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Resumo 

Em Poaceae, a subfamília Panicoideae possui cerca de 3500 espécies e é a mais diversa nas 

regiões tropicais. Os números cromossômicos básicos x = 5, x = 9 e x = 10 e genomas 

pequenos (2C/2n = 0,1 pg) predominam entre as espécies de Panicoideae. Os diploides têm 

meiose estável e alta viabilidade polínica, enquanto os poliploides apresentam viabilididade 

polínica variável e diretamente relacionada ao índice meiótico. Mesosetum Steud. possui 25 

espécies e é o único gênero neotropical de Panicoideae com registro do número 

cromossômico 2n = 8 (x = 4), cuja origem a partir de x = 10, também encontrado no gênero, 

ainda não foi elucidada. O objetivo da presente tese de doutorado foi obter dados sobre 

número e morfologia cromossômica, tamanho do genoma e fertilidade do pólen e relacioná-

los à árvore filogenética molecular de Mesosetum. Os dados sobre número cromossômico e 

tamanho do genoma foram obtidos em 20 acessos e 13 espécies de Paspaleae, sendo uma 

espécie de Arthropogon Nees, 10 espécies de Mesosetum, uma espécie de Spheneria Kuhlm. e 

uma espécie de Tatianyx Zuloaga & Soderstr. O número cromossômico 2n = 26 (x = 13) 

observado em M. exaratum (Trin.) Chase é aqui registrado pela primeira vez na subfamília 

Panicoideae. Em Mesosetum, é possível reconhecer pelo menos três linhagens relacionadas a 

distintos números cromossômicos. O clado com número cromossômico básico x = 10 é 

provavelmente o mais basal em Mesosetum e, a partir do qual, se derivaram o clado com x = 4 

e a linhagem monoespecífica com x = 13. O clado com x = 4 provavelmente se derivou por 

fusão ou rearranjos cromossômicos. Os cromossomos das espécies com 2n = 8, 2n = 16 e 2n = 

24 mostraram sinais de DNAr 5S e 45S que confirmaram a ocorrência de poliploidia no clado 

x = 4. Os dados de citometria de fluxo sugerem que o clado com x = 10 manteve genoma 

pequeno (2C/2n = 0,04 a 0,1 pg) com cromossomos menores (1,8-4,0 µm). No clado com x = 

4 e na linhagem monoespecífica com x = 13 provavelmente ocorreu uma expansão do 

tamanho do genoma após os eventos de disploidia descendente. Foi verificada uma redução 
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do genoma dos poliploides naturais, sugerindo que já houve algum grau de diploidização após 

o evento de poliploidização. Esta diploidização também suporta a estabilidade meiótica e alta 

fertilidade do pólen observadas na maioria dos poliploides de Mesosetum.  

Palavras-chaves: citogenética, Panicoideae, citometria de fluxo, reprodução 

 

Abstract 

In Poaceae, the subfamily Panicoideae contains approximately 3500 species and is the most 

diverse grass subfamily of tropical regions. The basic chromosome numbers of x = 5, x = 9, x 

= 10, and small genomes (2C/2n = 0.1 pg) are predominant among Panicoideae species. 

Diploids have stable meiosis and high pollen viability, while polyploids have variable pollen 

viability, which is directly related to the meiotic index. Mesosetum Steud. is composed of 25 

species and is the only neotropical genus of Panicoideae with a registered chromosome 

number of 2n = 8 (x = 4). The origin of x = 4 basic chromosome number from x = 10, which 

also found within the genus, is still unknown. The aim of the present doctoral thesis was to 

obtain data about chromosome number and morphology, genome size, pollen fertility, and to 

relate to the molecular phylogenetic tree of Mesosetum. The data concerning chromosome 

number and genome size were obtained from 20 accessions and 13 species, including one 

species of Arthropogon Nees, 10 species of Mesosetum, one species of Spheneria Kuhlm., 

and one species of Tatianyx Zuloaga & Soderstr. The chromosome number of 2n = 26 (x = 

13), found in M. exaratum (Trin.) Chase, is registered here for the first time for the subfamily 

Panicoideae. In Mesosetum, at least three lineages can be possible related through distinct 

basic chromosome numbers. The clade with the basic chromosome number of x = 10 is 

probably the most basal in Mesosetum, from which x = 4 clade and x = 13 monospecific 

lineage were derived. The x = 4 clade was probably derived via fusion or chromosomal 

rearrangements. The chromosomes of the species with 2n = 8, 16, and 24 showed signals of 
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5S and 45S rDNA that confirmed the occurrence of polyploidy in the x = 4 clade. The flow 

cytometry data suggest that a small genome size (2C/2n = 0.04 a 0.1 pg) and the smallest 

chromosomes of the genus (1.8-4.0 µm) were conserved in the x = 10 clade. In the x = 4 clade 

and x = 13 lineage, a genome size expansion probably occurred after events of descending 

disploidy. A decrease in the genome size was verified in natural polyploids, suggesting that 

some level of diploidization occurred after the polyploidization event. This diploidization also 

supports the meiotic stability and high pollen fertility observed in the majority of Mesosetum 

polyploids. 

Keywords: citogenetic, Panicoideae, flow cytometry, reproduction 
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INTRODUÇÃO GERAL 

A variação dos números cromossômicos em Poaceae e sua evolução 

Poaceae é uma das maiores famílias de angiospermas com cerca de 700 gêneros e 

12000 espécies distribuídas desde o equador até as zonas polares (Watson & Dallwitz 2016). 

A evolução das espécies de Poaceae seguiu uma sequência de eventos de aumento e redução 

do genoma (Hunziker & Stebbins 1987; Leitch et al. 2010; Soreng et al. 2015; Wang et al. 

2015). Enquanto o aumento do genoma ocorreu relacionado à poliploidia, a redução do 

genoma processou-se paralela à diploidização (Hilu 2004; Kellog & Benetzen 2004; Parteson 

et al. 2004; Schnable et al. 2012; Zhao et al. 2015; Wang et al. 2015; Studer et al. 2016).  

Este modelo evolutivo acarretou uma ampla diversidade de tamanho e números 

cromossômicos entre as distintas subfamílias de Poaceae (Schapova 2012). São reportados 

números básicos variando de x = 2 a x = 18, com números somáticos desde 2n = 4 a 2n = 263-

265 (De Wet 1987, Hilu 2004, Schapova 2012).  

Anomochlooideae, a subfamília mais basal de Poaceae, inclui quatro espécies 

petencentes a dois gêneros florestais endêmicos dos Neotrópicos (Anomochloa Brongn. e 

Streptochaeta Schrad. ex Nees) e reporta os números cromossômicos básicos x = 11 ou x = 18 

(GPWG 2001; Hilu 2004; Soreng et al. 2015). 

Pooideae possui cerca de 4200 espécies e é a mais diversa entre as regiões temperadas 

e as zonas polares ártica e antártica (GPWG 2001; Soreng et al. 2015; McKeown et al. 2016). 

A subfamília Pooideae é peculiar pela alta diversidade de números cromossômicos básicos 

(GPWG 2001; Hilu 2004; Schapova 2012). O número básico x = 7 é predominante em 

Pooideae, porém ainda são reportados desde x = 2 até x = 13 (Kotseruba et al. 2003; Hilu 

2004; Cremonini et al. 2003; Schapova 2012;). Eventos disploides resultaram em uma 

extrema redução do número cromossômico nos gêneros Zingeria P.A. Smirn. e Colpodium 

Trin. com 2n = 4 (x = 2), o qual é o menor número cromossômico conhecido entre as 

angiospermas (Cremonini et al. 2003; Hilu 2004). O maior número cromossômico de Poaceae 
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e mais alto nível de ploidia também foram registrados na subfamília Pooideae, em Poa 

litorosa Cheeseman com 2n = 263-265 e nível 38-ploide com x = 7 (Hunziker & Stebbins 

1987). Essa diversidade é atribuída aos extremos ambientais de frio e calor nas regiões 

temperadas, que interferem na formação dos fusos e acarretam irregularidades mitóticas e 

meióticas, gerando descendentes com números cromossômicos distintos dos parentais (Hilu 

2004, Amosova et al. 2015). 

Panicoideae é a subfamília mais diversa na zona tropical e possui cerca de 3500 

espécies (GPWG 2001; Soreng et al. 2015; Burke et al. 2016). Panicoideae tem como 

números cromossômicos básicos mais freqüentes x = 9 e x = 10, mas ainda há registros de x = 

3-8, x = 11-12 e x = 14 (Celarier & Paliwal 1957, Rao 1975; De Wet 1987; GPWG 2001; 

Hilu 2004; Morrone et al. 2006; Sede et al. 2010; Goldblatt & Johnson 2016).  

No entanto, em algumas subfamílias os padrões de número e evolução cromossômica 

permanecem pouco compreendidos pela carência de informação. A ausência de contagens 

cromossômicas é evidente em significativo número de espécies distribuídas pelos Trópicos e 

Subtrópicos (Honfi et al. 1991, Sede et al. 2010) e ainda mais relevante é a carência de 

estudos avançados via citogenética molecular e ensaios reprodutivos que investiguem o grau 

de homeologia dos cromossomos entre espécies relacionadas. Por este motivo, para se 

compreender a origem e tendência de evolução dos números cromossômicos em Poaceae 

ainda são requeridos muitos estudos citogenéticos. 

A tendência de evolução cromossômica em Poaceae, conforme avalia De Wet (1987), 

é dos maiores grupos terem se derivado independentemente de um complexo original de 

espécies com x = 5, x = 6 e x = 7. Após um processo de diploidização no nível tetraploide, 

surgiram os números básicos secundários de x = 10, x = 12 e x = 14.  

Hilu (2004), investigando a relação dos gêneros mais basais de Poaceae, Anomochloa 

e Streptochaeta, com os grupos irmãos representados pelas famílias Ecdeiocoleaceae, 
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Joinvilleaceae e Restionaceae, cita x = 11 como número básico ancestral de Poaceae, a partir 

do qual derivou-se x = 12, o qual também é encontrado em outras gramíneas basais.  

Murat et al. (2010) reconstruiu o cariótipo ancestral de Poaceae e das subfamílias 

Ehrhartoideae (atualmente em Oryzoideae), Panicoideae e Pooideae, avaliando espécies com 

genoma totalmente sequenciado e dados citogenéticos. Conforme o modelo de Murat et al. 

(2010) cinco protocromossomos (x = 5) originaram por poliploidização, duplicação e 

rearranjos o cariótipo ancestral de Poaceae com x = 12, corroborando a hipótese de De Wet 

(1987) e parcialmente a hipótese de Hilu (2004). As diferenças nas análises podem refletir o 

fato de Murat et al. (2010) não ter utilizado representantes basais da subfamília 

Anomochloideae nem das famílias Ecdeiocoleaceae, Joinvilleaceae e Restionaceae, que são 

grupos irmãos de Poaceae. 

Schapova (2012) formulou a hipótese de que o número cromossômico básico ancestral 

de Poaceae poderia ser x = 1, 2 ou 3, o qual evoluiu a partir de euploidia, disploidia e 

hibridização. Entretanto, Schapova (2012) não cita a relação de x = 1-3 com os grupos irmãos 

de Poaceae, nem releva o fato de os gêneros e espécies mais basais de Poaceae registrarem 

como números básicos x = 11 e x = 18. 

Na subfamília Panicoideae, a hipótese de evolução cromossômica sugere que x = 11 é 

o número básico ancestral desta subfamília, encontrado no monotípico basal representado por 

Gynerium sagittatum (Aubl.) P. Beauv. (Hilu 2004). A partir de x = 11 se derivaram 

sucessivamente por redução os números x = 10, x = 9 e x = 5 (Hilu 2004). Após eventos de 

alopoliploidia o número básico de x = 10 foi restaurado a partir de x = 5 (Hilu 2004, Murat et 

al. 2010). Embora x = 5, x = 9 e x = 10 sejam os números cromossômicos predominantes em 

Panicoideae, são reportados números cromossômicos mais raros como x = 3 e x = 4 (Celarier 

& Paliwal 1957; Rao 1975; De Wet 1987; GPWG 2001; Hilu 2004; Goldblatt & Johnson 

2016). Os números básicos x = 3 e x = 4 (2n = 6 e 2n = 8) são também os mais baixos já 
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registrados entre as gramíneas tropicais, sendo reportados unicamente no gênero Iseilema 

Andersson (tribo Andropogoneae) e Mesosetum Steud. (tribo Paspaleae) (Celarier & Paliwal 

1957; Rao 1975; De Wet 1987; Morrone et al. 2012; Ribeiro 2013; Sousa 2014; Ribeiro et al. 

2015). No caso dos números mais reduzidos x = 3 e x = 4 registrados no gênero Iseilema 

teriam derivado a partir de um x = 5 provavelmente por perda de centrômeros e rearranjos 

cromossômicos (Rao 1975). Em Mesosetum, a origem de x = 4 ainda é desconhecida (Ribeiro 

2013; Sousa 2014; Ribeiro et al. 2015). 

O gênero Mesosetum foi posicionado na tribo Paspaleae e na subtribo 

Arthropogoninae (Morrone et al. 2012). Entre seus gêneros, Mesosetum é o que apresenta 

maior diversidade. Dentro de Arthropogoninae, Mesosetum forma um clado altamente 

suportado com os gêneros monoespecíficos Tatianyx Zuloaga & Soderstr. e Keratochlaena 

Morrone (Morrone et al. 2012). 

 

O gênero Mesosetum e sua variação de números cromossômicos 

Mesosetum Steud. é um gênero neotropical que compreende 25 espécies campestres, 

distribuídas desde o sul do México ao nordeste da Argentina (Filgueiras 1989; Filgueiras et 

al. 2016). O Brasil é o centro de diversidade do gênero, com 22 espécies (Filgueiras 1989, 

Filgueiras et al. 2016; Silva et al. 2016). Morfologicamente, o gênero é reconhecido pelas 

inflorescências com um ramo unilateral espiciforme, espiguetas com a primeira gluma adaxial 

à ráquis e cariopse com hilo linear (Filgueiras 1986, 1989). 

Allem & Valls (1987) e Santos et al. (2002) indicaram potencial forrageiro em pelo 

menos duas espécies, Mesosetum loliiforme (Hochst. ex Steud.) Chase e M. chaseae Luces, 

por sua grande capacidade de produzir estolhos e afilhamento intenso. Entretanto, no Brasil os 

estudos com forrageiras nativas ainda são incipientes (Silva 2008), e ainda carecem de 

informações técnicas que atestem com maior precisão seu potencial forrageiro. 
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A primeira revisão para Mesosetum foi feita por Swallen (1937), que considerou 33 

espécies no gênero. Swallen (1937) baseou seu estudo em grande número de coletas pelo 

Brasil e propôs a subdivisão de Mesosetum em seis seções (Annua Swallen, Bifaria (Hack.) 

Chase, Fulva Swallen, Loliiformia Swallen, Penicillata Swallen e Schlerochloae Swallen) e 

mais um conjunto de sete espécies denominado “ungrouped species”. 

A última revisão taxonômica de Mesosetum, proposta por Filgueiras (1986), 

reconheceu 25 espécies em Mesosetum, agrupando-as em cinco seções: Bifaria (Hack.) 

Chase, Loliiformia Swallen, Mesosetum, Penicillata Swallen e Schlerochloae Swallen. 

Filgueiras (1986) elaborou uma árvore evolutiva das espécies de Mesosetum com base em 

caracteres morofológicos. A seção Penicillata foi posicionada por Filgueiras (1986) no clado 

mais basal e a seção Bifaria no mais derivado, com as espécies da seção Loliiformia 

apresentando morfologia intermediária. 

 As primeiras informações de número cromossômico para o gênero encontradas na 

literatura eram restritas a três espécies: Mesosetum chaseae, M. loliiforme e M. pittieri 

Hitchc., com 2n = 16 cromossomos e x = 8 (Gould 1966; Gould & Soderstrom 1967; Pohl & 

Davidse 1971; Davidse & Pohl 1972; Silva et al. 2012). Sede et al. (2010) citaram outro 

citótipo 2n = 32 para a espécie M. loliiforme. 

 Estudos com enfoque citotaxonômico no gênero Mesosetum analisaram 12 espécies e 

revelaram diversidade acerca dos números cromossômicos, reportando pela primeira vez os 

números de 2n = 8, 2n = 24, 2n = 20 e 2n = 60 cromossomos (Ribeiro 2013, Sousa 2014, 

Ribeiro et al. 2015). Estes resultados sugerem pelo menos dois números cromossômicos 

básicos (x = 4 e x = 10) para o gênero.  

Uma árvore filogenética incluindo 24 espécies de Mesosetum e outros gêneros 

externos está sendo elaborada com base nos marcadores moleculares ITS (Internal 

Transcriber Spacer), trnL-F, psbA-trnH e matK (Silva dados não publicados). Os resultados 



 6 

parciais deste estudo molecular mostram pelo menos dois clados correspondentes aos dois 

números cromossômicos básicos x = 4 e x = 10. O gênero Tatianyx ocupa ramo dentro do 

clado das espécies de Mesosetum (Silva dados não publicados). A síntese dos estudos 

citogenéticos combinados aos dados moleculares sugerem que a redução do número 

cromossômico e a poliploidia atuaram na evolução das espécies de Mesosetum. A maior parte 

dos poliploides de Mesosetum apresentam meiose estabilizada e alta viabilidade polínica, 

sugerindo que já se processou algum grau de diploidização ou redução do tamanho do 

genoma nos poliploides.  

Buscando verificar estas hipóteses, o principal objetivo desta tese de doutorado foi 

realizar estudos citogenéticos e reprodutivos por meio de análises dos cromossomos, 

citometria de fluxo e viabilidade polínica no maior número possível de espécies de 

Mesosetum, bem como em alguns representantes de outros gêneros de Paspaleae. 

Para organização do texto, a presente tese de doutorado foi divida em quatro capítulos, 

o primeiro sobre números e morfologia dos cromossomos, o segundo sobre citometria de 

fluxo, o terceiro sobre citogenética molecular e o quarto sobre viabilidade polínica. A 

formatação geral do texto baseou-se nas normas da revista “Plant Systematics and Evolution” 
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CAPÍTULO 1 

 

Estudos cromossômicos em espécies de Mesosetum Steud. (Poaceae: Paspaleae) e gêneros 

relacionados 
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1.1 Introdução 

Panicoideae é a subfamília mais diversa na região tropical com cerca de 3500 espécies 

(GPWG 2001; Soreng et al. 2015; Burke et al. 2016). A evolução do genoma das espécies de 

Panicoideae está diretamente relacionada a eventos de aumento seguidos de redução do 

número cromossômico por meio de alopoliploidia, autopoliploidia e rearranjos no cariótipo 

(Hilu 2004; Parteson et al. 2004; Murat et al. 2010; Wang et al. 2015; Zhao et al. 2015; 

Studer et al. 2016). 

Embora x = 5, x = 9 e x = 10 sejam os números cromossômicos predominantes em 

Panicoideae, são reportados números cromossômicos mais raros como x = 3 e x = 4 (Celarier 

& Paliwal 1957; Rao 1975; De Wet 1987; GPWG 2001; Hilu 2004; Goldblatt & Johnson 

2016). Os números básicos x = 3 e x = 4 (2n = 6 e 2n = 8) são também os mais baixos já 

registrados entre as gramíneas tropicais, sendo reportados unicamente no gênero Iseilema 

Andersson (tribo Andropogoneae) e Mesosetum Steud. (tribo Paspaleae) (Celarier & Paliwal 

1957; Rao 1975; De Wet 1987; Morrone et al. 2012; Ribeiro 2013; Sousa 2014; Ribeiro et al. 

2015). Em Mesosetum, a origem de x = 4 ainda é desconhecida (Ribeiro 2013; Sousa 2014; 

Ribeiro et al. 2015). 

O gênero Mesosetum foi posicionado na tribo Paspaleae, subtribo Arthropogoninae na 

última filogenia da tribo Paniceae s.l. (Morrone et al. 2012). A tribo Paspaleae engloba 

espécies americanas que compõe um clado com número cromossômico básico x = 10 

(Morrone et al. 2012).  

A subtribo Arthropogoninae é composta por gêneros heterogêneos do ponto de vista 

morfológico, na qual Mesosetum tem maior diversidade de espécies (Filgueiras 1986, 1989; 

Morrone et al. 2012; Filgueiras et al. 2016). Dentro de Arthropogoninae, Mesosetum compõe 

um clado altamente suportado com os gêneros monoespecíficos Keratochlaena Morrone e 

Tatianyx Zuloaga & Soderstr. (Morrone et al. 2012).  
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A maioria dos gêneros de Arhtropogoninae possui registro de números cromossômicos 

múltiplos de x = 10, que também é o número cromossômico básico da tribo Paspaleae 

(Morrone et al. 2012). Entretanto, estas informações ainda são restritas a Homolepis aturensis 

(Kunth) Chase (2n = 20), H. isocalycia (G. Mey.) Chase (2n =40), Phanopyrum gymnocarpon 

(Elliott) Nash (2n = 40) e Tatianyx arnacites (Trin.) Zuloaga & Soderstr. (2n = 60) (Gould & 

Soderstrom 1967; Pohl & Davidse 1971; Kessler & Hatch 1984; Morrone et al. 1995). 

O gênero Mesosetum é o único gênero de Arthropogoninae que possui representantes 

com números cromossômicos básicos diferentes de x = 10. As primeiras informações 

sugeriam número básico x = 8 para o gênero e eram restritas a três espécies: Mesosetum 

chaseae Luces (2n = 16), M. loliiforme (Hochst. ex Steud.) Chase (2n = 16 e 32) e M. pittieri 

Hitchc. (Gould 1966; Gould & Soderstrom 1967; Pohl & Davidse 1971; Davidse & Pohl 

1972; Sede et al. 2010; Silva et al. 2012).  

Estudos com enfoque citotaxonômico no gênero Mesosetum ampliaram o 

conhecimento acerca do número cromossômico para 13 espécies (Ribeiro 2013; Sousa 2014; 

Ribeiro et al. 2015). Os novos dados revelaram a ocorrência de mais dois números 

cromossômicos básicos em Mesosetum (x = 4 e x = 10) associados a dois grupos distintos de 

espécies. 

O número cromossômico básico x = 10 foi observado nas espécies de Mesosetum sect. 

Mesosetum, as quais formam um grupo reconhecido morfologicamente pela presença de pelos 

ferrugíneos nas espiguetas (Swallen 1937; Filgueiras 1986, 1989; Sousa 2014). O número 

básico x = 10 foi encontrado em M. cayennense Steud. (2n = 20) e M. rottboellioides (Kunth) 

Hitchc. (2n = 20) e comprovado pelo pareamento em 10 bivalentes (Sousa 2014). Em M. 

ferrugineum var. ferrugineum (Trin.) Chase foi registrado número cromossômico 2n = 60, 

também múltiplo de x = 10, sugerindo hexaploidia. A ocorrência de x = 10 evidencia a 
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relação de Mesosetum com outros gêneros de Arthropogoninae e corrobora os dados 

moleculares da filogenia de Paspaleae (Morrone et al. 2012). 

O número cromossômico 2n = 8 (x = 4), também encontrado em Mesosetum, é o 

menor já registrado entre as gramíneas neotropicais (Ribeiro 2013, Sousa 2014; Ribeiro et al. 

2015). Este número foi observado em quatro espécies: M. alatum Filg., M. annuum Swallen, 

M. ansatum (Trin.) Kuhlm. e M. longiaristatum Filg. (Ribeiro 2013, Sousa 2014; Ribeiro et 

al. 2015). O pareamento em quatro bivalentes sugeriu nível diploide para 2n = 8 e comprovou 

a ocorrência de x = 4 em Mesosetum (Ribeiro 2013, Sousa 2014; Ribeiro et al. 2015).  

A poliploidia também parece ter atuado na evolução das espécies com x = 4 (Ribeiro 

2013, Sousa 2014; Ribeiro et al. 2015). A presença de tetravalentes na meiose de M. bifarium 

(Hack.) Chase com 2n = 16 cromossomos, embora tenha sido observada em menos de 10% 

das diacineses, sugeriu tetraploidia e que x = 8 é na verdade um número cromossômico básico 

secundário derivado a partir de x = 4 por poliploidia. Além de plantas com 2n = 16, foram 

observados tetravalentes e associações múltiplas de cromossomos em espécies com 2n = 24 e 

2n = 32, sugerindo a ocorrência de hexaploidia e octaploidia no grupo de espécies com x = 4 

(Ribeiro 2013, Sousa 2014). 

As espécies com números cromossômicos múltiplos de x = 4, incluindo todos os 

níveis de ploidia (2n = 8, 2n = 16, 2n = 24 e 2n = 32), estão dispersas em três seções de 

Mesosetum: Bifaria (Hack.) Chase, Loliiformia Swallen e Sclerochloae Swallen (Filgueiras 

1986, 1989). O grupo formado pela união destas três seções é bastante polimórfico e a 

ausência de pelos ferrugíneos é o único caractere morfológico que destingue o grupo com x = 

4 do grupo com x = 10. 

De acordo com a filogenia de Mesosetum baseada em caracteres moleculares (Silva 

dados não publicados), é possível reconhecer pelo menos dois clados bem suportados em 

Mesosetum, um formado pelas espécies com x = 10 e outro com x = 4. As espécies M. 
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exaratum (Trin.) Chase e M. agropyroides Mez são linhagens monoespecíficas cujos números 

cromossômicos ainda são desconhecidos. M. exaratum é mais estritamente relacionada ao 

clado com x = 10, enquanto M. agropyroides é mais estritamente relacionada ao clado com x= 

4.  

A origem de x = 4 a partir de x = 10 representa a maior redução de número 

cromossômico já reportada na tribo Paspaleae e ainda não foi elucidada. A ausência de 

informações sobre o número cromossômico de M. exaratum, M. agropyroides e outras 

espécies impossibilita avaliar como as mudanças no cariótipo afetaram a evolução do genoma 

das espécies de Mesosetum. 

Uma ampla caracterização citogenética de Mesosetum, incluindo contagens 

cromossômicas na maioria das suas espécies, como também de outros gêneros de 

Arthropogoninae e Paspaleae, são fundamentais para o fornecimento de parâmetros para a 

reconstrução da história evolutiva de Mesosetum e constituem-se no principal objetivo do 

primeiro capítulo desta tese. 

 

1.2 Material e Métodos 

Contagens cromossômicas 

Foram realizadas expedições para diferentes regiões do Brasil com o objetivo de obter 

inflorescências fixadas para meiose, vouchers de herbário e plantas vivas para realizar os 

estudos de citogenéticos. As mudas foram obtidas de touceiras e estão sendo cultivadas na 

casa de vegetação da Universidade de Brasília.  

As expedições foram planejadas com base nos dados da revisão de herbários nacionais 

e internacionais B, BAA, BM, CAY, CEN, CPAP, ESA, F, G, HB, HEPH, HRB, HUEFS, 

HUTO, IAN, IBGE, ICN, IPA, K, LE, MG, MHS, MO, MOSS, NX, P, PAMG, R, RB, S, SP, 

SP, UB, UEC, UFMT, UFRN, US e VEM (acrônimos disponíveis em Thiers 2016), além da 
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base de dados do SpeciesLink (2016) para determinação tanto dos locais quanto das épocas de 

florescimento das espécies.  

Foram realizadas coletas no Distrito Federal e estados do Amazonas, Bahia, Goiás, 

Mato Grosso, Minas Gerais, Pará, Pernambuco e Tocantins, entre novembro de 2013 e 

fevereiro de 2016.  

Para análise da meiose as técnicas se basearam em Souza et al. (2012). As 

inflorescências coletadas no campo ou a partir do florescimento das mudas cultivadas, foram 

fixadas e armazenadas a 4ºC em solução 3:1 (etanol:ácido acético, v/v). A coloração foi feita 

com carmim-acético 2% e os cromossomos foram observados e fotografados em Microscópio 

LEICA na Universidade de Brasília. 

Para a mitose, as pontas de raízes foram coletadas a partir do material cultivado. 

Foram pré-tratadas com solução antimitótica de 8-hidroxiquinoleina 2 mM por 20h a 10ºC e 

fixadas em solução Carnoy 3:1 (etanol:ácido acético, v/v) em temperatura ambiente por pelo 

menos 2h e depois armazenadas a 4ºC. O meristema foi previamente amolecido com enzima 

pectinase-celulase 20-2 % por 90 min a 37 ºC. As lâminas foram preparadas com ácido 

acético 60% e selecionadas sob microscopia em contraste de fase do Microscópio LEICA para 

serem coradas. As lâminas com pelo menos 5 metáfases espalhadas permitindo a distinção 

dos cromossomos foram coradas com solução DAPI-glicerol 1/mL e observadas em 

Microscópio com Epifluorescência LEICA no Laboratório de Citogenética da Universidade 

Federal de Pernambuco – UFPE. Os cromossomos em metáfases mitóticas foram medidos em 

pelo menos 5 células para estimar o tamanho mínimo e máximo dos cromossomos com 

auxílio do software LEICA Application Suite 4.5. 
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Dupla coloração CMA-DAPI 

Foi realizada dupla coloração nas melhores lâminas selecionadas de sete espécies de 

Mesosetum para caracterização da heterocromatina (Tabela 1), alguns acessos com número 

cromossômico já registrado em trabalhos anteriores (Ribeiro 2013, Sousa 2014, Ribeiro et al. 

2015). A técnica foi realizada de acordo com o protocolo de Guerra & Souza (2002).  

Tabela 1. Espécies de Mesosetum com metáfases mitóticas avaliadas em dupla coloração com 
CMA-DAPI 
Espécie Acesso Local de Coleta 

Mesosetum ansatum (Trin.) Kuhlm. RCO 2766* Brasil, Mato Grosso, 
Poconé 

Mesosetum bifarium (Hack.) Chase V 15933 Brasil, Goiás, Flores de 
Goiás 

Mesosetum cayennense Steud. AROR 362 Brasil, Goiás, Pirenópolis 

Mesosetum compressum Swallen ASS 274 Brasil, Pernambuco, 
Pesqueira 

Mesosetum exaratum (Trin.) Chase AROR 351 Brasil, Minas Gerais, 
Serra do Cipó 

Mesosetum ferrugineum var. setaceum Filg. AROR 409 Brasil, Bahia, Rio de 
Contas 

Mesosetum rottboellioides (Kunth) Hitchc. PAR 331* Brasil. Minas Gerais, 
Grão Mogol 

* Acesso com número cromossômico já determinado em trabalho anterior. 

 As lâminas prontas e secas foram coradas com 8 de µL CMA (cromomicina A3) em 

solução a 0,5 mg/mL por 1h. Após a coloração com CMA as lamínulas foram removidas com 

jato de água e secas ao ar. Depois de secas, as lâminas foram coradas com 8 µL DAPI (4’- 

6’diamidino - 2’ - fenilindol) em solução a 2 µg/ml por 30 minutos. Após a coloração com 

DAPI, as lamínulas foram novamente removidas com jato de água e secas aos ar. Depois de 

secas as lâminas foram montadas com meio de montagem glicerol-Mcllvaine e guardadas no 

escuro por pelo menos 3 dias até a análise (Guerra & Souza 2002). 

Após a dupla coloração, as lâminas foram examinadas em Microscópio com 

Epifluorescência LEICA no Laboratório de Citogenética da Universidade Federal de 

Pernambuco – UFPE. 
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1.3 Resultados 
Números cromossômicos 

Os números cromossômicos de 18 acessos foram aqui determinados incluindo 13 

espécies de Paspaleae, sendo 12 espécies da subtribo Arthropogoninae e uma da subtribo 

Paspalinae (Tabela 2, Figuras 1, 2 e 3). Entre os gêneros de Arthropogoninae, o número 

cromossômico foi determinado em uma espécie de Arthropogon Nees, 10 espécies de 

Mesosetum e uma de Tatianyx (Tabela 2). Na Subtribo Paspalinae, o número cromossômico 

foi determinado para uma espécie do gênero Spheneria Kuhlm. (Tabela 2). 

Em sete espécies o número cromossômico foi registrado pela primeira vez: 

Arthropogon villosus Nees (2n = 40), Mesosetum chlorostachyum (Döll) Chase (2n = 8), M. 

compressum Swallen (2n = 16), M. exaratum (Trin.) Chase (2n = 26), M. gibbosum Renvoize 

& Filg. (2n = 24), M. pappophorum (Nees) Kuhlm. (2n = 8) e Spheneria kegelii (Müll. Hal.) 

Pilg. (2n = 20). 

Novos citótipos foram encontrados para M. bifarium (2n = 8) em plantas coletadas no 

município de Flores de Goiás-GO e M. ferrugineum var. setaceum Filg. (2n = 20) em plantas 

coletadas em Rio de Contas-BA (Tabela 2, Figuras 1 e 2).  

Os cromossomos de Tatianyx arnacites (Trin.) Zuloaga & Soderstr. (2n = 60) foram 

pela primeira vez observados em mitose (Figura 2) e confirmaram a contagem anterior em 

outro acesso feita em meiose por Morrone et al. (1995). 

As contagens em M. bifarium (2n = 16), M. cayennense Steud. (2n = 20), M. 

elytrochaetum (Hack.) Swallen (2n = 24) e M. sclerochloa (Trin.) Hitchc. (2n = 16) 

confirmaram, em novas populações, os números cromossômicos previamente reportados por 

Ribeiro (2013) e Souza (2014) (Tabela 2). 

Para facilitar a interpretação e discussão dos resultados, os dados de número 

cromossômico do presente capítulo somados aos dados de trabalhos anteriores (Gould 1966; 

Gould & Soderstrom 1967; Pohl & Davidse 1971; Davidse & Pohl 1972; Sede et al. 2010; 
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Silva et al. 2012; Ribeiro 2013; Souza 2014; Ribeiro et al. 2015) foram plotados na filogenia 

molecular proposta por Silva (dados não publicados) (Figura 4). 

Tabela 2. Números cromossômicos observados em espécies de Arthropogoninae e Paspalinae  
Espécie Acesso Número 

Cromossômico 
Local de Coleta 

Arthropogon villosus 
Nees 

RCO 2969 2n = 40 Brasil, Distrito Federal, 
Brasília 

Arthropogon villosus 
Nees 

RCO 2971 2n = 40 Brasil, Distrito Federal, 
Brasília 

Mesosetum bifarium 

(Hack.) Chase 
V 15927 2n = 8 Brasil, Goiás, Flores de 

Goiás 

Mesosetum bifarium 
(Hack.) Chase 

V 15933 2n = 8 Brasil, Goiás, Flores de 
Goiás 

Mesosetum bifarium 
(Hack.) Chase 

AROR 391 2n = 16 Brasil, Goiás, Alto Paraíso 

Mesosetum cayennense 

Steud. 
PAR 181 2n = 20 Brasil, Goiás, Flores de 

Goiás 

Mesosetum cayennense 

Steud. 
AROR 362 2n = 20 Brasil, Goiás, Pirenópolis 

Mesosetum cayennense 

Steud. 
RCO 2848 2n = 20 Brasil, Tocantins, 

Natividade 

Mesosetum 
chlorostachyum (Döll) 
Chase 

RCO 3033 2n = 8 Brasil, Amazonas, Manaus 

Mesosetum compressum 

Swallen 
ASS 274 2n = 16 Brasil, Pernambuco, 

Pesqueira 

Mesosetum elytrochaetum 
(Hack.) Swallen 

AROR 377 2n = 24 Brasil, Goiás, Alto Paraíso 

Mesosetum exaratum 
(Trin.) Chase 

AROR 351 2n = 26 Brasil, Minas Gerais, Serra 
do Cipó 

Mesosetum ferrugineum 

var. setaceum Filg. 
AROR 409 2n = 20 Brasil, Bahia, Rio de 

Contas 

Mesosetum gibbosum 

Renvoize & Filg. 
AROR 408 2n = 24 Brasil, Bahia, Rio de 

Contas 

Mesosetum pappophorum 

(Nees) Kuhlm. 
V 15949 2n = 8 Brasil, Goiás, Flores de 

Goiás 

Mesosetum sclerochloa 
(Trin.) Hitchc. 

V 15937 2n = 16 Brasil, Goiás, Flores de 
Goiás 

Spheneria kegelii (Müll. 
Hal.) Pilg. 

RCO 3007 2n = 20 Brasil, Amazonas, Manaus 
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Tatianyx arnacites (Trin.) 
Zuloaga & Soderstr. 

AROR 411 2n = 60 Brasil, Bahia, Rio de 
Contas 
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Figura 1. Células em meiose mostrando os cromossomos de espécies de Arthropogoninae e 
Paspalinae. A. Arthropogon villosus, RCO 2971, diacinese com 20 bivalentes (seta indica dois 
bivalentes sobrepostos). B-C. Mesosetum bifarium B. diploide (2n = 8), V 15933, diacinese 
com quatro bivalentes. C. tetraploide (2n = 16), AROR 391, diacinese com 8 bivalentes. D. 
M. cayennense, RCO 2848, diacinese com 9 bivalentes e dois univalentes (setas). E. M. 
chlorostachyum, RCO 3033, anáfase I, quatro cromossomos em cada polo. F. M. 
compressum, ASS 274, diacinese com oito bivalentes. G. M. gibbosum, AROR 408, diacinese 
com 12 bivalentes. H. M. pappophorum, V 15949, diacinese com quatro bivalentes. I. 
Spheneria kegelii, RCO 3007, diacinese com 10 bivalentes. 
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Figura 2. Células em mitose coradas com DAPI mostrando os cromossomos de espécies de 
Arthropogoninae. A-C. Espécies com número cromossômico básico x = 4. A. Mesosetum 
ansatum (2n = 8), RCO 2766. B. M. bifarium (2n = 8), V 15933. C. M. compressum (2n = 
16), ASS 274, com região organizadora do nucléolo (RON) distendida e satélites evidentes 
(setas). D-F. Espécies com número cromossômico básico x = 10. D. M. cayennense (2n = 20), 
AROR 362, com RON distentida mostrando satélites isolados dos braços cromossômicos 
(setas R), mais quatro cromossomos satelitados (setas). E. M. rottboellioides (2n = 20), PAR 
331, com RON distendida mostrando satélites maiores isolados (setas R) dos braços 
cromossômicos, mais oito cromossomos satelitados (setas). F. Tatianyx arnacites, (2n = 60), 
AROR 411, seta indicando dois cromossomos sobrepostos. 
 
 

R 

R 

R 

R 
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Figura 3. Metáfases mitóticas de espécies de Mesosetum com x = 10 e x = 13 coradas com 
CMA (amarelo) e DAPI (azul). A-B. Mesosetum exaratum (2n = 26), AROR 351, mostrando 
dois pares cromossômicos com instabilidade centromérica, o primeiro (R1 e R2) incluindo 
região organizadora do nucléolo (RON) e o segundo (S1 e S2) satelitado. A. Célula corada 
com CMA mostrando banda mais intensa localizada na RON situada na região centromérica 
(setas R1 e R2) levemente distendida em um dos cromossomos (R2); um dos cromossomos 
satelitados também está com o centrômero distendido (S1). B. Mesma célula corada com 
DAPI. C-D. M. ferrugineum var. setaceum (2n = 20), AROR 409, mostrando um par 
cromossômico com instabilidade centromérica. C. Célula corada com CMA mostrando banda 
intensa na RON localizada no fragmento proveniente do braço curto (C) e dois fragmentos 
provenientes do braço longo (L), sendo possível identificar mais pelo menos 10 cromossomos 
satelitados. D. Mesma célula corada com DAPI. 
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S2 
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C 

L 

C 
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Figura 4. Dados de número cromossômico do presente trabalho enriquecidos por revisão de 
literatura e plotados na árvore filogenética das espécies de Mesosetum elaborada por Silva 
(dados não publicados) baseada em análise bayesiana combinada dos marcadores ITS, trnL-
F, psbA-trnH e matK. *OBS: Número cromossômico encontrado para mesma espécie, porém 
em acesso diferente do utilizado na árvore filogenética. 
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Morfologia dos cromossomos em mitose 

Os cromossomos mitóticos corados com DAPI mostraram bandas intensas nas regiões 

centroméricas e pericentroméricas de todas as espécies examinadas com x = 4, x = 10 e x = 13 

(Figuras 2 e 3). Alguns cromossomos também mostraram bandas de DAPI terminais (Figuras 

2 e 3). Todas as bandas DAPI centroméricas e terminais também coraram intensamente com 

CMA (Figura 3) indicando que a heterocromatina AT e GC repetitiva estão colocalizadas 

nestas regiões cromossômicas.  

Já a região organizadora do nucléolo (RON) mostrou banda mais intensa somente com 

CMA (Figura 3) em M. cayennense (2n = 20), M. compressum (2n = 16), M. exaratum (2n = 

26), M. ferrugineum var. setaceum (2n = 20) e M. rottboellioides (2n = 20) (Figuras 2 e 3). 

Em M. ansatum e M. bifarium não foi possível identificar a RON pela dupla coloração CMA-

DAPI. Em M. exaratum e M. ferrugineum var. setaceum foram observados cromossomos com 

instabilidade centromérica (Figura 3).  

Os cromossomos das espécies com x = 10 variaram entre 1,5-4,0 µm de comprimento 

e foram os menores entre todas as espécies (Tabela 3). Entre as espécies com x = 10, os 

menores cromossomos foram encontrados em T. arnacites com comprimento variando entre 

1,5-2,5 µm. Entre as espécies de Mesosetum, os menores cromossomos foram encontrados em 

M. rottboellioides com comprimento variando entre 1,8-3,9 µm. Foram encontrados 

cromossomos satelitados em todas as espécies de Mesosetum com x = 10, sendo seis pares 

satelitados em M. cayennense, 10 pares satelitados em M. ferrgineum var. setaceum, e 10 

pares satelitados em M. rottboellioides. A RON está localizada no maior satélite em M. 

cayennense e M. rottboellioides.  
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Tabela 3. Variação do tamanho cromossômico entre os cromossomos observados em 
metáfases mitóticas de espécies de Mesosetum e Tatianyx  

Espécie Acesso Número  
cromossômico 

Comprimento 
cromossômico  

mínimo e máximo 
Mesosetum ansatum (Trin.) 
Kuhlm. 

RCO 2766 2n = 8 5,1-6,8 µm 

Mesosetum bifarium (Hack.) 
Chase 

V 15933 2n = 8 4,5-7,2 µm 

Mesosetum cayennense 

Steud. 
AROR 362 2n = 20 2,3-4,0 µm 

Mesosetum compressum 
Swallen 

ASS 274 2n = 16 3,7-6,3 µm 

Mesosetum ferrugineum var. 
setaceum Filg. 

AROR 409 2n = 20 2,3-3,9 µm 

Mesosetum exaratum (Trin.) 
Chase 

AROR 351 2n = 26 2,5-5,0 µm 

Mesosetum rottboellioides 

(Kunth) Hitchc. 
PAR 331 2n = 20 1,8-3,9 µm 

Tatianyx arnacites (Trin.) 
Zuloaga & Soderstr. 

AROR 411 2n = 60 1,5-2,5 µm 

 

Em M. ferrugineum var. setaceum foi observada instabilidade centromérica em apenas 

1 par, que não possui satélite e no qual a RON está localizada. Quando a RON está distendida, 

também há rompimento do centrômero, formando dois fragmentos, um proveniente do braço 

longo e outro proveniente do braço curto, o qual mantem a banda intensa de CMA (Figura 3 

C-D). 

Os maiores cromossomos foram observados nas espécies com x = 4, com 

cromossomos variando entre 3,7 e 7,2 µm. Em M. bifarium foram encontrados os maiores 

cromossomos com comprimento variando entre 4,5 e 7,2 µm. Em M. ansatum foram 

observados pequenos satélites em todos os cromossomos. Em M. compressum foi observado 

apenas um par satelitado.  

Os cromossomos de M. exaratum com x = 13 tiveram comprimento variando entre 2,5 

e 5,0 µm e um par satelitado foi observado (Figura 3). Em M. exaratum foram observados 

dois pares com instablidade centromérica, um deles contendo a RON, que quando está 
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distendida rompre o centrômero originando dois fragmentos. O outro par com instabilidade 

centromérica corresponde ao par satelitado (Figura 3A-B).  

 

1.4 Discussão 

O número cromossômico 2n = 26 observado no presente trabalho em M. exaratum é 

pela primeira vez registrado na subfamília Panicoideae. A ocorrência do número 

cromossômico básico x = 13 é rara e citada somente para oito gêneros de Poaceae, dos quais 

seis pertencem à subfamília Pooideae, um a subfamília Aristidoideae e um a subfamília 

Chloridoideae (Tabela 4). 

Tabela 4. Espécies de Poaceae com 2n = 26 cromossomos de acordo com a base de dados de 
Goldblatt & Johnson (2016) e enriquecida com revisão de literatura da presente tese de 
doutorado 
Espécie Gam.  

(n) 
Spor.  
(2n) 

Subfamília* Tribo* Referência 

Calamagrostis 
sukatschewii (Popl.) 
Roshev. 

 26 Pooideae Poeae Belaeva & 
Siplivinsky (1981) 

Chaetium bromoides 
(J. Presl) Benth. ex 
Hemsl. 

 26 Aristidoideae Aristidae Pohl & Davidse 
(1971) 

Deschampsia 

antarctica Desv.  
 26 Pooideae Poeae Cardone et al. 

(2009); Amosova et 
al. (2015) 

Deschampsia 

argentea (Lowe) 
Lowe 

 26 Pooideae Poeae Dalgaard (1991) 

Deschampsia 
baicalensis Tzvelev 

 26 Pooideae Poeae Probatova et al. 
(2015) 

Deschampsia 

borealis (Trautv.) 
Roshev. 

 26 Pooideae Poeae Zhukova & 
Petrovsky (1980);  
Petrovsky & 
Zhukova (1981);  
Zhukova (1982) 

Deschampsia 
bottnica (Wahlenb.) 
Trin. 

 26 Pooideae Poeae Albers (1980) 

Deschampsia 
caespitosa (L.) P. 
Beauv. 

 26 Pooideae Poeae Pashuk (1980); 
Stoeva (1982); 
Beuzenberg & Hair 
(1983); Strid & 
Franzen (1983) 
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Deschampsia 
chapmanii Petrie 

 26 Pooideae Poeae Murray et al. (2005) 

Deschampsia 

flexuosa (L.) Trin. 
 26 Pooideae Poeae Druskovic & Lovka 

(1995) 
Deschampsia 

gracillima Kirk 
 26 Pooideae Poeae Murray et al. (2005) 

Deschampsia 

komarovii V.N. 
Vassil. 

 26 Pooideae Poeae Zhukova (1980);  
Petrovsky & 
Zhukova (1981); 
Probatova et al. 
(2015) 

Deschampsia macrothyrsa 

(Tatew. & Ohwi) Kawano 
26 Pooideae Poeae Probatova (1984); 

Probatova et al. 
(2015) 

Deschampsia media 

(Gouan) Roem. & 
Schult. 

 26 Pooideae Poeae Kerguelen (1975);  
Albers (1980); 
Garciá-Suárez et al. 
(1997)  
 

Deschampsia obensis 
Roshev. 

 26 Pooideae Poeae Probatova et al. 
(2015) 

Deschampsia 

pamirica Roshev. 
 26 Pooideae Poeae Probatova et al. 

(2015) 
Deschampsia 
paramushirensis 
Honda 

 26 Pooideae Poeae Probatova et al. 
(2015) 

Deschampsia refracta 

(Lagasca) Roem. & Schult. 
26 Pooideae Poeae Albers (1980) 

Deschampsia 
submutica (Trautv.) 
O.D. Nikif. 

 26 Pooideae Poeae Probatova et al. 
(2015) 

Deschampsia 

sukatschewii (Popl.) 
Roshev. 

 26 Pooideae Poeae Probatova et al. 
(2015) 

Deschampsia tenella 
Petrie 

 26 Pooideae Poeae Murray et al. (2005) 

Deschampsia 

tzvelevii Prob. 
 26 Pooideae Poeae Probatova (1984); 

Probatova (2004); 
Probatova (2005) 

Deschampsia 
wibeliana (Sond. ex 
Koch) Parl. 

 26 Pooideae Poeae Mĕsíček (1992) 

Hainardia cylindrica 
(Willd.) Greuter 

13  Pooideae Poeae Devesa et al. (1990); 
Cuccuini & Fiurini 
(2004) 

Lophochloa phleoides 
(Vill.) Rchb. 

 26 Pooideae Poeae Ko|3zuharov & 
Petrova (1991) 

Lophochloa pumila 
(Desf.) Bor 

13  Pooideae Poeae Devesa & Zarco 
(1984) 
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Nardus stricta L.  26 Pooideae Nardeae Arohonka (1982);  
Ko|3zuharov & 
Petrova (1991);  
Krahulcová (2003) 

Orcuttia tenuis 
Hitchc. 

 26 Chloridoideae Cynodonteae Reeder (1982) 

Rostraria cristata 
(L.) Tzvelev 

13  Pooideae Poeae Devesa et al. (1991) 

Gam.: número cromossômico observado em gametófito. Espor.: número cromossômico 
observado em esporófito. * As subfamílias e tribos estão de acordo com base de dados de 
USDA & ARS (2016). 
 

Em Arthropogoninae, as contagens obtidas pelo presente trabalho de 2n = 40 em 

Arthropogon villosus e 2n = 60 em Tatianyx arnacites (também citado por Morrone et al. 

1995) aliadas aos registros de 2n = 20 em Homolepis aturensis, 2n = 40 em H. isocalycia e 2n 

= 40 em Phanopyrum gymnocarpon (Gould & Soderstrom 1967; Pohl & Davidse 1971; 

Kessler & Hatch 1984) suportam x = 10 como número cromossômico básico da subtribo e 

corroboram os dados da filogenia proposta por Morrone et al. (2012) que atribuíram x = 10 

como número cromossômico básico da tribo Paspaleae.  

Em Mesosetum, os números cromossômicos reportados pelo presente trabalho 

reforçam os resultados obtidos por Ribeiro (2013), Sousa (2014), Ribeiro et al. (2015) e 

suportam os dois clados prospostos pela filogenia de Silva (dados não publicados), um com x 

= 10 representado por três espécies, o outro com x = 4 representado por 20 espécies, 14 das 

quais com número cromossômico conhecido. O número cromossômico básico x = 13 também 

suporta a linhagem monoespecífica de M. exaratum na filogenia proposta por Silva (dados 

não publicados) e não foi observado em nenhuma outra espécie de Mesosetum. A linhagem 

monoespecífica de M. agropyroides permanece com número cromossômico desconhecido. 

O clado com número cromossômico básico x = 10 (2n = 20 e 2n = 60) é 

provavelmente o mais basal em Mesosetum (Silva dados não publicados) e também o mais 

relacionado citologicamente aos gêneros irmãos pertencentes à subtribo Arthropogoninae e 

tribo Paspaleae, os quais também possuem números cromossômicos múltiplos de x = 10. Este 
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clado provavelmente conserva um cariótipo mais próximo ao ancestral de Mesosetum e ao 

ancestral da subfamília Panicoideae cuja maioria dos registros de números cromossômicos é 

de 2n = 20 (x = 10) com cromossomos pequenos entre 1,0 e 4,5 µm e genoma de tamanho 

reduzido com valor modal de quantidade de DNA por cromossomo (2C/2n) igual a 0,1 pg 

(Morrone et al. 1995; Price et al. 2005; Morrone et al. 2006; Hidalgo et al. 2007; Sede et al. 

2010; Leitch et al. 2010; Pozzobon et al. 2013; Bernardo Filho et al. 2014).  

Em Mesosetum, o clado x = 10 é representado pelas espécies M. cayennense (2n = 20), 

a espécie tipo do gênero, M. ferrugineum (2n = 20 e 2n = 60) e M. rottboelioides (2n = 20). 

Essas espécies foram tratadas como Mesosetum sect. Fulva por Swallen (1937), a qual foi 

aceita, mas renomeada como Mesosetum sect. Mesosetum por Filgueiras (1986, 1989), por 

conter a espécie tipo. O tamanho reduzido dos cromossomos entre 1,8 e 4,0 µm é uma 

característica compartilhada pelas espécies do clado x = 10, intervalo o qual está inserido 

dentro do tamanho cromossômico da maioria das espécies de Panicoideae (Morrone et al. 

1995; Price et al. 2005; Morrone et al. 2006; Sede et al. 2010; Leitch et al. 2010; Bernardo 

Filho et al. 2014). Além disso, a presença de pelos ferrugíneos nas glumas e antécio inferior 

são características compartilhadas pelas espécies de Mesosetum com x = 10 (Filgueiras 1986, 

1989; Sousa 2014; Silva et al. 2015; Silva dados não publicados).  

O citótipo diploide (2n = 20) encontrado em M. ferrugineum var. setaceum evidencia 

pela primeira vez a ocorrência de poliploidia dentro da espécie M. ferrugineum e também do 

clado x = 10 em Mesosetum. O número cromossômico 2n = 60 já havia sido reportado para 

M. ferrugineum var. ferrugineum (Sousa 2014), que, portanto, é um hexaploide natural. 

Entretanto, ainda não foi possível a observação da meiose nesta espécie para comparar como 

se comporta o pareamento dos cromossomos no diploide (2n = 20) e no hexaploide (2n = 60). 

A dificuldade de obtenção de inflorescências jovens é o principal entrave ao desenvolvimento 

de estudos meióticos nesta espécie. O florescimento de M. ferrugineum é abrupto e somente 



 32 

ocorre após incêndios em seu habitat natural e ainda não houve sucesso na indução do 

florescimento em suas mudas cultivadas na casa de vegetação.  

O segundo clado de Mesosetum possui número cromossômico básico x = 4 (Ribeiro 

2013, Sousa 2014, Ribeiro et al. 2015), o qual não é reportado para nenhum outro gênero de 

Arthropogoninae. Neste clado, o número cromossômico básico já foi comprovado em 14 

espécies, incluindo representantes de Mesosetum sect. Bifaria, M. sect. Loliiformia Swallen e 

M. sect. Sclerochloae Swallen (Filgueiras 1986, 1989). O clado x = 4 possui cromossomos 

com tamanho de 3,7-7,2 µm, os quais chegam a ser até três vezes maiores que os 

cromossomos das espécies do clado com x = 10 (Tabela 3, Figura 2). Não obstante, o clado x 

= 4 apresenta série poliploide até o nível octaploide com registros de 2n = 8, 16, 24 e 32 

cromossomos. Quanto à morfologia das espiguetas, o clado x = 4 é bastante polimórfico, 

incluindo espécies com glumas múticas a aristadas, planas a conduplicadas, glabras ou 

pilosas, com pelos alvos ou vináceos. 

A ausência de registros dos números cromossômicos 2n = 8, 16, 24 ou 32 em outros 

gêneros da subtribo Arthropogoninae torna mais plausível a hipótese de que x = 4 surgiu 

dentro do gênero Mesosetum. O cariótipo com x = 4 provavelmente surgiu por fusão, 

rearranjos ou perda de cromossomos a partir de espécies com número cromossômico básico x 

= 10, que é provavelmente mais basal em Mesosetum (Silva dados não publicados). 

A origem de x = 4 a partir de x = 10 corresponde a maior redução do número 

cromossômico já registrada na tribo Paspaleae. Uma redução drástica e abrupta do genoma 

por perda de cromossomos seria deletéria, pois afetaria mais da metade dos genes e 

codificação de proteínas. Tal fato torna mais provável a hipótese que x = 4 surgiu em 

Mesosetum por fusão ou rearranjos cromossômicos em eventos graduais com possível 

ocorrência de números cromossômicos intermediários entre x = 10 e x = 4.  
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Estudos citológicos em M. agropyroides Mez, podem esclarecer a origem do número 

cromossômico básico x=4 e devem ser estimulados. O número cromossômico de M. 

agropyroides ainda é desconhecido e na filogenia de Mesosetum esta espécie forma um ramo 

mais basal e estritamente relacionado ao clado com x=4 (Silva dados não publicados). As 

tentativas de coleta de M. agropyroides na sua localidade típica e em novas ocorrências foram 

inexitosas e dificultadas pelo fato do florescimento desta espécie estar relacioanado ao 

estímulo pelo fogo (Filgueiras 1986, 1989; Silva et al. 2016).  

O número cromossômico básico x = 13 aqui encontrado em M. exaratum ainda não foi 

observado em nenhuma outra espécie de Mesosetum, o que dificulta discutir sobre sua origem 

e evolução. O gênero Deschampsia P. Beauv., subfamília Pooideae, possui o maior número de 

espécies com 2n = 26 cromossomos (Tabela 4). Neste gênero, a origem do número 

cromossômico básico x = 13 é atribuída a uma redução a partir do número básico secundário 

x = 14, que por sua vez originou-se por poliploidia a partir de x = 7 (Cardone et al. 2009; 

Amosova et al. 2015). 

Em M. exaratum a origem de x = 13 parece ser distinta. De acordo com a filogenia de 

Mesosetum baseada em caracteres moleculares (Silva dados não publicados), M. exaratum 

está mais estritamente relacionada com as espécies do clado x = 10. O número cromossômico 

básico x = 13 encontrado em M. exaratum provavelmente derivou-se de x = 10 por fissão ou 

duplicação de cromossomos. A presença de dois pares com instabilidade do centrômero em 

M. exaratum pode ser indício desta tendência de aumento do número cromossômico por 

fissão centromérica, a qual originou x = 13.  

Em M. ferrugineum (2n = 20) também foi encontrado um par com instabilidade 

centromérica. Este aspecto induz a contagem de 22 cromossomos, porém o exame de algumas 

células mostra fusos de cromatina ligando os dois fragmentos comprovando que o número 

cromossômico é realmente 2n = 20. A observação de instabilidade centromérica também em 
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espécies com x = 10 reforça a hipótese de que x = 13 surgiu por aumento do número 

cromossômico desencadeado por fissão centromérica, sugerindo que os números 

cromossômicos x = 11 e x = 12 também podem ter partcipado da evolução cromossômica de 

Mesosetum. 

 

1.5 Conclusão 

As espécies do clado x = 10 são provavelmente as mais basais de Mesosetum e 

compartilham o mesmo número cromossômico dos gêneros irmãos pertencentes a subtribo 

Arthropogoninae. Dentro de Mesosetum a evolução por meio de mudanças em ordem 

cromossômica orginou pelo menos três linhagens correspondentes aos números básicos x = 4, 

x = 10 e x = 13.  

O clado x = 10 provavelmente manteve o conjunto cromossômico mais conservado e 

semelhante ao ancestral. O clado x = 4 e a linhagem com x = 13, derivados a partir de x = 10, 

seguiram rotas de evolução cromossômica divergentes, a primeira (x = 4) por redução e a 

segunda (x = 13) por aumento.  

A ampliação dos estudos envolvendo contagens cromossômicas e caracterização 

citogenética avançada deve ser estimulada para elucidar a origem dos números 

cromossômicos raros, x = 4 e x = 13, encontrados em Mesosetum. A caracterização 

citogenética de outros gêneros e espécies de Arthropogoninae e Paspaleae também deve ser 

conduzida, tendo em vista que auxiliará e complementará o conhecimento acerca da evolução 

cromossômica em Mesosetum.  
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CAPÍTULO 2 

 

Estudos de citometria de fluxo e tamanho do genoma em espécies de Mesosetum Steud. 

(Poaceae: Paspaleae) e outros gêneros de Arthropogoninae 
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2.1 Introdução 

 A variação do número cromossômico aliada aos processos de poliploidia, hibridação e 

diploidização foram determinantes na evolução do genoma das espécies de Poaceae (De Wet 

1987; Hilu 2004; Shapova et al. 2012; Wang et al. 2015; Studer et al. 2016). Entre estes 

processos, a autopoliploidia e a alopoliploidia foram os eventos que mais contribuíram ao 

aumento do tamanho do genoma em todas as principais linhagens de Poaceae (Hunziker & 

Stebbins 1987; Schnable et al. 2012). 

Enquanto mudanças estruturais dos nucleotídeos propiciaram a neofuncionalização ou 

subfuncionalização de genes, a multiplicação de todo complemento cromossômico básico 

forneceu cópias extras de genes essenciais à sobrevivência, possibilitando oportunidades de 

inovação genética (Hunziker & Stebbins 1987; Wang et al. 2015; Studer et al. 2016).  

O aumento do genoma desencadeado pela poliploidia foi seguido por uma recíproca 

perda de cópias redundantes de genes principalmente por fracionação durante a irradiação de 

novas espécies (Langham et al. 2004; Paterson et al. 2004; Schnable et al. 2012). Embora 

ainda seja pouco compreendido, este processo de perda de genes que ocorreu paralelo à 

diploidização constitui-se na causa mais importante dos subsequentes eventos de redução do 

genoma nas espécies de Poaceae (Murat et al. 2010, Schnable et al. 2012).  

 Na subfamília Panicoideae, o incremento por poliploidização seguido por redução 

mediante perdas de seqüências de DNA também se processou repetidas vezes no genoma de 

suas espécies (Langham et al. 2004; Price et al. 2005; Leitch et al. 2010; Schnable et al. 

2012; Wang et al. 2015). Estes eventos de expansão e regressão do tamanho do genoma estão 

estritamente relacionados com a evolução cromossômica de Panicoideae, a qual apresenta 

predomínio dos números cromossômicos básicos x = 5, x = 9 e x = 10 em suas espécies (Hilu 

2004; Price et al. 2005; Morrone et al. 2006; Sede et al. 2010; Murat et al. 2010; Pozzobon et 

al. 2013; Burke et al. 2016).  
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O cariótipo ancestral de Panicoideae provavelmente possuía número cromossômico 

básico x = 11, observado no monotípico basal Gynerium sagittatum (Aubl.) P. Beauv. O 

número cromossômico básico x = 11 foi perdido na maioria dos gêneros de Panicoideae, os 

quais possuem predomínio do número cromossômico básico x = 10 em suas espécies mais 

basais (Hilu 2004; Price et al. 2005; Murat et al. 2010, Burke et al. 2016). O cariótipo de 

vários gêneros de Panicoideae, além do número cromossômico básico x = 10, possui tamanho 

cromossômico e genomas pequenos com valor modal de quantidade de DNA por cromossomo 

(2C/2n) igual a 0,1 pg (Leitch et al. 2010). Estas cacterísticas foram conservadas em algumas 

espécies ou se derivaram originando cromossomos e genomas maiores, tanto múltiplos de x = 

10, como de outros números básicos (Price et al. 2005; Leitch et al. 2010; Vaio et al. 2007; 

Galdeano et al. 2016). 

 Além dos números cromossômicos básicos mais comuns x = 5, x = 9 e x = 10, as 

espécies de Panicoideae possuem registros de números cromossômicos pouco usuais como x 

= 4 (Celarier & Paliwal 1957; Ribeiro 2013; Sousa 2014; Ribeiro et al. 2015). A origem de x 

= 4 em Panicoideae ainda é pouco compreendida, sendo registrada somente nos gêneros 

Iseilema Andersson (Tribo Andropogoneae) e Mesosetum Steud. (Tribo Paspaleae). Entre as 

gramíneas neotropicais, Mesosetum é o único gênero com registro do número cromossômico 

2n = 8 (x = 4), o qual também é o menor número cromossômico já registrado entre as Poaceae 

dos neotrópicos.  

O gênero Mesosetum foi posicionado na tribo Paspaleae, subtribo Arthropogoninae na 

última filogenia da tribo Paniceae s.l. (Morrone et al. 2012). A tribo Paspaleae engloba 

espécies americanas que compõe um clado com número cromossômico básico x = 10. A 

subtribo Arthropogoninae é composta por gêneros heterogêneos do ponto de vista 

morfológico, no qual Mesosetum destaca-se por ter o maior número de espécies. Dentro de 
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Arthropogoninae, Mesosetum compõe um clado altamente suportado com os gêneros 

Keratochlaena Morrone e Tatianyx Zuloaga & Soderstr. (Morrone et al. 2012). 

O gênero Mesosetum possui 25 espécies e tem distribuição geográfica neotropical 

desde o sul do México até o nordeste da Argentina (Swallen 1937; Filgueiras 1986, 1989; 

Filgueiras et al. 2016). O Brasil é o centro de diversidade do gênero com ocorrência de 22 

espécies, 16 das quais no bioma cerrado (Filgueiras et al. 2016; Silva et al. 2016). 

 Estudos moleculares em andamento (Silva dados não publicados), incluindo 24 

espécies de Mesosetum mostraram que o gênero pode ser subdividido em pelo menos três 

linhagens correspondentes aos números cromossômicos básicos x = 10, x = 13 e x = 4 

(Capítulo 1 desta tese). O clado com número cromossômico básico x = 10 é provavelmente o 

mais basal e conecta Mesosetum com os gêneros irmãos em Arthropogoninae. O clado x = 4 

provalvelmente derivou-se de x=10 por redução do número cromossômico, enquanto a 

linhagem monoespecífica de M. exaratum (Trin.) Chase com x = 13 derivou-se por aumento. 

A variação dos números cromossômicos em série múltipla com 2n = 20 e 2n = 60 para 

o clado x = 10, bem como 2n = 8, 2n = 16, 2n = 24 e 2n = 32 para o clado x = 4 comprova a 

ocorrência de poliploidia durante a evolução das espécies de Mesosetum (Capítulo 1 desta 

tese de doutorado; Ribeiro 2013; Sousa 2014; Ribeiro et al. 2015). A poliploidia em 

Mesosetum também é comprovada pela ocorrência de associações múltiplas em trivalentes e 

quadrivalentes na meiose das espécies com 2n = 16 e 2n = 24 cromossomos (Ribeiro 2013).  

Além da poliploidia, os rearranjos cromossômicos provavelmente também ocorreram 

durante a evolução das espécies de Mesosetum. Eventos de fusão, translocação ou perda de 

cromossomos estão implícitos na origem do clado com x = 4 a partir de x = 10. Já a origem de 

x = 13 a partir de x = 10 provavelmente pode estar associada a eventos de fissão ou 

duplicações de cromossomos (Capítulo 1 desta tese de doutorado).  
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Entretanto, estudos acerca do tamanho do genoma e quantidade de DNA são escassos 

em Panicoideae e inexistentes na subtribo Arthropogoninae, o que impossibilita avaliar como 

os eventos de poliploidia ou redução do número cromossômico interferiram na evolução do 

genoma de suas espécies. 

 O objetivo do presente capítulo foi estimar o tamanho do genoma de espécies de 

Arthropogoninae, com enfoque especial no gênero Mesosetum por meio de ensaios de 

citometria de fluxo, visando fornecer parâmetros acerca da evolução de suas espécies. 

 

2.2 Material e Métodos 

Foram realizadas expedições para diferentes regiões do Brasil com o objetivo de obter 

as plantas vivas para estudo. As expedições foram planejadas com base nos dados da revisão 

de herbários nacionais e internacionais B, BAA, BM, CAY, CEN, CPAP, ESA, F, G, HB, 

HEPH, HRB, HUEFS, HUTO, IAN, IBGE, ICN, IPA, K, LE, MG, MHS, MO, MOSS, NX, 

P, PAMG, R, RB, S, SP, SP, UB, UEC, UFMT, UFRN, US e VEN (acrônimos disponíveis 

em Thiers 2016), além da base de dados do SpeciesLink (2016) para determinação tanto dos 

locais quanto das épocas de florescimento das espécies.  

Foram realizadas coletas no Distrito Federal e estados do Amazonas, Bahia, Goiás, 

Mato Grosso, Minas Gerais, Pernambuco e Tocantins, entre janeiro de 2013 a fevereiro de 

2016. As mudas foram obtidas de touceiras, cultivadas na casa de vegetação da Universidade 

de Brasília e os vouchers depositados no herbário UB. 

As plantas de 19 acessos, incluindo uma espécie de Arthropogon Nees, 13 espécies de 

Mesosetum e uma espécie de Tatianyx (Tabela 1) foram propagadas vegetativamente por meio 

de estolhos e fragmentação da touceira. Os propágulos foram implantados e cultivados ainda 

na casa de vegetação do Laboratório de Citogenética Vegetal, Universidade Federal de 

Pernambuco - UFPE, junto com as mudas das espécies padrão. 
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Tabela 1. Discriminação da espécies de Mesosetum e outros gêneros de Arthropogoninae 
com respectivos acessos e locais de coleta utilizados nas análises de citometria de fluxo 

Espécie analisada Acesso Local de Coleta Espécie padrão 

Arthropogon villosus 
Nees 

RCO 2971 Brasil, Distrito Federal, 
Brasília 

Soja 

Mesosetum alatum Filg. RCO 2765 Brasil, Mato Grosso, Água Boa Tomate 

Mesosetum ansatum 

(Trin.) Kuhlm. 
RCO 2766 Brasil, Mato Grosso, Poconé Rabanete 

Mesosetum ansatum 

(Trin.) Kuhlm. 
RCO 2784 Brasil, Mato Grosso, Chapada 

dos Guimarães 
Rabanete 

Mesosetum bifarium 
(Hack.) Chase 

V 15927 Brasil, Goiás, Flores de Goiás Tomate 

Mesosetum bifarium 

(Hack.) Chase 
V 15933 Brasil, Goiás, Flores de Goiás Tomate 

Mesosetum bifarium 
(Hack.) Chase 

ASS 235 Brasil, Goiás, Teresina de 
Goiás 

Tomate 

Mesosetum cayennense 

Steud. 
RCO 2848 Brasil, Tocantins, Natividade Milho 

Mesosetum cayennense 

Steud. 
AROR 362 Brasil, Goiás, Pirenópolis Rabanete 

Mesosetum chaseae 
Luces 

RCO 2772 Brasil, Mato Grosso, Poconé Tomate 

Mesosetum compressum 
Swallen 

ASS 274 Brasil, Pernambuco, Pesqueira Tomate 

Mesosetum elytrochaetum 
(Hack.) Swallen 

AROR 377 Brasil, Goiás, Alto Paraíso Milho 

Mesosetum exaratum 

(Trin.) Chase 
AROR 351 Brasil, Minas Gerais, Serra do 

Cipó 
Tomate 

Mesosetum ferrugineum 

var. setaceum Filg. 
AROR 409 Brasil, Bahia, Rio de Contas Rabanete 

Mesosetum ferrugineum 
var. ferrugineum (Trin.) 
Chase 

MWSS 64 Brasil, Distrito Federal, 
Brasília 

Tomate 

Mesosetum loliiforme 
(Hochst. ex Steud.) Chase 

AROR 355 Brasil, Goiás, Pirenópolis Tomate 

Mesosetum 

rottboellioides (Kunth) 
Hitchc. 

PAR 331 Brasil. Minas Gerais, Grão 
Mogol 

Rabanete 

Mesosetum 
rottboellioides (Kunth) 
Hitchc. 

AROR 420 Brasil, Bahia, Rio de Contas Milho 
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Tatianyx arnacites (Trin.) 
Zuloaga & Soderstr. 

AROR 411 Brasil, Bahia, Rio de Contas Tomate 

 

As espécies padrão são aquelas que possuem quantidade de DNA já conhecida e foram 

escolhidas com base na lista padrão de Dolezel et al. (1992, 1998, 2005). Para cada espécie 

examinada foi escolhida uma espécie padrão (Tabela 1) com tamanho do genoma distinto o 

suficiente para evitar sobreposição entre os picos (Dolezel 1992, 1998, 2005). Com base 

nesses critérios, as espécies padrão selecionadas foram o rabanete (Raphanus sativus L. 

cultivar “Saxa”, 2C = 1,11 pg), tomate (Solanum lycopersicum L. cultivar “Stupicke Polni 

Tyckove Rane”, 2C = 1,96 pg), a soja (Glycine max (L.) Merr. cultivar “Polanka”, 2C = 2,50 

pg) e o milho (Zea mays L. cultivar “CE-777”, 2C = 5,43 pg). 

 Para o preparo das amostras, 40-50 mg de tecido de folhas jovens frescas das espécies 

analisadas e das espécies padrão foram simultaneamente picadas para liberação dos núcleos 

celulares em placa petri com 750 µL de solução tampão WPB (Wood Plant Buffer) descrita 

por Loureiro et al. (2007). A suspensão contendo os núcleos foi filtrada em malha de 30 µm 

de poro e o conteúdo depositado em tubo de citômetro. A seguir foram adicionados mais 750 

de solução tampão WPB, 20 µL de solução de iodeto propídio (50 µg/mL) e o tubo foi agitado 

para homogeneizar o corante. Posteriormente, as amostras foram armazenadas em caixa com 

gelo até análise.  

Como foi utilizado tecido somático (2n) de folhas, a quantidade de DNA estimada em 

cada núcleo representa o tamanho do genoma diplofásico (2C). Para estimar a quantidade de 

DNA do genoma de cada planta, as amostras foram analisadas em citômetro de fluxo Partec 

CyFlow SL sob feixe laser verde de 532 nm equipado com o programa Flomax (Partec), no 

Laboratório de Citogenética e Evolução Vegetal, UFPE. O valor da quantidade de DNA de 

cada acesso foi determinado pela média de três repetições com pelo menos 1000 núcleos 
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avaliados em cada repetição. Foram utilizados somente histogramas com picos contendo 

Coeficiente de Variação menor ou igual 5%.  

Para facilitar a comparação dos tamanhos dos genomas entre os distintos números 

cromossômicos básicos e níveis de ploidia foram calculadas a quantidade de DNA do genoma 

monoploide (Cx) e a quantidade média de DNA por cromossomo (2C/2n) de acordo com as 

fórmulas descritas por Greilhuber et al. (2005) e Leitch. et al. (2010). O valor de Cx é obtido 

pela divisão da quantidade de DNA do genoma diplofásico (2C) pelo número de 

complementos monoploides (x) do respectivo nível de ploidia (Greilhuber et al. 2005). O 

valor da quantidade média de DNA por cromossomo (2C/2n) é obtido pela divisão da 

quantidade de DNA do genoma diplofásico (2C) pelo número cromossômico somático (2n) 

(Leitch. et al. 2010). 

 

2.3 Resultados 

Foi estimada a quantidade de DNA (2C) por citometria de fluxo em 19 acessos 

incluindo uma espécie de Arthropogon, 13 espécies de Mesosetum e uma espécie de Tatianyx 

(Tabela 2, Figuras 1 e 2). Foram observados três grupos com quantidade de DNA distintas, 

sendo o primeiro representado pelas espécies com número básico x = 10, o segundo 

representado pela espécie com x = 13 e o terceiro representado pelas espécies com x = 4. 

O clado de espécies com número básico x = 10 apresentou nos diploides (2n = 20) M. 

cayennense, M. ferrugineum var. setaceum e M. rottboellioides a menor quantidade de DNA 

entre todas as espécies estudadas, variando entre 2C = 0,8850 pg e 2C = 1,9456 pg (Tabela 2). 

O tetraploide (2n = 40) Arthropogon villosus apresentou quantidade de DNA 2C = 5,3375 pg. 

Os hexaploides (2n = 60) M. ferrugineum var. ferrugineum e Tatianyx arnacites apresentaram 

quantidades de DNA de 2C = 4,6079 pg e 2C = 3,5951 pg, respectivamente. 
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A linhagem monoespecífica de M. exaratum com 2n = 26 (x = 13) apresentou 

quantidade de DNA de 2C = 3,3238 pg (Tabela 2). Já o clado de espécies com número 

cromossômico básico x = 4 apresentou quantidade de DNA nos diploides (2n = 8) das 

espécies Mesosetum alatum, M. ansatum e M. bifarium variando entre 2C = 2,1264 pg e 2C = 

3,6284 pg (Tabela 2). Para os tetraploides (2n = 16) de M. bifarium (ASS 235) e M. 

compressum (ASS 274) obteve-se 2C = 4,8023 pg e 2C = 5,1935 pg, respectivamente. Nos 

hexaploides (2n = 24) de M. chaseae e M. elytrochaetum foram observadas as maiores 

quantidades de DNA entre todas as espécies examinadas com 2C = 5,7903 e 2C = 9,0172 pg 

em M. elytrochaetum. 

Tabela 2. Quantidade de DNA do genoma diplofásico (2C) das espécies de Arthropogon, 

Mesosetum e Tatianyx estimadas por citometria de fluxo, seus respectivos números 

cromossômicos, nível de ploidia, quantidade de DNA do genoma monoploide (Cx) e 

quantidade média de DNA por cromossomo (2C/2n) 

  
Espécie analisada Acesso 

Num. 

crom. 

Nível 

Ploid. 

2C 

(pg) 

Cx 

(pg) 

2C/2n 

(pg) 

Arthropogon villosus Nees RCO 2971 2n = 40 4x 5,3375 1,3344 0,1334 

Mesosetum cayennense 

Steud. 

RCO 2848 2n = 20 2x 0,8850 0,4425 0,0443 

Mesosetum cayennense 

Steud. 

AROR 362 2n = 20 2x 1,5171 0,7586 0,0759 

Mesosetum ferrugineum 

var. setaceum Filg. 

AROR 409 2n = 20 2x 1,9456 0,9728 0,0973 

Mesosetum ferrugineum 

var. ferrugineum (Trin.) 

Chase 

MWSS 64 2n = 60 6x 4,6079 0,7680 0,0768 

Mesosetum rottboellioides 

(Kunth) Hitchc. 

PAR 331 2n = 20 2x 1,2895 0,6448 0,0645 

Mesosetum rottboellioides 

(Kunth) Hitchc. 

AROR 420 indet. — 1,8949 — — 

x
=
1
0
 

Tatianyx arnacites (Trin.) 

Zuloaga & Soderstr. 

AROR 411 2n = 60 6x 3,5951 0,5992 0,0599 

x
=
1
3
 

Mesosetum exaratum 

(Trin.) Chase 

AROR 351 2n = 26 2x 3,3238 1,6619 0,1278 

Mesosetum alatum Filg. RCO 2765 2n = 8 2x 3,6284 1,8142 0,4536 

x
=
4
 

Mesosetum ansatum 

(Trin.) Kuhlm.  

RCO 2766 2n = 8 2x 2,1264 1,0632 0,2658 
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Mesosetum ansatum 

(Trin.) Kuhlm. 

RCO 2784 2n = 8 2x 2,1336 1,0668 0,2667 

Mesosetum bifarium 

(Hack.) Chase  

V 15927 2n = 8 2x 3,0236 1,5118 0,3780 

Mesosetum bifarium 

(Hack.) Chase 

V 15933 2n = 8 2x 3,1131 1,5566 0,3891 

Mesosetum bifarium 

(Hack.) Chase  

ASS 235 2n = 16 4x 4,8023 1,2006 0,3001 

Mesosetum chaseae Luces RCO 2772 2n = 24 6x 5,7903 0,9651 0,2413 

Mesosetum compressum 

Swallen 

ASS 274 2n = 16 4x 5,1935 1,2984 0,3246 

Mesosetum elytrochaetum 

(Hack.) Swallen 

AROR 377 2n = 24 6x 9,0172 1,5029 0,3757 

Mesosetum loliiforme 

(Hochst. ex Steud.) Chase 

AROR 355 indet. — 5,3743 — — 

Num. crom.: Número cromossômico (Indet.: Número cromossômico não determinado). 

Nível Ploid.: Nível de Ploidia (2x: diploide; 4x: tetraploide; 6x: hexaploide).  
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Figura 1. Histogramas das quantidades de DNA (2C) relativas obtidas de núcleos isolados em 
tecidos de folhas jovens em espécies de Arthropogoninae com número cromossômico básico 
x = 10. A. Arthropogon villosus, RCO 2971, 2n = 40. B. Mesosetum cayennense, AROR 362, 
2n = 20. C. M. ferrugineum var. setaceum, AROR 409, 2n = 20. D. M. ferrugineum var. 
ferrugineum, MWSS 64, 2n = 60. E. M. rottboellioides, PAR 331, 2n = 20. F. Tatianyx 
arnacites, AROR 411, 2n = 60. 
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Figura 2. Histogramas das quantidades de DNA (2C) relativas obtidas de núcleos isolados em 
tecidos de folhas jovens em espécies de Mesosetum com números cromossômicos básicos x = 
10 e x = 13. A. Mesosetum ansatum, RCO 2766, 2n = 8. B-C. M. bifarium. B. V15933, 2n = 
8. C. ASS 235, 2n = 16. D. M. compressum, ASS 274, 2n = 16. E. M. elytrochaetum AROR 
377, 2n = 24. F. M. exaratum, AROR 351, 2n = 26. 
 

2.4 Discussão 

As estimativas dos tamanhos dos genomas por citometria de fluxo obtidas pelo 

presente trabalho são pela primeira vez determinadas nos gêneros Arthropogon, Mesosetum e 

Tatianyx. Os resultados obtidos pelo presente trabalho sugerem que a evolução dos genomas 

das linhagens se processou de forma distinta entre os genomas com número cromossômico 

básico x = 10 na subtribo Arthropogoninae. 

O tamanho do genoma monoploide do tatraploide (2n=40) de Arthropogon villosus 

(Cx = 1,3344 pg) é até três vezes maior que os genomas dos diploides (2n=20) de Mesosetum 

cayennense (Cx variando entre 0,4425 pg e 0,7586 pg), M. ferrugineum var. setaceum (Cx = 

0,9728 pg) e M. rottboellioides (Cx = 0,6448 pg). O genoma do tetraploide (2n = 40) de 

Arthropogon villosus (2C = 5,3375 pg) chega a ser maior até mesmo que os genomas dos 
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hexaploides (2n = 60) de Tatianyx arnacites (2C = 3,5951 pg) e Mesosetum ferrugineum var. 

ferrugineum (2C = 4,6079 pg).  

Esta diferença de tamanho entre os genomas sugere que a tendência ou linhagem 

evolutiva de Arthropogon é provavelmente diferente em relação aos dois outros gêneros aqui 

estudados. Enquanto em A. villosus provavelmente houve tendência de aumento no tamanho 

do genoma, nos outros gêneros de Paspaleae, como Mesosetum, Paspalum e Tatianyx o 

genoma manteve-se conservado pequeno na maioria das espécies com x = 10 (Vaio et al. 

2007; Leitch et al. 2010; Galdeano et al. 2016). A análise de outras espécies de Arthropogon 

deve ser investida para melhor compreender esta tendência. 

Já o tamanho do genoma do hexaploide (2n = 60) de Tatianyx (Cx = 0,5992 pg) é 

quase equivalente ao genoma do diploide (2n = 20) de M. rottboellioides (Cx = 0,6448 pg). 

Esta equivalência do tamanho dos genomas suporta o clado proposto por Morrone et al. 

(2012). Os resultados sugerem ainda que o ancestral do clado composto por Keratochlaena, 

Mesosetum e Tatianyx tinha uma baixa quantidade de DNA.  

Embora os dados indiquem que o genoma do ancestral era pequeno no clado 

Keratochlaena, Mesosetum e Tatianyx houve um aumento do genoma subseqüente no clado x 

= 10. Essa tendência pode ser verificada na comparação com M. ferrugineum. O tamanho do 

genoma do hexaploide (2n = 60) de T. arnacites (2C = 3,5951 pg) foi inferior ao acesso do 

também hexaploide (2n = 60) de M. ferrugineum var. ferrugineum (2C = 4,6079 pg). 

Dentro de Mesosetum, observou-se correspondência da quantidade de DNA com o 

tamanho dos cromossomos e o nível de ploidia reportados por Ribeiro (2013), Sousa (2014) e 

Ribeiro et al. (2015). Nos poliploides dos clados x = 10 e x = 4 foram observadas relativas 

perdas de DNA em comparação com os diploides. Esta redução de DNA após a 

poliploidização está relacionada à perda de cópias redundantes de genes, o que já foi 

reportado em vários gêneros de Poaceae e Panicoideae (Langham et al. 2004; Paterson et al. 



 56 

2004; Murat et al. 2010; Schnable et al. 2012). Além disso, os acessos do presente estudo de 

citometria também foram utilizados na filogenia molecular do gênero Mesosetum (Silva dados 

não publicados) o que permitiu avaliar como o genoma evoluiu entre as distintas espécies do 

gênero.  

O tamanho do genoma diploide das espécies do clado x = 10, que provavelmente é 

mais basal em Mesosetum (Silva dados não publicados), é até quatro vezes menor que o 

genoma diploide das espécies de Mesosetum com x = 4 e x = 13. Estes resultados indicam que 

provavelmente houve incremento no tamanho do genoma nas espécies com números x = 4 e x 

= 13 após sua origem a partir de um ancestral com x = 10. Esta expansão do genoma também 

é evidenciada pelos cromossomos maiores e com maior quantidade média de cromatina 

acumulada em cada cromossomo nas espécies com x = 4 (3,7-7,2 µm; 0,24-0,45 pg) e 

também com x = 13 (2,5-5,0 µm; 0,13 pg) em comparação às espécies com x = 10 (1,8-4,0 

µm; 0,04-0,010 pg) (Capítulo 1 desta tese). 

No clado das espécies com x = 10, o tamanho do genoma dos diploides (2n = 20) 

variou entre 2C = 0,8850 pg e 2C = 1,9456 pg em M. cayennense, M. ferrugineum var. 

setaceum e M. rottboellioides. Estas quantidades de DNA foram as menores observadas entre 

todas as espécies analisadas. O genoma menor pode ser explicado pelo tamanho reduzido dos 

cromossomos que medem entre 1,8 e 4,0 µm (Capítulo 1 desta tese; Sousa 2014), o que 

reflete uma menor quantidade de cromatina acumulada em cada cromossomo (2C/2n entre 

0,0443 pg e 0,0973 pg).  

Em outros gêneros de Panicoideae, genomas com tamanhos semelhantes aos das 

espécies de Mesosetum foram reportados em espécies com números cromossômicos idênticos 

(2n = 20) ou menores (2n = 10) (Price et al. 2005; Vaio et al. 2007).  

No gênero Paspalum L., em espécies dos grupos Paniculata e Quadrifaria foram 

registrados genomas de citótipos diploides com 2n = 20 cromossomos (Vaio et al. 2007) 
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muito próximos aos aqui observados em Mesosetum. Em P. haumanii Parodi (2C = 1,50 pg), 

P. intermedium Munro ex Morong & Britton (2C = 1,51 pg), P. juergensii Hack. (2C = 1,24 

pg) e P. quadrifarium Lam. (2C = 1,87 pg) as quantidades de DNA reportadas por Vaio et al. 

(2007) foram muito similares às observadas em M. cayennense (2C = 1,5171 pg), M. 

ferrugineum var. setaceum (2C = 1,9456 pg) e M. rottboellioides (2C = 1,2895 pg).  

No gênero Sorghum Moench resultados semelhantes foram obtidos para S. bicolor (L.) 

Moench (2C = 1,67 pg) e S. propinquum (Kunth) Hitchc. (2C = 1,51 pg), ambas com 2n = 20 

cromossomos (Price et al. 2005). Entretanto, o tamanho do genoma de S. nitidum (Vahl) Pers. 

(2C = 8,79 pg) também com 2n = 20 cromossomos (Price et al. 2005) é até sete vezes maior 

que o genoma das espécies de Mesosetum com mesmo número cromossômico. Com base na 

filogenia de Sorghum, esta diferença de tamanho do genoma é atribuída ao fato de 2n = 20 

cromossomos ter múltiplas origens durante a evolução cromossômica do gênero Sorghum 

(Price et al. 2005). 

De acordo com a filogenia do gênero Mesosetum proposta por Silva (dados não 

publicados), M. ferrugineum compõe um clado fortemente suportado com M. cayennense e M. 

rottboellioides. Assim é possível estabelecer comparações entre as espécies de Mesosetum 

com x = 10. 

É bastante provável que o hexaploide (2n = 60) M. ferrugineum var. ferrugineum 

surgiu por poliploidia a partir do diploide (2n = 20) M. ferrugineum var. setaceum. A 

quantidade de DNA monoploide obtida no hexaploide (2n = 60) de M. ferrugineum var. 

ferrugineum (Cx = 0,7680 pg) é menor que no diploide representado por M. ferrugineum var. 

setaceum (Cx = 0,9728 pg), sugerindo que houve perda de DNA após o evento de 

poliploidização. A perda de DNA normalmente se processa associada à diploidização 

(Langham et al. 2004; Paterson et al. 2004; Murat et al. 2010; Schnable et al. 2012). 

Entretanto, em M. ferrugineum, a ausência de informações sobre a meiose impossibilita 
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verificar se houve uma estabilização do pareamento em bivalentes no poliploide com 2n = 60 

cromossomos. Vale salientar que esta espécie floresce apenas após incêndios em habitat 

natural e ainda não houve sucesso na indução de florescimento em ambientes cultivados, 

impossibilitando os estudos de meiose. 

As espécies com número cromossômico básico x = 4 na filogenia molecular de 

Mesosetum (Silva dados não publicados) compõe um clado que pode ser subdividido em 

subclados principais altamente suportados que corroboram com os dados de citometria de 

fluxo do presente trabalho. Há um subclado monoespecífico que agrupa os dois acessos 

diploides de M. ansatum com 2n = 8 cromossomos (Ribeiro 2013 e Ribeiro et. al. 2015; Silva 

dados não publicados). Há outro subclado entre as espécies com x = 4 composto por M. 

alatum, M. bifarium, M. chaseae, M. compressum e M. elytrochaetum (Silva dados não 

publicados). 

O tamanho do genoma de M. ansatum (2C entre 2,1264 pg e 2,1336 pg) é no mínimo 

30 % menor que os genomas de outras espécies diploides (2n = 8) do subclado irmão (2C 

entre 3,0236 pg e 3,6284 pg). Estes resultados indicam que há pelo menos duas linhagens 

distintas na evolução genômica das espécies com x = 4. 

Foram examinados 3 citótipos de M. bifarium, os dois primeiros, representados pelos 

acessos V15927 e V 15933 diploides (2n = 8), e o terceiro, representado pelo acesso ASS 235 

tetraploide natural (2n = 16). A quantidade de DNA monoploide da planta tetraploide ASS 

235 (Cx = 1,2006 pg) é inferior à observada nas plantas diploides (Cx entre 1,5118 pg e 

1,5566 pg). Estes dados sugerem que houve perda de DNA no acesso tetraploide (2n = 16) 

após o processo de poliploidização. Esta perda de DNA está relacionada à diploidização 

comprovada na estabilidade da meiose do tetraploide ASS 235, que apresentou pareamento 

predominante em bivalentes em mais de 86% das diacineses examinadas (Ribeiro 2013). 
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O mesmo parece ter ocorrido com M. compressum que também está no mesmo 

subclado de M. bifarium. O tamanho do genoma monoploide do tetraploide (2n = 16) de M. 

compressum (Cx = 1,2984 pg) é inferior ao observado nos diploides (2n = 8) de M. bifarium 

(Cx entre 1,5118 pg e 1,5566 pg). A meiose estável de M. compressum mostra que a perda de 

genes e a redução do genoma também ocorreu paralela ao processo de diploidização 

comprovada na meiose estável com mais de 90% das diacineses com pareamento em 

bivalentes. 

 O acesso hexaploide (2n = 24) de M. elytrochaetum forma um clado altamente 

suportado com os dois acessos diploides de M. bifarium (Silva dados não publicados). A 

quantidade de DNA monoploide do hexaploide natural (2n = 24) de M. elytrochaetum (Cx = 

1,5029 pg) é quase equivalente à observada nos diploides de M. bifarium (Cx entre 1,5118 pg 

e 1,5566 pg). Estes resultados indicam que o tamanho do genoma de M. elytrochaetum 

manteve-se praticamente estável após o processo de poliploidização, com pequena perda de 

DNA. 

 Em M. loliiforme foram examinados três acessos, porém foram obtidos picos bem 

definidos apenas no acesso AROR 355. Provavelmente, a espécie deve apresentar compostos 

bioquímicos que interferem na fluorescência dos núcleos e nos resultados obtidos, sendo 

necessário ajustar uma solução tampão mais adequada. A única planta examinada com 

sucesso apresentou 2C = 5,3743 pg. Devido à ausência de florescimento, foram coletadas 

raízes para análise dos cromossomos em mitose. Porém não houve sucesso e as mudas de M. 

loliiforme por serem mais sensíveis não sobreviveram à coleta de raízes. 

 A linhagem monoespecífica de M. exaratum com número cromossômico básico x = 13 

representa uma linha evolutiva bastante peculiar. A ausência deste número cromossômico (2n 

= 26) em outras Panicoideae ou mesmo outras espécies de Mesosetum limita a comparação 

dos resultados obtidos. Em Mesosetum o número cromossômico mais próximo é 2n = 20. A 



 60 

quantidade média de DNA por cromossomo observada em M. exaratum (2C/2n = 0,1278 pg) 

é até quase 3 vezes maior que nos diploides com x = 10 (2C/2n variando entre 0,0443 pg e 

0,0973 pg). Estes resultados indicam que houve aumento do tamanho do genoma após a 

origem do número cromossômico básico x = 13 a partir de x = 10. Esta expansão do genoma 

está estritamente associada ao tamanho dos cromossomos de M. exaratum que são maiores 

que os observados nos diploides com x = 10 (Sousa 2014; Capítulo 1). 

 

2.5 Conclusão 

 A comparação dos resultados do presente estudo de citometria aliada à análise dos 

trabalhos de Ribeiro (2013), Sousa (2014), Ribeiro et al. (2015), Silva (dados não 

publicados), além dos dados do Capítulo 1 desta tese permitem elaborar algumas hipóteses 

para evolução do gênero Mesosetum.  

É bastante provável que a linhagem mais basal do gênero Mesosetum com x = 10 

tivesse baixa quantidade de DNA e cromossomos pequenos como os observados em M. 

cayennense, M. ferrugineum e M. rottoboellioides.  

 Já nas espécies de Mesosetum do clado x = 4 houve ganho de DNA após sua origem a 

partir de cariótipo ancestral com cromossomos menores. Este expansão do tamanho do 

genoma refletiu no aumento do tamanho dos cromossomos do clado x = 4. Novos estudos de 

caracterização cromossômica, molecular e por citometria de fluxo devem ser estimuladas para 

se compreender a evolução das espécies de Mesosetum. 
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CAPÍTULO 3 

 

Estudos de citogenética molecular em espécies de Mesosetum sect. Bifaria (Hack.) Chase 

(Poaceae: Arthropogoninae) 
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3.1 Introdução 

As técnicas de citogenética molecular com hibridização in situ fluorescente (sigla 

FISH - Fluorescence In Situ Hybridization) têm sido úteis para distinção cariotípica e estudo 

da evolução genômica de poliploides em Poaceae (Cremonini et al. 2003, Kotseruba et al. 

2003, 2005, Cremonini 2005, Vaio et al. 2005, Kim et al. 2009, Nielen et al. 2010; Amosova 

et al. 2015). As sequências repetitivas de DNA ribossômico (DNAr), os loci para o DNAr 5S 

e DNAr 45S, podem ser identificados em um ou mais sítios com posições características, 

fornecendo marcas que caracterizam cromossomos ou cariótipos (Cremonini et al. 2003, 

Kotseruba et al. 2003, Cremonini 2005; Vaio et al. 2005, Nielen et al. 2010).  

Apesar desta ferramenta já ter sido empregada em várias gramíneas de uso 

agronômico (Jiang & Gill 1994, Shishido et al. 2000, Sang & Liang, 2000, Brasileiro-Vidal et 

al. 2003, Harper et al. 2004, Ferrari 2010), raros são os trabalhos utilizando FISH em 

gramíneas nativas. Entre os estudos com enfoque citotaxonômico para Paniceae s.l. nativas 

destacam-se os de Vaio et al. (2005) e Santos (2007).  

O trabalho de Vaio et al. (2005) forneceu parâmetros para a distinção de espécies de 

Paspalum L. grupo Quadrifaria, a caracterização de diferentes versões do genoma I e permitiu 

propor eventos de hibridação entre diferentes espécies do grupo. Santos (2007) verificou em 

Axonopus ser. Suffulti G.A. Black caracteres nas bandas CMA/DAPI para distinção das 

espécies e também a duplicação dos sítios de DNAr 45S em poliploides. 

O reconhecimento dos pares cromossômicos pela presença de sítios de DNAr 5S e 45S 

é ainda mais eficiente na caracterização do complemento genômico básico de gramíneas com 

número cromossômico baixo (Cremonini et al. 2003, Kotseruba et al. 2003, 2005, Cremonini 

2005; Kotseruba et al. 2010). 

Nas espécies Colpodium versicolor (Steven) Schmalh. e Zingeria biebersteiniana 

(Claus) P.A. Smirn., subfamília Pooideae, tribo Poeae, foi encontrado 2n = 4, o qual é menor 
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número cromossômico já registrado em Poaceae. O número cromossômico 2n = 4 (x = 2) 

também é o menor já observado entre as angiospermas, sendo registrado somente nas famílias 

Asteraceae, Cyperaceae e Poaceae (Cremonini et al. 2003, Michelan et al. 2012).  

Na tribo Poeae, o número cromossômico básico x = 7 é considerado o mais basal e 

predomina na maioria de suas espécies, a partir do qual o número cromossômico 2n = 4 (x = 

2) derivou-se por fusão e rearranjos (Cremonini et al. 2003; Kotseruba et al. 2003, 2005; Kim 

et al. 2009; Kotseruba et al. 2010). A partir de estudos moleculares combinados com ensaios 

de FISH e GISH (Genome In Situ Hybridization), foi possível verificar que Zingeria 

biebersteiniana (Claus) P.A. Smirn. (2n = 4, x = 2) originou por alopoliploidia o genoma com 

2n = 8 cromossomos de Z. trichopoda (Boiss.) P.A. Smirn. Foram observados dois sítios de 

5S no Z. biebersteiniana (2n = 4) e 4 sítios de 5S em Z. trichopoda (2n = 8) o que comprovou 

o nível diploide em 2n = 4 (x = 2) e nível alotetraploide em 2n = 8. 

Na subfamília Panicoideae, as mudanças do cariótipo também estão diretamente 

relacionadas com a evolução do genoma de suas espécies (Hilu 2004; Leitch et al. 2010; 

Murat et al. 2010; Burke et al. 2016; Studer et al. 2016). Há grande diversidade de números 

cromossômicos em Panicoideae, com predomínio de múltiplos de x = 5, x = 9 e x = 10 (Hilu 

2004; Murat et al. 2010; Studer et al. 2016). Não obstante, também já foram registrados 

números cromossômicos básicos mais raros como x = 4 em Panicoideae (Celarier & Paliwal 

1957; Rao 1975; De Wet 1987; Morrone et al. 2012; Ribeiro 2013; Sousa 2014; Ribeiro et al. 

2015). O gêneros Iseilema Anderson. (tribo Andropogoneae) e Mesosetum Steud. (tribo 

Paspaleae) são os únicos gêneros de Panicoideae com registro do número cromossômico 

básico x = 4 cuja origem ainda não foi plenamente elucidada. 

O número cromossômico 2n = 8 (x = 4) encontrado em Mesosetum é o menor já 

observado na tribo Paspaleae e entre todas as gramíneas neotropicais (Ribeiro 2013; Sousa 

2014; Ribeiro et al. 2015). O número cromossômico 2n = 8 já foi observado em seis espécies 
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dispersas entre as seções Bifaria (Hack.) Chase e Loliiformia Swallen: M. alatum Filg., M. 

annuum Swallen, M. ansatum (Trin.) Kuhlm., M. bifarium (Hack.) Chase, M. longiaristatum 

Filg., M. pappophorum (Nees) Kuhlm. (Ribeiro 2013; Sousa 2014; Ribeiro et al. 2015; 

Capítulo 1 desta tese). 

De acordo com Filgueiras (1986, 1989), Ribeiro (2013) e Silva et al. (2015), 

Mesosetum sect. Bifaria (Hack.) Chase contém sete espécies e forma um grupo homogêneo 

morfologicamente, sendo reconhecido pelas inflorescências com ráquis alada, espiguetas com 

achatamento lateral e gluma inferior aristada e/ou mucronada. Apesar de a seção ser 

prontamente reconhecida pelos caracteres morfológicos, a delimitação entre suas espécies é 

complexa pelo alto nível de semelhança morfológica compartilhado por elas.  

Estudos com enfoque citotaxonômico na seção Bifaria encontraram números 

cromossômicos 2n = 8, 16 e 24 e observaram indícios de poliploidia na evolução de suas 

espécies (Ribeiro 2013; Ribeiro et al. 2015).  

A filogenia baseada em dados moleculares no gênero Mesosetum combinada a estudos 

citogenéticos mostra que o número cromossômico x = 10 é provavelmente mais basal no 

gênero, a partir do qual derivou-se por redução o número básico x = 4 (Silva dados não 

publicados; Capítulo 1 desta tese). 

Uma redução abrupta de x = 10 para x = 4 por perda de 6 pares cromossômicos é 

pouco provável, pois comprometeria mais da metade do genoma original afetando genes e 

codificação de proteínas (Capítulo 1 desta tese). A hipótese de fusão e rearranjos 

cromossômicos é mais plausível para origem do número básico x = 4 a partir de x = 10 

(Capítulo 1 desta tese). Entretanto ainda é desconhecida a composição e estrutura da 

cromatina dos cromossomos dos diploides (2n = 8). Também é desconhecido qual mecanismo 

se processou durante a poliploidização, que originou os números cromossômicos 2n = 16 e 2n 

= 24 e se ocorreram mudanças estruturais nos poliploides. 
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 O objetivo do Capítulo 3 desta tese de doutorado foi caracterizar por meio da técnica 

de hibridização in situ FISH os cromossomos de espécies de M. sect. Bifaria em distintos 

níveis de ploidia, visando ampliar o conhecimento acerca da evolução e origem do número 

cromossômico básico x = 4 em Mesosetum. 

3.2 Material e Métodos 

Obtenção de metáfases mitóticas e lâminas 

As mudas de quatro acessos (Tabela 1) de Mesosetum ansatum (Trin.) Kuhlm., M. 

chaseae Luces, M. compressum Swallen e M. elytrochaetum (Hack.) Swallen foram 

cultivadas na casa de vegetação do Laboratório de Citogenética Vegetal, Universidade 

Federal de Pernambuco. 

Tabela 1. Espécies de Mesosetum e respectivos acessos caracterizados via citogenética 
molecular 

Espécie Acesso Número 
cromossômico 

Local de Coleta 

Mesosetum ansatum 
(Trin.) Kuhlm. 

RCO 2766 2n = 8 Brasil, Mato Grosso, Poconé 

Mesosetum chaseae Luces RCO 2772 2n = 24 Brasil, Mato Grosso, Poconé 

Mesosetum compressum 

Swallen 
ASS 274 2n = 16 Brasil, Pernambuco, Pesqueira 

Mesosetum elytrochaetum 

(Hack.) Swallen 
AROR 377 2n = 24 Brasil, Goiás, Alto Paraíso 

 

Para a obtenção de metáfases mitóticas os ensaios foram baseados e adaptados dos 

protocolos de Pedrosa et al. (2002) e Sousa et al. (2012). As pontas de raízes foram coletadas 

e pré-tratadas com solução antimitótica de 8-hidroxiquinoleina 2 mM por 20h a 10ºC e 

fixadas em solução 3:1 (metanol: ácido acético, v/v) em temperatura ambiente por pelo menos 

2h e depois armazenadas a -20ºC. O meristema foi previamente amolecido com enzima 

pectinase-celulase 20-2 % por 90 min a 37 ºC. As lâminas foram preparadas com ácido 

acético 60% e a secagem foi feita sobre placa aquecedora em temperatura de 50-55ºC, 

conforme o protocolo de Ruban et al. (2014). As melhores lâminas com pelo menos 10 
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metáfases espalhadas permitindo a distinção dos cromossomos foram selecionadas sob 

microscopia em contraste de fase do Microscópio LEICA para realização da hibridização. 

As lâminas selecionadas foram envelhecidas por no mínimo 3 dias, no escuro, e 

seguiram para a FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) com base no protocolo de Pedrosa 

et al. (2002).  

 

Sondas, mistura de hibridização, anticorpos e fluorocromos 

Duas sondas foram utilizadas na hibridização in situ, a primeira sonda para localizar os 

sítios de DNA ribossômico (DNAr) 5S e a segunda, para os sítios de DNAr 45S nos 

cromossomos. A primeira sonda foi obtida a partir de um clone do plasmídeo D2 contendo 

fragmento de 500 bp incluindo o gene 5S de DNA ribossômico (DNAr) de Lotus japonicus 

(Regel) K. Larsen, conforme descrito por Pedrosa et al. (2002). A segunda sonda foi obtida a 

partir do plasmídeo pTa71 contendo fragmento de 9 kb incluindo os genes 18S-25S-5.8S de 

DNAr de Triticum aestivum L., conforme descrito por Gerlach & Bedbrook (1979). Ambas as 

sondas foram marcadas com Nick Translation Mix (Roche), a sonda de DNAr 5S com Cy3-

dUTP (Roche) e a sonda de DNAr 45S com digoxigenina-11-dUTP (Roche). A digoxigenina 

da sonda de DNAr 45 foi detectada pois dois anticorpos: o primário antidigoxigenina 

conjugado com FITC obtido de ovelha (Roche 1207741) e o secundário anti-ovelha 

conjugado com FITC obtido de macaco (Serotec Star88F). Na hibridização in situ dos 

cromossomos, o fluorocromo Cy3 emite sinal de coloração alaranjada nos sítios de DNAr 5S 

e o fluorocromo FITC emite sinal de coloração esverdeada aos sítios de DNAr 45S. 

A mistura de hibridização definiu estringência de 76% para a FISH e foi preparada 

contendo formamida 50% (v/v), sulfato de dextrano 10% (m/v), tampão SSC (cloreto de 

sódio, citrato de sódio) em concentração final 2X e as duas sondas a 5 ng/µL. A FISH seguiu 

4 etapas: pré-tratamento, hibridização, lavagem e detecção. 
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Etapas da hibridização 

No pré-tratamento, as lâminas foram encubadas com solução de RNase (100 µg/mL) 

por 1h a 37ºC e lavadas 3 vezes com SSC 2X por 5 minutos. Em seguida, as lâminas foram 

encubadas por 20 min, a 37ºC, com 100 µL de solução de pepsina a 10 µg/mL (diluída em 

HCL 0,01N) e lavadas 3 vezes com SSC 2X por 5 minutos. Posteriormente as lâminas foram 

fixadas por 10 min em solução de formaldeído 3,7% (v/v) diluído em tampão PBS (fosfato 

salino) em concentração final 1X e lavadas 3 vezes com SSC 2X por 5 minutos. Após a 

fixação, as lâminas foram desidratadas em série alcoólica por 3 min em etanol 70 % e 3 min 

em etanol 100%. Posteriormente, as lâminas foram secas ao ar por pelo menos 1h. 

Na hibridização, as lâminas receberam 10 µL da solução de hibridização e 

desnaturadas em termociclador com adpatador para hibridização in situ a 94ºC por 90s. 

Imediatamente após a desnaturação, as lâminulas foram vedadas nas bordas com cola plástica 

de PVC e encubadas em câmara umida a 37ºC em overnigth. 

As lavagens pós-hibridização foram feitas em tampão SSC. A 1ª lavagem foi feita em 

SSC 2X a temperatura ambiente por 5 min e as lamínulas removidas cuidadosamente. A 2ª 

lavagem foi feita em SSC 2X por 5 min a 42ºC. A 3ª e 4ª lavagens foram feitas em SSC 0,1X 

por 5 min. A 4ª lavagem foi feita com SSC 2X por 5 min a 42ºC e a 5ª lavagem com SSC 2X 

a temperatura ambiente por 10 min. 

Para detecção imunológica, as lâminas foram encubadas a 37ºC por 30 min em câmara 

úmida com 100 µL de solução de albumina de soro bovino 3% diluída em PBS 1X (BSA 

3%/PBS 1X). A seguir, as lâminas receberam 20 µL de solução contendo 0,4 µL do anticorpo 

primário e 19,6 µL de BSA 3%/PBS 1X e foram encubadas em câmara úmida a 37ºC por 1h. 

Em seguida, as lâminas foram lavadas 3 vezes em solução de Tween 20 diluído a 0,1% em 

PBS 1X por 5 min. Posteriormente, as lâminas receberam 20 µL de solução contendo 0,2 µL 
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do anticorpo secundário e 19,8 µL de BSA 3%/PBS 1X e foram encubadas em câmara úmida 

a 37ºC por mais 1h. Em seguida, forma novamente lavadas 3 vezes em solução de Tween 20 

diluído a 0,1% em PBS 1X por 5 min. As lâminas foram montadas com 8 µL solução 

DAPI/Vectashield® (Vector) e as lamínulas vedadas com esmalte incolor. Para evitar 

desvanecimento do sinal fluorescente, lâminas foram armazenadas em condição escura a 4°C 

até a análise.  

As lâminas foram observadas e fotografadas sob microscópio LEICA DMLB de 

epifluorescência, utilizando filtros apropriados e software LEICA Q-FISH. As imagens foram 

editadas utilizando-se Adobe Photoshop 12.0 (Figuras 1 e 2). 

Os idiogramas (Figuras 3 e 4) foram determinados de acordo a homologia das bandas 

DAPI e sítios de DNAr 5S e 45S. Os pares foram numerados em ordem decrescente em 

relação ao comprimento do braço cromossômico mais curto e tamanho cromossômico total, 

baseando-se em Souza et al. (2009). 

 

3.3 Resultados 

Foram obtidas bandas em DAPI e hibridizações de DNAr em metáfases de M. 

ansatum (2n = 8), M. compressum (2n = 16), M. chaseae (2n = 24) e M. elytrochaetum (2n = 

24). Em todos os cromossomos das espécies estudadas observou-se coloração DAPI na região 

pericentromérica. Em pelo menos um par de cada espécie foram observadas marcações de 

DNAr 5S e DNAr 45S em sítios terminais ou subterminais dos cromossomos (Figura 1, 

Figura 2). 
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Figura 1. Metáfases mitóticas de espécies de Mesosetum sect. Bifaria com 2n = 8 e 2n = 16 
cromossomos após hibridização in situ com DNAr 5S (fluorescente em alaranjado) e DNAr 
45S (fluorescente em verde) com contracoloração em DAPI (cinza) vistas em microscópio 
com epifluorescência. A. M. ansantum (RCO 2766). B. M. compressum (ASS 274).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Metáfases mitóticas de espécies de Mesosetum sect. Bifaria com 2n = 24 
cromossomos após hibridização in situ com DNAr 5S (fluorescente em alaranjado) e DNAr 
45S (fluorescente em verde) com contracoloração em DAPI (cinza) vistas em microscópio 
com epifluorescência. A. M. chaseae (RCO 2772). B. M. elytrochaetum (AROR 377). 
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Figura 3. Idiogramas das espécies de Mesosetum sect. Bifaria com 2n = 8 e 2n = 16 
cromossomos com sítios de DNAr 5S (laranja), DNAr 45S (verde) e bandas DAPI (cinza). A. 
M. ansantum (RCO 2766). B. M. compressum (ASS 274). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Idiogramas das espécies de Mesosetum sect. Bifaria com 2n = 24 cromossomos 
com sítios de DNAr 5S (laranja), DNAr 45S (verde) e bandas DAPI (cinza). A. M. chaseae 
(RCO 2772). B. M. elytrochaetum (AROR 377). 
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Em M. ansatum (2n = 8) foram observados dois pares com marcações de DNAr, um 

com 5S e outro com 45S. Em todos os cromossomos verificou-se uma intensa coloração 

DAPI terminal em ambos os braços, especialmente no braço curto (Figuras 1A, 3A). O par 1 

apresentou um sítio subterminal de DNA 45S no braço curto (Figuras 1A, 3A). No par 3 foi 

verificada a ocorrência de sítio subterminal de DNAr 5S também no braço curto (Figuras 1A, 

3A). Os outros dois pares foram diferenciados pela heterocromatina, sendo no par 2 a banda 

DAPI mais restrita a região pericentromérica e no par 4 a banda DAPI se estende desde a 

região pericentromérica até a porção subterminal do braço curto (Figuras 1A, 3A). 

Em M. compressum (2n = 16) foram observados dois pares cromossômicos com sítios 

de DNAr, correspondentes ao par 2 e ao par 4 do cariótipo (Figuras 1B, 3B). No par 2 os dois 

sítios sintênicos de DNAr foram marcados no satélite, com um sítio de DNAr 5S subterminal 

e um sítio de DNAr 45S na constrição secundária (Figuras 1B, 3B). Ainda no par 2 foram 

observadas bandas de DAPI em mais duas regiões além da pericentromérica, uma subterminal 

no braço longo e outra colocalizada com o sítio de DNAr 45S (Figuras 1B, 3B). O par 4 foi 

marcado no braço curto com um sítio de DNAr 5S terminal e uma banda de DAPI 

subterminal. Bandas DAPI terminais nos braços curtos também foram observadas nos pares 1, 

5 e 7, sendo no par 7 também observadas no braço longo.  

Em M. chaseae (2n = 24) os sítios de DNAr foram detectados em 3 pares 

cromossômicos, correspondentes aos pares 2, 5 e 6 do cariótipo (Figuras 2A, 4A). Os pares 2 

e 5 foram marcados com um sítio subterminal de DNAr 5S no braço curto (Figuras 2A, 4A). 

O par 6 foi marcado com dois sítios sintênicos no braço curto, um terminal com DNAr 5S e 

outro subterminal com DNAr 45S (Figuras 2A, 4A). Foram observadas bandas terminais 

DAPI em todos os pares, exceto no par 11 (Figuras 2A, 4A). 

Em M. elytrochaetum (2n = 24) os sítios de DNAr foram detectados em 6 pares 

cromossômicos, correspondentes aos pares 1, 2, 3, 4, 5 e 6 (Figuras 2B, 4B). Os pares 2, 5 e 6 
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foram marcados com um sítio terminal de DNAr 45S, sendo nos pares 2 e 5 localizado no 

braço curto e no par 6 localizado no braço longo (Figuras 2B, 4B). No par 5 este sítio de 

DNAr 45S emite do sinal é colocalizado com uma banda DAPI terminal (Figuras 2B, 4B). Os 

pares 1, 3 e 4 foram marcados com um sítio de DNAr 5S subterminal, sendo localizado nos 

braços curtos dos pares 1 e 4 e no braço longo do par 3 (Figuras 2B, 4B). Foram observadas 

bandas terminais DAPI nos pares 7, 8, 9, 10, 11 e 12 (Figuras 2B, 4B).  

 

3.4 Discussão 

 As colorações DAPI somadas às marcações de DNAr 5S e 45S foram úteis à distinção 

dos pares cromossômicos e determinação do cariótipo e são pela primeira vez estudadas e 

descritas no gênero Mesosetum e na subtribo Arthropogoninae.  

As bandas DAPI estão associadas ao acúmulo de heterocromatina rica em DNA 

repetitivo AT (Souza et al. 2009; Souza et al. 2012) e foram observadas na região 

pericentromérica e também próximo à constrição secundária. Esta heterocromatina 

pericentromérica pode apresentar função de estabilizar o centrômero e garantir regularidade 

na segregação dos cromossomos durante a mitose e meiose, além participar na formação dos 

cromocentros durante a interfase, contribuindo na condensação e estruturação dos 

cromossomos (Simon et al. 2015).  

Estas bandas DAPI nas regiões pericentroméricas foram distintas em alguns 

cromossomos, se estendendo por quase todo o braço cromossômico, semelhante ao observado 

em espécies de Paspalum por Vaio et al. (2005) e auxiliaram na distinção dos pares 

homólogos para elaboração do cariótipo. 

Em M. ansatum (2n = 8), a presença de dois cromossomos com sítio de DNAr 5S e 

dois com sítio de DNAr 45S, reforça a diploidia para o genoma com 2n = 8 em Mesosetum e 

suporta sua formação a partir do número cromossômico básico x = 4. Estes resultados 
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contrastam com o obtido em Zingeria trichopoda (2n = 8), espécie em que foram encontrados 

quatro cromossomos com sítio de DNAr 5S e dois cromossomos com sítio de DNAr 45S, que 

confirmaram 2n = 8 como nível tetraploide no gênero Zingeria (Kotseruba et al. 2003, 2005; 

Kim et al. 2009). 

 Em M. compressum (2n = 16), os quatro cromossomos com sítios de DNAr 5S e os 

dois cromossomos com sítio de DNAr 45 S evidenciaram a tetraploidia para 2n = 16 em 

Mesosetum. Resultados semelhantes foram obtidos no alotetraploide Zingeria trichopoda, que 

embora tenha número cromossômico diferente (2n = 8), também apresentou quatro 

cromossomos com sítio de DNAr 5S e os 2 cromossomos com sítio de DNAr 45 S (Kotseruba 

et al. 2003; Kotseruba et al. 2005; Kim et al. 2009). A principal diferença entre os 

tetraploides de Mesosetum e Zingeria é a posição dos sítios de DNAr nos cromossomos, 

sendo em Mesosetum um sítio de DNAr 5S sintênico ao sítio 45S em um par cromossômico e 

em Zingeria não há sintenia entre os sítios de DNAr 5S e 45S. 

Em M. compressum os sítios de DNAr 45S parecem ter sido perdidos em um par 

cromossômico durante o curso da evolução, visto que seriam esperados quatro cromossomos 

com sítios de DNAr 45S no tetraploide após a duplicação do genoma. Resultados similares 

foram observados no alotetraploide Z. trichopoda, no qual também foi constatada perda do 

sítio de DNAr 45S em dois cromossomos (Kotseruba et al. 2003; Kotseruba et al. 2005; Kim 

et al. 2009). Em Z. trichopoda a perda de DNA foi comprovada pela análise de marcadores 

ITS que mostraram a eliminação de seqüências de DNAr 45S na comparação com o diploide 

Z. biebersteiniana, o qual é o progenitor de metade do genoma de Z. trichopoda (Kotseruba et 

al. 2003; Kotseruba et al. 2005; Kim et al. 2009). Em M. compressum ainda não foi possível 

identificar se origem do genoma se é auto ou alotetraploide o que dificulta estabelecer se 

houve perda, translocação ou fusão de sítios de DNAr 45S ao longo da evolução. 
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Em M. chaseae (2n = 24) também foram encontrados cromossomos com sítios 

sintênicos de DNAr com 45S em posição mais proximal ao centrômero e 5S em posição mais 

distal ao centrômero. Estes cromossomos sintênicos com mesmas posições proximais e distais 

dos sítios de DNAr também foram encontrados em M. compressum, o que corrobora a 

filogenia de Mesosetum, na qual estas duas espécies formam um clado fortemente suportado 

(Silva dados não publicados). 

Em M. elytrochaetum (2n = 24) o conjunto cromossômico representa quase 

perfeitamente 6 vezes o complemento genômico confirmando hexaploidia. Foram observados 

6 cromossomos com 1 sítio de DNAr 5S e 6 cromossomos com sítio de DNAr 45S. Tendo em 

vista a ausência de espécie com nível hexaploide em 2n = 24 caracterizada por FISH de DNAr 

5S e 45S, os resultados foram comparados com espécies hexaploides de Poaceae com 

números cromossomos distintos.  

No gênero Avena L., também foram encontrados 6 cromossomos com sítios de DNAr 

45S nos hexaploides silvestres (2n = 42, x = 7) de A. sativa L. e A. sterilis L. (Tomás et al. 

2016). Em Zingeria, no hexaploide Z. kochii (Mez) Tzvelev (2n = 12, x = 2) foram 

observados sítios de DNAr 5S também em seis cromossomos (Kotseruba et al. 2010). Já a 

presença de sítios de DNAr 45S em apenas 4 cromossomos é atribuída a perda de DNAr 45S 

durante a evolução do alohexaploide Z. kochii (Kotseruba et al. 2010). 

Foram observadas diferenças entre os cariótipos das espécies com 2n = 24, M. chaseae 

e M. elytrochaetum, as quais evidenciaram tendências evolutivas divergentes, embora estejam 

em um subclado altamente suportado e com morfologia bastante homogênea (Swallen 1937, 

Filgueiras 1986, 1989; Silva et al. 2015; Silva et al. 2016; Silva dados não publicados). 

Enquanto os sítios de DNAr 5S e 45S são sintênicos em dois cromossomos de M. chaseae, 

não foi observada sintenia de DNAr em nenhum cromossomo de M. elytrochaetum. Estas 

diferenças sugerem evolução a partir de linhagens distintas, ou ainda que houve perda ou 
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translocação de DNAr entre os cromossomos de M. chaseae. Uma maior perda de DNA já foi 

comprovada no genoma de M. chaseae (2n = 24) que apresenta 2C = 5,7903 pg, o qual é 

quase 37% menor que o genoma de M. elytrochaetum (2n = 24) com 2C = 9,0172 pg 

(Capítulo 2 desta tese). 

 

3.5 Conclusão 

 Os resultados do presente capítulo corroboram a hipótese de evolução por poliploidia 

entre as espécies de M. sect. Bifaria, as quais estão incluídas no clado de Mesosetum com 

número cromossômico básico x = 4. O nível diploide é comprovadamente representado pelas 

espécies com 2n = 8, a partir do qual evoluíram por poliploidia os níveis tetraploide (2n = 4x 

= 16) e hexaploide (2n = 6x = 24). As diferenças estruturais entre os cromossomos sugerem 

que após a poliploidização ocorreram mudanças no genoma ocasionadas por perda ou 

modificação do DNA. A presença e ausência de cromossomos com sintenia nos sítios de 

DNAr parece ser indicador de que surgiram distintas linhagens evolutivas em espécies de 

Mesosetum com x = 4. 

 A caracterização via citogenética molecular dos cromossomos de outras populações e 

espécies deve ser estimulada para ampliar o conhecimento acerca da evolução e origem do 

número cromossômico básico x = 4 no gênero Mesosetum. 
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CAPÍTULO 4 

 

Estudos de viabilidade polínica em espécies de Mesosetum Steud. (Poaceae: Paspaleae) 
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4.1 Introdução 

A poliploidia tem sido um dos eventos mais importantes na evolução das espécies de 

Poaceae, sendo registrada em pelo menos 80% de suas espécies e estritamente relacionada 

com a meiose e gametogênese (De Wet 1987, Hunziker & Stebbins 1987, Hilu 2004, Ortiz et 

al. 2013, Pozzobon et al. 2013). 

Embora os poliploides instáveis normalmente exibam altas taxas de irregularidades no 

pareamento e segregação dos cromossomos, algumas de suas células reprodutivas executam 

divisão meiótica regular (De Wet 1987; Savidan et al. 2001; Paterson et al. 2004; Pagliarini & 

Pozzobon 2005; Boldrini 2009; Eilam et al. 2010; Ortiz et al. 2013; Pozzobon et al. 2013; 

Bernardo Filho et al. 2014). Pela consolidação destas divisões regulares e estabilização da 

meiose, genomas poliploides tornam-se diploidizados gradualmente ao longo das gerações, 

exibindo pareamento em bivalentes, segregação normal e gametas balanceados, viabilizando a 

formação de sementes férteis que irão garantir a permanência de futuras gerações (Nogler 

1984, De Wet 1987, Savidan et al. 2001, Paterson et al. 2004, Boldrini 2009, Eilam et al. 

2010). Esta tendência de diploidização tem sido confirmada em Paniceae s.l. (Sede et al. 

2010).  

No gênero Mesosetum Steud., os estudos citogenéticos tem confirmado a ocorrência 

de poliploidia durante sua evolução (Gould 1966; Gould & Soderstrom 1967; Pohl & Davidse 

1971 Davidse & Pohl 1972, Silva et al. 2012; Ribeiro 2013, Sousa 2014; Ribeiro et al. 

(2015). Um primeiro grupo de espécies com 2n = 20 e 60 cromossomos tem série poliploide 

que evoluiu a partir de x = 10, que é provavelmente mais basal em Mesosetum. Um segundo 

grupo de espécies com 2n = 8, 16, 24 e 32 cromossomos tem série poliploide que evoluiu a 

partir x = 4 (Ribeiro 2013; Sousa 2014; Ribeiro et al. 2015; Silva dados não publicados; 

Capítulos 1, 2 e 3 desta tese de doutorado). 
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Os resultados de Ribeiro (2013) mostraram a ocorrência de estabilidade meiótica no 

nível tetraploide (2n = 16) em M. bifarium e no nível hexaploide em M. elytrochaetum (2n = 

24) com predomínio de bivalentes no pareamento e segregação balanceada e raros 

quadrivalentes e micronúcleos. Entretanto, para o hexaploide de M. chaseae (2n = 24), 

Ribeiro (2013) observou alta instabilidade da meiose com predomínio de aderências e 

associações múltiplas no pareamento e tétrades com alta freqüência de micronúcleos.  

Apesar do avanço no conhecimento sobre a meiose das espécies de Mesosetum feito 

nos trabalhos de Silva et al. (2012), Ribeiro (2013), Sousa (2014) e Ribeiro et al. (2015), são 

escassos os estudos reprodutivos no gênero. Embora já haja conhecimento do Índice Meiótico 

- IM (Love 1949) para 10 espécies de Mesosetum, o único trabalho contemplando a 

viabilidade polínica foi o de Silva et al. (2012) que avaliou a fertilidade do pólen em dez 

acessos de M. chaseae Luces. Esta carência de estudos não permite inferir se a estabilização 

da meiose interferiu na fertilidade do pólen das espécies de Mesosetum, como em outros 

gêneros de Paniceae s.l (Techio et al. 2006; Felismino et al. 2011; Bernado Filho et al. 2014). 

Desse modo, os objetivos deste trabalho foram examinar a viabilidade polínica e 

índice meiótico em espécies de Mesosetum de forma a complementar as informações já 

disponíveis na literatura e investigar a interferência da estabilidade na viabilidade polínica e 

como atuaram na evolução das espécies de Mesosetum. 

 

4.2 Material e Métodos 

As flores para análise da viabilidade polínica e índice meiótico foram obtidas de 

mudas de acessos provenientes de touceiras coletadas em expedições de campo nos estados de 

Goiás, Mato Grosso, Minas Gerais e Pernambuco. Os vouchers foram depositados no herbário 

da Universidade de Brasília, UB (acrônimo disponível em Thiers 2016). O cultivo das mudas 

foi conduzido na Casa de Vegetação da Fitopatologia, Universidade de Brasília. 
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Para a viabilidade polínica foram analisados oito acessos incluindo sete espécies de 

Mesosetum (Tabela 1), com pelo menos 5000 pólens analisados de cada acesso, com pelo 

menos 1000 grãos analisados por flor. As técnicas utilizadas foram baseadas nas descritas por 

Pozzobon et al. (2011). As lâminas foram preparadas com anteras provenientes de flores 

imediatamente após a antese e a coloração foi feita com carmim-acético 2%. 

Tabela 1. Discriminação das espécies e acessos de Mesosetum com viabilidade polínica 
avaliada 

Espécie Acesso Nº Crom. Local de Coleta 

Mesosetum alatum Filg. RCO 2765 2n = 8 Brasil, Mato Grosso, Água Boa 

Mesosetum ansatum 
(Trin.) Kuhlm. 

RCO 2766 2n = 8 Brasil, Mato Grosso, Poconé 

Mesosetum ansatum 
(Trin.) Kuhlm. 

RCO 2784 2n = 8 Brasil, Mato Grosso, Chapada 
dos Guimarães 

Mesosetum bifarium 
(Hack.) Chase 

ASS 235 2n = 16 Brasil, Goiás, Teresina de Goiás 

Mesosetum chaseae Luces RCO 2772 2n = 24 Brasil, Mato Grosso, Poconé 

Mesosetum compressum 
Swallen 

ASS 274 2n = 16 Brasil, Pernambuco, Pesqueira 

Mesosetum elytrochaetum 
(Hack.) Swallen 

RCO 2722 2n = 24 Brasil, Goiás, Alto Paraíso 

Mesosetum rottboellioides 
(Kunth) Hitchc. 

PAR 331 2n = 20 Brasil. Minas Gerais, Grão 
Mogol 

 

A análise foi feita, através da classificação visual dos grãos, os quais foram 

contabilizados e identificados em diferentes tipos, sendo os grãos de pólen vazios, mal 

corados ou mal formados considerados inviáveis. As imagens foram obtidas em 

fotomicroscópio LEICA, do Laboratório de Criptógamas, Departamento de Botânica da UnB. 

Para análise do índice meiótico as técnicas se basearam em Ribeiro et al. (2015). As 

inflorescências coletadas no campo ou a partir do florescimento das mudas cultivadas, foram 

fixadas e armazenadas a 4ºC em solução Carnoy 3:1 (etanol:ácido acético, v/v). A coloração 

foi feita com carmim-acético 2%. Foram examinadas pelo menos 200 tétrades por acesso para 

determinação do Índice Meiótico proposto por Love (1949). 
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4.3 Resultados 

Os acessos avaliados apresentaram, em geral, altos percentuais de pólens viáveis 

(Tabela 2, Figura 1), sendo de 82,18% em M. alatum, 98,77% em M. ansatum (média dos 

dois acessos), 73,90% em M. bifarium, 91,70% em M. compressum, 93,21% em M. 

elytrochaetum e 95,05% em M. rottboellioides. 

Para a espécie M. chaseae, obteve-se uma baixa taxa de viabilidade, apresentando 

apenas 27,69% de grãos viáveis. Dentro dos grãos de pólen inviáveis, a grande maioria, com 

6.610 grãos contabilizados, foi de grãos vazios, porém também foram observados grãos de 

pólen mal corados e mal formados (1 F-H). Alguns grãos de pólen apresentaram visualmente 

diferenças no tamanho (Figura 1 E). 

Tabela 2. Viabilidade polínica e Índice Meiótico em espécies de Mesosetum 

Espécie Acesso Nº 
Crom. 

Viabil. 
Polínica 

Índice Meiótico 

Mesosetum alatum Filg. RCO 2765 2n = 8 82,18% X 

Mesosetum ansatum 
(Trin.) Kuhlm. 

RCO 2766 2n = 8 98,18% 96,49%  
(Ribeiro et al. 2015) 

Mesosetum ansatum 
(Trin.) Kuhlm. 

RCO 2784 2n = 8 99,16% 99,03%  
(presente estudo) 

Mesosetum bifarium 
(Hack.) Chase 

ASS 235 2n = 16 73,90% 90,82%  
(Ribeiro 2013) 

Mesosetum chaseae 
Luces 

RCO 2772 2n = 24 27,69% 22,22%  
(Ribeiro 2013) 

Mesosetum compressum 
Swallen 

ASS 274 2n = 16 91,70% 96,70% (presente 
estudo) 

Mesosetum 

elytrochaetum (Hack.) 
Swallen 

RCO 2722 2n = 24 93,21% 75,93%  
(Ribeiro 2013) 

Mesosetum 

rottboellioides (Kunth) 
Hitchc. 

PAR 331 2n = 20 95,05% 100,00%  
(Sousa 2014) 
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Figura 1. Grãos de pólen corados com carmim acético em espécies de Mesosetum. A-D. 
Vista geral da viabilidade dos grãos de pólen. A. M. alatum, RCO 2765. B. M. bifarium, ASS 
235. C. M. chaseae, RCO 2772. D. M. rottboellioides, PAR 331. E-F. Detalhe de grãos de 
pólen de M. bifarium, ASS 235. E. Grãos de pólen bem corados com distintos tamanhos. F. 
Grão de pólen vazio ao lado de viável. G-H. Detalhe dos grãos de pólen de M. rottboellioides, 
PAR 331. G. Grão de pólen mal corado ao lado de viável. H. Grão de pólen mal corado 
germinando. 
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4.4 Discussão 

A viabilidade polínica relacionou-se diretamente com o índice meiótico (Tabela 2), 

sendo alta nos acessos com índices meióticos altos e baixa no acesso com índice meiótico 

baixo. De acordo com Pagliarini & Pozzobon (2005) plantas com meiose instável têm como 

consequência uma baixa taxa de grãos de pólen viáveis devido a anormalidades no 

pareamento e segregação dos cromossomos.  

Para as espécies M. ansatum, M. bifarium, M. compressum, M. elytrochaetum, M. 

rottboellioides, foram observadas taxas de viabilidade polínica acima de 70%, corroborando a 

establilidade meiótica observada pelos trabalhos de Ribeiro (2013), Sousa (2014) e Ribeiro et 

al. (2015). 

A baixa viabilidade polínica (27,69%) do acesso investigado de M. chaseae (RCO 

2772, 2n = 24), corrobora as análises de Ribeiro (2013) para este mesmo acesso, no qual foi 

observada uma taxa de irregularidade muito alta, sendo encontradas anormalidades meióticas 

em todas as fases.  

Resultados diferentes foram observados por Silva et al. (2012), que observaram 

número cromossômico 2n = 16, meiose estável e alta viabilidade polínica em análise de 

distintas populações de M. chaseae provenientes do estado de Mato Grosso do Sul. A 

variação da viablidade polínica entre 60% e 90% nos distintos acessos observados por Silva et 

al. (2012) foi atribuída a fatores ambientais. Silva et al. (2012) classificou a viablidade 

polínica como alta, mesmo nos acessos com fertilidade em torno de 60%, visto que houve 

compensação pelo grande número de grãos de pólen produzidos em cada flor.  

Alguns grãos de pólen encontrados tiveram tamanhos desuniformes (Figura 1E). 

Normalmente, a presença de grãos de pólen maiores pode estar indicando, eventualmente, 

gametas não reduzidos ou, pelo menos gametas com número de cromossomos diferentes 

(Techio et al. 2006; Reis et al. 2008; Pozzobon et al. 2011; Bernardo Filho et al. 2014).  
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4.5 Conclusão 

Os resultados encontrados confirmam também em Mesosetum a relação direta entre o 

comportamento meiótico e a viabilidade polínica observada em Panicum L., Paspalum L. e 

Urochloa P. Beauv. (Valle & Savidan 1996, Savidan et al. 2001, Hojsgaard et al. 2009, Ma et 

al. 2009, Ortiz et al. 2013, Hojsgaard et al. 2014). A alta viabilidade observada mesmo em 

poliploides indica que a estabilização da meiose tem contribuído para o restabelecimento da 

fertilidade do pólen. Novos estudos reprodutivos serão essenciais para confirmar a ocorrência 

deste padrão evolutivo nas demais espécies de Mesosetum. 
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CONCLUSÕES GERAIS DA TESE 

1) A evolução por meio de mudanças em ordem cromossômica orginou pelo menos três 

linhagens em Mesosetum correspondentes aos números básicos x = 4, x = 10 e x = 13, 

suportando os dados propostos pela filogenia molecular elaborada para o gênero. 

2) As espécies de Mesosetum com número cromossômico básico x = 10 são provavelmente 

mais basais e compartilham genoma pequeno como observado em outros gêneros também 

pertencentes à tribo Paspaleae.  

3) O clado x = 10 parece ter mantido o conjunto cromossômico mais conservado e semelhante 

ao ancestral de Mesosetum.  

4) O clado x = 4 e a linhagem monoespecífica com x = 13, derivados a partir de x = 10, 

seguiram rotas de evolução cromossômica divergentes, a primeira (x = 4) por redução e a 

segunda (x = 13) por aumento do número cromossômico.  

5) A origem do número cromossômico x = 4 por meio de um evento de redução abrupto a 

partir de x = 10 é pouco provável, pois implicaria na perda de seis pares cromossômicos, os 

quais correspondem a mais da metade do complemento genômico original com 10 

cromossomos. É mais provável que esta redução tenha sido gradual e ocorrido por rearranjos 

ou fusão de cromossomos numa série de eventos que originaram números cromossômicos 

intermediários entre x = 4 e x = 10, assim como em outros gêneros de Panicoideae e 

Pooideae.  

6) Os dados de citometria de fluxo sugerem que houve ganho de DNA nas espécies de 

Mesosetum do clado x = 4 após sua origem a partir de cariótipo ancestral com cromossomos 

menores.  

7) Esta expansão do tamanho do genoma refletiu no aumento do tamanho cromossômico nas 

espécies do clado x = 4  
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8) Os resultados com FISH corroboram a hipótese de evolução por poliploidia entre as 

espécies de M. sect. Bifaria, as quais estão incluídas no clado de Mesosetum com número 

cromossômico básico x = 4. O nível diploide é representado pelas espécies com 2n = 8, partir 

do qual evoluíram por poliploidia os níveis tetraploide (2n = 4x = 16) e hexaploide (2n = 6x = 

24). As diferenças estruturais entre os cromossomos sugerem que após a poliploidização 

ocorreram mudanças no genoma ocasionadas por perda ou modificação do DNA. A presença 

e ausência de cromossomos com sintenia nos sítios de DNAr parece ser indicador de que 

surgiram distintas linhagens evolutivas em espécies de Mesosetum com x = 4. A alta 

viabilidade polínica observada mesmo em poliploides indica que a estabilização da meiose 

tem contribuído para o restabelecimento da fertilidade do pólen. 

9) A origem de x = 13 em Mesosetum pode ser relacionada a eventos de fissão ou duplicação 

de cromossomos a partir de um cariótipo original com x = 10. Estudos citogenéticos em novas 

populações de M. exaratum e espécies relacionadas morfologicamente devem ser estimulados 

para elucidar a origem de x = 13 em Mesosetum. 

10) A ampliação dos estudos envolvendo contagens cromossômicas e caracterização 

citogenética avançada deve ser encorajada para investigar como surgiram os números 

cromossômicos raros, x = 4 e x = 13, encontrados em Mesosetum. A caracterização 

citogenética de outros gêneros e espécies de Arthropogoninae e Paspaleae também deve ser 

conduzida, tendo em vista que auxiliará e complementará o conhecimento acerca da evolução 

cromossômica em Mesosetum. Deve haver um enfoque especial nas espécies com distribuição 

geográfica restrita, com poucos registros de herbário e florescimento estimulado pelo fogo, 

fatores que tem dificultado sua localização e, portanto, sua caracterização citogenética. Estes 

fatores contribuem para que estas espécies permaneçam até hoje com número cromossômico 

desconhecido.  


