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RESUMO

Halodule wrightii Asch. ¢ uma monocotiledonea marinha que tem todo seu ciclo
submerso, dependente da dgua. Sua forma de reprodugdo mais frequente é a vegetativa
por meio de ramets formando extensas pradarias permanentes, porém apresentando
problemas no tratamento taxondmico, devido a dificuldade de localizagdo das estruturas
reprodutivas. O objetivo deste trabalho foi caracterizar cariotipicamente H. wrightii
através de técnicas citogenéticas. As laminas foram preparadas utilizando-se a técnica
de esmagamento seguida da coloragdo convencional com Giemsa a 2%, bandeamento
C, Nitrato de prata e CMA/DAPI. Os cromossomos foram medidos e os valores
utilizados para identificar o indice centromérico e a razdo entre os bragos. O numero
cromossomico de H. wrightii variou de 2n = 24 a 39, sendo mais frequente 2n = 38. O
caridtipo foi caracterizado como tamanho médio, assimétrico, nucleo interfasico semi-
reticulado e padrao de condensagdo uniforme. Foi relatado o fendmeno de citomixia em
varios individuos. O bandeamento com Nitrato de prata mostrou a presenga de dois
ntcleos indicando a presenga de no méaximo duas regides organizadoras de nucléolos. O
bandeamento C evidenciou um cromossomo totalmente heterocromatico, o qual foi
descrito como cromossomo B. A coloracio CMA/DAPI apresentou bandas
CMA/DAPI" em quase todos os cromossomos do cariotipo, as quais foram localizadas
nas regides proximais, intersticiais e subterminais. Nao foi observada nenhuma banda
DAPI', porém alguns cromossomos apresentaram marcacdio CMA'/DAPI°. Alguns
pares de cromossomos apresentaram marcacio CMA " dispersa ao longo dos bracos. A
quantidade e distribuicdo da heterocromatina observada em H. wrightii pode estar
relacionada a eventos de remodelagdo da cromatina que, porventura, pode vir a explicar
a adaptagdo da espécie ao ambiente marinho. Diante da variacdo interpopulacional
encontrada na literatura e a variagdo cariotipica intrapopulacional encontrada no
presente estudo, a citomixia parece ser o principal evento mantenedor dessa variagdo
cromossdmica que ocorre na espécie estudada e que possivelmente se caracteriza como

evento evolutivo importante mediando a reorganizagdo da cromatina.

Palavras-chave: bandeamento cromossomico, heterocromatina, monocotiledonea

marinha, variagdo cariotipica
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ABSTRACT

Halodule wrightii Asch. is a monocot marine has all his submerged cycle, dependent on
the water. Its most common form is the reproduction of vegetative ramets by forming
extensive permanent grasslands, but having problems in taxonomic treatment because of
the difficulty in locating the reproductive structures. The objective of this study was to
characterize karyotypically H. wrightii through cytogenetic techniques. Slides were
prepared using the technique then crushing the conventional stained with Giemsa 2%
stain, C-banding, silver nitrate and CMA / DAPI. The chromosomes were measured and
the values used to identify the centromeric index and the ratio of the arms. The
chromosome number of H. wrightii ranged from 2n = 24 to 39, being more frequent 2n
= 38. The karyotype was characterized as medium-sized, asymmetrical, semi-
crosslinked interphase nucleus and pattern of uniform condensation. Cytomixis the
phenomenon has been reported in several individuals. The banding with silver nitrate
showed the presence of two cores indicating the presence of at most two nucleolar
organizer regions. C-banding revealed a totally heterochromatic chromosome, which
was described as chromosome B. The coloring CMA/DAPI presented CMA/DAPI
bands in almost all chromosomes of the karyotype, which were located in the proximal
surfaces, interstitial and subterminal. No DAPI" band was observed, but some
chromosomes showed CMA/DAPI° marking. Some chromosome pairs presenting
CMA" marking scattered along the arms. The amount and distribution of
heterochromatin observed in H. wrightii may be related to chromatin remodeling events
that perhaps might explain the adaptation of the species to the marine environment.
Given the inter-population variation found in the literature and the intra-population
variation karyotype found in the present study, the cytomixis seems to be the main event
maintainer of this chromosomal variation that occurs in the species studied and possibly
characterized as an important evolutionary event mediating the reorganization of

chromatin.

Keywords: chromosome banding, heterochromatin, monocot marine, karyotype

variation



14

1. INTRODUCAO

Dentro da familia Cymodoceaceae, o género Halodule Endl ¢ peculiar por ter a
morfologia do &pice da folha como principal pardmetro na distingdo das espécies
(PHILLIPS, 1967; OLIVEIRA; PIRANI; GIULIETTI, 1983). Este parametro ¢ variavel
dentro do género frente aos diferentes estagios do desenvolvimento (PHILLIPS et al,
1974) e diferentes condigdes ambientais (PHILLIPS, 1960; MCMILLAN; PHILLIPS,
1979, BUJANG et al., 2008). Diante deste problema, estudos citogenéticos podem
contribuir para a melhor compreensdo da taxondmica do género Halodule (DEN
HARTOG, 1972; PHILLIPS; MENEZ, 1988), pois ¢ uma ferramenta amplamente usada
para entender as variagdes genéticas envolvidas na evolugdo de determinados grupos de
plantas (GUERRA; NOGUEIRA, 1990; MELO et al, 1997, BALTISBERGER;
WIDMER, 2009).

Halodule wrightii Asch. ¢ uma monocotiledonea marinha que tem todo seu
ciclo submerso, dependente da agua, inclusive para a reproducdo sexuada
(HEMMINGA; DUARTE, 2000; SHORT; COLES; PERGENT-MARTINI, 2001).
Porém, o tipo de reprodu¢@o mais frequente ¢ a forma vegetativa por meio de “ramets”
formando  extensas pradarias  permanentes (LABOREL-DEGUEN, 1963;
TOMLINSON, 1974).

Estudos citogenéticos em angiospermas marinhas sdo escassos € estdo, em
muitos casos, limitados apenas a contagens cromossomicas (DEN HARTOG et al.,
1979; DEN HARTOG et al., 1987; KUO et al., 1990; KUO, 2013). O unico trabalho
publicado para H. wrightii relata apenas o numero cromossdmico 2n = 44, entretanto
havia duvidas quanto ao nimero exato devido ao grande numero de cromossomos
quando comparado com outras espécies, sugerindo assim que a populacio de H.
wrightii fosse tetraploide. (DEN HARTOG et al., 1979). Por este motivo, estudos de
caracterizacdo cromossomica sdo importantes para fornecer informacgdes que podem
auxiliar estudos taxonOmicos, visto que muitas vezes para obter informagdes precisas
sobre determinado taxon, faz-se necessario a utilizagdo de técnicas que fornecam
informacdes mais detalhadas como o bandeamento C e a coloracdo com os

fluorocromos CMA e DAPI, por exemplo.
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O presente estudo teve como objetivo caracterizar citogeneticamente a espécie
H. wrightii por meio de técnicas de coloragdo convencional e diferencial a fim de
identificar caracteristicas e/ou marcas citogenéticas que auxiliem nos estudos

filogenéticos e taxonomicos da espécie.



16

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Angiospermas marinhas

Atualmente, estima-se que sejam descritas cerca de 260 mil espécies vegetais,
das quais 70% compreendem as angiospermas (JUDD et al., 2009). Contudo, apenas
0,02% sdo marinhas (HEMMINGA; DUARTE, 2000), isto corresponde a 60 espécies
distribuidas em cinco familias: Cymodoceaceae, Hydrocharitaceae, Posidoniaceae,
Ruppiaceae e Zosteraceae (DEN HARTOG; KUO, 2006). As angiospermas marinhas
estdo sistematicamente subordinadas a ordem Alismatales e comporta, em geral, as

macrofitas aquaticas monocotiledoneas (APG III, 2009; JUDD et al., 2009).

A ordem Alismatales ¢ dividida em dois clados. O primeiro clado contém as
familias Alismataceae, Hydrocharitaceae ¢ Butomaceae, e € sustentado por apomorfias
como perianto diferenciado em sépalas e pétalas, mais de seis estames e/ou trés carpelos
e ovulos espargos sobre a superficie interna dos 16culos. O segundo clado tem como
principais familias Potamogetonaceae, Ruppiaceae, Zosteraceae, Posidoniaceae e
Cymodoceaceae, e ¢ sustentado principalmente por caracteres morfoldgicos do polen

que geralmente ndo apresenta aberturas e exina (JUDD et al., 2009).

Angiospermas marinhas formam um grupo ecologico e ndo taxondmico, pois
as familias ndo estdo necessariamente interligadas (HEMMINGA; DUARTE, 2000),
por isso, ¢ um grupo polifilético que envolve antecessores de agua doce
(Hydrocharitaceae), pantanos salinos (Zosteraceae) e exclusivamente marinhos
(Cymodoceaceae ¢ Posidoniaceae) (LES et al., 1997, DEN HARTOG; KUO, 2006). A
historia evolutiva das angiospermas marinhas envolveu a aquisicdo de adaptacdes
necessarias a colonizacdo bem sucedida do habitat marinho, tais como: (1) folha laminar
ou subulada com bainha, adaptada a ambientes de alta energia, (2) polinizagao hidroéfila,
(exceto para do género Enhalus Rich.), e (3) sistemas lacunares que permitam o
suprimento de oxigénio exigido por suas estruturas subterraneas em sedimentos

anoxicos (HEMMINGA; DUARTE, 2000).

Estas plantas podem coexistir com outras espécies cobrindo extensas areas,
mas em geral formam prados monoespecificos (HEMMINGA; DUARTE, 2000;
SPALDING et al., 2003). Algumas pradarias destas plantas formam verdadeiras
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florestas submersas sob o qual existe uma intricada associa¢do faunistica e floristica
(PACOBAHYBA et al., 1993; BELL, 2001; BARROS; ROCHA-BARREIRA, 2010).
Estas pradarias estdo presentes na zona costeira de todo o mundo exceto nos polos
(HEMMINGA; DUARTE, 2000) e podem ser encontradas desde a zona entre marés até
90 metros de profundidade (DUARTE, 1991).

As plantas marinhas sdo fundamentais nos ecossistemas costeiros, pois tém alta
taxa de produtividade (DUARTE, 1991), seus sistemas de raizes e rizomas fixam e
estabilizan o sedimento, além se realizarem ciclagem de nutrientes e removerem
contaminantes (LACERDA, 1986; SPALDING et al., 2003). Suas folhas fornecem
substrato para organismos epifitos (PACOBAHYBA et al., 1993), alimento para
diversos taxons (HECK JR; VALENTINE, 2006) e bercario e abrigo para taxons de
importancia econdmica, como a unha-de-velho (Tagelus gibbus Spengler, 1794) e o
peixe-agulha (Hyporhamphus unifasciatus, Ranzani, 1841) (ALVES, 2000; SPALDING
et al., 2003). Atualmente o ecossistema formado pelas angiospermas marinhas tém sido
o foco de conservacionistas, pois nos ultimos anos observou-se reducdo na cobertura
vegetal em todo mundo (SHORT et al., 2006). Tais perdas implicam em redugdo de
lucro visto que os ecossistemas formados pelas angiospermas marinhas geram cerca de
19.000,00 dolares por hectare (COSTANZA et al., 1997), além de perdas em
biodiversidade pois, em muitos casos sdo o principal item alimentar de espécies em

risco de extingdo, como peixe-boi marinho e tartaruga verde (SEMINOFF, 2004).

2.2. A Familia Cymodoceaceae

Cymodoceaceae ¢ uma familia monofilética composta por 17 espécies alocadas
em cinco géneros, Amphibolis C. Agardh (2 spp.), Cymodocea K.D. Koenig (4 spp.),
Halodule (7 spp.), Syringodium Kiitz. (2 spp.) e Thalassodendron Hartog (2 espécies)
(DEN HARTOG; KUO, 2006).

A familia é representada por ervas didicas, perenes, marinhas e com
ramificagdes monopodial e simpodial. Caule ereto com uma aparéncia anelar. Folhas
disticas com bainha e lamina distintas, liguladas e auriculatas; 1dmina plana e linear ou
cilindrica. Flores subsésseis solitarias ou em inflorescéncias paniculadas, perianto
ausente ou raramente 1-3 bracteas. Flor estaminada subséssil ou pedicelada, 2 anteras
com pdlen filiforme. Flor pistilada com 2 carpelos livres, sésseis, cada um com um

estilete; estilete ndo dividido ou com 2-3 estigmas filiformes. Polinizagdo hidroéfila.
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Fruto indescente, ou reprodugdo vivipara (KUO; DEN HARTOG, 2001; BEENTIJE,
2002; DEN HARTOG; KUO, 2006).

Em termos taxonOmicos a familia pode ser dividida em dois grupos: 1.
Cymodocea, Halodule e Syringodium, que apresentam rizoma monopodial herbaceo, e a
lamina foliar forma uma uUnica unidade; 2. Amphibolis e Thalassodrendron que
apresentam rizoma simpodial lignificado, a lamina foliar é liberada como unidades
individuais e emitem plantulas viviparas (GREEN; SHORT, 2003; DEN HARTOG;
KUO, 2006). Todos os géneros sdo bem estabelecidos taxonomicamente excetuando o
género Halodule, pois ndo ha consenso quanto ao numero de espécies (DEN HARTOG:;

KUO, 2006; SHORT et al., 2007).

No Brasil a familia ¢ representada por duas espécies do género Halodule, H.
emarginata Hartog e H. wrightii Asch., porém a existéncia da primeira foi questionada
devido a plasticidade morfologica (PHILLIPS, 1967). Os parametros morfologicos
considerados nos estudos taxonomicos do género Halodule compreendem: diametro do
rizoma, comprimento dos entrends, comprimento e largura da lamina foliar, bainha e
forma do apice (DEN HARTOG, 1960, 1970, 1972; OLIVEIRA; PIRANI; GIULIETTI,
1983). Porém, o nimero de espécies para o género ainda gera discussdo (PHILLIPS;
MENEZ, 1988; HEMMINGA; DUARTE, 2000; GREEN; SHORT, 2003; DEN
HARTOG; KUO 2006). Isto se deve ao fato de o principal carater taxondmico ser a
morfologia da folha e esta ¢ passivel de variacdes mediante as diversas condi¢des
ambientais (PHILLIPS, 1960, 1967, 1974; PHILLIPS; MENEZ, 1988; BUJANG et al.,
2008). Desta forma, o nimero variavel de espécies se da pelas diversas identificacdes
dos ecoétipos de H. wrightii, levando a crer que os caracteres morfologicos em especial
para as angiospermas marinhas ndo as distinguem uma das outras (DEN HARTOG;

KUO 2006).

2.3. Halodule wrightii

Halodule wrightii ¢ a angiosperma marinha da familia Cymodoceaceae que
melhor se distribui ao longo da Costa Oeste do Atlantico, encontrada desde o estado da
Carolina do Norte (EUA) até Parana (Brasil), apresentando-se como dominante no
Golfo do México e na costa brasileira, ¢ registrada na costa Leste do Atlantico nas Ilhas
Canarias, Marrocos até Angola (GREEN; SHORT, 2003; SHORT et al., 2007). E

considerada estenobionte, contudo, sabe-se que esta espécie tolera grandes variagdes
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ambientais, como altos valores de temperatura, salinidade, turbidez, eutrofizacdo e
profundidade ~ (PHILLIPS; MENEZ, 1988; CREED; PHILLIPS; VAN
TUSSENBROEK, 2003; KOCH et al., 2007).

Os requerimentos para ocorréncia de H. wrightii se situam em torno de 29 °C
de temperatura, 17-37% de luminosidade e salinidade em torno de 35% (DENNISON et
al., 1993; DUNTON; TOMASKO, 1994; KENWORTHY; FONSECA, 1996). Estudos
realizados por Laborel-Deguen (1963) em Pernambuco mostraram que H. wrightii é
encontrada em dareas geralmente abrigadas por arrecifes de arenito e de corais, e

desembocadura de estuarios, em locais de até o limite de 10 metros de profundidade.

Halodule wrightii ¢ uma planta ¢ didica, perene, submersa em agua salgada que
apresenta rizoma com 0,2-2 mm de didmetro; entrends 0,4-3,5 cm de comprimento;
bainha 1-4 cm de comprimento; ldmina foliar 2-22 cm de comprimento e 0,2—1,5 mm
de largura; linear com nervuras laterais inconspicuas que muitas vezes termina em um
apice acuminado, sendo o mediano geralmente maior; apice pode se apresentar em
forma bicuspide ou tricuspide. Flores estaminadas com uma haste de 1-2,4 cm de
comprimento, anteras delgadas com ca. 3,5 mm de comprimento de cor vermelha; flores
pistiladas subsésseis com um ovario obovado ou globoso, ca. 1,5 mm de comprimento,
estilete de 1-2,6 cm de comprimento, ovario e estilete avermelhados por células de
tanino. Fruto obovado, ligeiramente comprimido, ca. 2,5 mm de comprimento, com
estilete persistente ou um curto rostro (WOODSON et al., 1975; OLIVEIRA; PIRANI;
GIULIETTI, 1983).

2.3.1. Citogenética do género Halodule

Os estudos citogenéticos para angiospermas marinhas sdo escassos. A primeira
e Unica contagem cromossomica para Halodule wrightii foi realizada por den Hartog et
al. (1979) nas Antilhas Holandesas. Esses autores determinaram o numero
cromossdmico 2n = 44, para Syringodium filiforme Kiitz. (2n = 20) e Thalassia
testudinum Banks & Sol. ex K.D.Koenig (2rn = 18). Com base no elevando niimero
cromossdmico registrado para H. wrightii em relacdo as demais espécies do estudo, os

autores sugeriram que a populagdo estudada fosse tetraploide.

Kuo (2013) determinou o ntimero cromossdmico para as plantas marinhas da

familia Cymodoceaceae ocorrentes na Australia, visando discutir aspectos taxonomicos,
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evolutivos e de distribui¢do dentro do grupo. As espécies estudadas foram: Cymodocea
angustada Ostenfeld e C. rotundata Ehrenberg et Hemprich ex Asch. com 2n =14 ¢ C.
serrulata (R. Brown) Asch. et Magnus com 2n = 14 e 28; Halodule pinifolia (Miki) den
Hartog (2n = 32) e H. uninervis (Forssk.) Asch. com 2n = 32 ¢ H. tridentata (Steinh.)
Endl. ex Unger (2n = 16) (sindnimo de H. uninervis). Baseado nos dados cariologicos, o
autor afirma que os cinco géneros (Amphibolis, Cymodocea, Halodule, Syringodium e
Thalassodendron) sdo distintos entre si e dados moleculares com marcadores (ITS, rbcL
e trnl) sustentam esta afirmacdo (WAYCOTT et al., 2006). Ao discutir sobre os
resultados de Cymodocea, o autor defende que a especiacdo do grupo pode estar ligada
a variacdes morfologicas, bioquimicas e moleculares, mas sem variagdo no numero de
cromossomos apontada por den Hartog et al. (1987). Quanto aos resultados para
Halodule, o nimero cromossomico de H. pinifolia corresponde ao relatado por Den
Hartog et al. (1979) para a populacdo de H. wrightii das Antilhas Holandesas em que os
autores afirmaram ser a espécie um tetraploide devido ao elevado nimero de

Cromossomeos.

O nimero cromossémico para H. uninervis ¢ H. tridentata foram diferentes de
H. pinifolia o que ndo era de se esperar visto que elas estdo mais correlacionadas.
Considerando den Hartog et al. (1979), podemos afirmar que para H. wrightii o nimero
haploéide ¢ n = 11. Para Kuo (2013) temos H. pinifolia n = 11, H. uninervis n =16 ¢ H.
tridentata n = 8. Atualmente H. tridentata € tratada como sinénimo de H. uninervis, o

que sugere ser o seu niumero haploide é n = 8.

Porém, Ito e Tanaka (2011) realizaram um estudo de hibridizagdo com
Halodule relacionando a dados citogenéticos. O niimero cromossdmico das espécies
estudadas (H. pinifolia e Halodule hibrido) foi 2n = 44, o mesmo registrado para H.
wrightii. Em suas conclusoes, Ito e Tanaka refutam a ideia de poliploidia sugerida por
den Hartog et al. (1979), pois as analises de hibridizacdo mostram apenas uma copia de
phyB nas amostras sugerindo que ndo ocorre poliploidizagdo no género e que as

espécies sdo diploides.

2.4. Citomixia

O fendmeno de citomixia ¢ caracterizado pela migragdo de cromatina, produtos
génicos e organelas entre células adjacentes através de canais citoplasmaticos ou pontes

intercelulares (FALISTOCCO et al., 1995; LATTOO et al., 2006). A citomixia ocorre
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geralmente nas células-mae dos grdos de pdlen e meristematicas, e, provavelmente ¢ um
fendmeno citologico normal, que ocorre sob controle genético direto e fatores
fisiolégicos que podem ser modificados, como estresse ambiental e poluicdo

(HAROUN, SHEHRI; WADIE, 2004; SONG; LI, 2009).

A citomixia ocorre geralmente na profase I e pode ocorrer por meio de
conexdes citoplasmaticas ou fusdo direta, sendo a primeira a mais frequente (SOUZA;
PAGLIARINI, 1997; SONG; LI, 2009). A migracao pode ocorrer do niicleo de uma
célula para uma ou mais células ou partir de mais de duas para uma unica célula
(SONG; LI, 2009). Dependendo da natureza da citomixia, pode haver variacdes na
quantidade de cromatina e/ou numero de cromossomos sendo formadas células
aneupldides e até mesmos poliploides por fusdo direta dependendo do numero de

células envolvidas (HAROUN; SHEHRI; WADIE, 2004).

2.5. Cromossomos B

Cromossomos B s3o cromossomos extras para o complemento padrdo que
ocorrem em muitos organismos. Eles podem se originar de varias formas, derivando-se
dos cromossomos autossdmico, polissomicos e sexuais, a partir de fragmentos céntricos
resultantes de fusdes, ampliacdo da regido pericentromérica ou de um fragmentado de
cromossomo A (GUERRA 1988; CAMACHO et al., 2000). A sua evolu¢do molecular é
semelhante aos demais cromossomos e envolve a supressio de genes,
heterocromatizacdo ¢ a acumulagdo de DNA repetitivo ¢ de transposons. Estudos
citologicos e moleculares recentes suportam a no¢ao de que os cromossomos B parecem
ser derivados do complemento autossdmica da espécie hospedeira atual (CAMACHO et

al., 2000).

A frequéncia de cromossomos B em populacdes ¢ controlada pelo genoma do
hospedeiro podendo ser transmitidos, eliminados ou suprimidos. Os cromossomos B
interagem com 0s cromossomos normais, ¢ podem desempenhar um papel importante
na evolugdo do genoma e util para o estudo de processos evolutivos moleculares
(CAMACHO et al,. 2000). Contudo, cromossomos B ndo sdo essenciais de modo que
podem ser perdidos sem acarretar consequéncias (GUERRA 1988; CAMACHO et al.,
2000; JONES; HOUBEN, 2003). Porém, alguns cromossomos B podem impor fortes

formas de conflito intra-gendmico, como no cromossomo sexual paterno da vespa
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Nasonia vitripennis (Walker, 1836), transmitidos exclusivamente através do esperma

(SWIM et al., 2012).

2.6. Contribuicoes da Citogenética a taxonomia
A citogenética compreende todo e qualquer estudo relativo ao cromossomo
isolado ou em conjunto, tanto no que diz respeito a sua morfologia, organizagdo, fun¢do
e replicagdo quanto a sua variagdo e evolugdo, assim, a citogenética se expandiu dentre
os diversos campos da biologia, como taxonomia, medicina clinica e melhoramento

animal e vegetal (GUERRA, 1988).

A citogenética pode ser dividida em citogenética classica e moderna ou
molecular. A citogenética classica se caracteriza pela observacdo de cromossomos e
nucleos interfasicos corados com o uso de técnicas relativamente simples, utilizando- se
corantes como o Feulgen, o Carmin, a Orceina acética ou mais frequentemente o
Giemsa (GUERRA, 1983). Com essa técnica tem sido possivel realizar andlises
citotaxonomicas, onde a mais simples delas consiste em determinar e comparar o
nimero cromossomico de espécies de um determinado taxon (RODRIGUES; SOUZA;
CORREA, 2012; KUO, 2013). Frequentemente é possivel reconhecer o niimero
cromossdmico ancestral de um grupo e inferir relagdes filogenéticas que norteiam
diferentes linhas evolutivas criadas por graduais variagdes envolvendo principalmente

varia¢oes numéricas (LES; PHILBRICK, 1993; GUERRA, 2008).

O numero cromossomico continua sendo o pardmetro mais utilizado na
citotaxonomia vegetal (GUERRA, 1990). Mas, ha situacdes em que o namero
cromossdmico e os parametros morfométricos obtidos com a coloragdo convencional
ndo apresentam informagdes para distinguir espécies muito proximas. Por isso, o
bandeamento cromossomico surgiu a partir da necessidade em parear corretamente os
cromossomos que por meio das técnicas convencionais de coloracdo eram dificeis de
identificar os respectivos pares, (GUERRA, 1988) além de detectar variagdes numéricas
e estruturais e comparar cariotipos de espécies relacionadas (ALMEIDA et al., 2007;
FELIX et al., 2011). Em estudos evolutivos, o bandeamento possibilita a observacao
detalhada das transformag¢des que ocorreram em grupos e espécies proximas que

apresentam cari6tipos muito semelhantes (VANZELA; GUERRA, 2000).

Através do bandeamento cromossdmico, pode ser reconhecida a

heterocromatina constitutiva através da técnica de bandeamento C, onde as regides mais
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intensamente coradas com Giemsa evidenciam a sua presenca ou através da coloracdo
com fluorocromos base-especificos especialmente a cromomicina A; (CMA) e 4',6-
diamido-2-fenilindol (DAPI) que marcam regides heterocromaticas ricas em bases C-G

e A-T, respectivamente (GUERRA, 2000).

A heterocromatina pode ser dividida em heterocromatina constitutiva e
facultativa. A primeira consiste na parte da cromatina que permanece condensada
durante todo o ciclo, se apresenta em blocos nos homologos, ndo contém genes
estruturais e concentra a maior parte do DNA satélite; A segunda ora se comporta como
heterocromatina ora como eucromatina tipica distinguindo da primeira por aparecer em
apenas um dos homologos (GUERRA, 1988). Atualmente ela ¢ uma plataforma
dinamica destinada a recrutar e espalhar uma infinidade de proteinas reguladoras para
controlar varios processos cromossomicos, incluindo a transcrigdo, a segregacdo

cromossdmica ¢ interagdes da cromatina (DILLON, 2004; GREWAL; JIA, 2007).

O uso de técnicas de bandeamento cromossomico com CMA/DAPI tem sido
muito empregado em estudos de caracterizagdo. Vanzela e Guerra (2000) analisaram
cinco espécies de Rhynchospora Vahl e identificaram padrio de bandas CMA/DAPI’
diferente entre as espécies, variando quanto a local (proximal, terminal e intersticial) e
distribuicdo dos blocos, sendo estes individualizados e intercalados. Feitoza et al. (
2010) ao estudar espécies das familias Limnocharitaceae e Alismataceae relatou a co-
localizagdo de bandas CMA/DAPI e sitios de DNAr 45S. Além disso, o padrio de
bandas CMA/DAPI pode fornecer informacdes evolutivas importantes, como as
relatadas no trabalho realizado por Costa e Forni-Martins (2004). Neste estudo os
autores indicam que a regides cromossOmicas marcadas por CMA e DAPI sdo
compostas de heterocromatina constitutiva e que a diferenga numérica e posi¢ao similar
de bandas heteromérficas CMA'/DAPI™ entre as populagdes diploides e triploides

indica que uma das populagdes ¢ um citotipo autopoliploide.
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CAPITULO1

Caracterizacao citogenética da angiosperma marinha
Halodule wrightii Asch., Cymodoceaceae

MANUSCRITO A SER ENVIADO A REVISTA:
PLANT SYSTEMATICS AND EVOLUTION
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RESUMO

Halodule wrightii Asch. é uma monocotiledonea marinha que se reproduz
principalmente de forma vegetativa e apresenta problemas taxonomicos, devido a
dificuldade de localizacdo das estruturas reprodutivas. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar cariotipicamente H. wrightii através de técnicas citogenéticas. As laminas
foram preparadas utilizando-se a técnica de esmagamento seguida da coloracdo
convencional com Giemsa a 2%, bandeamento C, Nitrato de prata e CMA/DAPI. O
nimero cromossomico de H. wrightii variou de 2n = 24 a 39, sendo mais frequente 2n =
38. O caridtipo foi assimétrico, nucleo interfasico semi-reticulado e padrio de
condensagdo uniforme. Foi relatado o fenomeno da citomixia. O bandeamento com
Nitrato de prata mostrou a presenca de dois nticleos indicando a presen¢a de no maximo
duas regides organizadoras de nucléolos. O bandeamento C evidenciou um cromossomo
totalmente heterocromatico, o qual foi descrito como cromossomo B. A coloragdo
CMA/DAPI apresentou bandas CMA/DAPI' em quase todos os cromossomos do
caridtipo, as quais foram localizadas nas regides proximais, intersticiais e subterminais.
Alguns pares de cromossomos apresentaram marcacdo CMA" dispersa ao longo dos
bracos. O niimero cromossomico foi diferente do registrado na literatura e a variagdo
cromossdmica intrapopulacional encontrada foi associada a citomixia e cromossmos B
que sdo dois eventos responsaveis por diversificacao cariotipica. Os dados de coloracao
diferencial sdo os primeiros para a espécie e sugerem que o padrdo de distribuicao e

quantidade de heterocromatina estejam associados a remodelagdo da cromatina.
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Introduciao

O género Halodule Endl ¢ considerado um complexo taxondmico. A principal
caracteristica que distingue as espécies deste grupo ¢ a morfologia do apice foliar
(Phillips 1967; Oliveira et al. 1983). Porém, esta caracteristica ¢ variavel dentro do
género frente aos diferentes estagios do desenvolvimento da planta (PHILLIPS ef al.,
1974) e de diferentes condigdes ambientais (Phillips 1960; Mcmillan e Phillips 1979;
Bujang et al. 2008). Por isso, den Hartog (1972) propds a realizagdo de investigacdes
citogenéticas para auxiliar os estudos taxondmicos relacionados ao género. Contudo, o
estudo citogenético realizado por den Hartog et al. (1979) representou a primeira
contagem cromossdmica para Halodule wrightii Asch. (2n = 44) seguido de contagens
cromossOmicas para H. uninervis (Forsskal) Asch. (2n = 16, 32) e H. pinifolia (Miki)
den Hartog (2n = 23, 44) (Ito e Tanaka 2011; Kuo 2013).

Os estudos citogenéticos para o género ndo dispdem de informagdes precisas
sobre o caridtipo destas espécies, devido a dificuldade de obten¢do de material
favoravel para obtengdo de metafases com bom espalhamento cromossémico e bom
nivel de condensagdo cromossdmica, principal requisito para analises cromossOmicas.
As variagdes cromossOmicas numéricas merecem atengdo, pois podem estar
relacionadas a evolug¢do do grupo (Guerra 2008). No entanto, ha muitos casos em que
apenas a contagem cromossomica ndo fornece informagdes precisas sobre determinado
taxon (Baltisberger ¢ Widmer 2009). Neste aspecto, os bandeamentos cromossomicos
sdo essenciais para fornecer informacgodes que podem auxiliar estudos taxondémicos, por

meio de técnicas como coloracdo nitrato de prata, CMA/DAPI e FISH, por exemplo.

O presente estudo teve como objetivo caracterizar citogeneticamente a espécie
H. wrightii por meio de técnicas de coloracdo convencional e diferencial a fim de
identificar caracteristicas e/ou marcas citogenéticas que auxiliem nos estudos

filogenéticos e taxondmicos da espécie.
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Material e Métodos

Pontas de raizes e gemas foram coletadas da populacdo de Halodule wrightii
em maré de sizigia com o auxilio de snorkel ¢ mascara de mergulho na Baia de Suape,
litoral sul de Pernambuco (8°21'24.91"S / 34°57'22.20"0) a profundidade de até Im. A
populacdo se apresenta como uma extensa pradaria descontinua em forma de mosaico
com manchas distando entre si em até 10m. O material vegetal foi pré-tratado com 8-
hidroxiquinoleina (8-HQ) 2mM, a 8 °C por 60 minutos, fixado em Carnoy 3:1
etanol/acido acético glacial (v/v) por 24h e estocado em freezer a -20 °C até a

preparacdo das laminas.
Coloracao convencional

Para a coloragdo convencional os meristemas foram lavados duas vezes com
agua destilada por 5 minutos cada, hidrolisados com HCL 5N por 20 minutos a
temperatura ambiente e em seguida esmagados em uma gota de acido acético 45% sobre
a lamina. As laminas foram mergulhadas em uma solu¢do com Giemsa 2% por sete

minutos ¢ montadas em Entellan Merk (Guerra e Souza 2002).

Preparo de lAminas para bandeamento

O preparo de laminas foi realizado pela técnica de esmagamento proposto por
Guerra e Souza (2002). Para isso, o material foi digerido por 40 minutos em uma
solugdo de celulase (2%) e pectinase (20%) a 37 °C, lavado em 4agua destilada e o
meristema esmagado em uma gota de acido acético 45%. Em seguida, as laminas foram
prensadas e congeladas em nitrogénio liquido para a remocao das laminulas e depois

s€cas ao ar.

Bandeamento C

O bandeamento C seguiu o protocolo descrito por Schwarzacher, Ambros e
Schweizer (1980), com pequenas modificagdes: as laminas envelhecidas por trés dias
foram imersas em 4cido acético 45% a 60 °C por 10 min, tratadas com 5% de hidroxido
de bario a temperatura ambiente por 10 min., desnaturadas em 2 x SSC a 60 °C por 80

minutos e coradas com Giemsa 3% por 10 minutos.

Coloracio com nitrato de prata



35

A colorag@o com nitrato de prata a 50% foi realizada segundo Guerra e Souza
(2002) na qual as laminas receberam 50ul da solugdo e foram cobertas com tela de
nylon em cdmara imida a 60 °C por 15 minutos. Ap0s isso, foram lavadas para remogao

do excesso de corante de prata, secas ao ar e montada com Entellan Merk.

Coloracao com fluorocromos CMA e DAPI

Para a colorag@o com os fluorocromos cromomicina Az (CMA) e 4',6-diamido-
2-fenilindol (DAPI) foi adotada a metodologia de Schweizer e Ambros (1994). As
laminas foram envelhecidas por trés dias a temperatura ambiente e, posteriormente,
coradas com 10 ul de CMA a 0,5 mg/mL por 60 minutos. Em seguida, foram coradas
com 10 ul de DAPI a 2 pug/ml por 30 minutos e, finalmente, lavadas, secas e montadas

em tampao Mcllvaine-glicerol 1:1 (v/v).
Analise morfométrica

Os cromossomos foram medidos no software MicroMeasure versdo 3.3 e
analisados os valores da razdo entre brago longo e curto (r) e indice centromérico (IC)
para determinar a posicdo do centromero (Guerra 1988); os indice de Assimetria
intracromossomica (A;) e indice de assimetria intercromossdmica (A;) de Romero

Zarco (1986) e TF% (Huziwara, 1962).

Captura, edicio de imagens e andlise cromossdomica

As imagens foram capturadas em microscopio de epifluorescéncia Leica DM
2500 equipado com camera digital DFC 345FX. A edi¢do das imagens foi realizada no
Paint Shop Pro 5 versdo 5.01 e Adobe Photoshop CS3 versdo 10.0, ajustando-se apenas

brilho e contraste.

Resultados

Os parametros morfométricos de Halodule wrightii estio sumarizados na
tabela 1. O menor cromossomo apresentou tamanho de 1,42 uym e o maior 9,91 pm. O
tamanho médio cromossomico foi de 4,33 um. O indice de assimetria
intercromossOmica e intracromossdmica foi de 0,94 e 0,54, respectivamente e o indice

de assimetria de Huziwara foi de 38,26, indicando que a espécie apresenta caridtipo
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assimétrico. Observou-se nas células de diferentes individuos “pontes” de DNA nuclear,
as quais foram associadas ao fenomeno da citomixia (Fig. 1 a-e¢). Foram observadas
também células com niimeros cromossomicos variando entre 2n = 24 ¢ 2n = 39 em
individuos distintos (Fig. 1f-h). Contudo, a populacdo de H. wrightii estudada
apresentou nimero cromossémico dipléide 2n = 38 como o mais frequentemente
observado (Fig. 2a). O cariotipo foi considerado assimétrico de acordo com os indices
de assimetria e nucleos interfasicos semi-reticulados com presenca de alguns
cromocentros. Este fenomeno foi relatado em quatro individuos com a relagdo de 35:3
que corresponde a aproximadamente 10% (Tab. 2). Um par cromossémico
submetacéntrico pertencente ao grupo dos grandes cromossomos apresentou a regido
organizadora de nucléolos (RON) no brago curto (Fig. 2a). Este dado foi confirmado
através da marcacdo com nitrato de prata que evidenciou até dois nucléolos formados
(Fig. 2c). A técnica bandeamento C revelou uma pequena quantidade de
heterocromatina constitutiva, porém nao correspondente quantitativamente as bandas
CMA", observadas. Contudo, houve a coloragdo por inteiro de um pequeno
cromossomo totalmente heterocromatico, tratando-se possivelmente de um cromossomo

B (Fig. 2b).

O padrao de bandas com fluorocromos em H. wrightii foi diversificado
apresentando cromossomos com uma banda, com duas bandas sendo uma em cada
braco e cromossomos sem bandas. A maioria foi caracterizada como do tipo
CMA'/DAPT, embora algumas bandas CMA/DAPI’ também tenham sido observadas
(Fig. 2f-h). Quase todos os cromossomos apresentaram bandas CMA/DAPI
localizadas nas regides proximais, intersticiais e subterminais. Foram observadas bandas
subterminais nos bracos curtos de 15 cromossomos e no brago longo de 16
cromossomos. Bandas intersticiais foram encontradas no braco curto e longo de cinco
cromossomos. Além disso, o cromossomo considerado B no bandeamento C apresentou
alto nivel de coloragdo com o fluorocromo (Fig. 2f-g). Alguns cromossomos

apresentaram coloracdo com CMA" disperso ao longo dos bracos sem formar bandas

(Fig. 3).

Discussao
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O nuimero cromossdmico obtido neste estudo para H. wrightii foi diferente do
registrado para a espécie (den Hartog et al. 1979) e para o género (Ito e Tanaka 2011;
Kuo 2013). Den Hartog et al. (1979) relataram 2n = 44 para H. wrightii e sugeriram que
as populagdes estudadas eram tetraploides quando compararam o nimero
cromossomico dessa espécie com o encontrado das demais espécies estudadas.
Contudo, Ito e Tanaka (2011) relataram o mesmo nimero cromossdmico para H.
pinifolia (2n = 44) e concluiram por meio da analise das copias do gene phyB que todas
as espécies de Halodule sao diploides, e que a poliploidizacdo ndo ocorre no género.
Porém, mediante as variagdes observadas (Tabela 2) é necessario maior esforco
amostral para estabelecer o niimero cromossdmico basico para o género, pois mesmo
em populagdes naturais H. wrightii apresenta variagcdo entre individuos de uma mesma

populacdo com elevada riqueza clonal (Travis e Sheridan 2006).

A propagagdo clonal ¢ uma importante forma de reproducdo para as plantas
marinhas (Rozenfeld et al. 2007) e esta capacidade de se reproduzir vegetativamente
induz somaticamente variagdo no nimero de cromossomos, processo que permite
origem e perpetuacdo de novos citdtipos (Les e Philbrick 1993), como a ocorréncia de
citotipos interpopulacionais, mais frequentemente derivados de poliploidizacdo nos
géneros Ruppia ¢ Cymodocea (Miege 1960; Mason 1967; den Hartog et al. 1987;
Talavera et al. 1993; Kuo 2001). Outro fator que pode estar relacionado a variacdo
numérica, relatada no estudo em questdo ¢ a ocorréncia da citomixia. A citoximia ¢ a
transferéncia de cromatina e outros elementos de uma célula para outra por meio de
canais citomiticos que ocorre mais frequentemente nos meiocitos, mas que também
pode ocorrer em células somaticas de meristema (Souza e Pagliarini 1997; Guzicka e
Wozny 2005). Este fenomeno ¢ importante para a diversificacdo e evolugo cariotipica
através de variagdes numéricas como aneuploidia e poliploidia (Falistocco et al. 1995;
Haroun et al. 2004; Lattoo et al. 2006). A citomixia geralmente ocorre em resposta a
diversos fatores como alteragdes fisiologicas, mudanca de temperatura e estresse
ambiental (Souza e Pagliarini 1997; Haroun et al. 2004). Short et al. (2006) relataram
redug@o da cobertura vegetal na costa brasileira, fato este explicado por Pitanga et al.
(2012) que identificaram os principais fatores antropicos que influenciaram
negativamente na abundancia e distribuicdo das pradarias de H. wrightii. Na praia de
Suape, o prado de H. wrightii sofre com pisoteio dos banhistas, ancoragem de

embarcagdes e os efeitos do complexo portuario (observacdes de campo). Além disso,
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Barros, Rocha-Barreira e Magalhdes (2013) indicaram que a redugdo da cobertura

vegetal no nordeste do Brasil provavelmente esta relacionada as mudangas climaticas.

As analises morfométricas indicam que o conjunto cromossdmico de H.
wrightii e médio e assimétrico. Segundo Stabbins (1971) esse alto indice assimétrico
tem valor evolutivo e pode indicar que esta espécie ¢ derivada. Porém, no estudo feito
por Koce et al. (2003) os autores correlacionaram os resultados obtidos por meio da
analise de citometria de fluxo com dados morfométricos disponiveis na literatura e
consideraram a familia Cymodoceaceae como primitiva baseando-se nos valores de 2C,
comprimento cromossomico e comprimento cromossomico total de Cymodocea nodosa
Asch. Contudo, os resultados do presente estudo fornecem informacdes que nos levam a
ndo corroborar com o apontado por Koce et al. (2003) visto que seu estudo considerou
apenas dados de uma tnica espécie. Portanto, faz-se necessario obter informacgdes dos

demais géneros para uma inferéncia mais concisa.

Até o presente momento os trabalhos citogenéticos empregados no estudo
cromossdmico de angiospermas marinhas t€m se limitado a coloracdo convencional, de
modo que este ¢ o primeiro trabalho utilizando bandeamento cromossomico para
angiospermas marinhas. O bandeamento C revelou uma pequena quantidade de
heterocromatina constitutiva, embora menor do que a apresentada pela coloracdo com
fluorocromos CMA/DAPI, apresentando bandas CMA® em quase todos os
cromossomos de H. wrightii, o maior numero relatado para Classe Alismatidae que
variaram de 2-4 bandas CMA" (Costa e Forni-Martins 2004; Costa, Forni-Martins,
Vanzela et al. 2006; Feitoza et al. 2010). Regides coradas por CMA/DAPI indicam
regides ricas em bases guanina e citosina que, em geral sdo regides heterocromaticas
que desempenha diversas fun¢des, como estrutural, reguladora de expressdo génica, etc.

(Guerra 2000; Dillon 2004; Grewal e Jia 2007).

Halodule wrightii apresenta grande quantidade de heterocromatina evidenciada
pela quantidade de bandas CMA " observadas. A quantidade e distribuicio variavel da
heterocromatina observada em H. wrightii provavelmente esta relacionada a eventos de
remodelacdo da cromatina que, porventura, pode vir a explicar a adaptacao da espécie
ao ambiente marinho, visto que quantidade/distribuicido de bandas pode estar

relacionada a rearranjos estruturais (Deumling e Greilhuber 1982; Grewal e Jia 2007).
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Nosso estudo indica a ocorréncia de cromossomos B baseado na presenca de
um cromossomo totalmente heterocromatico (Jones ¢ Houben, 2003) observado com
bandeamento C'/CMA". Cromossomos B em geral sio dispensaveis e podem estar
presente ou ausente em individuos dentro de uma populagdo; assim como ndo
emparelham ou recombinam com quaisquer cromossomos do conjunto dipléide (ou
polipléide) durante a meiose, sua heranga ¢ irregular e ndo mendeliana (Jones e Houben,
2003; Jones et al. 2008). Mesmo ndo sendo essenciais e considerados anteriormente sem
funcao (Guerra, 1988), os cromossomos B interagem com os cromossomos A, € podem
desempenhar um papel importante na evolugdo do genoma e serem uteis para o estudo
de processos evolutivos moleculares (Camacho et al. 2000). Frequentemente sua
presenga gera polimorfismos em populagdes naturais, podendo ser mantidos e
transmitidos caso pareiem-se entre si mesmo causando danos fenotipicos a planta (Jones

e Houben, 2003; Jones et al 2008; Jones, Viegas e Houben 2008).

Os estudos citogenéticos em angiospermas marinhas ainda s2o incipientes. Os
principais trabalhos descrevem em sua maioria apenas niimeros cromossomicos. Para
Kuo (2013) a dificuldade na obtencdo de metafases com espalhamento adequado foi a

principal dificuldade encontrada.

No presente estudo as variacdes numéricas foram relacionadas a citomixia
onde se observou pontes entre nucleos de células diferentes. A ocorréncia de
cromossomos B ¢ outro fator promotor de diversificacdo no ntimero cromossomico.
Alguns estudos de populagdes indicam que ha maior diversidade genética
intrapopulacional do que interpopulacional (Angel, 2002; Waycott e Barnes, 2001).
Considerando a elevada diversidade genética intrapopulacional numa popula¢do com a
predominancia da reproducdo vegetativa, conclui-se que o0s mecanismos de
diversificacdo cariotipica atuam em resposta as pressdes ambientais que no caso da

populacao estudada ¢ de origem antropica.
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APENDICE

Tabela 1: Analise morfométrica dos cromossomos de Halodule wrightii referente a individuos com 2n=38
cromossomos com indicagdo para brago longo (BL); braco curto (BC); Comprimento Total
Cromossomico (CTC); relagdo entre brago longo e curto (r); indice centromérico (IC); posi¢do do
centromero (PC); indice de Assimetria intracromossomica (A;); indice de assimetria intercromossomica
(A) ¢ Indice de assimetria de Huziwara (1962) TF%.

Nr. Crom. BL (um) BC (um) CT (um) r 1C% PC Al A2 TF%
1 5,4841,23  4,70+0,89 9,91+2,21 1,17 46,16 m 0,94 0,52 38,26
2 5,13£1,12 3,98+1,04 9,01+1,93 1,29 43,70 m
3 5,04£0,77  3,36+0,74 8,22+1,22 1,50 39,99 sm
4 5,52+1,13  2,63+1,11 7,92+1,42 2,10 32,29 sm
5 4,64+1,44  2,75+0,73 7,10+1,61 1,69 37,24 sm
6 4,63+0,70  1,89+0,62 6,30+0,77 2,44 29,03 sm
7 3,87+0,57  2,44+0,43 6,11+0,64 1,59 38,67 sm
8 4,22+0,75  1,89+0,67 5,96+0,69 2,24 30,88 sm
9 4,07£0,88  1,85+0,68 5,76+0,69 2,20 31,21 sm
11 3,4240,57  2,06+0,51 5,36+0,59 1,66 37,58 sm
10 3,50£0,32  2,23+0,56 5,57+0,60 1,57 38,91 sm
13 3,13£0,31  2,03+0,51 5,06+0,50 1,54 39,35 sm
12 3,07£0,42  2,19+0,40 5,20+0,59 1,40 41,62 m
14 3,12£0,43  1,83+0,42 4,87+0,42 1,70 37,03 sm
18 2,48+0,38  1,71+0,47 4,04+0,10 1,45 40,82 m
19 2,2620,30  1,70+0,27 3,77+0,25 1,33 42,90 m

20 2,32+#0,37  1,52+0,26 3,63+0,19 1,53 39,54 sm
21 2,18£0,32  1,44+0,41 3,47+0,23 1,51 39,77 sm
22 2,2840,32  1,09+0,31 3,33+0,28 2,09 32,40 sm
17 2,64£0,31  1,65+0,24 4,174+0,19 1,60 38,52 sm
15 2,89+0,51  1,79+0,28 4,65+0,48 1,61 38,25 sm
16 2,76£0,30  1,80+0,34 4,51+0,37 1,53 39,54 sm
24 2,00£0,20  0,98+0,20 2,90+0,27 2,03 32,96 sm
26 1,77¢0,33  0,99+0,14 2,69+0,24 1,78 35,92 sm
27 1,7120,13  0,95+0,18 2,574+0,21 1,81 35,63 sm
28 1,53#0,32  0,91+0,16 2,30+0,18 1,69 37,20 sm
25 1,74£0,28  1,16+0,24 2,83+0,27 1,49 40,16 m
23 1,89+£0,22  1,31+0,13 3,15+0,15 1,45 40,89 m
29 1,43£0,18  0,94+0,17 2,27+0,16 1,52 39,70 sm
33 1,31£0,27  0,84+0,24 2,07+0,07 1,56 39,09 sm
34 1,35£0,25  0,76+0,17 2,04+0,06 1,78 35,93 sm
37 1,12£0,30  0,67+0,15 1,71+0,07 1,67 37,47 sm
30 1,46+0,14  0,83+0,18 2,21+0,14 1,76 36,29 sm
31 1,42+0,14  0,80+0,27 2,13+0,14 1,76 36,19 sm
32 1,26£0,26  0,92+0,10 2,10+0,10 1,37 42,17 m
36 1,08+0,20  0,80+0,26 1,79+0,06 1,36 42,37 m
35 1,08+0,18  0,90+0,06 1,89+0,08 1,20 45,47 m
38 0,86+0,26  0,70+0,11 1,42+0,24 1,24 44,72 m
Meédia 2,67 1,66 4,33 1,64 38,36 sm

DP 1,37 0,92 2,24 0,29 4,02
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Tabela 2: Individuos da populagdo de Halodule wrightii da Baia de Suape que apresentaram células com

citomixia. Foram analisados trés campos na objetiva de 100x e contadas todas as células de cada campo

para obten¢do de média e desvio padrdo (DP).

Cél. Normais Cél. Citomixia

5 2
Individuo 1 114 13
48 4
5 2
Individuo 2 38 2
32 2
5 2
Individuo 3 94 3
14 3
9 2
Individuo 4 12 2
48 4
Média 35 3
DP 15,03 1,97

Tabela 3: Numeros cromossomicos para espécies do género Halodule descrito previamente na literatura.

Espécie 2n Local Referéncia

Halodule hibrido 44 Okinawa, Japan Ito ¢ Tanaka (2011)

H. pinifolia 44 Okinawa, Japan Ito e Tanaka (2011)

H. pinifolia 32 Cairns, Queensland Kuo (2013)

Halodule sp. 44 Ishigaki, Japan Uchiyama (1993)*

H. tridentata (sindnimo de H. uninervis) 16 Denham, W Australia Kuo (2013)

H. uninervis 32 Denham, W Australia Kuo (2013)

H. wrightii 44 Curagao, Antilhas Holandesas den Hartog et al. (1979)
H. wrightii 38 Cabo Sto. Agostinho, Brasil ~ Presente estudo

*Citagdo de Kuo (2013)
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24 (f), 2n =

Figura 1. Citomixia (a-¢) e variagdo numérica em células metafasicas de H. wrightii com 2n

39 (h).

34(g)e2n
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Figura 2. Colorag@o convencional com Giemsa, nitrato de prata e CMA/DAPI de H. wrightii. a) colorag@o
convencional com Giemsa; b) banda C-Giemsa, seta indica cromossomo B; c¢) nitrato de prata; d) DAPI;
e) CMA, seta indica RON; f-h) DAPI, CMA e sobreposi¢do, respectivamente. Seta indica cromossomo B.
Barra = 10pm.
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Cariograma
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Figura 3. Cariograma preliminar de H. wrightii (2n = 38+1B) apresentando o padrdo de bandas
heterocromaticas e cromossomo B. Barra 10um.
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