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NORDESTE BRASILEIRO". Presentes professores, alunos e convidados. A Banca
Examinadora teve como membros titulares os professores: Dr. MARCELO GUERRA,
Professor do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pemambuco, Doutor
em Boténica pela Universidade de Viena, e orientador da aluna; Dra. ANA CHRISTINA
BRASILEIRO VIDAL, Pesquisadora do Departamento de Botanica da Universidade Federal
de Pernambuco, Doutora em Ciéncias Biologicas pela Universidade Federal de
Pernambuco, Dra. ANA MARIA BENKO ISEPPON, Professora do Departamento de
Genetica da Universidade Federal de Pernambuco, Doutora em Ciéncias Naturais, pela
Universidade de Viena. Dr. MARCCUS ALVES Frofessor do Departamento de Botéanica, da
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GUERRA, que, na qualidade de orientador da aluna, dirigiu os trabalhos. Apés a
apresentacdo da aluna, o Dr. MARCELO GUERRA convidou a Banca para fazer a arguigéo
na forma de dialogo, na seguinte ordem: Dra. ANA CHRISTINA BRASILEIRO VIDAL, (1° ~~
EXAMINADOR), Dr. NATONIEL FRANKLIN DE MELO (2° EXAMINADOR); Dra. ANA "3y
MARIA BENKO ISEPPON (3° EXAMINADOR), e Dr. MARCCUS ALVES (4°
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trabalho de sua orientanda e em seguida solicitou aos presentes que se retirassem por «

alguns instantes para que se procedesse a avaliagdo da Doutoranda. Retomando os
trabalhos, o Professor MARCELO GUERRA comunicou que a Banca Examinadora atribuiu ;
a Doutoranda ADRIANA BUARQUE MARCON, a seguinte mengdo: “APROVADA", por L
unanimidade, e face a este resultado a mesma esta apta a receber o grau de Doutora em
Biologia Vegetal pela Universidade Federal de Pernambuco. Em segquida o Professor
MARCELO GUERRA passou a palavra a Doutoranda que fez comentérios sobre seu
trabalho, agradeceu ao Curso e aos presentes.Nada mais havendo a tratar, a sesséo foi
encerrada, as dezoito horas e quinze minutos, e para constar como Secretaria, EU,
GIOVANMNA DE LIMA GUTERRES, lavrei, datei e assinei esta ATA, que também assinam
os demais presentes. N ~
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1 INTRODUCAO

As pteridofitas heterosporadas se caracterizam por produzirem dois tipos de esporos
que originam gametofitos masculinos e femininos separados. As pteridofitas homosporadas,
no entanto, desenvolvem esporos de um so tipo que dao origem a gametofitos bissexuais. Sete
géneros fazem parte do grupo das heterosporadas: Isoetes, Marsilea, Pilularia, Regnellidium,
Salvinia, Azolla ¢ Selaginella, sendo este tltimo o que possui maior nimero de espécies.
Regnellidium (Marsileaceac) ¢ um género monotipico exclusivamente americano,
representado no Brasil somente na regido Sul. No nordeste brasileiro, alguns trabalhos de
floristica apontam a existéncia de cinco géneros heterosporados: Isoetes, Marsilea, Salvinia,
Azolla ¢ Selaginella.

A poliploidia e a hibridizagdo sdo eventos importantes na evolucdo das espécies de
pteridofitas, sendo predominantes nas pteridéfitas homosporadas. A poliploidia ¢ claramente
observada através das séries de nimeros cromossomicos destas espécies, onde, em geral, os
numeros basicos variam de x=22 a x=60. Entretanto, estes eventos nao parecem predominar
entre as pteridofitas heterosporadas, em vista dos nimeros cromossdmicos mais baixos. Entre
estes géneros heterosporados, por exemplo, observa-se a seguinte variagdo: Selaginella,
2n=14 a 2n=60; Isoetes, 2n=20 a 2n=132, Marsilea, 2n=40 a 2n=60, Regnellidium, 2n=38, 40,
Salvinia, 2n=18 a 2n=63 ¢ Azolla, 2n=44 a 2n=88. Poucos sdo os registros sobre padrdo de
heterocromatina ¢ niumero de sitios de DNAr 45S para pteridofitas, restringindo-se a trés
espécies do grupo das homosporadas. Ao contrario ocorre com as angiospermas ¢
gimnospermas, nas quais o conhecimento citogenético tem auxiliado na compreensdao do

caminho evolutivo de suas espécies.
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A grande maioria dos trabalhos de citogenética em pteridofitas se restringe a dados
sobre numero e morfologia cromossomica. Com a finalidade de conhecer melhor e procurar
compreender a citotaxonomia do grupo, procurou-se investigar citogeneticamente
representantes de pteridofitas heterosporadas e, com isso, compara-las com o que se conhece
sobre as pteridofitas homosporadas e ainda com as angiospermas e gimnospermas. Para isso,
foram analisados os numeros cromossdmicos, com os objetivos de compara-los dados ja
existentes na literatura, observando a presenca e freqiiéncia de poliploidia e obtendo
contagens inéditas para algumas espécies. Foi também analisada a distribuicdo de
heterocromatina nestas espécies, através da coloragao com os fluorocromos cromomicina Aj
(CMA) e 4’°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), bem como o numero e a localizagao dos sitios
de DNAr 45S, através da hibridizagdo in situ. A presenga da seqiiéncia telomérica
(TTTAGGG), observada em angiospermas ¢ gimnospermas foi também verificada em um
representante do grupo. Adicionalmente, com o propdsito de conhecer o padrio de
fosforilagcdo da histona H3 em pteridofitas, foi feita a imunocoloragdo para a detec¢dao da
histona H3 fosforilada em representantes de pteridofitas homosporadas e heterosporadas, com

0 objetivo de compara-lo ao padro ja observado em angiospermas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ORIGEM E DISTRIBUICAO DAS PTERIDOFITAS

O periodo Devoniano superior marcou o nascimento de toda a flora vascular que
existe hoje. Caracterizou-se pela colisdo das massas continentais, sendo grande parte da flora,
originada em clima equatorial, surgindo, nesse periodo, as primeiras plantas vasculares
conhecidas. No periodo Carbonifero, a elevagdo das temperaturas da Terra, que teve como
conseqliéncia o derretimento das calotas polares, ¢ o aumento do nivel do mar criaram um
ambiente ideal para que as pteridofitas se estendessem por todo o ambiente terrestre
(SPORNE, 1975; SALVO, 1990).

As pteridofitas distribuem-se principalmente em locais de clima tropical e subtropical.
A maior diversidade ocorre nas Américas com cerca de 2.250 espécies, a maioria nos
tropicos, seguida da Asia (Sudeste) e Malasia, com cerca de 4.500 espécies. As quatro regides
com maior diversificagdo sdo as Antilhas (cerca de 900 espécies), o México e a América
Central (cerca de 900 espécies), regiao dos Andes (cerca de 1.500 espécies) e Sudeste do
Brasil (cerca de 600 espécies) (TRYON; TRYON, 1982).

No Brasil, de acordo com trabalhos floristicos realizados, a regido Centro-Oeste conta
com cerca de 300 espécies de pteridofitas, a regido Sul com 550 espécies, a regido Sudeste,
pelas estimativas, apresenta cerca de 350 espécies, embora deva apresentar uma flora mais
rica com 600 espécies, enquanto a regido Nordeste ¢ representante de uma flora pteridofitica
de 300 espécies (BARROS; SYLVESTRE, 1999).

As pteridofitas raramente sdo dominantes em uma vegetacdo, sendo muito

dependentes das outras plantas que fornecem condi¢des para que elas se desenvolvam.
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Precisam de condigdes hidricas otimas, onde a geracdo gametofitica se desenvolva e o
esporofito se estabelega (HOLTTUM, 1947). Pode apresentar diferentes formas de vida como
conseqliéncia da adaptagdo a diferentes ambientes. Muitas espécies se caracterizam por serem
terricolas, escandentes, epifitas, rupicolas e hidrofilas, estas necessitando de bastante umidade
e luz. Algumas espécies sao adaptadas a viverem em mangues, enquanto outras, sao proprias

de regides serranas (BOWER, 1963; HOLTTUM, 1947).

2.2 CLASSIFICACAO TAXONOMICA DAS PTERIDOFITAS

No sistema de classificagao mais recente (KRAMER; GREEN, 1990), as pteridéfitas
estdo divididas em Psilotatae, Lycopodiatae, Equisetatae e Filicatae. Em Psilotatae estdo
posicionados o0s representantes mais primitivos, encontrando-se uma uUnica familia,
Psilotaceae. Em Lycopodiatae estdo as familias Lycopodiaceae, Selaginellaceae e Isoetaceae.
Equisetatae tem apenas a familia Equisetaceae e a divisao Filicatae ¢ a que possui maior
representatividade, apresentando 33 familias. Em um sistema de classificagdo anterior, Tryon
e Tryon (1982) mantiveram trés classes na divisao do grupo: Filicopsida, Equisetopsida e
Lycopodiopsida. Baseados em dados morfologicos, citologicos, anatdmicos e palinolégicos os
autores consideraram Lycopodiopsida como a classe mais evoluida dentro das divisdes das
pteridofitas.

Morfologicamente, os dois géneros da familia Psilotaceae, Psilotum e Tmesipteris,
apresentam uma certa relagdo com espécies ja extintas pertencentes as divisoes Rhyniophyta,
Zosterophyllophyta e Trimerophytophyta, sendo por isso considerados os géneros mais
primitivos. Do mesmo modo, Selaginella e Lycopodium apresentam caracteristicas similares

aos representantes da divisdo fossil Microphyllophyta. Equisetum ¢ o tinico género vivente da
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divisdo Arthrophyta, que também teve sua origem no periodo Devoniano. A Unica divisdo
atual do grupo das pteridofitas que apresenta individuos fosseis e viventes atuais ¢ a Filicatae
(BOLD, 1973; SALVO, 1990).

Em trabalhos de filogenia baseados em seqiiéncias de DNA, Psilotum, conhecido
como um representante primitivo das pteridofitas, apresenta uma posicao diferente dentro do
grupo. Na analise dos genes rbcL ¢ atpB (WOLF, 1997), espécies de Psilotaceae
encontraram-se posicionadas junto a Ophioglossaceae, reunindo espécies eusporangiadas
pertencente a divisdo Filicatae. Isto também foi evidenciado por Duff e Nickrent (1999),
quando analisaram uma seqiiéncia parcial do DNAr mitocondrial 19S. As Lycopodiatae
nessas analises geralmente mostram concordancia nos resultados, aparecendo como um clado
separado, posicionando-se na base das demais plantas vasculares (DUFF; NICKRENT, 1999;
PRYER et al., 2001). Equisetum ¢ um outro género que apresenta posi¢do controversa dentro
das pteridofitas. Em alguns estudos, o género se posicionou na base de todas as outras plantas
vasculares (WOLF, 1997), e em outros, mostrou-se pertencente a grande divisao das Filicatae

(DUFF; NICKRENT, 1999; PRYER et al., 2001).

2.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS PRINCIPAIS

As pteridofitas atuais e mais evoluidas apresentam morfologia diferenciada em
rizoma, raiz, haste e folhas. As primeiras plantas vasculares ndo apresentavam essa
diferenciacdo clara. Psilotum (Psilotatae), por exemplo, mostra caracteristicas consideradas
muito primitivas, como a auséncia de raizes, substituidas por um rizoma provido de pelos,

com a fung¢do de absorcdo. A parte aérea ¢ representada por uma haste com folhas
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diferenciadas em enagdes (expansdes epidérmicas) e os esporos localizados em uma estrutura
denominada sindngio, formada por esporangios (estrutura que retine os esporos) reunidos,
dispostos na parte superior da haste (SALVO, 1990).

As Lycopodiatae (Lycopodium, Lycopodiella, Huperzia, Phylloglossum, Selaginella e
Isoetes), entretanto, ja apresentam em determinados grupos, raizes que emergem de estruturas
denominadas rizoforos. Tém folhas denominadas micréfilas, por serem de pequenas
dimensdes, possuirem apenas um Unico feixe vascular da base até o apice e esporangios
reunidos em estruturas denominadas estrobilos, localizados na extremidade dos ramos aéreos.
As folhas de Isoetes, apesar de serem longas, também sdo consideradas microfilas, devido a
presenga de um unico feixe vascular. Este apresenta um caule subterrdneo (cormo) e os
esporangios sdo localizados na base das microfilas (RAVEN et al., 2001).

As Equisetatae (Equisetum) apresentam rizoma, raizes, microfilas e esporos também
reunidos em estrobilos. O grande grupo das samambaias verdadeiras (Filicatae) é o grupo
mais diversificado. Apresentam rizoma, raizes e frondes (megafilos) que mostram uma grande
variedade no tamanho e na forma, dependendo da espécie. Os esporangios podem unir-se para
formar os sindngios, ou mais freqiientemente, podem estar associados em estruturas
denominadas soros, localizados nas folhas (BOWER, 1963; SPORNE, 1975; SALVO, 1990;

RAVEN et al., 2001).

2.4 O CicLO REPRODUTIVO

No ciclo de vida das pteridofitas, a fase dominante, ou seja, a mais duradoura ¢ a fase
esporofitica (2n), que €, em parte, nutricionalmente dependente do gametofito, além de ser

mais complexa morfologica e anatomicamente. O espordfito € organizado em raiz, ramos e
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folhas e apresenta grande desenvolvimento dos tecidos condutores (xilema e floema). A fase
gametofitica (n) ¢ mais curta e independente nutricionalmente. O gametofito varia um pouco
de tamanho e morfologia, podendo ser filamentar, tuberoso (freqiientemente subterraneo) ou
cordiforme (SALVO, 1990).

Em relacdo aos tipos de esporos produzidos, as pteridéfitas podem ser homosporadas
ou heterosporadas. A homosporia é um cardter dominante no grupo, caracterizado pela
formag¢do de esporos iguais e de mesmo tamanho. Apds a germinacdo, esses esporos
produzem somente gameto6fitos bissexuados, que dao origem ao anterideo (6rgao formador do
gameta masculino) e ao arquegdnio (6rgdo formador do gameta feminino) (RAVEN et al.,
2001).

Entre os gé€neros atuais, a heterosporia aparece somente em sete géneros (lSoetes,
Selaginella, Salvinia, Azolla, Marsilea, Pillularia e Regnellidium). As plantas desse grupo
produzem esporos de tamanhos e fung¢des diferentes. Os esporos, denominados microsporos e
megasporos, ddo origem aos gametofitos masculinos e femininos, respectivamente

(KLEKOWSKI, 1979).

2.5 FORMAS DE REPRODUCAO

As pteridofitas podem se reproduzir por autofecundagao ou fecundagdo cruzada
podendo haver fecundacdo intragametofitica, intergametofitica ou cruzamento
intergametofitico. A fecundagdo intragametofitica (autofecundagdo) ocorre quando ha fusdo
dos gametas masculino e feminino oriundos do mesmo gametofito. Na fecundagdo
intergametofitica ocorre fusao dos gametas masculino e feminino entre diferentes gametofitos,

sendo estes pertencentes ao mesmo individuo. E no cruzamento intergametofitico ocorre
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fusdo dos gametas masculino e feminino entre diferentes gametofitos, pertencentes a
individuos diferentes (ver KLEKOWSKI, 1979).

A alternancia de geragdes do ciclo de vida coincide com a alternancia das fases
cromossOmicas, de modo que a meiose por uma parte, ¢ a fecundacdo, por outra, parecem
determinar o carater gametofitico e o esporofitico. No entanto, essa coincidéncia pode nao
ocorrer nos casos em que a meiose ou a fecundagdo ¢ suprimida (SALVO, 1990). Essa
alternancia de geragdes pode ser modificada temporariamente, por mecanismos de reprodugao
assexuada conhecidos como aposporia, apogamia ou apomixia, sendo este ultimo, um
processo muito significante na especiagdo (WALKER, 1984).

Na aposporia, o desenvolvimento do gametdfito ocorre diretamente a partir do
esporofito sem que haja a producdo de esporos, sendo a meiose, nesse caso, suprimida. O
gameto6fito tem o mesmo nimero cromossomico (2n) do esporofito, portanto, se ocorrer uma
fecundagdo intragametofitica, resultard num esporéfito com nimero cromossémico duplicado
(4n). Na apogamia ha o desenvolvimento do esporofito a partir do gametofito sem que haja
produgdo de gametas, portanto, sem fecundagdo. A causa desse fenomeno pode ser genética,
como no caso de espécies obrigatoriamente apogamicas. Pode também ser causada pela
auséncia da fertilizagdo, onde um dos fatores pode ser a auséncia de agua, necessaria para que
os anterozodides realizem a fecundagdo. O esporoéfito produzido através desse processo, possui
0 mesmo numero cromossdmico (n) do gametofito (WALKER, 1984; SALVO, 1990).

A apomixia, ao contrario da natureza ocasional e esporadica da aposporia e da
apogamia, ¢ caracterizada por repetir-se de geracdo em geracdo e por ser um tipo de
reproducao regular de muitas samambaias (WALKER, 1979). Nesse processo, ha alternancia
das geragdes, mas ndo ha alternancia citologica, pois esporofito e gametofito apresentam o
mesmo numero cromossomico. No processo de formacao do esporo, pode ocorrer um erro na

divisio mitdtica ou meidtica, que resultarda num gamet6fito com o mesmo nimero
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cromossomico do esporofito. Evidéncias indicam que esse processo € controlado por
mecanismos genéticos. Espécies de reprodugdo apomiticas sdo conhecidas por apresentarem
distribuicdo geografica maior que seus parentes de reproducdo sexual. A germinacdo dos
esporos geralmente ¢ mais rapida que nas espécies geradas sexualmente, podendo essa
ocorréncia estar relacionada a ndo dependéncia da 4gua para a fertilizacdo, o que pode ser
considerado uma adaptagao aos habitates mais secos (WALKER, 1979, 1984).

Pode ainda ocorrer apomixia vegetativa em muitas espécies através de gemas, estoldes
ou raizes, como um refor¢o a produgdo normal por esporos. A reprodugdo vegetativa permite
o rapido aumento dos gendtipos favoraveis em uma invasao e colonizagdo de novos habitates.
Permite ainda, a reprodugdo de hibridos estéreis até que a duplicagdio do numero

cromossdmico possa ocorrer € torna-los férteis (LOVIS, 1977; WALKER, 1984).

2.6 CITOGENETICA DE PTERIDOFITAS

2.6.1 Avariagdo de numeros cromossdmicos

A poliploidia ¢ um processo evolutivo bastante observado entre as pteridofitas. Cerca
de 95% das espécies de pteridofitas sdo consideradas poliploides em vista dos altos numeros
cromossOmicos ¢ altos numeros basicos observados nas espécies atuais (LEITCH;
BENNETT, 1997). Essas espécies sdao geralmente consideradas paleopoliploides ou
neopoliploides. Os paleopolipldides sdao poliploides antigos que ndo coexistem com possiveis
ancestrais ou parentes diploides. Os neopolipldides sdo polipldides surgidos recentemente na
historia evolutiva do grupo, que se caracterizam por apresentar parentes proximos (espécies

ou citotipos) dipléides (GUERRA, 2000). Os nimeros basicos x=5, 7, 9, 10, 11, 13 e 15
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foram sugeridos como sendo os provaveis niumeros basicos ancestrais das samambaias, que
através de poliploidias e disploidias teriam evoluido até os niimeros basicos atualmente
conhecidos (LOVIS, 1977).

As pteridéfitas homosporadas, ao contrario das heterosporadas, sdo consideradas
espécies paleopoliploides, por apresentarem nimeros basicos atuais mais altos. Isto pode ser
observado quando se compara as médias dos nimeros basicos nos dois grupos, sendo x=37,5
nas homosporadas e x=12,7 nas heterosporadas, o que mostra uma maior incidéncia de
poliploidia naquele grupo (WALKER, 1984). Essa origem paleopoliploide pode ser
compreendida quando se observa o numero cromossomico dipldide nestes individuos. Na
familia Pteridaceae isto ¢ evidente nos géneros Pteris, 2n=58 (KAWAKAMI, 1971; CHANG;
SHIEH; TSAI, 1992); Dennstaedtia, 2n=60; Microlepia, 2n=84; Sphenomeris, 2n=96;
Cheilantes, 2n=90 ¢ 120 e em Acrostichum e Adiantum, 2n=60 ¢ 120 (KAWAKAMI, 1979,
1980; ROUX, 1993; BENKO-ISEPPON; DIAS, 2000; MARCON; BARROS; GUERRA,
2003a). Em Aspleniaceae observa-se em Asplenium, 2n=72 (TATUNO; KAWAKAMI,
1969), e em Woodsiaceae, no género Diplazium, 2n=82 (TAKAMIYA et al., 2000,
TAKAMIYA; OHTA, 2001).

Nas heterosporadas, a poliploidia parece ndo ser um evento predominante na evolugao.
Nestas, diferentemente das homosporadas, os megasporos € os microsporos sdo produzidos
independentemente. Portanto, dois eventos raros na natureza teriam que acontecer para a
formag¢do de um polipldide: uma ndo-redugdo meiodtica na formacdo do gameta feminino,
devendo este ser fecundado por um gameta masculino hapldide normal, originando um
triploéide. Posteriormente, outra ndo-redugdo meiodtica ocorreria nesse triploide, na formagao
do gameta feminino, e a fecundacdo com um gameta masculino haploéide normal originaria

um tetraploide (WALKER, 1984).
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Na série de numeros cromossomicos de espécies heterosporadas percebem-se nimeros
menores quando comparado com as homosporadas, entretanto, triploides, tetraploides,
pentapldides ¢ outros niveis de ploidia mais altos também sdo observados. Selaginella, por
exemplo, apresenta a série 2n=16, 18, 20 (2x), 30 (3x), 32, 36, 40 (4x), 50 (5x) e 60 (6x)
(KURIACHAN, 1963; JERMY; JONES; COLDEN, 1967, TAKAMIYA, 1993;
MUKHOPADHYAY; GOSWAMI, 1996). No género Azolla ja foram reportados os numeros
2n=44 (2x), 52, 66 (3x) e¢ 88 (4x) (STERGIANOU; FOWLER, 1990) ¢ Salvinia, com x=9,
mostrou os numeros 2n=18 (2x), 45 (5x), 54 (6x) e 63 (7x) (TATUNO; TAKEI, 1969; 1970;
SCHNELLER, 1980; 1981). Isoetes estd, entre os géneros heterosporados, como o que mais
apresenta poliploides, atingindo o nivel dodecaploide. Os individuos diploides desse género
apresentam 2n=22, e os polipldides mostram nimeros multiplos de 10 ou 11, considerados
nimeros basicos, chegando a individuos com 2n=132 (KOTT; BRITTON, 1980; BRITTON;
BRUNTON, 1992; HICKEY, 1984; TAKAMIYA, 1999).

A poliploidia pode também ser desencadeada como um mecanismo de sobrevivéncia
de um hibrido recém-formado na natureza. A hibridizagdo ¢ um evento muito comum no
grupo, sendo responsavel pelo surgimento de novas espécies. Em determinados casos, a
autofecundagdo ¢é prevenida por mecanismos fisiologicos de incompatibilidade. Sendo assim,
o gamet6fito pode produzir gametas masculinos antes da maturagdo do gameta feminino. Isso
desencadearia a fecundagdo cruzada com individuos vizinhos, que no momento estivessem
apresentando o gameta feminino maduro (MANTON, 1961). Esse processo pode entdo,
formar espécies hibridas ndo férteis, que se reproduzem geralmente por apomixia vegetativa,
até que esses hibridos cheguem a fertilidade, seja por selacdo natural ou por duplicagdo do
conjunto cromossomico (WALKER, 1984). Desse modo, estes poliploides se estabilizam
como espécies € comegcam a se propagar, muitas vezes, apresentando uma amplitude

geografica maior que a de seus parentais (CUBAS, 1990).
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Estudos com o género lIsoetes no Nordeste da América do Norte documentam
ocorréncia de hibridos interespecificos e a presenga de espécies poliploides indicando que a
especiacdo alopoliploide tem sido importante na evolugdo do género (HICKEY; TAYLOR;
LUEBKE, 1989). As espécies terrestres de Isoetes geralmente sdo dipldides e raramente
hibridizam, ao contrario das aquaticas, onde a hibridizacdo entre espécies ¢ decorrente dos
eventos de dispersdo de esporos através da agua (TAYLOR; HICKEY, 1992). Como exemplo
de espécies hibridas podemos apontar I. x harveyi (2n=7x=77) encontrada na América do
Norte, onde os possiveis parentais sao |. macrospora (2n=10x=110) e I. tuckermanii
(2n=4x=44) (BRITTON, 1991). Isoetes truncata (2n=5x=55) também ¢ um provavel hibrido
entre . maritima (2n=4x=44) ¢ |. occidentalis (2n=6x=66) (BRITTON; BRUNTON, 1993),
observado através de analise morfologica, citologica e pela presenca de esporos polimorficos,
com grande quantidade de esporos abortivos. Morfologia intermediaria e namero
cromossdmico mostraram que |. pantii (2n=46=44+2B), em uma populagdo da India
aparentava ser um hibrido natural entre |. coromandelina (2n=22+1) e |. sampathkumaini

(2n=67; n=33+1) (GOSWAMI, 2000).

2.6.2 VariagOes na morfologia cromossdmica

E comum observar no cariotipo das pteridéfitas um indice alto de cromossomos
subtelocéntricos e telocéntricos (WALKER, 1984). Em varias espécies de Pteridaceae esse
comportamento foi observado (KAWAKAMI, 1982). Em quatro espécies de Pteris, por
exemplo, a morfologia do conjunto cromossomico mostrou variagdes, apresentando de 8,7 a
17,2% de cromossomos meta-submetacéntricos em relacdo a 82,8 a 91,4% de cromossomos
subtelo-telocéntricos. Nesse mesmo estudo, trés espécies de Adiantum mostraram 6,6-13,4%
de cromossomos meta-submetacéntricos e 86,7-93,4% de cromossomos subtelo-telocéntricos.

Acrostichum aureum apresentou 90% do caridtipo composto por cromossomos subtelo-
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telocéntricos enquanto em A. danaeifolium, 87% do conjunto mostrou essa morfologia
cromossomica (MARCON; BARROS; GUERRA, 2003a).

Nas espécies heterosporadas parece ocorrer um aumento no indice de cromossomos
metacéntricos € submetacéntricos, algumas vezes em predominancia nos conjuntos
cromossomicos dessas espécies. Em Salvinia molesta, por exemplo, dos 45 cromossomos do
conjunto, 29 mostraram ser metacéntricos ¢ 14 submetacéntricos (KURIACHAN, 1979). Em
Selaginella, espécies com 2n=16 e 2n=32 mostraram a relagdo 50% meta-submetacéntricos e
50% subtelo-telocéntricos; espécies com 2n=18, 66% meta-submetacéntricos e 44% subtelo-
telocéntricos e com 2n=20 e 2n=30, 60% meta-submetacéntricos e 40% subtelo-telocéntricos
(TAKAMIYA, 1993). No conjunto cromossomico de Regnellidium diphyllum (2n=38) foi
observada a formula cariotipica 8m+4sm+26st, com 31% dos cromossomos sendo meta e

submetacéntricos (KUARIACHAN, 1994).

2.6.3 Estrutura do nucleo interfasico

O nucleo interfasico apresenta trés componentes principais: a eucromatina difusa, a
eucromatina condensada e a heterocromatina. Com base na propor¢do desta eucromatina
condensada ¢ que os nucleos podem ser classificados em reticulados, semi-reticulados e
arreticulados (ver GUERRA, 1985). Nos arreticulados ndo ¢ observada a eucromatina
condensada, aparecendo somente os blocos de heterocromatina. Nos reticulados quase toda a
eucromatina encontra-se condensada dificultando a visualizagdao dos blocos heterocromaticos,
enquanto que os semi-reticulados apresentam uma situagdo intermedidria onde varia a
proporcao da eucromatina condensada.

O nucleo reticulado ¢ bem caracteristico nas pteridofitas homosporadas, observado na
maioria das espécies (ver, por exemplo, MARCON; BARROS; GUERRA, 2003b). No género

homosporado Woodwardia (Blechnaceae), Takamiya, Osato e Ono (1992) comentaram sobre
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a uniformidade da cromatina corada nos nucleos interfasicos, o que podemos afirmar que se
trata de nucleos do tipo reticulado. Esse resultado também foi observado em outro trabalho
com espécies de Lycopodium (Lycopodiaceae), onde Takamiya (1992) se referiu a essa
uniformidade dos granulos cromoméricos nos nucleos interfasicos.

As heterosporadas, ao contrario, parecem apresentar uma variedade quanto ao tipo de
nucleo interfasico, sendo os tipos semi-reticulado e arreticulado os mais comumente
observados, como evidenciado em espécies de Selaginella por Takamiya (1993), e o
reticulado encontrado, por exemplo, em espécies de Salvinia e Isoetes (MARCON; BARROS;

GUERRA, em preparacao).

2.7 TECNICAS CITOGENETICAS APLICADAS NA CITOTAXONOMIA

Apesar de bem estudadas citotaxonomicamente, quase toda a analise citogenética em
pteridofitas tem sido feita estritamente com base nas técnicas de coloragdo cromossdmica
convencional. O conhecimento sobre o padrao de distribui¢ao da heterocromatina, bem como
sua evolu¢ao dentro do grupo, ¢ praticamente nulo. Ao contrario, em angiospermas ¢
gimnospermas, técnicas citogenéticas mais refinadas tém sido aplicadas objetivando um
detalhamento maior ao nivel de estrutura cromossomica. Dentre estas técnicas, podemos
destacar o bandeamento C, bandeamento com fluorocromos, coloragdo com nitrato de prata,

hibridizagdo in situ e imunocoloragdo para a detecgdo da histona H3 fosforilada.

2.7.1 Bandeamento C

O cromossomo se distingue longitudinalmente em seqiliéncias eucromaticas e

heterocromaticas. Estas seqiiéncias heterocromadticas apresentam um ciclo de condensagao e
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descondensagdo diferente da eucromatina e sao formadas por seqiiéncias repetitivas de DNA.
Quando os cromossomos sdo submetidos a uma desnaturagdo e incubacdo em uma solugdo
salina a alta temperatura e depois corados, sdo visualizadas, ao longo dos cromossomos,
diversas bandas (denominadas bandas C, correspondente a heterocromatina constitutiva). A
técnica se baseia no fato de que a heterocromatina constitutiva, no momento da renaturagao
(quando os cromossomos sdo submetidos a solu¢do salina em alta temperatura) se renatura
mais rapido e mais completamente que a eucromatina, corando mais fortemente (ver VOSA,
1985).

Os trabalhos com bandeamento C entre espécies proximas mostram padroes distintos
destas bandas, o que pode ser util no estudo de espécies afins, revelando pequenas diferencas
com relagdo a estrutura heterocromaticas entre elas. Em seis espécies de Sesbania (Fabaceae),
por exemplo, todas com 2n=12, o bandeamento C revelou um padrdo de distribui¢do bem
diversificado. Tanto o nimero quanto a posi¢ao das bandas variou e, juntamente com dados
morfoldgicos e de distribuicao geografica, o bandeamento contribuiu para a interpretacao de
que espécies com menor quantidade de heterocromatina apresentam uma condi¢do primitiva
dentro do género (FORNI-MARTINS; GUERRA, 1999).

Em Capsicum, o bandeamento C mostrou ser uma importante ferramenta na distingao
entre as espécies, onde o caridtipo corado convencionalmente ndo mostra muitas diferengas.
Os resultados mostraram significantes polimorfismos entre as espécies estudadas, tanto na
quantidade quanto na distribuicdo da heterocromatina, o que resultou na proposi¢do dos
grupos I e II, incluindo tdxons com baixa e alta quantidade de heterocromatina,
respectivamente. Os dados obtidos com o bandeamento C corresponderam muito bem as
afinidades e relagdes filogenéticas entre os tdxons com base em estudos anteriores, o que
demonstra a contribuigdo dessa técnica na relagdo evolutiva entre taxons (MOSCONE et al.

1993). Em Pinus (Gimnosperma), o bandeamento C foi aplicado em cinco espécies com
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2n=24, pertencentes a dois subgéneros (Strobus e Pinus). O padrdo de bandas C se mostrou
unico para cada espécie, além de separar muito bem os dois subgéneros pela presenca de
bandas centroméricas no subgénero Pinus ou auséncia, no subgénero Strobus,

(MCPHERSON; FILION, 1981).

2.7.2 Bandeamento com fluorocromos

Outra técnica utilizada na diferenciacdo longitudinal dos cromossomos ¢ o
bandeamento com fluorocromos. Em vegetais, os fluorocromos mais utilizados s3o a
cromomicina Az (CMA), que cora seqiiéncias do cromossomo ricas em guanina-citosina € o
4’6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), que cora seqiiéncias ricas em adenina-timina (ver, por
exemplo GUERRA, 2000). Entre as pteridofitas, tem-se conhecimento de apenas duas
espécies analisadas através da coloracdo com fluorocromos, Acrostichum aureum e A.
danaeifolium (MARCON; BARROS; GUERRA, 2003a). Estas espécies morfologicamente
similares e simpatricas, mostraram diferenciagio no niumero de bandas CMA"/DAPI™, sendo
localizadas seis bandas em A. aureum e quatro em A. danaeifolium.

Em Citrus, o bandeamento com fluorocromos tem sido uma boa ferramenta ndo sé na
identificacdo de pares cromossdmicos do cariotipo baseado na presenca e posicdo dessas
bandas, quanto na diferenciagdo entre espécies (ver GUERRA, 1993). Em Pinus nigra, a
combina¢do entre as bandas CMA e DAPI auxiliou na identificagdo de cada um dos 24
cromossomos que compdem o caridtipo (HIZUME; OHGIKU; TANAKA, 1983). A
quantidade e a distribuicdo das bandas CMA e DAPI também foram informativas no estudo
com 15 amostras de espécies de Capsicum (MOSCONE; MATZKE; MATZKE, 1996)

auxiliando na interpretacao evolutiva do grupo.
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2.7.3 Hibridizacdo in situ

A aplicagdo da técnica de hibridizagdo in situ na taxonomia permite identificar
determinados cromossomos do conjunto, além de comparar espécies diferentes ao nivel de
organizacdo do genoma, podendo indicar a presenca de rearranjos recentes auxiliando no
estudo evolutivo (ver HESLOP-HARRISON, 1994).

A técnica se baseia no isolamento de uma determinada seqiiéncia de DNA, sua
marcacdo com um fluorocromo e a hibridizagdo desta molécula com o conjunto
cromossomico da espécie que se deseja localizar esta seqiiéncia. A seqiiéncia de DNA
marcada ¢ chamada de sonda. Esta sonda ¢ marcada geralmente com uma molécula
marcadora (por exemplo, biotina e digoxigenina) para que se possa localiza-la nos
cromossomos. Juntamente com esta sonda utiliza-se um anticorpo ligado a uma molécula
sinalizadora (geralmente um fluorocromo) capaz de detectar a sonda. Desse modo, quando a
sonda ¢ colocada em contato com o conjunto cromossdmico analisado sera visualizada a sua
exata localizacdo no cromossomo (ver GUERRA, no prelo).

Para este fim, tém sido utilizadas com mais freqiiéncia, as sondas de DNAr 45S e
DNAr 5S e de seqiiéncias centroméricas e teloméricas, que sdo seqiiéncias repetitivas e
evolutivamente estaveis. A localizacdo destes sitios permite identificar determinados
cromossomos dentro de um genoma possibilitando também interpretar sua evolugao através
da comparacdo de genomas de espécies proximas (revisado por BRASILEIRO-VIDAL;
GUERRA, 2002).

Em cinco espécies de Paeonia (ZHANG; SANG, 1999), por exemplo, foi mapeado
fisicamente o DNAr 458 através da hibridizagdo in situ. Os conjuntos cromossdomicos destas
espécies dipldides (2n=10) se revelaram quase uniformes cariotipicamente, porém a
localizagdo fisica dessa seqiiéncia mostrou que o nimero de sitios variou em cada uma das

trés secdes do género. As espécies mostraram de seis a 10 sitios de DNAr 45S. Comparando
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esse resultado com uma andlise filogenética prévia, foi proposto que a evolugdo tenderia a um
aumento do nimero de sitios, sendo a presenca de seis sitios um carater plesiomorfico, ja que
esse numero foi observado em espécies das trés segdes.

Em Passiflora, a localizagao do DNAr 45S e 5S colaborou com a hipotese de x=6 ser
o provavel nimero basico ancestral do género, seguido dos nimeros 9, 10 ¢ 12. A variagdo no
nimero desses sitios considerou x=6 como um numero ancestral seguido de uma
poliploidiza¢do que deu origem a espécies com x=12. A partir de x=12 haveria ocorrido uma
série disploide com x=10 e x=9, explicando a redu¢do do nimero de sitios de DNAr 45S e
algumas vezes do DNAr 5S (MELO; GUERRA, 2003).

Na briofita Marchantia polymorpha (NAKAYAMA et al., 2001), a seqiiéncia de
DNAr 17S mostrou estar presente no cromossomo X. Essa espécie em sua fase haploide
apresenta n=9=8+X (individuo feminino) e n=9=8+Y (individuo masculino). Os
Cromossomos sexuais sao menores que os autossomos € a hibridizagdo com o DNAr 17S
mostrou a presenca de um sitio adicional no cromossomo X e nenhum sitio no cromossomo
Y. Segundo os autores, essa diferenca entre os cromossomos sexuais teria ocorrido como
resultado da adic¢do de seqiliéncias de DNA especificas durante a evolugao.

Em pteridofitas essa técnica ainda é bem pouco aplicada. Pode-se citar a aplicagdo nas
espécies Osmunda japonica, Ceratopteris richardii, Selaginella apoda, Pteris cretica e S.
martensii. Em O. japonica, Kawakami, Kondo e Kawakami (1999) também utilizaram a
seqiéncia de DNAr 45S para localizd-la em individuos dipldides (2n=44) e haploides
induzidos (n=22). Oito sitios foram observados nos dipldides e quatro nos haploéides, como
esperado. Com isso os autores procuraram mostrar a possivel origem de um individuo
haploide através da apogamia, sem que isso cause alteragdes cromossomicas.

Utilizando a mesma seqiiéncia, McGrath e Hickok (1999) a localizaram na espécie

Ceratopteris richardii (2n=78) relacionando os resultados a sua evolugdo. Pelo menos dois
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sitios maiores e outros sitios pequenos foram observados, sendo estes atribuidos a seqiiéncias
silenciadas ou como sendo reliquias de genes. Isso foi interpretado como decorrente de pelo
menos dois ciclos de poliploidizagao: (I) um ancestral (x=10) com apenas um par de sitios de
DNAr 458 teria originado individuos com x=20 (com dois pares de DNAr 45S), que por sua
vez teria dado origem a individuos com x=40 (quatro pares de sitios), seguido de (II) perda de
cromossomos, o que explicaria o nimero 2n=78.

A localizagdo fisica de uma familia de retrotransposons (Ty1-copia) foi observada em
Selaginella apoda ¢ em Pteris cretica juntamente com outras espécies de angiospermas e
gimnospermas (BRANDES et al., 1997). A distribuicdo dos retrotransposons no conjunto
cromossomico de S. apoda ocorreu ao longo de todo o cromossomo em todos os
cromossomos do conjunto, com exce¢ao dos sitios onde se localizavam o DNAr 45S. Em P.
cretica o Tyl-copia se mostrou reduzido em nimero de copias, geralmente apresentando
agrupamentos, principalmente no terminal dos cromossomos e mais disperso ao longo dos
bragos cromossomicos. Esta Gltima, comparando com as demais espécies analisadas, mostrou
uma organizagdo uUnica, interpretada como uma falha dos primers na amplificacdo do
retroelemento nesta espécie considerada poliploide.

Seqiiéncias teloméricas foram utilizadas como sondas em uma uUnica espécie de
pteridofitas, Selaginella martensii, (FUCHS; SCHUBERT, 1996), que mostrou
comportamento semelhante a maioria das espécies de angiospermas (FUCHS; BRANDES;
SCHUBERT, 1995) e a algumas gimnospermas (HIZUME et al., 2000) analisadas. Em S.
martensii todos os telomeros marcaram, o que sugere que a unidade repetitiva telomérica
TTTAGGG parece ocorrer também nas pteridofitas. Em algumas gimnospermas, entretanto,
como Pinus densiflora, P. thunbergii e Cunninghamia lanceolata (HIZUME et al., 2000),
bem como em algumas espécies de Zamia (KONDO; TAGASHIRA, 1998), além de

marcarem ambos os telomeros, sinais teloméricos foram observados também em regides
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centroméricas, intersticiais e proximais. Isto poderia sugerir a ocorréncia de rearranjos
cromossomicos no processo de evolugdo.

A hibridiza¢do genomica in situ (GISH) permite a identifica¢do de um ou mais
genomas, ou ainda de determinados cromossomos deste genoma na espécie em analise. A
técnica consiste na extracdo do DNA total de uma determinada espécie, sua marcagdo com um
fluorocromo ¢ a hibridizagdo com outra espécie. A técnica ¢ muito Util no reconhecimento de
parentais em espécies hibridas artificiais ou naturais e no reconhecimento de parte do genoma,
tais como cromossomos alieniginas e a ocorréncia de translocagdo e recombinagdo (ver
STACE; BAILEY, 1999; BRASILEIRO-VIDAL; GUERRA, 2002).

Através da GISH, por exemplo, foi revelada a natureza alopoliploéide da graminea
Milium montianum (BENNETT; KENTON; BENNET, 1992), o que seria impossivel através
das técnicas convencionais. Analises anteriores indicavam M. vernale (2n=8) como um dos
possiveis parentais de M. montianum. Hibridizando o genoma de M. vernale com M.
montianum o resultado foi claro quando oito cromossomos apareceram corados, indicando M.

vernale como um dos parentais.

2.7.4 Coloracgdo com nitrato de prata

As regides organizadoras do nucléolo (RONs) podem ser visualizadas nos
cromossomos através da coloragdo com nitrato de prata, que apresenta afinidade pelas
proteinas nucleolares. Nesta regido, estao localizados os sitios de DNAr 458 visualizados com
a hibridizac¢do in situ. As regides organizadoras de nucléolos correspondem aos sitios de
DNAr 458 ativos ¢ estdo associadas as constricdes secundarias. Através da coloracdo com
nitrato de prata, portanto, é possivel verificar se todos os sitios de DNAr 45S existentes sao

ativos numa célula, tanto na deteccdo da RON na metéafase, quanto no nimero de nucléolos
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corados nos nucleos interfasicos (ver, por exemplo, PEDROSA; GUERRA; SOARES-
FILHO, 1997).

Em nove espécies do género Capsicum (MOSCONE et al., 1995), foi aplicada esta
coloracdo, o que permitiu a deteccdo dos sitios ativos, anteriormente observados através da
hibridizagdo in situ com o DNAr 45S. Em trés espécies de Cicer, a coloragdo com nitrato de
prata também foi realizada com o objetivo de investigar os sitios de DNAr 45S ativos

(GALASSO et al., 1996).

2.7.5 Imunolocalizacéo da histona H3 fosforilada

Uma outra técnica citogenética aplicada tanto em animais como em vegetais ¢ a
imunocoloragdo, com o objetivo de reconhecer a fosforilagdo da histona H3 durante o ciclo
mitotico € meidtico. Estudos t€ém mostrado que o processo de fosforilagdo da histona H3 na
Serina-10 esta relacionado a condensagdo cromossomica. A fosforilagao reduziria a interacao
DNA-histona promovendo a condensagdo cromossdmica, podendo ser detectada através de
um anticorpo especifico que reconhece a histona H3 fosforilada (HENDZEL et al., 1997). A
imunocoloragdo tem mostrado em animais e vegetais esta relacdo entre a H3 fosforilada e
condensagdo cromossdmica durante a mitose € a meiose. Isto ja foi observado no protozodario
Tetrahymena termophila (WEI et al., 1998), em vegetais como Secale cereale, Hordeum
vulgare, Vicia faba e Triticum aestivum e no inseto Eyprepocnemis plorans (HOUBEN et al.,
1999; MANZANERO et al., 2000).

Na divisdo meidtica, entretanto, diferencas entre a primeira e segunda divisdo com
relagdo a fosforilagio foram observadas em milho (KASZAS; CANDE, 2000), em S. cereale
e em T. aestivum (MANZANERO et al., 2000). Na meiose I, todo o cromossomo apareceu
fosforilado, enquanto na meiose II, apenas as regides pericentroméricas dos cromossomos

fosforilaram, ao contrario de animais, onde o padrao foi semelhante na meiose I e II, ficando
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todo o cromossomo fosforilado. Isto levou os autores a sugerirem que em plantas a
fosforilacdo da histona H3 est4d mais relacionada & manutengdo da coesdo entre as cromatides-
irmds que ao processo de condensacdo cromossdmica. Em pteridofitas ndo se tem

conhecimento do padrao de fosforilacao da histona H3.
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RESUMO

Introducéo e Objetivos: Selaginella ¢ o género com maior nimero de espécies dentro do
grupo das pteridofitas heterosporadas. Cariologicamente, o género ¢ conhecido somente pela
ocorréncia da série disploide n = 7 — 12 e baixa freqiiéncia de polipldides. Procurando
contribuir para um melhor entendimento da variabilidade cromossdmica estrutural do género,
diferentes métodos de coloragdo foram aplicados em espécies com diferentes numeros
cromossomicos. Métodos: Os complementos cromossomicos de sete espécies de Selaginella
foram analisados e, em quatro destas, a distribui¢do dos sitios de DNAr 45S foram
determinados por FISH. Adicionalmente, a coloracdo com os fluorocromos CMA/DA/DAPI e
a coloragdo com nitrato de prata foram realizadas com o proposito de investigar a relagao
entre os sitios de DNAr 45S, as bandas heterocromaticas € o numero de sitios ativos de
DNAr. Resultados: Os nimeros cromossomicos observados foram 2n=18, 20 e 24. As
espécies com 2n=20 mostraram complementos cromossdmicos menores € menos varidveis
que aquelas com 2n=18. A unica espécie com 2n=24, S. convoluta, mostrou cromossomos
relativamente maiores € mais assimétricos. Os nucleos interfasicos em todas as espécies foram
do tipo cromocéntrico. A triplice coloragio CMA/DA/DAPI mostrou uma fraca diferenciagao
cromossomica das bandas heterocromaticas. Em S. willdenowii e S. convoluta oito e seis
bandas CMA" foram observadas respectivamente, ¢ nenhuma banda DAPI" foi visualizada.
As bandas CMA" corresponderam em ntimero e localizagdo aos sitios de DNAr. De modo
geral, o nimero de sitios de DNAr se relaciona ao numero maximo de nucléolo por ntcleo.
Dez sitios de DNAr foram observados em S. plana (2n=20), oito em S. willdenowii (2n=18),
seis em S. convoluta (2n=24) e dois em S. producta (2n=20). Conclusdes: A notavel variagado
no tamanho cromossémico e no nimero de sitios de DNAr mostra que mudangas carioldgicas

dramaticas t€m ocorrido durante a evolugdo do género, a nivel diploide. Adicionalmente, estes
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dados sugerem que os dois provaveis numeros basicos do género, x=9 e x=10, devem ter

surgido duas ou mais vezes, independentemente.

Palavras-chave: Pteridofitas, Selaginella, numero cromossémico, coloragdio com

fluorocromos, coloragdo com nitrato de prata, hibridizagao in situ, DNAr 45S.

INTRODUCAO

Selaginella P. Beauv. é um género heterosporado pertencente a familia Selaginellaceae,
compreendendo aproximadamente 750 espécies distribuidas nas regides tropicais, incluindo
250 espécies nas Ameéricas (Tryon e Tryon, 1982; Kramer e Green, 1990). Sdo geralmente
encontradas em florestas imidas, embora possam também estar presentes em florestas secas,
pantanos, em rochas imidas ao longo de rios ou quedas d’agua e ainda em regides frias como
os Alpes, ou em desertos (Tryon e Tryon, 1982).

Poliploidia e hibridizagdo tém ocorrido numerosas vezes na evolucdo das pteridofitas,
resultando em altos numeros cromossomicos, caracteristicamente observados neste grupo
(Walker, 1984). Apesar disso, altos nimeros cromossomicos sdo raros entre as pteridofitas
heterosporadas. Selaginella, o género heterosporado mais representativo, apresenta umas
poucas espécies polipldides, embora uma grande variacao disploide tenha sido reportada. Os
nimeros cromossOmicos variam entre 2n=14 e 2n=60, e diversos autores tém reportado
diferentes nimeros cromossomicos basicos para o género: x=7, 8, 9, 10, 11, e 12 (Kuriachan,

1963; Jermy et al., 1967; Takamiya, 1993).

Apesar de alguns estudos citotaxondmicos, a evolugdo carioldgica deste grupo permanece

incompreendida. Investigacdes citologicas tém sido baseadas principalmente em contagens
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cromossdmicas e, em poucos casos, em morfologia cromossémica. Nos estudos cariologicos
em angiospermas e gimnospermas realizados nas duas ultimas décadas tém sido empregados
métodos mais especificos como bandeamento ¢ hibridizagao in situ (FISH) (Greilhuber, 1995;
Stace e Bailey, 1999). Bandas heterocromaticas em plantas tém sido analisadas
principalmente através do bandeamento C ou da coloragdo com fluorocromos, que coram
seqiiéncias de DNA especificas (Guerra, 2000). A técnica de bandeamento com fluorocromos
tem a vantagem de ser mais simples, mais reprodutivel e menos destrutiva, quando comparada
ao bandeamento C (Guerra, 1993). Os fluorocromos cromomicina Az (CMA) e 4°,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), mostram coloracao preferencial por seqiiéncias ricas em pares
de base GC e AT, respectivamente, permitindo a identificacdo de diferentes tipos de
heterocromatina. A distamicina A (DA) também tem sido utilizada para aumentar o contraste
entre CMA e DAPI (Schweizer e Ambros, 1994; Marcon et al., 2003). Os sitios de DNAr 45S
geralmente coram positivamente com o CMA e negativamente com DAPI. Em muitas
espécies, os sitios de DNAr 45S s3o os unicos corados positivamente com CMA (ver, por
exemplo, Melo e Guerra, 2003). As variagdes no nimero e na posicao dos sitios de DNAr tém
se mostrado como caracteristicas cariotipicas adicionais, importantes para as analises
citotaxondmicas de alguns géneros de angiospermas, como Clivia (Ran et al., 1999) e
Sanguisorba (Mishima et al., 2002). A coloragdo com nitrato de prata é outro método que
permite a visualizacdo das regides organizadoras do nucléolo (RONs), que também estdo
relacionadas as constrigdes secundarias dos cromossomos, mas depois da coloragdo com
nitrato de prata, somente os sitios ativados na intérfase anterior sdo corados na profase ou
metafase (Moscone et al., 1995). Em geral, o nimero maximo de sitios corados com nitrato de
prata em cromossomos profasicos ou metafasicos e o nimero maximo de nucléolos presente

no nucleo interfasico corresponde ao nuimero de sitios de DNAr 45S (ver, por exemplo,
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Moscone et al., 1995). Essa relagdo parece ocorrer também em pteridofitas homosporadas

(Kawakami et al., 1999; Marcon et al., 2003).

Com a finalidade de entender melhor a citogenética e evolugdo desse género, foram
analisados os numeros cromossomicos de sete espécies brasileiras de Selaginella e, em quatro
destas, foram observados o nimero ¢ a distribuicao dos sitios de DNAr 45S. Adicionalmente,
foram investigados os blocos de heterocromatina corados com CMA/DA/DAPI e o numero de
nucléolos por nucleo, como uma indicagdo do nimero de RONSs. Os resultados sdo discutidos

com relagdo a evolugdo cromossomica do género.

MATERIAL E METODOS

As espécies investigadas, com seus respectivos locais de coleta, nimeros cromossdmicos e
contagens cromossdmicas prévias, estdo listadas na Tabela 1. Uma parte do material coletado
foi herborizada e as exsicatas foram depositadas no herbario UFP (Universidade Federal de
Pernambuco, Brasil). Outra parte do material foi mantida no jardim experimental do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pernambuco, para a andlise
citogenética.

Brotos foliares foram coletados e pré-tratados em 8-hidroxiquinoleina 0.002 M por 1 h a
temperatura ambiente, seguida de 23 h a 10 °C. Posteriormente, foram fixados em Carnoy

(etanol : 4cido acético 3 : 1) por 24 h a temperatura ambiente e estocados a —20 °C.

Para a coloragdo convencional, os brotos foliares fixados foram lavados duas vezes em agua
destilada por cinco min cada, hidrolisados em HCI 5 N por 30 min, e o meristema isolado e

esmagado em 4cido acético 45% (Guerra, 1983). As laminas foram coradas com Giemsa 5 %
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e montadas em Entellan. As medi¢des cromossdmicas foram feitas em fotografias ampliadas

com o auxilio de um paquimetro.

A triplice coloragdo CMA/DA/DAPI foi feita de acordo com Schweizer ¢ Ambros (1994).
Os brotos foliares foram lavados duas vezes em agua destilada por 5 min cada, digeridos em
uma mistura de celulase 2 % / pectinase 20% por 2 h a 37 °C, e o meristema isolado e
esmagado em dacido acético 45%. Depois de retirada a laminula, as laminas foram
envelhecidas por trés dias a temperatura ambiente, coradas com CMA (0.5 mg/ml, 1 h),
contra-coradas com distamicina A (0.1 mg/ml, 30 min), coradas com DAPI (2 pg/ml, 30 min)
e montadas em glicerol/tampao Mcllvaine (1:1) contendo 2,5 mM de cloreto de magnésio. A
coloragdo CMA/DAPI sem distamicina A produziu um contraste muito fraco das bandas.

Brotos foliares sem pré-tratamento foram fixados diretamente em Carnoy e utilizados para
a coloracdo com nitrato de prata. As laminas foram preparadas utilizando o mesmo tratamento
enzimdatico empregado na coloracdo com fluorocromos, com excecao do envelhecimento das
laminas. Uma pequena gota de nitrato de prata (50% em 4gua formicada) foi colocada sobre a
mancha de células, cobrindo-a em seguida com uma laminula e incubada em camara umida a
60 °C (Rufas et al., 1987) por aproximadamente 10 min ou até atingir uma coloragdo
adequada.

Para localizar o DNAr 458, foram utilizadas as sondas SK18S e SK25S, contendo o DNAr
18S e 25S de Arabidopsis thaliana (Unfried et al., 1989; Unfried e Gruendler, 1990), cedidas
gentilmente pelo Prof. D. Schweizer da Universidade de Viena, e marcadas por nick
translation com biotina-11-dUTP (Sigma) ou digoxigenina-11-dUTP (Roche). A sonda foi
detectada com anti-biotina monoclonal produzida em camundongo (Dakopatts n® M743) e
visualizada com o anticorpo anti-camundongo produzido em coelho conjugado com
tetrametil-rodamina isotiocianato (TRITC) (Dakopatts n® R270) ou detectada com anti-

digoxigenina produzido em ovelha conjugado com fluoresceina isotiocianato (FITC)
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(Boehringer Mannheim n°® 1207741) e visualizada com anticorpo anti-ovelha produzido em
coelho, conjugado com FITC (Dakopatts F135, DAKO). A técnica foi baseada em Moscone
et al. (1996), com algumas modifica¢des (desnaturagdo a 80 °C e banhos pds-hibridizagdo em
0,1 x SSC a 42 °C). Na maior parte dos experimentos de hibridizacao, a sonda de DNAr 5S
obtida do DNA gendmico de Passiflora edulis Sims (Melo e Guerra, 2003) foi adicionada a
mistura mas nenhum sinal foi observado. As laminas foram coradas com DAPI (2 pg/ml) e
montadas em Vectashield (Vector).

As melhores células foram capturadas com uma camera CCD Cohu acoplada a um
microscopio Leica DMBL, ou fotografadas utilizando o filme Kodak Imagelink HQ ASA 25

para campo claro ou Kodak ASA 400 para fotografia com fluorescéncia.

RESULTADOS

As sete espécies de Selaginella analisadas no presente trabalho mostraram os seguintes
nimeros cromossomicos: 2n=18 [S. muscosa Spring, S. simplex Baker, S. willdenowii (Desv.
ex Poiret) Baker e Selaginella sp.], 2n=20 [S. producta Baker e S. plana (Desv. ex Poiret)
Hieron.] e 2n=24 [(S. convoluta (Arnott) Spring] (Figs. 1A — G).

Entre as espécies com 2n=18, S. willdenowii e Selaginella sp. mostraram os maiores
cromossomos, sendo a maioria de morfologia meta- ¢ submetacéntrica. Os cromossomos em
S. willdenowii variaram entre 1,44 ¢ 2,48 um (Fig. 1A), e mostraram até seis satélites: dois
nos bragos curtos e quatro nos bragos longos de cromossomos submetacéntricos. Em
Selaginella sp., o tamanho cromossdmico variou entre 1,35 ¢ 2,32 um e trés satélites foram

observados: dois em um par metacéntrico e o terceiro em um cromossomo submetacéntrico.
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(Fig. 1B). Por outro lado, S. simplex e S. muscosa mostraram cromossomos menores,
variando, respectivamente, entre 0,85 ¢ 1,26 um e 0,80 e¢ 1,62 um (Figs. 1C e D).

As espécies com 2n=20 mostraram cromossomos menores, variando de 0,70 a 1,04 pym em
S. plana, e de 0,78 a 1,43 um em S. producta (Figs. 1E e F). A posi¢ao dos centromeros nao
pode ser observada em nenhuma destas duas espécies, devido ao pequeno tamanho de seus
cromossomos. Satélites também ndo foram claramente identificados.

Na tnica espécie com 2n=24, S. convoluta, a morfologia dos cromossomos pareceu variar
de metacéntrica a acrocéntrica. O tamanho cromossdmico variou entre 0,70 ¢ 1,77 um e
satélites ndo foram observados (Fig. 1G).

Em todas as espécies analisadas, a estrutura do ntcleo interfasico se mostrou granulada,
com pequenos cromocentros, correspondendo ao tipo cromocéntrico, de acordo com a
classificagdo de Tanaka (1971). Algumas espécies mostraram cromocentros maiores €
distintamente contornados (Figs. 1H e I).

A coloragdo com nitrato de prata revelou que o nimero maximo de nucléolos por nucleo
variou entre as espécies (Tabela 2). Em S. producta o nimero maximo de nucléolos por
nucleo foi dois, enquanto que nas outras trés espécies investigadas, 0 nimero maximo variou
entre seis e 10, embora a maioria dos ntcleos tenha exibido somente trés nucléolos.
Selaginella willdenowii mostrou a variagdo de um a 10 nucléolos por nucleo interfasico e até
10 RONs foram observadas em prometafase (Fig. 1J). Em S. convoluta e S. plana, nao foi
possivel identificar as RONs, mas seis ¢ 10 cromossomos profasicos ou prometafasicos,
respectivamente, associados aos nucléolos foram observados (Fig. IK e L).

Um maior nimero de células em metafase foi obtido das espécies S. willdenowii, S. plana,
S. producta e S. convoluta, possibilitando analisar os cromossomos através da coloragdo com
fluorocromos e da hibridizagdo in situ. A coloragdo com CMA/DA/DAPI revelou

diferenciacdo de bandas somente em S. willdenowii ¢ S. convoluta. Os cromossomos das



Marcon, A B Citotaxonomia de pteridéfitas heterosporadas ocorrentes no nordeste brasileiro 51

outras espécies coraram fracamente e homogeneamente com ambos, CMA ¢ DAPI, mesmo
quando contra-corados com distamicina A. Em células prometafasicas de S. willdenowii, até
oito bandas terminais CMA'/DAPI” foram observadas (Fig. 2A e B). Em S. convoluta
(2n=24), seis bandas terminais CMA'/DAPI” foram localizadas em trés pares cromossomicos
(Fig. 2D e E). Nenhuma banda DAPI" foi observada nestas duas espécies, enquanto que as
bandas CMA" coraram negativamente com DAPI.

A hibridizag¢do in situ com o DNAr 45S nos cromossomos de S. willdenowii revelou a
presenga de sitios terminais nos bracos longos de dois pares cromossOmicos € nos bragos
curtos de outros dois pares cromossdmicos (Fig. 2C). Em duas populagdes analisadas de S.
plana, cinco pares submetacéntricos foram marcados terminalmente: trés pares nos bragos
longos e dois pares nos bracos curtos (Fig. 2H e I). Enquanto em uma das populagdes nao foi
possivel observar bem o sitio menor, por este ter corado mais fracamente, na outra populagio
analisada, os 10 sitios de DNAr 45S foram claramente marcados (Fig. 2I). Em S. convoluta
havia quatro sitios em dois pares aparentemente acrocéntricos e dois sitios em um par
submetacéntrico (Fig. 2F). Em S. producta (Fig. 2G e J) somente um par cromossomico foi
marcado, na posi¢do terminal, nas duas populagdes analisadas. Estes dois sinais se mostraram
notavelmente distintos nos nucleos interfasicos (Fig. 2K), enquanto até 10 sinais foram

observados nos nucleos interfasicos de S. plana (Fig. 2L).

DISCUSSAO

Os numeros cromossdmicos e a estrutura dos nucleos interfasicos reportados no presente
trabalho sdo compativeis com os dados cariologicos conhecidos para o género Selaginella

(Kuriachan, 1963; Jermy et al., 1967; Ghatak, 1977; Takamiya, 1993). Das sete espécies
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examinadas, somente S. plana e S. willdenowii tinham sido previamente analisadas. Os
nimeros cromossomicos observados para estas espécies concordam com contagens anteriores.

Com relacdo ao tamanho e a morfologia cromossdémica, hd uma forte tendéncia a
conservacao da simetria cariotipica, com a predominancia de cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos. As espécies com 2n=20 analisadas nesta amostra se mostraram mais
semelhantes no tamanho cromossomico do que aquelas com 2n=18. Takamiya (1993)
encontrou resultados semelhantes entre espécies com x=10 ¢ x=9. Um maior nimero de
cromossomos meta ¢ submetacéntricos foi observado no caridtipo de todas as espécies
analisadas, parecendo ser uma tendéncia comum no género (Takamiya 1993), e em outras
pteridofitas heterosporadas (Kuriachan 1979, 1994). Por outro lado, cromossomos acro- ¢
telocéntricos sdo mais freqlientes entre as pteridofitas homosporadas (Kawakami, 1982;

Takamiya et al., 1992, Marcon et al., 2003).

A hibridizagdo in situ com o DNAr 458 revelou a varia¢do estrutural mais proeminente
entre as espécies. Uma espécie com 2n=20, S. plana, apresentou 10 sitios de DNAr 458,
enquanto a outra espécie com 0 mesmo niimero cromossomico, S. producta, mostrou apenas
dois. Por outro lado, S. willdenowii com 2n=18, mostrou mais sitios de DNAr (oito) que S.
convoluta (seis) com 2n=24. Em angiospermas, variacdo similar tem sido amplamente
reportada. Em Passiflora, por exemplo, o numero de DNAr 45S variou de um a trés pares
entre espécies diploides (Melo e Guerra, 2003). Em Paeonia (Zhang e Sang, 1999), cinco
espécies diploides (2n=10) apresentaram de trés a 10 pares de sitios de DNAr. A variagdo no
numero de sitios de DNAr entre espécies de angiospermas de mesmo nivel dipléide, tem sido
atribuida a rearranjos cromossomicos, acdo de elementos de transposicao e silenciamento
génico (Moscone et al., 1999). Igualmente, mecanismos similares podem estar atuando nas

espécies de Selaginella.
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Em S. plana, S. convoluta ¢ S. producta houve uma perfeita relagdo entre nimero maximo
de nucléolos (10, 6, e 2, respectivamente) ¢ o nimero de sitios de DNAr 45S. A maior
freqliéncia de nucleos com poucos nucléolos, observado nas espécies analisadas, ¢ devido,
provavelmente, a fusdo dos nucléolos, como observado em angiospermas (Moscone et al.,
1995).

Curiosamente, embora S. willdenowii tenha apresentando até 10 RONs, mostrou somente
oito sitios de DNAr 45S e seis cromossomos satelitados. Essa aparente auséncia de relagao
entre RONs e sitios de DNAr pode ser devida a um par de sitios de DNAr ativo muito
reduzido em tamanho, ndo detectado pela FISH. O numero de satélites observado, por outro
lado, ¢ freqlientemente menor que o niumero de sitios de DNAr (ver, por exemplo, Guerra et
al., 1996), e em alguns casos eles ndo sdo observados, como em S. convoluta, S. plana e S.
producta.

A coloracio CMA/DA/DAPI revelou somente bandas CMA/DAPI” em S. willdenowii ¢ S.
convoluta. O namero de bandas CMA" se apresentou positivamente relacionado com o
nimero de sitios de DNAr e o nimero maximo de nucléolos observado nestas espécies.
Resultados similares foram encontrados no género homosporado Acrostichum (Marcon et al.,
2003), sugerindo que estas trés caracteristicas também sdo positivamente relacionadas em
cromossomos de pteridofitas. Com exce¢do de um trabalho com o género Acrostichum
(Marcon et al., 2003), nenhum outro estudo prévio evidenciando bandas CMA em pteridofitas
foi encontrado na literatura.

Jermy et al. (1967) propuseram que o niimero basico primario de Selaginella seria x=10,
caracteristico de espécies que crescem em florestas tropicais e subtropicais densas (ver
também Kuriachan, 1963). Entretanto, andlises cariologicas posteriores (Takamiya, 1993),
tanto quanto dados morfolégicos, anatdmicos e paleobotanicos (Mukhopadhyay, 1998)

sugerem que o numero basico do género seria x=9, gerando sucessivas disploidias com n=10,
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11, e 12 por um lado, e n=8 e 7 por outro lado. Takamiya (1993) propos que a disploidia deve
ter ocorrido repetidamente em diferentes linhas evolutivas dentro de cada subgénero. De fato,
a notavel variacdo no numero e tamanho cromossomico ¢ no numero de sitios de DNAr,
parece indicar que a variacdo estrutural ¢ bem comum no género e que sua evolucdo

carioldgica pode ser mais complexa, com cada niumero basico surgindo duas ou mais vezes.
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TABELA 1. Espécies analisadas de Selaginella, com seus respectivos nimeros de registro em herbério,
locais de coleta, nimeros cromossdmicos e contagens prévias. Todas as amostras foram coletadas no

estado de Pernambuco (Brasil), exceto S. plana, que foi coletada no estado do Rio de Janeiro (Brasil)

Espécies Numero de registro  Local de coleta Numero Contagens Referéncias
em herbario cromossomico  prévias (2n)
(2n)
S. muscosa Spring 36588 Bonito 18 — —
S. simplex Baker 36412 Gravata 18 — —
S. willdenowii (Desv. 36589 Recife 18 18 Fabri 1963;
ex Poiret) Baker Kuriachan 1963;
Jermy et al. 1967
Selaginella sp. — Itamaraca 18 — —
S. producta Baker 36410 Paulista 20 — —
36411 Igarasst 20 — —
36591 Bonito 20 — —
S. plana (Desv. ex 36409 Recife 20 20 Fabri 1963;

Kuriachan 1963;
Jermy et al. 1967
36590 Rio de Janeiro 20 20 Fabri 1963;
Kuriachan 1963;
Jermy et al. 1967
S. convoluta (Arnott) 36408 Petrolina 24 — —
Spring

Poiret) Hieron

TABELA 2. Variacdo no numero de cromossomos, sitios de DNAr 45S e nimero de nucléolos por

nicleo em quatro espécies de Selaginella

Espécies 2n Numero de Variagdo no numero de nucléolos por nicleo
sitios de DNAr Numero de células Variagdo Numeros mais freqiientes
analisadas
S. willdenowii 18 8 1015 1-10 3(29,5%) e 4 (21,1%)
S. plana 20 10 800 1-10 2 (27.8%) € 3 (31,7%)
S. producta 20 2 308 1-2 1 (94,2%)

S. convoluta 24 6 528 1-6 2 (28,0%) e 3 (35,7%)
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FiG. 1. Complemento cromossomico (A—G), nucleos interfasicos (H e I), e nimero de RONs e
nucléolos (J-L) observados em espécies de Selaginella. A, S. willdenowii (2n=18) com dois
satélites (setas); B, Selaginella sp. (2n=18) com trés satélites (setas); C, S. simplex (2n=18);
D, S. muscosa (2n=18); E, S. plana (2n=20); F, S. producta (2n=20); G, S. convoluta (2n=24);
H e 1, ntcleos interfasicos cromocéntricos de S. plana e S. willdenowii, respectivamente; J,
célula prometafasica mostrando as RONSs (setas); K e L, células prometafasicas mostrando
cromossomos associados aos nucléolos (setas) em S. plana (K) e S. convoluta (L). Barra em A
corresponde a 5 pm.
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FIG. 2. Distribui¢do das bandas CMA/DAPI e sitios de DNAr 45S em espécies de Selaginella.
Selaginella willdenowii (A ¢ B) e S. convoluta (D ¢ E), coradas com CMA (A e D) e DAPI (B
e E), respectivamente. Setas indicam as bandas CMA"/DAPI . Sitios de DNAr 45S (C e F-L)
em S. willdenowii (C), S. convoluta (F), em duas populagdes de S. producta (G e J), e em duas
populagdes de S. plana (H e I); nucleo interfasico de S. producta (K), mostrando os dois sitios
de DNATr 45S e de S. plana (L), mostrando até 10 sitios. Barra em L corresponde a 5 pum.
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4.2 Manuscrito 2

Citogenética molecular de pteridoéfitas 1. Distribui¢ao das bandas
heterocromaticas, sitios de DNAr e DNA telomérico em relacao a

outros parametros cariologicos

Manuscrito a ser submetido a revista Plant Cell Reports
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Resumo

Com o propoésito de caracterizar citogeneticamente as pteridofitas heterosporadas, foram
analisados em alguns representantes, o numero e a morfologia dos cromossomos, a estrutura
dos ntcleos interfasicos, os padroes de bandas CMA e DAPI, o nimero de sitios de DNAr
45S e investigada a presenga da seqiiéncia telomérica (TTTAGGG),. Os numeros
cromossomicos observados foram: Salvinia auriculata, 2n=45; S. minima, 2n=ca. 63; Azolla
caroliniana, A. microphylla e A. filiculoides, 2n=44; Marsilea deflexa e M. quadrifolia,
2n=40; Regnellidium diphyllum, 2n=ca. 40; Isoetes panamensis, 2n=44 ¢ I. histrix, 2n=20. Os
nucleos interfasicos mostraram variagao entre arreticulado, semi-reticulado e reticulado. Em
todas as espécies houve um predominio de cromossomos submetacéntricos e metacéntricos.
Bandas CMA'/DAPI™ foram observadas em S. auriculata (total de 14 bandas), S. minima
(quatro bandas); M. deflexa (total de 10 bandas); M. quadrifolia (total de 14 bandas); R.
diphyllum (10 bandas); I. panamensis (10 bandas); I. histrix (nove bandas). Houve co-
localizagdo das bandas CMA" com os sitios de DNAr 45S em |. panamensis (10 sitios) e .
histrix (10 sitios) e aparentemente também em S. auriculata (8 sitios) ¢ M. deflexa (12 sitios).
A seqiiéncia telomérica mostrou marcagdo em todos os telomeros de Selaginella willdenowii.
Esses resultados sugerem uma semelhanca entre que em relagdo a variabilidade de nimero
cromossOmico, a estrutura dos nucleos interfasicos e as seqiiéncias de DNAr e telomérica, os

cromossomos das pteridofitas heterosporadas sdo semelhantes aos de angiospermas.

Palavras-chave: pteridofitas heterosporadas, nimero cromossomico, nucleos interfasicos,

coloragdo com fluorocromos, DNAr 458, seqiiéncia telomérica
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Introducéo

Existem atualmente apenas sete géneros de pteridofitas heterosporadas: Salvinia, Azolla,
Marsilea, Regnellidium, Pilularia, Isoetes e Selaginella. Os géneros Salvinia (Salviniaceae) e
Azolla (Azollaceae) juntamente com Marsilea, Regnellidium e Pilularia (Marsileaceac)
pertencem a divisdo Filicatae enquanto Isoetes (Isoetaceae) e Selaginella (Selaginellaceae)
estdo posicionadas na divisdo Lycopodiatac (Kramer e Green 1990). Salvinia e Azolla sao
plantas aquaticas flutuantes, com ampla distribui¢ao nos trépicos, apresentando em torno de
dez e secis espécies, respectivamente. Marsilea, com cerca de 50 espécies habita lugares
umidos, crescendo em aguas superficiais e em borda de tanques. Regnellidium é um género
monotipico, presente somente na regido Sul do Brasil e na Argentina, crescendo entre
vegetacdo aquatica. Pilularia ¢ composto de cerca de cinco espécies aquaticas ou palustres, de
ampla distribuicdo. Isoetes, o segundo género com maior representatividade entre as
heterosporadas, ¢ cosmopolita, representado por cerca de 150 espécies que crescem em uma
variedade de habitates, onde o solo esteja encharcado em pelo menos uma parte do ano.
Selaginella é o género mais representativo com cerca de 750 espécies, distribuidas
principalmente em regides tropicais. As espécies sdo geralmente encontradas em florestas
umidas, em rochas ao longo de rios ou quedas d’agua, em pantanos, e também podem estar
presentes em florestas secas, em regides frias como os Alpes, ou em desertos (Tryon e Tryon
1982).

As pteridofitas heterosporadas apresentam numeros cromossémicos mais baixos que as
homosporadas e suas caracteristicas cromossomicas (morfologia cromossomica, estrutura de
nucleo interfasico, quantidade de DNA nuclear, etc.) diferem significantemente destas ultimas
(Walker 1984; Takamiya 1993; Bennett e Leitch 2001; Obermayer et al. 2002). Apesar da

similaridade carioldgica entre elas, as pteridofitas heterosporadas constituem um grupo
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aparentemente polifilético (Pryer et al. 2001). Citologicamente, estas ultimas sdo conhecidas
apenas pelo nimero cromossomico e, em alguns casos, pela morfologia cromossdmica e
estrutura do nucleo interfasico, sem informagdo sobre padrdo de bandas heterocromaticas,
numero ¢ localizagdo de sitios de DNAr ou outros dados citomoleculares. Uma excecgdo a
parte ¢ Selaginella que recentemente foi investigada quanto a presenca de DNA telomérico
(Fuchs e Schubert 1996) e DNAr 45S (Marcon et al. 2005). Os nimeros cromossdmicos ja
relatados para as espécies desses géneros mostraram a ocorréncia de poliploidia e disploidia.
A poliploidia pode ser reconhecida em todos ou em alguns nimeros cromossOmicos
encontrados nos géneros, a saber: Salvinia: 2n=18, 36, 45, 54, 63 (Tatuno ¢ Takei 1969; 1970;
Rychlewski e Jankun 1972; Kuriachan 1979; Schneller 1980; 1981); Azolla, 2n=40, 44, 48,
52, 66, 88 (Stergianou e Fowler 1989; Nayak e Singh 1989; Saunders e Fowler 1993);
Marsilea, 2n=40, 42, 50, 60 (Roy e Singh 1975; Kuriachan 1991); Regnellidium, 2n=38
(Kuriachan 1994); Isoetes, 2n=20, 22, 33, 44, 55, 66, 77, 88, 110, 132 (Love ¢ Love 1976;
Kott e Britton 1980; Hickey 1984; Britton e Brunton 1992; 1993; Rychlewski e Jankun 1972;
Jermy 1991; Takamiya et al. 1996; 1997). Observa-se também que esses nimeros nem sempre
sdo multiplos exatos, aparentemente devido a ocorréncia simultanea de poliploidias e
disploidias.

Em angiospermas e gimnospermas, técnicas citogenéticas mais refinadas t€ém revelado
um detalhamento maior do caridtipo de varias espécies. A utilizacdo de corantes fluorescentes
como a cromomicina Az (CMA) e o 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), que coram
seqiiéncias dos cromossomos ricas em pares de base GC e AT, respectivamente, tem revelado
um padrao de bandas heterocromaticas importante para a caracterizacdo de muitos cariotipos
(revisado por Guerra 2000). Em algumas espécies, tem sido utilizada a triplice coloragdo com
CMA, DAPI e o antibidtico ndo fluorescente distamicina A (DA). Este ultimo se liga

preferencialmente ao DNA rico em AT, contribuindo para acentuar o contraste com as regides
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ricas em GC (Schweizer 1981). Resultados anteriores com CMA/DAPI e CMA/DA/DAPI em
Acrostichum e Selaginella revelaram que essa ultima coloracdo ¢ mais eficiente para
evidenciar bandas CMA em pteridéfitas (Marcon et al. 2005).

A hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) com a utilizagdo de seqiiéncias de DNAr 5S e
45S como sondas, tem mostrado diferencas entre espécies tanto no nimero quanto na
localizagdo dos sitios de DNAr nos cromossomos, auxiliando na caracteriza¢do cromossdmica
e no estudo evolutivo destas espécies (Ran et al. 1999; Melo e Guerra 2003). A seqiiéncia de
DNA telomérico (TTTAGGG),, identificada inicialmente em Arabidopsis thaliana (Richards
e Ausubel 1988) tem sido também investigada em varias espécies. A hibridiza¢do usando esta
seqiiéncia como sonda tem mostrado sua estabilidade evolutiva em diferentes grupos de
angiospermas (Cox et al. 1993; Fuchs et al. 1995), ¢ em uma espécie de pteridofita,
Selaginella martensii (Fuchs e Schubert 1996). Entretanto, alguns grupos de angiospermas
ndo apresentam esta seqiiéncia, como por exemplo, Alliaceae e familias relacionadas (Pich et
al. 1996; Adams et al. 2000) ou entre as solanaceas dos géneros Cestrum, Vestia e Sessea
(Sykorova et al. 2003). No caso de algumas gimnospermas, com Zamia (Kondo e Tagashira
1998) e Pinus (Hizume et al. 2000), esta seqiiéncia tem sido encontrada ndo s6 nos telomeros,
mas também em regides centroméricas, proximais e intercalares de alguns cromossomos.

Tendo em vista a contribuigdo dessas andlises citomoleculares para o melhor
entendimento da evolugdo cariologica e da taxonomia de angiospermas € gimnospermas, no
presente trabalho foram investigados, além do nimero e morfologia cromossdmica e estrutura
dos nucleos interfasicos, os padrdes de bandas CMA e DAPI e o nimero de sitios de DNAr
45S em representantes de Salvinia, Azolla, Marsilea, Regnellidium ¢ Isoetes. Além disso,
foram analisadas a ocorréncia e distribui¢do da seqiiéncia telomérica TTTAGGG em um outro
representante de Selaginella. A distribuicdo dos sitios de DNAr 45S em espécies de

Selaginella foi divulgada em outro artigo (Marcon et al. 2005).
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Material e Métodos

As espécies analisadas, com seus respectivos locais de coleta, nimeros cromossomicos
observados e contagens cromossOmicas prévias estdo listadas na Tabela 1. Parte do material
coletado foi herborizada e posteriormente identificada. As exsicatas estdo depositadas nos
herbarios UFP e HASU. Uma outra parte do material foi cultivada no Jardim Experimental do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pernambuco para posterior analise
citogenética.

Meristemas foliares de Salvinia auriculata Aublet, S. minima Baker, Azolla caroliniana
Willd., A. microphylla Kaulf., A. filiculoides Lam. e Selaginella willdenowii (Desv. ex Poiret)
Baker, baculos de Marsilea deflexa A. Braun e M. quadrifolia L. e raizes de Regnellidium
diphyllum Lindm., Isoetes panamensis Maxon & C.V. Morton e I. histrix Dur. foram
coletados e pré-tratados em 8-hidroxiquinoleina 0,002M por 20 a 24 h a 10 °C.
Posteriormente, foram fixados em Carnoy (etanol:acido acético 3:1) por 2 a 24 h a
temperatura ambiente e conservados a -20°C..

Para a analise convencional, os meristemas foliares, baculos ou raizes foram lavados em
agua destilada, duas vezes por cinco minutos cada lavagem, hidrolisados em HCI 5N por 30
min, e o meristema isolado e esmagado em &cido acético 45%. Em seguida o material foi
corado com Giemsa 5% (modificado de Guerra 1983) e montado em Entellan.

Para a localizagao da heterocromatina foi feita a coloragdo com os fluorocromos CMA e
DAPI. Os meristemas foliares, baculos ou raizes foram lavados em agua destilada duas vezes
por cinco minutos, digeridos em uma mistura de celulase 2%-pectinase 20% por 1-5 h
(dependendo da espécie) a 37 °C e esmagados em acido acético 45%. A coloragdo foi
procedida de acordo com Schweizer ¢ Ambros (1994). As laminas foram envelhecidas por

trés dias a temperatura ambiente, coradas com CMA (0,5 mg/ml, 1 h), contra-coradas com
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distamicina A (0,1 mg/ml, 30 min), coradas com DAPI (2 pg/ml, 30 min) ¢ montadas em
glicerol/tampao Mcllvaine (1:1) contendo 2,5 mM de cloreto de magnésio.

Para a localizacdo do DNAr 45S foram utilizadas as sondas SK 18S, SK 25S e R2 de
Arabidopsis thaliana (Unfried et al., 1989; Unfried and Gruendler, 1990; Wanzenbock et al.,
1997), gentilmente cedidas pelo Prof. Dieter Schweizer, da Universidade de Viena, Austria.
As sondas foram marcadas por nick translation com biotina-11-dUTP (Sigma) ou com
digoxigenina-11-dUTP (Roche). A sonda telomérica (TTTAGGG), foi amplificada com a
utilizagdo dos primers (TTTAGGG)s e (CCCTAAA)s, através do método de concatenagio,
por PCR (Ijdo et al. 1991). O produto da PCR foi marcado com biotina-11-dUTP (Sigma) por
nick translation. A técnica foi realizada de acordo com Moscone et al. (1996), com algumas
modificacdes (desnaturagcdo a 80 °C e banhos pods-hibridizacdo em 0,1 x SSC a 42 °C). As
sondas marcadas com biotina foram detectadas com anti-biotina monoclonal produzida em
camundongo (Dakopatts n® M743) e visualizada com o anticorpo anti-camundongo produzido
em coelho conjugado com tetrametil-rodamina isotiocianato (TRITC) (Dakopatts n® R270). A
sonda marcada com digoxigenina foi detectada com anti-digoxigenina produzido em ovelha
conjugado com fluoresceina isotiocianato (FITC) (Boehringer Mannheim n® 1207741) e
visualizada com anticorpo anti-ovelha produzido em coelho, conjugado com FITC (Dakopatts
F135, DAKO).

As melhores células foram capturadas com camera de video CCD Cohu no microscopio
Leica DMLB, utilizando o programa Q-FISH da Leica para imagens de fluorescéncia e o
programa IM50 para as imagens com coloragdo convencional. As pranchas foram

confeccionadas com o auxilio do programa Adobe Photoshop 6.0.
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Resultados

Os numeros cromossomicos observados estdo listados na Tabela 1. Em algumas espécies as
contagens obtidas concordaram com dados ja relatados na literatura, e em outras nao se tem
conhecimento da existéncia de contagens anteriores.

Com relagdo ao tamanho cromossomico, Isoetes panamensis foi a espécie que apresentou
cromossomos maiores, com medidas aproximadas de 3,8 a 5,7 um, enquanto I. histrix variou
entre 1,4 e 2,8 um. O complemento cromossdmico de menor tamanho foi encontrado entre as
espécies de Azolla (0,8 a 1,4 um), sem variagao significante entre elas. Em Marsilea deflexa,
o tamanho cromossdmico variou de 1,41 a 2,5 um e M. quadrifolia apresentou cromossomos
um pouco maiores, com cerca de 1,8 a 3,2 um. Regnellidium diphyllum mostrou
cromossomos ainda maiores com 2,1 a 4,3 um. Dentre as espécies de Salvinia, S. auriculata
apresentou a variagao de 1,66 a 4,07 um e em S. minima foi observado que o maior
cromossomo media em torno de 3,2 um e o menor, 1,4 um.

Quanto a morfologia cromossomica, S. auriculata apresentou caridtipo composto por
cromossomos metacéntricos, subtelocéntricos e, principalmente, submetacéntricos (em torno
de 50%). Nessa espécie, algumas células ndo apresentaram satélites € em outras somente um
ou dois satélites foram observados, mostrando-se bem distendidos (Fig. la). Nas demais
espécies, a morfologia ndo foi bem definida, exceto em Marsilea (Fig. le, f) ¢ Isoetes (Fig.
1g), que apresentaram grande parte do caridtipo composto por cromossomos submetacéntricos
€ metacéntricos.

Os nucleos interfasicos variaram entre arreticulados, semi-reticulados e reticulados.
Nucleos arreticulados foram encontrados em Azolla caroliniana (Fig 1c). As espécies que
apresentaram nucleos semi-reticulados foram A. microphylla, A. filiculoides, Marsilea deflexa

(Fig. 1i) e M. quadrifolia. Os nticleos em A. filiculoides mostraram cromocentros bem
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definidos (Fig. 1d). As demais espécies, como Salvinia auriculata (Fig 1h), S. minima e
Isoetes panamensis, mostraram ntcleos interfasicos reticulados.

A coloragao com CMA/DA/DAPI nas espécies de Marsilea, Regnellidium, Isoetes e
Azolla ndo mostrou um contraste muito bom. Ao contrario, em Salvinia, as bandas CMA" se
mostraram bem contrastadas. Além dessas bandas, em S. minima foi observado um grande
nimero de bandas neutras para CMA e positivas com DAPI. A Tabela 2 mostra o nimero
total de bandas CMA'/DAPI™ e o niimero de sitios de DNAr 45S encontrados nas espécies
analisadas.

Nas trés populagdes analisadas de S. auriculata (2n=45), observou-se um nimero
maximo de 14 bandas CMA/DAPI” (Fig 2c, d). Em células com cromossomos mais
condensados, esse numero foi menor (8 a 14 bandas), provavelmente porque a maior
condensagdo dificultou a visualizagdo das menores bandas, enquanto as oito bandas maiores
foram sempre observadas. Em dez cromossomos, as bandas mostraram-se localizadas
terminalmente no braco curto, em dois cromossomos a banda ocupava a posi¢ao terminal do
brago longo e nos dois outros cromossomos a banda foi localizada na regido subterminal do
brago longo. Na maioria das células analisadas de S. minima (2n=ca.63) trés bandas
CMA/DAPI” foram visualizadas. Em dois cromossomos a banda foi terminal e maior que a
banda do outro cromossomo, que pareceu ser subterminal (Fig. 2h). As bandas terminais
foram sempre presentes e melhor visualizadas por serem mais brilhantes. Uma quarta banda
observada, em algumas poucas células, foi muito pouco contrastada. Além das bandas
CMA/DAPI", bandas CMA°/DAPI" foram visiveis na maioria dos bracos curtos, ocupando
todo ou quase todo o braco curto (Fig. 2g, h).

Em Marsilea deflexa (2n=40), observou-se trés a seis cromossomos com bandas CMA"
terminais e trés a quatro cromossomos com bandas intersticiais (Fig. 2b). Todas as bandas

CMA" foram muito pequenas, com excecio de uma banda terminal muito brilhante
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(CMA'/DAPI"), sempre observada em somente um cromossomo do conjunto. As bandas
CMA" pareceram ser também DAPI ™, porém nem sempre isso foi evidente, principalmente
nas bandas intersticiais (Fig. 2a). Em M. quadrifolia (2n=40), a varia¢do observada foi de
quatro a nove cromossomos com bandas terminais € quatro a cinco cromossomos com bandas
intersticiais. Um numero aparentemente maior de bandas foi encontrado em células com
cromossomos menos condensados, observando-se um ou dois cromossomos com duas bandas,
uma terminal e outra intersticial (Fig. 2e, f).

Em R. diphyllum (2n=ca. 40), 10 bandas terminais CMA'/DAPI" mais fortes foram
observadas nos 40 cromossomos do complemento. Estas bandas ndo contrastaram muito bem
com o CMA, em relagdo ao restante dos cromossomos, que corou também mais ou menos
fortemente, entretanto, apresentaram-se melhor contrastadas com DAPI. Bandas bem menores
e mais fracas foram eventualmente observadas, embora devido ao pequeno tamanho das
mesmas, ndo tenha sido possivel precisar o seu numero (Fig. 21, j).

Isoetes panamensis (2n=44) apresentou 10 bandas CMA/DAPI", todas terminais (Fig.
2n). As bandas CMA" contrastaram pouco com o restante do cromossomo, sendo melhor
observadas quando comparadas com a coloragdo com DAPI, onde apareceram como uma
pequena regido negativa no cromossomo (Fig 2k). Isoetes histrix (2n=20) apresentou oito
bandas CMA/DAPI terminais, muito pequenas e pouco contrastadas. Em uma célula dessa
espécie, um dos cromossomos bandeados mostrou outra banda CMA" também terminal (Fig.
21, m). Em Azolla filiculoides (2n=44), a tnica espécie do género analisada com
fluorocromos, nao foi detectada a ocorréncia de bandas.

A hibridizagdo in situ com o DNAr 45S mostrou em S. auriculata a presenga de oito
sitios, todos terminais. Quatro sitios geralmente apareceram mais fortes e quatro eram
menores € mais fracos, todos com a mesma intensidade de sinal (Fig. 3a, b). Em I.

panamensis, o numero de sitios de DNAr 45S observado foi 10, todos terminais, sendo seis
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um pouco mais fortes e maiores que os demais (Fig. 3¢, d). Em I. histrix, a maioria das células
mostrou 10 sitios de DNAr 45S, havendo um tnico par cromossomico com dois sitios
terminais de tamanhos diferentes, em cada cromossomo. Os demais sitios se localizaram
terminalmente em trés pares cromossomicos. Em apenas duas células foram observadas mais
um ou dois cromossomos com um sitio de DNAr 45S muito pequenos, que talvez por isso ndo
foram visualizados nas demais células (Fig. 3e, f). Em M. deflexa foram localizados 12 sitios
de DNAr 458, havendo oito cromossomos com um s sitio terminal e dois cromossomos com
sitios terminais nos dois bragos cromossdmicos. Destes 12 sitios, dois pareceram menores €
menos brilhantes (Fig. 3g, h).

A hibridizagao in situ com a seqiiéncia de DNA telomérico (TTTAGGG), em Selaginella
willdenowii mostrou marcagdo em ambos os teldomeros de todos os cromossomos (Fig. 3i, j).
O tamanho dos sinais pareceu geralmente grande, embora alguns cromossomos mostrassem
um dos telomeros bem pequenos. Nao foram observados sinais intersticiais em nenhuma

célula.

Discussao

As contagens cromossOmicas feitas nas espécies analisadas no presente trabalho mostraram a
ocorréncia generalizada de espécies com numeros cromossomicos altos em relagdo a
variabilidade conhecida dentro de seus respectivos géneros, sugerindo que se tratem de
poliploides. Nas trés popula¢des de Salvinia auriculata examinadas, foi sempre observado
2n=45, um numero ja reportado na literatura para esta espécie considerada um pentapléide

(2n=5x=45), com numero basico x=9 (Fabri 1963; 1965). Schneller (1981) reportou a
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ocorréncia de um citétipo hexaploide (2n=6x=54) em uma populacao de Trinidad para esta
espécie.

A varia¢do de tamanho cromossomico em S. auriculata mostrou semelhanga com a da
espécie S. molesta Mitchell, que juntamente com mais trés espécies fazem parte do complexo
Salvinia auriculata (ver Tryon e Tryon 1982). Salvinia molesta tem o mesmo numero
cromossomico que S. auriculata (2n=45) ¢ tamanho cromossomico semelhante, entre 1,6 um
e 4,1 um (Kuriachan 1979). Este autor agrupou os cromossomos dessa espécie em 18 grupos,
sendo nove grupos de trés cromossomos e nove grupos de dois cromossomos. Essa
diferenciac¢do no cariétipo levou o autor a considerar S. molesta como um hibrido formado por
duas espécies com genomas distintos. Seguindo esse raciocinio, é provavel que S. auriculata
também tenha tido uma origem hibrida. Em S. minima, o nimero cromossémico observado
foi 2n=ca.63, com cromossomos menores que os de S. auriculata. Isso confirma a ocorréncia
nesse género de espécies de citdtipos de ploidia impar, provavelmente estéreis, embora, neste
caso ndo haja indicio de hibridizacdo interespecifica. Como essa ¢ a primeira contagem
cromossOmica para essa espécie, ndo se sabe se existem também citdtipos de nivel de ploidia
par ou se todos os individuos dessa espécie sdo heptapldoides. Esses dados sugerem que o
complexo Salvinia auriculata, como um todo, tenha se originado por hibridiza¢des entre
espécies ou citotipos com diferentes niveis de ploidia, provavelmente conservando uma
espécie pivotante, como observado em outros complexos polipldides semelhantes (ver por
exemplo Bennert e Fisher 1993).

As espécies de Azolla, A. microphylla, A. caroliniana e A. filiculoides, mostraram todas o
mesmo numero cromossdmico (2n=44), observado anteriormente por Stergianou ¢ Fowler
(1989), que as consideraram dipléides, com x=22 (ver também Fabri 1963; 1965). Igualmente
em Marsilea deflexa e M. quadrifolia, o nimero observado, 2n=40 ¢é considerado dipléide, em

vista dos nimeros basicos x=20 e 22 do género (Fabri 1963; 1965).
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Espécies polipldides sdo mais comuns no género Isoetes, que mostra uma variacao de
2n=20 a 2n=132 (Love e Love 1976; Kott e Britton 1980; Hickey 1984; Britton ¢ Brunton
1992; 1993; Rychlewski e Jankun 1972; Takamiya et al. 1996; 1997). Essas espécies
apresentam multiplos de x=11, como o tetraploide |. panamensis (2n=44), com excecdo de I.
histrix (2n=20) (ambas analisadas neste trabalho) e I. pantii (x=12) (ver Goswami 1975). A
ocorréncia de citdtipos aneuploides e polipldides, que vao do nivel dipléide ao dodecaplodide
(ver Takamiya et al. 1994). parece ser devido principalmente a especiagdo por alopoliploidia,
um fator evolutivo importante dentro do género (Taylor e Hickey 1992; Takamiya et al.
1996).

Com relagdo a estrutura dos nucleos interfasicos, foram observados ntcleos arreticulados
em A. caroliniana, semi-reticulados nas demais espécies de Azolla, Marsilea e Regnellidium e
reticulados em Salvinia e Isoetes. Essa diversidade é comparavel a que se observa em algumas
familias de angiospermas com bastante variagdo, como Orchidaceae (Felix e Guerra 1998;
2000, e Commelinaceae (Pitrez et al. 2001), e muito diferente das pteridofitas homosporadas,
que apresentam nucleos reticulados muito densos em sua grande maioria (ver Delay 1949;
Marcon et al. 2003a).

Trabalhos de bandeamento cromossdmico e hibridizacdo fluorescente in Situ sdo escassos
em pteridofitas, ao contrario do que ocorre nas angiospermas € gimnospermas, onde a
aplicacdo destas técnicas tem sido melhor explorada e tem trazido uma contribuigdo
significante para os trabalhos de citotaxonomia e evolu¢do cromossdmica (ver, por exemplo,
Hizume et al. 1989; Hizume et al. 2002; Cornélio et al. 2003). De uma maneira geral, os
cromossomos das pteridofitas ndo produzem um padrio de bandas bem definido com
CMA/DAPI. Muito freqlientemente a eucromatina cora bastante com ambos os fluorocromos
e a diferenciacdo das bandas ¢ pobre e variavel. Essa variacdo parece significativa, uma vez

que nas mesmas condicdes em que foi realizado esse trabalho diversas espécies de
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angiospermas foram analisadas sempre com bom contraste e repetibilidade (ver, por exemplo,
Cornélio et al. 2003; Melo et al. 2001).

O uso combinado das técnicas de coloragdao com fluorocromos ¢ FISH mostrou que os
sitios de DNAr 45S geralmente coram positivamente com CMA, possivelmente por serem
ricos em pares de base GC (revisado por Guerra 2000). Comportamento semelhante foi
observado nas espécies de pteridofitas homosporadas Acrostichum danaeifolium e A. aureum
(Marcon et al. 2003b) e nas heterosporadas Selaginella willdenowii e S. convoluta (Marcon et
al. no prelo). No presente trabalho, essa relacdo foi verificada em duas das quatro espécies nas
quais as duas técnicas foram testadas seqiiencialmente: I. panamensis e I. histrix. Em Salvinia
auriculata e Marsilea deflexa, entretanto, ndo se conseguiu uma coloragdo seqiiencial ¢ ndo
foi possivel confirmar a co-localizacdo das bandas/sitios. Contudo, os sitios de DNAr e as
bandas CMA que puderam ser visualizadas tinham a mesma posi¢do cromossOmica,
sugerindo uma co-localizacdo ao menos para a maioria dessas marcas. As demais bandas
CMA" observadas em S. auriculata (que mostrou um nimero maior de bandas CMA em
relacdo aos sitios de DNAr 45S), provavelmente sdo independentes dos sitios de DNAr 458,
como ocorre em Citrus e outras espécies (Carvalho et al. no prelo). Neste trabalho, foi
utilizado o critério de que o maior numero de bandas/sitios claramente distinto ¢ o mais
representativo da espécie.

Salvinia minima foi a unica espécie analisada no presente trabalho que apresentou
regides cromossomicas que coraram positivamente com DAPI. Em angiospermas, essas
bandas (ricas em AT) sdo mais freqiientes nas regides proximais de cromossomos pequenos
(Guerra 2000). Nesta espécie, as bandas pareceram ocupar todo o brago curto, o que em parte
coincide com as regides proximais.

Um fato curioso ¢ que em Isoetes o numero de bandas/sitios foi praticamente o mesmo

em uma espécie com 2n=20 (l. histrix) e outra com 2n=44 (l. panamensis). A ocorréncia de
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espécies de Isoetes com numeros cromossdmicos baixos (2n=20, 22), indica que esse género
foi originalmente diploide, provavelmente com x=11 (Takamiya et al. 1996). Entretanto,
comparando-se o diploide I. histrix com o tetraploide |. panamensis, observa-se que essas
espécies divergiram ndo apenas no nivel de ploidia e no nimero de bandas heterocromaticas e
de sitios de DNAr, mas de forma ainda mais draméatica no tamanho de seus cromossomos, que
aumentou no tetrapldide ao invés de reduzir, como ocorre na maioria dos polipldides (ver, por
exemplo, Stergianou ¢ Fowler 1990). Por outro lado, I. histrix apresenta um cariétipo muito
diferente da maioria das espécies diploides conhecidas nesse género (Britton e Goltz 1991;
Takamiya et al. 1994) com cromossomos menores € menor numero cromossomico. Esses
dados sugerem que essas duas espécies derivam de linhagens muito distintas dentro do
género. Mais provavelmente, a diversidade estrutural que levou a diversidade de tamanho
cromossomico ¢ diferenciagdo longitudinal dos mesmos ocorreu, em grande parte, antes da
formacao do polipldide. Portanto, a similaridade de bandas/sitios entre essas duas espécies ¢
mais provavelmente casual.

Os resultados iniciais obtidos com a hibridizagdo in situ, indicam que as espécies de
pteridofitas heterosporadas, que possuem em média nimeros cromossdmicos menores que as
homosporadas, apresentam um ntimero de sitios relativamente maior do que as homosporadas.
Acrostichum aureum e A. danaeifolium (2n=60) apresentaram seis e quatro sitios de DNAr
458, respectivamente (Marcon et al. 2003b), Ceratopteris richardii (2n=72), mostrou seis
sitios maiores desta seqiiéncia (McGrath e Hickok 1999) e Ophioglossum sp., com n=120
mostrou 14 sitios (dados ndo publicados). Essa divergéncia pode ser devida a suposta natureza
paleopolipléide da maioria das pteridofitas homosporadas atuais, que sofrem uma maior
pressdo para “diploidizar” o genoma através do silenciamento de genes duplicados (Soltis e
Soltis 2000). Pichersky et al. (1990) analisaram cinco clones do gene CAB em Polystichum

munitum (n=41) e observaram que quatro ndo eram funcionais, sugerindo que teria acontecido



Marcon, A B Citotaxonomia de pteridéfitas heterosporadas ocorrentes no nordeste brasileiro 77

um silenciamento das copias extras desse gene. No caso dos sitios de DNAr, as copias extras
podem ter sido silenciadas por eventos epigenéticos, seguidos de muta¢do ¢ homogeneizagao
de seqiiéncias (evolucdo em concerto) ou delegdo, o que levaria a perda completa da identidade
dessas seqiiéncias. Esses eventos parecem comuns em poliploides (Wendel 2000).

A sonda telomérica (TTTAGGG), utilizada em Selaginella willdenowii, mostrou
marcagdo somente nos telomeros, sem nenhum sinal na regido centromérica ou intercalar,
como observado em algumas angiospermas e gimnospermas. Fuchs e Schubert (1996)
utilizaram essa mesma seqiiéncia em S. martensii e encontraram uma idéntica marcagéo.
Resultados semelhantes foram observados na pteridofita homosporada Ophioglossum sp.
(dados nao publicados). Portanto, ¢ provavel que ao menos a maioria das pteridofitas
apresentem em seus telomeros a mesma seqiiéncia (TTTAGGG), encontrada em outros grupos
de plantas distantemente relacionados.

Esses dados sugerem que em relacdo as seqiiéncias fundamentais para a estrutura e
funcdo cromossdmica, como a seqiiéncia telomérica ou os genes essenciais a manutenciao da
célula (housekeeping genes) como o DNAr, os cromossomos das pteridofitas ndo diferem dos
cromossomos tipicos das angiospermas. Brandes et al. (1997) mostraram, por FISH, que os
retrotransposons, abundantes nas angiospermas, também aparecem dispersos nos cromossomos
das pteridofitas, constituindo-se em um componente importante na composi¢do da cromatina.
Entretanto, a coloragdo com os fluorocromos CMA e DAPI parece indicar uma diferenca
significativa na composi¢ao de pares de base AT ou GC dos cromossomos das pteridofitas. O
significado dessa diferenga ainda precisa ser mais investigado. A analise de outras espécies
com CMA/DAPI ou com sondas mais especificas, como microssatélites ricos em AT ou GC,

certamente auxiliardo na compreensao da estrutura desses cromossomos.
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Tabela 1 Espécies analisadas no presente trabalho, com local de coleta, niimeros cromossOmicos

observados e contagens cromossomicas prévias. Todas as espécies foram coletadas em estados

brasileiros, exceto Marsilea quadrifolia, procedente de Portugal, e Azolla filiculoides e Isoetes histrix,

procedentes da Espanha.

Espécies Procedéncia Numero Contagens Referéncias
cromossomico  prévias (2n)
(2n)
Azollaceaea
Azolla caroliniana Willd. PE, Gravata 44 44, 66 Stergianou ¢ Fowler
1989, 1990
Azolla microphylla Kaulf. SE, proximo a 44 44, 66 Stergianou e Fowler
Neopolis 1989, 1990
Azolla filiculoides Lam. Ciudad Real 44 40, 44, 66 Stergianou ¢ Fowler
1989;
Nayak e Singh 1989;
Lin e Sleep 1988
Salviniaceae
Salvinia auriculata Aublet PE, Recife 45 45; 54 Fabri 1963;
PE, Sirinhaém 45 Schneller 1981
MT, Pantanal 45
Salvinia minima Baker MA, Sédo Luis ca. 63 — —
Marsileaceae
Marsilea deflexa A. Braun PB, Itapororoca 40 — —
Marsilea quadrifolia L. Tras-os-Montes 40 40 Abraham, Ninan e
Mathew 1962;
Fabri 1963;
Goldblatt 1988
Regnellidium diphyllum Lindm. RS, Triunfo ca. 40 38; 38+B; Moore 1973;
38+(1-5B); Moore 1977,
Goldblatt 1981
Kuriachan 1994,
Abraham, Ninan e
Mathew 1962
Isoetaceae
Isoetes histrix Dur. Sevilla 20 20 Jermy 1991
Isoetes panamensis Maxon & C.V. MA, Timon 44 — —
Morton
Selaginellaceae
Selaginella willdenowii (Desv. ex PE, Recife 18 18 Fabri 1963; Kuriachan

Poiret) Baker

1963;
Jermy et al. 1967
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Tabela 2 Localizagio das bandas CMA" e sitios de DNAr 45S nas espécies investigadas

Espécie 2n Numero ¢ localizagdo das bandas CMA" Localizagao dos sitios
de DNAr 45S

Salvinia auriculata 45 14 bandas (12 terminais e 2 subterminais) 8 sitios terminais

S. minima ca. 63 4 bandas (3 terminais e 1 subterminal)

Marsilea deflexa 40 10 bandas (6 terminais e 4 intercalares) 12 sitios terminais

M. quadrifolia 40 14 bandas (9 terminais e 5 intercalares)

Regnellidium diphyllum  ca. 40 10 bandas terminais

Isoetes panamensis 44 10 bandas terminais 10 sitios terminais

l. histrix 20 9 bandas terminais 12 sitios terminais
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Fig. 1 a-g Coloragdo convencional mostrando metafases mitdticas; h, i nicleos interfasicos.
a Salvinia auriculata, 2n=45. b Azolla microphylla, 2n=44. ¢ A. caroliniana, 2n=44. d A.
filiculoides, 2n=44. e Marsilea deflexa, 2n=40. f M. quadrifolia, 2n=40. g Isoetes panamensis,
2n=44. h nucleos interfasicos reticulados em S. auriculata. i nucleos semi-reticulados em M.
quadrifolia. Note em c, detalhe dos nucleos interfasicos arreticulados em A. caroliniana.
Setas apontam satélites. Barra corresponde a 10 um.
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Fig. 2a-n Triplice coloragago CMA/DA/DAPI. a, b Marsilea deflexa. ¢, d Salvinia
auriculata. e, f M. quadrifolia. g, h S. minima. i, j Regnellidium diphyllum. k, n Isoetes
panamensis. I, m I. histrix. Figuras d, ] mostram imagens com DAPI ¢ CMA sobrepostas; a,
C, e, 0,1, k, | coloragao DAPI; b, f, h, m, n coloragio CMA. Cabegas de seta em d mostram
bandas CMA" intercalares no brago longo de um par cromossdmico e em € mostram a banda
DAPI~; em b, f mostram pequenas bandas CMA " intercalares e em M mostra um cromossomo
com duas bandas CMA" terminais. Setas em c, e, g, k, m apontam bandas CMA" terminais.
Asterisco em b mostra o tinico cromossomo do conjunto com uma banda CMA" terminal mais
forte que os demais e, em f mostra 0 par cromossémico com duas bandas CMA"™ (uma
terminal e outra intercalar). Barra corresponde a 10 pm.
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Fig. 3a-h Hibridizagdo in situ com as sondas de DNAr 45S; i, J hibridizag¢ao in situ com
seqiéncia de DNA telomérico (TTTAGGG),. a, b sitios de DNAr 45S em Salvinia
auriculata. ¢, d Isoetes panamensis. e, f I. histrix. g, h Marsilea deflexa. i, j marcagdo
telomérica em Selaginella willdenowii. Figuras b, d, h, j mostram imagens com DAPI ¢
TRITC sobrepostas; figura f mostra imagem com DAPI e FITC sobrepostas. a, C, €, g, i
coloragao DAPI. Setas apontam sitios de DNAr 45S menores e mais fracos. Cabecas de seta
em h apontam par cromossomico com dois sitios de DNAr 458 terminais Barra corresponde a

10 pm.



Marcon, A B Citotaxonomia de pteridéfitas heterosporadas ocorrentes no nordeste brasileiro 91

4.3 Manuscrito 3

Citogenética molecular de pteridéfitas 11. Padrao de fosforilagao da

histona H3

Manuscrito a ser submetido a revista Plant Systematics and Evolution
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Citogenetica molecular de pteridofitas 11. Padrao de fosforilagéo

da histona H3

A.B.Marcon e M.Guerra

Departamento de Botanica, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil

Resumo: A fosforilagdo da histona H3 em cromossomos mitdticos € meioticos parece ser um
dos mecanismos fundamentais no controle do ciclo nuclear de todos os eucariotas. Entretanto,
o padrdo de fosforilagdo da H3 ¢ conhecido apenas em alguns animais e angiospermas. No
presente trabalho foi feita a imunocoloragdo indireta com um anticorpo que reconhece a
histona H3 fosforilada na serina 10 em quatro espécies de pteridofitas, com o objetivo de
verificar se o padrdo de fosforilacdo nas pteridofitas se assemelha ao padrao dominante nas
angiospermas. Para isso, foi analisado o padrdo de fosforilacdo da H3 durante a mitose de trés
espécies de pteridofitas heterosporadas (Selaginella willdenowii, Marsilea deflexa e
Regnellidium diphyllum) e em mitose ¢ meiose de uma espécie homosporada (Acrostichum
danaeifolium). Em todas as células mitoticas, foi visto um inicio de fosforilagdo a partir de
profase final — prometafase, estendendo-se até anafase inicial e desaparecendo em anéfase
final, enquanto na intérfase e nas demais fases ndo foi observado nenhum indicio de
marcagdo. Em mitose, as regides centroméricas e pericentroméricas dos cromossomos de
todas as espécies se mostraram fortemente marcadas, enquanto os bragcos cromossdmicos
apareceram ndo-marcados ou muito fracamente marcados. Nas células meiodticas de A.
danaeifolium, a fosforilagdo comegou a ser observada apenas a partir de diploteno final até a

anafase I, sendo mais ou menos igualmente intensa ao longo de toda extensdo dos
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cromossomos. Em metafase II, entretanto, apenas a regido terminal, provavelmente
pericentromérica, mostrou-se corada, persistindo esse padrao até a anafase I, e desaparecendo
na teléfase II. O padrdo observado nas pteridéfitas se mostrou similar ao encontrado nas
angiospermas com cromossomos monocéntricos, tanto em células mitdticas quanto meioticas.
Esse padrao difere claramente do existente em plantas com cromossomos holocéntricos e em
animais e sugere que a diferenciagdo quanto ao padrdo de fosforilagdo de plantas e animais

tenha surgido no inicio da separagdo desses grupos.

Palavras-chave: imunocoloragio, fosforilagdo da histona H3, pteridofitas, mitose, meiose

Até recentemente, os ciclos mitdtico e meidtico eram discutidos apenas no nivel citologico e
de um ponto de vista mecanicista. Uma série de técnicas recentes, incluindo a fusdo da
proteina fluorescente verde (“green fluorescent protein”) com proteinas nucleolares e com
tubulinas do aparelho do fuso e o desenvolvimento de novos anticorpos para diversas
proteinas nucleolares, t€ém revolucionado a compreensdo desse mecanismo e o entendimento
do controle dos ciclos nucleares (veja Swedlow e Hirano 2003).

No processo de condensagdo cromossomica, tanto na mitose quanto na meiose, ocorrem
alteracdes importantes na estrutura de algumas histonas, das quais a mais conhecida ¢ a
fosforilagdo da histona H3 na serina-10. O mecanismo de atuacdo da fosforilagdo na
condensagdo do filamento de DNA ndo estd esclarecido, mas o modelo mais aceito propde
que a fosforilacdo da serina-10 da H3 reduziria a interagdo DNA-histona promovendo uma
descondensagdo local da cromatina, o que facilitaria a ligagdo com outros fatores de
condensagdo, como a topoisomerase II e a condensina (Hendzel et al. 1997; Wei et al. 1998).

Em células de mamiferos o processo de fosforilagdo da H3 parece ter inicio no final da fase
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G2, estendendo-se até a anafase, acompanhando a condensagdo da cromatina (Hendzel et al.
1997). Resultado semelhante foi observado no micronicleo do protozoario Tetrahymena
termophila (Wei et al. 1998) e em células somaticas de plantas, como centeio, cevada, Vicia
faba, trigo e milho (Houben et al. 1999; Kaszas e Cande 2000). Contudo, a relagdo entre
fosforilacdo e condensag¢do pode ndo ser universal. Manzanero et al. (2000), por exemplo,
propdem que a fosforilagdo da histona H3 em plantas pode estar relacionada principalmente a
coesao das cromatides-irmas.

Embora a fosforilagdo da H3 seja um fendmeno bem conservado entre os eucariotos,
algumas diferencas foram observadas entre cromossomos mitoticos de animais e de vegetais e
entre a primeira e a segunda divisdo meiotica. Em células mitéticas de animais, a fosforilagao
inicia-se nas regides pericentroméricas dos cromossomos ¢ acompanha a condensacdo da
cromatina ao longo de toda a sua extensdo, resultando em cromossomos mitéticos completa e
uniformemente fosforilados (Hendzel et al. 1997; Manzanero et al. 2000). Nas mitoses dos
vegetais, entretanto, somente a regido pericentromérica aparece fosforilada, ficando o restante
dos cromossomos fracamente fosforilado ou ndo fosforilado (Houben et al. 1999) Durante a
meiose I dos vegetais, todos os cromossomos se mostram inteiramente fosforilados enquanto
que na meiose II a fosforilagdo ocorre apenas nas regides pericentroméricas. Ao contrario, nos
animais, tanto na meiose I quanto II, todo o cromossomo ¢ fosforilado (Manzanero et al.
2000; Kaszas e Cande 2000).

Embora a fosforilagdo da histona H3 e a condensagdo cromossomica sejam fendmenos
claramente relacionados, parece ndo haver uma relagao causal entre ambos. Cobb et al. (1999)
concluiram que em espermatdcitos de camundongos a fosforilagdo da H3 pode ser necessaria
para a condensagcdo dos cromossomos meidticos, mas nao seria suficiente. Em plantas, a
fosforilagdo da H3 parece estar mais relacionada a coesdo das cromatides-irmas que a

condensagdo cromossomica, em ambas as divisdes meiodticas. Nesse caso, a fosforilagdo
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poderia promover a coesdo entre as cromatides-irmas estabilizando a ligagao da coesina com a
cromatina durante a metafase, e ainda, poderia preparar os cromossomos para a destruicao da
coesina na transicdo da metafase para a anafase (Kaszas e Cande 2000, Swedlow e Hirano
2003).

Embora as diferencas com respeito a fosforilagdo da H3 entre os cromossomos dos
animais e plantas até agora investigados paregam claras, ndo se sabe se esse comportamento
se aplica igualmente a todos os vegetais ou a todos os animais. Em alguns casos, a
organizagdo molecular tem mostrado diferencas importantes dentro de determinados grupos.
Por exemplo, a seqiiéncia telomérica encontrada em Arabidopsis thaliana pareceu
inicialmente hibridizar nos telomeros de todas as plantas (Cox et al. 1993, Fuchs et al. 1995).
Entretanto, Pich et al. (1996) observaram que essa seqiiéncia era ausente em cebola e
posteriormente foi visto que estava ausente também em varias familias relacionadas as
Alliaceae e em algumas outras angiospermas (Adams et al. 2000, Sykorova et al. 2003). Por
outro lado, nas gimnospermas essa seqiiéncia tem sido também encontrada fora dos telomeros
(Kondo e Tagashira 1998, Hizume et al. 2000). Em relag¢do a fosforilagdo da histona H3, a
unica variagdo conhecida em plantas foi reportada por Gernand et al. (2003) em cromossomos
holocéntricos de Luzula luzuloides. Nessa espécie, a fosforilagdo dos cromossomos ocorre
uniformemente em toda a sua extensdo, ndo sendo restrita a regido pericentromérica como
visto em outras plantas. Afora as angiospermas, nenhum outro grupo de plantas foi
investigado quanto ao processo de fosforilagdo da histona H3. No presente trabalho,
procurou-se investigar o padrao de fosforilagdo da histona H3 nos cromossomos mitoticos de
quatro espécies de pteridofitas e ainda em cromossomos meidticos de uma pteridofita
homosporada, visando verificar se o comportamento citomolecular dos cromossomos desse

grupo se assemelha ao das angiospermas estudadas.
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Material e Métodos

Foram analisados os cromossomos de uma espécie de pteridofita homosporada (Acrostichum
danaeifolium Langsd. & Fisch) e trés espécies de pteridofitas heterosporadas [(Selaginella
willdenowii (Desv. ex Poiret) Baker, Marsilea deflexa A. Braun e Regnellidium diphylum
Lindm.]. As exsicatas das espécies investigadas se encontram depositadas nos herbarios UFP
e HASU.

Para a analise mitotica, raizes de A. danaeifolium e R. diphyllum e brotos foliares de S.
willdenowii e M. deflexa foram pré-tratados em 8-hidroxiquinoleina por 20-24 h, dependendo
da espécie, e posteriormente fixadas, ou entdo, diretamente fixadas sem pré-tratamento. Para a
analise meidtica em A. danaeifolium, esporangios jovens foram fixados diretamente. A
fixagdo foi feita em paraformaldeido 4% (em PBS) por 45 min. Em seguida, o material foi
lavado por 40 min em PBS, digerido em uma mistura de celulase 2%-pectinase 20% a 37 °C
por 4-7 h, novamente lavado em PBS (15 min) e esmagado em PBS. As laminulas foram
retiradas em nitrogénio liquido e as laminas deixadas secar ao ar. Depois de secas, as laminas
foram coradas com DAPI 2ul/ml em PBS, e selecionadas quanto a qualidade da lamina e a
presenca de células em divisdo, no microscopio de luz ultravioleta. Testes anteriores
mostraram que apos a retirada da laminula, as ldminas podem ser secadas e coradas com
DAPI, antes do uso dos anticorpos, sem que isso afete a reacdo de imunocoloragio (ver
também Giménez-Abian et al. 1997).

Para a imunocolorag¢do [(de acordo com Manzanero et al. (2000)], primeiramente as
laminas foram lavadas em PBS e encubadas em BSA 3%, Triton X100 0,1% em PBS a
temperatura ambiente, por 10 min. Em seguida, foi colocado o anticorpo produzido em coelho
que reconhece a H3 fosforilada na serina-10 (anti-phospho-histone H3 Upstate), diluido 1:300

em BSA 3%, Triton X100 0,1% em PBS e encubadas por 12 h a 4°C. Posteriormente, as
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laminas foram lavadas em PBS por 15 min e colocado o anticorpo IgG-FITC anti-coelho
(Sigma), diluido 1:60 em BSA 3%, Triton X100 0,1% em PBS por 3 h a temperatura
ambiente. Depois as laminas foram novamente lavadas em PBS por 15 min, coradas com
DAPI 2pug/ml e montadas em Vectashield. As melhores células foram capturadas com uma
camera CCD Cohu acoplada a um microscopio Leica DMLB, utilizando o programa Q-FISH,

Leica. A prancha foi confeccionada com o auxilio do programa Adobe Photoshop 6.0.

Resultados e Discussao

Em todos os materiais investigados, o citoplasma tornou-se relativamente rigido apos a
fixacdo com paraformaldeido 4%, comparando com os mesmos materiais fixados com Carnoy
(3:1) em trabalhos anteriores (Marcon et al. 2003; Marcon et al. em preparagdo). Isso parece
ter impedido um bom espalhamento dos cromossomos, mesmo em células pré-tratadas, como
as da Fig. 1a e 1j. Um padrao temporal (ao longo do ciclo mitotico) e espacial (ao longo dos
cromossomos) de fosforilagdo da H3, foi claramente observado em todas as espécies.

Na pteridofita homosporada A. danaeifolium, que possui cromossomos relativamente
grandes, quase todos acrocéntricos (Marcon et al. 2003), a marcacdo foi quase sempre
proxima a uma das extremidades terminais de cada cromossomo, coincidindo com a posi¢ao
do centromero. A Fig. la-c mostra uma metafase pré-tratada onde se vé a localizacdo do
centromero de alguns cromossomos e a marcagdo com o anti-H3 fosforilada. Observa-se que
o sinal de FITC/anti-H3 parece revestir a parte proximal do brago curto e do brago longo,
correspondendo a regido pericentromérica. Além dessa marcag¢do forte e brilhante, uma
marcagdo muito fraca e difusa, visivel apenas com uma sobre-exposicao fotografica, foi

detectada ao longo de todos os cromossomos. Nos nucleos interfasicos e nas préfases iniciais
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ndo houve nenhum sinal de fosforilagdo, comegando a ser percebido pontos corados na
profase final e prometafase. Na anafase inicial a marcagdo pericentromérica ainda era bem
visivel, entretanto, parecia menor e menos brilhante que na metafase (Fig 1d-f),
desaparecendo completamente na anafase final e telofase.

Em R. diphyllum, a espécie heterosporada com os maiores cromossomos desta amostra,
apareceram marcagdes fortes e brilhantes em células prometafasicas ¢ metafasicas. O
cariotipo desta espécie ¢ formado em sua maioria por cromossomos subtelocéntricos
(Kuriachan 1994) e um destes pode ser observado isolado na Fig 1g-i. Nesta metafase sem
pré-tratamento, a marcagao com anti-H3 fosforilada coincide com a regido pericentromérica,
alcangando quase todo o braco curto. Nesta espécie, uma fraca marcagdo também pdde ser
visualisada ao longo de todos os cromossomos.

Nas outras duas espécies heterosporadas, S. willdenowii (Fig. 1j-0) e M. deflexa (Fig. 1p,
q), a marcagdo com anti-H3 fosforilada pareceu também mais forte nas regides
pericentroméricas de todos os cromossomos, sendo visivel a partir da profase final até a
anafase inicial. Em S. willdenowii, que apresenta cromossomos bem pequenos, variando de
1,4 a 2,5 um (Marcon et al., in press), o sinal da H3 fosforilada parece ocorrer na regido do
centromero, ocupando, em alguns cromossomos, também o brago curto. A figura 1j-o mostra
o tamanho dessas regides marcadas em metafase (1j-1) e em préfase (Im-o). Schroeder-Reiter
et al. (2003) demonstraram em células de cevada, por microscopia eletronica de varredura,
utilizando imunodetecg¢do da H3 fosforilada conjugada com particulas Nanogold, que a regiao
centromérica propriamente marca apenas na prometafase, ficando a marcagdo nos demais
estagios, restrita a regido pericentromérica.

Em células meioticas de A. danaeifolium, o sinal da fosforilagdo da H3 comegou a ser
observado na fase de diploteno final, aparecendo os cromossomos corados em toda sua

extensdo (Fig. 1r, s). Nestas células observou-se uma regido corada um pouco mais forte, que
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correspondia a regido terminal do cromossomo, provavelmente englobando o centrémero e
regides adjacentes. Essa marcacdo foi observada até metafase I, ndo tendo sido possivel
observar se os sinais persistiam até anafase e telofase I devido a pequena quantidade de
células nestas fases. Em metafase II, foram observados pequenos pontos corados, mas nao foi
possivel comprovar se esses pontos correspondiam as regides pericentroméricas. Estes sinais
persistiram até anafase II, desaparecendo em teldfase II. Portanto, o padrao de fosforilagdo da
H3 em células meidticas das pteridofitas parece repetir o mesmo padrao observado em células
meidticas de outras plantas com cromossomos monocéntricos, com marcagao generalizada
por todo o cromossomo na meiose I e localizada na regido pericentromérica na meiose II
(Manzanero et al. 2000). Este padrao de fosforilagdo difere daquele encontrado na meiose de
animais ¢ de plantas com cromossomos holocéntricos, em que tanto na meiose I quanto na
meiose Il a histona H3 aparece fosforilada em toda a extensdo do cromossomo (Cobb et
al.1999, Gernand et al. 2003).

As pteridéfitas homosporadas geralmente apresentam cromossomos muito densos e
fortemente corados e nucleos interfasicos eurreticulados, com uma estrutura de cromatina
caracteristicamente densa e homogénea (Delay 1949). As pteridofitas heterosporadas, por
outro lado, embora muito divergentes filogeneticamente (ver, por exemplo, Pryer et al. 2001),
tétm uma estrutura cromossomica ¢ de nucleos interfasicos mais semelhante a das
angiospermas, possuindo cromossomos menores € com regides cromossomicas mais densas e
menos densas, apresentando nucleos interfasicos geralmente menos densos e com
cromocentros bem distintos (ver, por exemplo, Walker 1984, Takamiya 1993). Embora o
conhecimento da organizacdo molecular dos cromossomos de pteridéfitas seja ainda muito
incipiente, os poucos dados existentes sobre distribuicao de sitios de DNAr (Kawakami et al.
1999, McGrath e Hickok 1999, Marcon et al. 2003), retrotransposons (Brandes et al. 1997) e

DNA telomérico (Fuchs e Schubert 1996, Marcon et al. em preparagdo) sugerem ndo haver
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diferenca entre a organizacdo molecular geral das pteridofitas e das angiospermas. A
ocorréncia de diferentes padroes de fosforilagdo em plantas com cromossomos monocéntricos
por um lado, e em animais e plantas com cromossomos holocéntricos por outro, sugere que a
condicdo “fosforilacdo generalizada” dos ultimos seja o padrio original dos eucariotas. A
condicdo “fosforilagdo localizada™ parece ter surgido posteriormente na evolugdo do controle
mitotico das plantas, revertendo para a condi¢do original nos grupos com Cromossomos
holocéntricos, como em Luzula (Gernand et al. 2003) e Rhynchospora (Guerra, dados nao
publicados). A ocorréncia de fosforilacdo difusa também na meiose I de plantas com
cromossomos monocéntricos observada em pteridofitas e em angiospermas (Kaszas e Cande
2000, Manzanero et al. 2000), reforca essa suposi¢ao de que esse seja o padrao ancestral dos
eucariotas.

O presente trabalho confirma que qualquer que seja o papel da fosforilagao da histona H3
no ciclo mitdtico, esse mecanismo parece ser universal e aparentemente se aplica igualmente
bem as pteridofitas, independente de pardmetros como tamanho e densidade de seus
cromossomos. A razdo para a ocorréncia de uma variante deste padrdo, observada em
cromossomos mitoticos holocéntricos de vegetais e em monocéntricos de animais permanece
inexplicada. Estudos adicionais com outras proteinas distribuidas diferencialmente na regiao
centromérica/pericentromérica, como a CENH3 e a topoisomerase II (Swedlow e¢ Hirano
2003) poderao ajudar a entender o papel desses diferentes padroes de fosforilagdo da histona

H3.

Os autores agradecem a Carlos Rodrigo Lehn (UNISINOS), pela coleta de Regnellidium

diphyllum analisada neste trabalho, ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e



Marcon, A B Citotaxonomia de pteridéfitas heterosporadas ocorrentes no nordeste brasileiro 101

Tecnolégico (CNPq) e a Fundagdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco

(FACEPE) pelo suporte financeiro.

Referéncias

Adams S. P., Leitch I. J., Bennett M. D., Leitch A. R. (2000) Aloe L. — a second plant family
without (TTTAGGG), telomeres. Chromosoma 109: 201-205.

Brandes A., Heslop-Harrison J. S., Kamm A., Kubis S., Doudrick R. L., Schmidt T. (1997)
Comparative analysis of the chromosomal and genomic organization of Tyl-copia like
retrotransposons in pteridophytes, gymnosperms and angiosperms. Plant Mol. Biol. 33:
11-21.

Cobb J., Miyaike M., Kikuchi A., Handel M. A. (1999) Meiotic events at the centromeric
heterochromatin: histone H3 phosphorylation, topoisomerase Ila localization and
chromosome condensation. Chromosoma 108: 412—425.

Cox A. V., Bennett S. T., Parokonny A. S., Kenton A., Callimassia M. A., Bennett M. D.
(1993) Comparison of plant telomere locations using a PCR-generated synthetic probe.
Ann. Bot. 72: 239-247.

Delay C. (1949) Recherches sur la structure des noyauxquiescents chez les phanérogames.
Rev. Cytol. Cytophysiol. Veg. 10: 103-228.

Fuchs J., Brandes A., Schubert 1. (1995) Telomere sequence localization and karyotype
evolution in higher plants. Plant Syst. Evol. 196: 227-241.

Fuchs J., Schubert 1. (1996) Arabidopsis-type telomere sequences on chromosome termini of

Selaginella martensii Spring (Pteridophyta). Biol. Zent. bl. 115: 260-265.



Marcon, A B Citotaxonomia de pteridéfitas heterosporadas ocorrentes no nordeste brasileiro 102

Gernand D., Demidov D., Houben A. (2003) The temporal and spatial pattern of histone H3
phosphorilation at serine 28 and serine 10 is similar in plants but differs between mono-
and polycentric chromosomes. Cytogenet. Genome Res. 101: 172-176.

Giménez-Abian M. 1., Giménez-Martin G., Navarrete M. H., De la Torre C. (1997)
Microtubular structures developed in response to acarbamate herbicide in plant mitosis.
Protoplasma 200: 65-70.

Hendzel M. J., Wei Y., Mancini M. A., Hooser A. V., Ranalli T., Brinkley B. R., Bazett-Jones
D. P., Allis C. D. (1997) Mitosis-specific phosphorylation of histone H3 initiates primarily
within pericentromeric heterochromatin during G2 and spreads in an ordered fashion
coincident with mitotic chromosome condensation. Chromosoma 106: 348-360.

Hizume M., Shibata F., Matsusaki Y., Kondo T. (2000) Chromosomal localization of
telomere sequence repeats in five gymnosperm species. Chrom. Sci. 4: 3942,

Houben A., Wako T., Furushima-Shimogawara R., Presting G., Kiinzel G., Schubert I., Fukui
K. (1999) The cell cycle dependent phosphorylation of histona H3 is correlated with the
condensation of plant mitotic chromosomes. Plant J. 18: 675-679.

Kaszas E., Cande W. Z. (2000) Phosphorilation of histone H3 is correlated with changes in
the maintenance of sister chromatid cohesion during meiosis in maize, rather than the
condensation of the chromatin. J. Cell Sci. 113: 3217-3226.

Kawakami S. M., Kondo K., Kawakami S. (1999) Analysis of nucleolar organizer
constitution by fluorescent in situ hybridization (FISH) in diploid and artificially produced
haploid sporophytes of the fern Osmunda japonica (Osmundaceae). Plant Syst. Evol. 216:
325-331.

Kondo K., Tagashira N. (1998) Regions in situ-hybridized by the Arabidopsis-type telomere
sequence repeats in Zamia chromosomes. Chrom. Sci. 2: 87-89.

Kuriachan P. 1. (1994) Karyotype of Regnellidium diphyllum Lindm. Caryologia 47: 311-314.



Marcon, A B Citotaxonomia de pteridéfitas heterosporadas ocorrentes no nordeste brasileiro 103

McGrath J. M., Hickok L. G. (1999). Multiple ribosomal RNA gene loci in the genome of the
homosporous fern Ceratopteris richardii. Canad. J. Bot. 77: 1199-1202.

Manzanero S., Arana P., Puertas M. J., Houben A. (2000) The chromosomal distribution of
phosphorilated histone H3 differs between plants and animals at meiosis. Chromosoma
109: 308-317.

Marcon A. B., Barros I. C. L., Guerra M. (2003) A karyotype comparison between two
closely related Acrostichum L. (Pteridaceae) species. Amer. Fern J. 93: 116-125.

Marcon A. B., Barros I. C. L., Guerra M. Variation in chromosome number, CMA bands and
45S rDNA sites in species of Selaginella P. Beauv. (Pteridophyta). Ann Bot: in press

Pich U., Fuchs J., Schubert I. (1996) How do Alliaceae stabilize their chromosomes ends in
the absence of TTTAGGG sequences? Chromosome Res. 4: 207-213.

Pryer K. M., Schneider H., Smith A. R., Cranfill R., Wolf P. G., Hunt J. S., Sipes S. D. (2001)
Horsetails and ferns are a monophyletic group and the closest relatives to seed plants.
Nature 409: 618-621.

Schroeder-Reiter E., Houben, A., Wanner, G. (2003) Immunogold lebeling of chromosomes
for scanning electron microscopy: A closer look at phosphorylated histone H3 in mitotic
metaphase chromosomes of Hordeum vulgare. Chromosome Res. 11: 585-596.

Swedlow J. R., Hirano T. (2003) The making of the mitotic chromosome: modern insights
into classical questions. Mol. Cell 11: 557-569.

Sykorova E., Lim K. Y., Chase M. W., Knapp S., Leitch 1. J., Leitch A. R., Fajkus J. (2003)
The absence of Arabidopsis-type telomeres in Cestrum and closely related genera Vestia
and Sessea (Solanaceae): first evidence from eudicots. Plant J. 34: 283-291.

Takamiya M. (1993) Comparative karyomorphology and interrelationships of Selaginella in

Japan. J. Plant Res. 106: 149-166.



Marcon, A B Citotaxonomia de pteridéfitas heterosporadas ocorrentes no nordeste brasileiro 104

Walker T. G. (1984) Chromosomes and evolution in pteridophyte. In: Sharma A. K., Sharma
A. (eds.) Chromosome Evolution of Eukaryotic Groups II. CRC Press, Boca Raton, pp.
103-141.

Wei Y., Mizzen C. A., Cook R. G., Gorovsky M. A., Allis C. D. (1998) Phosphorylation of
histone H3 at serine 10 is correlated with chromosome condensation during mitosis and

meiosis in Tetrahymena. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 7480-7484.



Marcon, A B Citotaxonomia de pteridéfitas heterosporadas ocorrentes no nordeste brasileiro 105

Fig. 1. Imunocoloracdo para detec¢do da H3 fosforilada em células mitéticas (a-q) e
meiodticas (r e S) de espécies de pteridofitas. a — f, Acrostichum danaeifolium; g — i,
Regnellidium diphyllum; j — o, Selaginella willdenowii; p e q, Marsilea deflexa, mostrando
marcagdo na regido pericentromérica dos cromossomos corados com FITC (b, e, h, k, n e ).
Note nestas células, uma leve marcagdo ao longo dos cromossomos. r ¢ s, A. danaeifolium
(célula em diploteno final), mostrando marcagdo ao longo dos cromossomos corados com
FITC (r). Células em a, d, g, j, m, p e I, estdo coradas com DAPIeem ¢, f, i, | € 0, mostram
sobreposi¢do DAPI/FITC. Seta em a mostra com detalhe a regido centromérica, apontando
em C a marcagao referente a fosforilagao nessa regido. Setas em r mostram uma marcagao um
pouco mais forte na regido centromérica. Barra representa 10 pm.
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5 CONCLUSOES

5.1 A poliploidia mostra ser bem comum entre as espécies de Salvinia (S. auriculata e S.
minima) e Isoetes (I. panamensis) ocorrentes no nordeste do Brasil. Entretanto, entre as
espécies dos géneros Selaginella, Marsilea, Regnellidium e Azolla, somente individuos

diploides foram observados.

5.2 Em todas as espécies analisadas parece haver uma predomindncia de cromossomos com
morfologia metacéntrica e submetacéntrica. Essa caracteristica difere das homosporadas, que
apresentam uma maior quantidade de cromossomos com morfologia acrocéntrica e

telocéntrica.

5.3 As pteridofitas heterosporadas confirmam possuir uma maior diversidade de nucleos

interfasicos em relacdo as homosporadas, se assemelhando, nesse aspecto, as angiospermas.

5.4 A variabilidade de nimero e tamanho cromossomico ¢ a diferenca no nimero de sitios de
DNAr 45S observadas entre as espécies de Selaginella, contribuiram com a idéia de que os
nimeros bésicos reconhecidos para o género (x=7, 8, 9, 10, 11 e 12) tenham surgido duas ou

mais vezes, através de disploidia, dentro de cada subgénero.

5.5 A marcacgdo da seqiiéncia telomérica (TTTAGGG), em todos os teldomeros da espécie S.

willdenowii, mostra sua conservagdo mesmo entre grupos vegetais evolutivamente distantes.
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5.6 Os resultados sugerem que, com relacao as seqiiéncias de DNAr 45S e telomérica, os
cromossomos das pteridofitas ndo diferem do comumente encontrado nas angiospermas.
Entretanto, a coloracdo com os fluorocromos CMA e DAPI parece indicar uma diferenca

significativa na composi¢ao de pares de base AT ou GC nos cromossomos das pteridofitas.

5.7  As espécies heterosporadas mostraram que, apesar de apresentarem numeros
cromossomicos menores com relagdo as homosporadas, apresentaram maior quantidade de
sitios de DNAr 45S. Essa diferenga pode estar relacionada a suposta natureza paleopolipléide
da maioria das pteridéfitas homosporadas atuais, que tendem a “diploidizar” o genoma através
do silenciamento de genes duplicados. Esse silenciamento seria seguido de mutagdo e
homogeneizag¢do de seqiiéncias (evolu¢do em concerto) ou dele¢do, o que levaria a perda

completa da identidade dessas seqiiéncias.

5.8 A imunodeteccdo da histona H3 fosforilada em representantes de pteridofitas
homosporadas e heterosporadas mostrou se aplicar bem a este grupo, que apresentou
comportamento semelhante as angiospermas, tanto no ciclo mitdtico quanto meiotico,

percebendo-se a universalidade desse mecanismo.
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6 RESUMO

Representantes de pteridofitas heterosporadas pertencentes aos géneros Selaginella,
Isoetes, Marsilea, Regnellidium, Salvinia ¢ Azolla foram analisadas citogeneticamente com
relacdo ao nimero cromossOmico, estrutura dos nucleos interfasicos, padrdo de bandas
heterocromaticas e fosforilagdo da histona H3. Os ntimeros cromossdmicos encontrados nas
espécies de Selaginella foram 2n=18, 20 ¢ 24, em Isoetes, 2n=20 ¢ 44, em Marsilea, 2n=40,
em Regnellidium, 2n=ca.40, em Salvinia, 2n=45 ¢ ca. 63 e em Azolla, 2n=44, confirmando
contagens ja existentes para algumas espécies e a ocorréncia de polipldides entre as espécies
de Salvinia e Isoetes. Dentre as espécies analisadas, em trés foi verificada a ocorréncia de
contagens inéditas. Os ntcleos interfasicos variaram de arreticulado em Azolla caroliniana,
semi-reticulado nas demais espécies de Azolla, Selaginella, Marsilea ¢ Regnellidium a
reticulado em Salvinia e Isoetes. A coloragdo com fluorocromos mostrou a presenga de
bandas CMA'/DAPI” em um padrio diferenciado nas espécies analisadas. Bandas
CMA"/DAPI" foram observadas somente em Salvinia minima. Foi verificada a relagio das
bandas CMA" com os sitios de DNAr 458, entretanto, essa relacdo ndo foi observada em
algumas bandas intercalares e terminais, indicando a presenca de heterocromatina rica em GC
independente da seqiiéncia de DNAr 45S. Entre as espécies de Selaginella, os dados
citoloégicos obtidos neste trabalho concordaram com estudos morfologicos, anatomicos e
paleoboténicos, de que x=9 ¢ o niimero basico do género, gerando por disploidia, os demais
nimeros encontrados. Essa disploidia teria ocorrido repetidamente dentro de cada subgénero.
A hibridiza¢do com a seqiiéncia telomérica (TTTAGGGQG),, encontrada em angiospermas e

gimnospermas, mostrou marcagdo em todos os telomeros de S. willdenowii, demonstrando a
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conservagao dessa seqiiéncia mesmo entre grupos de plantas evolutivamente distantes. A
imunocoloragdo para a deteccdo da histona H3 fosforilada no ciclo mitético de espécies
homosporadas e heterosporadas, mostrou uma forte fosforilagdo na regido pericentromérica
dos cromossomos. No ciclo meiotico, foi verificada a fosforilagdo da histona H3 ao longo de
toda a extensdo cromossdmica em meiose [, enquanto na meiose II, essa se limitou
principalmente a regido pericentromérica. Estes resultados concordaram com o padrao obtido
em espécies monocéntricas de angiospermas, indicando ser esse um fendmeno conservado em

outros grupos vegetais, apesar da divergéncia em relagdo ao padrdo observado em animais.
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{ ABSTRACT

Heterosporous pteridophyte species belonging to the genera Selaginella, Isoetes,
Marsilea, Regnellidium, Salvinia and Azolla were analyzed cytogenetically in respect to
chromosome number, interphase nuclear structure, heterochromatin organization and
phosphorylation of histone H3. The chromosome numbers found in Selaginella species were
2n=18, 20 and 24, in Isoetes, 2n=20 and 44, in Marsilea, 2n=40, in Regnellidium, 2n=ca.40,
in Salvinia, 2n=45 and ca. 63 and in Azolla, 2n=44, corroborating previous counts for some
species and the occurrence of polyploidy in Salvinia and Isoetes. Furthermore, chromosome
numbers of three species were determined for the first time. The interphase nuclei varied from
arreticulated in Azolla caroliniana, semi-reticulated in Selaginella, Marsilea, Regnellidium
and Azolla species, to reticulated in Salvinia and Isoetes species. Fluorochrome staining
revealed the presence of CMA'/DAPI” bands in all taxa, although its distribution pattern
differed among the analysed species. CMA/DAPI" bands were observed only in Salvinia
minima. A correlation between some CMA" bands and the 45S rDNA sites was observed,
however, others intercalary and terminal bands were not associated to rDNA sites, indicating
the existence of other GC-rich sequences in the heterochromatin. The present cytological data
for Selaginella corroborated previous morphological, anatomical and paleobotanical analyses
that suggested x=9 as the basic number of the genus and the repeatedly occurrence of
dysploidy in different evolutionary lines. In situ hybridization using the telomeric sequence
(TTTAGGG),, which has been detected in angiosperms and gymnosperms, clearly labeled all
S. willdenowii telomeres. This result demonstrated the conservation of that sequence even

among distantly related plant groups. Immunostaing with a specific antibody against
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phosphorylated histone H3 at serine-10 in homosporous and heterosporous pteridophytes
detected phosphorylation of H3 mostly in the pericentromeric regions of the chromosomes
during mitosis. In the first meiotic division, phosphorylation was observed along the entire
length of all chromosomes, and in meiose II, it was restricted mostly to the pericentromeric
regions. These results agreed with the pattern observed in monocentric species of

angiosperms, suggesting that this is a conserved feature of plant chromosomes.
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8 ANEXOS
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Preparing an Accepted Paper for Production

On final acceptance of a suitably revised article, the corresponding author is informed by e-mail and asked
to prepare an electronic version suitable for production purposes (see below) and also asked to complete a
Licence to Publish Form (see Formal Statement). In addition, authors will be asked to prepare a 60-
word summary of their paper and attach an accompanying ‘thumbnail’ illustration, in colour. Both will be

used in the ContentSnapshots feature that appears in the front of each issue.

For production purposes, the corresponding author is asked to supply an electronic version on disc
(floppy, CD-ROM or Zip disc) within one week of final acceptance. Discs should be posted to: Annals of
Botany Editorial Office, School of Biological Sciences, University of Bristol, Woodland Road, Bristol
BS8 1UG, UK. Alternatively, the paper may also be sent as an e-mail attachment to annals-

botany@bristol.ac.uk provided the attachment is smaller than 5 MB. A hard copy of each figure should

also be sent to the Editorial Office to ensure that electronic images are reproduced accurately.

Text and tables should be in the form of a PC-readable Microsoft Word or RTF file. Use of other word
processing packages may delay publication. Unfortunately, desktop publishing files and LaTeX files

cannot be used for production. Please use Times New Roman or Courier. Text, figure legends and all
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tables should be collected together in one file.

Image files should be saved separately for each figure or plate. Black and white line drawings and graphs
should be supplied as 1200 dpi Encapsulated PostScript (EPS) or TIFF files. For continuous tone images,
please supply as TIFF, JPG or GIF files at 300 dpi (or 600 dpi if the image is a mix of pictures and text
and/or has thin lines). Colour figures should be in CMYK. Each file should be identified with the allocated
manuscript number and an appropriate descriptor (e.g. 03-521fig2.jpg). All images should be submitted at
approximately the size they would appear in the Journal after any surrounding space has been removed.
Figures containing several parts should be consolidated into one file wherever possible. Scaling, sizing
and cropping are best carried out within image handling programs such as Adobe PhotoShop or Corel
PhotoPaint. Please do not supply photpgraphic images as PowerPoint files as these are generally of poor
resolution. PowerPoint may be used to illustrate the layout and labelling of such figures, but separate

TIFF, JPG or GIF files should be supplied as detailed above.

Pictures on the front cover. Authors of accepted papers are invited to submit a colour photograph or
diagram for possible display on the front cover along with a short description summarizing the subject (30
words max.). 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 should preferably be sent in
electronic form as a TIFF, JPG or GIF file at 300 dpi. However, prints or transparencies (returnable) are
also acceptable provided they are of scannable quality. Authors of selected material will receive a copy of

the cover illustration and a complimentary copy of the relevant issue of the Journal.

Production and Publication

On receipt of a satisfactory production version, the title of the paper, authorship and hot-linked e-mail
address of the corresponding author will be posted on the Annals of Botany web site under

AOBFirstAlert. This is readily accessible from the Journal’s home page (http://www.aob.oupjournals.org)

by both subscribers and non-subscribers.

Authors will receive PDF proofs by e-mail attachment approximately 4-6 weeks after acceptance.
Corrected proofs should be returned within 24 h. Adobe Acrobat Reader will be needed to read the PDF

proof and is downloadable without charge from: http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html.

Authors should pay special attention to equations and figures since these are usually re-keyed or re-

drawn by the publisher.

At this stage, authors will be invited to order reprints and extra single copies of the issue in which the
article will appear. Reprints may be ordered in paper form, as a unique URL that gives access to the

Journal’s PDF file of their article, or in a combination of these forms.
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Publication and printing process

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

printed on each paper when published in its final form.

The corresponding author will receive a free copy of the printed issue in which their paper appears
together with 100 free printed copies of their article or a free URL that gives access to the article PDF.

These items are normally dispatched within seven days of publication of the printed journal.

Formal Statement

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 Form. 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 original place of publication and that

the Annals of Botany Company is notified in writing and in advance.

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 web site. This date will normally be when the paper appears in
AOBPreview. If a paper is not posted in AOBPreview, the date of publication is the date of first

appearance in a fully paginated print or electronic monthly issue.
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Legal requirements

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before (except in the form of
an abstract or as part of a published lecture, or thesis); that it is not under consideration for publication anywhere
else; that its publication has been approved by all co-authors, if any, as well as by the responsible authorities -
tacitly or explicitly - at the institute where the work has been carried out. The publisher will not be held legally
responsible should there be any claims for compensation.

The "Copyright Transfer Statement" has to be signed and faxed to the publisher together with the corrected
proofs (see below) with which it will be provided by the publisher shortly after the manuscript has been accepted
for publication.

Editorial procedure
Papers must present scientific results that are essentially new. All manuscripts are subject to peer review.

The journal publishes peer reviewed short original articles and invited reviews. Authors intending to write a review
should contact the Reviews Editor first.

Manuscripts must be written in English and sent in triplicate to an appropriate editor (addresses on page A3, A4 of
each issue). Please be sure to include your e-mail address and your fax number.

Papers are published in the following sections:

1. Cell Biology and Morphogenesis

2. Genetic Transformation and Cell Hybridization
3. Genetics and Genomics

4. Physiology and Biochemistry

5. Biotic and Abiotic Stress

To help authors to identify an appropriate editor, numbers corresponding to those in front of the topics listed
above appear next to the editors' names in the journal. When submitting a manuscript to an editor, please state
the section in which you would prefer to have your paper published (the editors' addresses and fields of expertise
can be found in every issue of the journal, and from the journal homepage.

Papers sent to the authors for revision should be returned within 60 days; otherwise they will be treated as new
submissions

All manuscripts are subject to copy editing and will, if necessary, be returned to the author(s) for questions to be
answered or for missing information to be supplied before being sent to the typesetter.

The publisher reserves the right to charge the author for any corrections in the proof that are made for purely
stylistic reasons, as well as for any changes that alter the page make-up.

Manuscript preparation

Please submit one original manuscript typed on one side of the sheet in double-line spacing with wide margins
(3.0 cm). The lines on each page of the text should be numbered to aid the reviewers. Additional copies can be
photocopied on both sides. Three sets of original figures must be submitted with the manuscript. Rejected
manuscripts will only be returned to the authors when they contain important original comments from the referees.
Original illustrations will always be returned.

The pages should be numbered consecutively, starting with the title page.

The desired position of figures and tables should be marked in the margin. Form and content should be checked
carefully to minimize the need for corrections in the proofs.

When extensive corrections are necessary, authors are responsible for having manuscripts retyped.

Title page

— The name(s) of the author(s)

— A concise and informative title

— The affiliations and addresses, including e-mail addresses of each of the authors
— The e-mail address, telephone and fax numbers of the communicating author
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Abstract
Each paper must be preceded by an abstract presenting the most important results and conclusions in no more
than 120 words.

Keywords
Three to five keywords should be supplied after the Abstracts for indexing purposes.

Abbreviations
should be defined at first mention in the abstract and again in the main body of the text and used consistently
thereatfter.

Introduction
After statement of purpose of the investigation this section should give a short review of the pertinent literature.

Materials and methods

Following the Introduction this section should provide enough information to permit repetition of the
experimental work. Citations to previously published methodology may be used, being careful to describe any
changes from the published protocol.

Results
This section should describe the outcome of the study. Data should be presented as concisely as possible,
where appropriate in the form of tables or figures. However, very large tables should be avoided.

Discussion
The results should be interpreted with reference to the significant to work by other authors.

References
The list of references should only include peer-reviewed works that are cited in the text and that have been
published or accepted for publication. Personal communications should only be mentioned in the text.

Journal titles should be abbreviated in accordance with international standards.

In the text, references should be cited by author and year (e.g. Hammer 1994; Hammer and Sjoqvist 1995;
Hammer et al. 1993) and listed in alphabetical order in the reference list.

If available, the Digital Object Identifier (DOI) of the cited literature should be added at the end of the reference
in question.

Examples:

* Journal articles:

Christey MC, Sinclair BK, Braun RH, Wyke L (1997) Regeneration of transgenic vegetable brassicas (Brassica
oleracea and B. campestris) via Ri-mediated transformation. Plant Cell Rep 16:587-593

Sarasan V, Roberts AV, Rout GR (2001). Methyl laurate and 6-benzyladenine promote the germination of
somatic embryos of a hybrid rose. Plant Cell Rep 20:183-186. DOI 10.1007/s002990000303

* Books:
Larcher W (1995) Physiological plant ecology, 3rd edn. Springer, Berlin Heidelberg New York

* Multiauthor books:

Fowke LC, Rennie PJ (1995) Botanical microtechniques for plant cultures. In: Gamborg OL, Phillips GC (eds)
Plant cell, tissue and organ culture (fundamental methods). Springer, Berlin Heidelberg New York, pp 217-228

Sl units s
should be used throughout except where non-Sl units are more common [e.qg. liter () for volume].

lllustrations and Tables

All figures (photographs, graphs or diagrams) and tables should be cited in the text, and each numbered
consecutively throughout. Figure parts should be identified by lower-case roman letters. The placement of figures
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and tables should be indicated in the left margin. For submission of figures in electronic form see below.

Line drawings
Please submit good-quality prints. The inscriptions should be clearly legible.

Half-tone illustrations
(black and white and color). Please submit well-contrasted photographic prints with the top indicated on the
back. Magnification should be indicated by scale bars.

Plates
Several figures or figure parts should be grouped in a plate on one page.

Size of figures
The figures should either match the width of the column (8.6 cm) or be 13.1 cm or 17.6 cm wide. The maximum
length is 23.6 cm.

Figure legends
must be brief, self-sufficient explanations of the illustrations. The legends should be placed at the end of the
text.

Color illustriations
The authors will be expected to make a contribution (EUR 485 or US $ 534, plus 16% VAT) towards the extra
costs of color illustration, irrespective of the number of color figures.

Tables
should have a title and a legend explaining any abbreviation used in that table. Footnotes to tables should be
indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and other statistical data).

Further technical instructions
1. Layout guidelines

Use a normal, plain font (e.g., Times Roman) for text.

Other style options:

- for textual emphasis use italic types.

- for special purposes, such as for mathematical vectors, use boldface type.

Use the automatic page numbering function to number the pages.

Do not use field functions.

For indents use tab stops or other commands, not the space bar.

Use the table functions of your word processing program, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor of your word processing program or MathType for equations.

Place any figure legends or tables at the end of the manuscript.
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Submit all figures as separate files and do not integrate them within the text.

2. lllustrations

The preferred figure formats are EPS for vector graphics exported from a drawing program and TIFF for halftone
illustrations. EPS files must always contain a preview in TIFF of the figure. The file name (one file for each figure)
should include the figure number. Figure legends should be included in the text and not in the figure file.

Scan resolution: Scanned line drawings should be digitized with a minimum resolution of 800 dpi relative to the
final figure size. For digital halftones, 300 dpi is usually sufficient.

Colour illustrations: Store colour illustrations as RGB(8 bits per channel) in TIFF format.

Vector graphics: Fonts used in the vector graphics must be included. Please do not draw with hairlines. The
minimum line width is 0.2 mm (i.e., 0.567 pt) relative to the final size.

3. Data formats
Save your file in two different formats:

RTF (Rich Text Format) or Microsoft Word compatible formats

pdf (a single pdf file including text, tables and figures)

4. General information on data delivery

Please send your data, preferably a zip file (text and illustrations in separate files, unencoded) to the Editor either:

by e-mail (only suitable for small file sizes)

or on any of the following media:

- On a diskette [you may use .tar, .zip, .gzip (.gz), .sit, and compress (.Z)]
- On a ZIP cartridge

- On a CD-ROM

In case you have not sent electronic files of your article together with the accepted version, you should send your
data, preferably a zip file (text and illustrations in separate files, unencoded) to Springer-Verlag either:

Via ftp.springer.de (to our ftp.server; log-in anonymous”; password: your e-mail address; further information in
the readme file on the server)

or by e-mail (only suitable for small volumes of data)

Please always supply the following information with your data: journal title, manuscript number, operating system,
word processing program, drawing program, image processing program, compression program.
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The file name should be memorable (e.g., author name), have no more than 8 characters, and include no accents
or special symbols. Use only the extensions that the program assigns automatically.

Electronic Supplementary Material

Electronic Supplementary Material (ESM) for a paper will be published in the electronic edition of this journal
provided the material is:

submitted in electronic form together with the manuscript

accepted after peer review

ESM may consist of:

information that cannot be printed: animations, video clips, sound recordings (use QuickTime, .avi, .mpeg,
animated GIFs, or any other common file format)

information that is more convenient in electronic form: sequences, spectral data, etc.

large quantities of original data that relate to the paper, e.g. additional tables, large numbers of illustrations
(color and black & white), etc.

Legends must be brief, self-sufficient explanations of the ESM. ESM is to be numbered and referred to as S1, S2,
etc.

After acceptance for publication, ESM will be published as received from the author in the online version only.
Reference will be given in the printed version.

Proofreading

Authors are informed by e-mail that a temporary URL has been created from which they can obtain their proofs.
Proofreading is the responsibility of the author. Authors should make their proof corrections (formal corrections
only) on a printout of the pdf file supplied, checking that the text is complete and that all figures and tables are
included. Substantial changes in content, e.g. new results, corrected values, title and authorship are not allowed
without the approval of the responsible editor. In such a case please contact the Editorial Office before returning
the proofs to the publisher. After online publication, corrections can only be made in exceptional cases and in the
form of an Erratum, which will be hyperlinked to the article.

Online First

Papers will be published online about one week after receipt of the corrected proofs. Papers published online can
already be cited by their DOI. After release of the printed version, the paper can also be cited by issue and page
numbers.

Offprints

Twenty-five offprints of each contribution are supplied free of charge. If you wish to order additional offprints you
must return the order form which is provided with the proofs and return it together with the corrected proofs. When
ordering additional offprints, an author is entitled to receive, upon request, a pdf file of the article for own personal
use.
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Authors transfer the copyright on their anticles to Springer
effective if and when each article iz accepted for publication.
The copyright covers the exdusive and unlimited rights to
reproduce and distribute the article in any form (printing,
electronic media or any other form);, it also covers
translation rights for all languages and countries. For .S,
authors the copyright iz transferred to the extant
transferable.

Manusecripts should be sent to the Editorial Assistant, to the

Editar-in-Chief or to one of the Associate Editors:

Prof. Dr. Jorge V. Crizci, Division Plantas Vasculares,
Museo de Ciencias Naturales, Universidad Nad onal de
La Plata, Paseo del Bosque, La Plata 1900, Argentina
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Prof. Dr. &. Dafni, Laboratory of Pollination Ecology,
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1. General

Only papers written in English will be considerad.
Manuscripts should be typewritten double-spaced with wide
marging, and submitted in triplicate {original typed on ona
side of the paper only plus two copies photocopied on both
sides, copies of photographic illustrationz may be high
quality laszer printz). Maximum length iz twenty printed
pages including tables and figuras.

Papers submitted should only comprise new and

important results. They must be written in concise form and
in clear, grammatical language.

Submission of diskettes is encouraged, but these should
not be zant until changes requestad following the reviewing
process have been entered and authors have been notified
of acceptance for publication. Authors are forced to follow
the Instructions to Authore carefully for preparation of
printad copy and diskatta,

Papers =ant to the authors for revision should be
returnad within two months; otherwise they will be treated
as new submissions. Rejected manuscripts will anly be
returned to the authors when they contain Important
comments from the referees. Original illustrations  will
always be retumed.

It is essential that manuscripts be submitted in their final
form ready for printing, with the approximate desired
position of all figures and tables marked in the margins.

To fadilitate communication between authors, editors
and publisher, the telephone and fax numbers and/or e-mail
address of the corresponding author should be provided in
the accompanying letter. The full names and addresses of
the authors must also be included at the end of the
manuscript.

2 Text

The title should be brief and characterize the main contents
of the paper. An ewventual series title has to be given as
footnota.

Abstract. All papers should be preceded by an abstract
(150 words in maximum) dencting the most important taxa,
problems and results treated in the paper.

Key words. A list of up to B key words, including the
complete botanical name and common name (if any) of the
plant material, must be supplied. Other key words should in-
clude the topic investigated and any special techniques usad.

Running title. & running title (up to 75 charactars) should
be suggested by the author(s).

Headings. Main headings (Introduction, Materals and
methods, etz should be placed on separate lines.

Small print. Footnotes, Material and methods sections,
Acknowladgements, References, Tables, and figura
legends should be marked tor =mall print.

Scientific names.

ftalics should be used for names at generic and lowear
taxonomic rank, but not for names at higher ranks.

Units and symbols. Temparatures may be expressed
in degrees Celsius, ime in seconds (s), minutes (min),
hours (h), days (d). Otherwiza, the Intemational System of
Units {51) should be used.

Standard chemical symbols and abbreviations for
chemical names may be used if they are concise and widaly
accepted, sea Eur J Biocheam (1023 213; 1-3

Gena symbols must be written in lower case #dalics as
a.q. bel, matk.

Protein symbols designated on the basis of gene names
are written with first or all letters capitalized and in roman
Type.
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Footnotes to  the text should be  numbersd
consacutively.

Literature citations in the text should be by author(s)
and year. Whare there are more than two authors, only the
first =hould be named, followead by “et al.”.

Example: ... has been investigatad by Sorensson (1993)
and Sorenszon and Brewbaker (1994) | Yang et al. (1992)
have shown .....

Tha list of references should include only publications
cited in the text. They should be in alphabetical order by
name of the first author with all authors and the complete
tile of each work cited. Citation must obey the same rules
as for the main text. The zecond and subsaquant lines are
indanted.

Examples are:

a) Artides from journals and other serial publications:
Knapp 5., Perzson V., Blackmore 5. (1998) Pollen
morphology  and  functional  dicecy  in Solanum
{Solanaceas). Plant Syst. Evol. 210: 113-130.

by Aticles  from non-serial  collactive  publications
(symposia volumes, encyclopedias, etc) and books:
Verma D, P. 5., Madler K. {1984) Legume-Rhizobium
symbiosis: host's point of view. In: Verma D. P. 5,
Hohn T. {eds.) Genes involved in microbe-plant
interactions. Springer, Wian Mew York, pp. 5793
{Plant gene research).

For standardization of formats, authors are requested to
adhere to the following: in Literature Cited, use of
abbraviations of joumalz contained in B-P-H (G H. M.
Lawrence, A. F. G. Buchheim, G. 5. Daniels and H. Daolezal,
eds., 19568, Batanico-Periodicum-Huntianum, Hunt Botanical
Library, Pittsburgh), induding Supplementum; (5. 0. R.
Bridson and E. R. Smith, eds., 1991, B-P-H/S, Hunt Institute
for Botanical Documentation, Pittsburgh); in taxonomic
treatments, use of book abbreviations from TL-I (F. Al
Staflew and R, S. Cowan, 1975-1988, Taxonomic
Literature, ed. 2, vols. 1-7, Bohn, Scheltema & Holkema,
Utrecht, plus Supplements); throughowt the text, use of
taxonomic author abbreviatons from Authors of Plant
Mames (R. K. Brummitt and C. E. Powell, eds., 1992, Royal
Botanic Gardens, Kew).

It is recommended that the work be divided into
Introduction  (without heading), Materalz and methods,
Results, Dizcussion, Acknowledgements (without heading)
and References.

Details must be given about origin and detarmination of
each organism studied. Scientific (Latin) names should
canform to the intemational ules of nomenclature. Authors
of species and infraspecific taxa investigated must ba given
either whan first mentionad in text or included all in one of
the tables. In principal, voucher specimens are to be
deposited in a large public herbarium quoted using the
abbreviation given in the *Index Herbariorum®.

Data matrices induding sequence alignments must be
macde available to the public. There must be a sentance
included in the Materials and methods section that such
infarmation is available from the comesponding awthor.
‘DMA or proteine sequences must be deposited in public
data bases (GenBank, EMBEL, etc) before the revized
varsion is sent to the editor.®

3. Tables

Tables should be numbered consecutivaly with arabic
numbers. Footnotas to tables should be indicated by lower
case suparscrpt letters, beginning with ain each table.

4. llustrations

The number of illustrations should be kept at the minimum
neaded to clarify the text. Double documentation of the
same points in figures and tables iz not acceptable,

All figures should be numberad consecutively. Halftone
illustrations should be submitted as sharp, glossy, high-
quality photographic prints. Line drawings should be
supplied as  black-and-white drawings  suitable  for
reproduction. Figures that are to appear togethar should be
aither photographed as a group or mounted together on
flexible white drawing paper (0.4 mm thick, about 300 g/m=).
All figures should bea trimmed at right angles and be of a size
permiting direct printing: no more than 7.6 cm across for
column width, no more than 159 cm for page width, no
higher than 22.7 cm. (The publisher rezarves the right to
reducs illustrations.)

lllustrations can be publizhed in colour only if authors
agree to bear some of the extra costs for reproduction and
printing.

In line drawings all lines should be of uniform thickness,
letters and numbers should be of professional quality and
proper dimensions {approx. 2 mm high after reduction).
Computer drawings are acceptable provided they are of
comparable quality to line drawings. Photographs should
exhibit high contrast. Arows, letters and numbers should be
inserted with template rub-on letters. lllustrations showing
arganisms or their details should have an internal scale with
the dimansions stated inthe legend.

Legends should be typed on a separate sheet. Each
legend should be explanatory and meaningful without
referance to the taxt.

5. Submission in electrenic form. Technical instructions ara
givan on next page.

6. Proofs, Offprints

For all papers page proofs will be =ent as PDF files to the
authors, Mizprints only should be comected, and no
changes of contentz or style should be made on the page
proofs. Costs caused by changes or revizions in the page
proofs — other than those resulting from printar's emors —
exceading 10 per cent of the typesetting costs will be
charged to the author.

Springer will supply the corresponding author with one
PDF-file of each paper free of charge for your own personal
use, Additional offprints may be ordered at cost price. A price
list and an arder form will be sent with the proofs. The filled -
in order form should accompany the corectad proafs whan
thay are retumed.

7. Online First publication. Oniine First aticles are
publizhad in electronic form weeks bafore distribution of the
printed journal. An CGnbine first publication date is publizhad in
each Online First artide and its print version. Authors should
be aware that after electronic publication they cannot withd raw
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