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RESUMO

Eriochrysis é um género de graminea que pertence a tribo Andropogoneae e
possui ca. 7-12 espécies, tendo sua distribuicdo principal em regides tropicais da
América, Africa e India. Dentro do género, a delimitacio das espécies € bastante
controversa em virtude dos poucos caracteres morfolégicos capazes de uma
diferenciacdo clara, bem como da existéncia de morfotipos intermediarios. O “complexo

Eriochrysis cayennensis — E. villosa” retrata essa situagao.

Em uma regido de simpatria das espécies E. cayennensis, E. villosa e E. laxa num
banhado em Séo Borja/RS, foram encontrados individuos de morfologia intermediaria,
0s quais por analises moleculares foram definidos como hibridos naturais entre E. laxa

e E. villosa, possivelmente poliploides e identificados como Eriochrysis aff. laxa.

O presente estudo teve por objetivos determinar o nimero cromossémico, analisar
0 comportamento meidtico, determinar a viabilidade e a morfologia dos graos de polen,
assim como estimar o tamanho de genoma de E. cayennensis, E. laxa, E. villosa e
Eriochrysis aff. laxa, visando caracteriza-los citogeneticamente e investigar a condigdo
hibrida.

Inflorescéncias jovens de cada um dos taxa foram coletadas para as analises
meidticas realizadas por esmagamento das anteras em carmim propiénico 2%.
Inflorescéncias proximas a antese foram fixadas para as andlises de viabilidade e
morfologia dos grdos de pdlen mediante 0 método de Alexander. Estimou-se também a
quantidade de DNA através de analises de citometria de fluxo utilizando amostras de

folhas frescas.

Todos os taxa analisados apresentaram 2n = 2x = 20, corroborando dados da
literatura para E. cayennensis e E. laxa e trazendo registro inedito para E. villosa,
mantendo o namero basico x = 10 para o género. As analises citogenéticas evidenciaram
claramente que todas as espécies, incluindo os putativos hibridos, sdo diploides. N&o
foram encontradas séries poliploides ou citotipos variantes.



As trés espécies e o possivel hibrido mostraram alta regularidade meidtica (mais
de 99% de meidcitos normais) e 100% dos poélens viaveis, indicando espécies ja
estabelecidas. Todos os taxa possuem polen prolado esferoidal, inclusive o putativo
hibrido.

Os valores 2C para tamanho de genoma foram de 3,33 pg para E. cayennensis,

3,42 pg para E. laxa, 3,46 pg para E. villosa e 3,41 pg para Eriochrysis aff. laxa.

A alta regularidade nos supostos hibridos e 0 nimero cromossoémico diploide nédo
seriam esperados para plantas originadas de aloploidiza¢do, como sugerido previamente

pelos dados moleculares.

Embora o status hibrido ndo possa ser totalmente descartado a partir das analises
citogenéticas realizadas até 0 momento, a condi¢do poliploide ndo foi confirmada em
nenhum dos individuos de morfologia intermediaria analisados neste estudo. Analises
citogenéticas complementares utilizando técnicas como GISH e FISH sdo necesséarias
para esclarecer se esses individuos analisados poderiam ser hibridos, porém
homoploides, ou apenas representantes da plasticidade fenotipica das espécies

analisadas.

Palavras-chave: Eriochrysis, hibridacdo, citogenética, numero cromossdmico,

regularidade meidtica.



INTRODUCAO GERAL

1. Familia Poaceae

Integrante da ordem Poales (APG II, 2003) do clado das monocotiled6neas, a
familia Poaceae é tida como uma das maiores familias de plantas vasculares
(Thomasson, 1987). Esta familia ocupa uma grande variedade de habitats (Clayton e
Renvoize, 1986; Osborne et al. 2011) e é o principal componente dos campos,

diminuindo sua ocorréncia nas formacdes florestais (Welker e Longhi-Wagner, 2007).

Devido a sua dominancia em diversos ecossistemas terrestres e ao Seu
envolvimento direto e indireto na alimentacdo humana, a familia possui grande
importancia ecoldgica e econdmica (Boldrini et al., 2008), incluindo as quatro espécies
mais cultivadas em todo o mundo: trigo (Triticum aestivum L.), arroz (Oryza sativa L.),
milho (Zea mays L.) e cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.) (Rdgolo de Agrasar
e Puglia, 2004).

Com distribuicdo cosmopolita, Poaceae possui 768 géneros, aproximadamente
11.500 espécies e é dividida em 12 subfamilias: Anomochlooideae, Aristidoideae,
Arundinoideae, Bambusoideae, Chloridoideae, Danthonioideae, Micraioideae,
Oryzoideae, Panicoideae, Pharoideae, Puelioideae e Pooideae (Soreng et al., 2017).
Analises filogenéticas mais recentes indicam Panicoideae subdividida em 13 tribos:
Paspal, Lecomtelleae, Gynerieae, Cyperochloeae, Thysanolaeneae, Centotheceae,
Trsitachyideae, Zeugitae, Chasmantieae, Steyermarkochloeae, Paniceae, Arundinelleae

e Andropogoneae (Soreng et al., 2017).

Das subfamilias de Poaceae, apenas Puelioideae ndo possui representantes no
Brasil. Contudo, esta familia conta com 224 géneros e 1482 espécies distribuidas
principalmente na Mata Atlantica, Cerrado e Amazonia, sendo o0 Rio Grande do Sul o

terceiro maior estado em numero de espécies (Filgueiras et al., 2015).



2. Tribo Andropogoneae

A tribo Andopogoneae pertence a subfamilia Panicoideae, ocupa regides
tropicais e subtropicais em todo 0 mundo com mais de 1.200 espécies, cerca de 90
géneros e 11 subtribos, alem de ser fortemente suportada como monofilética (Clayton
e Renvoize, 1986; GPWG 2001; Chen et al., 2006; Simon, 2007; Kellogg, 2015). Uma
das subtribos de Andropogoneae é Saccharinae, que possui cerca de 140 espécies em
13 géneros, entre eles Eriochrysis P. Beauv. (Clayton e Renvoize, 1986).

A tribo é constituida grandemente por espécies perenes, com habito cespitoso e
ciclo de vida estival. Suas inflorescéncias albo-plumosas sobressaem-se no campo. Nos
campos do sul do Brasil estdo presentes como importantes componentes de pastagens
naturais (Hervé e Valls, 1980) e no cerrado aparecem em vegetacdo baixa e algumas

especies fazem parte de pastagens cultivadas (Allem e Valls, 1987).

3. Género Eriochrysis P. Beauv.

Eriochrysis € um género tipico de banhados e campos Umidos, com cerca de 7—
12 espécies distribuidas principalmente nas regides tropicais da América, com algumas
espécies também na Africa e na india (Clayton e Renvoize, 1986; Kellogg, 2015; The
Plant List, 2016; Watson e Dallwitz, 1992). Destas, seis sdo citadas para o Brasil:
Eriochrysis cayennensis P. Beauv., E. filiformis (Hack.) Filg., E. holcoides (Nees)
Kuhlm., E. laxa Swallen, E. villosa Swallen e E.warmingiana (Hack.) Kuhim.
(Filgueiras e Welker, 2012). Este género € caracterizado principalmente pelas
inflorescéncias alongadas com tricomas de cor marrom-dourado a marrom-claro e
espiguetas heterogamas em pares nos ramos da inflorescéncia; cada par inclui uma
espigueta séssil com uma flor bissexual e uma espigueta pedicelada com uma flor
pistilada (Welker e Longhi-Wagner, 2012).

Dentre as espécies referidas para o Brasil, Welker et al. (2012) encontraram co-
ocorrendo em um mesmo banhado as espécies E. cayennensis, E. laxa, E. villosa e
também individuos de morfologia intermediaria denominados Eriochrysis aff. laxa.

Esses taxa sao descritos abaixo e sao alvo deste estudo.



Eriochrysis cayennensis

Segundo Welker e Longhi-Wagner (2012), as plantas de E. cayennensis possuem
de 30 a 180 cm de altura, bainhas foliares glabras ou glabrescentes, menos comumente
vilosas perto do apice, laminas glabras ou glabrescentes, menos comumente vilosas em
ambas as superficies, com densos tufos de tricomas na base da superficie adaxial, atras
da ligula (Figura 1A e D). A inflorescéncia é contraida, de 5 a 23 cm de comprimento,
densamente pilosa, com as espiguetas praticamente escondidas entre os tricomas de cor
marrom-dourada, com espiguetas pediceladas de 1,5 a 2,2 mm de comprimento e

cariopse medindo de 0,7 a 1 mm.

E. cayennensis é encontrada desde os EUA até Argentina e Brasil, ocorrendo em
todo territorio brasileiro. E a espécie mais comum do género no Rio Grande do Sul,
estando presente na maioria das regides fisiograficas, em pantanos e campos umidos.
S&o encontradas com flores e frutos principalmente de setembro a abril (Welker e
Longhi-Wagner, 2012).

Eriochrysis laxa

Perenes e cespitosos, os individuos dessa espéecie medem de 125 a 215 cm de
altura, apresentam nds pilosos, bainhas foliares glabras, menos comumente
esparsamente pilosas perto do apice, e ldminas glabras na face abaxial, densamente
pilosa na face adaxial, com densos tufos de tricomas na base da superficie adaxial
(Figura 1C e D). A inflorescéncia é contraida a subcontraida, medindo de 12 a 32 cm e
incluindo numerosos racemos alternados em um eixo central diferenciados em nés e
entren6s. Apresenta tanto espiguetas sésseis como pediceladas, possuindo de 1,7 a 2,5

mm de comprimento com flor pistilada e cariopse de 0,7 a 1 mm (Welker et al., 2012).

Esta espécie estd presente em quase metade dos paises da América do Sul:
Colémbia, Bolivia, Paraguai, Argentina e Brasil (Swallen, 1966). No Brasil, ocorre dos
estados de Goias a Santa Catarina (Swallen 1966, Smith et al. 1982) e no Rio Grande

do Sul, nos pantanos e campos umidos (Welker et al., 2012).



Eriochrysis villosa

Welker e Longhi-Wagner (2012) descreveram essas plantas com 40 a 160 cm de
altura, bainhas foliares vilosas, menos comumente glabras ou glabrescentes, e laminas
vilosas ou glabras em ambas as superficies, com densos tufos de tricomas na base da
superficie adaxial atrds da ligula (Figura 1B e D). Inflorescéncia contraida medindo
entre 8 e 22 cm de comprimento, densamente pilosa, com as espiguetas praticamente
escondidas entre os tricomas de cor marrom-dourada. Espiguetas com 2 a 3,5 mm de

comprimento e cariopse de 0,8 a 1,2 mm de comprimento.

S&o encontradas no Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parand em pantanos e
pastagens umidas (Swallen, 1966; Smith et al., 1982). Sdo encontrados com flores e

frutas principalmente de novembro a abril (Welker et al., 2012).

Eriochrysis aff. laxa

Individuos de fenotipo intermediario, apresentando espiguetas obovadas como
em E. laxa, mas inflorescéncias densamente pilosas como em E. cayennensis e E.
villosa. O apice da gluma inferior é arredondado semelhante ao de E. laxa, mas as vezes

apresenta lobos discretos (Welker et al., 2012).

Figura 1. Inflorescénéias de Eriochr);sis. A E. caennensis. B. E. villosa. C. E. laxa.

Em D. Inflorescéncias das trés espécies, respectivamente. (Fotos: Welker et al., 2016).
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Complexos morfologicos em Eriochrysis e hibridacéo interespecifica

A sistematica vegetal de diferentes grupos se depara constantemente com a
dificuldade de delimitar a variabilidade inerente a uma espécie; contudo, em
Andropogoneae esse ¢ um fator ainda mais acentuado uma vez que as descontinuidades

morfologicas Uteis na delimitacdo de taxons estdo ausentes nessa tribo (Spangler, 2000).

Estudos floristicos feitos por Welker (2010) evidenciaram a presenca de complexos
de espécies em Eriochrysis, nos quais ndo foi possivel resolver a circunscri¢cdo das
mesmas apenas com a analise morfologica. De acordo com o pesquisador, a
circunscricdo € bastante dificil e controversa, uma vez que ha diferencas morfologicas
muito ténues, além da ocorréncia de individuos com fenotipo intermediario as espécies
descritas. Um exemplo disso € o “complexo Eriochrysis cayennensis — E. villosa”, onde
E. cayennensis apresenta grande semelhanca com E. villosa, esta Gltima sendo
diferenciada principalmente pela gluma inferior com o apice inteiro e agudo (Welker e
Longhi-Wagner, 2012). Eriochrysis villosa é aceita como uma espécie distinta por
varios autores (BFG, 2015; Smith et al., 1982; Welker e Longhi-Wagner, 2012; Welker
et al., 2012), mas considerada um provavel sinbnimo de Eriochrysis cayennensis por

Filgueiras (2003) e um "taxon duvidoso" por Morrone et al. (2008).

A simpatria entre espécies de Eriochrysis e a existéncia de individuos com
caracteres morfoldgicos intermedidrios aponta para a ocorréncia de eventos de
hibridacdo no género. Com base na morfologia intermediaria encontrada em uma dada
populacéo constituida por E. cayennensis e E. laxa na Bolivia, Killeen (1990) descreveu
Eriochrysis x concepcionensis como um hibrido entre tais espécies. Tendo em vista que
evolucdo reticulada na tribo Andropogoneae é bastante comum (Estep et al. 2014), €
possivel que hibridacdes entre outras espécies de Eriochrysis também ocorram no sul
do Brasil.

Em um banhado no municipio de Sdo Borja (RS), Welker et al. (2012) encontraram
em simpatria plantas de E. cayennensis, Eriochrysis laxa e E. villosa, bem como
individuos de morfologia intermediaria os quais foram considerados putativos hibridos

e tratados como Eriochrysis aff. laxa.
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Posteriormente, Welker et. al. (2016) propuseram a primeira filogenia de

Eriochrysis e investigaram a existéncia de hibridos interespecificos dentro do género.

Clonagem molecular e sequenciamento de cinco regides de quatro genes nucleares de

poucas copias (apol, d8, ep2-ex7 e ep2-ex8, knl) foram feitos, assim como

sequenciamento completo de plastoma. Baseados na existéncia de dois paralogos

distintos nas arvores de genes nucleares, os autores propdem o status hibrido dos

individuos E. aff. laxa, tendo como parentais as espécies E. laxa e E. villosa (Figura 2).

E também sugerido que estes hibridos resultantes do cruzamento de espécies diploides

tenham passado por um evento de duplicacdo do genoma, sendo possivelmente

tetraploides.

E. pallida 3086

H

0.99

I_ E. holcoides 505

=]
&

W
|
-3

o7

E. warmingiana 406 |
E. holcoides 338

E. holcoides 391

E. laxa 493

E. laxa 481A
E. laxa 488-7
E. laxa 488-9
E. laxa 488-11
E. laxa 488-12
E. laxa 489

E. aff. laxa 487-10 Copy A
E. aff. laxa 487-11 Copy A
E. aff. laxa 544 Copy A

E. villosa 481B

E. villosa 652

E. villosa 655

E. villosa 460

E. aff. laxa 487-10 Copy B
E. aff. laxa 487-11 Copy B
E. aff. laxa 544 Copy B

E. villosa 490

E. cayennensis 468
E. cayennensis 395
E. cayennensis 597
E. cayennensis 486
E. cayennensis 536
Eriochrysis sp. 342

Eriochrysis sp. 365

Eriochrysis sp. 621

Eriochrysis
cayennensis

Eriochrysis sp.
Eriochrysis sp. 10863 (“inconspicuous
Eriochrysis sp. 617 lobes™)

Eriochrysis

warmingiana
Eriochrysis
holcoides ~_

T —

, ¢ '\
Eriochrysis F 1Y
laxa l\)

\ l E
Eriochrysis
villosa

4

Figura 2. Filogenia de Eriochrysis baseada nos dados combinados dos genes apol, d8,

ep2—ex7, ep2—ex8 e knl. Espécimes poliploides (com dois paralogos) sdo destacados em

negrito. (Fonte: Welker et. al., 2016)
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4. Estudos citogeneéticos

Definicbes taxondmicas, estudos de evolucdo vegetal, caracterizagdo de
germoplasmas, analises clinicas e melhoramento genético séo apenas algumas das areas
da biologia nas quais analises citogenéticas podem trazer informacdes relevantes
(Guerra, 1988).

Dentro da citogenética vegetal o nimero cromossémico € o parametro mais
empregado para a compreensdo das modificagbes genéticas que participam da evolucéo
de um grupo, bem como na circunscrigdo taxonémica de espécies (Guerra, 2000;
Pedrosa et al., 1999) e na estruturacdo de filogenias (Stebbins, 1971).

Nas gramineas os dados citogenéticos tém se mostrado de extrema valia na
elucidacdo de questBes taxondmicas e evolutivas, uma vez que é encontrada uma grande
variacdo no numero béasico de cromossomos (X = 2-18), com ndmero cromossémico
que vai de 2n= 4 até 2n = 260 (Hilu, 2004), elevada ocorréncia de poliploidia e de

eventos de hibridagdo, além de uma extensa variacdo no tamanho do genoma.

Hilu (2004) destaca que Panicoideae é uma das subfamilias com maior
diversidade de nimeros cromossémicos, exibindo x =5, 7, 9, 10, 12, 14. Gynerieae, a
tribo mais basal de Panicoideae (Soreng et al., 2017) possui x = 11. No nucleo
Panicoideae, x = 9 e x = 10 prevalecem; Paniceae apresenta x = 10 em 21% das espécies

e X = 9 na maioria dos taxons restantes (Hilu, 2004).

Em Andropogoneae, tribo em que se insere Eriochrysis, tem sido reportado x =
10 para 85% das espécies, e as demais com x = 9. Para Thelepogon Roth, Sorghum
Moench, Zea L. e Elionurus Humb. & Bonpl. ex Willd. o nimero cromossémico basico
é x = 5. Este padrdo observado pressupfe evolucdo cromossdmica por disploidia
reducional, seguida por uma alopoliploidia que restaurou o nimero ancestral (x =10 —

9 — 5 — 10) e assim originaram os demais numeros (Hilu, 2004).

A poliploidia é comum para a maioria dos géneros de Andropogoneae € um
estudo feito por Estep et al. (2014) documentou que pelo menos um terco das espécies
da tribo sdo resultantes de alopoliploidia, com um nimero notavelmente alto de eventos

independentes de alopoliploidizacao.
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O tamanho do genoma também é um carater que varia muito em Poaceae, mesmo
quando apenas diploides sdo considerados (valor-C de 0,50 a 9,15 pg), variando 36

vezes entre o menor e o maior valor diploide (Gaut, 2002).

Dados citogenéticos sdo ainda escassos para Eriochrysis, havendo contagem de
nimero cromossdmico para apenas trés espécies do género: E. brachypogon (Stapf)
Stapf (Africa), E. cayennensis (Costa Rica e Bolivia) e E. laxa (Bolivia). Com base no
namero cromossémico basico descrito para a tribo x = 10 (Gould, 1956; Giussani et al.
2001; Kellogg 2015), todas as especies sdo diploides com 2n = 20 (Dujardin, 1979; Pohl
e Davidse, 1971; Killen, 1990). Embora eventos de poliploidia sejam frequentes na tribo
Andropogoneae e também em Poaceae (Estep et al., 2014), nenhuma das espécies

investigadas até o0 momento é poliploide.

Dados de tamanho do genoma também ndo foram reportados para nenhuma

espécie de Eriochrysis.
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JUSTIFICATIVA

Dados citogenéticos para Eriochrysis sdo escassos e praticamente restritos a
descricdo de numero cromossdmico para trés espécies. Informacgdes relativas a
caracterizacdo cromossdmica, ao comportamento meiotico e ao tamanho de genoma
inexistem, ndo havendo nenhum estudo com essas abordagens para populacdes do
género ocorrentes no Brasil. O uso de técnicas citogenéticas, bem como de citometria
de fluxo, se mostra uma estratégia de analise promissora na delimitacdo das espécies,

especialmente na confirmacdo de eventos de hibridacdo interespecifica.

Considerando os dados moleculares obtidos por Welker et al. (2016) que
apontam Eriochrysis aff. laxa como um hibrido poliploide entre E. laxa e E. villosa, a
obtencdo de dados citogenéticos podera confirmar o niUmero cromossdémico e nivel de
ploidia dos taxa envolvidos, além de agregar importantes informac@es que corroborem
a hipdtese de hibridacdo interespecifica avaliando a estabilidade dos putativos hibridos.
Os resultados obtidos pela abordagem citogenética poderdo ainda contribuir para uma

melhor delimitacdo das espécies de Eriochrysis estudadas.
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OBJETIVO GERAL

Caracterizar citogeneticamente espécies pertencentes ao complexo Eriochrysis

cayennensis — E. villosa, bem como da espécie E. laxa e supostos hibridos.

Objetivos Especificos

e Determinar o nimero cromossdmico das trés espécies de Eriochrysis e dos
supostos hibridos;

e Auvaliar o comportamento meiotico dos taxa;

e Determinar a viabilidade e a morfologia dos graos de polen dos parentais e do
suposto hibrido;

e Estimar o tamanho do genoma para os quatro taxa.
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MATERIAL E METODOS

1. Coleta do material vegetal

O material utilizado para as analises foi coletado nos municipios de Atlantida Sul,
Cidreira e Sao Borja/RS, conforme coordenadas da Tabela 1. Os vouchers foram
analisados e identificados pelo Dr. Cassiano A. D. Welker (Universidade Federal de

Uberlandia) e foram depositados nos herbarios ICN e HUFU.

Individuos de cada uma das espécies foram coletados e encontram-se em cultivo
no viveiro do Departamento de Genética (UFRGS). A partir dessas plantas foram

coletadas amostras de folhas para estimativas de tamanho de genoma.

2. Analises citogenéticas

2.1. Andlises meioticas

Para as analises meidticas foram coletadas inflorescéncias jovens de cada um dos
taxa, sendo estas fixadas em etanol : acido acético (3:1) por um periodo de 12 a 24 horas
em temperatura ambiente e mantidas no freezer a -20°C. O preparo das laminas foi feito
através do esmagamento de anteras em carmim propiénico 2% e a anélise feita no
fotomicroscopio ZeissAxioplan. O nimero cromossdmico foi determinado através de
células-maes-de-pdlen nas fases de diacinese ou anafase 1. O comportamento meiotico
foi investigado com base na analise de meidcitos em metéfase | e Il, anédfase | e I,
telofase | e 11 e tétrades. Tétrades foram utilizadas para estimar o indice meiotico a partir

da formula;

MI = (nimero de tétrades normais / numero total de tétrades) x 100.

17



Tabela 1: Localidades das coletas de Eriochrysis no Rio Grande do Sul

Téxon Voucher Municipio Latitude (S) Latitude (W)
E. cayennensis ~ Welker 617 (ICN) Cideireira 30°08'07,5" 50°11'19,7"
Longhi-Wagner e Welker 10863 (ICN) Osorio 29°52'28,2" 50°05'39,2"
Welker et al. 694 (HUFU) Séo Borja 28°38'02,5" 55°47'19,5"
E. laxa Welker et al. 693 (HUFU) Séo Borja 28°38'02,5" 55°47'19,5"
Welker et al. 695 (HUFU) S&o Borja 28°38'02,5" 55°47'19,5"
Welker et al. 697¢c (HUFU) Séo Borja 28°38'02,5" 55°47'19,5"
E. villosa Welker 541 (ICN) S&o Borja 28°38'02,5" 55°47'19,5"
E. aff. Laxa Welker 546 (ICN) Séo Borja 28°38'02,5" 55°47'19,5"
Welker et al. 696 (HUFU) S&o Borja 28°38'02,5" 55°47'19,5"
Welker et al. 697a (HUFU) S&o Borja 28°38'02,5" 55°47'19,5"
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2.2. Viabilidade e morfologia do pélen

Inflorescéncias proximas a antese foram coletadas, fixadas e armazenadas
conforme descrito acima, para as analises da viabilidade dos grdos de pélen e de sua
morfologia. As laminas foram preparadas seguindo o método de Alexander (Alexander,
1980), no qual grdos de pdlen vazios e ndo viaveis apresentam a coloracdo verde,
engquanto graos de poélen cheios, bem corados e vidveis coram-se de roxo. Foram
analisados em torno de 500 gréos de pdlen por acesso. Para determinar a forma do grédo
de pdélen, medidas do eixo polar (P) e diametro equatorial (E) de 20 gréos de polen
maduros por individuo foram realizados ap6s 0 método de coloracdo de Alexander. As
razdes P/E dos grdos foram usadas para classificar a morfologia do pdlen de acordo com
Erdtman (1971).

2.3. Anaélise de tamanho de genoma
A guantidade total de DNA foi acessada através de analises de citometria de fluxo
de um individuo de E. cayennensis, trés de E. laxa, dois de E. villosa e trés de E. aff.

laxa.

Para liberar os ndcleos em suspensdo, foi macerado cerca de 20 a 30 mg de tecido
foliar de cada individuo e aproximadamente a mesma quantidade de material foliar da
planta-padrao de referéncia Secale cereale L. (2C = 16,19pg), com auxilio de um bisturi
em placa de Petri na presenca do tampao de lise LBO1 (1 mL) (Dolezel et al., 1989). A
solucdo proveniente desta maceracéo foi filtrada através de um filtro com poros de 50
pum. Os nucleos foram corados com 50 pL de uma solucédo de iodeto de propidio 1

mg/mL1,

Para cada amostra foram analisados ao menos 10.000 nucleos utilizando um
citbmetro FACS-Aria (Becton-Dickinson) e os valores 2C foram estimados através da
intensidade de fluorescéncia relativa emitida pela amostra em conjunto com o padréo

utilizando a seguinte equacéo:
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DNA amostra= [ G1 da amostra] x DNA padrao
G1 do padrio

As inflorescéncias da amostra desconhecida e do padrdo possuem uma relagéo
linear e a partir da qual calculou-se o valor total de DNA 2C. As amostras das espéecies
foram examinadas e empregadas as amostras cujos coeficientes de variacdo (CVs) foram
inferiores a 5,0. Para retratar a quantidade de DNA no cromossomo (x) fez-se uso do
tamanho do genoma monoploide (1Cx) (Greilhuberet al., 2005), enquanto 2C refere-se

ao conteudo total de DNA de uma célula somatica.
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RESULTADOS

O presente estudo traz 0s nUmeros cromossémicos e 0 comportamento meiotico
dos taxa Eriochrysis cayennensis, E. laxa, E. villosa e E. aff. laxa. Esta € a primeira
descri¢do de dados citogenéticos para tais taxa no Brasil. Para Eriochrysis villosa e E.
aff. laxa ndo existem registros citogenéticos anteriores, 0 que torna inéditos os dados

aqui apresentados.

Os dados citogenéticos obtidos encontram-se descritos na Tabela 2. Todos 0s taxa
investigados sdo diploides (2n = 20) e possuem 0 mesmo numero basico (x = 10). Séries

poliploides ou citotipos variantes ndo foram encontrados.

As trés espécies, bem como as plantas com morfologia intermediaria (supostos
hibridos), apresentaram meiose altamente regular (99,41-100%; Tabela 2; Figura 3). As
anomalias mais frequentes foram bivalentes/cromossomos ndo orientados (metéafase
I/11) (Figura 4A-B) e pontes cromossémicas (anafase 1/11) (Figura 4C). Multivalentes e
univalentes ndo foram observados em nenhum taxa. O indice mei6tico foi alto para todos
0s taxa, assim como a viabilidade do po6len (100% para ambos os parametros; Tabela 2;
Figura 3-5).

Os grédos de polen foram classificados de acordo com a razdo P/E dos eixos
(Tabela 2): as trés espécies possuem graos do tipo prolado esferoidal, 0 mesmo para E.
aff. laxa. O tamanho dos gréos de poélen foi relativamente similar para os quatro taxa,
com as menores medidas observadas em E. cayennensis (P = 39,39 um e E = 38,62 um)
e as maioresem E. villosa (P = 42,43 um e E =43,78 um), ambas diploides. Uma aparente

variabilidade no tamanho dos grdos de polen foi encontrada em E. villosa (Figuras 5E).
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Tabela 2 — Analises citogenéticas do comportamento meio6tico em células mée-de-polen e viabilidade polinica. Medidas dos eixos de gréos de
polen e classificagcdo morfoldgica segundo Erdtmann (1971). Quantidade de DNA em picogramas (2C) e coeficiente de variacdo para analises

de citometria (CV).
NG . Viabilidade . Eixo Tamanho de
Umero Meiose I e Il - . Eixo polar . x .
Taxa . Indice polinica . equatorial do  Razdo  Morfologia genoma
cromossdémico mei6tico % do polen (P) oélen (E) P/E
(n) N* %t N* %l (um) 2C cVv
(pm)
Eriochrysis 10 844 (3) 99411 100 526 (1) 100 39,39 38,62 102 Prolado - g333 400
cayennensis esferoidal
Eriochrysis 10 501(2) 99,831 100 1447(3) 100 40,98 40,15 102  Frolado s 46
laxa esferoidal
Eriochrysis 10 555(2) 100 100 920(2) 100 42,44 43,78 102  Frolado 46 405
villosa esferoidal
Eriochrysis 10 1527 (3) 99,87 1 100 1720(4) 100 41,33 41,25 100  Prolado a4 453
aff. laxa esferoidal

*N, NUmero de células analisadas (nimero de individuos)

T Porcentagem de células normais

1 Porcentagem de gréos de polen viaveis (gréos de polen corados)

(11 Cinco anéfases | com ponte cromossdmica de 166 analisadas

(21 Uma metafase 11 com cromossomos ndo orientados de 193 analisadas
[ Duas metafases | com bivalentes ndo orientados de 92 analisadas
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Figura 3. Analise meidtica em taxa de Eriochrysis. A-B. E. cayennensis. A. Diacinese com 10
bivalentes. B. Tétrade. C-D. E. laxa. C. Diacinese com 10 bivalentes. D. Tétrade. E-F. E. villosa. E.
Metéfase I. F. Tétrades. G-H. E. aff. laxa. G: Profase Il. H. Tétrade. Escala 10pum.

Figura 4. A-B. Cromossomos nao-orientados. A. Metéfase | de E. aff. laxa. B. Metéfase Il de E. laxa.

C. Pontes cromossdmicas em anafase | de E. cayennensis. Escala 10um.
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Figura 5. Pélens vidveis. A. E. cayennensis. B. E. laxa. C. E. villosa. D. E. aff. laxa. E-F. Variabilidade
de tamanho dos graos de pdlen de E. villosa. Escala 10um.
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DISCUSSAO

Os dados aqui obtidos demonstram que o nimero de cromossomos béasico x = 10
é constante entre os taxa do grupo, seguindo o namero basico encontrado na maior parte
das espécies da tribo Andropogoneae (Hilu, 2004). Assim sendo, todas as espécies

analisadas sdo dipléides com 2n = 2x = 20.

Esse mesmo numero cromossémico foi reportado previamente para plantas de E.
cayennensis da Costa Rica e da Bolivia e para individuos de E. laxa da Bolivia (Pohl e
Davidse, 1971; Killeen, 1990). Embora a poliploidia seja amplamente relatada nas
gramineas em geral e também na tribo em questdo (Estep et al., 2014), ndo tem sido

evidenciada até entdo a ocorréncia de citétipos poliploides para Eriochrysis.

Para E. aff. laxa foi também observado 2n = 20, sendo esse, portanto, também
diploide. Tal resultado discorda daquele inicialmente esperado por nossa equipe, tendo
em vista os dados moleculares obtidos por Welker et al. (2016), os quais sugerem uma

condicdo triploide ou tetraploide para os supostos hibridos.

Os dados de conteudo de DNA também apontam para um mesmo nivel de ploidia
para todas espécies e para E. aff. laxa, uma vez que os valores 2C foram bastante
préximos, ao redor de 3,4 pg. Estimativas de tamanho de genoma néo séo relatadas para
nenhuma espécie de Eriochrysis; contudo, sdo encontrados alguns registros para
géneros proximos como Saccharum L., Miscanthus Andersson e Erianthus Michx.
(RBG Kew DNA C-values). E interessante observar uma provavel relagio entre o
tamanho do podlen e a quantidade de DNA, uma vez que E. cayennensis apresenta 0s
menores graos de pélen e também o menor valor 2C, enquanto E. villosa tem 0s maiores

gréos e o maior 2C.

Informacdes relativas ao comportamento meidtico e a viabilidade de polen sdo
valiosas para inferir os mecanismos envolvidos no processo evolutivo de um grupo
taxondmico, especialmente quando hibridacéo e poliploidia séo investigadas (Moraes et

al., 2015) . Baixas frequéncias de anormalidades meidticas foram encontradas para
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todos os individuos analisados das trés espécies, bem como elevada viabilidade polinica,
indicando que as plantas sdo totalmente macho-férteis. A estabilidade meiotica
encontrada é esperada para espécies diploides e indica que sdo espécies ja bem
estabelecidas.

Seguindo os parametros morfol6égicos empregados por Welker et al. (2016), 0s
individuos coletados e investigados no presente estudo apresentam fenotipo
intermediario a E. laxa e E. villosa, sendo putativos hibridos e possivelmente
tetraploides. Contudo, os resultados citogenéticos aqui apresentados para esses
individuos indicam claramente serem estes diploides com uma alta estabilidade meiotica
e fertilidade, assim como observado para seus supostos parentais, diferentemente do

esperado com base nos dados moleculares de Welker et al. (2016).

Tais resultados parecem se contrapor aos dados moleculares publicados, poréem é
preciso analisa-los com cautela. A expectativa inicial seria de encontrar plantas com 2n
= 40, possivelmente com instabilidade meiotica e baixa fertilidade em funcéo de ser um

evento contemporaneo de hibridacdo interespecifica.

Um primeiro ponto a ser considerado em relacdo a inexisténcia de poliploides é
que a comunidade de plantas investigada poderia ser composta de hibridos dipldides e
tetraploides, tendo sido amostrados diferentes citétipos nas duas investigacfes. Ou
ainda, os hibridos, embora dipldides, possuiam certas regides genémicas duplicadas
gerando um padrdo que na andlise molecular empregada foi interpretada como
poliploidia. Embora com pouca sustentacdo, tais possibilidades ndo podem ser
totalmente descartadas.

Mesmo que a poliploidia ndo tenha sido verificada para nenhum dos espécimes
de E. aff. laxa analisados no presente trabalho, isso ndo inviabiliza sua condigdo hibrida,
uma vez que poderiam ser estes homoploides. Contudo, hibridos interespecificos,
especialmente aqueles que ndo passaram por poliploidizacdo, usualmente exibem altas
taxas de esterilidade. Um exemplo a ser citado é o dos hibridos Eriochrysis x
concepcionensis T. Killeen (E. cayennensis X E. laxa) encontrados por Killeen (1990),

0s quais apresentaram mais de 80% de graos de pélen inviaveis e auséncia de sementes
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formadas. Tendo em vista tais resultados em Eriochrysis, onde inclusive um dos
parentais € 0 mesmo de nossos putativos hibridos, é questionavel a condicao hibrida dos

individuos intermediarios investigados no presente estudo.

Por outro lado, Norrmann (2009) analisou 0 comportamento meiotico entre
hibridos interespecificos no complexo Andropogon lateralis Ness, pertencentes a
mesma tribo de Eriochrysis, tendo observado uma alta frequéncia de bivalentes em todos
0S cruzamentos, 0 que aponta para a existéncia de uma homologia cromossdmica
ancestral ou uma homoeologia em todas as espécies estudadas, com pequenas diferencas
entre os genomas basicos. Também para outros géneros de Andropogoneae relacionados
a Eriochrysis, como Saccharum, Erianthus, Miscanthus, e Narenga Bor, sdo descritos
hibridos interespecificos com meiose bastante regular, semelhantemente a seus parentais
(Burner, 1991).

Na tentativa de melhor entender a situacdo, € preciso ter em mente que as plantas
empregadas nas analises moleculares por Welker et al. (2016) ndo sdo as mesmas
coletadas para o estudo citogenético. Embora as coletas de 2018 para as analises
citogenéticas tenham sido realizadas com a colaboracdo do Dr. Cassiano Welker e
tenham sido empregados os mesmos critérios para definir as espécies e 0s supostos
hibridos, a enorme variabilidade fenotipica encontrada dentro desse complexo é um
fator que dificulta a definicdo do status hibrido a partir de caracteres morfoldgicos.

Assim, é possivel que os individuos analisados ndo sejam hibridos.

Outro ponto a ser ressaltado é que ha um lapso de tempo de mais de trés anos
entre as duas coletas e analises. Assim, considerando que: 1) a manutencao de hibridos
espontaneos na natureza é bastante dificultada por diversas barreiras reprodutivas pré e
pos- zigoticas; 2) os parentais, E. laxa e E. villosa, apresentam distribuicdo geografica
distinta (a primeira de ampla distribuicdo e a segunda bem mais restrita) com poucos
locais de simpatria; 3) em nenhum outro local de co-ocorréncia dessas espécies foram
encontrados individuos intermediarios assemelhados a E. aff. laxa, € possivel que a
ocorréncia de eventos de hibridacdo (ou ainda alopoliploidizacdo) seja extremamente

limitada, esporadica e com baixa capacidade de manutencdo dos hibridos. Ou seja, 0s
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hibridos analisados por Welker et al. (2016) podem néo ter se mantido na natureza. E
possivel ainda que o pequeno numero de individuos com morfologia intermediaria
analisados neste trabalho somente expressem a variagdo morfologica das espécies em

questao.
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CONCLUSAO

As analises citogenéticas realizadas ndo foram capazes de confirmar a condicéo
de hibrido tetraploide para E. aff. laxa como proposto a partir das analises moleculares
prévias. Com base nas informacdes atuais, acreditamos que esses individuos aqui
analisados sejam um retrato da plasticidade fenotipica das espécies envolvidas,
principalmente de E. laxa. Para melhor elucidar esse panorama, propomos a realizacdo
de novas coletas de um maior namero de individuos intermediarios e parentais, visando
tanto analises moleculares empregando outros marcadores como SSR, como também
analises citogenéticas complementares com caracterizacdo cariotipica por metodos
convencionais e FISH. Indubitavelmente o uso de sonda de DNA gendmico por meio

de GISH podera trazer valiosos insights para elucidar tais demandas.
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