyo Taquiary, Serro
Largo, Uruguai

Montevidéu, Uruguai

Sierra de Mahoma, Depto.

San José, Uruguai

Bella Union, Artigas,
Uruguai

NOT 1039

NOT 1408

NOT 1327

NOT 1320

NOT 1173

NOT FAG

NOT PB

NOT 1369

NOT 1715

NOT 1349

NOT 1428

20

16

10

26

26

26

26

10

10

12M + 8A

8M

8M

16M

6M + 4A

22M + 4A

22M + 4A

22M + 4A

21M + 5A

6M + 4A

6M + 4A

32

16

16

32

16

48

48

48

47

16

16

16

14

14

11

12

10

12
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Hirtellum

Nothoscordum sp. 1

Nothoscordum sp. 2

Nothoscordum sp. 3

N. hirtellum (Kunth) Herter

N. marchesii Crosa

Ruta 30 km 38, arroyo Tira
Poncho

Bella Union, Artigas,
Uruguai

Texas, EUA

Chile

Chile

Algorta Ruta 90,
Paysandu, Uruguai

Sierra de las Animas,
Maldonado, Uruguai

Sierra de San Miguel,
Rocha, Uruguai

NOT 1427

NOT 1442

NOT 1429

NOT 1473

NOT IAN

NOT 1247

NOT 1241

NOT 1387

NOT 1211

NOT 156

NOT 1153

18

20

20

18

18

18

10

20

10

10

10

14M + 4A

12M + 8A

12M + 8A

14M + 4A

14M + 4A

14M + 4A

6M + 4A

12M + 8A

6M + 4A

6M + 4A

6M + 4A

32

32

32

32

32

32

16

32

12

16

10

12

12

10

10

10

10

14

24
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N. ostenii Beauverd

N. nudum Beauverd

N. minarum Beauverd

N. vittatum (Griseb) Ravenna

N. dialystemon (Guagl) Crosa

Uruguai

Cuidad de Melo,
Taquarembd, Uruguai

Arroyo del Perdido,
Minas, Uruguai

San Carlos, Maldonado,
Uruguai

Argentina

Lavalleja, Uruguai

Minas, Uruguai

Uruguai

Ruta 3 km 175, Uruguai

NOT 409

NOT 1303

NOT 1420

NOT 1455

NOT1246

NOT 1342

NOT 1480

NOT 311

NOT 1377_9

10

10

10

16 +2B

16

10

10

10

20

6M + 4A

6M + 4A

6M + 4A

16M

16M

6M + 4A

6M + 4A

6M + 4A

12M + 8A

16

16

16

16

16

16

16

16

32

10

18

10

10

10

12

10

12
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Tabela 2 — Loci plastidiais e nucleares analisados para filogenia molecular da secgéo

Nothoscordum e a variabilidade de sequéncias para cada regido.

Locus Comprimento da  Sitios informativos  Divergéncia das
sequéncia (pb) para parcimonia sequéncias (%)
(pb)
atpB-rbcL 775 4 0,51
trnL-trnF 914 6 0,65
psbA-trnH 155* 5 3,22
trnG 706 9 1,27
trnS-trnG 730 10 1,36
ITS 653 90 13,78

* Considerando a dele¢do de 430 bp
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Capitulo VI - Evidéncias cito-moleculares revelam duas linhagens
divergentes de espécies tetrapldides no género Leucocoryne Lindl

(Gilliesioideae, Alliaceae)
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Resumo Leucocoryne é um género endémico do Chile, formado por aprox. 14 espécies.
A maioria das espécies desse género apresenta uma reducdo de seis para trés estames
férteis quando comparado as demais espécies da tribo Ipheieae (Gilliesioideae,
Alliaceae). Entretanto, algumas espécies conservam todos os estames férteis, o que
levou alguns autores a agrupar-las num género a parte, Pabellonia. Considerando que 0s
géneros da tribo Ipheieae diferem geralmente entre si por mudangas no numero
cromossémico béasico e em outros caracteres cariotipicos, foi feita uma andlise
citotaxondmica detalhada de espécies de Leucocoryne, com “trés estames” (L.
appendiculata, L. coquimbensis, L. ixioides, L. talinensis, L. vitatta e L. violascens) e
“seis estames” (L. dimorphopetala e L. narcisoides). As espécies com “trés estames”
foram diploides com 2n = 10 (6M + 4A) ou tetraploides com 2n = 18 (14M + 4A),
enquanto as espécies com “seis estames” foram tetraploides com 2n = 18 (14M + 4A)
ou 2n =19 (13M + 6A). Os sitios de DNAr 45S foram sempre localizados em todos 0s
bragos curtos dos cromossomos acrocéntricos dos diploides e tetraploides. Entre as
espécies com “trés estames” se observaram sitios de DNAr 5S em um e dois ou quatro
pares de cromossomos metacéntricos nos diploides e tetraploides, respectivamente. As
duas espécies de “seis estames” também apresentaram quatro pares de sitios de DNAr
5S, porém distribuidos em metacéntricos e acrocéntricos. Somados as diferengas
morfolégicas e dados de distribuicdo geografica, principalmente o nimero de estames,
esses dados sugerem que essas espécies formem um clado a parte, embora as diferencas
citologicas encontradas sejam de baixa magnitude e por si s6 ndo justifiquem a
formag&o de um género a parte.

Palavras-chave Citotaxonomia ¢ sitios de DNAr * bandas CMA™ « Leucocoryne e
Pabellonias Tribe Ipheicae
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Introducéo

Leucocoryne Lindl é um género endémico do Chile, formado por aprox. 14
espécies distribuidas entre as latitudes 20° e 37°S com maior diversidade na zona
mediterranea arida/semi-arida no norte do pais (Zoellner 1972; Mansur and Cisternas
2005). O género apresenta uma grande variabilidade na morfologia floral, especialmente
na cor, forma e tamanho das tépalas (Zoellner 1972). Essa diversidade fenotipica aliada
a presenca de flores vistosas, habito perene e facil cultivo em jarros tornam o género
particularmente interessante do ponto de vista ornamental (Mansur 2002).

Uma das caracteristicas morfoldgicas que distingue Leucocoryne dos demais
géneros da tribo Ipheieae é presenca de um tubo floral formado por seis tépalas
concrescidas em sua parte inferior com seis lacinias em duas séries, trés interiores
formados por trés estames funcionais e trés exteriores em forma de estaminodios
vistosos e de cor/tamanho variavel (Zoellner 1972). Zoellner (1973) excluiu do género
Leucocoryne as espécies L. oxypetala Phil e L. incressata Phil, por possuirem seis
estames férteis no tubo floral, criando um novo género, Chrysocoryne Zoellner.
Entretanto, como esse nome ja era utilizado para um género de Asteraceae, 0 mesmo foi
renomeado Pabellonia Quezada & Martic (Quezada e Marticorena 1976). Crosa (1988)
considerou essa variagdo no nimero de estames funcionais insuficiente para criar um
novo género. Outros autores reconheceram esse grupo de espécies com “seis estames”
como subgénero Stemmatium (Phil) Ravenna ou seccdo Stemmatium (Phil) Grau
(Ravenna 1978, 2003; Grau, 1991). Uma analise filogenética baseada em regibes
plastidiais rbcL, intron trnL, trnL—F e intron rpsl16 e nuclear ITS concluiram que o

género Leucocoryne sensu lato (sl) ¢ monofilético e que as espécies de “seis estames”
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formavam um clado irmao das espécies com “trés estames”, embora tenha amostrado
poucas espécies (Fay et al. 2006).

Considerando que os géneros da tribo Ipheieae diferem geralmente entre si por
mudangas no nimero cromossdmico bésico e em outros caracteres cariotipicos (Souza
et al. 2010), uma andlise citotaxondmica poderia esclarecer as relagdes entre
Leucocoryne e Pabellonia. Essas espécies, assim como nas demais Gilliesioideae,
apresentam cromossomos grandes (alguns maiores que 20 um), predominantemente
metacéntricos (M) ou acrocéntricos (A) com diploides apresentando 2n = 10 (6M + 4A)
e tetraploides 2n = 18 (14M + 4A) provavelmente devido a uma fusdo céntrica em um
cariotipo com 2n = 20 (12M + 8A) (Crosa 1988; Araneda et al. 2004). Na zona de
contato entre populacfes naturais de L. purpurea Gay (2n = 10) e L. coguimbensis F
Phil (2n = 18) foram observadas plantas com o fenétipo intermediario e 2n = 14 (10M +
4A) ou 2n =22 (17M + 5A) sugerindo a ocorréncia de hibridacao interespecifica natural
(Salas e Mansur 2004). Embora todas as espécies de “seis estames” sejam tetraploides,
algumas espécies com “trés estames” também sdo, o que revela que apenas a analise de
namero e morfologia cromossémica ndo permite distinguir esses grupos (Crosa 1988).
Em outros géneros da tribo Ipheieae, a analise da distribuicio de bandas
heterocrométicas reveladas pelos fluorocromos cromomicina A; (CMA) e 4°,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) e dos sitios de DNAr 5S e 45S por hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH) tem contribuido para um melhor entendimento da citotaxonomia
desses grupos (Souza et al. 2009; 2010). Nesse trabalho foi feita uma analise
citotaxonémica das espécies do género Leucocoryne sensu lato baseada em ndmero e
morfologia cromossémica, dupla coloragdo com os fluorocromos CMA e DAPI e

distribuicdo de sitios de DNAr 5S e 45S.
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Material e Métodos

Material vegetal

Foram analisadas nove especies do género Leucocoryne sensu lato sendo sete de “trés
estames” (L. appendiculata Phil, L. coronata Ravenna, L. coquimbensis, L. ixioides
Lindl, L. talinensis Mansur & Cisternas, L. vitatta Ravenna e L. violascens Phil) e duas
de “seis estames” (L. dimorphopetala e L. narcissoides). As amostras de L. talinensis, L.
ixioides, L. narcissoides e L. appendiculata foram coletadas no Chile (Tabela 1),
enguanto as demais foram obtidas de um fornecedor comercial de plantas ornamentais
chilenas (www.chileflora.com) e tiveram sua identificacdo confirmada com base em
analise morfologica dessas plantas em cultivo. Os locais de coleta e espécies analisadas
sdo apresentados na Tabela 1. Os vouchers foram depositados no Herbario da Faculdad

de Agronomia, Universidad de la Republica, Montevidéu, Uruguai (MUFA).

Bandeamento com fluorocromos e FISH

Pontas de raizes obtidas de bulbos foram pré-tratadas com colchicina 0,05%, durante 24
horas a 10 °C, fixadas em etanol:acido acético (3:1; v/v) por 2 a 24 horas a temperatura
ambiente e armazenadas a —20 °C. As raizes fixadas foram lavadas em agua destilada e
digeridas em solucdo de celulase (Onozuka) 2% (w/v)—pectinase (Sigma) 20% (v/v) a
37 °C por 90 min. O meristema foi macerado em uma gota de acido acético 45% e a
laminula foi removida em nitrogénio liquido. O bandeamento CMA e a FISH foram

realizados de acordo com Souza et al. (2009).

Para a técnica de dupla coloracdo com os fluorocromos CMA/DAPI, laminas

envelhecidas por trés dias foram coradas com CMA (0,1 mg/ml) por 60 min e
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subsequentemente com DAPI (1 pg/ml) por 30 min. As laminas foram montadas em
tamp&o Mcllvaine pH 7.0: glicerol (1:1) e envelhecidas por trés dias antes da analise em
um microscopio de epifluorescéncia Leica DMLB. As imagens foram capturadas com
uma camera de video Cohu CCD usando o software Leica QFISH e depois editadas no

Adobe Photoshop CS3 verséo 10.0.

Foram utilizadas como sondas para localizar os sitios de DNAr, um clone DNAr
5S (D2) com 500 pb obtido de Lotus japonicus e marcado com Cy3-dUTP (GE) e um
clone 18S-5.8S-25S (R2) com 6.5 kb obtido de Arabidopsis thaliana e marcado com
digoxigenina-11-dUTP. Ambas as marcacdes foram feitas por nick translation (Roche).
A sonda do DNAr 45S foi detectada com anticorpo anti-digoxigenina conjugado com
FITC (Roche) desenvolvido em ovelha e o sinal foi amplificado com anticorpo anti-
ovelha conjugado com FITC (Dako) desenvolvido em camundongo. A mistura de
hibridizacdo conteve 50% formamida, 10% dextran sulfato, 2x SSC e 5 ng/ul de cada
sonda. As laminas foram desnaturadas a 75 °C por 3 min. As lavagens pos-hibridizacdo
foram realizadas para uma estringéncia final de 76%. As imagens das melhores células

foram capturadas como descrito previamente.
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Resultados

As espécies de Leucocoryne apresentaram cariotipos formados por cromossomos
metacéntricos (M) e acrocéntricos (A), com o nimero cromossémico basico x =5 (3M
+ 2A). Os nameros cromossémicos e as formulas cariotipicas dessas espécies foram
idénticos ao previamente reportado para complementos diploides e tetraploides (Crosa,
1988), exceto o caridtipo de L. narcisoides (2n = 19; 13M + 6A) que ndo havia sido
descrito anteriormente. A dupla coloragdo com os fluorocromos CMA e DAPI revelou
bandas CMA'/DAPI™ localizadas nos bragos curtos de todos 0s cromossomos
acrocéntricos (Fig. 1a). Adicionalmente foram observados blocos CMA /DAPI?
adjacentes & banda CMA™ no braco curto de um e dois cromossomos acrocéntricos de L.
ixioides (Fig. 1b) e L. violascens (Fig. 1c), respectivamente. Essas bandas DAPI*
pareceram corresponder aos blocos de cromatina condensados localizados nos nucleos
interfasicos proximos ao nucléolo (Fig. 1d). Os sitios de DNAr 45S foram co-
localizados com as bandas CMA™ dos bracos curtos dos cromossomos acrocéntricos em
todas as espécies analisadas (Fig. 1-2).

Trés espécies com “trés estames” foram diploides, L. coquimbensis, L. purpurea
e L. vittata, com 2n = 10 (6M + 4A) e distribuigdo de DNAr muito similares (Fig. 1a).
Nessas, os sitios de DNAr 5S foram localizados na regido terminal de um par de
cromossomos metacéntricos (Fig. 1a). Em um individuo de L. coquimbensis foi
observada a presenca de sitios de DNAr 5S duplicados em um dos cromossomos do par
de homologos (Fig. 1a). Leucocoryne coquimbensis apresentou um citétipo tetraploide
com 2n =18 (14M + 4A) e uma duplicacdo exata no numero de sitios de rDNA 5S.

Dentre os tetraploides, L. appendiculata, L. coronata, L. dimorphopetala, L.

ixioides, L. talinensis e L. violascens apresentaram 2n = 18 (14M + 4A) e L. narcisoides
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apresentou 2n = 19 (13M + 6A). Apenas L. ixioides e L. violascens apresentaram sitios
de rDNA 5S na regido terminal de dois pares de cromossomos metacéntricos, portanto
uma exata duplicagdo em relacdo as espécies diploides (Fig. 1b). Leucocoryne coronata
apresentou um par de metacéntricos com sitios de DNAr 5S intersticiais e um par de
acrocéntricos com sitios de DNAr 5S duplicados, localizados na regido interticial do
braco longo e no brago curto (Fig. 1e).

Nos tetraploides com “trés estames” L. talinensis e L. appendiculata, bem como
nos tetraploides com “seis estames”, L. dimorphopetala e L. narcisoides, foi observada
uma duplicacdo no nimero de sitios de DNAr 5S em relacdo aos demais tetrapléides.
Em L. talinensis e L. appendiculata apresentaram o sitios de DNAr 5S na regido
terminal de dois pares de cromossomos metacéntricos e na regido intersticial de outros
dois pares de metacéntricos (Fig. 1f-g). As espécies de “seis estames” L.
dimorphopetala e L. narcisoides apresentaram o mesmo nimero de sitios de DNAr 5S
das demais, porém distribuidos em cromossomos metacéntricos e acrocéntricos. Nessas
foram observados um e trés cromossomos acrocéntricos portadores de sitios de DNAr
5S, respectivamente (Fig. 1h-i). Leucocoryne narcisoides (2n = 19; 13M + 6A), que
apresentou o cariétipo alterado em relagdo aos demais tetraploides, com sitios de DNAr
45S nos bragos curtos dos acrocéntricos extras.

Esses dados sugerem trés grupos citologicamente distintos dentro de
Leucocoryne: dipléides com um par de sitios de DNAr 5S (L. coquimbensis, L.
purpurea e L. vittata), tetraplides com quatro pares de sitios de DNAr 5S (L. coronata,
L. ixioides e L. violascens) e tetraploides com oito pares de sitios de DNAr 5S (L.
appendiculata, L. dimorphopetala, L. narcisoides e L. talinensis) (Fig. 2). Os dipldides
se encontram distribuidos na Regido 1V do Chile, os tetraploides mais ao sul entre as

Regides IV e VIII e os tetraploides com sitios de 5S duplicados mais ao norte entre as
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Regibes | e IV (Fig. 3). Idiogramas e principais mudangas de nimero e posicéo de sitios

de DNAr nas espécies de Leucocoryne séo apresentados na Fig. 2.
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Discussao

As espécies de Leucocoryne apresentam numero e morfologia cromossdmica
muito semelhante ao observado nas espécies do género Nothoscordum da secgdo
Inodorum, com diploides apresentando 2n = 10 (6M + 4A) e tetraploides 2n = 18 (14M
+ 4A) (Crosa 1988; Souza et al. 2012). O caridtipo 2n = 18 dos tetraploides dos dois
géneros parece representar uma reducdo disploide do cari6tipo esperado 2n =20 (12M +
8A), devida a uma fusdo céntica. Em algumas espécies do complexo Inodorum do
género Nothoscordum parece haver uma selegcdo a favor dos cari6tipos com 2n = 19
(13M + 6A), recorrente e amplamente distribuido pela América do Sul com poucas
populagdes apresentando 2n = 18 (14M + 4A) (Souza et al. 2012). A ocorréncia de 2n =
19 em N. narcissoides, ao invés de 2n = 18 (Arenada et al. 1988), sugere um caso
similar de vantagem do heterozigoto estrutural para fusdo/fissdo céntrica. O cariétipo 2n
=19 (13M + 6A) em Leucocoryne e Nothoscordum constitui uma homoplasia rara na
evolucdo desses géneros separados por diversas caracteristicas morfoldgicas,
filogenéticas e biogeograficas. Em Leucocoryne como em outros grupos de plantas foi
observada uma maior variabilidade na distribuicdo de sitios de DNAr nos tetraploides
que nos diploides relacionados, o que pode ser promovido pelo estresse gendmico
decorrentes da poliploidizagdo ou pela progressiva inativacdo e eliminacdo de alguns
sitios de DNAr durante o processo de diploidizacdo dos poliploides (Hasterok et al.
2006; Lim et al. 2007; Pellicer et al. 2010).

Nos tetraploides de “trés estames” L. ixioides e L. violascens a presenca
exclusiva de bandas DAPI" em um par de acrocéntricos sugere que essas espécies que
compartilham 0 mesmo nimero e posicdo de sitios de DNAr 5S e a mesma distribuicéo

geografica (Mufioz and Moreira 2000) sejam mais proximamente relacionadas. De



233

forma semelhante, os tetraploides L. appendiculata, L. dimorphopetala, L. narcisoides e
L. talinensis, que apresentam o mesmo numero de sitios de DNAr 5S, compartilham
distribuicdo geogréfica similar (Mufioz and Moreira 2000) e formam um grupo mais
relacionado entre si. Desses, as espécies com “seis estames” L. dimorphopetala e L.
narcisoides foram as Unicas a apresentar sitios de DNAr 5S em cromossomos
acrocéntricos. Tendo em vista que elas conservam o nimero e posi¢do dos sitios de
DNAr em relacdo a L. appendiculata e L. talinensis, a transferéncia desses sitios para
cromossomos acrocéntricos deve ter se dado por translocagdes reciprocas envolvendo
bragos cromossomicos inteiros (Fig. 3). Em populagdes naturais de Nothoscordum
arenarium foi observado um individuo com uma translocacgéo reciproca que transferiu o
sitio de DNAr 5S de um cromossomo metacéntrico para um acrocéntrico (Souza et al.
2009). Uma translocacdo semelhante foi observada em um individuo de N. gracile,
nesse caso caracterizada por uma banda CMA®, presente no braco longo dos
acrocéntricos transferida para um cromossomo metacéntrico (Souza et al. 2012). Outras
possibilidades para explicar a mudanca na posicdo de sitios de DNAr 5S sdo sua
associacdo com chromosomal circles (eccDNA) (Cohen et al. 2010) ou retrotransposons
(Raskina et al. 2004), mas a conservagdo da sua posi¢cdo em todos os casos reforca a
primeira hipotese.

A grande maioria das espécies de Leucocoryne esta distribuida entre as Regifes
IV e V do Chile (Mufioz e Moreira 2000), que deve corresponder ao centro de origem
do género. Nessa regido sdao encontrados todos os diploides analisados, enquanto os
tetraploides se distribuem mais ao sul, chegando até a Regido VIII (L. ixioides, L.
violascens e L. coronata) ou mais ao norte, se aproximando do deserto do Atacama (L.
dimorphopetala, L. narcisoides, L. talinensis e L. appendiculata). As espécies

tetraploides distribuidas mais ao norte compartilham o nimero mais elevado de sitios de
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DNAr 5S que os tetrapléides do sul, sugerindo que existam duas linhagens distintas de
tetraploides no género Leucocoryne.

As espécies da familia Alliaceae apresentam caracteristicamente seis estames
funcionais (Rudall et al. 2006), com excecdo da maioria das espécies de Leucocoryne
que apresenta trés estames funcionais e trés convertidos em estaminddios (Zoellner
1972). A conservacdo dos seis estames funcionais em L. narcissoides, L. oxypetala, L.
incressata e L. dimorphopetala sugere que essas espécies sejam mais basais no género
(Zoellner 1973). Diferentes analises filogenéticas revelaram que as espécies de seis
estames formam um grupo monofilético, mas ndo deixa clara a posicdo mais
plesiomdrfica dessas espécies (Fay et al. 2006). Uma série de caracteristicas citoldgicas
aproximam as espécies de “seis estames” de espécies de “trés estames”, principalmente
L. talinensis e L. appendiculata, como o nidmero e posi¢do de sitios de DNAr 45S e a
duplicacdo no nimero de sitios de DNAr 5S. Esses dados, somados as evidéncias
filogenéticas (Fay et al. 2006), morfoldgicas (Zoellner 1973) e biogeograficas, sugerem
que as espécies de “seis estames” pertencam a um subgrupo que divergiu dentro do
género Leucocoryne, podendo ser enquadrado em uma categoria taxondmica

infragenérica, como o subgénero ou sec¢do Stemmatium (Ravenna 1978; Grau 1991).
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Fig. 1 — Distribuicdo de heterocromatina e sitios de DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde) em

complementos cromossdmicos das espécies de Leucocoryne. a, L. coquimbensis (2n = 10; 6M +
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4A). b, L. ixioides (2n = 18; 14M + 4A). c-d, prometafase (c) e nucleo interfasico (d) de L.
violascens (2n = 18; 14M + 4A) corado com CMA (amarelo) e DAPI (azul). e, L. coronata (2n
= 18; 14M + 4A). f, L. talinensis (2n = 18; 14M + 4A). g, L. appendiculata (2n = 18; 14M +
4A). h, L. dimorphopetala (2n = 18; 14M + 4A). i, L. narcissoides (2n = 19; 13M + 6A).
Insertos em a mostram a co-localizacdo entre 0 DNAr 45S e as bandas CMA e em e mostram
sitios de DNAr 5S duplicados em um cromossomo acrocéntrico. Setas apontam para os sitios de
DNAr 5S nos cromossomos acrocéntricos e cabecas-de-setas para os menores sitios de DNAr

45S. Barra em a representa 10 um.
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Fig. 2 — Idiogramas esquematicos das espécies analisadas de Leucocoryne e suas
respectivas distribui¢des geograficas. Linha vermelha nos idiogramas e mapa circunda

as espécies dipldides, verde as tetraploides com poucos sitios de DNAr 5S e a azul as
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tetraploides com maior numero de sitios de DNAr 5S. As espécies de “seis estames” sdo
indicadas com um asterisco. Nos idiogramas os sitios de DNAr 5S séo indicados em
vermelho, o DNAr 45S em verde e as bandas DAPI em azul escuro. Pares
heteromdrficos sdo identificados por uma barra abaixo dos cromossomos. Em L.
narcisoides trés cromossomos (1M + 2A) ndo puderam ser agrupados em pares e foram
representados numa caixa cinza. Mapa com a distribuicdo das espécies modificado de

Mufioz and Moreira (2000).

a b C
—— —
T L
Fig. 3 — Esquema de rearranjo cromossémico promovendo mudanc¢as na posi¢do dos
sitios de DNAr 5S (vermelho) e manutencdo do DNAr 45S (verde). a, condigdo
ancestral em cromossomos de Leucocoryne com sitios de DNAr 5S em cromossomos
metacéntricos; b, translocacdo reciproca promovendo a troca entre bragos
cromossdmicos ndo homdlogos; ¢, condicdo derivada de sitios de DNAr 5S em um

cromossomo acrocéntrico. Note que o rearranjo cromossomico nao alterou a posigéo do

sitio de DNAr 45S.
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Tabela 1- Espécies analisadas do género Leucocoryne com suas respectivas
procedéncias, niumero cromossémico (2n), férmula cariotipica e numero fundamental

(FN).
Espécie Procedéncia 2n cgggpl’;il?a
“trés estames”
L. coquimbensis F Phil Ruta 5 Norte km. 78, V 10 6M +4A 8
Region, Chile
L. purpurea Gay Mineral de Talca, IV Region, 10 6M +4A 8
Chile
L. vittata Ravenna Los Vilos, IV Region, Chile 10 6M +4A 8
L. ixioides Lindl. Cuesta Chada, VI Region, 18 14M+4A 16
Chile
L. violascens Phil Calavera, V Region, Chile 18 14M+4A 16
L. coronata Ravenna Carizalillo, IV Region, Chile 18 14M+4A 16
L. appendiculata Phil Canto de Agua, 11l Region, 18 14M + 42 16
Chile
L. talinensis Mansur & Ovalle, Regido IV, Chile 18 14M +4A 16
Cisternas
“Seis estames”
L. dimorphopetala (Gay) Llanuras de Tofo, IV Region, 18 14M+4A 16
Ravenna Chile
L. narcissoides (Phil.) Santiago, Chile 19 13M+6A 16

Ravenna
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Resumo A tribo Ipheieae é composta pelos géneros Leucocoryne, Ipheion,
Nothoscordum e Tristagma. Recentemente foi descrito um novo género, Zoellnerallium,
cujas relagbes com os demais géneros da tribo é incerta. As espécies dessa tribo
apresentam uma grande diversidade cariotipica, principalmente gerada por
translocacOes Robertsonianas e poliploidia. Esse trabalho teve por objetivo determinar
as relacdes filogenéticas das espécies do género Zoellnerallium com os demais géneros
da tribo Ipheieae com base em sequéncias plastidiais trnG e nucleares ITS. Além disso,
foi feita uma andlise cariotipica baseada em nimero cromossdmico, formula cariotipica,
distribuicdo de bandas CMA e DAPI e sitios de DNAr 5S e 45S. As analises
filogenéticas revelaram que todos os géneros da tribo Ipheieae sdo monofiléticos,
inclusive Zoellnerallium que é grupo irmdo de Leucocoryne. Esses géneros
compartilham o mesmo nudmero fundamental NF = 16, o que sugere que uma
divergéncia cariotipica por transloca¢gdes Robertsonianas com surgimento de sitios de
DNAr 45S no brago curto dos cromossomos acrocéntricos. Uma diversificacdo
cariotipica similar ocorreu na origem do género Ipheion, sugerindo que as multiplas
fissBes podem ter levado ao isolamento de linhagens e, provavelmente, a formacao de

novos géneros na tribo Ipheieae.

Palavras chave: tribo Ipheieae, translocacfes Robertsonianas, Zoellnerallium, sitios de

DNAr, evolugdo cariotipica
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Introducéo

Zoellnerallium Crosa é um pequeno género da tribo Ipheieae (Gilliesioideae,
Alliaceae) formado por apenas duas espécies, Z. andinum (Poepp) Crosa e Z. serenense
(Ravenna) Crosa, distribuidas em regifes montanhosas do Chile e Argentina (Crosa,
1975; 2004). A tribo inclui ainda os géneros Leucocoryne Lindl, Ipheion Rafinesque,
Nothoscordum Kunth e Tristagma Poepp (Fay e Chase, 1996), com o0s quais
Zoellnerallium apresenta estreita relacdo e compartilha muitos caracteres morfoldgicos
(Crosa, 1975).

As duas espécies de Zoellnerallium estavam anteriormente incluidas no género
Nothoscordum, N. andinum e N. serenense. Os principais caracteres que levaram a
criagdo desse novo género foram a presenga em Z. andinum e Z. serenense de catafilos
violaceos e um cariétipo Unico na tribo. Essas espécies apresentam o numero
cromossémico 2n = 24, com quatro pares de cromossomos metacéntricos (M) maiores
(~ 14 um), oito pares de acrocéntricos (A) menores (~ 4 um) e nimero fundamental
(nimero de bragcos cromossémicos por conjunto monoploide) NF = 16 (Crosa, 1975;
2004). As espécies de Nothoscordum apresentam cromossomos maiores (até ~ 22 um),
com nameros cromossémicos 2n = 8 (8M), 2n = 10 (6M + 4A) ou poliploides desses e
namero fundamental NF = 8 ou multiplos de 8 (Crosa 1972). Contudo, Ravena (1978,
2000) considerou que esses caracteres eram insuficientes para a criacdo de um novo
género e que Z. andinum e Z. serenense deveriam permanecer no género Nothoscordum.
O numero fundamental NF = 16 de Zoellnerallium é encontrado apenas nos tetraploides
de Nothoscordum e Leucocoryne, o que sugere que Zoellnerallium seria um tetraploide

e esses trés géneros poderiam estar cariotipicamente relacionados (Crosa 2004).
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Analises filogenéticas, baseadas em sequéncias nucleares e plastidiais,
associadas com dados cariotipicos estruturais, como a distribuicdo de heterocromatina e
de sitios de DNAr, tém se mostrado importantes para esclarecer relacfes taxonémicas
dentro de diversos géneros, como em Paphiopedilum (Lan e Albert, 2012), Hypochaeris
(Ruas et al. 2005) e vérios outros. Na tribo Ipheieae a separacdo entre os géneros
Ipheion e Nothoscordum foi melhor evidenciada por uma combinagdo de dados
morfolodgicos e citogenéticos (Crosa 1975; Souza et al. 2010). O presente trabalho teve
por objetivo determinar as relacBes filogenéticas entre as espécies do género
Zoellnerallium e os demais géneros mais proximamente relacionados Nothoscordum e
Leucocoryne. Para isso foram comparadas as sequéncias plastidiais trnG e nucleares
ITS1-5.8S-1TS2, combinadas com dados cariotipicos, incluindo niamero, morfologia e
tamanho cromossémico, distribuicdo de bandas heterocromaticas e sitios de DNAr 5S e

45S.

Material e Metodos
Material vegetal

Os locais de coleta e espécies analisadas sdo apresentados na Tabela 1. Os
vouchers de herbario foram depositados no Herbario da Faculdad de Agronomia,
Universidad de la Republica, Montevidéu, Uruguai (MVFA). Para as anélises
filogenéticas foram incluidos representantes dos géneros Nothoscordum (3),
Leucocoryne (2) e Zoellnerallium (2). Como grupo externo foi incluido na anéalise

Ipheion recurvifolium (ver Tabela 1).

Analises filogenéticas
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As extracdes de DNA foram realizadas pelo método CTAB segundo Doyle e
Doyle (1987). A amplificacdo do intron plastidial trnG foi baseada em Hamilton (1999)
e da regido nuclear ITS baseada em Lomascolo et al. (2008). Todos os fragmentos
amplificados foram sequénciados em ambas as dire¢0es no servigco de sequénciamento
do Institut Pasteur de Montevidéu (Uruguai). As sequéncias obtidas foram editadas no
software Sequencher versdo 4.8 (GeneCodes Corp., Ann Arbor, Michigan, USA). Os
alinhamentos foram realizados usando Clustal-W implementado no programa BioEdit
versdo 6.0.5 e melhorados manualmente. As regides plastidial e nuclear foram
analisadas separadamente e em combinagdo. Todas as sequéncias analisadas foram

disponibilizadas no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

As andlises de maxima parcimonia para cada conjunto de dados foram realizadas
no software PAUP* 4.0b10 (Swofford 2003). Foi usada uma busca heuristica preliminar
incluindo 10.000 réplicas de random sequence addition, tree bisection-reconnection
(TBR) e somente a arvore com menor comprimento foi salva. A busca final foi
conduzida a 5.000 sequence addition replicates (SAR) salvando somente arvores que
tinham menos ou 0 mesmo numero de passos encontrados na busca preliminar. Uma
analise de bootstrap foi também conduzida para 10.000 réplicas com 100 SAR dentro

de cada réplica usando TBR.

Impregnacao com nitrato de prata, bandeamento CMA/DAPI e FISH

Pontas de raizes obtidas de bulbos foram pré-tratadas com colchicina 0,05%, durante 24
horas a 10 °C, fixadas em etanol:acido acético (3:1; v/v) por 2 a 24 horas a temperatura
ambiente e armazenadas a —20 °C. As raizes fixadas foram lavadas em agua destilada e

digeridas em solucdo de celulase (Onozuka) 2% (w/v)—pectinase (Sigma) 20% (v/v) a
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37 °C por 90 min. O meristema foi macerado em uma gota de acido acético 45% e a
laminula foi removida em nitrogénio liquido. Para localizar a heterocromatina
constitutiva foram utilizados os fluorocromos base-especificos cromomicina Az (CMA)
e 4’-6 diamidino fenilindol (DAPI), e para detectar os sitios de DNAr 5S e 45S foi
utilizada a técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH), seguindo os mesmos

protocolos descritos anteriormente (Souza et al. 2009).

A técnica de impregnacdo com nitrato de prata para a visualizagdo das regifes
organizadoras de nucléolo (RONSs) foi realizada de acordo com Hall e Parker (1995).
Para a técnica de dupla coloracdo com os fluorocromos CMA/DAPI laminas
envelhecidas por trés dias foram coradas com CMA (0,1 mg/ml) por 60 min e re-
coradas com DAPI (1 pg/ml) por 30 min. As laminas foram montadas em tampé&o
glicerol:Mcllvaine pH 7.0 (1:1) e envelhecidas por trés dias antes da analise em um
microscopio de epifluorescéncia Leica DMLB. As imagens foram capturadas com uma
camera de video Cohu CCD usando o software Leica QFISH e depois editadas no

Adobe Photoshop CS3 verséo 10.0.

Para localizar os sitios de DNAr por hibridizacdo in situ fluorescente, foram
utilizadas como sondas um clone DNAr 5S (D2) com 500 pb obtido de Lotus japonicus
e marcado com Cy3-dUTP (GE) e um clone 18S-5.8S-25S (R2) com 6.5 kb obtido de
Arabidopsis thaliana e marcado com digoxigenina-11-dUTP. Ambas as marcacfes
foram feitas por nick translation (Roche). A sonda do DNAr 45S foi detectada com
anticorpo anti-digoxigenina conjugado com FITC (Roche) desenvolvido em ovelha e
amplificado com anticorpo anti-ovelha conjugado com FITC (Dako) desenvolvido em
camundongo. O mix de hibridizag&o continha 50% formamida, 10% dextran sulfato, 2x

SSC e 5 ng/ul de cada sonda. As laminas foram desnaturadas a 75 °C por 3 min. As
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lavagens pos-hibridizagdo foram realizadas para uma estringéncia final de 76%. As

imagens das melhores células foram capturadas como descrito previamente.

Resultados

Filogenia molecular

As analises filogenéticas baseadas na sequéncia do intron plastidial trnG e da
regido nuclear ITS foram conduzidas para cada regido isoladamente ou com uma matriz
combinada. As arvores de consenso estrito para as duas analises separadamente sdo
apresentadas na Fig. 1. Foram observadas diferencas significativas no numero de sitios
polimorficos entre as regides analisadas, sendo 57 loci (de um total de 685 pb trnG) e
232 loci (de um total de 672 pb ITS). As andlises de parcimonia para a regido plastidial
e nuclear produziram topologias com 31 passos (Cl= 0,96 RI= 0,94) e 303 passos (Cl=
0,89 RI= 0,85), respectivamente. Ambas revelaram que as espécies de Zoellnerallium,
Leucocoryne e Nothoscordum agrupam separadamente (Fig. 1). Na andlise combinada
(ITS + trnG) as duas espécies de Zoellnerallium também formaram um grupo
monofilético com um alto indice de suporte (100). Nessa analise, assim como em

separado, Leucocoryne e Zoellnerallium aparecem como géneros irmaos (Fig. 1).

Anadlise cariotipica

As duas espécies de Zoellnerallium, Z. andinum e Z. serenense, apresentaram 2n
=24 (8M + 16A), com metacéntricos maiores (~ 11 pum) e acrocéntricos menores (~ 4.5
um). A impregnagdo com nitrato de prata em Z. andinum revelou forte marcagdo no
braco curto de todos 0s cromossomos acrocéntricos sendo, portanto, 16 RONs (Fig. 2a).

A dupla-coloragdo com os fluorocromos CMA e DAPI em Z. serenense revelou que
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todos os bragos curtos dos cromossomos acrocéntricos eram CMA*/DAPI™ (Fig. 2b). A
hibridizacdo in situ fluorescente com a sonda para 0 DNAr 45S revelou marcacao
nesses bragos curtos, portanto, co-localizadas com as bandas CMA*/DAPI™ (Fig. 2c). Os
sitios de DNAr 5S foram localizados na regido intersticial do braco curto de dois pares

de cromossomos metacéntricos.

Discussao

A origem do género Zoellnerallium

Os dados moleculares, cariotipicos e morfoldgicos indicam que o género Zoellnerallium
é um grupo natural e deve ser validado como um género da tribo Ipheieae (Crosa 1975).
As arvores filogenéticas obtidas tanto com base em uma sequéncia de DNA plastidial
quanto na sequéncia ITS nuclear mostram que Zoellnerallium é monofilético e irméo do
género Leucocoryne.

A anélise estritamente morfoldgica sugeriam que as espécies Z. andinum e Z.
serenense pertenciam ao género Nothoscordum (Ravenna, 1978; 2000) o que
provavelmente se deve a uma baixa diferenciacdo morfoldgica da maioria das espécies
da tribo Ipheieae (Guaglianone 1972; Crosa 1975). Contudo, a distribuicdo geografica
das espécies de Zoellnerallium, restritas a regides mais altas na Cordilheira dos Andes
chilena e argentina (Crosa, 1975; 2004), é bem distinta da distribuicdo conhecida das
espécies de Nothoscordum, no sul do Brasil, Uruguai e Argentina (Guaglianone 1972).
Por outro lado, Zoellnerallium aparece na arvore filogenética como género irmédo de
Leucocoryne, um género ocorrente apenas nos Andes chilenos entre 20° e 37°S
(Zoellner 1972; Mansur and Cisternas 2005). Isso sugere que Zoellnerallium tenha

surgido a partir de um ancestral comum com o género Leucocoryne.
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Evolucdo cariotipica do género Zoellnerallium

Citologicamente, as espécies de Zoellnerallium se caracterizam por possuir
nameros cromossdémicos diferentes de qualquer outra espécie da tribo Ipheieae (Crosa
1975; 2004). As espécies de Leucocoryne apresentam tamanhos cromossémicos bem
maiores, mais semelhantes as de Nothoscordum, podendo ser diploides com 2n = 10 ou
mais raramente tetraploides com 2n = 18 (Crosa 1972; 1988). As espécies diploides de
Leucocoryne possuem formula cariotipica 2n = 6M + 4A idéntica & encontrada na
secc¢do Inodorum e muitas espécies da sec¢do Nothoscordum do género Nothoscordum,
confirmando a estreita relacdo entre esses dois géneros. Por outro lado, os tetraploides
de Leucocoryne apresentam em geral 2n = 18 (14M + 4A) e possuem 0 mesmo nimero
de bracos cromossémicos ou numero fundamental (FN = 16) que as espécies de
Zoellnerallium (Crosa, 1975; 1988; 2004).

A presenca de sitios de DNAr 5S em dois pares cromossdmicos em
Zoellnerallium também aponta para uma origem tetraploide (ver Crosa, 2004), uma vez
que em geral as espécies da tribo Ipheieae apresentam nimeros de sitios de DNAr
proporcional ao nivel de ploidia, sendo dois sitios nos dipl6ides e quatro nos
tetrapldides (Guerra e Felix, 2000; Souza et al. 2009; 2010; 2012). Isso significa que o
caridtipo 2n = 24 (8M + 16A) difere daquele das espécies tetrapléides de Leucocoryne
por seis fissdes céntricas. Assumindo que o incremento no ndmero de Cromossomos
acrocéntricos é uma caracteristica derivada (Schubert 2007; Guerra 2008), o cari6tipo
de Zoellnerallium pode ter sido gerado por sucessivas fissdes céntricas em uma espécie
com cariotipo semelhante aos tetraploides de Leucocoryne. Essas fissbes céntricas
devem ter sido acompanhadas pelo surgimento de novos sitios de DNAr 45S nos bracos
curtos dos acrocéntricos, como parece ter ocorrido em especies de Nothoscordum e

Ipheion (Souza et al. 2010; 2012).
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Levando em consideracdo as analises filogenéticas e cariotipicas apresentadas, €
razodvel supor que eventos de translocacGes Robertsonianas tenham tido um papel
fundamental na evolucdo do género Zoellnerallium. Translocagdes Robertsonianas séo
particularmente frequentes nas espécies da tribo Ipheieae, tendo sido observadas
inclusive em diversas espécies de Nothoscordum (Crosa 1972; Souza et al. 2010; 2012),
tornando este Gltimo um exemplo cléssico de evolucdo cariotipica por translocacfes
Robertsonianas (Jones 1998). E possivel que uma linhagem tetrapldide do ancestral de
Leucocoryne/Zoellnerellium tenha se diferenciado cariotipicamente por mdultiplas
fissBes céntricas acompanhadas pelo incremento no nimero de sitios de DNAr 45S no
braco curto dos acrocéntricos, dando origem ao género Zoellnerallium. Um mecanismo

similar pode estar relacionado & origem do género Ipheion (Souza et al. 2010).
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Fig. 1 Relac0es filogenéticas entre as espécies de Zoellneralium e géneros afins da tribo

Ipheieae baseadas em maxima parciménia. A esquerda arvore gerada com a analise da
sequéncia nuclear ITS e a direita com a sequéncia plastidial do intron de trnG. Numeros

abaixo dos ramos indicam os valores de bootstrap para 10.000 réplicas
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CO \ VI Vil VI IX X Xl

5 -5

i bddda

S 1 10,4 9,9 48 47 45 42 40 338
AR 1,1 11 12 12 52 44 36 41 40 32 36 32

Fig. 2 Andlise cariotipica das espécies do género Zoellnerallium. a, impregnagdo com
nitrato de prata em metéafase de Z. andinum. b-c, coloragdo CMA e DAPI em metafase
(b) e hibridizacao in situ com DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde) em prometéfase (c) de

Z. serenense. Em d idiograma de Z. serenense. Setas em a apontam as menores RONs.
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Tabela 1 Espécies analisadas, locais de coleta, cariotipos e nimero de sitios de DNAr das espécies de Zoellnerallium e representantes de géneros

préximos.
Taxa Amostra Local de coleta 2n  Formula cariotipica NF _ DNAr__
55  45S
Zoellnerallium Crosa
Z. andinum (Ravenna) Crosa Chileflora Parque Nacional el Morado, Santiago, Chile 24 8M + 16A 16 ? 16*
Z. serenense (Poepp.) Crosa MVFA 1253/18 La Serena, Chile 24 8M + 16A 16 4 16
Leucocoryne Lindl.
L. coquimbensis F.Phil. MVFA Lcog  Ruta5, km 78, V Regido, Chile 10 6M + 4A 8
L. talinenis Mansur & Cisternas MVFA Ls10  Ruta5, km 355, | Regido, Chile 18 14M + 4A 16 8
Nothoscordum Kunth
N. arenarium Herter MVFA 1302  Colonia Wilson, Depto. San José, Uruguai 10 6M + 4A 4
N. hirtellum (Kunth) Herter MVFA 156/8  Sierra de las Animas, Depto. Maldonado, Uruguai 10 6M + 4A 14
N. felipponei Beauverd MVFA 1193  Minas, Depto. Lavalleja, Uruguai 10 6M + 4A 12
Ipheion Raf.
. recurvifolium (C.H.Wright) Traub MVFA Irec Paso Roldén, Depto. Florida, Uruguai 20 4SM + 16A 24 4 4

* Deteccdo da RON por meio de impregnagdo com nitrato de prata.
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Resumo

A tribo Gilliesieae é formada por espécies andinas distribuidas na Argentina, Bolivia e
Chile que se diferenciam morfologicamente das demais Alliaceae por apresentar graus
variaveis de simetria bilateral, com numero varidvel de tépalas, estames e apéndices
florais. As espéecies dessa tribo apresentam trés complementos cromossémicos
diferentes, 2n = 12 (8M + 2SM + 2A), 2n = 14 (4M + 4 SM + 6A) e 2n = 20 (2SM +
18A), todas com o mesmo numero fundamental NF = 11, o que sugere uma evolucao
cariotipica relacionada a translocagdes Robertsonianas. Com a finalidade de
compreender o papel das fissdes/fusdes céntricas na evolucdo da tribo Gilliesieae foram
comparadas citologicamente sete espécies pertencentes aos géneros, Gethyum, Gilliesia
e Solaria (2n = 14), Miersia (2n = 12 e 2n = 20) e Speea (2n = 12). Foram comparados
0 numero, morfologia e tamanho cromossémico, a distribuicdo de bandas
heterocromaticas e dos sitios de DNAr 5S e 45S. Em todas as espécies foram
localizados sitios de DNAr 45S nos bracos curtos de todos 0Ss cromossomos
acrocéntricos. As espécies com 2n = 12 e 14 apresentaram um par de sitios de DNAr
5S, enquanto M. chilensis (2n = 20) apresentou sitios adicionais de DNAr 5S e 45S,
sendo em dois e trés pares, respectivamente. O género tido como o mais basal, Speea,
apresentou 0 maior numero de metacéntricos, uma condi¢do plesiomorfica nas
Alliaceae. Isso sugere que a evolucdo cariotipica do grupo tenha sido moldada
principalmente por fissbes céntricas com transferéncia de sitios de DNAr 45S para 0s
bracos curtos dos acrocéntricos. Essas mesmas alteracfes cariotipicas foram também
detectadas na tribo Ipheieae sugerindo um padrdo de mudangas cariotipicas comum a
todos os géneros da subfamilia Gilliesioideae, diferentemente do observado nas demais

subfamilias de Alliaceae.
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Introducéo

A familia Alliaceae se encontra representada na América do Sul unicamente pela
subfamilia Gilliesioideae, formada por uma tribo mais amplamente distribuida e
diversificada, Ipheieae, e outra predominantemente em regides andinas com centro de
diversidade no Chile, Gilliesieae (Fay e Chase 1996). A tribo Gilliesieae, € formada
pelos géneros Gethyum Phil, Gilliesia Lindl, Miersia Lindl, Speea Loes e Solaria Phil
distribuidos na zona mediterranea do Chile, Schickendantziella Speg na Argentina e
Bolivia e Trichlora Baker no Peru (Ledn 2006; Escobar et al. 2010; Negritto et al. 2010;
Escobar et al. em preparacdo). Diferentemente dos demais representantes da familia
Alliaceae, caracterizados por flores actinomorfas com seis estames (exceto Leucocoryne
Lindl) e seis tépalas, os representantes da tribo Gilliesieae apresentam grande

diversificacdo na morfologia floral (Rudall et al. 2002).

A anélise de sequéncias trnL-F, gene rbcL e a regido nuclear ITS revelou que a
tribo Gilliesieae é um grupo monofilético, dividido em dois clados (Escobar et al. em
preparacdo). O primeiro clado, formado por Gilliesia, Gethyum, Solaria e Trichlora, €
caracterizado por uma redugdo no nimero de estames, variacdo no numero de tépalas
(3-6), presenca de estaminddios e alta complexidade nos apéndices florais. O segundo
clado, formado por Miersia e Speea, agrupa as espécies mais basais da tribo,
caracterizadas por possuir seis estames, seis tépalas e auséncia de estaminddios
(Escobar et al. em preparacdo). Essas analises revelaram ainda uma baixa divergéncia
de sequéncias ITS e plastidiais (ver tambem Fay et al. 2006), o que sugere que a tribo é

relativamente recente dentro da familia Alliaceae.
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Citologicamente as espécies da tribo Gilliesieae se destacam por apresentarem
Cromossomos grandes, pouco NUMerosos e predominantemente
metacéntricos/submetacéntricos (M/SM) ou acrocéntricos (A) (Goldblatt 1976). Em
uma analise citopopulacional de Miersia chilensis Lindl foram encontrados individuos
com 2n = 20 (2SM + 18A) ou 2n = 21 (1SM + 19A), ambos com 0 mesmo nimero de
bragos cromossémicos por conjunto monopldide ou nimero fundamental NF = 11
(Cave e Bradley, 1943). Posteriormente foram encontrados individuos afins a M.
chilensis com 2n = 12 (8M + 2SM + 2A), também com NF = 11 (Escobar em
preparacdo). Os caridtipos de Gethyum atropurpureum Phil, 2n = 14 (8M + 6A)
(Goldblatt 1976) e Speea humilis Loes 2n = 12 (8M + 2SM + 2A) (Escobar em
preparacdo), também apresentaram NF = 11, o que sugere que translocacGes

Robertsonianas tenham tido um papel importante na evolugéo dessa tribo.

Translocagdes Robertsonianas ou fusdes/fissdes céntricas também tiveram papel
fundamental na diversificacdo dos géneros da tribo Ipheieae, mas com NF bem mais
variaveis (NF = 7, 8, 12 e 16) (Crosa 2004; Souza et al. 2010). A analise de distribuicédo
de sitios de bandas heterocroméaticas e DNAr por hibridizacdo in situ fluorescente
(FISH) tem contribuido para um melhor entendimento das variacdes cromossdmicas em
representantes da tribo Ipheieae (Souza et al. 2010; Souza et al. em preparacdo). Nessas
espécies, a ocorréncia de fissGes céntricas parece ter sido acompanhada pelo
aparecimento de sitios de DNAr 45S nos bracos curtos dos cromossomos acrocéntricos,
sugerindo uma associacdo entre fissdes céntricas e DNAr (Hall e Parker 1995; Souza et

al. 2010).

O presente trabalho teve como objetivo investigar o papel dos eventos de
fissdo/fusdo céntrica na evolucéo cariotipica da tribo Gilliesieae baseado na anélise dos

géneros Gethyum, Gilliesia e Solaria (2n = 14), Miersia (2n = 12 e 2n = 20) e Speea (2n
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= 12). A andlise cariotipica compreendeu, numero, morfologia e tamanho
cromossémico e distribuicdo dos sitios de DNAr 5S e 45S e esses dados foram
interpretados de acordo com a filogenia molecular proposta por Escobar (em

preparacao).

Material e Métodos

Material vegetal

Foram analisadas sete espécies da tribo Gilliesieae: Gethyum atropurpureum Phil,
Gethyum cuspidatum (Harv. ex Baker) Mufioz-Schick, Gilliesia graminea Lindl,
Gilliesia montana Poepp & Endl, Miersia chilensis Lindl, Solaria miersioides Phil e
Speea humilis Loes. Os locais de coleta, nimeros de voucher e dados cariotipicos sao
apresentados na Tabela 1. Os vouchers foram depositados no Herbéario da Universidad

de Concepcion (Chile).

Bandeamento com fluorocromos e FISH

Pontas de raizes obtidas de bulbos foram pré-tratadas com colchicina 0,05%, durante 24
horas a 10 °C, fixadas em etanol:acido acético (3:1; v/v) por 2 a 24 horas a temperatura
ambiente e armazenadas a —20 °C. As raizes fixadas foram lavadas em agua destilada e
digeridas em solucdo de celulase (Onozuka) 2% (p/v)—pectinase (Sigma) 20% (v/v) a 37
°C por 90 min. O meristema foi macerado em uma gota de &cido acético 45% e a
laminula foi removida em nitrogénio liquido. O bandeamento CMA e a FISH foram

realizadas de acordo com Souza et al. (2009).
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Para a técnica de dupla coloracdo com os fluorocromos CMA/DAPI laminas
envelhecidas por trés dias foram coradas com CMA (0,1 mg/ml) por 60 min e re-
coradas com DAPI (1 pg/ml) por 30 min. As laminas foram montadas em tampé&o
glicerol:Mcllvaine pH 7.0 (1:1) e envelhecidas por trés dias antes da analise em um
microscopio de epifluorescéncia Leica DMLB. As imagens foram capturadas com uma
camera de video Cohu CCD usando o software Leica QFISH e depois editadas no

Adobe Photoshop CS3 verséo 10.0.

Foram utilizadas como sondas para localizar os sitios de DNAr, um clone DNAr
5S (D2) de 500 pb obtido de Lotus japonicus e marcado com Cy3-dUTP (GE) e um
clone 18S-5.8S-25S (R2) de 6.5 kb obtido de Arabidopsis thaliana e marcado com
digoxigenina-11-dUTP. Ambas as marcacdes foram feitas por nick translation (Roche).
A sonda do DNAr 45S foi detectada com anticorpo anti-digoxigenina conjugada com
FITC (Roche) desenvolvido em ovelha e amplificada com anticorpo anti-ovelha
conjugado com FITC (Dako) desenvolvido em camundongo. A mistura de hibridizacdo
continha 50% formamida, 10% dextran sulfato, 2x SSC e 5 ng/ul de cada sonda. As
laminas foram desnaturadas a 75 °C por 3 min. As lavagens pdés-hibridizacdo foram
realizadas para uma estringéncia final de 76%. As imagens das melhores células foram

capturadas como descrito previamente.

Resultados

A anélise de representantes da tribo Gilliesieae revelou cromossomos grandes

(entre 5,5 e 14,9 um) com morfologia variando entre metacéntrico (M), submetacéntrico
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(SM) ou acrocéntrico (A). Foram observados trés distintos complementos
cromossdmicos 2n = 12 (8M + 2SM + 2A), 2n = 14 (4M + 4SM + 6A) e 2n = 20 (2SM
+ 18A), todos com mesmo ndmero fundamental NF = 11. A dupla-colora¢do com os
fluorocromos CMA e DAPI revelou que todos os bracos curtos dos cromossomos
acrocéntricos nas espécies analisadas eram CMA*/DAPI™ (Fig. 1a). Adicionalmente, em
Miersia chilensis foram observadas CMA*/DAPI™ na regio intersticial de dois pares de
acrocéntricos (Fig. 1a) e na regido terminal do braco longo de um par de metacéntricos
(Fig. 1b). A hibridizacdo in situ fluorescente com a sonda para o0 DNAr 45S revelou

marcacdes co-localizadas com todas as bandas CMA'/DAPI™ (Fig. 1a).

Foram observados dois diferentes citotipos para Miersia chilensis (Fig. 1a-b). O
individuo coletado em Santiago-Chile apresentou 2n = 20 (2SM + 18A) com um sitio de
DNAr 5S maior na regido intersticial de um par de acrocéntricos e sitios de DNAr 5S
extras de menor tamanho na posicao proximal de outros dois pares de acrocéntricos
(Fig. 1a). Por outro lado, o individuo coletado em Valparaiso-Chile apresentou 2n = 12
(8M + 2SM + 2A) com sitios de DNAr 5S na regido intersticial do bragco longo do maior
par de metacéntricos (Fig. 1b), um cari6tipo muito similar ao observado em Speea
humilis (Fig. 1c), exceto pelo sitio de DNAr 45S no metacéntrico. As demais espécies
analisadas, Gethyum atropurpureum, Gethyum cuspidatum, Gilliesia graminea,
Gilliesia montana e Solaria miersioides, apresentaram 2n = 14 (4M + 4SM + 6A) e
caridtipos muito similares com sitios de DNAr 5S na regido intersticial proxima ao

centrdmero de um par de metacéntricos (Fig. 1c).

O cladograma da Figura 2 mostra dois clados bem distintos: um formado por
Gethyum, Gilliesia e Solaria, com maior estabilidade cariotipica, tanto no nimero e

morfologia cromossémica quanto no numero de sitios de DNAr, e o outro formado por
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Speea e Miersia, com maior diversificacdo no nimero de sitios de DNAr 5S e 45S e

variacdo cariotipica intraespecifica em M. chilense.

Discussao

A constancia no nimero fundamental acompanhada de mudancas de ndmero
cromossémico nas espécies da tribo Gilliesieae sugere claramente uma evolucdo
cariotipica por translocacdes Robertsonianas. Esse tipo de variacdo cariotipica foi
também observada na tribo Ipheieae (Crosa 1972; 1975; 1981; 1988; 2004; Jones 1998;
Souza et al. 2010), todavia é raro nas outras subfamilias de Alliaceae (Johnson e
Ozhatay 1996.; Vosa 2000). Diferentemente da tribo Ipheieae a tribo Gilliesieae ndo
apresentou poliploidia interpopulacional ou interespecifica (ver Cave e Bradley, 1943;
Goldblatt 1976; Escobar em preparacdo) embora o nimero de amostras analisadas seja

pequeno.

Analises morfoanatémicas e filogenéticas sugerem que Miersia e Speea sejam as
espécies mais basais dentro da tribo Gilliesieae (Rudall et al. 2002; Escobar et al. em
preparacdo). Igualmente, o cariétipo 2n = 12 presente nessas espéecies pode representar
uma condicdo plesiomérfica na tribo. Todas as espécies da subfamilia Tulbaghioideae,
que estdo na base do clado das espécies Sul-americanas de Alliaceae (Fay et al. 2006),
apresentam 2n = 12. Algumas delas como Tulbagia coddii, apresentando inclusive a
mesma formula cariotipica de Miersia e Speea, sugerem que esse seja 0 cariotipo mais
basal da subfamilia Gilliesioideae. Na tribo Ipheieae 0s caridtipos sao
predominantemente formados por metacéntricos, como em Leucocoryne (Crosa 1988),

Nothoscordum (Souza et al. 2010) e Tristagma (Crosa et al. 1981). Os poucos géneros
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onde predominam cromossomos acrocéntricos, como em Ipheion (Souza et al. 2010) e
Zoellnerallium (Crosa 2004), parecem ter uma condicdo derivada. Nesse sentido a
amostra de Miersia chilensis com 2n = 20 e 2n = 21 (Cave e Bradley, 1943 e presente

trabalho) pode representar um evento recente de multiplas fissGes céntricas.

A manutencdo de nimero cromossdmico e formula cariotipica em Gethyum,
Gilliesia e Solaria corroboram as andlises filogenéticas que agruparam esses géneros
em um Unico clado (Escobar et al. em preparacdo). As espécies desse clado, que séo
morfologicamente as mais especializadas da tribo Gilliesieae, particularmente Gilliesia
(Rudall et al. 2002), ndo apresentam mudancas cariotipicas importantes. Partindo do
caridtipo basal das Gilliesieae 2n = 12 presente em Speea e Miersia, 0 numero
cromossomico 2n = 14 deve ter se formado pela ocorréncia de trés eventos de fissdo
céntricas no ancestral das espécies do clado Gethyum, Gilliesia e Solaria. Uma outra
possibilidade é que o cari6tipo basal da tribo Gilliesieae seja 2n = 14 e nesse caso, 0

ndmero cromossémico 2n = 12 teria surgido por um evento de fuséo céntrica.

As mudancas de numeros cromossémicos dentro da tribo Gilliesieae nao
afetaram o ndmero de sitios de DNAr 5S, sendo observada um sitio por conjunto
monoploide em todas as espécies, exceto no citétipo mais rearranjado de Miersia
chilensis com 2n = 20. Por outro lado, 0 numero e a posi¢do dos sitios de DNAr 45S
foram diretamente afetados pelas translocacbes Robertsonianas. Aparentemente as
fissbes céntricas foram acompanhadas pelo surgimento de novos sitios de DNAr 45S
nos bragos curtos dos acrocéntricos (ver Hall e Parker 1995). Na tribo Ipheieae sdo
observadas situacGes similares, por exemplo, nas espécies do complexo Inodorum onde
0 numero de cromossomos acrocéntricos varia de quatro a seis € 0 nimero de sitios de
DNAr 45S também varia de quatro a seis (Souza et al. em preparagdo). Em Ipheion

tweedieanum, todos 0s cromossomos sdo acrocéntricos e todos possuem sitios de DNAr
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45S nos bracos curtos (Souza et al. 2010). Essa correlagcdo entre fissdes céntricas e
aumento no namero de sitios de DNATr 45S nos bragos curtos dos acrocéntricos também
foi reportada em outros géneros de plantas (Tagashira e Kondo, 2001) e animais, como
em moluscos (Pascoe et al. 1996) e insetos (Nguyen et al. 2010), o0 que sugere que possa

se tratar de uma caracteristica inerente ao mecanismo de fissdo céntrica em eucariotos.

A manutencdo do mesmo numero fundamental NF = 11 em todas as espécies da
tribo Gilliesieae com diversificacdo de nimeros cromossémicos sugere que ndo tenham
ocorrido grandes rearranjos estruturais nos cromossomos dessas espécies e que as
translocacfes Robertsonianas sejam o principal mecanismo envolvido na evolugéo do
grupo. As diferentes evidéncias morfoldgicas e filogenéticas que sugerem que Miersia e
Speea (Rudall et al. 2002; Escobar et al. em preparacdo) sejam mais basais dentro da
tribo auxiliam a polarizar as variagdes Robertsonianas, sugerindo que os cariotipos com
predominio de cromossomos metacéntricos sejam mais basais e, portanto, que na
evolucdo cariotipica da tribo tenham predominado as fissbes céntricas, sempre
acompanhadas por transferéncia de sitios de DNAr 45S para os bragos curtos dos
acrocéntricos. Essas mesmas alteracdes cariotipicas foram também detectadas na tribo
Ipheieae sugerindo um padrdo de mudancas cariotipicas comum a todos 0s géneros da
subfamilia Gilliesioideae, diferentemente do observado nas demais subfamilias de

Alliaceae (Johnson e Ozhatay 1996; Vosa 2000).
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Fig. 1 Metafases mitdticas mostrando a distribuigdo dos sitios de DNAr 5S (vermelho) e
45S (verde) em espécies da tribo Gilliesieae. a-c espécies com 2n = 14 (4M + 4SM +
6A): Gilliesia graminea (a), Gethyum artropurpureum (b) e Solaria miersioide (c). d,
Speea humilis 2n = 12 (8M + 2SM + 2A). e-f, individuos de Miersia chilensis com 2n =

20 (2SM + 18A) (e) e 2n =12 (8M + 2SM + 2A) (f). Barra em a equivale a 10 um.
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Speea humilis

Miersia aff chilense

Miersia chilense

Gilliesia graminea

Solaria miersioides

Gilliseia montana

Gethyum artropurpureum

Tribo Ipheieae

L A I S PR

Fig. 2 Arvore filogenética e idiogramas mostrando os possiveis eventos de fissao
céntrica (retangulos amarelos no cladograma) envolvidos na evolugdo cariotipica da
tribo Gilliesieae. Nos idiogramas esté apresentada a distribui¢do dos sitios de DNAr 5S

(vermelho) e 45S (verde). Cladograma modificado de Escobar et al. (em preparacao).
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Tabela 1 Espécies analisadas da tribo Gilliesieae com nimero de voucher, procedéncia, nimero cromossdmico (2n), férmula cariotipica, nimero
fundamental (NF) e niUmero de sitios de DNAr.

Espécie Voucher Procedéncia 2n Férmula NF Sitios de DNAr
cariotipica 5S 45S
Miersia chilensis Lindl CONC 27  Parque Nacional La Campana, Regionde 12 8M + 25M + 2A 11 2 4
Valparaiso, Chile
CONC 95  Alhué, Region Metropolitana, Chile 20 2SM + 18A 11 6 26
Speea humilis Loes CONC 30  Parque Nacional La Campana, Region de 12 8M + 2SM + 2A 11 2 2
Valparaiso, Chile
Gethyum atropurpureum Phil CONC Quebrada Nido de Aguila, Region 14 4M + 4SM + 6A 11 2 6
4160 Metropolitana, Chile
Gethyum cuspidatum (Harv. ex Baker) Mufioz- CONC 12 Parque Nacional Fray Jorge, Region de 14 4M + 4SM + 6A 11 2 6
Schick Coquimbo
Gilliesia graminea Lindl CONC 18  Parque Nacional La Campana, Region de 14 4M + 4SM + 6A 11 2 6
Valparaiso, Chile
Gilliesia montana Poepp & Endl CONC56  Reserva Los Ruiles de Empedrado, 14 4M + 4SM + 6A 11 2 6
Regién del Maule, Chile
Solaria miersioides Phil CONC 137  Los Alamos-Cipreses, Region del Maule, 14 4M + 4SM + 6A 11 2 6
Chile

M = metacéntrico, SM = submetacéntrico e A = acrocéntrico.
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Conclusoes

A evolugdo cariotipica da subfamilia Gilliesioideae foi moldada principalmente por
poliploidia e fissdes céntricas com surgimento de novos sitios de DNAr 45S nos
bracos curtos dos acrocéntricos, diferentemente do observado nas demais

subfamilias de Alliaceae.

A presenca de sitios teloméricos ectdpicos proximais em algumas espécies de
Nothoscordum aparentemente ndo estd associada a fusdes céntricas, mas sim a

transferéncia equilocal de DNA telomérico.

As espécies dos géneros Ipheion e Nothoscordum, assim como algumas espécies da
ordem Asparagales, apresentam nos terminais cromossémicos de dois motivos
teloméricos TTAGGG e TTTAGGG.

As evidéncias filogenéticas e cariotipicas permitiram distinguir as trés espécies de
Ipheion das espécies morfologicamente relacionadas do género Nothoscordum,

suportando a manutenc¢do dessas espécies em um género a parte.

No complexo Inodorum, os diploides N. nudicaule e N. macrostemon apareceram
como espécies consistentes, porém de divergéncia recente. Os tetraploides
apomiticos devem ter se formado por mdltiplos eventos independentes de
hibridacdo entre esses diploides e entre diploides e tetraploides, com recorrente
formagdo do caridtipo 2n = 19 (13M + 6A). Parte desses tetrapldides é

morfologicamente reconhecivel como N. gracile.

O complexo Bivalve ndo é monofilético, embora N. bivalve, N. bonariense e N.
gaudichaudianum formem um clado uUnico dentro da secgdo Nothoscordum.
Nothoscordum bonariense € uma espécie de origem hibrida, assimétrica, formada
por um genoma de N. bivalve (x = 5) e dois genomas de N. gaudichaudianum (x =
4).
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A seccdo Nothoscordum forma um grupo monofilético dentro do género
Nothoscordum. Esse grupo apresenta como ndmero cromossoémico basico x =5 (3M
+ 2A), embora algumas espécies apresentem 2n = 8, provavelmente devido a um
evento de fusdo céntrica. Citologicamente essa secgédo difere da seccdo Inodorum
pela presenca de sitios de DNAr 45S em cromossomos metacéntricos e um maior

numero de sitios de DNAr 5S em vérias espécies.

A seccdo Nothoscordum € o grupo cariotipicamente mais diversificado da familia
Alliaceae, principalmente quanto ao nimero e posicao de sitios de DNAr 5S e 458S.
Evidéncias moleculares sugerem que essa extrema diversificacdo cariotipica tenha

se dado num intervalo de tempo muito curto.

Os dados cito-moleculares permitem distinguir duas linhagens entre os tetrapldides
do género Leucocoryne, diferenciadas citologicamente pelo nimero de sitios de
DNAr 5S.

Os dados moleculares, cariotipicos e morfolégicos indicam que o género
Zoellnerallium é um grupo natural e deve ser validado como um género da tribo

Ipheieae.

A evolucdo cariotipica da tribo Gilliesieae foi moldada principalmente por
disploidia ascendente, partindo do cariotipo ancestral 2n = 12 presente em Miersia e
Speea, e em linhagens independentes dando origem a 2n = 14, presente em

Gethyum, Gilliesia e Solaria, e 2n = 20 presente em Miersia.
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number where appropriate. & running title of not more than 75 characters, including
spaces, should also be provided, followed by the e-mail addrezs of the corresponding
author. Please follow the layout used for the first page of papers published in Annals of
Botany.

The second page should contain a structured Abstract not exceeding 300 words made
up of bulleted headings. For "ORIGINAL ARTICLES' these heading will normally be as
follows:

s Background and Aims

» Methods

ackground’, "Scope’ and 'Conclusions’, are also
acceptable for "REVIEWS', "INVITED REVIEWS', '"BOTANICAL BRIEFINGS', "TECHNICAL
ARTICLES® papers and "WIEWPOQINT papers.

The Abstract should be followed by between three and 12 Key words that include the
complete botanical name(s) of any relevant plant material. If many species are
involved, species groups should be listed instead. Note that eszential words in the title
should be repeated in the key words since these, rather than the title, are used in some
electronic searches. Title, Abstract and Key words zhould be zelf-explanatory without
reference to the remainder of the paper.

The third and subsequent pages should comprise the remaining contents of the
article text. "ORIGINAL ARTICLES and "SHORT COMMUNICATIONS' will usually have the
structure INTRODUCTION, MATERIALS AND METHODS, RESULTS, DISCUSSION,
ACKNOWLEDGEMENTS and LITERATURE CITED followed by a list of captions to any
figures.

The RESULTS section should not include extensive discussion and data should not be
repeated in both graphical and tabular form. The DISCUSSION section should avoid
extensive repetition of the RESULTS and must finish with some conclusions.

Abbreviations are dizcouraged sxcept for units of measurement, standard chemical
symbaols (e.g. S, Ma), names of chemicals (.. ATP, Mes, Hepes, NaCl, G3), procedures
{e.g. PCR, PAGE, RFLF), molecular terminclogy (e.g. bp, SD3) or statistical terms (e.g.
AMOVA, =.d., s.8., 0, F, t-test and r¢) where thess are in gensral uss. Other
abbreviations should be spelled out at first mention and all terms must be written out in
full when used to start a sentence. Abbreviations of scientific terms should not be
followed by a full stop. Use the minus index to indicate ‘per’ (e.g. m—3, L1, h—1) except
in such cases as 'per plant’ or 'per pot'. If you decide that a list of abbreviations would
help the reader, this should be included as an Appendix.

Units of Measurement. Use the Systéme international d'unités (51 wherever possible.
If non-5I units have to be used, the SI equivalent should be added in parentheses at
first mention. For units of velume, expressions based on the cubic metre (e.g. 5 = 10-%
m3, 5 % 107° m3 or 5 ® 10~F m3) or the litre (2.9. 5 UL, 5 mL, 5 L) are acceptable, but
one or other system should be used consistently throughout the manuscript. Typical
expressions of concentrations might be 5 mmal m=2, 5 pM (for 5 pmol L=1), or 25 mg L™

1. The Dalton (Da), or more conveniently the kDa, is a permitted non-5S1 unit of protein
mass.

Mames of plants must be written out in full (Genus, species) in the abstract and again
in the main text for every organism at first mention (but the genus is only needed for
the first species in a list within the same genus, e.g. Lolium annuum, L, arensrium). The
authaority {e.g. L., Mill., Benth.) i= not required unless it is controversial. Guidance for
naming plants correctly is given in The International Flant Names Index and in The Plant
Book: 5 Portable Dictionary of the Vascular Plants (1997) by D.]. Mabberley
{Cambridge: Cambridge University Press. ISEN 0521-414210-0). After first mention, the
generic name may be abbreviated to itz initial (e.g. A, thaliana) except where itz use
causes confusion.
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any cultivar or variety should be added to the full scientific name e.g. Solanum
lvcopersicum 'Moneymaker’ following the appropriate international code of practice. For
guidance, refer to the ISHS International Code of Nemenclature for Cultivated Plants
(2004) edited by C.D. Brickell, B. R. Baum, W. L. A. Hetterscheid, A. C. Leslie, J. McNeill,
F. Trehane, F. Vrugtman, 1. H. Wiersema (ISEN 3-906166-16-3).

Once defined in full, plants may also be referred to using vernacular or quasi-scientific
names without italics or uppercase letters (e.q. arabidopsis, dahlia, chrysanthemum,
rumex, soyvbean, tomato). This is often more convenient.

Items of Specialized Equipment mentioned in MATERIALS AND METHODS should be
accompanied by details of the model, manufacturer, and city and country of origin.

Mumbers up to and including ten should be written out unless they are measurements.
All numbers above ten should be in numerals except at the start of sentences. Dates
should be in the form of 10 Jan. 1999, and Clock Time in the form of 1600 h.

Mathematical equations must be in proper symbaelic form; word equations are not
acceptable. Each quantity should be defined with a unique single character or symbol
together with a descriptive subscript if necessary. Each subscript should also be a singls
character if possible, but a short word i1s permissible. For example, a relationship

between plant dry mass and fresh mass should appear as Mg = D.DDE.’—Tfl-‘E'l,. where My

is plant dry mass and My is plant fresh mass; and not as DM = 0.008FMLAEL

The meaning of terms used in eguations should be explained when they first appear.
Standard conventions for use of italics only for variables should be followed: normal
(Roman) font should be used for letters that are identifiers. Thus in the above example,
M iz the variable guantity of mass, the subscripts d and f are identifiers for dry and fresh
respectively.

Special note regarding "Equsation Editor” and other software for presentation of
mathematics. Symbols and equations that are imported into Word documents as
embedded cbjects from other zoftware packages are generally incompatible with
typesetting software and have to be re-keyed as part of the proof-making process. It is
therefore strongly advisable to type symbols and equations directly into M3 Word
wherever possible. Importing from other software should ideally be confined to
situations where it is es=zential, such as two-line equations (i.e. where numerators and
denominators cannot be et clearly on a single line using /") and to symbols that are not
available in Word fonts. This will minimize the risk of errors associated with rekeying by
copyeditors,

Summary statistics should be accompanied by the number of replicates and a
measure of variation such as standard error or least significance difference. &nalysis of
variance is often appropriate where several treatments are involved. Presentation of an
abridged ANOWA table iz permissible when its uze illustrates critical features of the
experiment.

Chemical, biochemical and molecular biological nomenclature should be baszed
on rules of the Internaticnal Unien of Pure and Applied Chemistry (TUFAC] and the
Internaticnal Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB). Chapter 16 of
Scientific Style and Format. The CBE Manual for Authors, Editors, and Publishers 6th
edn., by Edward J. Huth {Cambridge: Cambridge University Press. ISBN 0-521-47154-0)
gives guidelines.

Sequence information. Esfore novel sequences for proteins or nuclectides can be
published, authors are required to deposit their data with one of the principal databases
comprising the International Nucleotide Sequence Database Collaboration: EMBL
Nuclectide Sequence Databasze, GenBanle, or the DNA Data Bank of Japan and to include
an accession number in the paper. Sequence matrices should anly be included if
alignment information is critical to the meszage of the paper. Such matrices can be in
colour but should not cccupy more than one printed page. Larger matrices will only be
printed by special agreement but may more readily be published electronically as
Supplementary Information (zee helow).

Gene nomenclature. Species-zpecific rules on plant gene nomenclature are available
for:

maize;

rice;

wheat and
arabidopsis.

Otherwise, Annals of Botany adopts the following conventions for abbreviations: each
gene abbreviation is preceded by letters identifying the species of origin. Lower-case
italics shaould be used for mutant genes (e.g. Rp-etrl); upper-case italics (e.g. Le-AC01)
for wild-type genes; upright lower-case for proteins of mutated genes (e.g. Le-adhl);
and upright upper-caze for proteins of wild-type genes (e.g. At-MYEB2). It may often be
helpful to readers if the names of genes or gene familiez are spelled out in full at first
mention.



Citations in the text. The=ze should take the form of Felle (2003) or Jacobsen and
Forbes (1999) or (Willlamson and Watanabe, 1987; Rodrigues, 20025, b) and be ordered
chronologically. Papers by three or more authors, even on first mention, should be
abbreviated to the name of the first author followed by et al. {e.g. Zhang =t al., 2005). If
two different authors have the same last name, give their initials (e.g. NH Kawano,
2003) to avoid confusion. Only refer to papers as 'in press’ if they have been accepted
for publication in @ named journal, otherwize use the terms 'unpubl. res.’, giving the
initials and location of the person concerned. (e.g. H Gautier, INRA, Lusignan, France,
unpubl. res.) or 'pers. comm.’ (e.g. WT Jones, University of Oxford, UK, "pers. comm.”)

The LITERATURE CITED =hould be arranged alphabetically based on the surname of
the first or sole author. Where the same sole author or same first author has two or
more papers listed, these papers should be grouped in year order. Where such an
author has more than one paper in the same year, these should be ordered with single
authored papers first followed by two-author papers (ordered first alphabetically bazed
on the second author's surname, then by vear) , and then any three-or-more-author
papers (in year order only). Italicized letters 'a', '&', 'c’, etc., should be added to the date
of papers with the same first authorship and year.

For papers with six authors or fewer, please give the names of all the authors. For
papers with seven authors or more, please give the names of the first thres authors
only, followed by et al.

Each entry must conform to one of the following styles according to the type of
publication.

Boocks

Gpik H, Rolfe 5. 2005. The physiclogy of flowsring plants. Physicochemical and
environmental plant physiology, 4th edn. Cambridge: Cambridge University Press.

Chapters in books

widative stress. In: Hawkesford M1,
p:-: on to the environment. Dordrecht:

Scandalios 1G. 2001. Mclecular responses to
Buchner P, eds. Molecular analysis of plant ada

Kluwer, 181-208.

Resssrch papers

Popper ZA, Fry SC. 2003. Primary cell wall compasition of bryophytes and
charophytes. Annals of Botany 91: 1-12.

Papers published onfine ahead of print

Forster MA, Ladd B, Bonser SP. 2011. Optimal allocation of resources in response to
shading and neighbours in the heterohlastic species, Acacia implexa. Annals of Botany,
in press. doi;10.1093/acb/mcocg228.

MB include the doi number: a search for the doi will always be directed to the most
recent version, so the reader will be able to find the final published paper as =oon as it
appears.

Cnline-only journals

Aizen MA, Morales C, Morales 1IM. 2008. Invasive mutualists erode native pollination
webs. PloS Biology 6: e31. doi:10.1371/journal.phio.0060031.
NB include the doi number after the volume and article number.

Theses

Tholen D. 2005. Growth and photosynthesis in ethylens-insensitive plants. PhD Thesis,
University of Utrecht, The Netherlands.

Anonymous Sources
Anonymous. Year. Title of booklst, leaflst, report, stc. City: Publisher or other source,
Country.

References to websites thc:uld be structured a=: Author{s) name, author(s)
initial(s). year. Full title of articls. Full URL. Date of last cuccessFuI access (e.g. 12 Jan.
2003)

Acknowledgements. In the ACKNOWLEDGEMENTS, pleasze be I:rleF We thank . ..
(not 'The present authors waould like to express their thanks to . . . .

Funding information. Details of all funding sources for the worke in question should be
given in a separate section entitled 'Funding’. This should appear before the
'Acknowledgements' section.
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The following rules should be followed:
# The =entence should keqgin: "This work was supported by _°

s The full official funding agency name should be given, i.e. "the National Cancer Institute
at the Mational Institutes of Health” or simply 'Mational Institutes of Health' not "NCT'
{one of the 27 subinstitutions) or 'NCI at NIH” (full RIN-approved list of UK funding
agencies]

s Grant numbers should be complete and accurate and provided in brackets as follows:

& Multiple grant numbers should be separated by a comma as follows: *[grant numbers
ABN CDMMNMNM, EF¥ GHXRNHMX]

¢ Agencies should be separated by a semi-colon (plus "and” before the last funding
agency)

# Where individuals need to be specified for certain sources of funding the following text
should be added after the relevant agency or grant number 'to [author initials]'’.

An example is given here: "Thizs work was supported by the National Institutes of Health
[PS0 CADS8252 and CAL118790 to R.B.5.R.] and the Alcohol & Education Research
Council [HFY GRE567785].

Cxford Journals will deposit all NIH-funded articles in PubMed Central. See
http:/fwww.cxfordiournals.org/for authors/repositories.html for details. Authors must
ensure that manuscripts are clearly indicated as NIH-funded using the guidelines above.

Appendix.

If elaborate use is made of units, symbols and abbreviations, or a detailed explanation
of one facet of the paper seems in order, further detailz may be included in a separate
APPEMDIX placed after the LITERATURE CITED.

For more detail and information on types of files required for text, graphics and tables
etc., please see the next section.

Eack toc Start

PREPARING TABLE FILES, FIGURE FILES, SUPPLEMENTARY INFORMATIOM
FILES AND VIDEQ FILES

Each table, figure, video and zet of supplementary information should be prepared az a
separate file on your computer in preparation for online submission. Towards the bottom
of the first submission screen of the online submission system, you should enter the
appropriate number of files you have in each category. This creates the spaces (boxes)
that will accommodate the files when they are uploaded later. The files are categorized
as 'Colour Figures’, "Black and White Figures’, "Tables’, "Supplemental Material® and
"Wideo'.

Tables. The best guide for laying out tables and diagrams are papers in a recent izssue
of Annals of Botany. Tables should be placed at the end of the main text file after the
Literature Cited, and include a complete caption above the table and be numbered Table
1, Table 2 etc. according to the order in which they are first mentioned in the text. When
preparing tables, adopt the 'Tables' set-up in M3 Word, using one cell for each datum
cluster (e.g. 12.2 £ 1.65) and avoid the use of the 'return’ key. If the tables have been
prepared in M5 Excel, please paste them into the Word document as text, not as an
object: i.e. it should be possible in Word to select and edit the text within the table.

Figures. &ll images (e.qg. line diagrams, drawings, graphs, photographs, plates) are
considered to be "Figures’. Each figure should be in a separate file and be numbered
(Fig. 1, Fig. 2 etc.) according to the order in which they are first mentioned in the text.
Electron and light photomicrographs =hould have internal scale markers. Colour
images are encouraged and printed without charge where they enhance significantly
the clarity of the scientific information. Line diagrams will normally be black on white
and boxed with inward =scale markings. Use of colour in line diagrams may sometimes be
agreed where this enhances clarity significantly. Use open and/or closed circles, squares
and triangles for symbols in line graphs. Height and width should be chosen for either
single (8.4 cm wide) or double (up to 17.3 cm wide) column reproduction. Grouping of
related graphics into a single figure is strongly encouraged. When a block of illustrative
material consists of several parts, each part should be labelled &, B, C, etc. and not
treated as separate figures. Note that graphs and diagrams of finally accepted papers
are normally redrawn by the publisher to ensure a consistent house style and should be
inspected carefully by authors at the proof stage.



Simple black and white line drawings and graphs should be supplied as approx. 300
dpi IPG files or M5 PowerPoint files. The publisher will almost always redraw all such
material if the paper is accepted. More complicated drawings, such as detailed botanical
illustrations will not be redrawn and should be supplied a= 600 dpi IFG files. For
continuous tone images (e.q. photographs), please zupply JPG files at 300 dpi (or 800
dpi if the image iz a mix of pictures and text and/or has thin lines). Keeping total files
sizes down will lessen up- and downloading times. To help achieve this all images should
be submitted at spproximately the physical size they would sppesr in the Journal.
Scaling, =sizing and cropping are best carried out within image handling programs such as
Adobe PhotoShop or Corel PhotoPaint. Flease do not supply photographic images as
FowerPoint files as these are generally of poor resolution. Note that PDOF files are not
acceptable. Alzo, please ensure that images that do NOT contain colour are zaved as
‘grayscale” and that any layers have been flattened - taking these steps can make the
file =ize up to 10 times smaller. Mote that a JPG file should not be repeatedly zaved as
this reduces guality.

Large amounts of additional information can be submitted for publication electronically
as Supplementary Information provided that it is not eszential for a basic
understanding of the main paper. Supplementary material will be refereed along with the
core paper. At appropriate positions in the main text authors should indicate what details
are being made available, followed by the words [Supplementary Information] in
bold and between square brackets. The online submission system provides space for
supplementary information to be uploaded in "Supplemental Material” files. The
appropriate number of theze types of file can be selected towards the bottom of the first
submiszicn screen. Similarly, if you are including a video you should enter
[Supplementary Information - Video] in bold and between =quare brackets at the
appropriate place(s) in the text. A video can be uploaded after selecting a "Video" file on
the first submission screen. The movie should be created in a widely available program
such as Windows MediaPlayer. A short paragraph describing the contents of any
Supplementary Information or Video should also be inserted in the main text
immediately before ACKNOWLEDGEMENTS.

Reproducing material from other published work. If material from worlk already
published elsewhere is included in the article (for example, a figure used to illustrate a
review) then permizsion must be obtained in advance from the copyright holder. Even
before you submit your article to the journal, please ensure you that vou explore the
copyright situation for the material you wish to use, identify any relevant copyright
holders, and establish whether you are likely to be able to obtain permissions from
them. When seeking permission to reproduce any kind of third party material, please
reguest the following: (1) non-exclusive rights to reproduce the material in the specified
article and journal published by Oxford Journals, a division of Oxford University Press;
(2] print and electronic rights, ideally for uze in any form or medium. If not possible to
secure such broad-ranging rights, we do need the right to make the content available
onling; (3) the right to use the material for the life of the work (no time-restrictions such
as one year etc on the licence granted); (4) world-wide English-language rights; if rights
for all languages can be secured, this is preferable; and (5) the right to use images with
a resolution of 300 dpi in the POF version of the journal, or 72 dpi in the HTML version.
Fleaze contact the Annals of Botany Editorial Office if vou have any queries regarding
obtaining permiszion to reproduce material that may be under copyright.

EBack toc Start

THE REVIEW PROCESS

The corresponding author and all co-authors receive an acknowledgment of receipt of
the manuscript and a manuscript reference number by e-mail. The corresponding author
is informed when a Handling Editor has been assigned to the paper. Manuscripts
considered suitable for peer review are sent to at least two outside referees. We give
referees a target of two weeks for the return of their reports. Currently less than 25 %
of submitted papers are accepted. Authors are asked to revise provisionally accepted
articles within four weeks. To view the make-up of the Editorial Board click on View full
editorial board.
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FORMATTING AMND SUBMITTING A REWVISED PAPER

The technical requirements for the Article, Table and Figure Files etc. are as described
abowve for the first submission. If the technical requirements are not met, the paper will
be =ent back to the author until satisfactory files are provided. Revised papers are
checked by a member of the Editorial Board and may be subject to a further round of
refereeing.

Back to Start

ACCEPTAMCE, PROOFS, PRODUCTION AND PUBLICATION

wWhen a paper is finally accepted vou will be asked to supply some additianal material for
our ContentSnapshot feature. Each ContentSnapshot comprizes a thumbnail image
relevant to the paper and a short summary of its principal findings. For this, vou will be
azked to prepare a suitable Snapshot Image file (in colour) for the thumbnail illustration
and also a short summary title and text (up to 60 words) to associate with the image.
Examples of ContentSnapshots can be found at
http://ack.oxferdicurnals.crg/content/106/4/i.full.pdf+html.

You will also be invited to submit an eve-catching front cover picture and about 60
words of text for possible printing on the inside cover of the issue in which your article
would appear. The technical requirements are similar to those for manuscript
photographs. The picture should be sharp, of good contrast and be related to the content
of the submitted paper; however, it need not be duplicated in the paper itself. The image
chould be =ent as a TIFF, JFG or GIF file at 300 dpi, size approx. 10 % 10 cm. Authaors of
zelected material will receive a copy of the cover illustration and a complimentary copy
of the relevant issue of the Journal.

After acceptance you will also be asked to complete the online Licence to Publish form.
This form also offers the opportunity to choose to have the full text and FDF versions of
the paper made available to non-subscribers online from the time of first publication
(Open Access). There i= a charge for this, which varies depending on circumstances
(zee http://www.oxfordiournals.org/oxfordopen/charges.html) but it i= considerably
cheaper for authors whose university or institution subscribes to the Journal, and for
authors in developing countries. If yvou do not select the Open Access option, vour paper
will be published with standard subscription-based access and no charge will be made.

Information about the New Creative Commons licence can be found here.

Cnce a satisfactorily revised version has been received and accepted, the title of the
paper, authorship and hyperlinked e-mail address of the corresponding author will be
posted on the Annals of Botany website under ADOBFirstAlert. This feature is accessible
by =ubszcribers and non-subscribers from the Journal’s home page. Corresponding
authars will receive POF proofs by e-mail attachment approximately 4-6 weeks after
acceptance. Corrected proofs should be returned within 24 h. Adobe Acrobat Reader will
ke needed to read the FDF proof and is downloadable without charge from:
http:/Ywww.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Authors should pay special
attention to diagrams, figures and to equations =since these items are usually re-
leved or redrawn by the publisher. At this stage, authors will also be invited to order
offprints and extra single copies of the issue in which the article will appear.

Publication and printing process

Once corrected proofs have been received and checked, the paper is posted on the
website approximately six weeks ahead of print under AOBPreview. Each article is
identified by a unigue DOI (Digital Object Identifier), a code that can be used in
bibliographic referencing and searching. The 001 and date of electronic publication in
AOBPreview are also printed in the normal fully paginated maonthly issue that is
published about six weeks later. The paper will appear online and in print during the
weelk preceding the start of the month of i1ssue. The dates of submission, first return for
revision, final acceptance and date of electronic publication of each article are printed on
each paper.

The corresponding authar will receive a free copy of the printed issue in which their
paper appears and a free URL that gives access to the article online and to a
downloadable POF. In addition, 25 free printed copies of the article will be supplied.
These items are normally dispatched within seven days of publication of the printed
journal. The corresponding author is responsible for distributing this URL to any co-
authors.

Post-publication services

Monthly alerts that supply the Journal’s current Table of Contents can be requested by
clicking on Email table of contents or by using an R55 feed. For more details on the
latter click on XML RSS feed. Readers can also be alerted to related papers in Annals of
Botany and a wide range of other journals using the High Wire "CiteTrack” alerting
system. To access this click on CiteTrack.
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FORMAL STATEMENT

Upon receipt of accepted manuscripts at Oxford Journals authors will be invited to
complete an online copyright licence to publish form.

Please note that by submitting an article for publication you confirm that you are the
corresponding/submitting author and that Oxford University Press ("OUP™") may retain
your email address for the purpose of communicating with you about the article. You
agree to notify OUP immediately if vour details change. If vour article is accepted for
publication QUP will contact you using the email address you have used in the
registration process. Flease note that OUP does not retain copies of rejected articles.

Authors or their employers retain copyright on articles published in Annals of Botany.
However, it is a condition of publication in the Journal that authors or their employers
grant an exclusive licence to the Annals of Botany Company by completing and signing
the Licence to Publish. This ensures that requests from third parties to reproduce articles
are handled efficiently and consistently and allows the article to be disseminated as
widely as possible. The Licence permits authors to use their own material in other
publications provided that the Journal is acknowledged as the criginal place of
publication and that the Annals of Botany Company is notified in writing

Papers are published on the understanding that the work is free of plagiarism, that all
authors have agreed to publication in Annals of Botany and that those contributing
substantially to the work have been appropriately acknowledged or given co-authorship.
The official publication date is the date on which the paper is first posted electronically
on the website. This date will normally be when the paper appears in ACBPreview. If a
paper is not posted in A0BPreview, the date of publication is the date of first appearance
in a fully paginated print or electronic monthly issue. For more about rights and
permissions click on this link Rights

Author Self-Archiving/Public Access policy
For information about this journal's policy, please visit our Author Self-Archiving policy

page.
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Scope and Aims of the Journal

The American Journal of Botany (AJB) publishes peer-reviewed, innovative, significant research of interest to a
wide audience of plant scientists in all areas of plant biclogy (structure, function, development, diversity, genetics,
evolution, systematics), all levels of organization (molecular to ecosystem), and all plant groups and allied
organisms (cyanobacteria, algae, fungi, and lichens). AJ/Brequires authors to frame their research questions and
discuss their results in terms of major questions of plant biology. In general, papers that are too narrowly focused,
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Review Procedure and Policy

Manuscripts are reviewed by scholars with expertise in the research area. Reviewers, Associate Editors, and the
Editor-in-Chief evaluate manuscripts for innovations in, significant contributions to, and noteworthy advances in
the theoretical or conceptual bases of the subdisciplines of plant biclogy, and/or novel insights of general
relevance to fundamental questions of biology (see http:/ /www.botany.org/ajb/AlB_Reviewer_Instructions.pdf for
details on the content of reviews).

Manuscripts may be returned without review if the English needs significant improvement. Typically, authors have
two opportunities to produce an acceptable manuscript: the original submission and one revision in which to
address the criticisms and concerns of the reviewers and Associate Editors.

Correspondence and notifications regarding manuscripts will be through e-mail. All reviewer comments and author
revisions are handled electronically using Editorial Manager (http:/ /ajb.edmgr.com). Copyediting queries and page
proofs (or e-galleys) are also provided electronically.

Fimal acceptance of a manuscript is contingent upon strict compliance with Journal requirements. Manuscripts
other than Special Invited Papers are generally published in the order of receipt, within subject areas, of the final,
accepted version or of the corrected proof. With the Journal’s online AJ/B Advance Access feature, articles that
have undergone complete peer review and copyediting, as well as full review by the authors, will be posted as soon
as possible.

The Journal editors expect authors to follow the ethics guidelines of the Botanical Society of America (BSA)
(www.botany.org/gowvernance/ethics.php).

+ Copyrighted material—If copyrighted material is reproduced in the manuscript, full attribution
must be provided in the text; proof of permission must be sent to the Editorial Office. It is the
responsibility of the authors, not the BSA or the editors or reviewers, to ensure that proper
attribution is given to material previously published elsewhere. If suspicion is raised about the
originality of the material (unattributed to source), the Editorial Office may check the manuscript
for plagiarism.

+ Conflict of interest—Authors are responsible for recognizing and disclosing any duality of
interest that could be perceived to bias their work, acknowledging all financial support and any
other personal connections. All funding sources, including the research funder and grant number,
must be given in the acknowledgements section.

Data—When using unpublished data owned or created by a researcher who is not the author or a co-author, a
formal statement from the owner of the data must be sent to the Editorial Office acknowledging the use of the data
and granting formal permission.

Nomenclature—A/B requires that nomenclature for all extant and extinct species conform to the current
International Code of Botanical Nomenclature. Taxonomic authorities are given at first mention in the text (not in
the manuscript title).

Use conventions adopted by the scientific community for genetic symbols and nomenclature.

Genetic Analyses—A/Brequires that supporting genetic information, such as DNA, RNA, or protein sequences,
be submitted to an appropriate data bank, such as GenBank/EMBL. Alignments used to produce phylogenies must
be submitted to TreeBase or to A/Bto be published as an online supplement with the paper.

The data matrices must be in an editable format (i.e., text files) for reanalysis by anyone interested. Phylogenetic
analyses will generally only be considered if the phylogeny is used to test explicit evolutionary and/ or ecological
hypotheses or morphological associations—essentially a significant discussion of the impact and/or use of the
phylogeny.

Vouchers—At the time of submission, A/Brequires supporting genetic and voucher specimen information be
provided (see Appendices section under "Manuscript Content”). In discussions of morphological character states,
access to the data must be provided.

General Instructions and Requirements
Before submitting manuscripts, please review all instructions and refer to recent issues of A/B.
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To take advantage of the free-page-charge policy, at least one author must be a member of the BSA when the
manuscript is submitted for review as well as during the year of publication (except for Special Invited Papers).
Authors who are not members of the BSA may also submit manuscripts for consideration: a mandatory page charge
of $150 per printed (or equivalent PDF) page is assessed. Page charges must be paid prior to a manuscript going
into production, based on the estimated number of printed (or PDF) pages.

AJBrequires that at least one colleague whose first language is English critically read and edit the manuscript
before submission. Manuscripts may be returned without review if the English needs significant improvement.

Open Access

Starting in January 2010 A/Bauthors have the option to make their accepted paper freely available online
immediately upon publication. The fee for Open Access is 31500 (discounted to $500 if the author's institution
subscribes to the Journal). Contact the Editorial Office at ajp@botany.org for more information.

Submission process

Submit your manuscript via the online submission and review system, Editorial Manager, at http:/ /ajb.edmgr.com.
First-time users need to register for an account at this URL using their active e-mail addresses. The same
Username and Password created on Editorial Manager are used to log in as an author or as a reviewer. [If there are
any difficulties in the login or submission process, contact the Editorial Office at ajp@botany.org for assistance.]

Each BSA member is entitled to a set number of free pages per year dependent upon length of membership: 12
pages for members of 1-4 years, 16 for members of 5-9 years, and 20 for members longer than 10 years. If more
than one author is a member, up to 14 free pages may be used per paper. Each printed page in excess of the
free pages is assessed a mandatory page charge of $150 per page. Authors are asked to pay voluntary
publication costs if they have funds.

There is a mandatory charge for more than five changes made on proofs resulting from mistakes made by the
author(s). Author(s) who require a figure replacement in the e-galleys stage, unless the error was caused by the A/8
editorial staff or the compositor, will be charged $25 for each figure replacement or correction.

Authors are encouraged to submit figures in color when doing so enhances the presentation of the scientific
information. Due to the cost of printing color, however, the editor may recommend using black and white if the
information is just as clear when presented this way..

Article Types
In addition to Research Papers, AJF publishes the following:

Special Invited Papers—These are mostly reviews of limited scope on timely subjects written for a general, albeit
well-informed, audience. Special Invited Papers are typically solicited by the Editor-in-Chief, the Special Papers
Editor, or an Associate Editor. Discuss ideas for unsolicited Special Papers with the Editor-in-Chief or the Special
Papers Editor. Manuscripts are subject to the usual review process. Benefits for Special Invited Papers include rapid
publication, no page charges, and free membership in the BSA for one year. In the introduction, succinctly explain
why your paper is of interest to the general biological community.

Brief Communications—These are short papers (2-5 printed pages) reporting significant new findings that do
not warrant standard full-length treatment with the usual main headings, or that provide scholarly commentaries,
corrections, criticisms, or alternative interpretations of results presented in published papers. "Opinion” papers that
are unsupported by new data or reanalysis of published data are unacceptable. Brief Communications are subject to
normal review. Publication will be expedited. Membership requirements and page charges are not waived.

AJB Primer Notes & Protocols in the Plant Sciences—Papers in this online-only section are focused on
protocols used in genetic analyses of plants. Subjects appropriate for this section include: (1) marker notes
providing primer sequences for microsatellite or other markers in particular taxa, and (2) protoco/ nores describing
new methods for isolating, visualizing, or scoring genetic markers. Papers for this section must follow the template
and specialized instructions at http:/ /'www.botany.org/ajb/PNP_Online_instructions.html.

Invited Commentary—All invited commentaries are paired with a forthcoming paper, usually on the suggestion
of an Associate Editor or the Editor-in-Chief. These 3- to 5-page articles discuss the contributions and
significance of the research paper relative to accepted or emerging paradigms in the subject. Membership
reguirements and page charges are waived.
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Book Reviews—All book reviews are by invitation, and publication is expedited. Direct communication and
manuscripts to the Book Review Editor. Membership requirements and page charges are waived. An alternative
outlet for book reviews is the Plamt Science Bulletin. [Contact the editor at psb@botany.org.]

Manuscript Preparation

A cover letter, an author agreement form, a manuscript file, and separate files for figures should be uploaded at
http://ajb.edmgr.com. The manuscript file includes in the following order: Title Page, Footnote Page, Abstract Page,
Text, Literature Cited, Tables, Appendices, and Figure Legends.

For manuscript files, MS Word (.doc) format is preferred, but Rich Text Format (.rtf) files are acceptable for review as
well.

The Editorial Manager online submission system automatically inserts line numbers to facilitate review comments,
s0 line numbers are not required in the manuscript file.

Double-space and left justify the margin of the entire manuscript, including Literature Cited, Appendices, Figure
Legends, and Tables, using continuous pagination.

Leave at least a 2.5-cm margin on all sides. Place a header with last name(s) of author(s) and page number in upper
right corner.

Number figures and tables in the order discussed in the text.

Cover/Response Letter

Include a cover letter that describes the questions addressed or hypotheses tested, the major contribution of your
paper to your discipline, and how this contribution is of interest to a broad audience. List any papers on related
topics by any of the authors that have been published within the past year or that are in review or in press. For a
revision, include a letter detailing your response to all the review comments.

Author Agreement Form

Upon initial submission of a manuscript, the corresponding author must fill out an author agreement form and
either upload an electronic version at the online submission site or mail or fax a hard copy to the Editorial Office in
St. Louis, Missouri (American Journal of Botany, P.O. Box 299, 5t. Louis, MO 63166-0299, USA; 1-314-577-
9515). The author agreement form is available online at

http:/ /www.botany.org/ajb/AJB_Author_Agreement_Form.doc; on the Editorial Manager website at the “Attach
Files” screen; and from the Editorial Office.

Manuscript Content

1. Title Page

Place a running head 2.5 cm (1 in) below the top of the page with the surname of the FIRST author (followed, as
appropriate, with the surname of a sole co-author, or with et al. if there are three or more authors) and a short title.
The manuscript title for research papers should be specific and informative, conveying the key findings of the
research in an active voice. Center boldfaced title written with sentence-style capitalization, followed by
superscript 1 (for footnote 1, to appear on footnote page). In most cases, Latin binomials in a title should be
followed by the name of the family in parentheses.

Below the title, list authors: each author’s first name, middle initial, surname. On the next line, give affiliation and
unabbreviated address. If authors have different affiliations and addresses, add a superscript number after each
author’s name to indicate the footnoted address. Include another footnote superscript number to indicate the
author for correspondence.

2. Footnote Page
Include the following footnote:
]Manuscript received _______ ; revision accepted _______ .

Place brief acknowledgments, if desired, as a separate paragraph, using the following style: “The author(s) thank(s)
...". For brevity, do not use first names. Include grant acknowledgments here.

Other footnotes (e.g., e-mail for correspondence) are permitted: match footnote numbers with those on the title
page.
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3. Abstract Page
AJBrequires structured abstracts for manuscript submission. The abstract is 250 words or less, written in the
following structured format:

* Fremise of the study (why the work was done, what major questions of plant biology are
addressed, and why it is important to the broad 4/8 readership)

» Methods

* Keyresults

* Conclusions (what major points should the reader take from this article)

Note that the abstract will be used in an RSS feed and thus should capture the interest of the general botanical
community as well as the specialists and include the most important contribution of this paper. Avoid references; if
essential, cite parenthetically with journal name, volume number, pages, and year.

Provide a list of 3-10 "Key words"” that will be used for the volume index. Capitalize proper nouns, place in
alphabetical order, and separate by semicolons.

4. Text

In the first paragraph of the introduction, include the theoretical or conceptual basis for your work in a context
accessible to the diverse botanical readership that A/B attracts. Include a summary of conclusions and a take-
home message for the generally informed reader in the DISCUSSION.

Center main headings and capitalize all letters: MATERIALS AND METHODS, RESULTS, and DISCUSSION.

Indent subheadings at the start of a paragraph; capitalize only the first word and proper nouns and adjectives.
Second-level headings—boldface italic followed by an em dash)
Third-level headings—iitalic followed by an em dash) Fourth-level headings—(reqular text followed by an em dash)

In MATERIALS AND METHODS add name, city, spelled-out state (if in USA), and country of manufacturers /suppliers
after brand names.

arer prana names.

If statistical analyses are used, include statistical values in the RESULTS either in the text or within tables. Include
the statistic value, degrees of freedom, and p-value for each result reported (e.g., for a s~test report "t = 32.41, df
=1, £=0.03"; for an ANOVA report "f5 3 =26.45, £<_0.001 note="note” two="two" df="df" _-values="_-values"
as="as" subscripts="subscripts” with="with" em="em"=F]). Use Ffor significance, p for probability.

Common Latin words (e.g., in vivo, sensu lato) are not italicized.
Footnotes are not used in the text.

5. Literature Cited
werify all entries against original sources. Double check that all references in the manuscript text are in the
Literature Cited and vice-versa and that they agree in spelling and year.

Literature citations in text—Cite references in chronological order (oldest first); within a given year, order them
alphabetically (e.q., Jones and Gil, 1999, 2006; Ashton et al., 2007; Brown, 2007; Jackson, 2003, 2008).

Single author: Jones (2008) or (Jones, 2008). Two authors: Jones and Gil (2008) or (Jones and Gil, 2008). More than
two authors: Jones et al. (2008) or (Jones et al., 2008).

Manuscripts accepted for publication but not yet published: Jones (in press) or (Jones, in press). Include “In press”
citations in LITERATURE CITED (shown later).

Unpublished data and manuscripts (e.g., submitted, in prep.) and personal communication: (F. Jones, Institution,
unpublished data [or unpublished manuscript or personal observation]). These are not included in LITERATURE
CITED.

References listed in LITERATURE CITED—List citations in alphabetical order by author. Single-author titles
precede multi-authored titles by the same senior author, regardless of date.
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List works by the same author(s) chronologically, beginning with earliest date of publication. Spell out all author(s)’
names. Use “a", “b" (determined alphabetically) for works with the same author(s) and year citation.

For multi-authored works, list the first seven authors and then “et al."— unless there are only eight authors and
then list all eight.

Type author names in citations in upper and lower case or in large and small caps, sotin all caps. For formatting
examples (note spacing, capitalization, italics, etc.), go to
http:/ /www.botany.org/ajb/ajb_Lit_Cited_Instructions.pdf.

6. Tables — include in manuscript file and place immediately after Literature Cited
Tables need to be formatted using the Table feature in Word or in a spreadsheet such as Excel.

Number tables with Arabic numerals followed by a period. Capitalize first word of title; all others, except proper
nouns, are lowercase; spell out names of genera and abbreviations on first mention; place period at end. Include
study organism (species or group) and geographic location in each caption when appropriate. Place explanatory
notes and define all abbreviations below the table after the heading "Note:” or “Notes:". Place footnotes after the
MNotes.

Every column must have an appropriately placed heading (esp. the first at left—the stub head), with appropriate
subheadings. In the body of the table, capitalize the first word of each entry (and proper nouns); do not use vertical
lines between columns; indicate footnotes by lowercase superscript letters.

If the use of color in a table is essential, please contact the Editorial Office at ajp@botany.org.

7. Appendices - include in manuscript file and place immediately after the tables

If voucher and gene accession information support the study, list these in Appendix 1, which will be published in
the print and online versions. Provide an appendix title, and a sentence-style row of headings for the data. For each
taxon sampled, include specimen voucher information and/or gene accession numbers, separated by commas. To
save space, the taxa can be run together in a paragraph. See a current issue or

http:/ /www.amjbot.org/content/98/6/1049.full for an example.

BB R AL g LS L) TR W T I U G SAGEIS.

Additional appendices may be included. A/Bencourages online-only publication of extensive appendices, as well
as other supplemental materials that support the article but are best presented electronically (see “Online
Supplemental Materials” below).

8. Figure Legends - include in manuscript file and place immediately after the Appendices (or after
the tables if there are no appendices)

Each figure legend must be complete and informative so that reference to the text is not necessary to understand
the content of the figure. Abbreviations should be defined unless they are standard convention. Place legends as
separate paragraphs following the appendices. For figures with multiple lettered panels, a general title for the figure
should be followed by a description of each panel (e.g., “Fig. 5. Relationship between... (A) All fruits. (B) Fruits <0.5
mm."). When applicable, include study organism (species or group) or gecgraphic location, and define scale bar
(e.g., Bar = 0.1 pm). For micrographs, include pertinent information such as magnification and type of section,
stain, optics, or special technigues. Any nonlinear adjustment to photographs must be detailed.

Define all symbols and abbreviations either in a key within the figure or in the legend; if defined in an earlier
legend, the appropriate figure or table may be cited.

Place figure abbreviations in alphabetical order and format as follows: ¢, cell; n, nucleus.

9. Figures/Illustrations — upload as separate files (do not include in the manuscript file)
For details and illustrated examples, see http:/ /www.botany.org/ajb/AJB_Digital_Art_Cuidellines.pdf. A figure
checklist is also available at http:/ /www.botany.org/ajb/AJB_Figure_Checklist.pdf.

TIFF or EPS formats are preferred for color and black and white photographs, drawings, and graphs.

Prepare figures at the final size desired: 1 column (8.9 cm [3.5 in]), 1.5 column (12.7-15.3 cm [5-6 in]), or 2
columns (18.4 cm [7.25 in]) wide and less than the length of the page (23 cm [9 in]).

Low-resolution files may be initially uploaded/submitted for the review process. Once your manuscript has been
tentatively accepted, printer—quality (high-resolution) figures are required. See “Tips for Large Files” below.



Figure Manipulations

Certain types of electronic manipulations of micrographs and other digital images may not be ethically acceptable.
Images that will be compared with each other must be acquired and processed under the same conditions.
Manipulations such as background subtraction or white-balancing should be explained in the Materials and
Methods section. Note that a selected area within an image may not be altered or enhanced; the entire image must
be treated the same. Linear adjustments to contrast, brightness, or color must be applied to an entire image or
plate equally (or explained). Detail nonlinear adjustments in the legend. Always keep original raw data files for
documentation upon reguest.

Resolution for Final Figures
Line art (black lines and text, including phylogenetic trees): 1000-1200 dpi.

Halftone/grayscale (images with shades of gray, such as black and white photographs): a minimum of 300 dpi.

Color: a minimum of 300 dpi. Use RGB mode (not Indexed Color Mode). [Note: Do not send color files if images are
to be printed in black and white.]

Combination art (grayscale image with type): 600-900 dpi.

Grayscale images should have the whitest area of the image set at a 2% highlight value, while the blackest area of
the image should be set to a 98% shadow value.

Include the screen and printer font files for any text that has been added to the figure. Use PC or Mac versions of
Adobe Postscript fonts. To avoid font problems, convert all type to curves or paths.

Check figure quality online using Digital Expert at http:/ /dx.sheridan.com/onl/rgh/.

Format and Style
Use consistent style, font, and font size (between 6 and 10 pt.) for all figures. Use of standard fonts (Times New
Roman, Helvetica) gives better results.

For figures with multiple elements (photos, drawings, or graphs), group elements in a rectangle or square and label
the top left corner of each element with a capital letter (e.g., A, B). Keep elements close together for best use of
space. Photographs in a composite plate should each be numbered and separated by a thin line or blank space.

Label axes; include Standard International (SI) Units of measure in parentheses; capitalize only the first letter of the
first word (e.g., “Stem growth (%5)"). Axis label should be c. 0.2 cm from units on axis, but no more than 0.5 cm; x-
and y-axis labels should be equidistant from axes.

Use abbreviations consistently in the text and figures.

For magnified illustrations, provide a scale bar defined in either the figure itself or at the end of the legend.

Cover image and caption

You are invited to submit one or more color photographs (or artificially colorized photomicrographs) to be
considered for a cover illustration. The image must be at least 300 ppi and in portrait format slightly larger than
21.6 cm wide > 28 cm high (8.5 x 11 in). Submit the file(s) online with your original submission or revised
manuscript. Also include a brief caption that describes the image, scientific name and authority of any organism,
photographic technigue, image manipulation, and the major result of the research. For micrographs, include
pertinent information such as magnification and type of section, stain, optics, or special technigues.

The legend should do more than just describe the image itself: it should "tell a story” by explaining why the image
is important to entice the reader to search for the full article. See
http:/ /www.amjbot.org/content/vold5 /issued/ cover.shtml for an example.

Tips for Large Files

Files =5 MB may be slow (or impossible) to upload on most servers. When saving graphics, LZW compression (Save
As /Option) may be used to reduce file size. If your image is line-art and all pixels are either black or white, first
convert the image to grayscale mode, then convert to bitmap mode at 1200 dpi, then save with LZW compression. If
your image is black and white with gray portions, convert the image to grayscale mode, then save with LZW
compression.(If you have any confusion about bitmap mode for line-art, your Digital Art Guidelines contain
examples of image types with suggested resolutions. Alternatively, the Editorial Office may direct you to upload the
files to an FTP site or send them via e-mail through http:/ /www.YouSendit.com.
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Online Supplemental Materials

Authors may wish to augment their manuscripts with online supplemental materials (e.q., large data sets, three-
dimensional reconstructions, simulations, real-time movies, color photographs). Upload these appendices as
separate files with the initial manuscript submission. Include a header on each file using this format: Smith et al.—
American Journal of Botany 97(#): ###-##%. 2010. - Data Supplement 51 - Page 1". Name online supplements
Appendix 51, Appendix 52, etc, in the order in which they appear in the text, regardless of whether they are tables,
figures, text, other media, or a combination thereof. In the manuscript, after the mention of an online appendix,
include the following: “(see Supplemental Data with the online version of this article)”.

Note that if authors wish to submit long DNA sequence appendices as supplemental material, they should select
the "DNA sequences (online-only supplemental)” option on Editorial Manager. This ensures that lengthy appendices
are not built into the reviewers' PDF, but are still accessible to the reviewers.

Abbreviations, Units, and Symbols
See a recent Table of Contents page for commonly used abbreviations.

Do not begin a sentence, heading, or title with an abbreviation.
Abbreviate figure as "Fig.” or "Figs.”

Use the following abbreviations with numerals without spelling out at first use: h, min, s, yr, mo, wk, d, cm, mm,
DNA, cpDNA, RNA, dNTP. Designate temperature as in 30°C (use the degree sign, not zero or the letter o).

Numbers: write out one through nine unless a measurement, a designator, or in a range (e.qg., four petals, 3 mm, 6
yr, 5-11 species, day 2). Use % instead of percent with numerals; 1000 instead of 1,000: 10 000 instead of 10,000;
0.13 instead of .13.

Use Standard International (51) units throughout the text, figures, and tables. Use the word mass (kg. g, mg)
correctly; weight is reported in newtons (N). Use either a solidus for one unit in the denominator (e.g., kg/m2) or a
negative exponent with multiplier dot (e.qg., kg-m-2-d-1) for two or more units in the denominator. Use L for liter
(mL for milliliter).

(mL for milliliter).

Include a space before and after all operation signs (e.g., =, +) with equations and definitions; use an en dash
(width of two hyphens) for minus sign.

Copyright and Color Agreement Forms

Once your manuscript has been accepted for publication, return signed copyright forms for the article, and any
color plates, to the Editorial Office in 5t. Lowis, Missouri. All authors must sign off on the copyright form or contact
the Editorial Office to confirm their participation in the work.

Copyright Assignment - http:/ /www.botany.org/ajb/AlBcopyright.pdf

Color agreement form - http:/ /www.botany.org/ajb/AJBcolor_agr.pdf

If you have reproduced copyrighted material in your manuscript, send proof of permission to the Editorial Office.

If you would like to reproduce copyrighted material previously published in the American fournal of Botany,
return the completed permission request form available online at http:/ /www.botany.org/ajb/BSAPermission.pdf.

Questions? Contact the Editorial Office
American Journal of Botany

Amy McPherson, Managing Editor

Editorial Office

P.O. Box 299

St. Louis, MO 63166-0299

phone: 314-577-5112; FAX: 314-577-9515
E-MAIL: ajb@botany.org

[Last updated 20 October 2011]

Copyright @ 2011 by Botanical Society of America, Inc.

For an alternate route to American Journal of Botany Online use this URL: http:/ fintl.amjbot.org {More Information)
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Style and Presentation

The manuscript should be typed with double spacing throughout. allowing for ample
margins. The title page should show the paper title. names and addresses of all authors. a
short running title, and fax and telephone numbers and the e—mail address for the
corresponding author. The text of the paper should be arranged in the following
sequence: Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion. Acknowledgements
and References. Informative legends should be provided for all illustrations and should
be grouped together at the end of the paper. along with all tables. Subheadings may be
inserted in the main text, but should not be numbered or lettered. Manuscripts should be
written in clear. grammatical, idiomatic English. Spelling should conform to Webster's
International Dictionary or The Concise Oxford English Dictionary and data should be
presented simply and concisely, using Systeme International (SI) units.

Abbreviations

All abbreviations not obvious to the general reader should be defined the first time they
are used. A complete alphabetically arranged list of all abbreviations used, including the
definitions, should be included in the manuscript.

References

References should be cited in the text using the Harvard (name—date) system. Where
there are three or more authors, only the first author's name should appear, followed by et
al. Where several references are cited at the same point in the text, these should be
arranged in chronological order. The reference list should be typed with double spacing
and arranged in alphabetical order. References should include: names and initials of all
authors (unless there are more than six authors, when only the first three authors should
be given. followed by et al.): year of publication; full title of the article; source using
abbreviations for journals as shown in Index Medicus: volume number; and first and last
page numbers. Abstracts should be identified as such. For citations from books, the
chapter title should be followed by the names and initials of all editors. the title of the
book, edition. place of publication. publisher and first and last page numbers.

Examples:
Thomas HM. Harper JA, Morgan WG (2001) Gross chromosome rearrangements are
occurring in an accession of the grass Lolium rigidum. Chromosome Res 9: 585—590.

Ohno S (2001) The one—to—four rule and paralogues of sex determining genes. In:
Scherer G, Schmid M, eds. Genes and Mechanisms in Vertebrate Sex Determination.
Birkhauser Verlag. pp 1-10.

Engel E. Antonarakis SE (2002) Genomic Imprinting and Uniparental Disomy in
Medicine. New York: Wiley—Liss.

Only accepted papers should be referenced: all other material should be referred to in the
text as 'in preparation’. 'personal communication' 'unpublished observations' and should
not be included in the reference list.
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Citing Internet References

World Wide Web: All references should include the same information that would be
provided for a printed source (or as much of that information as possible). The Web
information is then placed at the end of the reference. It is important to use "Retrieved
from" and the date because documents on the Web may change in content, move. or be
removed from a site altogether. To cite a Web site in text (but not a specific document). it
is sufficient to give the address (e.g.. http://www.apa.org) there and no reference entry is
needed. However. when citing a particular web page a citation in the text (e.g. Gaten
2000) and an entry in the reference list will be required.

For example:
Gaten E. (2000) Internet references. Retrieved from
http:/fwww.le.ac.ul/biology/teach/mod300/ecitations.html 19/9/2000

E—mail: E-mail communications from individuals should be cited as personal
communications. The format in the text (personal communications are not cited in the
reference list) is as follows:
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