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RESUMO

Oxalis L. € o maior género da familia Oxalidaceae, com aproximadamente 500 espécies,
dividido em quatro subgéneros: Trifidus, Monoxalis, Oxalis e Thamnoxys. O subgénero
Thamnoxys apresenta uma ampla diversidade morfoldgica, acompanhada por uma variacao
cariotipica incomum, com a maioria das espécies diploide,comn=5,6,7,8,9e 11. AsrelacGes
filogenéticas do grupo ainda ndo foram na sua totalidade elucidadas. Neste trabalho foram
analisadas através da coloracdo CMA/DAPI, o cariétipo de 13 espécies e uma subespécie de
Oxalis das secbes Polymorphae, Thamnoxys e Holophyllum, Hedysarioideae e Phyllodoxys,
com o objetivo de caracterizar o cariétipo desses tdxons, buscando marcas cromossdmicas que
possam contribuir para entender a evolu¢do cromossémica do grupo. Pontas de raizes foram
pré-tratadas com 8HQ, por 24 horas e depois fixadas em Carnoy. As laminas foram preparadas
pelo método de esmagamento em acido acético a 60% e envelhecidas em temperatura ambiente.
Em seguida, as melhores laminas foram coradas com Chromomycin (CMA) e 4',6-Diamidino-
2-Phenylindole (DAPI) e fotografadas. O numero cromossémico predominante entre as
espécies analisadas foi 2n = 10, exceto em O. puberula com 2n = 20 (sect. Polymorphae) e nas
espécies O. hedysarifolia com 2n =12 e O. frutescens com 2n = 24, ambas pertencentes a secao
Thamnoxys. No geral, as espécies apresentaram formula cariotipica semelhantes com
cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e acrocéntricos. A dupla coloracdo com 0s
fluorocromos revelou apenas bandas CMA®*, na posi¢do terminal do braco curto. O nimero
basico x = 5 é sugerido, devido a frequéncia que é encontrado nas espécies neste trabalho nas
espécies do subgénero Thamnoxys. Assim, sugere-se que entre as angiospermas, as espécies do
subgénero Thamnoxys € uma das que mais apresentam assimetria cariotipica. O enriquecimento
de dados citotaxondémicos vegetais das espécies pertencentes ao subgénero Thamnoxys,
incluindo a determinagdo do nimero cromossdmico e analises filogenéticas mais completas,
ainda se torna necessario para elucidar o niUmero basico ancestral do género e quais seriam 0s
principais mecanismos envolvidos na evolugdo cromossémica do grupo.

Palavras-chave: Bandas heterocromaticas. CMAJ/DAPI. Evolugdo cromossémica.
Oxalis.Subgénero Thamnoxys.



ABSTRACT

Oxalis L. is the largest genus of the Oxalidaceae family, with approximately 500 species,
divided into four subgenera: Trifidus, Monoxalis, Oxalis and Thamnoxys. The subgenus
Thamnoxys has a wide morphological diversity, accompanied by an unusual karyotype
variation, with most diploid species, withn =5, 6, 7,8, 9 and 11. The phylogenetic relationships
of the group have not yet been fully elucidated. In this work, we analyzed through the
CMAV/DAPI staining, the karyotype of 13 species and a subspecies of Oxalis from the sections
Polymorphae, Thamnoxys and Holophyllum, Hedysarioideae and Phyllodoxys, with the
objective of characterizing the karyotype of these taxa, looking for chromosomal marks
understand the chromosomal evolution of the group. Root tips were pre-treated with 8Hq for
24 hours and then fixed in Carnoy. The slides were prepared using the 60% acetic acid crushing
method and aged at room temperature. Then, the best slides were stained with Chromomycin
(CMA) and 4 ', 6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI) and photographed. The predominant
chromosome number among the species analyzed was 2n = 10, except in O. puberula with 2n
= 20 (sect. Polymorphae) and in O. hedysarifolia species with 2n = 12 and O. frutescens with
2n = 24, both belonging to the section Thamnoxys. In general, the species presented similar
karyotype formula with metacentric, submacentric and acrocentric chromosomes. The double
staining with fluorochromes revealed only CMA* bands, in the terminal position of the short
arm. The basic number x = 5 is suggested, due to the frequency that is found in the species in
this work in the species of the subgenus Thamnoxys. Thus, it is suggested that among
angiosperms, the species of the subgenus Thamnoxys is one of the ones that most show
karyotype asymmetry. The enrichment of plant cytotaxonomic data of species belonging to the
subgenus Thamnoxys, including the determination of the chromosome number and more
complete phylogenetic analyzes, is still necessary to elucidate the basic ancestral number of the
genus and what are the main mechanisms involved in the chromosome evolution of the group.

Keywords: Chromosomal evolution. CMA/DAPI. Heterochromatic bands. Oxalis. subgenus
Thamnoxys.
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1 INTRODUCAO GERAL

Oxalidaceae é uma familia que compreende cinco géneros: Sarcotheca, Dapania,
Bryophytum, Averrhoa e Oxalis (APG 1V, 2016). O género Oxalis L. é 0 que apresenta maior
diversidade e nimero de espécies da familia com cerca de 500 espécies (KNUTH 1930;
LOURTEIG, 2000; THE PLANT LIST, 2019), e dividido em quatro subgéneros: Trifidus (duas
espécies), Monoxalis (duas espécies), Oxalis (205 espécies) e Thamnoxys (71 especies),sendo
esta a Gltima classificacdo para Oxalis proposta por Lourteig (2000).

Algumas espécies de Oxalis sdo utilizadas na alimentagdo (Oxalis tuberosa), outras na
medicina popular como antipiréticas, ornamentais e na apicultura (EITEN, 1963). As espécies
da América do Sul apresentam variacdo na morfologia do caule (bulbos, tubérculos, rizomas e
caules reptantes). Ja as espécies que se encontram na Africa do Sul apresentam exclusivamente
caules bulbosas (GARDNER et al., 2012). No Brasil, o subgénero predominante & o Thamnoxys
(LOURTEIG, 1994; ABREU & FIASCHI, 2012).

O subgénero Thamnoxys € dividido em nove secdes com base em caracteristicas
morfologicas, diversidade de habito e em sua distribuicdo geogréafica restrita a América do Sul
e Central (LOURTEIG, 2000). H& espécies do género Oxalis subgénero Thamnoxys que contem
relacBes filogenéticas que ainda nao foram esclarecidas, tais espécies se encontra no Mato
Grosso do Sul (FIASCHI, 2018) e em demais localidades.

A andlise da variacdo cariotipica, tem contribuido de forma significativa para o
estabelecimento de delimita¢des taxondmicas filogeneticamente mais coerentes, pois a mesma,
gera conhecimento sobre os grupos de plantas que ainda ndo s@o considerados suficientemente
bem conhecidos para que possam ser utilizados em estudos evolutivos e de conservagao
(RAPINI, 2010; SOUZA et al., 2012).

A citotaxonomia vegetal pode revelar informacGes de grande relevancia para a filogenia
de grupo por meio da analise de niUmeros cromossdémicos, padrdes de distribuicdo de bandas
heterocromaticas e quantificagdo do material genético. A informacao do cariotipo € a primeira
expressao fenotipica do genotipo, que ndo é influenciando por condigbes ambientais, estagio de
desenvolvimento ou diferentes niveis de expressdao génica (GUERRA, 2012).

Os parametros mais frequentes na citotaxonomia vegetal classica € a determinacdo do
namero basico, morfologia cromossdmica e analise do comportamento meiotico, sendo que a
determinagdo do nimero cromossdmico € o mais comum em plantas (GUERRA, 2000). Além
do namero cromossdmico, informacdes sobre a distribuicdo e quantidade da heterocromatina

constitutiva avaliadas por meio de diferentes técnicas de bandeamento, a diferenciacdo da
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heterocromatina por fluorocromos, especialmente o CMA/DAPI, vem sendo bastante util na
caracterizacdo cariotipica de familias, nos mais variados niveis hierarquicos (GREILHUBER,
1984).

Diante disso, o objetivo do trabalho foi o estudo citotaxondmico do subgénero
Thamnoxys, analisando a variabilidade cromossémica numeérica, niveis de ploidia, localizacdo
e composicao da heterocromatina por meio da coloragdo com os fluorocromos CMA/DAPI em

espécies ocorrentes no Brasil.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sistematica, taxonomia e importancia econémica

A familia Oxalidaceae encontra-se no clado da subclasse Eurosids I, constituindo a
ordem Oxalidales junto com as familias Brunelliaceae, Cephalotaceae, Connaraceae,
Cunoniaceae e Elaeocarpaceae. Dentre as quais a familias mais proxima a Oxalidaceae é
Connaraceae (APG, 2016). Oxalidaceae € uma familia que compreende cinco géneros:
Sarcotheca, Dapania, Bryophytum, Averrhoa e Oxalis, incluindo aproximadamente 950
espécies (LOURTEIG, 2000; APG IV, 2016). Oxalis € o género que apresenta grande
diversidade e com o maior nimero de espécies da familia, que compreende aproximadamente
500 espécies (KNUTH, 1930; LOURTEIG, 2000).

A classificacdo mais completa para o género Oxalis foi realizada por Knuth (1930), que
organizou o género em 37 secOes. Sendo este questionado por alguns trabalhos realizados
posteriormente, os estudos com analises moleculares, citogenéticos e com novos estudos
morfologicos revelaram a artificialidade desses grupos (EITEN, 1963; EMSHWILLER E
DOYLE, 1998; LOURTEIG, 2000; DE AZKUE, 2000). Os estudos mais recentes sobre a
taxonomia do género foram realizados por Lourteig (1979, 1982, 1994 e 2000), que
desenvolveu o estudo taxondmico mais completo das espécies sul-americanas de Oxalis. Além
disso, estudos sobre Oxalis foram desenvolvidos por diversos autores, por exemplo Fiaschi &
Conceicéo (2005), Fiaschi (2006) e Abreu et al. (2008).

A classificacdo do género Oxalis em quatro subgéneros foi proposta por Louteirg (1979,
1982, 1994, 2000) formado por: Monoxalis (Small) Lourteig, Trifidus Lourteig, Thamnoxys
(Endl.) Reiche e Oxalis L. Os subgéneros Monoxalis e Trifidus sdo formados por duas espécies

cada, enquanto Oxalis possui 204 (divididas em 29 secdes) e Thamnoxys com 71, (dividida em
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nove secBes). As espécies de folhas digitadas e sem raquis pertencem ao subgénero Oxalis, as
de folhas pinadas e raque presentes foram agrupadas no subgénero Thamnoxys, e aquelas com
folhas simples foram incluidas nos subgéneros Monoxalis e Trifidus (LOURTEIG, 1994; 2000).
Uma caracteristica compartilhada por todas as espécies de Oxalis é a heterostilia (LOVETT
DOUST et al., 1981). Heterostilia € um polimorfismo floral geneticamente controlado, que é
encontrado em aproximadamente 28 familias de angiospermas (BARRET, 1992). Para sua
caracterizacdo, € necessario que uma espécie apresente hercogamia reciproca (estratégia
realizada pelas angiospérmicas hermafroditas para reduzir a interferéncia sexual entre a funcédo
masculina e feminina através da separacdo espacial entre as anteras e o estigma), altura
reciproca dos verticilos reprodutivos entre morfos, e um sistema de auto e intramorfo-
incompatibilidade (GANDERS, 1979). A heterostilia pode ser expressa na forma de distilia,
que consiste na existéncia de dois morfos florais: brevistilo e longistilo, respectivamente,
estigma abaixo do nivel das anteras e estigma acima do nivel das anteras (BARRET &
RICHARDS, 1990). Tal evento é interpretado como um sistema que promove a polinizacdo
cruzada (BARRET etal., 2000; LI & JOHNSTON, 2001).

Nas Oxalis, além da fecundacdo cruzada promovida pela heterostilia, existem registros
de espeécies autdgamas e apomiticas (EITEN, 1963; LOVETT DOUST et al., 1981), mas
provavelmente a forma de reproducdo mais comum no género seja a vegetativa por meio de
bulbos, rizomas e tubérculos. As espécies do género Oxalis se apresentam como tristilicas
(brevistilas, mesoestilas e longistilas), ou distilicas (brevistilo e longistilo) (GARDNER et al.,
2012). Ja as caracteristicas que distinguem morfologicamente as espécies do género sdo a
presenca de folhas alternas, sub-opostas ou opostas, com ou sem estipulas, digitadas com trés
ou mais foliolos. As flores sdo de tamanho variavel, com cinco pétalas, dez estames
monoadelfos e unidos na base. O pistilo é Unico, o ovario supero, 5-carpelar e 5-locular
(LOURTEIG, 2000).

A espécie que apresenta maior valor econdmico dentro do género € Oxalis tuberosa
Molina (oca), cultivada do territorio Venezuelano até a Argentina e cujos tubérculos sdo
utilizados como alimento (EMSHWILLER & DOYLE, 1998). Outras espécies sao utilizadas
na medicina popular como antitérmico, havendo também espécies usadas como plantas
ornamentais e na apicultura (EITEN, 1963). Ha ainda algumas espécies que apresentam uma
distribuicdo cosmopolita e facil dispersdo, sendo analisadas como ervas daninhas, das quais

podemos citar O. pes-caprae L., O. debilis Kunth e O. corniculata L.
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2.2 Distribuicéo geografica e diversidade do género Oxalis

O género Oxalis esta distribuido por quase todo o0 mundo, com dois principais centros
de distribuicdo, América do Sul e Africa, com 280 e 210 espécies, respectivamente (KNUTH,
1930; SALTER, 1944; LOURTEIG, 2000). Tanto na Africa como na América ha um grande
namero de espécies endémicas, grupos taxondmicos que se desenvolveram numa regiao restrita,
0 que faz com que estejam em constante risco de desaparecimento (EMSHWILLER, 2002). O
género apresenta a maior diversidade e 0 maior nimero de espécies da familia, com cerca de
504 espécies (KNUTH 1930; LOURTEIG 2000; THE PLANT LIST, 2019).

Lourteig (2000) e De Azkue (2000) sugeriram que a América seria 0 centro de origem
das Oxalis, a partir do qual o género teria se diversificado, pois nesta regido ocorre a maior
variacdo morfoldgica nas espécies do género. Estudos mais recentes realizados com analises
moleculares demostraram a mesma origem que os dados morfoldégicos (OBERLANDER et al.,
2009; GARDNER et al., 2012) e uma radiacdo monofilética na Africa do Sul (OBERLANDER
et al., 2004, 2009). Contudo, as analises moleculares revelaram que as espécies bulbosas
apresentam uma origem no territorio do sul da América do Sul (GARDNER et al., 2012).

O subgénero Oxalis apresenta quatros se¢des (Oxalis, Thamnoxys, Trifidus e Monoxalis)
distribuidas geograficamente nas Américas do Sul, Central e do Norte e Africa do Sul (Figura
1). O subgénero Oxalis com espécies nas Américas do Norte e Central, O subgénero
Thamnoxys, apresenta espécies na América do Sul e Central (LOURTEIG, 1994). Os outros
dois subgéneros apresentam uma distribuicéo restrita. As espécies de Trifidus compreende uma
distribuicdo restrita ao norte do Chile, noroeste da Argentina e Bolivia e em regides desérticas
de mais de 5000 m de altitude. E o subgénero Monoxalis é encontrado no sul dos Estados
Unidos e México (LOURTEIG, 2000).
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Thamnoxys
Momnoxalis

m Irifidus

Figura 1: Distribuicdo geografica do género Oxalis, divido em seus quatro subgéneros de
acordo com as cores indicadas na legenda. Fonte: Lourteig (2000).

Morfologicamente, Oxalis possui uma ampla variabilidade de caule, habito (herbaceas,
subarbustivas ou arbustivas) e espécies com ciclo anuais a perenes, ocorrendo em habitats
temperados e tropicais, crescendo do nivel do mar a mais de 3700 m de altitude (LOURTEIG,
1983, 2000). Nas espécies da América do Sul é encontrada a maior varia¢do na morfologia do
caule, sendo estes no formato de bulbos, tubérculos, rizomas e caules reptantes. As espécies
que se encontram na Africa do Sul apresentam exclusivamente caules bulbosas perenes (bulbos
do tipo tunicado) sendo Oxalis um dos unicos géneros dentro das ndo-monocotiledéneas que
apresenta bulbos verdadeiros (GARDNER et al., 2012).

2.3 Nimero cromossémico

A determinacdo do numero cromossomico é o parametro mais empregado na
citotaxonomia vegetal (RAVEN, 1975). A andlise citogenética é uma técnica simples e rapida,
que fornece informacdes substanciais sobre o genoma da espécie. Além disso, ndo é
influenciado pela idade da planta, fase de desenvolvimento e condic¢des externas (GUERRA,
2008). A analise citogenética possibilita realizar comparac¢fes dos nimeros cromossémicos em
um grande numero de espécies de um tdxon (GUERRA, 1990). Ha familias vegetais que
apresentam uma alta diversidade cariotipica em relacdo aos nimeros cromossdmicos

(Commelinaceae, Euphorbiaceae, Apocynaceae, Orchidaceae) e ha outras que possuem
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estabilidade cromossdmica numérica como as espécies pertencentes a familia Rutaceae,
subfamilia Aurantioideae (GUERRA et al., 2000; BARROS & SILVA et al., 2010).

As alteragbes do namero cromossomico podem ocorrer devido a dois processos
principais: poliploidia, que é definida como multiplicacdo do conjunto cromossémico e a
disploidia, que é o aumento ou diminuicdo de um ou poucos cromossomos (STEBBINS, 1971).
Com a determinagdo do nUmero cromossdmico é possivel reconhecer o numero basico ancestral
do grupo, proporcionando um melhor entendimento sobre as diferentes linhas evolutivas que
sd0 marcadas pelas variacdes graduais envolvendo eventos de disploidia e poliploidia
(GUERRA, 1990). O género Oxalis possui uma grande variagdo cromossdmica. Cerca de 12%
das espécies de Oxalis foram analisadas citogeneticamente, apresentando uma ampla série
disploide n =5, 6, 7, 8, 9 e 11. Além disso, esses estudos mostraram variagdes ndo sé em
namero, mas tambeém em tamanho e morfologia cromossdmica (NARANJO et al., 1982; DE
AZKUE & MARTINEZ 1983, 1984, 1988, 1990; DE AZKUE, 2000).

Os nimeros X = 6 € X = 7 sdo sugeridos na literatura como os dois provaveis nUmeros
cromossdmicos basicos ancestrais para o género, pois ainda nao € definido um numero padréo.
O numero cromossdmico basico x = 7 esta presente ndo somente nas espécies africanas, mas
também em alguns grupos americanos, e por isto, esse foi considerado o numero basico
ancestral para o género (MARKS, 1956). Entretanto, segundo de Azkue (2000), a maior
frequéncia de x = 7 ndo necessariamente indica ancestralidade, jA& que este numero é
caracteristico somente das espécies gedfitas bulbosas e rizomatosas do subgénero Oxalis e é
raro fora destes grupos. Ao contrario, do nimero basico x = 6 que esta presente em varias secoes
do subgénero Oxalis e também é o mais encontrado entre as espécies do subgénero Thamnoxys,
aparecendo em quatro das noves das se¢des, deste subgénero. O nimero basico x = 6 apresentou
0 aspecto mais amplo no género, podendo ser considerado um estado pleisiomoérfico, de tal
maneira que seria 0 nimero cromossémico basico ancestral de Oxalis (DE AZKUE, 2000).

Ainda sdo necessarios estudos detalhados sobre as relagdes evolutiva do género, pois a
comparagdo dos numeros cromossdmicos basicos com os agrupamentos morfologicos mostrou
que varias espécies pertencentes a diferentes se¢des compartilham o mesmo nimero
cromossdmico basico (DE AZKUE, 2000). Também ha casos em que se observam diferencas
no nimero basico entre espécies pertencentes a um mesmo grupo (DE AZKUE & MARTINEZ,
1983,1988), evidenciando assim a importancia de se compreender as relac6es evolutivas entre
e dentro das diferentes se¢des taxondmicas.

O cari6tipo das espécies de Oxalis apresenta uma varia¢do que sao consequéncia de

varios rearranjos (numéricos e estruturais) cromossdmicos ocorridos durante a evolugdo do
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género (MARKS, 1956; DE AZKUE, 2000). A poliploidia, assim como em quase todas as
angiopermas, fez parte da evolucdo do género Oxalis, sendo constatado no género niveis de
ploidia que variam desde diploides (Ex.: O. conorrhiza Jacg.) até octaploides (Ex.: O.
corniculata L.) (MARKS, 1956; NARANJO et al., 1982; DE AZKUE & MARTINEZ, 1983,
1984, 1988, 1990; DE AZKUE, 2000). A técnica mais utilizada na determinacdo do nimero
cromossdmico em vegetais com cariotipos semelhantes sdo métodos convencionais, que
fornecem o nimero e morfologia do cromossomo (GUERRA, 2000a). Entretanto, com 0 uso
da técnica de bandeamento cromossémico com o fluorocromos CMA/DAPI é possivel

identificar a regido do cromossomo rica em GC e AT.

2.4 Disploidia e Poliploidia

Hé& duas formas de mudancas no nimero cromossdmico que estdo relacionadas com a
filogenia e a evolucdo cariotipica, que sdo a poliploidia e a disploidia, enquanto as alteracoes
realizadas por aneuploidias ndo possuem implica¢c6es na evolugdo (GUERRA, 2000). O nUmero
cromossdmico é o parametro fundamental citogenético e sua comparacdo permite inferir
eventos de poliploidia e disploidia, ambos claramente implicadas na evolucdo cariotipica em
eucariotos (GUERRA, 2000).

A poliploidia, é a obtengdo de no minimo trés conjuntos completos de cromossomos, e
pode ser definida como a formacdo de nimeros cromossdmicos elevados (GRANT, 1981),
sendo por multiplicacdo ou duplicagdo de um complemento cromossémico inteiro (GUERRA,
2008), aumentando o nivel de ploidia em algumas espécies, estando comumente associada a
especiacéo e a origem de novas adaptacdes (LEVIN, 2002). Nas Angiospermas se acredita que
entre 50 e 70% das espécies sdo poliploides, mas se forem considerados 0s eventos antigos de
duplicacéo essa porcentagem chega a 100% (CUI et al., 2006).

A disploidia é um fendmeno genético que direciona os cariotipos ao aumento
(ascendente) ou o decréscimo (descendente) no nimero cromossémico haploide, podendo
incluir um Unico cromossomo, um par de cromossomos ou mais de um par cromossémico
(GRANT, 1981; GUERRA, 2008). Sendo este mecanismo importante na evolucdo e
diferenciacdo dos cari6tipos em grupos relacionados filogeneticamente, bem como nos niveis
de simetria do complemento cromossémico (GUERRA, 2008). A variacao disploide pode ser

originada por translocagdes Robertsonianas, fusbes ou fissdes céntricas e translocagdes
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reciprocas (GUERRA, 2008). O evento das disploidias descendentes em plantas é mais comum
que as disploidias ascendentes (LEVIN, 2002; GUERRA, 2012), mas nem sempre & facil
determinar a natureza e a dire¢éo destes eventos. Em virtude das estruturas cariotipos serem
dindmicas, é imprescindivel a reconstrucdo de cariétipos ancestrais, com base na caracterizacao
detalhada de cari6tipos atuais a fim de que a dire¢do da variacao cariotipica seja compreendida
(HU et al., 2011). A principal diferencga entre disploidia e os outros mecanismos de evolucao
cariotipica (poliploidia) é que nela pode haver redugdo ou aumento no nUmero cromossémico
sem promover alterages quantitativas ou qualitativas nos genes (GUERRA, 1988). Tais
alteragcbes podem ocorrer devido aos rearranjos estruturais como translocagédo, fusdo e fisséo
céntrica (GUERRA, 1988; SUMNER, 2003).

As espécies que apresentam genomas poliploides possuem uma maior adaptabilidade e
um aumento da tolerancia a diferentes condi¢cdes ambientais, provavelmente devido a presenca
de maiores combinacdes de alelos disponiveis para a selecdo, permitindo adaptacdes a
mudancas drasticas ocorridas no ambiente (FAWCETT etal., 2009). As alteracdes que ocorrem
na morfologia, fenologia, fisiologia e ecologia sdo inerentes a poliploidia e podem acontecer
em poucas geragdes (LEVIN, 2002). A poliploidia possibilita que as espécies vegetais
colonizem habitats pioneiros e evolua mais rapidamente, pois 0 maior nimero de cromossomos
promove mudancas evolutivas adaptativas (OTTO & WHITTON, 2000; SILVEIRA et al.,
2016).

H& ocorréncia de citotipos diploides e poliploides da mesma espécie em regides
geogréaficas distintas, com diferencas de temperatura, precipitacdo e niveis de radiagdo (OTTO
& WHITTON, 2000; LEVIN, 2002; SCHIFINO-WITTMANN, 2004). No entanto, ndo se sabe
se existe um padrdo de condi¢des ambientais relacionadas a ocorréncia de poliploidia ou quais
condicdes ambientais influenciariam a persisténcia e distribuicdo natural de polipldides
(JOHNSON et al., 2003). Estudos de espécies amplamente distribuidas em diversos ambientes,
podem fornecer informacgdes que auxiliem no entendimento de como a poliploidia influencia a
diversificacdo e distribuicdo geografica de tdxons proximamente relacionados, de tal forma que
se possa determinar as caracteristicas de condi¢fes ambientais em que os poliploides sdo
encontrados (SILVEIRA et al., 2016).

Locais como os de afloramentos rochosos, formacGes geoldgicas graniticas ou
gnaissicas do pré-cambriano que se destacam em uma paisagem plana (SARTHOU etal., 2010),
sdo conhecidas por ter condicdes edafoclimaticas (caracteristicas definidas através de fatores,
como o relevo, a litologia, a temperatura, a humidade do ar, a radiacéo, o tipo de solo, o vento

entre outros) mais severas em relacdo ao ambiente do entorno, exercendo uma fungéo seletiva
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importante para a evolugdo e especiacdo vegetal. Tal fato acontece por isolamento
geograficamente em relagdo a outros habitats, a flora dos inselbergues que pode apresentar
diferenciagdo morfologica e cromossdmica, possibilitando assim a avaliacdo de hipoteses
relacionadas aos mecanismos envolvidos na diversificacdo das espécies (DODSWORTH et al.,
2016 e SANTOQOS, 2017). Os poliploides podem ser classificados em duas formas diferentes e
em quatro tipos principais: neopoliploides, paleopoliploides, alopoliploides e autopoliploides
(GUERRA, 2008). Os conceitos de paleopoliploides e neopoliploides estdo relacionados com
o tempo de formacéo dos poliploides. Os paleopoliploides sdo aqueles nos quais 0s ancestrais
sdo desconhecidos ou estdo extintos, e os neopoliploides, por serem de origem recente, sdo mais
faceis de distinguir e caracterizar (STEBBINS, 1971).

Os alopoliploides sdo aqueles surgidos por hibridizacao interespecifica, em alguns casos
intergenérica, enquanto os autopoliploides sdo originados a partir do cruzamento entre ou
dentro de populagdes pertencentes a uma mesma espécie (SOLTIS & SOLTIS, 2000). A
alopoliploidia é a via mais frequente para a formacéo de poliploides em plantas (CARPUTO et
al., 2003), porém autopoliploides também apresentem uma consideravel frequéncia na natureza
(SOLTIS et al., 2007).

2.5 Padroes de heterocromatina em Oxalis

A heterocromatina e a eucromatina sdo diferenciadas com base na compactacdo
diferencial na interfase (GREWAL & JIA, 2007). Heterocromatina é altamente condensada,
compactada através da organizacdo dos nucleossomos, transcricionalmente silenciada
(GREWAL & MOAZED, 2003; DJUPEDAL & EKWALL, 2008), e a eucromatina menos
condensada em relacdo a heterocromatina, consequentemente mais acessivel a maquinaria da
transcricdo, sendo composta principalmente por regides génicas (DJUPEDAL & EKWALL,
2008). Recentes analises citogenéticas indicam que a heterocromatina em plantas pode ter
origem muito diferente, composicéo e dinamica (FRANSZ et al., 2000).

A constituicdo e manutencdo da heterocromatina unificam diversos tipos de informacao,
incluindo a localizagcdo cromossémica, localizagdo nuclear e a ocorréncia de elementos de DNA
repetitivo (WEILER & WAKIMOTO, 1995; BIRCHLER et al., 2000; GREWAL & JIA, 2007).
Estas regides sdo encontradas nos centromeros, teldomeros, e algumas vezes formando blocos
intersticiais (HALL et al., 2002). A regido da heterocromatina constitutiva caracteriza-se por
permanecer condensada através do ciclo celular, pelo tempo de replicacdo ocorrer na fase S

tardia, rica em sequéncias repetidas em tandem e transposons, e seu estado heterocromatico é
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uma caracteristica cromossdémica herdavel, recombinacdo meiética indetectavel, extensiva
metilacdo do DNA, baixa acetilacdo da histona, espacamentos dos nucleossomos regular e
baixa acessibilidade da nuclease (PEDROSA et al., 2001; PARTRIDGE et al., 2002;
EISSENBERG & ELGIN, 2005).

Heterocromatina pode ser encontrada em loci regulados pelo desenvolvimento, onde o
estado da cromatina pode mudar em respostas aos sinais e atividade genética (GREWAL &
JIA, 2007), quando n&o é necessariamente restrita a um cromossomo do par, sdo consideradas
regibes que sdo epigeneticamente reprimidas (i.e. termo referido como uma informacéo
genética extra que com ajuda de modificagdes de cromatina e DNA ajudam ou inibem
determinado genes) e sdo heterocromaticas apenas durante uma parte do ciclo de vida, é
também chamada de heterocromatina facultativa (SUMNER, 2003). Em contrapartida, as
regides que permanecem condensadas ao longo do ciclo celular, ricas em sequéncias repetidas
em tandem e transposons onde seu estado heterocromatico é uma caracteristica cromossomica
herdavel, ocorrendo no par cromossomico homologo, recebe o nome de heterocromatina
constitutiva (PEDROSA et al., 2001; PARTRIDGE et al., 2002; GREWAL & JIA, 2007).

A anélise da distribui¢do e composicdo da heterocromatina € uma ferramenta importante
na analise citotaxonémica, pois esta permite diferenciar cariotipos através do nimero, tamanho
e morfologia similares em grupos vegetais que apresentam nimeros cromossdmicos constantes,
cariotipos simétricos e cromossomos tamanho pequenos (inferior a 2 um), 0s quais apresenta
dificil visualizagdo do centromero (ALMEIDA et al., 2007; BARROS & SILVA et al., 2010;
CORDEIRO et al., 2017). A heterocromatina apresentar coloracdo diferenciada, devido a suas
regides eucromaticas no cariétipo das espécies, podendo estas regides variar em numero,
tamanho e localizacdo nos cromossomos (BENNETZEN, 2000; GUERRA, 2000).

Umas das técnicas mais difundidas na analise do padrdo de heterocromatina é o emprego
dos fluorocromos Chromomicina A3 (CMA) e 4’6-diamidino-2-phenilindol (DAPI), que se
ligam preferencialmente a regides do genoma ricas em pares de base GC e AT, respectivamente
(BARROS & SILVA et al., 2010). A identificacdo das bandas heterocromaticas, foi utilizada
na caracterizacdo citogenética das espécies O. psoraleoides Kunth e O. rhombeo-ovata A. St.-
Hil., observado que ambas apresentaram diferentes padrdes de bandas CMA terminais, sendo
bandas positivas para (CMA*) nos bragos longos (VAIO et al., 2018). As espécies Oxalis
monticola Arechav. e O. articulata subsp. rubra St. Hil. exibiram dois pares de cromossomos
com bandas CMA* e para O. linarantha Lourteig, a regido proximal e todo o braco longo no

par maior de cromossomos submetacéntricos eram positivos para CMA (VAIO et al., 2016).
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2.6 Simetria e Assimetria Cariotipica e Cariotipos Bimodais

A simetria cariotipica tem sido utilizada para inferir a direcdo da evolucdo em plantas
superiores, assim como para a sua classificacdo. Um caridtipo simétrico consiste de
cromossomos que apresentam um tamanho relativamente parecido e o0s centrdmeros se
encontram na posicdo mediana ou submediana, também conhecido como metacéntrico.
Enquanto um cari6tipo assimétrico possui varios cromossomos com o centrébmero em posicao
terminal e ou subterminal e estdo caracterizados por grandes diferencas no tamanho
cromossdmico, também conhecidos como submetacéntrico, acrocéntrico ou telocéntrico
(STEBBINS JR, 1950). A classificagdo realizada por Stebbins (1971) é a mais frequentemente
utilizada para avaliar a simetria cariotipica, porém existem varias outras medidas que tem sido
sugerida como mais uteis em alguns grupos de plantas (PASZKO, 2006; PERUZZI et al., 2009).

Stebbins (1971) propds que 0s caridtipos simétricos sdo ancestrais enquanto 0S
assimétricos sdo derivados. Desta forma as diferencas em assimetria seriam utilizadas para
inferir o sentido da evolucdo. Porém, Jones (1998) analisando varios grupos de plantas sugeriu
que a interpretacdo oposta também é possivel, e que caridtipos assimétricos podem chegar a ser
a condicdo primitiva dando origem a cariotipos mais simétricos por fusdo de acrocéntricos.

A maioria dos cariétipos exibe cromossomos de tamanhos iguais, mas ha cariétipos de
espécies que apresentam tamanhos diferentes e sdo chamados de bimodais, estes cromossomos
se dividem em duas classes de tamanho distinto frequentemente descrito como S para pequeno
e L para grande (n = S + L) (MCKAIN et al., 2012). Os cariétipos bimodais geralmente
envolvem pares de cromossomos metacéntricos e submetacéntico (GOLDBLATT, 1982).
Cariotipos assimétricos do tipo bimodal sdo ditos como sendo de evolucdo recente, resultado
de fusBes céntricas entre cromossomos do provavel genoma ancestral (GOLDBLATT &
TAKEI, 1997).

A bimodalidade ocorre em muitas plantas sendo considerada uma forma cariotipica
altamente especializada e derivada, podendo ser utilizada para caracterizar grupos de géneros
ou espécies (NARANJO etal., 1998; KENTON et al., 1990; MORENO etal., 2009). Medeiros-
Neto et al., (2017) analisaram metafases de 64 espécies de Orchidaceae distribuidas em quatro
subfamilias (Cypripedoideae, Epidendroideae, Orchidoideae e Vanilloideae), realizando cinco
testes de indices de assimetria cromossOmica, observaram assim que o cariotipo mais
assimétrico encontrado foi em Christensonella pachyphylla (Schitr. Ex Hoehnl.), com (20S +

18A). Vale ressaltar que o ponto critico para a eficacia de um indice assimétrico é a morfologia
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cromossdmica bem preservada e a defini¢do precisa da posicdo do centromero e ndo o tamanho
dos cromossomos.

A grande diversidade morfologica no subgénero Thamnoxys € acompanhada por uma
variacdo incomum do cari6tipo, tanto em nimeros cromossomos, em tamanho e morfologia,
incluindo alguns cariétipos bimodais (MARKS, 1956; DE AZKUE & MARTINEZ, 1983,
1984, 1988, 1990). Em Oxalis, foi observado cariétipo bimodal com um par de cromossomos
duas vezes maior que o restante dos pares em estudo realizado por Vaio et al., (2018) na espécie

Oxalis alstonii.
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Evolugdo cromossdmica de Oxalis L. subgénero Thamnoxys (Endl.) Reiche (Oxalidaceae
R.Br.)

Resumo

O subgénero Thamnoxys apresenta ampla diversidade morfolGgica e cariotipica, com a maioria
das espéciescomn =5, 6,7, 8,9 e 11. O objetivo deste trabalho foi caracterizar o cariétipo de
13 especies desse subgénero, através da coloragdo CMA/DAPI, buscando entender a evolugao
cromossdmica do grupo. O namero predominante foi 2n = 10 em todas as se¢des analisadas,
exceto para O. puberula com 2n = 20 (sect. Polymorphae) e nas duas espécies da sec¢do
Thamnoxys com 2n = 12 para O. hedysarifolia e 2n = 24 para O. frutescens. A féormula
cariotipica das espécies da seccdo Polymorphae foi 2M + 4SM + 4A, exceto para o tetraploide
O. puberula com 4M + 8SM + 8A. As demais seccles, apresentaram 4M + 6SM + 2A para O.
hedysarifolia (sect. Thamnoxys), 2SM + 8A para O. mandioccana (sect. Holophyllum) e 2M +
8A para O. hedysaroides (sect. Hedysarioideae) e O. fruticosa (sect. Phyllodoxys). A coloracédo
com os fluorocromos revelou apenas bandas CMA®*, variando de duas a oito bandas no terminal
do brago curto de um a quatro pares de cromossomos acrocéntricos, exceto para uma das duas
populagdes de O. colatinesis e O. newiedii e para O. hedysarifolia (Seccdo Thamnoxys) e O.
fruticosa (Phyllodoxys). Em geral as espécies estudadas do subgénero Thamnoxys foram
citétipos com 2n = 10, férmula cariotipica estavel especialmente na seccdo Polymorphae e um
unico padrdo de bandas CMA*/DAPI~ terminais. Quatro espécies apresentaram pelo menos um
citotipo sem bandas heterocromaticas.

Palavras-chave: Citogenética, CMA/DAPI, Fluorocromos, Perda de Heterocromatina,
Poliploidia.

Abstract

The subgenus Thamnoxys presents morphological diversity and wide karyotype variation, with
the majority of diploid species withn =5, 6, 7, 8, 9 and 11. The objective of this study was to
characterize the karyotype of species of the subgenus Thamnoxys, using CMA/DAPI
fluorochromes and understand the chromosomal evolution of the group. Fourteen species and
a subspecies of Oxalis were analyzed cytogenetically, where the root tips were pre-treated with
8HQ and then fixed in Carnoy. The slides were prepared using the acetic acid crushing method
(60%), aged at room temperature and the best slides were stained with CMA/DAPI. The
predominant number was 2n = 10 in all analyzed sections, except in O. puberula with 2n = 20
(sect. Polymorphae) and in the two species of the Thamnoxys section with 2n = 12 for O.
hedysarifolia and 2n = 24 for O. frutescens. The karyotype formula of the species in the
Polymorphae section was 2M + 4SM + 4A, except in O. puberula with 4M + 8SM + 8A which
is a polyploid species. The remaining sections presented 4M + 6SM + 2A for O. hedysarifolia
(sect. Thamnoxys), 2SM + 8A for O. mandioccana (sect. Holophyllum) and 2M + 8A for O.
hedysaroides (sect. Hedysarioideae) and O. fruticosa (sect. Phyllodoxys). In general, the
studied species of the subgenus Thamnoxys presented mainly diploid cytotypes with 2n = 10, a
stable karyotype formula especially in the Polymorphae section and a single CMAYDAPI-
terminal band pattern. Four species showed at least one cytotype without the formation of
heterochromatic bands.

Keywords: Cytogenetics, CMA/DAPI, Fluorochromes, Heterochromatin loss, Polyploidy.
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Introducéo

Oxalis ¢ o maior género da familia Oxalidaceae, incluindo cerca de 500 espécies
distribuidas pelas regides temperadas e tropicais (Lourteig, 2000). Os dois maiores centros de
diversidade sdo encontrados na América do Sul e na Africa do Sul com cerca de 280 e 210
espécies, respectivamente (Salter, 1944; De Azkue, 2000; Lourteig, 2000). No continente
americano ocorrem quatro subgéneros: Trifidus Lourteig (duas espécies da América do Norte),
Monoxalis (Small) Lourteig (duas espécies da América do Sul), Oxalis L. (205 espécies nas
Américas do Norte e Central) e Thamnoxys (Endl.) Reiche (71 espécies, América do Sul e
Central) (Lourteig, 2000). Contudo, mais recentemente, alguns aspectos da taxonomia e
evolucdo do género Oxalis da América do Sul tém sido esclarecidos (Fiaschi, 2006; Abreu &
Fiaschi, 2012; Fiaschi, 2012, 2014; Vaio et al., 2013, 2016, 2018).

O subgénero Thamnoxys compreende 94 espécies, das quais, 54 sdo referidas para o
Brasil (Abreu & Fiaschi, 2012). E subdividido em nove sec¢des (Lourteig, 2000): Foliosae
Progel, Hedysaroideae DC., Holophyllum Progel., Phyllodoxys Endl., Pleiocarpae Knuth,
Polymorphae (Progel) Lourteig, Psoraleoideae Lourorig, Robustae (Progel) Lourteig, e
Thamnoxys Progel. As se¢Oes sdo caracterizadas com base no habito, distribuicdo geogréfica e
caracteristicas morfoldgicas, especialmente dimensao das folhas, forma da capsula e disposicao
das flores na inflorescéncia (Lourteig, 1994: Lourteig, 2000; Abreu, 2011). Contudo, as
relacGes filogenéticas entre espécies de Oxalis subgénero Thamnoxys ao sul da Regido Centro-
Oeste do Brasil, ainda ndo foram na sua totalidade elucidadas (Fiaschi, 2018).

Os subgéneros Oxalis e Thamnoxys sdo 0s que apresentam o0 maior nimero de espécies
cromossomicamente analisadas. Embora os dois subgéneros exibam uma ampla diversidade
cariolégica, Thamnoxys destaca-se pela presenca de maior variacdo na morfologia
cromossdmica, assimetria cariotipica e conteddo de DNA nuclear (De Azkue & Martinez, 1988;
De Azkue, 2000; Vaio et al., 2018). A ampla diversidade morfoldgica conhecida para o
subgénero Thamnoxys é acompanhada por uma variagdo cariotipica incomum, embora a
maioria das espécies seja diploide, comn=5, 6,7, 8,9 e 11 (Naranjo et al., 1982; De Azkue &
Martinez, 1983, 1984, 1988, 1990, De Azkue, 2000; Vaio et al., 2018). Dentre estes numeros
haploides, x = 6 e x = 7 foram propostos como 0s numeros basicos ancestrais para o subgénero
e para o proprio género Oxalis (Marks, 1956; De Azkue, 2000). Todavia, a hipotese de x =7
ndo obteve suporte em analises moleculares posteriores, além de n = 7 ndo ser um ndmero

frequente para o género (De Azkue, 2000; Vaio et al., 2013).
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A poliploidia desempenhou um papel importante na evolu¢do cromossdmica do género.
Em algumas se¢des do subgénero Thamnoxys ha registro na variagdo do nimero cromossdmico
desde 2n = 10 em Oxalis alstonii Lourteig, a 2n = 72 em Oxalis sellowii var. latifolia (Chodat
& Hassl.) R. Knuth) (De Azkue & Martinez, 1988; Vaio et al., 2018). Além disso, o subgénero
também apresenta uma ampla varia¢do no tamanho e morfologia cromossdmica, incluindo a
ocorréncia de cariotipos bimodais (De Azkue & Martinez, 1983, 1988; De Azkue, 2000; Vaio
etal., 2018).

Analises cariotipicas utilizando técnicas de bandeamento cromossémicos tém sido de
grande importancia para a investigacdo das relagdes evolutivas e taxondmicas em muitos
grupos de plantas (Barros & Silva et al., 2010; Souza et al., 2012; Oliveira et al., 2015, Vaio et
al., 2018). A dupla coloracdo com fluorocromos fornece informacGes adicionais sobre a
organizacdo e composicdo da heterocromatina, que ndo pode ser observada por meio das
técnicas de coloracdo convencional (Guerra, 2000b). Para espécies do subgénero Thamnoxys
sdo raras as abordagens utilizando técnicas de coloracdo diferencial. Até o momento, é
conhecido apenas o trabalho de Vaio et al., (2018) que estudou sete espécies do subgénero
distribuidas pelas sec¢Ges Psoraleoideae e Polymorphae através de coloracdo CMA/DAPI,
hibridizagdo in situ e quantificacdo de DNA nuclear. Duas espécies relacionadas apresentaram
caracteristicas cromossémicas distintas, enquanto as demais espécies da secdo Polymorphae
apresentaram o mesmo nimero cromossémico, mesma férmula cariotipica e similares padrdes
de bandas heterocromaticas. Assim como em Oxalis, marcas citotaxondmicas utilizando a
coloracdo CMA/DAPI tém contribuido para diferenciar taxonomicamente espécies ou grupos
de espécies de outras familias, como em Orchidaceae (Oliveira et al., 2015; Cordeiro et al.,
2018), Linderniaceae (Almeida et al., 2016) e Leguminosae (Van-Lume et al., 2017).

Neste trabalho foram analisadas através da coloracio CMA/DAPI, o cariétipo de 13
espécies e uma subespécie de Oxalis das seccbes Polymorphae (sete espécies e um subespécie),
Thamnoxys e Holophyllum (duas espécies cada), Hedysarioideae e Phyllodoxys (uma espécie

cada), objetivando entender a evolugdo cromossdmica do subgénero Thamnoxys.
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Material e Métodos

Coleta e documentacédo botanica

A analise citogenética em representantes da familia Oxalidaceae envolveu 13 espécies
e uma subespécie do género Oxalis subgénero Thamnoxys. A lista de espécies, vouchers e
procedéncia séo listadas na Tabela 1. Exsicatas com material testemunha das espécies

encontram-se depositadas no herbario Professor Jayme Coelho de Moraes (EAN).

Analise citogenética

A analise de metafases mitoticas foi feita a partir de pontas de raizes de plantas
cultivadas em vasos no jardim experimental do Laboratorio de Boténica e Citogenética Vegetal
da UFPB - Universidade Federal da Paraiba, Campus I1. As pontas de raizes foram pré-tratadas
com 8 hidroxiquinoleina (8-HQ) 0,002 M por 24 horas, fixadas em etanol absoluto/acido
acético glacial (v/v) 3:1 por 2 horas a temperatura ambiente e estocada em freezer a — 20°C.
Para o preparo das laminas as raizes foram digeridas em solucdo contendo 2% de celulase
(Onozuka) e 20% de pectinase (Sigma) (w/v) a 37°C por 120 minutos. O material foi esmagado
em acido acético 60% e congelado em nitrogénio liquido para remocdo da laminula. As laminas
foram coradas com DAPI glicerol (2ug/mL) (1:1, v/v) para selecdo das melhores laminas.
Subsequentemente, as laminas foram descoradas em Carnoy por 30 minutos e mantidas em

etanol absoluto a temperatura ambiente por duas horas (Guerra & Souza, 2002).

Coloragédo com CMA e DAPI

As laminas foram envelhecidas por trés dias e entdo coradas por uma hora com 10uL de
CMA (0,1 mg/mL) e depois com 10uL de DAPI (1pug/mL) com glicerol/tampdo Mcllvaine (pH
7,0) (1:1, v/v), montadas e estocadas por trés dias no escuro para estabilizacdo dos fluorocromos
(Barros e Silva etal., 2010). As melhores metafases foram capturadas em fotomicroscépio Zeiss
com camera de video Axio Cam MRC5 usando o software Axiovision 4.8. As imagens foram
processadas em brilho e contraste por meio do software Adobe Photoshop CS6 Extended
Version 10.0. Os tipos de bandas heterocromaticas foram determinados com base na seguinte
propriedade de coloracdo nos cromossomos: bandas CMA*/DAPI~ (forte coloracdo brilhante

com CMA/auséncia de coloragdo com DAPI).
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Resultados

Numero e morfologia cromossémica

O numero cromossémico predominante entre as espécies analisadas foi 2n = 10
observado em todas as espécies, exceto em O. puberula da secdo Polymorphae que teve 2n =
20 e em duas espécies da secdo Thamnoxys, com 2n = 12 para O. hedysarifolia e 2n = 24 para
O. frutescens (Tabela 1, figura 1). A morfologia cromossémica foi igualmente estavel,
especialmente para a seccdo Polymorphae, a mais extensamente amostrada, que apresentou
todas as espécies com a formula cariotipica 2M + 4SM + 4A, exceto O. puberula com 2n = 20,
que entretanto, apresentou férmula cariotipica correspondente ao nivel tetraploide: 4M + 8SM
+ 8A. As demais sec¢des tiveram as seguintes formulas cariotipicas: 4M + 6SM + 2A para O.
hedysarifolia de Brejo da Madre de Deus (Sect. Thamnoxys), 2SM + 8A para O. mandioccana
(Sect. Holophyllum) e 2M + 8A para O. hedysaroides (Sect. Hedysarioideae) e 2M + 8A para O.
fruticosa (Sect. Phyllodoxys).

Bandeamento cromossdmico

A dupla coloragdo com os fluorocromos CMA e DAPI revelou apenas bandas CMA*
para todas as espécies analisadas, nos bracos curtos de pelo menos um par de cromossomos
acrocéntricos. Contudo, uma das populagdes de Marilandia (PF4625) de O. colatinensis (Fig.
1D), a populacédo de Linhares (TS102) de O. neuwiedii Zucc. subsp. neuwiedii (Fig. 1G), para
O. frutescens (Fig. 1K) da seccdo Thamnoxys e para O. fruticosa (Fig. 1P) da secgdo
Phyllodoxys, ndo foram observadas bandas CMA. Entre as espécies que apresentaram
heterocromatina detectavel pela técnica da coloragdo CMA/DAPI, o namero foi variavel entre
e dentro de uma mesma se¢do. Para a seccdo Polymorphae, duas bandas terminais foram
observadas em O. colatinensis (Fig. 1C), enquanto trés bandas ocorreram em O. kollmannii
(Fig.1E). Quatro bandas CMA®*, foram observadas em O. neuwiedii (Fig. 1F) e na populacdo
de Porto Seguro de O. neuwiedii subsp. neuwiedii (Fig. 1G), em O. polymorpha (Fig. 11), em
O. alstonii (Fig. 1A) e em O. blackii (Fig. 1B). Ainda na sec¢do Polymorphae, oito bandas
CMA terminais ocorreram na populacdo tetraploide de O. puberula. Quatro bandas CMA
terminais também foram observadas em O. alata (Fig. N) e O. mandioccana Fig. 10) da sec¢édo

Holophyllum.
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Discussao

Numero e morfologia cromossémica

Os nameros cromossémicos neste estudo, confirmaram contagens prévias de 2n = 10
para O. alstonii, O. blackii, O. colatinensi, O. neuwiedii e para O. fruticosa, assim como de 2n
= 12 para O. hedysarifolia. Todavia, a contagem de 2n = 20 para uma populacdo de Pacoti,
Ceara, de O. puberula, divergiu do registro prévio de 2n = 10 para uma populacdo de Feira de
Santana, Bahia (Vaio et al., 2018). Especiacdo por poliploidia tem sido referida como uma das
mais importantes vias de especiacdo em plantas, especialmente porque plantas poliploides
exibem geralmente forte diferenciacdo ecoldgica, elevada fecundidade, autofecundacgdo e/ou
reproducdo assexuada (Rieseberg & Willis, 2007). A populacédo analisada de Pacoti, coletada
em floresta Umida relictual conhecida como Brejo de Altitude, possui condi¢cbes ambientais
claramente distintas da populacdo de Feira de Santana, coletada em vegetacdo semilmida da
Bahia. Essa divergéncia ecoldgica e geografica em relacdo a populacdes diploide separada por
uma ampla area de vegetagdo semiarida isola geograficamente esse citotipo. Provavelmente a
plasticidade gendmica observada em poliploides contribuiu para o estabelecimento desse
citétipo em um ambiente ecologicamente diferenciado (veja Dubcovsky & Dvorak, 2007).

Embora a poliploidia seja de importancia fundamental para a diversificacdo de Oxalis,
especialmente do subgénero Oxalis, para 0 subgénero Thamnoxys essa contribuicao parece ser
mais discreta. Ha registro de poliploidia para aproximadamente 10% das espécies do subgénero
com dados numeéricos conhecidos (De Azkue, 2000; Vaio et al., 2018). Em nossa amostra, pela
primeira vez foi registrada a ocorréncia de poliploidia em uma espécie pertencente a secao
Polymorphae, notavel pela variabilidade em niimero, tamanho e simetria cariotipica. Todavia,
com relacdo as espécies analisadas aqui, a secdo foi relativamente estdvel em termos de
morfologia cromossdmica com a maioria das espécies apresentando férmula cariotipica 2M +
4SM + 4A. Essa formula, divergiu ligeiramente da maior parte das espécies analisadas por De
Azkue (2000) e Vaio et al., (2018). Discrepancias como estas, observadas algumas vezes em
uma mesma espécie, podem ser decorrentes de problemas técnicos relacionados ao
espalhamento e condensacdo cromossdémica. Todavia, espéecies proximas de Oxalis da se¢do
Polymorphae podem apresentar nimero e morfologia cromossdmica claramente distintas
decorrentes de multiplas alteracfes estruturais (Vaio et al., 2018). Estas alteracdes estruturais
podem estar relacionadas a disploidia e alteracdes na morfologia cromossémica observado

nessa e em outras secdes do subgénero Thamnoxys. Analisando a filogenia de espécies das
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secdes Corniculatae e Ripariae do subgénero Oxalis, Vaio et al., (2016) concluiram que apesar
de polifiléticas, as espécies que compdem essas se¢des formaram dois grupos com dois modos
especiacdo distintos: Um ramo originou espécies com rearranjos cromossémicos e maior
conteddo de DNA nuclear, enquanto o outro ramo evoluiu por poliploidia e aumento na
quantidade DNA. Para o subgénero Thamnoxys, embora a poliploidia ndo tenha tanto destaque
na evolucdo desse subgénero, em varias linhagens ocorreram rearranjos estruturais com
pequenas alteracdes nos numeros cromossdmicos e amplificacdo do contetdo de DNA nuclear

via proliferacdo de elementos transponiveis (Vaio, comunicacao pessoal).

Heterocromatina

Ao contrario da elevada diversidade em nameros cromossdmicos entre espécies e se¢des
do subgénero Thamnoxys, o padrdo de bandas fluorescentes foi menos variavel para o
subgénero, que revelou apenas bandas CMA*DAPI~ nos bragos de alguns cromossomos na
maioria das espécies. Esse padrdo de distribuicdo da heterocromatina foi comum a outras
espécies e populagdes da secdo Polymorphae (Vaio et al., 2018). Contudo, essas plantas em
geral, apresentaram maior nimero de bandas do que aquelas observadas nos materiais
analisados aqui. Essas discrepancias podem estar relacionadas a pequena quantidade de
heterocromatina observada em algumas espécies da se¢do Polymorphae tornando as vezes
dificil sua visualizagdo. Por outro lado, em contraste com a estabilidade na distribuicio da
fracdo heterocromatica, no subgénero Thamnoxys ocorre uma notavel variacdo na quantidade
da heterocromatina. Evidéncia nesse sentido é a ocorréncia de bandas CMA em uma, mas ndo
em outra populacdo de O. colatinensis e O. newviedii subsp. neuwiedii.

Bandas CMA* revelam regides do genoma ricas em pares de base GC, sendo
importantes na caracterizacdo de espécies e popula¢des (Guerra, 2000b; Almeida et al., 2016).
A néo visualizagdo da heterocromatina rica em GC pode estar relacionada a uma reducéo da
fracéo heterocromatica ou a uma alteragéo na estrutura molecular da cromatina ao ponto de ndo
ser detectavel pela técnica de coloracdo utilizada no presente trabalho. Espécies com elevada
densidade de heterocromatina tendem a formar bandas similares a bandas C, mesmo utilizando-
se fluorocromos sem especificidade de bases como o lodeto de Propidio (IP), conforme relatado
para Murraya paniculata (Barros e Silva & Guerra, 2010). Espécies com menores quantidades
de heterocromatina necessitam de um tratamento que retire boa parte da eucromatina, a técnica
de bandeamento C, para se obter uma visualizacdo mais clara da fracdo heterocromatica,

conforme observado por Feitoza et al. (2010) para Echinodorus.
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Perda de cromatina (incluindo heterocromatina) parece ser um evento comum, tendo
sido observada em diferentes grupos de plantas (Kopecky et al., 2019). Para as espécies do
subgénero Thamnoxys, a perda da heterocromatina CMA* em duas populacGes em duas
espécies de Oxalis, indica a ocorréncia de citétipos em areas geograficamente proximas como
nas duas populacdes de Marilandia de O. colatinensis. A perda de segmentos heterocromaticos
tem sido observada citogeneticamente atraves do bandeamento como em Secale e Triticosecale
(Gustafson et al., 1983) e caracterizou uma subsecdo de Acianthera (Oliveira et al., 2015).
Embora ndo se conheca o significado evolutivo da perda de heterocromatina em uma mesma
espécie de Oxalis, é possivel, assim como em Acianthera, a formacdo de linhagens com

heterocromatina ndo detectavel pelo bandeamento CMA/DAPI.
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Tabela 1. Espécies de Oxalis subg. Thamnoxys analisadas por meio de dupla coloracdo com fluorocromos CMA/DAPI e seus respectivos locais de coleta,
material testemunho (voucherses), formulas cariotipicas (FC), contagens cromossdmicas prévias (CP), nimeros cromossémicos determinados no presente
trabalho (PT), bandas heterocromaticas e figuras ilustrativas dos cariotipos.

SeccgOes/espécies Local de coleta Voucher FC CP*2n PT2n Bandas CMA*/DAPI" Figuras
Polymorphae (Prog.)
Lourteig
O. alstonii Lourteig Simao Dias — SE. LPF 18050 2M +4SM +4A 10 10 Quatro terminais 1A 2A
O. blackii Lourteig Castelo — ES. TS 119 2M +4SM +4A 10 10 Quatro terminais 1B, 2B
O. colatinensis Fiaschi Marilandia — ES. PF 4631 2M +4SM +4A 10 10 Duas terminais 1C, 2C
Marilandia — ES. PF 4625 2M + 4SM + 4A 10 Sem bandas 1D, 2D
O. kollmannii Fiaschi ~ Cachoeiro de Itapemirim —ES. PF 4663 2M +4SM +4A 10** Trés terminais 1E, 2E
O. neuwiedii Zucc. Ibicui — BA. PF 4598 2M +4SM +4A 12,10 10 Quatro terminais 1F, 2F
O. neuwiedii Zucc. Porto Seguro — BA. PF 4617 2M + 4SM + 4A 10 Quatro terminais 1G, 2G
subsp. neuwiedii
Linhares — ES. TS 102 2M + 4SM + 4A 10 Sem bandas 1H ,2H
O. polymorpha Mart. ex Marliéria —-MG. ER 64 2M +4SM +4A 10** Quatro terminais 11, 21
Zucc.
O. puberula Nees & Pacoti — CE. LPF 16098 4AM+8SM+8A 10 20** Oito terminais 1J,2]
Mart.
Thamnoxys Progel
O. frutescens L. Morro do Chapeu — BA. LPF 18197 _ 12,36 24** Sem bandas 1K, 2K
O. hedysarifolia Raddi Brejo da Madre de Deus — PE. LPF 17784 4M +6SM + 2A 12 12 Duas terminais 1L, 2L

Hedysarioideae DC.
O. hedysaroides Kunth Florianépolis — SC. PF 5180 2M + 8A 10** Duas terminais 1M, 2M



Holophyllum Progel
O. alata Mart. ex Zucc. Itamaraju — BA. PF 4657 - _ 10** Quatro terminais 1N, 2N
O. mandioccana Raddi Cultivada Cultivada 2SM + 8A _ 10** Quatro terminais 10, 20

Phyllodoxys Endl.
O. fruticosa Raddi Itamaraju — BA. PF 4658 2M + 8A 10 10 Sem bandas 1P, 2P

+ Estados Brasileiros referentes aos locais de coleta: ES, Espirito Santo; BA, Bahia; CE, Ceard; SC, Santa Catarina; PE, Pernambuco. Coletores: Leonardo Pessoa Felix (LPF), Pedro
Fiaschi (PF), Everton Richetti (ER) e Tiago Souza Costa (TS) *Fonte para as contagens cromossdmicas prévias: De Azkue e Martinez (1987), Vaio et al. (2018), Rice et al., (2015),
**Contagem inédita para a espécie. Morfologia cromossémica de acordo com Guerra (1986): M = metacéntrico, SM = submetacéntrico, AC = acrocéntrico, TC = telocéntrico



Figura 1: Células metafésicas coradas com os fluorocromos CMA e DAPI. Espécies da se¢do
Polymorphae com 2n = 10 em Oxalis alstonii (A); O. blackii (B); O. colatinensis, PF 4631 (C) e
PF 4625 (D); O. kollmannii (E); O. neuwiedii (F). O. neuwiedii subsp. Neuwiedii, PF 4617 (G) e
TS 102 (H); O. polymorpha (1); 2n =20 em O. puberula (J). Espécies da se¢cdo Thamnoxys, com
2n = 24 em O. frutescens (K); com 2n = 12 em O. hedysarifolia (L). Espécie da secdo
Hedysarioideae, com 2n = 10 em O. hedysaroides (M). Espécies da se¢do Holophyllum, 2n =10
em O. alata (N); O. mandioccana (O). Espécie da se¢do Phyllodoxys, com2n =10 em O. fruticosa
(P). Barra em I corresponde a 10pum.
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Figura 2: Espécies das se¢Ges Polymorp sis, PF4631
(C) e PF4625 (D); O. kollmannii (E); O. neuwiedii (F); O. neuwiedii subsp. neuwiedii, PF4617 (G) e
TS 102 (H); O. polymorpha (I); O. puberula (J). Thamnoxys: O. frutescens (K); O. hedysarifolia (L).
Hedysarioideae: O. hedysaroides (M). Holophyllum: O. alata (N); O. mandioccana (O). Phyllodoxys:
O. fruticosa (P). Fonte: da figura B, Cristiane Snak.
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