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Resumo

Eichhornia ¢ um género Neotropical pertencente a familia Pontederiaceae. Ocorre em
ambientes aqudaticos com destacada importancia ecoldgica. Estudos cromossdémicos em
espécies do gé€nero sdo escassos, limitando-se a descricdo da quantidade de cromossomos. O
presente trabalho teve como finalidade analisar quatro espécies de Eichhornia através da
colorag@o convencional com Giemsa, com os fluorocromos CMA e DAPI e pela hibridizagcao
in situ fluorescente (FISH), visando caracterizar os caridtipos e definir polimorfismos
cariotipicos numéricos ou estruturais que contribuam para a diferenciacido interespecifica
entre essas quatro espécies e para a compreensdo da evolucdo cromossdmica do género
Eichhornia. Todas as espécies apresentaram cromossomos pequenos e cariotipos simétricos,
medindo desde 0.73 um em E. crassipes a 2.94 um em E. heterosperma € cromossomos
predominantemente metacéntricos. As contagens cromossomicas foram 2n = 32 para E.
crassipes, 2n = 30 para E. heterosperma, 2n = 28 para E. diversifolia e 2n = 16 para E.
paniculata. As espécies investigadas apresentaram nucleos interfasicos variando de
arreticulados a semi-reticulados e cromossomos com condensacdo profdsica proximal com
coloracdo mais intensa na regido pericentromérica. A coloragio CMA/DAPI revelou bandas
do tipo CMA"/DAPI' que foram co-localizadas com os sitios de DNAr 45S nas regides
distais. Dois sinais foram observados para E. heterosperma e E. diversifolia e quatro sinais
em E. paniculata e em E. crassipes, embora tenham sido observados seis sinais CMA" nesta
ultima espécie. O DNAr 5S ndo variou em nimero de sitios, mas em posi¢cdo. Dois sitios
foram observados na regido terminal em E. paniculata e na regidao pericentromérica das
demais espécies. Eventos de inversdao e disploidia cromossdmica foram sugeridos para

explicar a ndo colinearidade dos sitios de DNAr 58S.

Palavras-chave: variacao numérica, FISH, inversao, disploidia, género Eichhornia.
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Abstract

Eichhornia is a Neotropical genus belonging to the family Pontederiaceae. It occurs in aquatic
environments with outstanding ecological importance. Chromosome studies in the genus are
scarce, limited to the description chromosome numbers. This study aimed to analyze four
species of Eichhornia, by conventional Giemsa staining, fluorochrome staining with CMA
and DAPI and fluorescent in situ hybridization (FISH), to characterize the karyotypes and
define numerical or structural karyotypic polymorphisms that could contribute to interspecific
differentiation between these four species and the understanding of chromosome evolution of
the genus Eichhornia. All species have small chromosomes and symmetrical karyotypes,
from 0.73 um in E. crassipes to 2.94 um in E. heterosperma and predominantly metacentric.
Chromosomal counts were 2n = 32 for E. crassipes, 2n = 30 for E. heterosperma, 2n = 28 for
E. diversifolia and 2n = 16 for E. paniculata. The investigated species showed interphase
nuclei ranging from areticulate to semi-reticulate and proximal early condensation in prophase
chromosomes with most intense staining in pericentromeric regions. The CMA/DAPI staining
revealed CMA*/DAPI bands that were co-localized with 45S rDNA sites in terminal regions.
Two signals were observed for E. heterosperma and E. diversifolia, and four signals in E.
paniculata and E. crassipes, although six CMA" signals were observed in the latter species.
The 5S rDNA did not vary in the number of sites but in position. Two sites were observed in
the terminal region in E. paniculata and in the pericentromeric region in the other species.
Chromosomal inversion and dysploidy were suggested to explain the non-colinearity of 5S

rDNA sites.

Keywords: numerical variation, FISH, inversion, dysploidy, genus Eichhornia.
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1. INTRODUCAO

A familia Pontederiaceae € composta exclusivamente por vegetais palustres e
aquiticos (ECKENWALDER; BARRETT, 1986), amplamente distribuida em regides
tropicais e subtropicais, com poucos representantes em dreas de clima temperado (JUDD et al.
2009). Estéd inserida na ordem Commelinales Mirb. Ex Bercht. & J. Presl juntamente com
Commelinaceae Mirb., Haemodoraceae R. Br., Hanguanaceae Airy Shaw e Philydraceae Link
(APG III, 2009). Compreende aproximadamente dez géneros e 30 espécies, ocorrendo no
Brasil os géneros Eichhornia, Heteranthera, Hydrothrix e Pontederia com quase 20 espécies
(SOUZA; LORENZI, 2012).

O género Eichhornia Kunth, formado por menos de dez espécies, se destaca por ser
nativo dos Neotrépicos (BARRETT, 1988). Entre as seis espécies ocorrentes no Brasil
(AMARAL, 2014), Eichhornia crassipes (Mart.) Solms originada na América do Sul tropical
(JAFARI, 2010; STANLEY; JULIEN; CENTER, 2007) € a de maior relevancia, pois além de
servir de alimento para roedores, habitat para pequenos invertebrados aqudticos e para a
desova de algumas espécies de peixes, também pode ser empregada na purificacdo de corpos
de agua poluida e na produgdo de biogds (TRINDADE et al. 2010). Contudo, pode ser
considerada uma praga (JUDD et al. 2009) devido a propagacdo excessiva e acelerada em
ambientes eutrofizados (CAMPELO et al. 2012) em virtude de altas concentracdes de fosforo
e nitrogénio que estdo relacionadas com o crescimento e acimulo de biomassa (COETZEE et
al. 2009). As demais espécies do género, E. azurea (Sw.) Kunth, E. diversifolia (Vahl) Urb.,
E. heterosperma Alexander e E. paniculata (Spreng.) Solms podem ser uteis como
ornamentais (BARRET, 1988) e forrageiras (POTT; POTT, 2000), entre outras utilidades.

Estudos citogenéticos para o género Eichhornia sdo escassos, em grande parte restritos
a contagem cromossomica, exibindo n = 8, 15, e 16 (BARRETT, 1988; ECKENWALDER;
BARRETT, 1986). No entanto, hd trabalhos que ndo se limitam apenas a quantidade de
cromossomos como o de Pedrosa et al. (1999) que também descrevem o tipo de nucleo
interfasico, condensacdo profdsica e tamanho dos cromossomos para E. crassipes e E.
paniculata. E mais recentemente, Isa et al. (2013) realizaram estudo sobre o comportamento e
o arranjo dos cromossomos meidticos em genotipos de E. crassipes da Nigéria, propondo uma
origem autotetraploide e um novo niimero bdsico (x = 4) para todo o género Eichhornia.

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo analisar comparativamente os
cariétipos de quatro espécies do género Eichhornia por meio da técnica convencional com

Giemsa 2%, CMA/DAPI e FISH com sondas de DNAs ribossomais 5S e 45S visando
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caracterizar os cariotipos, detectar polimorfismos cariotipicos que contribuam para a distin¢do

das espécies e compreender a evolugdo cromossdmica do género Eichhornia.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A familia Pontederiaceae

2.1.1. Taxonomia e distribuicao

Segundo a classificagdo de Takhtajan (1969) e Cronquist (1981; 1988) a familia
Pontederiaceae Kunth era incluida na subclasse Liliidae Takht e ordem Liliales Lindl. No
entanto, nenhuma similaridade cariotipica foi encontrada entre Pontederiaceae e Liliaceae
(SEN, 1975).

Com a classificacio de Dahlgren, Clifford e Yeo (1985) Pontederiaceae foi
introduzida na superordem Bromeliiflorae juntamente com as familias Haemodoraceae e
Philydraceae. Neste sistema, a familia era a unica na ordem Pontederiales Hook. Com a
proposta de um novo sistema de classificacdo (APG - The Angiosperm Phylogeny Group)
baseado no estudo de sequéncias de DNA que reflete as relagdes filogenéticas das plantas
(APG 1, 1998), Pontederiaceae foi incluida na ordem Commelinales, clado Commelinideas,
subclado Monocotileddneas e permanece nesta posi¢ao até o atual sistema de classificacdo -
APG III (2009).

A quantidade de espécies e gé€neros na familia ainda ndo estd totalmente definida,
podendo variar de 30 a cerca de 43 espécies e de sete a aproximadamente dez géneros
(BARRETT; GRAHAM, 1997; COOK, 1998; ECKENWALDER; BARRETT, 1986;
GIULIETTT et al. 2005; JUDD et al. 2009; SIMPSON, 2006; SOUZA; LORENZI, 2012).
Para a maioria dos autores a familia é composta por nove géneros: Eichhornia Kunth,
Eurystemon Alexander, Heteranthera Ruiz & Pav., Hydrothrix Hook. f., Monochoria C.
Presl, Pontederia L., Reussia Dennst., Scholleropsis H. Perrier e Zosterella Small e estes
géneros estdo agrupados em trés tribos de acordo com o nimero de l6culos férteis do ovério:
Eichhornieae (Eichhornia e Monochoria), Heteranthereae (Eurystemon, Heteranthera,
Hydrothrix, Scholleropsis e Zosterella) e Pontederieae (Pontederia e Reussia) (COOK, 1998;
SIMPSON; BURTON, 2006).

A analogia morfolégica entre os géneros dificulta a determinacdo do nimero preciso
de espécies e muitos dos caracteres morfoldgicos sdo alterados pelas condi¢des ambientais, 0
que dificulta a identificacdo e sinonimizac¢do de alguns individuos (GASTAL JUNIOR,
1998). A falta de um consenso quanto ao nimero exato de espécies € uma consequéncia dos

poucos tratamentos taxondmicos para o grupo principalmente dos que sdo aliados e ou
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comparados com outras ferramentas como anatomia, biologia molecular, bioquimica,
citogenética, paleontologia, entre outros.

Muitos trabalhos que fazem referéncia a familia Pontederiaceae no Brasil estdao
limitados a levantamentos floristicos como os que foram realizados recentemente por Moura-
Junior et al. (2013) para a regido Nordeste, o de Pott et al. (2011) para o Pantanal mato-
grossense € Pivari et al. (2011) em Minas Gerais. Essas pesquisas foram efetuadas no intuito
de verificar a riqueza, distribuicio e ou formas bioldgicas das espécies em ambientes
aquéaticos sem nenhum estudo taxondmico para a familia.

Pontederiaceae possui uma distribuicdo principalmente pantropical (JOLY, 2002;
SOUZA; LORENZI, 2012) com poucas espécies nas regides temperadas, sendo os géneros
Eichhornia e Heteranthera predominantemente neotropical com excecdo de E. natans
(Beauv.) Solms-Laub. e H. callifolia Kunth que sio encontradas na Africa; enquanto
Eurystemon, Hydrothrix, Pontederia, Reussia e Zosterella sao exclusivamente do novo
mundo e Monochoria e Scholleropsis estao restritas ao velho mundo (COOK, 1998;
ECKENWALDER; BARRETT, 1986). Possui centro de diversidade na América do Sul
(KOHN et al. 1996) onde 21 das 34 espécies consideradas por Eckenwalder e Barrett (1986)
sdo encontradas.

No Brasil, a familia estd constituida por 19 espécies e 4 géneros [Eichhornia (6),
Heteranthera (7), Hydrothrix (1) e Pontederia (5)] com ampla distribuicao geografica por ser
encontrada em todas as regidoes e dominios fitogeograficos do pais - Amazonia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal - (AMARAL, 2014) comumente presente em ambientes

alagados (SOUZA; LORENZI, 2012).

2.1.2 Caracteres morfolégicos gerais

Pontederiaceae consiste de ervas paludosas ou aquaticas, submersas, emergentes ou
flutuantes, sendo perenes ou raramente anuais. Os caules sdo rizomatosos ou estoloniferos. As
folhas sdo disticas ou espiraladas com bainha larga que envolve o caule na base, simples,
inteiras, linear a orbicular ou sagitada, com venagdo paralela a palmada; estipulas axilares,
medianas ou ausentes, quando grandes envolvem o caule formando uma 6crea e quando
pequenos sdo reduzidos a uma bainha ou ligula; peciolos de tamanhos variados, algumas
vezes inflados. A inflorescéncia é um racemo terminal ou axilar, espiciforme, protegida na
base por uma bainha, as vezes reduzida a uma flor associada a duas brécteas; pedinculo

glabro ou glandular pubescente. Flores vistosas, bissexuais, zigomorfas ou actinomorfas,
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hipdginas, glabras ou com tricomas. O perianto € homoclamideo ou heteroclamideo composto
de seis tépalas, trés internas e trés externas, as vezes esses elementos sdo reduzidos a quatro
ou trés, as tépalas sdo quase livres na base ou basalmente conadas, brancas, azuis, amarelas e
lilds sarapintadas de amarelo. Os estames s@o em numeros de seis, quatro, trés (mais trés
estaminddios) ou um (mais dois estaminddios), com diferentes comprimentos em alguns taxa
(associado com heterostilia), diplost€émones ou antipétalos, epipétalos; filetes adnatos ao tubo
do perianto; anteras deiscentes por fendas ou poros; graos de pélen com um, dois ou trés
sulcos. O gineceu € sincarpico tricarpelar com ovério stipero e um a trés I6culos; os estiletes
sdo heteromorficos ou enantiostilicos em alguns taxa; estigma solitdrio frequentemente com
trés lobulos; placentacdo axial, apical ou parietal; 6vulos solitdrios ou numerosos. Os
nectdrios estdo ausentes ou presentes nos septos do ovéario. O fruto € uma cdpsula loculicida
ou noz. As sementes sdo numerosas ou solitarias, ovoides, usualmente com marcas
longitudinais e abundancia de endosperma (COOK, 1998; JOLY, 2002; JUDD et al. 2009;
SIMPSON, 2006; SOUZA; LORENZI, 2012).

2.2. O género Eichhornia Kunth

2.2.1. Origem, distribuicio e ocorréncia

Eichhornia é originada nos trépicos do Novo Mundo e € constituida por sete espécies:
E. azurea (Sw.) Kunth, E. crassipes (Mart.) Solms (fig. 1, a-f), E. diversifolia (Vahl) Urb.
(fig. 1, d-e), E. heterosperma Alexander (fig. 1, g-h), E. paniculata (Spreng.) Solms (=E.
meyeri A. G. Schulz) (fig. 1, b-c), E. natans e E. paradoxa Mart. (BARRETT, 1988;
ECKENWALDER; BARRETT, 1986). Dentre essas espécies apenas E. paniculata e E.
paradoxa nao se estendem por dreas mais extensas, na qual E. paniculata é considerada
abundante apenas em alguns locais no Nordeste do Brasil, assim como em Cuba, Jamaica,
Nicardgua e Equador; enquanto E. paradoxa é encontrada apenas no Brasil, Guatemala e
Venezuela (BARRETT, 1988). Diferentemente, as espécies E. azurea, E. crassipes, E.
diversifolia e E. heterosperma, possuem distribuicilo bem ampla sendo encontrada na
América Central e do Sul e na India Ocidental (ECKENWALDER; BARRETT, 1986). E essa
amplitude pode estar relacionada tanto com a dispersdo das sementes pelas aves aqudticas, as
quais sao capazes de percorrer longas distancias (BARRETT; GRAHAM, 1997), como pela
propagacao vegetativa (BARRETT, 1988).
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O género Eichhornia ocupa diversos ambientes aquaticos naturais como rios, lagos,
reservatorios, pantanos e piscinas sazonais, assim como também sdo capazes de colonizar
lugares modificados pelo homem como lavouras de arroz, canais de irrigacdo e valas de
drenagem (BARRETT, 1988).

A espécie E. crassipes é frequentemente encontrada em superficies de rios, canais,
reservatorios e lagos (BIANCHINI Jr, 2003) com habitat semelhante ao de E. azurea, que é
avistada em rios, lagos e pantanos (BARRETT, 1988). E. heterosperma, por sua vez, pode ser
considerada uma espécie bem resistente, pois suporta a dissecacdo de ambientes aridos como
a caatinga do Nordeste, podendo ser encontrada também em lagos tempordrios (BARRETT,
1988; TABOSA; MATIAS; MARTINS, 2012). J& E. paniculata ocupa areas de pastagens de
baixa altitude, piscinas sazonais e cultura de arroz, enquanto sobre E. paradoxa pouco se
conhece devido a sua raridade, mas as poucas observagdes sugerem que esta espécie seja de
locais sazonalmente inundados, similar a E. diversifolia, que é comumente encontrada em

lagos temporarios (BARRETT, 1988).

2.2.2. Importancia econémica e ecologica

As espécies de Pontederiaceae possuem grande importancia ecoldgica para a dinamica
dos ecossistemas aquaticos (POTT; POTT, 2000). Eichhornia crassipes é a espécie mais
relevante do género. Devido a sua rdpida proliferacio podem dificultar ou impedir a
navegacdo fluvial (BORTOLOTTO; NETO, 2005; JOLY, 2002;) e a cobertura da superficie
da 4dgua impossibilita a entrada da radiacdo solar, afetando desta forma os organismos
aquaticos (NDIMELE; KUMOLU-JOHNSON; ANETEKHALI 2011).

No entanto, a espécie apresenta finalidades benéficas, pois suas raizes servem de
abrigo para macroinvertebrados (NEIFF; CARIGNAN, 1997), produg¢ao de biogds e adubacado
do solo (HENRY-SILVA; CAMARGO, 2002). As fibras do peciolo podem ser utilizadas para
fazer cestas, tapetes (BORTOLOTTO; NETO, 2005), corda e papel (JAFARI, 2010); e as
folhas e partes aéreas em geral servem para a producdo de ragdo ou como forragem para
bovinos (GARCIA et al. 2000; HENRY-SILVA; CAMARGO, 2002). A planta também ¢
destinada a fabricacdo de fertilizantes, purificacio da &dgua, alimentacio (NDIMELE,;
KUMOLU-JOHNSON; ANETEKHAI 2011) e desova de peixes (JOLY, 2002). E
considerada um indicador biolégico (LIMA et al. 2011) de poluica@o hidrica (SPOSITO, 2013)

e serve também na fitorremediacao, que € a utilizacdo de plantas como agentes despoluidores
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(PROCOPIO et al. 2005) de metais pesados (ODJEGBA; FASIDI, 2007; PEREIRA et al.
2011; RUBIO et al. 2004).

As espécies relacionadas do género como E. diversifolia e E. paniculata podem ser
utilizadas tanto para forragem de animais paludicolas e cavalos, respectivamente, quanto para
uso ornamental (POTT; POTT, 2000). Entretanto, Eichhornia paniculata também ¢é
considerada infestante em lagoas destinadas para psicultura e lavouras de arroz irrigado, assim
como E. azurea que forma grandes ilhas podendo impedir a passagem de pequenas
embarcagdes (LORENZI, 2008), mas € de extrema relevancia ecoldgica porque € habitat de
caranguejos e peixes (POTT; POTT, 2000). A espécie E. heterosperma também pode formar
coberturas em seus habitat aquaticos (VILLABONA—GONZALEZ; AGUIRRE; ESTRADA,
2011) e € considerada um abrigo para o desenvolvimento do lepidoptero Xubida infusella

(Walker) (STANLEY; JULIEN; CENTER, 2007).

2.2.3. Caracteristicas morfolégicas

As espécies de Eichhornia sdo ervas flutuantes, emergentes ou submersas, anuais ou
perenes. Os caules sdo flutuantes a eretos, rizomatosos a estoloniferos. As folhas sdo sésseis
basais formando uma roseta ou alternas ao longo do caule; as laminas sdo simples, inteiras,
reniformes, cordadas, cordado-lanceoladas, oval-acuminadas, obovadas ou orbiculares
elipticas; o peciolo € ocasionalmente inflado. A inflorescéncia é racemosa, espiciforme ou
paniculada inserida na axila de uma folha com uma bractea espaticea. As flores sdo tubulares,
heterostiladas, zigomorfas, consistem em dois verticilos alternados de trés tépalas cada um,
coloragdo azul, roxo e rosa-pélido; as tépalas sao oblongo-lanceoladas, glandular-pubescentes,
com margens inteiras ou fimbriadas. O androceu consiste de seis estames: trés compridos e
trés curtos, com filetes arqueados no &pice, pubescentes ou glabro, anteras pequenas,
bitecadas. O ovdrio € trilocular com duas fileiras de 6vulos; o pistilo é alongado, colorido,
estigma capitado com trés lébulos ou com trés ramos curtos. Os frutos sdo capsulares
loculicidas protegidos pelo tubo do perigbnio seco da flor. As sementes sdo numerosas,
pequenas, elipsoides, apiculadas, com superficie reticulada e nervuras longitudinais
perceptiveis (COOK, 1998; NASCIMENTO et al. 2013; NOVARA, 2012).

E. azurea é uma planta aquatica flutuante fixa, perene que quando jovem é submersa
(LALLANA; MARTA, 1981; POTT; POTT, 2000). Possui longos caules providos de folhas
(LORENZI, 2008) orbiculares a obovadas, glabras; peciolo nao inflado. Inflorescéncia

espiciforme, glabra (NASCIMENTO et al. 2013; SANCHES; CERVI; POTT, 2000). As
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tépalas sdo pilosas e as internas fimbriadas. Possuem seis estames concrescidos as tépalas. O
estilete € piloso, heterostilico e seu estigma € do tipo tripartido e pubescente (NASCIMENTO
et al. 2013). E. crassipes € uma macroéfita flutuante livre ou fixa que exibe morfologias
diferentes, dependendo das condi¢des em que ela cresce e da disponibilidade de nutrientes na
dgua (COETZEE et al. 2009). Apresenta folhas reniformes, dpice arredondado, base cuneada;
peciolo inflado (NASCIMENTO et al. 2013). Inflorescéncia espiciforme (SANCHES;
CERVI; POTT, 2000) com presenca de heterostilia (LALLANA; MARTA, 1980). Contém
seis estames, filetes pilosos e anteras oblongas. Estilete piloso, tripartido (NASCIMENTO et
al. 2013).

E. diversifolia € uma erva flutuante fixa (POTT; POTT, 2000) com folhas submersas,
lineares, dpice agudo, base atenuada, margem inteira; folhas emergentes cordiformes, dpice
obtuso, base cordada, margem inteira; bracteas espatuladas. Possui seis estames, anteras
oblongas. O estilete € piloso, heterostilico e com estigma tripartido (NASCIMENTO et al.
2013). E. heterosperma € uma planta aquatica flutuante (BARRETT, 1988) fixa. Ja E.
paniculata € uma planta emergente, anual (POTT; POTT, 2000), estolonifera, glabra, ereta
(LORENZI, 2008); folhas emergentes; inflorescéncias em panicula e fruto capsular

(SANCHES; CERVI; POTT, 2000, 2003).

2.3. Citogenética vegetal

2.3.1. Relevancia para a taxonomia

A citogenética é a drea que estuda o cromossomo e sua organizacdo (HESLOP-
HARRISON; SCHWARZACHER, 2011) tanto no que diz respeito a sua estrutura, replicacao
e finalidade quanto a modificacdo e evolucdo (GUERRA, 1988) e pode ser subdividida em
classica e molecular.

Estudos citogenéticos cldssicos contribuem para o conhecimento da diversidade
cromossdmica das espécies, visto que fornecem um panorama do comportamento mitético e
meidtico dos mesmos através da deteccdo de alteragdes cariotipicas como mudangas no
nimero, morfologia (CHESTER et al. 2010) e tamanho dos cromossomos.

A citogenética molecular diz respeito a aplicacdo de diferentes técnicas da biologia
molecular diretamente em preparagdes citolégicas como os tecidos, células, cromossomos e
fibras de DNA (HERRERA, 2007). Estudos genOmicos juntamente com a citogenética

molecular tém fornecido novas perspectivas sobre a natureza dos rearranjos cromossomicos,
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mostrando como os genomas evoluem e a causa dessa diversidade (HESLOP-HARRISON;
SCHWARZACHER, 2011).

Dentro dos parametros citogenéticos utilizados para caracterizar uma espécie tem-se o
nimero cromossdmico, a morfometria, o padrio de bandeamento (GUERRA, 1988), o
comportamento meidtico (STACE, 2000) e a localizacdo de sequéncias de DNA especificas
(GUERRA, 2004). Entre esses, o mais utilizado € o nimero cromossomico, uma vez que a
contagem cromossomica produz dados confidveis e altamente reprodutiveis, além de auxiliar
em estudos citotaxondmicos de diversos grupos de plantas ou familias (GUERRA, 2008).

No entanto, para um estudo mais detalhado do -caridtipo, j4 que o ndmero
cromossOmico encontra-se conservado em muitas espécies, faz-se necessdrio a integracao de
outros dados como estrutura dos nucleos interfasicos, nivel de condensag¢do da prometafase,
tamanho e morfologia cromossomica e os padroes de bandas (GITAf; HORRES; BENKO-
ISEPPON, 2005). Todas essas informacdes sdo atribuidas as andlises cariotipicas e sao
extremamente uteis na diferenciacdo de tdxons, principalmente nos casos em que as
caracteristicas fenotipicas sdo andlogas e dificeis de distinguir (ORTOLANI;
MATAQUEIRO; MORO, 2007), podendo inferir ou confirmar uma identificagao taxondmica
(BOWDEN, 1945).

2.3.2. Importdncia das técnicas de citogenética

2.3.2.1. Coloracao convencional

O estudo citogenético € mais comumente realizado em cromossomos mit6ticos
metafdsicos, uma vez que a cromatina encontra-se altamente condensada € 0S cromossomos
nessa fase conservam suas caracteristicas morfolégicas (HERRERA, 2007). O conhecimento
sobre esses aspectos fisicos do cromossomo se dé através da técnica convencional, no qual é
possivel identificar o nimero, a forma, o comprimento individual e relativo dos cromossomos
e as posicoes das constri¢des primdrias e secundarias (STACE, 2000; SINGH, 2002).

O nimero cromossémico ainda € o cardter citolégico mais frequentemente relatado
devido a fécil observacdo e obtencdo (WEISS-SCHNEEWEISS; SCHNEEWEISS, 2013),
uma vez que se trata de uma técnica relativamente acessivel devido ao baixo custo. A unido
dos caracteres morfolégicos com o nimero cromossdmico mostrou-se bastante util na
classificacdo de diversas familias (RAVEN, 1975). Muitas vezes, mudang¢as na quantidade de

cromossomos podem ser varidveis dentro de uma espécie, como ocorreu em individuos de
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uma populacio de Zephyranthes sylvatica Baker (Amaryllidaceae J. St.-Hil.), que apresentou
nimeros cromossomicos diversificados como 2n = 12, 13 e 18 (FELIX et al. 2008). No
entanto, a variacdo pode estar relacionada ou nao com a diferenciac¢io fenotipica, que no caso
dessa espécie tem morfologia usualmente uniforme.

O tamanho dos cromossomos ¢ muito distinto entre as espécies, no entanto
determinados grupos tendem a ter cromossomos maiores ou menores (GUERRA, 1988).
Géneros da familia Poaceae Barnhart, por exemplo, com cromossomos médios ou pequenos
sdo principalmente de clima tropical ou subtropical, enquanto que aqueles que apresentam
cromossomos grandes sdo encontrados especialmente em climas temperados (ASDULOV,
1931 apud STEBBINS, 1966), indicando que muitos estudos citogenéticos precisam ser
desenvolvidos a fim de compreender o significado adaptativo e taxondmico das plantas
tropicais (GUERRA, 1990).

A disposi¢do da constri¢do primdria € variavel, podendo estar localizada entre a regido
mediana e terminal do cromossomo, no qual podem formar quatro tipos cromossOmicos:
metacéntrico, submetacéntrico, acrocéntrico e telocéntrico (GUERRA, 1988). Através da
posicdo do centrdmero pode-se determinar a simetria do caridtipo, se simétrico ou
assimétrico. De acordo com os tipos de cromossomos, trés espécies — Limnocharis flava (L.)
Buchenau, L. laforestii Griseb, Hydrocleys nymphoides (Willd.) Buchenau - da familia
Limnocharitaceae Takht. ex Cronquist foram classificadas com cariétipos assimétricos, que €
considerado um cardter derivado e que paralelamente foi acompanhado por mudangas
fenotipicas pelo aumento da quantidade de elementos reprodutivos (carpelos e estames)
(FORNI-MARTINS; CALLIGARIS, 2002).

A constricdo secundaria CS - (ou regido organizadora do nucléolo — RON) é uma
regido parcialmente descondensada (GUERRA, 1988) localizada na posic¢ao intersticial ou
subterminal do cromossomo (WEISS-SCHNEEWEISS; SCHNEEWEISS, 2013). Essas
regides sdo sitios de origem do nucléolo, no qual € produzido o RNA ribossomal (STACE,
2000) e esses genes ribossomais estdo organizados em tandem, isto é, sequéncias de pares de
bases que estdo repetidas centenas ou milhares de vezes lado a lado (TUCKER; VITINS;
PIKAARD, 2010). Essa repeticio é necessdria porque todas as proteinas indispensaveis a
célula sdo sintetizadas nos ribossomos (SUMNER, 2003).

Nas espécies do género Citrus L. (Rutaceae Juss.), por exemplo, a CS ¢ um dos
aspectos mais importantes, pois em algumas variedades, por meio da coloracdo convencional,

s6 é possivel observar a CS em um dos homélogos (GUERRA et al. 1997) mostrando se tratar
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de hibridos, uma vez que esses individuos retém apenas um conjunto de genes de RNAr do

parental, enquanto o outro € silenciado (MARQUES et al. 2011).

2.3.2.2. Bandeamento com os fluorocromos CMA e DAPI

A coloragdo de base-especifica com fluorocromos € empregada na identificacdo da
heterocromatina constitutiva — HC - (BARROS E SILVA; GUERRA, 2010), que é composta
de sequéncias de DNA altamente repetitivo geralmente nao codificantes (SUMNER, 2003). A
HC pode ser observada na regido pericentromérica, muito frequente em cromossomos
pequenos, € nas regides terminais e intersticiais, facilmente visualizadas em cromossomos
médios e grandes (GUERRA, 2000). Os blocos de HC podem variar entre espécies proximas
€ mais raramente entre cromossomos homoélogos no mesmo individuo, constituindo um
importante marcador cromossdmico para estudos citogenéticos evolutivos (SUMNER, 2003).

Os corantes fluorescentes como o CMA; (liga-se preferencialmente a regides com
maior quantidade de AT - adenina, timina) e o DAPI (adere-se a regides ricas em GC —
guanina, citosina) podem revelar pelo menos sete tipos de heterocromatina — CMA’DAPI’,
CMA"/DAPT, CMA”/DAPI*, CMA/DAPI", CMA*/DAPI’, CMA*/DAPT, CMA*/DAPI"* -
(BARROS E SILVA; GUERRA, 2010; BERJANO et al. 2009; VANZELA; GUERRA, 2000)
com base na distribuicdo das bandas, onde o (=) significa auséncia da coloracdo, (+) a
presenca dessa colorag@o e () uma regido neutra onde nao ha uma quantidade elevada nem
baixa de marcacao.

Em populagdes silvestres de Lathyrus nervosus Lam. (Fabaceae Lindl.) foi observado
um padrdo altamente varidvel em nimero, tamanho e posicdo de bandas heterocromaéticas
CMAY/DAPI*, sugerindo que essa versatilidade seja um dos mecanismos envolvidos na
evolucdo dos caridtipos desses individuos (CHALUP et al. 2012). Também foi verificado
divergéncias em estudos populacionais de Chamaecrista nictitans (L.) Moench (Fabaceae), no
qual uma populacdo apresentou seis pares de bandas terminais — CMA/DAPI" (2) e
CMA*/DAPI (4) - e a outra apenas trés pares com blocos CMA*/DAPI terminais, o que pode
estar associado a evolugdo da heterocromatina, uma vez que as populagdes sao isoladas uma
da outra (SOUZA; BENKO-ISEPPON, 2004).

As bandas geradas pelos corantes CMA3 e DAPI podem ser consideradas marcadores
especificos, pois permitem reconhecer os pares cromossdmicos como ocorre em Spondias L. -

Anacardiaceae R. Br. (ALMEIDA; CARVALHO; GUERRA, 2007) e quando associados com
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a posicdo de sitios de DNAr podem ser uteis na distingio de genomas de espécies

relacionadas e na caracterizacdo citogenética entre populagdes (GAIERO et al., 2012).

2.3.2.3. Hibridizacao in situ fluorescente (FISH)

Hibridizacao in situ (HIS) é uma técnica que tem como principio bésico identificar a
posicdo de uma sequéncia conhecida de DNA ou RNA (chamada de sonda) no cromossomo,
através do pareamento desses segmentos com uma sequéncia de nucleotideos localizados
dentro da célula (GUERRA, 2004). Essa hibridizacdo pode ocorrer em qualquer fase da
meiose ou mitose inclusive na intérfase, mas € comumente feita em cromossomos
paquiténicos e metafasicos mitéticos devido a uma melhor visualizagdo. As sequéncias
hibridizadas podem ocorrer em qualquer parte do cromossomo (regides teloméricas,
subteloméricas, RONs, centroméricas, intersticiais...) dependendo do tipo de sonda utilizada
(HESLOP-HARRISON, 2000).

Com a insercao de uma molécula fluorescente a técnica passou a ser conhecida como
hibridizacdo in situ fluorescente (FISH), no qual apds a hibridizagao a sequéncia alvo exibe
fluorescéncia e pode ser visualizada e fotografada com um microscépio de fluorescéncia
(DEVI; KO; SEO, 2005). Esse método é largamente utilizado na localizacdo de regides
especificas do genoma ou de genes (GARIMBERTI; TOSI, 2010) como os DNAs
ribossomais 5S e 45S que sao os mais utilizados por serem facilmente isolados e localizados,
além de serem conservados evolutivamente (GUERRA, 2004).

O DNAr 458 € localizado nas RONSs, visivel pelas técnicas de coloragdo convencional
como constricdo secunddria associada ao satélite (GUERRA, 2004; HESLOP-HARRISON;
SCHWARZACHER, 2011; MARCON; BARROS; GUERRA, 2003; MEHES-SMITH;
NKONGOLO; KIM, 2011). O DNAr 45S ocorre em um ou mais pares cromossomicos e €
formado por blocos com muitas repeti¢cdes na qual cada repeti¢cdo contém os genes 18S, 5.8S
e 26S/28S (26S para plantas HESLOP-HARRISON; SCHWARZACHER, 2011; SUMNER,
2003; 28S para animais PEDERSON; POLITZ, 2000). Sao separados uns dos outros pelos
espacadores ITS (Internal Transcribed Spacer) 1 e 2, que sdo mais varidveis, sendo utilizados
em estudos filogenéticos comparativos (BALDWIN er al. 1995) e precedidos e sucedidos
pelos ETS (External Transcribed Spacer) também muito varidveis e estudados nas relacdes
filogenéticas de diferentes grupos vegetais (POCZAI; HY VONEN, 2010).

Ja os sitios de DNAr 5S em geral ndo sdo correlacionados com nenhum outro

parametro citogenético (MELO; GUERRA, 2003; SUMNER 2003) e aparecem em um tinico
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par cromossdmico ou mais raramente em dois ou mais pares (GUERRA, 2004; SUMNER
2003) possuindo uma sequéncia repetida em tandem com 120 pares de bases separados entre
si pelo DNA espacador NTS (Non-Transcribed Spacer) (GALETTI JUNIOR; MARTINS,
2004). Os produtos dos DNAs ribossomais 5S e 18S, 5.8S, 26S/28S juntamente com as
proteinas  ribossomais € que formam os ribossomos (HESLOP-HARRISON;
SCHWARZACHER, 2011).

A unido de dados citogenéticos sao bem informativos e contribuem para um resultado
mais consistente, especialmente quando se trata de estudos comparativos interespecificos e
intraespecificos. Através das férmulas cariotipicas, numeros cromossomicos, tamanho
cromossdmico, distribui¢cio das bandas CMA", sitios de DNAr 5S e principalmente indices de
assimetria cariotipica e a quantidade de DNAr 45S foi possivel estabelecer que as espécies
Ipheion dialystemon Guagl. e I hirtellum (Kunth) Traub (tratadas como Nothoscordum
felipponei Beauverd e N. hirtellum (Kunth) Herter) incluidas no género Ipheion Raf. sejam
excluidas, uma vez que as similaridades cariotipicas juntamente com as morfoldgicas sdao
mais proximas do género Nothoscordum Kunth (SOUZA; CROSA; GUERRA, 2010).

Sondas moleculares também podem ser consideradas um marcador cromossomico,
pois distingue os cromossomos com tamanho e morfologia semelhantes (MEHES-SMITH;
NKONGOLO; KIM, 2011). Os DNAs ribossomais podem evidenciar diferentes graus de
diversificacdo gendmica (BERJANO et al. 2009) para compreender a evolucao cariotipica nos
grupos (GUERRA, 2012), visto que durante o processo evolutivo esses marcadores podem ser

incorporados ou suprimidos (RODRIGUES; SOUZA; CORREA, 2012).

2.4. Estudos citogenéticos em Pontederiaceae Kunth e Eichhornia Kunth

Pontederiaceae ¢ uma familia pequena com cerca de 30 espécies (NOVARA, 2012).
Os estudos citolégicos na familia ainda estdo incompletos, pois a maior parte das espécies esta
caracterizada citogeneticamente apenas pelo numero cromossdmico haploide ou diploide,
enquanto algumas outras nao possuem nem um registro (ECKENWALDER; BARRETT,
1986; TROPICOS, 2014). E caracteristico desse tdxon a ocorréncia de cromossomos
pequenos a muito pequenos que variam de 2n = 14 - 80 (LEITCH et al. 2010). O nimero
basico também varia como x = 7 (Monochoria), x = 8 (Eichhornia, Pontederia) e x = 15
(Heteranthera) (RAVEN, 1975).

No género Eichhornia as contagens cromossdmicas estabeleceram n = 8 para E.

paniculata e n = 16 em E. crassipes (BARRETT, 1988). Essas espécies apresentam nticleos
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interfasicos do tipo semi-reticulado, condensacdo profdsica homogénea e cromossomos meta-
submetacéntricos, possuindo E. crassipes aproximadamente a metade do tamanho
cromossdmico médio de E. paniculata (PEDROSA et al. 1999).

A poliploidia e aneuploidia do género sdo derivados do nimero bésico original x = 8
(BARRETT, 1988), no entanto estudos meidticos no tetraploide E. crassipes (2n = 4x = 32)
sugerem que o numero bdsico original seja x = 4 e que as espécies do género sejam
autopoliploides baseando-se na quantidade de irregularidades meidticas como o aparecimento

de univalentes, bivalentes e multivalentes (ISA ef al. 2013).
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Resumo

O género Eichhornia Kunth (Pontederiaceae) apresenta 7 espécies, quatro delas ocorrendo no
estado de Pernambuco. S3o plantas de habitat aquético de dgua doce. Visando ampliar o
conhecimento citogenético desse grupo foram estudadas quatro espécies, E. crassipes, E.
diversifolia, E. heterosperma e E. paniculata, através da coloracdo convencional, do
bandeamento com os fluorocromos CMA/DAPI e da FISH com DNAr. O presente trabalho
teve como objetivo caracterizar quatro espécies de FEichhornia por meio da coloragdo
convencional com Giemsa, dos fluorocromos CMA e DAPI e da hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH), visando identificar polimorfismos cariotipicos numéricos ou estruturais
que contribuam como parametros citogenéticos para a diferenciacio interespecifica, além do
entendimento da evolucdo cariotipica do género Eichhornia. Descrevemos detalhes do
cariétipo incluindo tipo de nicleo interfasico, morfologia, tamanho dos cromossomos,
disposi¢do da heterocromatina e sitios de DNAr 45S e 5S. Todas as espécies investigadas
mostraram cariftipos simétricos com cromossomos pequenos metacéntricos e nucleos
interfasicos do tipo arreticulado e semi-reticulado. Os nimeros cromossdmicos variaram de
2n = 16 a 2n = 32 em E. paniculata e E. crassipes, respectivamente, 2n = 30 em E.
heterosperma e 2n = 28 em E. diversifolia. Blocos de heterocromatina com forte marcacao
para o corante cromomicina (CMA") ocorreram em posi¢des terminais co-localizados com os
sitios de DNAr 458, sendo dois sinais nas espécies E. diversifolia e E. heterosperma, quatro
em E. paniculata e quatro (CMA®) e seis (DNAr 45S) em E. crassipes. Dois sitios de DNAr

5S foram localizados em um par cromossdmico na regido terminal de E. paniculata e para as
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demais espécies a localizacdo dos dois sitios foi na regido pericentromérica. Na espécie E.
heterosperma o DNAr 5S foi localizado no maior par cromossomico. Inferéncias
citoevolutivas para o género Eichhornia foram discutidas no presente trabalho, com énfase
para os eventos de inversdo e disploidia para explicar a variacdo nos sitios de DNA

ribossomais e a nao colinearidade dos sitios de DNAr 5S.

Palavras-chave: disploidia, inversdo, FISH-DNAr, CMA".

Introducao

O género Eichhornia Kunth (Pontederiaceae Kunth) compreende sete espécies (Barrett
e Graham 1997) distribuidas predominantemente nos Neotrépicos (Eckenwalder e Barrett
1986). No Brasil hd a ocorréncia de seis espécies, das quais quatro (E. crassipes (Mart.)
Solms, E. diversifolia (Vahl) Urb., E. heterosperma Alexander e E. paniculata (Spreng.)
Solms) sdo encontradas no estado de Pernambuco (Amaral 2014).

Algumas espécies (E. crassipes (Bortolotto e Neto 2005), E. azurea e E. paniculata
(Lorenzi 2008) e E. heteropserma (Villabona-Gonzalez et al. 2011)) podem ser infestantes,
cobrindo a maior parte da superficie da 4gua, causando impactos nos ecossistemas aqudticos
(Ndimele et al. 2011). No entanto, sdo tteis para a dinAmica ecoldgica de outros organismos
(Pott e Pott 2000; Neiff e Carignan 1997; Joly 2002; Stanley et al. 2007).

Eichhornia tem sido bastante investigada quanto ao seu sistema reprodutivo (Barrett
1978; Barrett 1985; Barrett 1988; Cunha e Fisher 2009), pois alguns representantes
apresentam heterostilia, polimorfismo floral no qual os estames e estigmas apresentam
diferentes comprimentos (Barrett 1988); e em niveis filogenéticos morfolégicos e moleculares
(ver por exemplo: Eckenwalder e Barrett 1986; Graham et al. 1998; Ness et al. 2011).
Entretanto, tem sido pouco explorada citogeneticamente, visto que os dados cariotipicos sdo
escassos e referem-se apenas a determinacdo do numero cromossdmico (Fedorov 1969;
Goldblatt 1981; 1985; Eckenwalder e Barrett, 1986 Goldblatt e Johnson 1990; 1991; Pedrosa
et al. 1999).

Em Pontederiaceae existe grande variagao entre os nimeros cromossomicos diploides,
2n = 14 — 80 (Leitch et al. 2010) e nimeros cromossdmicos basicos, x = 7, 8 e 15 (Raven
1975) sendo mencionado na literatura variacdes cromossdmicas numéricas como aneuploidia
(Eckenwalder e Barrett 1986), disploidia e poliploidia (Leitch et al. 2010). Para muitos

taxonomistas a contagem cromossdmica € o unico parametro utilizado por ser de facil
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observacdo e obtencao (Weiss-Schneeweiss e Schneeweiss 2013) e tem sido importante nos
estudos das relacdes intra e interespecificas (Candan 2013) e na identificac@o botanica.

No género Eichhornia nenhum parametro citogenético mitético, além da contagem do
nimero de cromossomos, foi realizado, com exce¢do para E. crassipes e E. paniculata que
tiveram seus nucleos interfasicos e morfologia cromossOmica descrita por Pedrosa et al.
(1999). O motivo da escassez de dados para Eichhornia e para familia Pontederiaceae como
um todo, pode estar ligado ao pequeno tamanho dos cromossomos relatado por Leitch et al.
(2010), mas pode também estar relacionado a caréncia de trabalhos com descri¢do botanica
para o género, impedindo a identificacdo das espécies e ou a distribuicdo geogrifica nos
continentes, visto que Eckenwalder e Barrett (1986) diz que o género possui uma maior
ocorréncia no continente americano.

Segundo Barrett (1988) os nimeros cromossdmicos haploides descritos para o género
sdo: n = 8, 15, 16, sendo x = 8 considerado o nimero bdsico original da familia. O mesmo
autor refere-se as demais espécies com mais de n = 8 como tetraploides. O presente trabalho
tem como objetivo caracterizar comparativamente quatro espécies de Eichhornia através do
nimero, tamanho, morfologia dos cromossomos metafdsicos mitéticos, distribuicao das
bandas heterocromadticas coradas com os fluorocromos CMA e DAPI e da localizacdo das
marcas de DNAr 5S e 45S nas espécies do género Eichhornia. Com isso, pretendemos
detectar polimorfismos numéricos e estruturais e entender melhor os padrdes evolutivos de
seus cariotipos e 0s eventos citogenéticos associados. Serd importante esclarecer, por
exemplo, como surgiu o cariétipo 2n = 30, visto que n = 15 ndo € multiplo do nimero bésico
proposto para o género Eichhornia x = 8 e, se esse caso, trata-se de um tetraploide com

disploidia descendente.

Material e Métodos

Material vegetal

Foram coletadas quatro espécies do género Eichhornia (E. crassipes, E. diversifolia,
E. heterosperma e E. paniculata) sendo a primeira coletada no A¢ude de Apipucos, localizado
em Recife no estado de Pernambuco e as demais, no campus da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE). Os espécimes foram mantidos no jardim experimental do
Laboratério de Citogenética Vegetal da UFRPE para continua coleta de raiz e até o periodo de
floragdao para serem dissecadas e depositadas no Herbdrio Professor Vasconcelos Sobrinho

(PEUFR) da UFRPE.
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Preparag¢do cromossomica

Para andlise mitdtica pontas de raizes foram coletadas e pré-tratadas com o
antimitotico 8-hidroxiquinoleina 2 mM por 24 h a 10°C. Posteriormente essas raizes foram
fixadas em solucdo Carnoy (dlcool etilico:acido acético, 3:1) por 24 h em temperatura

ambiente (TA) e estocadas em freezer a — 20°C.

Coloracdo convencional

Para a colorag@o convencional foi utilizado o protocolo de Guerra e Souza (2002). As
raizes hidrolisadas em HCI 5N por 20 min a TA, esmagadas em &cido acético 45% e
congeladas em nitrogénio liquido para a remoc¢do das laminulas. As laminas foram coradas

com Giemsa 2% por 10 a 20 minutos e montadas com Entellan (Merck).

Bandeamento fluorescente — CMA3;/ DAPI

As preparagdes foram feitas de acordo com Schweizer e Ambros (1994) com as
modificagdes de Guerra e Souza (2002). As raizes foram lavadas duas vezes em &4gua
destilada e digeridas em solug¢do enzimadtica a 37°C, contendo 2% de celulase e 20% de
pectinase, até que as raizes ficassem macias. Posteriormente as raizes foram lavadas em dgua
destilada e as laminas foram confeccionadas como descrito acima para coloragdo
convencional. As melhores laminas foram mantidas por no minimo 3 dias em TA antes da
coloragcdo. Em seguida foram coradas com CMAj; (0,2 mg/mL, 1h) e DAPI (2ug/mL, 30 min)
e montadas com glicerol/Mcllvaine. As laminas foram mantidas por 3 dias em ambiente

escuro a TA e logo depois analisadas.

Hibridizacdo in situ fluorescente - FISH

Para a preparacdo das raizes utilizou-se o procedimento como descrito para a
coloracdo com CMA3/DAPI e as 1aminas foram confeccionadas como descrito acima. O clone
D2 de Lotus japonicus com 500-pb (Pedrosa et al. 2002) e o clone R2 de Arabidopsis thaliana
com 6.5-kb (Wanzenbock et al. 1997), foram utilizados como sondas para localizar os sitios
de DNATr 58S e 458, respectivamente. Para a marcagdo das sondas, o DNA foi isolado através
da técnica de mini-prep utilizando o Kit da Invisorb seguindo as recomendagdes do
fabricante. As sondas foram marcadas com Cy3-dUTP (Amersham), através de Nick
Translation com o kit Nick Translation Mix (Roche). A FISH seguiu o protocolo de Pedrosa

et al. (2002) com modificagdes. A mistura de hibridizacdo consistiu de: 50% de formamida,
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10% de sulfato de dextran, 2 x SSC e 2-5ng/ul de sonda. O processo de desnaturagdo ocorreu
previamente com a sonda por 5 min a 75°C e com as laminas por 10 min a 75°C. Apés a
adicdo da solucdo da sonda sobre as laminas, este conjunto foi desnaturado novamente na
mesma condicdo de tempo e temperatura e hibridizado overnight a 37°C. As laminas foram

contra coradas com DAPI (2 pg/mL) em meio Vectashield (Vector).

Andlise de imagem e medicoes cromossomicas

Os nucleos interfasicos, prometdfases e metdfases completas e bem espalhadas obtidas
com a colorag@o convencional com Giemsa foram capturados em microscépio Leica DMLB
com camera Leica DFX 350F através do sistema de fotomicroscopia Leica CW4000. A
classificacdo do nucleo interfasico foi feita conforme Guerra (1985b). A medicdo dos
cromossomos foi feita pela média de 8-10 metéfases utilizando o programa Micromeasure®
versao 3.3. Os idiogramas foram montados e editados com o auxilio do programa Microsoft
Office PowerPoint 2010 e a nomenclatura adotada para a morfologia cromossdmica foi a
sugerida por Guerra (1988a).

As imagens do bandeamento CMA3/DAPI e da FISH foram ajustadas no brilho e
contraste com o auxilio dos programas Paint Shop Pro 5 e Adobe Photoshop CS3 (Adobe

Systems Incorporated).

Resultados

A contagem de cromossomos em metafase revelou 2n = 16 para E. paniculata, 2n = 28
para E. diversifolia, 2n = 30 em E. heterosperma e 2n = 32 para E. crassipes (Fig. 2). Os
cromossomos satelitados (1 par) foram mais facilmente visualizados quando as RONs
estavam distendidas, como observado em E. diversifolia (Fig. 2c, 3d e 3f) e E. heterosperma
(Fig. 3h). Em algumas células os satélites poderiam ser facilmente interpretados como
cromossomos pequenos pela coloragdo convencional como observado em E. diversifolia.

A andlise da estrutura da cromatina nuclear permitiu reconhecer nucleos do tipo
arreticulado para as espécies E. diversifolia (Fig. 2f) e E. heterosperma, cujos cromocentros
apresentaram-se pequenos e irregulares com leve coloragdo da cromatina difusa. Em E.
crassipes e E. paniculata (Fig. 2e) foi observado nucleos do tipo semi-reticulado, com
cromatina difusa levemente mais corada e cromocentros irregulares, porém discretos, nas

diversas células analisadas. O padrao de condensagdo profésico (Fig. 2g) foi do tipo proximal
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para as quatro espécies, sendo observada uma coloracdo mais intensa na regido
pericentromérica precocemente condensada no sentido centromero-telomero.

A morfologia dos cromossomos foi do tipo metacéntrico (Fig. 4 e Tabela 1). Medi¢des
cromossOmicas indicaram diferencas graduais de tamanhos entre o maior € o menor
cromossomo para as espécies (Tabela 1), além de ser claramente visivel a presenca de
cromossomos muito pequenos na metafase (Fig. 2). As médias do comprimento dos conjuntos
cromossomicos dessas espécies sdo apresentadas na Tabela 2. No entanto, hd cromossomos
submetacéntricos (para E. crassipes, por exemplo) que ndo foram computados pelo
Micromeasure porque trabalhamos com média e possivelmente devido ao alto nivel de
condensacdo dos cromossomos, houve alguns em que ndo foi possivel visualizar o
centromero. Embora E. heterosperma tenha apresentado o maior complemento
cromossdmico, 0s cromossomos nao estavam no estado maximo de condensacdo como nas
outras espécies (Tabela 2).

Foram observadas bandas CMA"/DAPI localizadas na regido terminal de todas as
espécies (Fig. 3). A espécie E. paniculata exibiu quatro bandas (Fig. 3a); E. diversifolia
mostrou dois blocos, cada um localizado no satélite (Fig. 3d) e E. heterosperma apresentou
duas bandas distais (Fig. 3g). A espécie E. crassipes apresentou uma maior quantidade de
bandas de CMA, num total de seis bandas terminais (Fig. 31), as quais s6 foram observadas na
metédfase com a sobreposicao das imagens por serem muito pequenas.

O nimero e tamanho das bandas observadas nos cromossomos condensados foram
confirmados nos diferentes tipos de nucleos interfasicos, que mantiveram parte da
heterocromatina CMA condensada. Uma excec¢do, entretanto, foi E. crassipes em que as
bandas foram apresentadas de forma mais difusa nos nicleos interfasicos (Fig. 31).

Em todas as espécies, sitios de DNAr 45S foram localizados distalmente
correspondendo 2 constricdo secunddria e as bandas de CMA" em E. diversifolia (Fig. 3f), E.
heterosperma (Fig. 3h). e E. paniculata (Fig. 3c). Em E. crassipes, essa co-localizagdao
aconteceu apenas em 4, dos 6 blocos CMA" (Fig. 31). Os sitios de DNAr 58 foram localizados
em apenas um par cromossomico em todas as espécies investigadas, porém em cromossomos
diferentes daqueles que possuem o DNAr 45S. Houve diferencas quanto a localizacao dos
sinais DNAr 5S nos pares de homélogos. Em E. paniculata (Fig. 3b), o sinal foi terminal,
sendo os dois sinais do mesmo tamanho. Para as demais espécies, os sinais de DNAr 5S
foram localizados adjacentes ao centrdmero, com heteromorfismo em relagdo a intensidade do

sinal.
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Discussao

Variagoes nos niicleos interfdsicos e niimeros cromossomicos

A estrutura dos nucleos interfasicos no género Eichhornia foi do tipo semi-reticulado e
arreticulado. Segundo Guerra (2000a) ntcleos arreticulados sao usualmente encontrados em
cariétipos com cromossomos pequenos que apresentam a heterocromatina ou a eucromatina
precocemente condensada, na regido proximal ou subterminal dos cromossomos profasicos.
Nucleos arreticulados também sdo comumente observados em vdrios géneros, entre eles,
Costus (Guerra 1988b), Koelreuteria (Urdampilleta et al. 2005), Cuscuta (Garcia e Martin
2007) e Pennisetum (Fajardo et al. 2010), com cromocentros correspondendo em geral, em
nimero ¢ em tamanho aos blocos de heterocromatina CMA (Guerra 1985a; Grif 2000).
Embora a estrutura nuclear no nivel interespecifico seja geralmente constante (Guerra 1985b)
pode ocorrer variagdo em tecidos da mesma espécie ou entre os nuicleos de diferentes espécies
do mesmo género (Guerra 1987), como observados em Passiflora (Guerra 1985b) e
Cardiospermun (Urdampilleta et al. 2012) e em espécies de Tripogandra (Marques et al.
2010). Talvez essa possa ser uma possivel explicacdo para E. paniculata e E. crassipes
apresentarem nucleo semi-reticulado, como confirmado por Pedrosa et al. (1999) e E.
diversifolia e E. heterosperma exibir nucleos arreticulados, como mostrado no presente
estudo.

Os nimeros cromossdmicos nas espécies foram relativamente baixos, variando de 2n
= 16 em E. paniculata para o dobro, 2n = 32 em E. crassipes. Todas as metafases completas
com cromossomos bem espalhados para E. crassipes foram analisadas e nem uma contagem
diferente de 2n = 32 foi observada para a espécie, ndo confirmando contagens isoladas
relatadas por Cook (1998) que observou 2n = 30 e 2n = 58. Talvez essa discrepancia esteja
relacionada a erros de contagem ou de identificacdo da espécie.

No presente estudo, apenas E. diversifolia apresentou um ndmero cromossomico
diferente de n = 15 encontrado por Eckenwalder e Barrett (1986) e Barrett (1988), exibindo
2n = 28 com presenca de dois satélites (Fig. 1c). No presente trabalho, com coloragdo Giemsa
foi dificil distinguir satélites de cromossomos pequenos, principalmente porque a constri¢ao
secunddria encontra-se muito distendida, ndo sendo possivel identificar com precisdo de qual
cromossomo pertence o satélite. Essa informacao sé foi possivel com o uso dos fluorocromos
CMA/DAPI. Talvez essa seja a justificativa para a discordancia com o nimero encontrado na

literatura. Essa dificuldade na contagem cromossdmica também foi relatada para as espécies
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Vellozia bahiana e V. glabra. No primeiro caso, houve discordincia do numero
cromossOmico encontrado com dados da literatura; e para V. glabra a contagem
cromossOomica foi varidvel (2n = 14-18) devido, provavelmente, a presenca de grandes

satélites, ndo sendo possivel diferenciar com precisao de cromossomos (Melo et al. 1997).

Pequeno tamanho dos cromossomos e estabilidade na morfologia dos mesmos

O presente estudo confirma o relato de Leitch et al. (2010) de cromossomos pequenos
a muito pequenos para a familia, uma vez que segundo Guerra (2000a) cromossomos
pequenos possuem menos de 3um e o presente estudo revela uma variacao de 0.73 um em E.
crassipes a 2.94 um para E. heterosperma. Os cromossomos tiveram tamanhos similares para
todos os individuos estudados, ndo ultrapassando 2 um a diferenca entre o maior € 0 menor
cromossomo de cada espécie. Além disso, os indices centroméricos revelaram cromossomos
do tipo metacéntricos para todas as espécies. Mesmo que haja a presenca de cromossomos
submetacéntricos (como visualizado em algumas metéfases de E. crassipes), estes sao em

numero reduzidos, ndo comprometendo a simetria cariotipica do género Eichhornia.

Heterocromatina CMA™ e sitios de DNA ribossomal

As bandas reveladas pela dupla coloragdo CMA/DAPI foram equivalentes em todas as
espécies, jA que estdo presentes nas regides terminais com pouca variacdo em relacdo ao
tamanho das bandas. Embora as bandas equilocais sejam frequentes na regido proximal de
algumas espécies com cromossomos pequenos, como os da familia Fabaceae, por exemplo
(Guerra 2000a), os nossos dados também sugerem a conservacdo de bandas terminais em
Eichhornia, uma vez que esses blocos evidenciam a similaridade estrutural e funcional dessas
regides entre as espécies estudadas. A posicdo terminal da heterocromatina € frequente em
alguns grupos vegetais com cromossomos diminutos como em Manihot (Carvalho e Guerra
2002), Citrus (Rutaceae) (Moraes et al. 2007; Carvalho et al. 2005), Asteraceae (Moraes e
Guerra 2010; Fregonezi et al. 2004; Torrell et al. 2003) entre outros.

A baixa quantidade de heterocromatina sugere uma condi¢do plesiomorfica para o
género. Segundo Guerra et al. (2000) hd uma correlacdo aparente entre a riqueza de
heterocromatina e caracteres apomorficos. Embora Eichhornia e os demais representantes da
familia Pontederiaceae apresentem caracteristicas externas derivadas (por exemplo: presenca

de inflorescéncia), a evolucdo ndo envolve todos os Orgdos ao mesmo tempo € muitas
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mudancas no genoma podem nao refletir nos caracteres morfoldgicos ou simplesmente podem
ser uma resposta aos fatores bidticos e abidticos do ambiente. Além disso, a heterocromatina €
composta principalmente de DNA satélite (Kubis et al. 1998; Guerra 2004) com sequéncias
ndo codificantes (Hemleben et al. 2007) e também de elementos transponiveis (Bennetzen
2000, Redi et al. 2001; Lippman et al. 2004; Slotkin e Martienssen 2007; Kejnovsky et al.
2012). Esses elementos moéveis tém preferéncia por locais especificos do cromossomo onde
eles tenham menos efeito deletério (Kejnovsky et al. 2012), como nas regides de
heterocromatina devido ao fato dessa regido gendmica apresentar um alto nivel de
condensacao.

Nossas observacdes mostraram uma baixa variagdo interespecifica de loci de DNAr
458, o qual variaram apenas de dois a quatro sitios, enquanto que o DNAr 5S manteve-se
constante em numero de dois sitios. A pequena quantidade de DNAr nas espécies pode estar
relacionada com a natureza altamente repetitiva do mesmo, pois essas sequéncias repetitivas
podem sofrer recombinacao homdloga alélica (Roa e Guerra 2012) e nao alélica (Pedrosa et
al. 2006) tornando-se vulneravel a perda de copias (Kobayashi et al. 2011).

A deteccdo dos sitios de DNAr 45S na mesma posicdo da heterocromatina CMA*
confirma que apenas uma fracdo de copias de DNAr € transcrita e que a heterocromatina
estabiliza as sequéncias repetitivas, pois um elevado nimero de cdpias geraria instabilidade
no genoma (Kobayashi 2011). Além disso, a posicdo de sitios de DNAr 45S na regido
terminal pode estar associado com a prote¢do dos teldomeros e com a ocorréncia de rearranjos
estruturais sem efeitos deletérios (Roa e Guerra 2012).

A regido cromossomica que codifica o RNAr 5S € varidvel entre as angiospermas
(Wicke et al. 2011) e no presente estudo os sitios de DNAr 5S se apresentaram aparentemente
conservados, pois para cada espécie foram observados apenas dois sinais em cromossomos
diferentes dos que apresentaram DNAr 45S. Geralmente os DNAr 5S e 45S sdo varidveis
entre si na localizagdo e nimero. Em algumas espécies isso evidencia que tenham ocorrido
rearranjos estruturais (Hamon et al. 2009) podendo estar relacionado com a especiagcdo
(Heslop-Harrison 2000). Em Eichhornia a diferenca de posi¢do dos loci entre a espécie
diploide e os tetraploides sugere a ocorréncia de possiveis rearranjos como a fusdo e a
inversao (Fig. 4). A ocorréncia de um par cromossdmico grande em E. heterosperma, pode ter
surgido a partir da fusdo de dois cromossomos (Fig. 4E). Por outro lado, a presenca dos sitios
de DNAr 58S nas regides pericentroméricas pode ter ocorrido devido a inversdo paracéntrica

da regido terminal para préximo do centrémero (Fig. 4F).
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Tomando como referéncia o nimero basico da familia Pontederiaceae (x = 8), Barrett
(1988) considera tetraploide todas as espécies de Eichhornia com mais de 2n = 16. No caso
de E. diversifolia e E. heterosperma, ambas com dois sitios de DNAr 45S co-localizados com
CMA", podem ser, de fato, consideradas tetraploides e que ao longo do tempo tenha ocorrido
disploidia descendente. Ja E. crassipes foi considerada um autopoliploide devido a
irregularidades meiodticas pela frequéncia de multivalentes encontrados (Isa et al. 2013). Essa
suposi¢do pode ser confirmada pela variacdo na quantidade de sitios CMA™ e DNAr 458, que
sendo E. crassipes um poliploide de um representante diploide (E. paniculata ou E.
paradoxa), deveria apresentar o dobro de bandas, se a origem da poliploidia fosse recente
(Roa e Guerra 2012), mas a diminuicdo dessas sequéncias segundo Weiss e Maluszynska
(2000) pode ser caracteristico de um poliploide antigo, ou seja, provavelmente essa espécie
esteja se diploidizando (Leitch e Bennet 1997). A auséncia de sitios de DNAr 5S duplicados
em E. crassipes também € sugestivo como caracteristica de um paleopoliploide (Melo e
Guerra 2003).

A combinacao de técnicas citogenéticas foi significativa na caracterizagao das espécies
estudadas. Os dados cariotipicos revelados no presente estudo sdo uteis para entender a
diferenciacdo e consequente evolugdo interespecifica dentro de Eichhornia. O idiograma
representativo das espécies sugere a ocorréncia de eventos de inversdo cromossdmica com
transferéncia do sitio de DNAr 5S terminal, como observado em E. paniculata, para a regiao
pericentromérica ocorrente nas demais espécies consideradas polipldides, seguido de eventos
de disploidia descendente. Por outro lado, a ocorréncia das espécies com nimeros que nao
representam multiplos de x = 8 pode ser explicado por eventos independentes de inversao e de
fusdo em cromossomos distintos, levando a disploidia descendente ou simplesmente a
ocorréncia de fusdo envolvendo os cromossomos portadores dos sitios de DNAr 58S,
possivelmente em nimero de quatro nessas espécies consideradas polipldides. As andlises
citogenéticas devem ser expandidas para outros géneros de Pontederiaceae, assim como a
utilizacdo de diferentes sondas DNA como as sequéncias de DNA centroméricas, a fim de

corroborar tais hipdteses e estabelecer uma andlise cariotipica mais detalhada.
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Fig. 1 Espécies do género Eichhornia: E. crassipes (a, ), E. paniculata (b, ¢), E. diversifolia

(d, e) e E. heterosperma (g, h).
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b

Fig. 2 Coloragdo com Giemsa em espécies de Eichhornia. E. crassipes (a, 2n = 32), E.
paniculata (b, 2n = 16; e, nicleo interfasico semi-reticulado; g, préfase), E. diversifolia (c, 2n
= 28; f, nidcleo arreticulado) e E. heterosperma (d, 2n = 30). Os insertos mostram
cromossomos ampliados. Em (c) o inserto exibe um cromossomo satelitado com RON

distendida e seta indica o satélite do cromossomo homoélogo. A barra corresponde a 5 pm
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Fig. 3 Heterocromatina e sitios de DNAr em cromossomos de Eichhornia. E. paniculata (a -
CMA/DAPIL; b — DNAr 58S, ¢ — DNAr 45S), E. diversifolia (d — CMA/DAPI, e — DNAr 5S, f -
DNAr 45S5), E. heterosperma (g — CMA/DAPI, h — DNAr 45S, k — DNAr 5S) e E. crassipes
(i— CMA/DAPI, j — DNATr 5S, 1 - DNAr 45S). Setas indicam bandas CMA". Cabegas de setas

indicam sitios de DNAr 5S. As barras correspondem a 5 pm
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A E. paniculata E =

1 2 3 4 5 6 7 38

B E. diversifolia
1 2 3 4 3 10 11 12

C E. heterosperma

10 11 12 13 DA
D E. crassipes
B DNArSS
ST 10 11 12 13 14 15 16 5 um

Fig. 4 Representacdo esquemdtica dos cromossomos das espécies de Eichhornia. E.
paniculata (A), E. diversifolia (B), E. heterosperma (C) e E. crassipes (D). Representacao da
possivel fusdo (E) em E. heterosperma e fissdo e inversao em E. diversifolia (1B) e E.

crassipes (7D).




Tabela 1 Caracterizagdo morfométrica das espécies de Eichhornia. PC (par cromossémico), CTC (comprimento total de cada cromossomo), BL (braco longo), BC
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(braco curto), R (razao), IC (indice centromérico), TC (tipo de cromossomo), M (metacéntrico). Valores em pm
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E. crassipes

E. heterosperma

E. diversifolia

E. paniculata

CTC

BL

BC

R

IC

CTC

BL

BC

R

IC

CTC

BL

BC

R

IC

CTC

BL

BC

1,61+0,23
1,46+0,20
1,4040,18
1,3440,15
1,2940,13
1,2540,13
1,22+0,13
1,18+0,12
1,14+0,12
1,1040,12
1,07+0,12
1,03+0,11
0,97+0,09
0,90+0,07
0,83+0,06
0,73+0,10

0,88+0,18
0,83+0,16
0,81+0,12
0,71+0,09
0,70+0,08
0,68+0,09
0,69+0,10
0,65+0,08
0,62+0,08
0,60+0,08
0,59+0,07
0,57+0,08
0,52+0,05
0,47+0,04
0,44+0,04
0,39+0,05

0,72+0,12
0,63+0,08
0,59+0,08
0,64+0,08
0,58+0,07
0,58+0,08
0,52+0,06
0,53+0,07
0,52+0,05
0,51+0,06
0,49+0,07
0,4620,06
0,4520,05
0,43+0,05
0,39+0,04
0,34+0,05

1,25
1,32
1,40
1,12
1,22
1,18
1,33
1,23
1,20
1,18
1,23
1,25
1,16
1,11
1,14
1,16

0,45
0,44
0,42
0,47
0,45
0,46
0,43
0,45
0,46
0,46
0,45
0,45
0,46
0,48
0,47
0,46

2,94+0,44
2,57+0,34
2,33+0,28
2,21+0,29
2,15+0,28
2,08+0,24
2,00+0,22
1,94+0,20
1,9040,18
1,81+0,14
1,7540,15
1,67+0,15
1,5840,13
1,4940,11
1,30+0,11

1,57+0,22
1,3940,21
1,21+0,15
1,2040,18
1,1540,16
1,09+0,12
1,08+0,13
1,01+0,11
1,00+0,11
0,97+0,09
0,9240,08
0,88+0,08
0,83+0,07
0,79+0,08
0,69+0,08

1,37+0,24
1,1840,15
1,12+0,14
1,01+0,15
1,00+0,14
0,99+0,13
0,9240,12
0,93+0,09
0,90+0,09
0,84+0,08
0,82+0,08
0,79+0,08
0,75+0,07
0,70£0,05
0,61+0,06

1,15
1,18
1,08
1,19
1,16
1,10
1,18
1,10
1,12
1,16
1,12
1,11
1,12
1,12
1,15

0,47
0,46
0,48
0,46
0,46
0,48
0,46
0,48
0,47
0,46
0,47
0,47
0,47
0,47
0,47

2,18+0,29
1,90+0,20
1,77+0,17
1,67+0,19
1,58+0,17
1,49+0,12
1,43+0,12
1,37+0,12
1,31+0,12
1,2340,11
1,17+0,10
1,1240,09
1,05+0,09
0,94+0,09

1,1620,17
1,03+0,14
0,95+0,11
0,88+0,09
0,84+0,11
0,82+0,09
0,7620,07
0,74+0,07
0,70+0,07
0,66+0,07
0,63+0,06
0,58+0,05
0,5620,05
0,51+0,06

1,01+0,14
0,87+0,09
0,82+0,08
0,79+0,12
0,74+0,07
0,67+0,06
0,67+0,07
0,63+0,06
0,61+0,05
0,58+0,05
0,54+0,06
0,54+0,05
0,50+0,05
0,43+0,05

1,15
1,19
1,16
1,13
1,13
1,23
1,15
1,17
1,15
1,14
1,18
1,09
1,13
1,18

0,47
0,46
0,46
0,47
0,47
0,45
0,47
0,46
0,47
0,47
0,46
0,48
0,47
0,46

1,78+0,19
1,66+0,17
1,5940,17
1,5240,16
1,4540,15
1,38+0,14
1,2940,10
1,18+0,10

0,94+0,10
0,88+0,09
0,84+0,11
0,81+0,09
0,7620,08
0,74+0,07
0,68+0,06
0,62+0,06

0,84+0,11
0,78+0,10
0,7520,08
0,71+0,08
0,68+0,08
0,64+0,09
0,60+0,06
0,55+0,05

1,13
1,13
1,12
1,14
1,12
1,18
1,14
1,13

EEXTEEEXEEEEEELEEERERE

+ Equivale ao desvio padrdo
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Tabela 2 Lista de espécies do género Eichhornia com sindnimos, complemento cromossdmico total, nimeros cromossdomicos (do

presente estudo e contagens prévias) e referéncias

Presente estudo

Trabalhos anteriores

Espécie Sindnimos’ 2n Complemento 2n  Referéncias
total em um
Fedorov,
Pontederia crassipes Mart., Pontederia crassipes Roem. & 1969;
Schult., Pontederia elongata Balf., Eichhornia cordifolia Goldblatt,
E crassives Gand., Eichhornia crassicaulis Schltr., Eichhornia speciosa 1981; 1985;
(Ma ) S (ﬁms Kunth, Heteranthera formosa Miq., Piaropus crassipes 32 154.84 9 32 Goldblatt
’ (Mart.) Raf., Piaropus mesomelas Raf., Piaropus tricolor &Johnson,
Raf., Pontederia azurea Sw., Pontederia crassicaulis 1990; 1991;
Schlitr., Pedrosa et al.
1999.
Eichhornia natans var. pauciflora (Seub.) Solms,
. 7 3 . . Eckenwalder
E. diversifolia Eichhornia pauciflora Seub., Heteranthera cordata Vahl, 73 168.99 15 & Barrett
(Vahl) Urb. Heteranthera diversifolia Vahl, Heteranthera grandiflora ’ 1986 ’
Klotzsch, Piaropus diversifolius (Vahl) P. Wilson '
E. heterosperma 15 Eckenwalder
' P Eichhornia venezuelensis Velasquez 30 248.44 & Barrett,
Alexander 1986
Cabanisia martiana (Seub.) Schltdl., Pontederia paniculata
Spreng., Eichhornia cordifolia A. Rich., FEichhornia
. . . . Fedorov,
E paniculata martiana Seub., Eichhornia meyeri A. G. Schulz, 1969
P Eichhornia tricolor Seub., Eichhornia martiusiana (Roem. 16 98.94 - 16 ’

(Spreng.) Solms

& Schult.) Walp., Piaropus paniculatus (Spreng.) Small,
Pontederia tricolor C. Mart. ex Seub., Pontederia martiana
Seub., Pontederia martiusiana Roem. & Schult..

Pedrosa et al.
1999.

1 o A~ - - "
Sindnimos de acordo com o Missouri Botanical Garden
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ANEXO

NORMAS DA REVISTA PLANT SYSTEMATICS AND EVOLUTION



57

Instructions for Authors

EDITORIAL PROCEDURE

Authors are kindly asked to provide a list of reviewers including their scientific relations. Futhermore a short
explanation (two sentences) of their findings should be given.

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before; 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.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published elsewhere are
required to obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online format and to include
evidence that such permission has been granted when submitting their papers. Any material received without
such evidence will be assumed to originate from the authors.

Online Submission

Authors should submit their manuscripts online. Electronic submission substantially reduces the editorial
processing and reviewing times and shortens overall publication times. Please follow the hyperlink “Submit
online” on the right and upload all of your manuscript files following the instructions given on the screen.

Title Page

The title page should include:

The name(s) of the author(s)

A concise and informative title

The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author

Abstract

Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any undefined abbreviations or
unspecified references.

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

TEXT

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.
Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.

Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.
LaTeX macro package (zip, 182 kB)
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Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a reference included in
the reference list. They should not consist solely of a reference citation, and they should never include the
bibliographic details of a reference. They should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by superscript lower-case
letters (or asterisks for significance values and other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the
article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section before the reference list.
The names of funding organizations should be written in full.

SCIENTIFIC STYLE

Please always use internationally accepted signs and symbols for units, SI units.

Nomenclature: Insofar as possible, authors should use systematic names similar to those used by
Chemical Abstract Service or [UPAC.

Genus and species names should be in italics.

Generic names of drugs and pesticides are preferred; if trade names are used, the generic name should
be given at first mention.

Details must be given about origin and determination of each organism studied. Scientific (Latin)
names should conform to the international rules of nomenclature. Authors of species and infraspecific
taxa investigated must be given either when first mentioned 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 including sequence alignments must be made available to the public. There must be a
sentence included in the Materials and methods section that such information is available from the
corresponding author. “DNA or proteine sequences must be deposited in public data bases (GenBank,
EMBL, etc.) before the revised version is sent to the editor.*

REFERENCES

Citation

Cite references in the text by name and year in parentheses. Some examples:

Negotiation research spans many disciplines (Thompson 1990).

This result was later contradicted by Becker and Seligman (1996).

This effect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995; Kelso and Smith 1998; Medvec
et al. 1999).

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have been published or
accepted for publication. Personal communications and unpublished works should only be mentioned in the text.
Do not use footnotes or endnotes as a substitute for a reference list.
Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author of each work.

Journal article
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Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L (2009) Effect of high
intensity intermittent training on heart rate variability in prepubescent children. Eur J Appl Physiol
105:731-738. doi: 10.1007/s00421-008-0955-8

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long author lists will
also be accepted:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J] Med 965:325-329
Article by DOI

Slitka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine production. ] Mol Med.
doi:10.1007/s001090000086

Book
South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London
Book chapter

Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern genomics, 3rd
edn. Wiley, New York, pp 230-257

Online document

Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

Dissertation
Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of Title Word
Abbreviations, see

www.issn.org/2-22661-LTW A-online.php
For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting of in-text citations and
reference list.
EndNote style (zip, 3 kB)

TABLES

All tables are to be numbered using Arabic numerals.
Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.
For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table.

Identify any previously published material by giving the original source in the form of a reference at
the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance
values and other statistical data) and included beneath the table body.

ARTWORK AND ILLUSTRATIONS GUIDELINES

For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of your artwork — photographs,
line drawings, etc. — in an electronic format. Your art will then be produced to the highest standards with the
greatest accuracy to detail. The published work will directly reflect the quality of the artwork provided.

Electronic Figure Submission
Supply all figures electronically.
Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format. MS Office
files are also acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.



Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.

Line Art

Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the figures are
legible at final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.
Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum resolution of 1200
dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Halftone Art

Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars within the figures
themselves.

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Combination Art

Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line drawing, extensive
lettering, color diagrams, etc.
Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information will still be
visible. Many colors are not distinguishable from one another when converted to black and white. A
simple way to check this is to make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the
different colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering
To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).
Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2-3 mm (8—12
pt).
Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type on an axis
and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the consecutive
numbering of the main text. Do not number the appendix figures, "Al, A2, A3, etc." Figures in online
appendices (Electronic Supplementary Material) should, however, be numbered separately.
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Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts. Include the
captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also in bold
type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at the end of
the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, etc., as
coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form of a reference citation
at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not higher than
234 mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not higher than
198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from the
copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some publishers do not grant
electronic rights for free and that Springer will not be able to refund any costs that may have occurred to receive
these permissions. In such cases, material from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, please make sure that
All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software or a text-to-

Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (color-blind users would

then be able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other supplementary files to be
published online along with an article or a book chapter. This feature can add dimension to the author's article, as
certain information cannot be printed or is more convenient in electronic form.

Submission

Supply all supplementary material in standard file formats.

Please include in each file the following information: article title, journal name, author names; affiliation
and e-mail address of the corresponding author.

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may require very long
download times and that some users may experience other problems during downloading.

Audio, Video, and Animations
Always use MPEG-1 (.mpg) format.

Text and Presentations

Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term viability.
A collection of figures may also be combined in a PDF file.
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Spreadsheets
Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.

If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets should be submitted as
xls files (MS Excel).

Specialized Formats
Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook), and .tex can
also be supplied.

Collecting Multiple Files

It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the material as a
citation, similar to that of figures and tables.

Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the animation (Online

Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource 4”.
Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions

For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content of the file.

Processing of supplementary files

Electronic supplementary material will be published as received from the author without any
conversion, editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your supplementary files, please
make sure that

The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material

Video files do not contain anything that flashes more than three times per second (so that users prone to
seizures caused by such effects are not put at risk)

DOES SPRINGER PROVIDE ENGLISH LANGUAGE SUPPORT?

Manuscripts that are accepted for publication will be checked by our copyeditors for spelling and formal style.
This may not be sufficient if English is not your native language and substantial editing would be required. In
that case, you may want to have your manuscript edited by a native speaker prior to submission. A clear and
concise language will help editors and reviewers concentrate on the scientific content of your paper and thus
smooth the peer review process.

The following editing service provides language editing for scientific articles in all areas Springer publishes in.
Use of an editing service is neither a requirement nor a guarantee of acceptance for publication.

Please contact the editing service directly to make arrangements for editing and payment.

AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query Application at Springer’s
web page where you can sign the Copyright Transfer Statement online and indicate whether you wish to order
OpenChoice, offprints, or printing of figures in color.

Once the Author Query Application has been completed, your article will be processed and you will receive the
proofs.
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Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the journal and access to that

article is granted to customers who have purchased a subscription), Springer provides an alternative publishing

option: Springer Open Choice. A Springer Open Choice article receives all the benefits of a regular subscription-

based article, but in addition is made available publicly through Springer’s online platform SpringerLink.
Springer Open Choice

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the Publisher exclusive
publication and dissemination rights). This will ensure the widest possible protection and dissemination of
information under copyright laws.

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the author. In opting for
open access, the author(s) agree to publish the article under the Creative Commons Attribution License.

Offprints

Offprints can be ordered by the corresponding author.

Color illustrations

Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print version, authors will be expected
to make a contribution towards the extra costs.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the completeness and accuracy of
the text, tables and figures. Substantial changes in content, e.g., new results, corrected values, title and
authorship, are not allowed without the approval of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum, which will be hyperlinked
to the article.

Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the official first publication
citable with the DOI. After release of the printed version, the paper can also be cited by issue and page numb.



